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Metody reprodukcni genetiky
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Neplodnost

“* WHO: ,failure to achieve a pregnancy after 12 months or
more of regular unprotected sexual intercourse” (cca 15%)

< Primdrni neplodnost
< Sekunddrni neplodnost

< vice nez 25% zen v tfrvalém partnerském vztahu se neudspésné
snazi otéhotnét dva roky

< vice nez 10 % zen dokonce pét let
< neplodnost se za poslednich 20 let konfinudiné zvysuje

WHO data:
https://www.who.int/reproductivehealth/topics/infertility/perspective/en/




Priciny neplodnosti

% 7ena:
% nejcasteji vek > 35 let
2 endometridza

< neprichodnost
reprodukcnich cest

< hormondlni problémy
% Muz:
< Spatny spermiogram
< Spatnad zivotosprdva
< nepruchodnost
reprodukCnich cest
% Kombinovanad pricina
< vySe zminéné/imunogenetika

L)

Causes of Infertility

mfemale mmale mcombined mWunexplained
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Trend dnesni doby
Jihomoravsky kraj
*** Primérny vék prvorodicky/matky/otce v dobé& porodu
+» 2000: 25 let 26,9 let 29,9 let
«» 2005: 27 let 28,8 et 32let
s 2010: 28,3 let  30,2let 33,4let
s 2015: 292 let  30,9let  34,2let
s 2019: 29,6let  31,3let 34, 3let
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Devalopmant of egg (oogemsis) Davalopmant of follicle (folliculogenesis)

Before birth
- @

Na véku matky zdlezi

Zastaveni meiotického
déleni pred narozenim az
do zacatku menstruacniho
cyklu (puberta-menopauza)

FIGURE 28.11 Oogenesis (Left) and Corr D of the Follicle (Right). [AP|R]
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Davalopmant of egg (ooguenssis) Davalopmant of follicle (falliculogenesis)
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FIGURE 28.11 Oogenesis (Left) and Corr D of the Follicle (Right). [AP|R]

1. 2jc © Ed Reschke/Getty Images; {3 © MoGraw.Hil Education/d Telser, [#F © Ed Reschy Images: [S) © Petit Format/Science Source

Na véku matky zdlezi

Oocyte aneuploidy and maternal age

/
/ A neuploidy (%)

/ | jve birth (%)
/ wesMiscarriage (%)

/

N

30 31 32 33 34 35 36 37 3B 39 40 41 42 43 44

Maternal age

Aneuploidie v oocytu a
ndsledné v embryu vedou k
nizsi Uspesnosti otéhotnéni a
vyssi Cetnosti potraty i rizika
narozeni ditéte s
chromozomovou vadou
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Lééba neplodnosti v na IVF klinice

Vstupni konzultace

eanamnéza
erozvaha
ezAkladni vysetreni
ehormondini profil
espermiogram

Metody asistované

reprodukce

*hormondlni
stimulace

-odbé(,oocyfﬁ a
spermii

eoplozeni (ICSI,PICSI)

ekultivace embryi

*Biopsie embrya

-

Embryotransfer

«Cerstvy
embryofransfer

*Kryoembryotransfer

eSkladovdni zbylych
embryi pohlavnich
bunék
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Lééba neplodnosti v na IVF klinice

Vstupni konzultace

Metody asistované

reprodukce

Embryotransfer

*anamnéza *hormondini «Cerstvy
erozvaha stimulace embryotransfer
ezAkladni vysetreni eodbér oocytl a *Kryoembryotransfer
ehormondaini profil spermii *Skladovdni zbylych
cspermiogrgm °Oplozenf (lCSI,PlCSI) emerf pOhIOVI’ﬂCh

ekultivace embryi bunek

*Biopsie embrya

J N / \ J

\
Odbér oocytd

Vaginal Gocyte pickup
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Lééba neplodnosti v na IVF klinice

Vstupni konzultace -

Metody asistované Embryotransfer

reprodukce

*anamnéza *hormondini «Cerstvy
erozvaha stimulace embryotransfer
ezAkladni vysetreni eodbér oocytl a *Kryoembryotransfer
ehormondaini profil spermii *Skladovdni zbylych
cspermiogrgm °Oplozenf (lCSI,PlCSI) emerf pOhIOVI’ﬂCh
ekultivace embryi bunek
*Biopsie embrya

J N J - J

\
Odbér oocytd Oplozeni oocytu (ICSI)

Vaginal Gocyte pickup
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Lééba neplodnosti v na IVF klinice

Vstupni konzultace -

Metody asistované Embryotransfer

reprodukce

*anamnéza *hormondini «Cerstvy
erozvaha stimulace embryotransfer
ezAkladni vysetreni eodbér oocytl a *Kryoembryotransfer
ehormondaini profil spermii *Skladovdni zbylych
ospermiogrgm °Oplozenf (lCSI,PlCSI) embryl, pOthVniCh
ekultivace embryi bunék
*Biopsie embrya
\ J . / \ J

Odbér oocytd Oplozeni ococytu (ICSI) Vyvoj embrya

Vaginal Gocyte pickup
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Lééba neplodnosti v na IVF klinice

Vstupni konzultace -

Metody asistované Embryotransfer

reprodukce

*anamnéza *hormondini «Cerstvy

erozvaha stimulace embryofransfer

«zAkladni vysetieni *odbér oocytl a *Kryoembryotransfer

ehormondaini profil spermii *Skladovdni zbylych

osperm]ogrgm °Oplozenf (lCSI,PlCSI) embvryll pOthVniCh
ekultivace embryi bunek

*Biopsie embrya

- J - -

Odbér oocytd Oplozeni oocytu (ICSI)

Vaginal Gocyte pickup

J J
Vyvoj embrya embryotransfer

oinama
AFA2UAAT
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Lécba neplodnosti v na IVF klinice

