Predpoklady pro preimplantacni genetickou
diagnostiku (PGD) u nosi¢0 mutaci v nadorovych

predispozi¢nich genech

Hittelova R.', Kleibl Z.2, Reza¢ova J.3, Krutilkova V.4, Foretova L.5, Novotny J.¢, Kotlas J.7, Zikan M8,

Pohlreich P2

"IVF — Institut s.r. o, Plzen

?Ustav biochemie a experimentélni onkologie 1. LF UK, Praha
*Ustav pro péci o matku a ditg, Praha

4“GENNET s.r.0., Praha

50ddéleni epidemiologie a genetiky nadort MOU Brno

®Institut onkologie a rehabilitace Na Plesi s.r.0.,, Nova Ves pod Plesi
7Ustav biologie a Iékafské genetiky 1. LF UK a VFN Praha
8Gynekologicko-porodnicka klinika 1. LF UK a VFN Praha

Recenze: Putzovd M., Crha I, Kleiblova P, Martasek P, Goetz P, Baxova A, Hofinova V., Raszykova L.

Souhrn

Vychodiska: Nosici zarode¢nych mutaci v genech zodpovédnych za vznik monogenné podminé-
nych hereditarnich nddorovych syndroma jsou pocetné malou, aviak vysoce rizikovou skupinou
ohrozenou vysokou pravdépodobnosti vzniku nddorového onemocnéni, které se ¢asto vyviji
v mladém véku. U téchto nosicu existuje 50% riziko prenosu dédi¢né mutace na jejich potomky.
U monogenné podminénych onemocnéni preimplantacni geneticka diagnostika (PGD) umoz-
nuje charakterizaci oblasti DNA obsahujici patogenni mutaci i z jediné bunky odebrané v ¢asné
vyvojové fazi zembrya vzniklého in vitro fertilizaci (IVF). Na zakladé jejich vysledk( Ize transfero-
vat embrya, kterd nenesou analyzovanou genetickou abnormalitu, a tim umozniuji vyvoj ditéte
bez rizika pfenosu patogenni alely od biologického rodice. Cil: V tomto prehledném ¢lanku pre-
zentujeme konsenzualni stanovisko spole¢né skupiny Spole¢nosti Lékaiské genetiky a Ceské
onkologické spole¢nosti CLS JEP a dal3ich specialistd k pouziti PGD u monogenné podminénych
nadorovych syndrom(, se zaméfenim na podminky a predpoklady pro jeji provadéniv CR, a upo-
zorfiujeme na limity a Uskali této metody a specifika ovarialni hyperstimulace u nosi¢d mutaci
v genech (BRCA1, BRCA2, p53) s moznym rizikem vzniku, hormonalné-dependentnich karcinom(
prsu a ovaria. Zdvéry: Domnivame se, Ze PGD je metodou vhodnou pro uzkou, avsak neopomi-
nutelnou podskupinu klientl z fad nosi¢d mutaci v genech zodpovédnych za vznik hereditarnich
nadorovych syndroma. Jednd se hlavné o osoby, které se pro IVF a PGD rozhodnou z dlivod
zcela zasadnich obav z pfenosu patogenni vlohy na potomky, po jasném pouceni o provedeni
a limitech metody ze strany zodpovédného multidisciplindrniho tymu, ktery bude relevantné
schopen v konkrétnim pfipadé zvazit indikace metody, vyhodnotit mozna individudlni rizika
a metodicky spravné provést vlastni analyzu.
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Summary

Backgrounds: Carriers of hereditary mutations in cancer susceptibility genes represent a limited but high-risk population characterized by a high
probability of cancer development, frequently with its manifestation in early age and with a 50% chance of pathogenic allele inheritance by off-
spring. In case of monogenic disorders, preimplantation genetic diagnosis (PGD) could be used for characterization of the DNA region affected by
pathogenic mutation in the early stages of an embryo created by in vitro fertilization (IVF). Therefore, the transfer of unaffected embryos could be
performed based on the results of PGD genotyping, enabling the development of offspring not carrying the pathogenic alteration. Aim: Here we
present the consensus of the collaborative group of the Society for Medical Genetics, the Czech Society for Oncology and other professionals for
use of PGD in the Czech Republic for carriers of mutations in cancer susceptibility genes. We address the conditions, prerequisites, and limits of
practical application of this method. We also point out specific issues of ovarian hyperstimulation in carriers of mutations in BRCA1, BRCA2, and
p53, anticipating the increased risk of hormonally dependent breast and ovarian cancers development. Conclusions: We assume that a narrow but
non-negligible subgroup of cancer susceptibility gene mutation carriers may benefit from PGD. They are mainly individuals deciding to undergo IVF
and PGD recruited from mutation carriers with extreme concerns about transmitting the mutation to their children. The PGD in these individuals
should be managed by a closely cooperating multidisciplinary team of professionals responsible for indication of PGD, giving complete information
regarding the IVF and PGD procedures including their limits, evaluating individual risks and performing instrumental and laboratory procedures

