FN BRNO
~eml®”

|




Preimplantacni geneticka
diagnostika
(PGD)

alternativa k prenatalni diagnostice

alternativni prevence potratu indikovanych
po amniocentéze

preventivni a cilena diagnostika dané
geneticky dédiéné nemoci

selekce embryi pro IVF u paru s rizikem
transmitujici genetické choroby




Umeélé oplodnéni- in vitro fertilizace
(IVF)

nejrozsirendjsi metoda asistovane reprodukce

» z vajeCniku se odebere nékolik vajicek

» oplodni se spermiemi partnera in vitro

» ne¢kolik vybranych embryi se prenese do délohy
» dochazi k implantaci a téhotenstvi

K otéhotneni dochazi v 25% pripadii na jeden cyklus lécby
Prumeérny pocet déti narozenych po IVF je 15% na kazZdy cyklus lécby




Intracytoplasmicka injekce
testikularnich spermii (I1CSI)

*do vajicka je injekci vpravena jedna pripravena spermie

Oocyt je propichnut mikrojehlou,
-~

- vpravi spermii




Déti ze zkumavky

29. 10. 1984

' Prvni dité v Ceské republice
narozené po poceti in vitro. Stalo
~ se tak na gynekologicko-
. porodnickeé klinice FN v Brné, ktera
| je dodnes jednim
. znejvyznamnéjsich center

~ asistované reprodukce ve stfedni
'~ Evrope.




Co predchazi provedeni PGD ?

* Geneticke poradenstvi pred cyklem IVF
- konzultace s parem vcetné genetického
vySetreni
* Poradenstvi s gynekologem a embryologem

» Informovany souhlas pacientky




Geneticka analyza

* oocyt/zygota (polarni télisko)
* blastomera (embryo)

 blastocysta




Biopsie polarniho téliska
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Biopsie blastocyst

 blastocysta:
— opouzdrena struktura obsahujici priblizné 100 bun¢k
— vyviji se 5-6 den po inseminaci

— trofoektodermalni bunky - odvozeny z placenty a jinych
extra-embryonalnich tkani

— odbér 10 bunék nepostihuje Casny vyvoj embryi, ale
nevi se jaky efekt na na pozdéjsi vyvoj fetu
— pouze asi 40-50% preimplantovanych embryi se v
do tohoto stadia in vitro
* vyhoda:
— menSi technicka naro¢nost biopsie
— moznost vice bunék k analyze




Biopsie blastomer

e 3.den — fertilizované embryo: 6-8 totipotentnich bunék

* hlavni nevyhoda:

— limitované mnozstvi materialu, doporuCovana biopsie a analyza
dvou blastomer z kazdého embrya

 vétSina center PGD preferuje biopsii blastomer




Princip biopsie blastomer

* Odbér blastomery z ryhujiciho se embrya

* Testovani blastomery metodami
molekularni biologie

» Eliminace embryi se specifikovanou
genetickou vadou




Technika provedeni
biopsie blastomer

Fertilizace metodou ICSI

Biopsie po 72 hod. kultivace

NaruSeni zona pellucida

Odbér blastomer v EB mediu

Fixace blastomery na podlozni sklo
Kultivace embryi po biopsii (48 hod.)
Oplach a transport blastomer v dest. vod¢

pro PCR vySetreni

. Jedna pipeta stale drzi embryo
_ [vlevn) vpravo mald pipeta odebird
buitku z embrya. Predtimbyla

- GENETICKE A
TESTOVANIEMBRYl
* PGD je metoda umoziiujici

genetickym vySetfenim jedné nebo

dvou bunék odebranychz embrya

urcit jeho genotyp.
Bunky pro genetické testovani jsou

_odebirdny z embrya nejcastéjive
stadiu 8 bunék. Embryo se timto
zakrokem neposkodi, nebot kazdd
_buika v tomto stadiu je schopna
‘samostatného vyvoje v celého ]edmce
Obrazky ukazuji postup odebirani
buiiky pro testovani:

® Sklenﬁué pipeta (vievo) drZi embryo.
- Vpravo je vidét sklenéna mikrojehla,
 ktera predtim, nei je zkoumana buitka

vytaZena jinou pipetou, proplchne

o membranu embrya

membrana naruSena kyselinou.






