Vstupni konzultace Metody asistované Embryotransfer

reprodukce

*anamneéza *hormondini «Cerstvy
erozvaha stimulace embryofransfer
ezAkladni vysetreni eodbér oocytt a *Kryoembryotransfer
*hormondini profil spermii «Skladovani zbylych
ospermiogrqm 'oplozeni (ICSLPICSI) embvryl’ pOh|OVﬂiCh
ekultivace embryi bunek
*Biopsie embrya
- J - J - J

ekaryotyp

*prenasecstvi o
recesivnich mutaci *aneuploidii (PGT-A)
(panely) translokaci (PGT-SR)
e Analyza celého *Monogennich
exomu chorob (PGT-M)
*Varianty ovlivAujici

lécbu
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Reprodukéni genetika

< Cil 1: zjistit a zaroven snizit riziko prenosu genetfické zatéze do
dalsi generace
% Cil 2: predeijit téhotenskym ztradtdm a komplikacim

Autozomalné recesivni dédicnost AutozomédlIné dominantni dédicnost Gonozomalné recesivni dédicnost,
matka pfenasecka
Otec Matka Otec Idrava Idravy Matka
prenasec prenasecka 5 postizenim matka otec penasecka

B Ziravy jedinec
D Jedinecss postizenim

t h !
! b
XY X X

Pravdépodobnost
dédicnosti:

50% syndls postizenimn
0% deer s postizenim

|
'] LA R

Zdravy syn Dcera prenasecka  Syn pienase  Dcera s postizenim Syns postifenim  Zdravd deera Idravjsyn  Deera s postizenim Idravy syn Idravadcera  Deera prenaSecka  Syn s postizenim

13
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aEmEDe. <




AREES T . . =T . e vV e

Reprodukéni genetika

Prekoncepcni Preimplantacni
< Karyotyp < PGT-A
% Prenasecstvi < PGT-SR
recesivnhich mutaci % PGT-M

(panely, exom)
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Prekoncepcéni testovani - Kdy?

Vstupni konzultace

eanamnéza
erozvaha
ezd&kladni vysetreni
*hormondini profil
espermiogram

Metody asistované

reprodukce

Embryotransfer

*hormondini «Cerstvy
stimulace embryotransfer
*odbér oocytl a *Kryoembryotransfer
spermii *Skladovdni zbylych
eoplozeni (ICSI,PICSI) embryi pohlavnich
ekultivace embryi bunék
*Biopsie embrya
- J
Prekonepcni
genetické testovani
ekaryotyp
eprenasecstvi
recesivnich mutaci
(panely)
* Analyza celého
exomu
*Varianty ovliviujici
léCbu
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« Geneticky kéd = sekvence nukleotidU G, C, A, T
« Vjedné bunce cca 3,2 miliardy bdzi (3 metry DNA)

—
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DNA Structure

Nucleotide
base pairs:

[ Guanine

Nucleotide

AR . . .Y . S
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U.S. Govt. has certain rights
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transcription translation

folding
ﬁ

protein

gen

amino acid chain
RNA

* 2 % DNA je kdduijicich
« 20 000 — 25 000 protein kddujicich genu

« Mutace = zadména nukleotidové bdze > zadména aminokyseliny
- zména funkce proteinu =2 projev onemocnéni



Mutace
Genové Genomoveé
« Na Urovni genu « Na Urovni chromozomu
« Bodové (substituce, « Translokace
delece, inzerce) * Inverze
« CNV (delece, duplikace) « Delece/duplikace
« Expanze  Aneuploidie
« Polyploidie

Genové mutace — molekuldrni genomika

Genomové mutace — (molekuldrni) cytogenomika
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Prekoncepcni testovani - karyotyp

< Cytogenetické vysetreni

< G pruhovdni chromozomU
% Kultivace bunék
% Zastaveni v mitdze (Kolchicin)
% Hypotonie a fixace bunék
< PUsobeni trypsinu (,,natraveni*)
< Obarveni Gyemsovym barvivem
% Hodnoceni pod mikroskopem

blood cells and ﬁ -
swell lymphocytes. ST . \(l )
A %
O I~ e
y a7 1 9
Drop cells onto —)rf@'L‘@ =5 Ly L - .’
- microscope slide. 1~ | \"‘.
T ' ~ Examine with Digitized

~ Cell culture and metaphase chromosome slide preparation

C o
(@J‘,/‘ /‘?
P

Draw 10 to 20 ml
of blood.

Add a few Add phytohemagglutinin to
drops of blood. stimulate mitosis.

)
(= = . ,. Incubate at 37°C for 2

to 3 days.

. |<«—Transfercells,  add colcemid to culture
i i to tube. for 1 to 2 hours to stop

mitosis in metaphase.
Centrifuge to concentrate
cells. Add low-salt solution
to eliminate red

= =

— g chromosome images

B il microscope.
Stain slide processed to make
with Giemsa. karyotype.
-_— P V. AR P
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Prekoncepcni testovani - karyotyp

< Ovéreni spradvného poctu
chromozomu u jedince z
periferni krve

% 46,XX vs 46, XY

< Patologické ndlezy u
pacientd IVF nejCastéj
reciproké translokace,
Robertsonské
translokace, inverze,

mozaicismus pohlavnich
chromozomU

% Rozliseni cca 5-10Mb

V. AR




Karyotyp - Robertsonské translokace

% FUze dvou akrocentrickych
chromozom

% Jedinec beze zmény fenotypt

% Snizend fertilita: nepravidelné
rozchody v meiotickém délen

Sy
PremB
s gzl

Irah
Sl eI

Poloha mitdzy: T1-44,3/112,8

: B : Karyotyp:  45,XY,rob(13;14) (q10;q10) [10] I
13 deri 13,14} 14 VysSetreno postupem die

. oceno dle ISCN 2016
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Karyotyp - reciproka translokace

1942 \
< Reciprokd vymeéna dvou / e ok
telomerickych casti g &8 Y ‘i Ty
| LA i
chrc?mozoing ) %:; \ %‘, "; i ‘5 FA
% Jedinec vétsinou beze zmény ;o I 4 =
fgnq’rypu (mooznos’r vzniku ‘%,\“ B ‘;‘1 - - y
fuznich genu) : - - 5F 1S %
w"ﬁ E ; & g : o 5