with respect to up-to-date good laboratory and clinical practice.

Key words

preimplantation genetic diagnosis — hereditary cancer syndromes — in vitro fertilization — ovarian hyperstimulation

Uvod

Hereditarni nadorové syndromy tvofi
kolem 5% pfipadd nadorovych onemoc-
néni. Pfestoze se jednd o postizeni malého
procenta nemocnych, jejich zavaznost je
dana vznikem nadorového onemocnéni
u nosi¢l mutaci ¢asto v obdobi rané do-
spélosti. Ackoliv penetrance onemoc-
néni nedosahuje vzdy 100%, je podil ne-
mocnych nosi¢d v postizenych rodinach
vysoky a pravdépodobnost vzniku one-
mocnéni u nich fddové presahuje riziko
vzniku nadoru ve srovnani s béZznou po-
pulaci. Obé zakladni charakteristiky here-
ditdrniho nddorového onemocnéni - tedy
¢asny vznik a vysokd penetrance — zpUso-
buji, Ze u postizenych osob je nezbytné
kromé vlastni onkologické 1é¢by aplikovat
i postupy tykajici se dal3ich medicinskych
disciplin: klinické a molekularni biologie
a genetiky, gynekologie, reprodukéni me-
diciny, psychologie ¢i etiky [1].

Moderni molekuldrné-biologické la-
boratorni postupy sice poskytuji vyspélé
nastroje v diagnostice nadorovych one-
mocnéni, ty vsak kontrastuji s relativné
omezenymi moznostmi terapeutickymi.
V pfipadé nosic¢stvi mutaci v genech zod-
povédnych za vznik hereditarnich nado-
rovych syndromu spociva tézisté speciali-
zované péce ve v¢asné diagnostice nebo
v profylaktickych chirurgickych ¢i farma-
kologickych intervencich (viz specializo-
vané (asti tohoto supplementa). Pres-
toze specializovana dispenzarni péce
vyznamné zlep3uje progndézu onemoc-

néni, setkdvame se u nékterych nosict
mutaci s vyraznou kancerofobii, ktera
(u nékterych z nich) negativné ovliviuje
i rozhodovani o reprodukci. Pravé pro
tuto (pocetné pravdépodobné velmi li-
mitovanou) skupinu nosi¢ll mutaci by
soucasné redlné moznosti technik asis-
tované reprodukce (Assisted Reprodu-
ctive Techniques - ART), disponujici in
vitro fertilizaci (IVF) a preimplantacni ge-
netickou diagnostikou (PGD), mohly byt
dalezitou volbou.

Cilem in vitro fertilizace a preimplan-
tacni genetické diagnostiky u nosi¢l mu-
taci monogenné podminénych onemoc-
néni, véetné hereditdrnich nddorovych
syndromd, je zabranéni pfenosu znamé
genové alterace do dalsi generace. Tento
cil je umoznén kontrolou zrani oocytu
a ¢asného embryondlniho vyvoje s nale-
zenim a naslednym transferem embryi
bez hereditarni mutace za uc¢elem dosa-
zeni téhotenstvi ukoné¢eného porodem
zdravého ditéte [2].

Prvni pokusy o PGD sahaji do pocatk(
90. let [3]. V soucasnosti se PGD provadi
u fady geneticky podminénych onemoc-
néni. Ve velké ¢asti pfipadu je laboratorni
diagnosticka metoda zaloZena na fluo-
rescencni in situ hybridizaci (FISH). Tato
technika umozniuje nalezeni rozséhlych
zmén genomu, ale pro nalezeni malych
genovych alteraci, napf. bodovych mu-
taci, které jsou nejcastéjsi pfi¢inou po-
ruch tumor supresorovych gend u he-
reditarnich nadorovych syndrom, neni
vhodna. V diagnostice hereditarnich na-
dorovych syndromu tak zasadni uloha
pfindlezi metodé, kterd zahrnuje am-
plifikaci genetického materidlu embrya
pomoci polymerdzové fetézové reakce
(Polymerase Chain Reaction - PCR) s na-
slednou analyzou - tzv. PCR PGD. Tato
metoda byla doposud Uspésné pouzita
v diagnostice nékolika nddorovych syn-
dromt (tab. 1).

