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Preimplantacni geneticka diagnostika
&)

pro pary s rizikem pienosu dédicné choroby na potomky

pro pary s rizikem transmitujici geneticke choroby
bez nutnosti predcasného ukonceni téhotenstvi,
béhem kter¢ho byla odhalena geneticka zat€z embrya nebo fetu
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PGD

kombinace technik
in vitro fertilizace a geneticke diagnostiky

u paru s rizikem prenosu dédicné choroby na potomky
je presné determinovana geneticka abnormalita

* odbér vajicek (oocytu) a jejich oplodnéni metodou ICSI
* kultivace embryi

* u optimalné se vyvijejiciho embrya je mikromanipulacni
technikou odebran prislusny biologicky material
* vybrana embrya bez gene!ické zatéze

a s nejlepsi morfologickou a vyvojovou chararkteristikou




1. Genetické vySetreni

Indikace:

*Vrozena chromozomalni aberace u nékterého z rodicu

Monogenné dédicné onemocnéni u nékterého z Clenu
rodiny

*V rodiné se vyskytuje choroba vazana na pohlavi

*Vyssi vék Zeny

*Potrat nebo porod ditéte s vrozenou vyvojovou vadou
v rodiné

Opakované spontanni potraty nejasné etiologie

*Opakovana zastava vyvoje embryi pri kultivaci in vitro

*Opakované aborty




PGD

2.1n vitro fertilizace
odbér vajicek (oocytu) a jejich oplodnéni metodou ICSI

S IntracytoplasmaiiCké injekce spermii

Zpusob oplodnéni zavedenim spermie primo do vajicka

ZvySena uspéSnost pri mimotélnim oplodnéni
“eZabranéno kontaminaci bunkami spermii
p¥i provedeni PGD monogenné dédicnych chorob
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pro genetickou analyzu vhodné tri typy bunék
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pro genetickou analyzu vhodné tri typy bunék
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Female (XX)

pro genetickou analyzu vhodné tri typy bunék
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pro genetickou analyzu vhodné tri typy bunék

—\/

i

puvodné preferoléno z etickych duvodu
(manipulace s oocyty , geneticky material pouzity k analyze neni ¢asti

vyvijejiciho se embrya)
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pro genetickou analyzu vhodné tri typy bunék
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pro genetickou analyzu vhodné tri typy bunék
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pro genetickou analyzu vhodné tri typy bunék
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Chromozomové abnormality

*Numerickeé odchylky chromozomiu
*Numerickeé odchylky gonozomu
Strukturalni anomalie chromozomu

Monogenni choroby

*(Gonozomalné recesivni onemocneéni
e Autozomalné recesivni onemocnéeni
e Autozomalné dominantni onemocneni




4. Genetické vySetreni embrya

Metoda FISH (fluorescencni in situ hybridizace)
eanalyza chromozomu v interfaznim jadre

jednotlivych bunék embrya

N

Komplikace:

*Limitovany pocet kvalitnich embryi (oocyti) u Zen v pokrocilém véku
*VySetreni jen urcitého spektra odchylek na omezeném poctu chromozomu
*Chyby zpusobené technickymi problémy

*Chybna diagnoza zpusobena mozaicismem




4. Genetickeé vySetreni embrya
metoda FISH

alni pocCet 13 (Cerveny signal),
alni pocCetl8 (fialovy signal)




4. Genetické vySetreni embrya
metoda FISH

romozom 13 (zeleny signal)

Pass oRoberisddofsdid ¢ranslgkate (13,1

stoymefacyty periferni krve

Kuglik, Slamova
Laborator molekularni cytogenetiky,
OLG, FN Brno




4. Genetické vySetreni embrya

metoda FISH

Normalni zensky genotyp
Pheaadeidct ¢slsn aoonn 46-47

v genu pro dystrofin na chr.X

blast ,
EXON 46477 q Lyn?fqogl}%g’rfa)erlfemi krve

Kuglik, Slamova
Laborator molekularni cytogenetiky,
OLG, FN Brno




4. Genetické vySetreni embrya
metoda PCR

Dulezity faktor uspésSné amplifikace DNA z jedné bunky

eproteinace - 94°C 20 min.

procedura bunécné lyze
*Proteinaza K
KOH
zamrazeni- rozmrazeni
@j

PCR — nested, semisted




4. Genetické vySetreni embrya

metoda PCR
Komplikace :

mozna kontaminace vzorku

— cumulus bunky, obklopujici oocyt/maternalni puvod kontaminace

— spermie, zapusténa do zony pelucidy pro fertilizaci/paternaini kontaminace
ADO (alelic drop out)

amplifikace jedne alely pod trovni detekovatelnosti
—optimalizace PCR (vyskyt ADO <10%)
—pri¢ina ADO: obecné neznama, avSak je ovlivnéna :

»metodou bunécné lyse pred PCR
»PCR podminkami

»sekvenci cilove DNA

»velikosti PCR produktu




4. Genetické vySetreni embrya
metoda PCR

Minimalizace ADO

» protokol monitorujici vyskyt ADO:

— multiplex PCR (koamplifikace mutace s
polymorfnimi markery)

— SSCP nebo DGGE analyzy ( detekujici obé
alely souCasné¢, potvrdi genotyp)

— fluorescencni PCR - redukuje vyskyt ADO,
detekce DNA fragmentu je az 1000x citlivé)si
ve srovnani s konvencni PCR technikou
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Fragmentacni analyza — ABI PRISM 310

1B:Sample1 { dF508/nondF508 CFTR / 1R:Sample1 / GS 500 TAMRA /

420C
210C
(o}

2B:Sample2 [ dF508/dF508 CFTR / 2R:Sample2 / GS 500 TAMRA /

420C
210C

3B:Sample3 [ nondF508/nondF508 CFTR = | ] 3R:Sample3 / GS 500 TAMRA /

6R:Sample6 / GS 5S00TAMRA /

7B:Sample7 [/ 1 bunka / seminested / 7R:Sample7 / GS S00TAMRA /
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Fragmentacni analyza — ABI PRISM 310

IVS17bTA
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R 2B :986/98 ivs17/proband / 866/98 ivs17/proband / Bl 2R :966/98 ivs17/proband / GSS00TAMR A /

B 8B :dF508/nondFS08 CFTR # dFS08/nondFS08 CFTR /
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Real-time PCR Light cycler Roche

ile: C:Light Cyoler3\Users\Admini strator\Data\CFTRI2003\P G0-PCRnested 4es13-290502.ABT  Program: krivkaténi  Run By: Administrator
tun Date: May 28, 2003 18:03  Print Date: May 02, 2006

2 nested PCR/ex 1-1bis5ul
3 nested PCRIex1 1111 0ul

1 1 ] U 1 1 ] ]
s80 680 600 620 640 €80 €80 700710

Temperature (°C)




Limitovany pocet bunék dostupnych genetickeé
analyze

Moznost nespravného vysledku (10% pripadu)
Mozné riziko naruseni vyvoje vySetrovaného
embrya

Neni vyloucena jina geneticka vada

Doplnéni PGD amniocentézou




selekce podle pohlavi (sexing) -na prani vSem
-pouze pro rovnovahu v rodiné
-pouze u X-vazanych chorob
embrya prenasecu chorob (AR, XR) jsou vhodna k implantaci

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

*HL A typizace embryi pro transplantaci kmenovych bunék







DéKkuji za pozornost