Poloha mitozy: V1-42,5/100,5

Karyotyp: 46,XY,t(1:11)(q42;912) [10] |
Vysetreno postupem dle SOP 00453; Hodnoceno dle ISCN 2016

= TR a7 V. AR FAEW. . ]



% Reciprokd vymeéna dvou
telomerickych casti
chromozomu

% Jedinec vetsinou beze
zmeny fenotypu (moznost
vzniku fUznich gend)

< Snizend fertilita:
nepravidelné rozchody v
meiotickém déleni

N R VAR P o
Karyotyp - reciproka translokace
N > V. AR F B o]
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Prekoncepcni testovani prenasecstvi recesivnich
mutaci

v s . . . . Autozomalné recesivni dédi¢nost
Kazdy jsme prenaseCcem cca 1-5

pafogennich recesivnich mutaci Otec
prenaset p
Obecné plati riziko zhruba 1,7-5:1000*
narozeni  potomka S recesivnim
onemocnénim
Riziko narozeni potomka s genetickou
zaté7i v pripadé dvou prenasecu je 25%

Prekoncepcéni testovani = snizeni rizika
narozeni postizeného potomka

Matka
fenasecka

*Baird, P. A., Anderson, T. W., Newcombe, H. B. & Lowry, R. B. Genetic disorders in
children and young adults: a population study. Am. J. Hum. Genet. 42, 677-693 (1988)

T . V. AR F AW .

Zdravy syn Dcera pienasecka  Syn penasec  Dcera s postizenim
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Rozsirené ’res’rovanl panelu recesivnich mutaci
Carrier panely

« Testovdni vétsiho mnozstvi genu (desitky az exom)

- Prevdiné geny s autozomadlné recesivni dédicnosti (CF, SMA, GJB2...)
« Oba partneri prenaseci — zvysené riziko

« X-vdzané geny (DMD, F8)
« Partnerka heterozygot — zvysené riziko

Autozomalné recesivni dédicnost Gonozomdlné recesivni dédicnost,

matka pfenaecka
Otec Matka Idravy Matka
pfenaset prenadetka otec prenasecka
[ ¥ | b L ‘
11 1. 1
1 I !
Un g |l s U l
B XY X
Pravdépodobnost
dédicnosti:
50% syni s postizenim
uf | ul Ly Ue g

/ 0% dcer s postizenim
\.\‘
Ldravy syn Deera pienasecka  Syn prenase¢  Dcera s postizenim Idravy syn ldravadcera  Deera plenasecka Syn's postizenim

Xy

T LEED u A T . o V. AR o N
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Molekularni prekoncepc¢ni testovani -postup

_—

ey ;“

(I —

Odbér krve Izolace DNA PCR / pfiprava knihovny

Jednotlivé geny Panely genu

2
Analyza dat °
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Vysetreni jednotlivych genU a mutaci pomoci kapildrové
elekiroforézy

- Pomoci specifickych fluorescencné znacenych PCR primerd je béhem

amplifikace odlisSena mutace od wild type varianty
« Fragmenty jsou separovany v kapildrach naplnénych polymerem pomoci

elektrického proudu dle své velikosti (kratsi jede rychleji)
« Na konci kapildry detektor odecita fluorescencni signdly -- > PC analyza

. Integrator or
Capillary Computer

—

1 1
Annde—4-|—E| ‘ B%— Cathode
Buffar Buffer
Source Vial Sample Vial Destination Vial
High Voltage 27
Power Supply
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Vysefireni jednotlivych genu a mutaci pomoci kapilarové
elekiroforézy

« Aplikace 1: detekce bodovych mutaci — pritomnost signdlu
« Vyuziti: detekce mutaci v genech CFIR (Elucigene), TM, AZF

kix2_BO3.fza

a0 100 120 140 180 180 200 220 240 280 280 300 320 340 380 330 400 420

40,000 |

30,000
20,000
10,000 J{ J
D | | | J

| Mix1_G01.fza

ol 100 120 140 1860 180 200 220 240 260 280 300 320 340 380 380 400 420

5,000
4,000

3,000
2,000
1,000 AJ&
0. ) » N 28
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Vysefireni jednotlivych genu a mutaci pomoci kapilarové
elekiroforézy

« Aplikace 2: detekce variant v poctu kopii (CNV) —intenzita signdlu
« Vyuziti: detekce deleci exonu 7 a 8 v genu SMNIT

5==> someone-01-Hhal 5CF

[ ME028 |

120 125 130 135 140 145 150 155 180 185 170 178 180 185 190 195 200 205 210 215
5,500 4

5,000 |

4500 r

4,000

3,500
3,000
2,500}

2,000

1,500

1,000

500

UL

-500
CirL01 CYFP1]  [SNRPN-CpGa_imp TUBGCPS| [UBE3A_exiia | MKRN3_ex01 | SNRPN-CpGh_imp APBAZ MKRN3_promoter
MAGEL?_ex1

[SNRPN_ex1c_imp] [MAGEL2_promoter|
MLPA - Dosage Histogram

0
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Vysetreni jednotlivych genU a mutaci pomoci kapildrové
elekiroforézy

« Aplikace 3: Sangerovo sekvenovani

180 190 200 210 220 230 240 250 260
TATTCTATTAATGTCCTGTTATAT T TGTCATAATCATAAAGT TGTCACAGTATATT TCAAACCAACTGTTTAAAAACAAACTGAAATAAA