Zamérem tohoto textu neni vymezeni
pregnantnich ,guidelines” pro provadéni

Tab. 1. Pfiklady aplikace PCR PGD u hereditarnich nadorovych syndrom.

Syndrom (gen) Citace
familidIni adenomatézni polypéza (APC) [4,5]
syndrom hereditarniho karcinomu prsu a karcinomu ovarii (BRCA1) (6]

neurofibromatéza 1 (NF1)
neurofibromatéza 2 (NF2)
Li-Fraumeni syndrom (p53)
Retinoblastom (Rb)

[7]

(8]

)
[10,11]
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PCR PGD u nosic¢li mutaci, ale spise for-
mulovani praktickych medicinskych a la-
boratornich uskali metody s ohledem na
mnozici se zdjem o problematiku PCR
PGD ze strany nosi¢t mutaci i nékterych
medicinskych instituci. Podklady ¢lanku
vychdzeji ze zavérl pracovniho setkani,
které se na téma PCR PGD u nosi¢ek mu-
taci v genech BRCAT a BRCA2 uskutecnilo
v roce 2006 v Praze a naslednych diskuzi
s Ucasti odbornikd z fady medicinskych
obord.

Pro jaké pacienty - nosic¢e mutaci -
je vhodna PGD?

Uziti PGD u chorob s pozdni manifestaci
a neuplnou penetranci (mezi které vét-
s$ina syndrom{ hereditarni nadorové pre-
dispozice patii) byla a je diskutovana.
V kvétnu 2006 schvalila HFEA (UK Human
Fertilization and Embryology Autority)
uziti PGD i pro tato ,monogenné pod-
minéna zavazna onemocnéni” [12]. In-
dikaci by mél hodnotit klinicky genetik
v soucinnosti s dalSimi specialisty, jako
jsou onkolog, gynekolog aj. V pfipadé
spornych indikaci je vhodné konzulto-
vat vybor Spolec¢nosti Iékaiské genetiky
CLS JEP. U nosi¢ek mutaci v genech, které
zpUsobuji vysoka rizika nadord prsu a gy-
nekologickych nadorq, je dllezité zva-
Zit i rizika pouzivanych hormonalnich
stimulaci.

PGD z pohledu pacienta

V praxi se vétSina nasich klinickych
specialistd angazovanych v preventiv-
nich a diagnostickych programech za-
méfenych na hereditérni nadorové one-
mocnéni pravdépodobné setkala s nosici
mutaci uvazujicimi o PGD z d{vodu obav
o pfenos nadorové vlohy na své po-
tomky. Informace z doposud publikova-
nych praci tykajicich se zvazovani PGD
u nosi¢l mutaci v genech zodpovédnych
za hereditarni nddorové onemocnéni na-
znacuji, ze o moznosti PGD uvazuji nosici
mutaci tim vice, ¢im vyssi je penetrance
jejich onemocnéni. Ve studii Staton a kol
(2008) zahrnujici 213 nosi¢d mutaci v ge-
nech BRCA1/2 vyjadfilo 44 % dotézanych
extrémni obavy a 44 % casté obavy o pre-
nos nutace na potomky. Na druhé strané
pouze 13% nosi¢li by pravdépodobné
zvazovalo PGD [13]. Podobné vysledky
ukazala i studie Menon a kol (2007), ve

