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PGD

alternativa k prenatalni diagnostice

alternativni prevence potiaindikovanych
PO amniocenteze

preventivni a cilena diagnostika dané
geneticky ddicné nemoci

selekce embryi pro IVF u p&as rizikem
transmitujici genetické choroby




Co predchazi provedeni PGD ?

» Genetické poradenstvigd cyklem IVF
- konzultace s parentetre genetického
vyseteni
 Poradenstvi s gynekologem a embryologem

 Informovany souhlas pacientky




Geneticka analyza

e oocyt/zygota (polarnktisko)

* blastomera (embryo)

* blastocysta




Biopsie polarniho €liska
(PB biopsie)

puvodnre preferovano z etickych

duvodi (manipulace s oocyty , geneticky materia
pouzity k analyze nerdiasti vyvijejiciho se embrya)

komplikace:moznost rekombinace

genotyp paternalni alelyiztava
neznamy

moznosti PB analyzydetekce numerickych
chromozomalnich abnormalit maternalninovpdu

— “age related” aneuploidie

— zena nositelka translokace

vétSina center PGD toto vyseni
nepreferuje




Biopsie blastocyst

e plastocysta
— opouzdena struktura obsahujicfiblizné 100 burgk
— Vyviji se 5-6 den po inseminaci

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

— odkEr 10 burgk nepostihujg&asny vyvoj embryi, ale
nevi se jaky efekt na na pagsl vyvoj fetu

— pouze asi 40-50% preimplantovanych embryi se vyvine
do tohoto stadia in vitro

e vyhoda

— mensi technicka natoost biopsie
— moznost vice butk k analyze




Biopsie blastomer

e 3.den—— fertilizované embryes totipotentnich busk

* hlavni nevyhoda:

— limitované mnozstvi materialu, dop@énayvana biopsie a analyza
dvou blastomer z kazdého embrya

 vétSina center PGD preferuje biopsii blastomer




Princip biopsie blastomer

o Odker 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

Odbker blastomer v EB mediu

Fixace blastomery na podlozni sklo
Kultivace embryi po biopsii (48 hod.)

Oplach a transport blastomer v dest. &od
pro PCR vyséeni






















Diagnostika PGD

e chromozomalni abnormality

— aneuploidie chromozoinX,Y, 13, 18, 21
— urceni pohlavi

FISH metoda
* nevyhodatasty vyskyt chromosomalniho
mozaicismu

* monogenni choroby

pro jakoukoli genetickou chorobu u které
je dostatena sekvedni informace

PCR
« fenomeén: allelic drop out (ADO)

Table 1 Monogenic diseases for
which PGD has been more commonly
applied

Autosomal recessive
Cystic fibrosis. -+
B thalassaemia (B globin gene)

- Sickle cell anaemia (B globin gene)
Spinal muscular atrophy (type |)
Tay-Sachs disease =~
Congenital adrenal hyperplcma

Autosomal dominant

- Myotonic dystrophy -

Huntington's disease
Charcot-Marie-Tooth dlseose |A

~Marfan syndrome

~ Familial udencmamus poi) posns coli

- X linked

. Duchenne/ Becker musculur dystrophy
Hoemophilia: =
Fragile X syndrome
Wiskott-Aldrich syndrome
Lesch-Nyhan syndrome




PGD chromozomalnich abnormalit

chromozomy v interfaznim jéd buiky
prvni PGD : FISH na X-vazané choroby (stanoveni pahla

vétSina chromozomalnich abnormalit je maternalnitnoolu
- ¢asta aplikace biopsie polovehiiska (PB)
limitace:

starSi zeny nebo zeny s opakovanym IVF: limitovaniepkvalitnich
embryi/oocyt (aneuplodie!)

maximalni pdet chromozorm analyzovanych z jedné bky je 7 - 9

chybné stanoveni aneuploidie dosahuje az 15%as#&pi pricinou
chyb:

« ,background* fluorescence, slaby signal, ztrata jquraplikaci
blastomery na podlozni skko

nyni zavadni CGH v PGD
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Blastomera-zastavené embryo




PGD monogennich chorob
e genotypovani jedne lilky zalozeno § AN e
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« moZnakontaminace vzorku CREADNR TN
— cumulus biky, obklopujici oocyt/maternalniipod kontaminace
— spermie, zapudta do zony pelucidy pro fertilizaci/paternalni
kontaminace
« ADO (alelic drop out) - amplifikace jedné alely pod Urovni
detekovatelnosti
— optimalizace PCRvyskyt ADO <10%)
— pricina ADQO: obec neznama, avsak je ovligna :
» metodou bugne lyse ped PCR
» PCR podminkami
» sekvenci cilové DNA
» velikosti PCR produktu




Minimalizace ADO

 protokol monitorujici vyskyt ADO:
— multiplex PCR(dva a vice lokusvztazenych
ke genotypu)
— SSCP nebo DGGanalyzy ( detekujici ab
alely sowasre, potvrdi genotyp)

— fluorescenni PCR- redukuje vyskyt ADO,
detekce DNA fragmentu je az 1000x ciési
ve srovnani s konvéni PCR technikou




Nevyhody PGD

Limitovany paet burék dostupnych
genetické analyze

Mozné riziko naruseni vyvoje

vySetovaného embrya
Neni vylowtena jina geneticka vada
Doplnéni PGD amniocentézou




PGD u Cystickeé fibrozy

CF predstavuje negast|Si Zzadost o PGD
— Incidence 1/4000 novorozanc

minoritni forma CF je zfisobena kongenitalni bilateralni absenci vas defere
(CBAVD)

— CBAVD nepostihuje spermatogenezi F Wintracytoplasmicka injekce
testikularnich spermii (ICSI)

— jestlize partnerka je také nositelkotkteréez mutaci CFTR genu, pak ICSI proced
je nasledovana PGD

70% mutaci CFTR genu v Evropskeé populaci : F508del
oba partn nositelé F508del (49%)

jeden partner :F508del a druhy jina mutace (42%)YRan¢iena na eliminaci
embryi nesoucich F508del

oba partn# nesou jinou mutaci nez F508del (9%) (specifickst tea detekci mutact
nebo nefima DNA dignostika)




|dentifikace alel

* ne@ima DNA diagnostika: uziti polymorfnich mis
v genu (haplotyp)

— jednoduchy a universalni test pro vSechny parynij
je nalezena heterozygozyta polymorfniho mista

— Interni kontrola kontaminace vzorku

— dva a vice polymorfnich marKesnizuje riziko chybne
iInterpretace (ADO)

— vyhodnoti status ploidie testované blastomery




Fragmentacni analyza F508del z jedné
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