N\ A fn A f
[ A A f\ ' I NN r 'l Al AN f\ AN ANAN

270 280 310 320 330 340 350
AAATTTAAATACCCTTATGTAAAATAGGCTTCCCTGGTGGCTCAGGGGTAAAAAACTCGCCCGCCAACGCAGGAGATGTAGATTTGATCCCT

360
GGGTTAGGAAGATCCCCTGGHGAAGGHAATGAAAAﬁCCACTCTAGTATTCTTGCCTGGGAAATCCCATGGACAGAGGAGCGTGGAGGGC

s[\/v\/vm/\ AW\NL\“ gl a«nmmmmww wd\f\mmm\«w

450 480
TACAGTCCATGGGAGTCGCAAAAGAGTTGGACATGACTAAACAACAACATATAAAATAACCTTACTCCATAATGTCAAACTTATGTCACAC

\M\AM[\(\/\/\ v b A e M e

To zase jindy... 30
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Prekoncepcéni testovani pomoci NGS
(Next Generation Sequencing)

Priprava vzorku Pro pripravu sekvenacni knihovny je pouZita
1zolovana DNA nebo amplifikat po celogenomove

(Izolace DNA, WGA)
amplifikaci.

v : L : —
Fragmentace DNA DNA je neprve fragmentovana na pozadovanou
(Fyzikilnd, chemickh, delku.

enzymaticka)
¥
K fragmentim DNA jsou piipojeny specificke
Efigojent sdaptect/ nékolikanukleotidové sekvence, pomoci kterych jsou
indexi oz G GpRE .
prectene sekvence piifazeny k piisluinym vzorkim.
hj

Viechny vzorky jsou smichany (poolovany) do jedné

Poolovani a o .
zkumavky a spolecné sekvenovany.

sekvenovini knihovny



Prekoncepcéni testovani pomoci NGS
(Next Generation Sequencing)

 Fragmentace DNA
« Enzymatickd: franspondza vytvari ds zZiomy v DNA
« Fyzikaini: sonikace, nebulizace
« Chemicka: OH* radikal

dsDNA

|
|
|
|
|
|
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Prekoncepcéni testovani pomoci NGS
(Next Generation Sequencing)

 Pripojeni adaptort/indexd
« Oprava koncy
« Adenylace koncU polymerdzou
« Ligace adaptor? (indexd) = unikdtni barcode

— Adenylation

/]
Al
. Index i7 = kratka
ligace sekvence unikatni
pro kazdy

vysetfovany vzorek
gty S— — ’ ’
D :
(ﬂ‘ﬂ’ A T‘:s%

ﬂ PCR
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Prekoncepcéni testovani pomoci NGS
(Next Generation Sequencing)

« Poolovdni a sekvenovdni
« Poolovdni = smichdni vzorku
« Precisténi knihovny na magnetickych kulickach
« Redé&ni

1) SBS sekvenovani llluming

Nextseq

4 . o V. AR
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Next Generation Sequencing (NGS)

1) SBS sekvenovani lllumina
a) Pridani sekvenacni knihovny do sekvenacni cartridge
b) Catridge + flowcell + pufr do pristroje
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Next Generation Sequencing (NGS)

1) SBS sekvenovani lllumina
c) Sekvenace syntézou

f.u-"--""-.\\ Y, - \
/, \ ! s
I. \ l | R B
d H | 4§ IR T
: : R LR :
:E | S EIIEH iE : Eﬁ | Ei
Is '
IE EI
e [ — —
13 it ;
i i |
i i I
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Next Generation Sequencing (NGS)

1) SBS sekvenovani lllumina

c) Sekvenace syntézou

=== === == = = == 0000000000000

H T
@, )

o ‘o € Demultiplex
- —

* — na zakladé
| C indexu
T |
$ E A Hrubd
$ . sekvence ve
i C formdtu fasta
_ e P Ly’ o
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Next Generation Sequencing (NGS)

Vvhodnhoceni sekvenacnich dat

1. Mapovdani na referencni genom
« Hrubd sekvence je mapovdana na referenni mezindrodni
genomovou sekvenci (pr. hg38)—> vznikd soubor .bam

2. Variant calling
« Varianty, které se Iisi oproti referencnimu genomu, jsou reportovany
jako SNV (mutace, polymorfismus) = vznikda soubor .vcf
3. Anotface nalezenych variant a jejich reporting
« Bioinformatické softwary — SegPilot, Varsome, Congenica
* Insilico prediktory — SIFT, PolyPhen
« Dostupné mezindrodni databdze variant — ClinVar, CFTR2
« Predik&ni algoritmy a guidelines — ACMG rules
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Report patogenni varianty
Vysledky panelu recesivnich mutaci:
Gen: Mutace: Referenéni sekvence: Zygorzita: Omim:
c.1521_1523delCTT .
CFIR (0.Phe508del) NM_000492.3 heterozygot 602421
Onemocnéni: Dédicnost: Prevalence pienasecu: Senzitivita testu: Omim:
Cysticka fibréza AR 1:40 (stredni Evropal) >97% #219700

Popis onemocnéni:

Mutace v genu CFTR ovlivAiuji tvorbu, strukturu a stabilitu iontovych kandlU. Tyto zmény zpUsobuji poruchu
transportu chloridovych iontu, coz md za ndsledek Spatnou distribuci vody na povrchu bunék zIdz. Ve vysledku

e

jsou nevice postizeny pravé zldzové orgdny jako plice nebo slinivka bfisni. Obstrukce dychacich cest zpUsobend

vysokou viskozitou hlenu v plicich vede k typickym priznakum Cysticke fibrozy.

V pripadé negativniho vysledku pri pouziti stejného testu u partnera je rezidudini riziko prenasecstvi nejvyse

1:1340 a riziko narozeni postizeného potomka nejvyse 1:5340.