které sice 75% z 52 dotézanych nosicek
mutaci v genu BRCA1/2 uvedlo, ze by si
praly byt informovany o PGD, avsak jeji
provedeni by zvaZzovalo jen 37 % dotéza-
nych a pouze jedna ze sedmi Zen (17 %)
uvazujicich o budoucim téhotenstvi
bude zvazovat moznost provedeni PGD
[14]. V malé studii Kastrinos a kol (2007)
19220 (95 %) pacientd s FAP uvedlo, Ze by
zvézilo moznost PGD a 75% i naslednou
prenatalni diagnostiku [15]. Ve vyse uve-
denych studiich se jednd o osoby ,uvazu-
jici” o provedeni PGD. Lze predpokladat,
ze skute¢nych ,zajemc’, ktefi by po obe-
znameni se s celou problematikou PGD
tuto proceduru podstoupili, bude jesté
méné. Na druhé strané, existuje skupina
nosi¢t mutaci, pro které je moznost pre-
nosu dédi¢né nadorové vlohy zcela ne-
pfijatelna a preference vlastnich biolo-
gickych potomkd ultimativni. Tito nosici
mutaci se bez moznosti PGD rozhodnou
nezalozit rodinu, pfestoze a) pravdépo-
dobnost pfenosu mutace na potomstvo
je v pfipadé autozomdlné dominant-
nich onemocnéni 50%, b) riziko nddo-
rového onemocnéni je ovlivnéno pohla-
vim ditéte (napf. v pfipadé mutace genl
BRCA1/2 u muzskych potomkd je zvyseno
jen mirné) a c) soucasny vyvoj biotechno-
logii dava nadéji na zlepseni Ié¢by na-
dort vzniklych s dlouhou latenci u nosicl
mutaci. U téchto jednotlivcld je preim-
plantacni (ne vsak prenatalni) diagnos-
tika rozumnym kompromisem a Ize do-
porucit konzultaci s multidisciplindrnim
tymem za Ucelem jejiho zvazeni.

PGD z pohledu kliniky a Gloha
jednotlivych medicinskych specialistu
Péce o nosice mutaci podminujicich he-
reditdrni nddorovd onemocnéni vyza-
duje komplexni pfistup s ucasti fady
specialistd umoziujici vyhodnoceni in-
dividualnich rizik spojenych s ART a i na-
slednym téhotenstvim. O moznostech
a dostupnosti ART by mél byt informovan
predevsim onkolog, ktery nejcastéji zod-
povida za organizaci specializované péce
0 nemocné a asymptomatické nosice
mutaci z rizikovych rodin a ma aktualni
prehled o jejich zdravotnim stavu. S ohle-
dem na zdravotni stav pacienta mize do-
porucit konzultaci specializovaného pra-
covisté, kde je mozné podstoupit IVF
s PGD.

Pro podéni Uvodni informace o pfino-
sech alimitech PGD je vhodna konzultace
se spolupracujicim klinickym genetikem
specializovanym na oblast hereditarnich
nadorovych syndrom.

Pacient¢in gynekolog, zajistujici
specializovanou gynekologickou preven-
tivni péci (predevsim u nosicek mutaci
v genech BRCAT a BRCA2), by mél rovnéz
podat informace ohledné moznosti PGD,
pfip. zvazit, zda pacientka muGze cyklus
IVF podstoupit.

Na gynekologovi IVF centra spociva
podrobna informace klientky o aplikaci
IVF, zvoleni a optimalizace stimula¢niho
protokolu pro pacientku a provadéni
kontroly béhem celého cyklu.

Embryolog a molekuldrni genetik jsou
zodpovédni za laboratorni ¢ast IVF/PGD
cyklu a vlastni genetickou analyzu. Pouzi-
vané techniky by mél provadét zkuseny
odbornik a priibéh jednotlivych etap
a analyza vysledkl by mély byt predem
optimalizované a ovéfené. Analyzy by
nemél provadét pracovnik bez predcho-
zich zkusenosti s technikami pouziva-
nymi v ramci IVF/PCR PGD cyklu.

Cely tym pecujici o pacientku by mél
byt dopInén psychologem, ktery by mohl
poskytnout klientce dalsi informace pro
jeji rozhodovani.

V soucasnosti neni PGD u zadného he-
reditarniho syndromu rutinni zéleZitosti.
Jeji provedent je zavislé na dobré koope-
raci tymu dobie spolupracujicich klinic-
kych i laboratornich odbornik(, ktefi
se musi (s ohledem na své specializace)
shodnout na proveditelnosti PGD u kon-
krétniho nosice mutace. Dllezitd je jejich
vzdjemna spoluprace a komplexni orien-
tace v problematice.