Diagnostika PGD

chromozomalni abnormality:

Table 1 Monogenic diseases for

— aneuploidie chromozomu X,Y, 13, 18, 21 - which PGD has been more commonly

applied. L
— chromozomalni piestavby Avosomal recessive
~ Cystic fibrosis . - o
— uréeni pohlavi oo P fhﬂfcssuemlce [ﬁ g!obm gene)
s ; Sickle cell anaemia (B globin gene]
— FISH metoda -. ~ Spinal muscular dir?phy-{type N

. Tay-Sachs dISEUSG B
, N roor r1 s . Congenital adrena lo: 11'3"1.
* nevyhoda: Casty vyskyt chromosomalniho i Au,omi.a; el e Pmp i
 Myotonic dystroph:
- Huntington’s disease o
_ Charcot-Marie-Tooth dusause IA c
\arfan syndrome

mozaicismu

monogenni choroby

-';X_imked e
: Duchenne/ Becke - muscul
. Hoemophilia .
- Fragile X syncfrume Siigs
~ Wiskott-Aldrich syndroma '

pro jakoukoli genetickou chorobu u které
je dostateCna sekvencni informace

Fam:ilcl nd'ermmqfc-us po?yposm cols

PCR 7 I.esch—Nyhun syndrome

» fenomén: allelic drop out (ADO)




PGD chromozomalnich abnormalit

e chromozomy v interfaznim jadie bunky
* prvni PGD : FISH na X-vazané¢ choroby (stanoveni pohlavi)

e vétSina chromozomalnich abnormalit je maternalniho piivodu
- Casta aplikace biopsie polového téliska (PB)
 limitace:

— star$i zeny nebo Zeny s opakovanym IVF: limitovany pocet kvalitnich
embryi/oocytl (aneuplodie!)

— maximalni po€et chromozomu analyzovanych z jedné burky je 7 -9

VVVVVVVV

chyb:
. background* fluorescence, slaby signal, ztrata jadra pfi aplikaci
blastomery na podlozni sklicko

e nyni zavadéni CGH v PGD
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Blastomera-zastaveneé embryo
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PGD monogennich chorob

na metode PCR

— komplikace :

e mozna kontaminace vzorku

— cumulus bunky, obklopujici oocyt/maternalni ptivod kontaminace

— spermie, zapusSténa do zony pelucidy pro fertilizaci/paternalni
kontaminace

* ADO (alelic drop out) - amplifikace jedné alely pod urovni
detekovatelnosti
— optimalizace PCR (vyskyt ADO <10%)

— pri¢ina ADO: obecné€ neznama, avsak je ovlivnéna :

» metodou bunécéné lyse pred PCR
» PCR podminkami

» sekvenci cilové DNA

» velikosti PCR produktu




Minimalizace ADO

 protokol monitorujici vyskyt ADO:
— multiplex PCR (dva a vice lokusu vztazenych
ke genotypu)
— SSCP nebo DGGE analyzy ( detekujici obé
alely soucasné, potvrdi genotyp)

— fluorescencni PCR - redukuje vyskyt ADO,
detekce DNA fragmentu je az 1000x citlivéjsi
ve srovnani s konven¢ni PCR technikou




Nevyhody PGD

Limitovany pocCet bunék dostupnych
geneticke analyze

Mozné riziko naruSeni vyvoje
vysSetfovanc¢ho embrya

Neni vylou€ena jina geneticka vada
Doplnéni PGD amniocentézou




PGD u Cysticke fibrozy

CF predstavuje nejcastéjsi zadost o PGD
— 1incidence 1/2500 novorozencu

minoritni forma CF je zpusobena kongenitalni bilateralni absenci
vas deferens (CBAVD)

— CBAVD nepostihuje spermatogenezi ——— IVF + intracytoplasmicka
injekce testikularnich spermii (ICSI)

— jestlize partnerka je také nositelkou nékteré z mutaci CFTR genu, pak ICSI
procedura je nasledovana PGD

70% mutaci CFTR genu v Evropské populaci : dF508

— oba partnefi nositelé dF508 (49%)

— jeden partner :dF508 a druhy jind mutace (42%) (PGD zaméiena na eliminaci
embryi nesoucich dF508

— oba partnefi nesou jinou mutaci nez dF508 (9%) (specificky test na detekci
mutaci nebo nepfima DNA dignostika)




Identifikace alel

nepiima DNA diagnostika: uziti polymortnich mist
v genu (haplotyp)

— jednoduchy a universalni test pro vsechny pary, jakmile
je nalezena heterozygozyta polymorfniho mista

— interni kontrola kontaminace vzorku

— dva a vice polymortnich markeru snizuje riziko chybné
interpretace (ADO)

— vyhodnoti status ploidie testované blastomery




Fragmentacni analyza dF508 z jedné bunky
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Vyuziti PGD

epreventivni a cilena diagnostika
dané€ geneticky dédicné nemoci pred IVF
*pi1 1€CbE transplantaci kmenovych bunék

z pupeCnikove krve
(geneticka typologie vhodnych embryi)

JAKA ONEMOCNENI SE DAJi LECIT TRANSPLANTACI kostni diené

 (chudokrewnost)
ory kostiudéti @ t6iké poruchy

]¢Cba lidského embrya metodami genoveé terapie




Eticke probléemy PGD

® sexing -na prani vSem
-pouze pro rovnovahu v rodiné ?
-pouze u X-vazanych chorob

epienaSeci chorob (AR, XR) jsou piijatelni ?

eprovadét PGD u rodin se zatézi chorob s pozdnim nastupem (HD) ?

*HLA typizace embryi pro transplantaci kmenovych bungk €D