39



Priloha protokolu

Priloha: seznam vysetiovanych genu

Rezidudlni riziko pfenase&stvi pfi

Gen: Omim genu: Senzitivita testu: Prevalence pfenaseéi: B it
ABCA3 *601615 >95% 1:30 (stfedni Evropa) <1:600
ABCA4 *601691 >95% 1:30 (stfedni Evropa) <1:600
ABCCé *603234 >90% 1:112 (stfedni Evropa) <1:1120
ABCCS *600509 >95% 1:112 (stiedni Eviopa) 1:7800 (Ashkenczi) SR ED [S:zﬁﬂéﬁ‘ggfc’} it
ACADM *607008 >95% 1:65 (stfedni Evropaq) <1:1300
ACADS *606885 >95% 1:110 (stfedni Evropa) <1:2200
ACADVL *609575 >95% 1:100 (stfedni Evropa) <1:2000

AGL *610860 >95% 1:70 (stfedni Evropa) <1:1400

AGXT *604285 >95% 1:140 (stfedni Evropa) <1:2800
ALDOB *612724 >95% 1:70 (stfednl Evropa) <1:1400

ALPL *171760 >95% 1:270 (sttednf Evropa) 1:150 [Kanada) <1:3000

AR *313700 >95% 1:5000 (stfedni Evropa) Zen prenasecek <1:100000

ARSA *607574 >95% 1:100 (stfedni Evropa) <1:2000

ASL *608310 >95% 1:130 (stfedni Evropa) <1:2600

ASPA *608034 >95% 1:40 (Ashkengzi) <1:800 (Ashkenagzi)

ASST *603470 >95 % 1:110 (stfedni Evropa) <1:2200

ATM *607585 >95% 1:100 (stfedni Evropa) <1:2000

ATP7B *606882 >95% 1:90 (stfedni Evropa) <1:1800
BCKDHA *608348 >95% 1:320 (celosvétové) <1:6400
—— -_— AR



Prekoncepcéni testovani AR mutaci
Priklad gen CFTR

Partner (prenasec) Partnerka (prenasecka)

Cil: prospektivné snizit riziko narozeni
potomka s genetickym onemocnénim

Vysledek: oba partnefi jsou prenasedi
mutace v genu CFIR

Zaveér: riziko narozeni potomka s cystickou
fibrozou 25 %
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Prekoncepcéni testovani AR mutaci
Priklad gen CFTR

Partner (prenasec) Partnerka (prenasecka)

Cil: prospektivné snizit riziko narozeni
potomka s genetickym onemocnénim

Vysledek: oba partnefi jsou prenasedi
mutace v genu CFIR

] Preimplantaéni
Zaveér: riziko narozeni potomka s cystickou geneiické

fibrozou 25 % _
testovani

v




Preimplantacéni testovani — Kdy?

Vstupni konzultace Metody asistované

reprodukce

sanamnéza *hormondini
erozvaha stimulace
*zA&kladni vysetireni *odbér oocytl a
*hormondini profil spermil

eoplozeni (ICSI,PICSI)
ekultivace embryi
*Biopsie embrya

espermiogram

Embryotransfer

«Cerstvy
embryotransfer

*Kryoembryotransfer

*Skladovdni zbylych
embryi pohlavnich
bunék

Prekonepcni
genetické testovani

ekaryotyp

eprenasecstvi
recesivnich mutaci
(panely)

* Analyza celého

Preimplantacni
genetické testovani
embryi (PGT)

*aneuploidii (PGT-A)
translokaci (PGT-SR)
*Monogennich

exomu chorob (PGT-M)
*Varianty ovliviujici
lecbu
J
ENTR 0 T AR . .Y . AP V. AR P AW, .}
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Preimplantacni genetické testovani embryi (PGT)
Prehled

 Vysetreni embryi pred zavedenim do délohy matky
 Vzdy spojeno s IVF cyklem
d (nutnd) biopsie embrya (den 5/6)

< PGT-A = Preimplantacni genetické testovani aneuploidii
vsechny chromozomy, segmentdlni aneuploidie, mozaicismus

< PGT-SR = Preimplantacni genetické testovani strukturnich aberaci
nositelé balancovanych chromozomovych aberaci — franslokace, inzerce

< PGT-M = Preimplantacni genetické testovdni monogennich chorob

genetickd zatéz v rodiné (dominantni, recesivni X-vdzané genetické onemocnéni)

T . V. AR AW, ..
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Preimplantacni genetické testovani embryi (PGT)
Indikace

Dle spolecnosti Iékarské genetiky (SLG):

% 1. Vyssi vék zeny — nad 35 let v dobé ocekdvaného porodu
< 2. Opakované neuspéchy predchozich cykld asistované reprodukce — min. 2x
% 3. Opakované potraceni po vylouceni ostatnich moznych pficin — min. 2x

% 4. PoCetni gonosomové aberace a malé gonosomové mozaiky detekované z
periferni krve — nad 10%

% 5. Andrologicky faktor (napr. Azoospermie) nebo pouziti spermii ziskanych
metodou MESA/TESE v asistované reprodukci

% 6. Porod nebo potrat ditéte (plodu) s chromosomovou aneuploidii
% 7. Chemoterapie nebo radioterapie u jednoho &i obou partnerd v anamnéze




Davalopmant of egg (ooguenssis) Davalopmant of follicle (falliculogenesis)
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FIGURE 28.11 Oogenesis (Left) and Corr D of the Follicle (Right). [AP|R]

1. 2jc © Ed Reschke/Getty Images; {3 © MoGraw.Hil Education/d Telser, [#F © Ed Reschy Images: [S) © Petit Format/Science Source

Na véku matky zdlezi

Oocyte aneuploidy and maternal age

/
/ A neuploidy (%)

/ | jve birth (%)
/ wesMiscarriage (%)

/

N

30 31 32 33 34 35 36 37 3B 39 40 41 42 43 44

Maternal age

Aneuploidie v oocytu a
ndsledné v embryu vedou k
nizsi Uspesnosti otéhotnéni a
vyssi Cetnosti potraty i rizika
narozeni ditéte s
chromozomovou vadou
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Preimplantacni genetické testovdani aneuploidii (PGT-A)
Proc ?

Vybér euploidniho embrya k fransferu do délohy:
@ Vyssi Uspesnost implantace embrya

Implantation Rate
60.0%

* US CDC/SART Reporting

50.0%

* Live births per embryo 40.0%
transfer 30.0%
20.0%
* N =400,147 embryos o
transferred '
0.0% |

35-37 38-40 41-42 >42

®No Testing ®mPGT .

T AR TR a7 L P AW .}
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Preimplantacni genetické testovdani aneuploidii (PGT-A)
Proc ?