Socioekonomické aspekty PGD

Dlvodem pro PGD je zabranéni pre-
nosu zdvazného onemocnéni z biolo-
gickych rodi¢l na jejich potomky. Tech-
niky asistované reprodukce a samotna
PGD vyvolavé v fadé zemi a spole¢nosti
vyznamna etickd dilemata. Existuje fada
nosologickych jednotek, kde aplikace
PGD je raciondlné nezpochybnitelna
[16]. Takovymto pfipadem nemusi byt
pro kazdého nosicstvi byt prokazatelné
patogenni mutace v nadorovych predis-
pozi¢nich genech. Pfesto fada autorit do-
porucuje vyuziti PGD u nosica téchto mu-
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taci zvazit [17-19]. S ohledem na to, ze se
jedna o relativné novou metodu, kterd se
pravdépodobné bude dale rozvijet pre-
devsim na zékladé tlaku ze strany klientd,
Ize ocekavat, Ze diskuze o vymezeni roz-
sahu PGD, jeji standardizaci, legislativnim
zakotveni atd. budou pokracovat.

Pragmatickym pohledem je srovnani
nakladnosti provedeni PCR PGD s naklady
na prevenci, terapii a snizené socialni
uplatnéni postizenych nosi¢i mutaci,
které hovofi ve prospéch PGD [19].

Praktické pristupy k PCR PGD
Ovarialni stimulace a in vitro
fertilizace (IVF)

Metodu IVF Ize rozdélit do dvou fazi:
V prvni je nezbytné vyvolat sou¢asné do-
zrani vice oocytl v ovariu a nasledné tyto
oocyty z ovaria odebrat. Soucasné s tim
se provadi také odbér spermii partnera.
Druha faze je laboratorni, kdy v embryo-
logické laboratofi probiha vlastni in vitro
oplozeni.

Cilem tzv. kontrolované ovarialni hy-
perstimulace (Controlled Ovarian Hy-
perstimulation — COH) je doséhnout do-
zrani vétsiho poctu tzv. kodominantnich
folikul(l nez pouze jednoho folikulu, jak
je tomu v nativnim cyklu. Tim je zajis-
tén vysledné vétsi pocet embryi pod-
stupujicich PGD, a tudiz i vyssi Sance na
nalezeni ,zdravého” embrya vhodného
k transferu.

V soucasné dobé se k navozeni COH
pouzivaji zejména nésledujici stimulacni
protokoly:

kratky stimula¢ni protokol s ago-

nisty GnRh (gonadotropine-releazing

hormone)

dlouhy stimulac¢ni protokol (zacina-

jici bud z folikuldrni, nebo lutedlni faze

menstruacniho cyklu) s agonisty GnRh
protokol s antagonisty GnRh

Oplozeni ziskanych oocytl je prove-
deno mechanicky, tzv. metodou ICSI (In-
tracytoplasmic Sperm Injection - intra-
cytoplazmaticka injekce spermie). Pf¥i
této technice je pomoci velice tenké skle-
néné jehly zavedena spermie partnera
pacientky piimo do centra oocytu. Tech-
nika ICSI se pouziva z divodu vyssi prav-
dépodobnosti oplozeni oocytl, a tedy
minimalizace ztrat jiz na zacatku pro-
cesu, a zaroven eliminuje kontaminaci

DNA z dalsich spermii pro budouci gene-
tickou analyzu. Oplozené oocyty se kulti-
vuji v médiu v inkubatorech s atmosférou
5% CO,. Pro potfeby PGD trva kultivace
embryi pét dni, kdy tfeti den je u vsech
dostupnych embryi provedena biopsie -
odbér bunky embrya (viz nize). Kva-
lita a vyvoj embryi se kontroluje kazdo-
denné. Nejpozdéji paty den po oplozeni
museji byt embrya transferovana do du-
tiny délozni, pfipadné zamrazena.

U nadorovych syndromU zahrnujicich
hormondélné independentni tumory lze
uvazovat o vyuziti libovolného stimula¢-
niho protokolu v zavislosti na konkrétnich
zvyklostech IVF centra. V bézné populaci
Ize predpokladat, ze pfechodné zvyseni
koncentrace estrogenll ma pouze maly
vliv na zvyseni rizika vzniku karcinomu
prsu (~RR 1,2) [20]. Jind je ovSem situace
pfi COH u nosicek mutaci v BRCAT,
BRCA2, TP53 a dalSich genech s vysokym
rizikem vzniku karcinomu prsu. Volba sti-
mula¢niho protokolu zavisi na tom, ktery
z partnerd je nosi¢em mutace. Je-li nosi-
¢em patogenni hereditarni mutace part-
ner, provadi se hormondlni stimulace
nezatizené pacientky stejné jako u ja-
kékoliv zdravé Zeny dle doporucenych
postuptll a zvyklosti daného IVF centra.
V ptipadé, ze nosickou mutace v genech
BRCA1/2, TP53 aj. je partnerka, muze byt
pouziti standardnich stimula¢nich proto-
koll sporné s ohledem k hormonalni za-
vislosti karcinomu prsu a ovarii [12]. Na
druhé strané je viak nezbytné uvazit, ze
sérové koncentrace estradiolu v prvnim
trimestru téhotenstvi prevysuji koncen-
traci nutnou pro COH. Na gynekologovi
IVF centra je tedy volba vhodného sti-
mula¢niho protokolu s ohledem na ana-
mnézu pacientky a rovnéz volba hormo-
nalnich preparatl a jejich davek. Starsi
generace menopauzélnich gonadotro-
pinl (Fostimon, Menopur) je stale vice
vytla¢ovéna preparaty rekombinantniho
FSH (Gonal F, Puregon). BEéhem stimulace
je sledovan rust folikulG a tloustky endo-
metria v porovnani s hladinou estradiolu
v krvi. Ovulace je ¢asovana aplikaci hCG
(lidsky choriogonadotropin). Transvagi-
nalni odbér oocytu se provadi 34-36 hod
po injekci hCG pod kontrolou ultrazvuku
a v kratkodobé narkédze.

Dvé studie publikované v letosnim
roce ukazuji, ze riziko vzniku hormo-

nalné podminénych nadorl navoze-
nych stimula¢nimi protokoly u rizikovych
pacientek pravdépodobné neni vy-
soké. Azim a kol (2008) studovali riziko
pouziti stimula¢niho protokolu zahrnuji-
ciho letrozol a gonadotropiny pro navo-
zeni COH u 79 pacientek s karcinomem
prsu (pro zachovani fertility — kryopre-
zervaci oocytl nebo embryi) pred pouzi-
tim adjuvantni chemoterapie ve srov-
nani s 136 pacientkami s karcinomem
prsu bez COH. Dle jejich zjisténi nezvy-
Suje pouziti tohoto protokolu riziko reku-
rence onemocnéni (primérna doba sle-
dovani u 79 zen s COH byla 23,4 mésice
po adjuvantni chemoterapii; HR = 0,56;
95% Cl1 0,17-1,9) [21]. Kotsoupoulos a kol
(2008) sledovali ucinek 1écby infertility
na riziko vzniku karcinomu prsu v roz-
sahlé case-control studii nosicek mutaci
v genech BRCA1/2. Ackoliv z celkového
poctu 1 380 pard analyzovanych nosi-
¢ek mutaci pouze < 4% subjektl uzivalo
[écbu na podporu fertility a < 1% sub-
jektd prodélalo IVF, vysledky naznacuiji,
Ze tato terapie nezvysuje riziko vzniku
karcinomu prsu (OR = 1,29; Cl 0,81-1,82)
a autofi v zavéru uvadéji, ze:,...l1écba in-
ferility neni u nosi¢ek mutaci v genech
BRCA1/2 kontraindikovéna” [22].

Provedeni PCR PGD u nosi¢ii mutaci

v nadorovych predispozi¢nich genech
Kromé technickych omezeni je dllezitym
predpokladem Uspéchu PCR PGD i rych-
lost analyzy.

Zdroj a odbér genetického materidlu
zembrya pro ucely PCR PGD
Patrné nejrozsifené;jsi metodou pro odbér
genetického materidlu u PGD je biopsie
blastomer ve stadiu, kdy embryo obsa-
huje 6-8 bunék (3 dny po oplozeni) [23].
Bezpec¢ného nasledného vyvoje embrya
Ize dosdhnout pfi odbéru 1-2 blastomer.
Pro odbér blastomer byla vypracovana
fada technik, které zahrnuji otevieni zony
pellucidy mechanicky, chemicky nebo la-
serem [24]. Nasledné je blastomera ode-
brana tenkou sklenénou kapilarou s po-
moci mikromanipulatoru (obr. 1). Transfer
embrya do délozni dutiny matky je ne-
zbytné provést do 48 hod po biopsii.
Alternativni metodou je odbér gene-
tického materidlu pomoci biopsie polar-
nich télisek, kterd se vytvareji v pribéhu
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Obr. 1. Odbér blastomey z ¢asného embrya. A — nasévani 1 blastomey uvnitf embrya do
bioptické pipety, B - uvolnéni blastomey z bioptické pipety do média, C - odebrana blas-
tomea urcend pro PCR PGD s patrnym bunécnym jadrem.