Vybér euploidniho embrya k fransferu do délohy:
® Vys3i Uspé&3nost implantace embrya
® Vyrazné nizi riziko potratu
® Zkracuje (a tim i zleviiuje) 1€éCbu u starsich pacientek

Miscarriage Rate
70.0%

60.0%

* US CDC/SART Reporting 50.0%
40.0%
* Clinical miscarriage rate
30.0%
* N =78,357 clinical pregnancies 20.0%
.| Ih 11 1§
0.0%
35-37 38-40 41-42 >42
® No Testing



Preimplantacni genetické testovani aneuploidii (PGT-A)
Proc ?
< V embryich je mozné odhalit aneuploidie vsech chromozomu

< Trizomie 13, 18, 21 a gonozomové aneuploidie jsou S3pickou
ledovce

< Embrya s jinymi aneuploidiemi se neimplantuji nebo poftrati
Chromosomes involved - PGS tfrophectoderm

180
160
140
120
100
80
6
4
2

o O O

|, . HJJIJHIJHJJ JJJJ,IJJJJ

XY X 1m 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

o

mzisk mzirdta mcelkem
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Preimplantacni genetické testovani (PGT)
Materidl

< Drive: biopsie polovych télisek, biopsie blastomer
% Dnes: biopsie 5-10 bunek trofektodermu

Biopsie trofektodermu

Extraembryondini pUvod
trofektodermu

Oproti biopsii blastomery
zvysuje implantaéni potencidl
(1)

Detekce mozaicismu (nizsi
falesnd pozitivita i negativita)
Nizsi pomér nevysetrenych
embryi (cca 1-3% selhani
amplifikace)

Vysefiena pouze embrya, ktera
se nezastavila ve vyvoiji

PR TS

A = Y (1) Scoft Jr, R.T., Upham, K.M., Forman, E.J., Zhao, T., Treff, N.
Nelze provesi cerstvy R., 2013b. Cleavage-stage b

embrYOfrCl nsfer (nevyhoda?) iopsy significantly impairs human embryonic implantation potential while blastocyst biopsy
does not: a randomized and paired clinical trial. Fertility and sterility
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Vyvoj PGT
[s0%

4 XY N - Detekce

: 2 [ R e T mozaicismu
i et i P RO o, 24 g s onfirtii i
T e | - NGS (ilumina) POMOCi NGS
Array CGH (illumina)
Fluorescencni In o i
Situ Hybridizace Array CGH Sekvenovani nové generace

(FISH) (Trofektodermu)

Neinvazivni chromozomovy screening (NICS)

Biopsie D5/6
Biopsie dvou Trofektodermu o aE
blastomer D3 Odlozeny kul?il\?opglneiho
transfer O e

Sekvenovani nové generace
(biopsie kultiva¢niho média)

< 12 chromozomU 24 chromozomU
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Preimplantacni genetické testovdani aneuploidii (PGT-A)

Jak?
Vyvoj embrya trofektodermu Celogenomova amplifikace
Stark: T
cepy | ouginiTemplate Strand
inew Strand
Afeer Finst Gyele:

After Third Gyele:
8Copies

BfeerFourthEyele:
16 Capies
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Preimplantacni genetické testovdani aneuploidii (PGT-A)
Jak?

Vyvoj embrya Hrofektodermu Celogenomovd amplifikace Priprava knihovny / NGS
" .‘L . -_h‘: . ] i

-

¢

&
Aereurih Gyele:

Briginei Termplate Srand
AdieiSesand Oysle:
A0spies

Whewsiend
Bt First Gyele:

'+
%
S R
5 dom

oL

RROCS




Preimplantacni genetické testovani aneuploidii (PGT-A)
Jak?

Aherreurthyele:
6tapiss

onginel Termplate Srand
rand

3 e

; Eeapies

£

&

%
OOVC0
QOO0

-
. ey

OOOO0H

Vybér vhodného embrya / vyhodnoceni dat

Copy Namber
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Preimplantacni genetické testovdani aneuploidii (PGT-A)
Jak?

Vyvoj embrya Hrofektodermu Celogenomovda amplifikace Priprava knihovny/ NGS
i |

onginel Termplate Srand
rand
8 sersenotue:
3
e Fourth Cvle:
™

3 e

2 Boagies

e

-
. ey

OOOO0H

Vybér vhodného embrya / vyhodnoceni dat

/\ Monozomie chr.5

Copy Namber
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Preimplantacni genetické testovdani aneuploidii (PGT-A)
Jak?

Sekvenace a softwarové hodnoceni struéné:

% Priprava sekvenacni kninovny a NGS probihd obdobné jako u
prekoncepcniho testovani

<+ Nezajimaji nds sekvence a jednotlivé mutace

% Zajimaiji nas pouze pokryti (kolikrat je osekvenovdna urcitd oblast) na urcitou
velikostni jednotku genomu (bin)

% Software zpriméruje pokryti sekvenci v urcité oblasti a sjednoti je do jednoho
bodu v grafu (bin = napt. TMb)

< Vysledkem je graf poctu kopii jednotlivych bin0 rozmisténych po celém
genomu

% Polovicni pokryti binb na chromozomu oproti zbytku = ztrdta (monozomie)

< Vy3§i pokryti binb na chromozomu oproti zbytku = zisk (trizomie)

T LEED . . V. AR o N



< Euploidni profil (46, XY) PGT-A vysledky
Priorithné doporuceno k fransferu '
46 XY )

PP B BEE

B LTI WU LT VT B S o TP e e B e T
- A

[




Copy Number

< Euploidni profil (46, XY) PGT-A vysledky

Prioritné doporuceno k transferu

A
: 46 XY

=

=
00 ;‘___A‘-.A'_'l.. 'é,_.“. o _.5-_._-‘__‘-_-1'!‘_'.‘.'-_;'“__. w‘!‘ - .h“"_g-__""‘..“d .—:_;‘ﬂ-;q&;m—‘___.@v . e ‘..___“x_lv._ PR oy