meiotického déleni pred (prvni polarni
télisko) a po (druhé polarni télisko) oplo-
zeni vajicka spermii. Geneticky material
polarnich télisek obsahuje haploidni
sadu maternalnich chromozom( kom-
plementarni k sadé obsazené ve vlastnim
oocytu. Vime-li, ze matka je nosickou he-
reditdrni mutace, z vysetieni pfislusného
lokusu v sekundérnich polérnich téliscich
jsme schopni dedukovat stav sesterské
alely v oocytu (tj. pro nasledny transfer
budou vybrana pouze ta embrya, u kte-
rych bude v polarnich téliscich pozitivné
prokdzéna pfitomnost mutace). Analyza
polarniho téliska neni viak pouzitelnd
pfi PGD v piipadé, ze nosi¢em mutace je
otec. Situaci rovnéz komplikuje moznost
chromozomalnich rekombinaci v primar-
nim polarnim télisku a skute¢nost, Ze té-
lisko zahy po kultivaci in vitro involvuje
[25,26]. Nejcastéji se biopsie polarniho té-
liska uplatnuje v diagnostice aneuploidii.
Pro diagnostiku monogenné podminé-
nych onemocnéni je nezbytné provést
analyzu obou polarnich télisek [27].
Doposud nejméné rozsifenym pfi-
stupem je biopsie blastocysty. Pii této
metodé se odebiraji buriky trofoekto-
dermu v pozdéjsim stadiu vyvoje (6. den
po oplozeni), kdy embryo sestava z vice
nez 100 bunék. Zasadni vyhodou této
techniky pro molekuldrni diagnostiku je
odbér vétsiho poctu bunék (10-30), coz
vyznamné zvysuje presnost vysledku ge-
notypizace [28]. Pro odbér bunék trofo-
ektodermu je doporucena laserova incize
zony pellucidy, po které je herniaci vy-
puzena ¢ast bunék, jez mohou byt ode-
brany pro vlastni vysetieni [29]. Omezeni
Castéjsiho pouzivani biopsie blastocysty
predstavovaly technické obtize vyplyva-
jici z niz8iho poctu embryi dosahujicich
takto pokrocilého embryondlniho stadia.

Rovnéz je vyrazné snizen casovy limit
pro provedeni genetické analyzy. Nic-
méné pokroky v technikach asistované
reprodukce i v genetickych analyzach na-
znacuji, Ze biopsie blastocyt se v blizké
budoucnosti mlze stat nejrozsitené;jsi
metodou pro PCR PGD.

K diagnostice mutaci v nadorovych
predispozi¢nich genech jsou teoreticky
pouzitelné vsechny uvedené metody;
jako nejméné vhodna se jevi biopsie po-
larnich télisek. Preference pfistupu bude
podléhat predevsim vybéru naslednych
molekuldrné-biologickych metod.

Provedeni PCR PGD

Pro provedeni PCR PGD existuji dva pfi-
stupy. Lze uvaZovat o analyze vlastniho
mista genové alterace nebo o provedeni
segregacni nepfimé DNA diagnostiky na
zékladé vysetteni polymorfnich mikro-
satelitovych marker( dopredu charak-
terizovanych v rodiné nosi¢e genové al-
terace a obou biologickych rodic¢(. Oba
pfistupy je vhodné kombinovat.

Molekuldrné-biologické metody
pouzité pro vlastni diagnostiku mutaci
se v principu neodlisuji od klasickych po-
stupl pouzivanych pro detekci znamych
alteraci v genech [30]. Jejich jedine¢nost
vsak spociva ve velmi omezeném mnoz-
stvi genetického materidlu pro analyzu
a v nezbytnosti rychlého provedeni vy-
Setieni, kdy vysledek musi byt dostupny
obvykle do 48 hod od odbéru bunék
zembrya.

Po odbéru bunky z embrya je pfed
vlastni PCR reakci nezbytné provést lyzu
blastomery, pro kterou je pouzivana
fada postupud zahrnujicich fyzikalni, che-
mické i enzymatické metody [31].