[ T
aa
- y
P

aaa

e

< Aneuploidni profil (monozomie chr. 5)
Nedoporuceno k transferu




Copy Number

<»Euploidni profil (46, XY) PGT-A vysledky

G B B U B EEae
# fF 8 F B E R OERE

Prioritné doporuceno k transferu

46 XY

et et o SR I A Rl e el ",.‘-..-.‘“"‘1"-'1"““{‘ A “:;.."';'rh.""""—‘_-"‘.':. i R e
= = &

B

<*Mozacistni profil (50% mozaika trizomie chr. 9)

4.00 -

3.60

3.20

2.80 1
2.40 1

2.00

1.60

1.20

0.80

0.40

Doporuceno k transferu po konzultaci s klinickym genetikem

iSO%

S
()

< Aneuploidni profil (monozomie chr. 5)
Nedoporuceno k transferu
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Euploidni vs Aneuploidni vs Mozacistni

bopSQF@

Euploid (all normal cells) Aneuploid (allabnormal) Mosaic(mix of both)

biopsie

400

320

Lo XY N |so%
2 280
20 e

A
o
L3
g 2 ;i A

] ek Nickad i P T P L PR 2 o iEGhrRab el 2 WWW"MW
\m i 1 © 160 3

16481 160

o ‘
i
[t 040
N a ) > o ° doR & A RePRd + A

Chromosomal Fositon
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Preimplantacni genetické testovani strukturnich
aberaci (PGT-SR)

< Princip idenficky jako

Fremoc®

;o
PGT-A {?{ 51 i, 1
< Rozdind indikace k ! ? gﬁ %éj g
vyseffeni:  piitomnost st 29 : i‘ﬁ
strukturni aberace AN i
< NejCastéji reciproké a {} },E B% é‘} E% §§ Eg
robertosnské : 3 &4 ir BY L)

franslokace

14

ISR E T MUY Y HED
Sua s

Poloha mitézy:  T1-44,3/112,8

w0
i

e Karyotyp: 45,XY,rob(13;14) (q10;q10) [10] I

= VySefreno postupem dle . oceno dle ISCN 2016

12 der(12,14) 14

EEZRE
NN 28

]

Itn-s
oz
1
Za
Th
=a
[P

x‘ %’.{(

<| ==

T AR T TR a7 V. AR FAEW. . ]

Caal 23 2e 3
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Preimplantacni genetické testovani strukturnich

aberaci (PGT-SR)
& b@@

< Princip identicky jaoko PGT-A < A
% Rozdilnd indikace k vySetreni: @6\5*'

pritomnost  strukturni  aberace u

pacienta —
< RozliSeni cca 5SMb ii
% Detekce segmentdlnich aneuploidii chr] chr.11

Chromozomy v embryu:

Chr. ] com—a—
chr.1l e

chr.1] oD
derl
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Preimplantacni genetické testovdni monogennich
chorob (PGT-M)

Dominantni Recesivni

déedicnost dedicnost

N )

eZnak se projevi v eZ/nak se projevi ,,az" v homozygotnim

heterozygotnim stavu stavu

o V&tiinou ,,Gain of function® *Vétsinou ,,Loss of function" mutace

mutace e Prenaseci (heterozygoti) bez priznakd

eZnak pritomny v kazdé *Znak se objevuje bez predchoziho vyskytu

generaci v rodiné pripadé ,,ndhodné nebo ob-

* 50% riziko pro potomky generoci“v(plloh' hlavné pro X-vdzané

«Huntingtonova choroba onemocneni)

*NF1, BRCA1/2, *Dva prenaseci maji 25% riziko pro potomky
\ochondroplozie, polydok’riliej \-CFTR,SMA,HBB




T . o ¥V AR P E

Preimplantacni genetické testovani monogennich
chorob (PGT-M)

PGT-M
< Vybér embrya bez kauzdlni mutace + euploidni
< Primdrnim ddvodem lécby neni (vétsinou) neplodnost!
< Vybér embrya bez kauzdalni mutace je vzdy spojen s IVF cyklem

% Na rozdil od prenatdlni diagnostiky neni nutné podstupovat rozhodnuti
o pripadném ukonceni téhotenstvi

Nejéastéjsi situvace o @ -—O
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Preimplantacni genetické testovdni monogennich
chorob (PGT-M)

< Indikace (spolec¢nost Iékarské genetiky):

1.Strukturni chromosomovée aberace (balancované Cirobertsonskd translokace, ev.
zavazné inverze) — indikace k PGT-SR

2. Monogenné podminéné nemoci s rizikem postizeni plodu(indikace k PGT-M) :

a) Autosomalné recesivni choroby (napr. spindlni muskularni atrofie, cysticka fibroza)
b) Autosomdalné dominantni choroby

B - S Castym ndstupem (napi. dominantni skeletdini dyspldzie, neurofioromatdza,
Marfanuv syndrom apod.)

B - S pozdnim nastupem klinickych priznakd (napf. myotonickd dystrofie, polycystéza
ledvin dospélého typu, Huntingtonova chorea, nadory s hereditarni dispozici, napr. ca.
prsu a ovarii, familiarni adenomatdzni polypdzu - FAP)

B c) Choroby vazané na pohlavi (Duchenneova/Beckerova svalovd dystrofie, hemofilie,
syndrom fragilniho chromosomu X apod.)

d) Vysetreni pohlavi u chorob vazanych na pohlavi, kde neni moznda primda diagnostika

e) HLA typizace embrya v prisne indikovanych pripadech, kdy je v rodine dite, se
zavaznou chorobou (napr. leukémii), které vyzaduje transplantaci bunék kostni drene s
maximalni shodou v HLA znacich.

T LEED . . V. AR o N



Preimplantacéni genehcke ’res’rovcml monogennlch
chorob (PGT-M)

Primd& diagnostika v Neprimd diagnostika

embryich v embryich

*V embryu sledujeme A *V embryu sledujeme vice
konkrétni misto mutace a okolnich markert (znacek),
divdme se zda je mutace které jsou ve vazbé s mutaci
pfitomna Ci nikoliv *Potfeba vysetiit rodice a
*Bez nutnosti referencninho referencni vzorek (rodinny
vzorku prislusnik s mutaci/bez
*Allele drop-out (ADO) mutace)

s Diagnosticky spolehlivéjsi

Tioresl flero ¢

¢S 6 5 oMb o o
T
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Metody PGT-M

< Pfima detekce mutace - Sangerovo sekvenovani (riziko ADO)
< Neprima vazebna analyza
<+ Pomoci STR markerU: jiz se tolik nepouzivd
vyzaduje zdlouhavou pfipravu pro kazdy jednotlivy pripad
detekci aneuploidii je nutno provést jinym testem

<+ Pomoci SNP markerl: metoda Karyomapping
univerzdalni Cipovda technologie umoznujici PGT-M  pro jakékoliv
onemocneéni
neni nutnd specifickd priprava pro jednotlivé pripady
kombinuje také PGT-A

vysokd cena

<+ PomociNGS: detekce SNP markerU je provedena pomoci NGS
stejny princip jako Karyomapping jen jind technologie
neni univerzdini pro viechny geny (prozatim)

T LEED u A T . o V. AR o N
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0’0 0’0 0’0 0’0 0’0 0’0

L)

PGT-M metodou Karyomapping

Metoda zalozena detekci a analyze SNP variant v lidském genomu
Neprimd vazebnd analyza

300 000 SNP po celém genomu (kazdy SNP 19x redundance)

Vytvari , karyomapu® zdédénych parentdinich haplotypU v embryich
Univerzdlni nastroj pro PGT-M jakékoliv nemoci se zndmou kauzdini mutaci
Detekce aneuploidii (PGT-M a PGT-A v jednom testu)

< Urceni pUvodu aneuploidii (materndini vs. paterndini pivod)
< Meiotickd chyba prvniho vs. druhého vs. Mitoticky chyba

Detekce viech crossing-overU v embryu, rozpozndni konsangvinnich vztaht
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SNP array

« SNP array - Cipovd technologie umoznujici soucasnou detekci
velkeého mnozstvi SNP

« Workflow:
1. Fragmenta a amplifikace DNA
2. Hybridizace DNA na kulicky se sondami

S
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SNP array

« Workflow:
1. Fragmenta a amplifikace DNA
2. Hybridizace DNA na kulicky se sondami
3. Pridani fluorescencné znaceneho dNTP a amplifikace signdlu
4. Skenovdnisigndll ve skeneru
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Karyomapping
Co je to SNP aneb Mendelisticka dédicnost ve velkém

« SNP = jednonukleotidovy polymorfismus
« ZAdména jedné bdze za jinou (=mutace)
« Béznd varianta v populaci (#Fmutace)
« Frekvence v populaci >1 % (#mutace)
« Cca 1 SNP na 1000 bazi

{L«W\/‘
\

L c
=

SMP
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Karyomapping
Co je to SNP aneb Mendelisticka dédicnost ve velkém

D)
AB w -1 @ AA reference
.|
AB




Karyomapping
Co je to SNP aneb Mendelisticka dédicnost ve velkém

D)
AB w -1 @ AA reference
.|
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Karyomapping
Co je to SNP aneb Mendelisticka dédicnost ve velkém

reference

j
M

1:
| t AB
1-E AB
q K AB
300 000x | .| i Al
SNP v kazdém vzorku YV P AA ‘W AB AB
= ifli A2 i AA i AB AB
,karyo-mapping* f: AA f AB R AA AB
il aa I aB i AA AR
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Karyomapping- autozomalné recesivni priklad

Otec (heterozygot - prenasec) Matka (heterozygot - prenasec)

BCaReK ¥

l bon

Dité - reference Embryo 1 Embryo 2 Embryo 3 Embryo 4
(Affected) Normdini prenasec prenasec postizeny
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Karyomapping- ukazka dat ze softwaru

. G

VAR

Vizualizace haplotypu vysetfienych embryi metodou Karyomapping

reference:
otec matka dité& s CF

embryol embryo2 embryo3

embryo 4

chr.7 P1/P2 M1/M2  P1/M1 P2/M1 P1/M1 P2/M2 M1/P1
Genotyp pro Cystickou fibrézu: (HET) (HOM) (WT) (HOM)
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Karyomapping- detekce aneuploidii

Aneuploidie jde pomoci karyomapingu hodnotit kvantitativné i kvalitativné




Karyomapping- detekce aneuploidii

Aneuploidie jde pomoci karyomapingu hodnotit kvantitativné i kvalitativnhée

Trizomie 16

Monozomie X...
Monozomie Y...
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‘ ” NGS (illumina)
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. Amay CGH (illumina)

Fluorescenéni In
Situ Hybridizace Array CGH
(FISH)

Sekvenovani nové generace
(Trofektodermu)

Neinvazivni chromozomovy screening (NICS)

Biopsie D5/6
Biopsie dvou Trofektodermu o aE
blastomer D3 Odlozeny kul?il\?opglneiho
transfer O e

Sekvenovani nové generace
(biopsie kultiva¢niho média)
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/ Preimplantation development

Polar bodies Blastomere

PGT-A, SR, M >

\ Pronuclear stage Cleavage stage
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Trophectoderm
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Blastocyst stage
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Spent embryo culture media ‘Blastocentesis’
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Leaver and Wells, Hum Reprod Update 2020,26:16—42



Srovndni vzorku TE a kultivacniho média

Biopsie trofektodermu Biopsie kultivaéniho média

v Diagnosticka spolehlivost v Bez nutnosti vybaveni pro biopsii
v' Vysoka kvalita DNA ve vzorku v ,Neinvazivni* pristup

Screeningovy test

Nejasny zdroj genetického
materidlu (vysokda mira

v Nutné zkusenosti s biopsii
v Vybaveni pro biopsii kontaminace)
Nizkd kvalita DNA
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Dotazy: rnavratil@repromeda.cz