Malé mnozstvi genetického ma-
teridlu (obvykle z jedné bunky) je spo-

jeno se specifickymi riziky PCR PGD
analyz: moznost kontaminace vzorku,
selhani amplifikace (Amplification Fai-
lure — AF) a ztrata alelického signalu
(Allelic Drop-Out — ADO) [32]. Prevence
kontaminace spociva v pfisné sterilnim
pfistupu k PCR PGD. Pouzivany labora-
torni plastik i pouzité chemikdlie musi
byt sterilni, bez pfitomnosti DNaz i RN4z,
a musi byt urceny vyhradné pro ucely
PCR PGD. U AF nedojde k amplifikaci vy-
braného amplikonu viibec, coz znameng,
ze v takovémto pfipadé nelze u pfislus-
ného embrya vyhodnotit stav genotypu.
NejcastéjsSim zdrojem AF jsou subopti-
malni podminky provedeni PCR reakci.
U ADO sice amplifikace probéhne, aviak
amplifikovany produkt odpovida tem-
platu pouze jedné z obou alel. Vysled-
kem pak mlze byt faleSné negativni vy-
sledek s chybnou diagnézou. Na ADO
se podili fada pfi¢in (degradace DNA,
metoda lyzy blastomer, podminky PCR,
délka a charakter amplikonu apod.). Kri-
ticky vliv na vyskyt ADO ma predevsim
mnozstvi genetického materialu repre-
zentované obvykle 1-2 blastomerami.
Mnozstvi genetického materidlu Ize na-
vysit dvojim zplsobem: jednim z pfi-
stupll je odbér vice bunék (biopsie
blastocysty), druhym zafazeni celogeno-
mové amplifikace (Whole-Genome Am-
plification — WGA) pfed vlastni diagnos-
tickou PCR [33-35]. Nevyhody WGA,
spocivajici v prodlouzeni ¢asu vysetieni
a narldstu narocnosti a ceny detekce, vy-
vazuje az 10°nasobné zvyseni mnozstvi
genetického materidlu. Z ddvodu ADO
je doporucené do diagnostické PCR za-
fadit kontrolni koamplifikaci umoznu-
jici ¢asto rozliseni mezi ADO a skute¢nou
negativitou homozygotniho (wt) vzorku
[8,36]. Laboratote s velmi dobrymi vy-
sledky PCR PGD zaznamenavaji ADO pfi-
blizné v 5-15 % pfipadl [32]. Vyuziti mul-
tiplex-PCR umoznujiciho amplifikaci fady
amplikonl a predevsim metody preim-
plantacni genetické haplotypizace (PGH)
zavadéjici analyzu mnoha mikrosatelit-
nich polymorfnich lokust minimalizuje
chyby vznikajici v disledku ADO [37,38].

Zaver

Techniky asistované reprodukce zahrnu-
jici PGD mohou byt pfinosem pro speci-
fickou ¢ést z téch nosi¢d mutaci v genech
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predisponujicich pro hereditarni nddo-
rové syndromy, pro které je riziko pfenosu
mutace na jejich potomky, plynouci ze
spontanni koncepce, z rznych pficin ne-
pfijatelné. Pfedpokladem pro provedeni
PGD je dobra kooperace mezi pacientem
a specializovanym multidisciplindrnim
tymem, ktery je schopen posoudit pfi-
nos tohoto postupu pro pacienta, jeho
rizika a jeho technickou proveditelnost.
Pfipomindme, Ze v soucasnosti nepa-
tfi metody PCR PGD u hereditarnich na-
dorovych syndrom@ k rutinnim meto-
dam. V fedeni je fada otazek souvisejicich
nejen s medicinskymi a technickymi as-
pekty, ale rovnéz legislativnimi a etickymi
otazkami. Pfestoze se jedna o techniku
ve vyvoji, je jiz v soucasné dobé mozné ji
pouzit a rychly pokrok v molekuldrni me-
diciné i biotechnologiich do budoucna
slibuje jeji daldi vyznamna zlepseni.

Podékovani

Radi bychom podékovali recenzentdim
za hodnotné a zasvécené komentare ty-
kajici se PGD a rozsahlé skupiné nasich
kolegli a pacientd, se kterymi jsme méli
moznost diskutovat o uvedené proble-
matice z rliznych Uhl pohledu.
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