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Souhrn

Pokroky v molekularné biologickych metodach umozniuji analyzu genotypu z jedné ¢i néko-
lika bunék, coz pfinasi rozsahlé vyuziti v preimplantacni genetické diagnostice (PGD) nejen
chromozomalnich aneuploidii, ale i monogennich nemoci, tudiz i hereditarnich nadorovych
syndrom0. PGD tak mUze byt pfinosna v téch pripadech, kdy je riziko pfenosu patologické
vlohy z rodi¢e na potomka z rliznych divodl nezadouci. Pfedkladame tfi pfipady rodin s PGD
a dosavadni vysledky.
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Summary

Advances in molecular biology techniques made possible genotype analysis from one or se-
veral cells. This can be used in preimplantation genetic diagnosis (PGD) not only of chromo-
somal aneuploidy but also of single gene diseases as well as hereditary cancer syndromes. PGD
can be a benefit for those cases when the risk of transfer of pathological alteration from parent
to offspring is unwelcome. We submit three cases of PGD with the results.

Key words
preimplantation genetic diagnosis - single gene disease — hereditary cancer syndromes -
in vitro fertilization

Autofi deklaruji, Ze v souvislosti s pfedmétem
studie nemaji Zzadné komer¢ni zajmy.

The authors declare they have no potential
conflicts of interest concerning drugs, products,
or services used in the study.

Redak¢ni rada potvrzuje, ze rukopis prace
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasilané do
biomedicinskych ¢asopist.

The Editorial Board declares that the manuscript

met the ICMJE “uniform requirements” for
biomedical papers.

(=1

Mgr. Lenka Raszykova
Laboratof Iékaiské genetiky
Sanatorium Helios

Stefanikova 12

602 00 Brno

e-mail:
Iraszykova@sanatoriumhelios.cz

Obdrzeno/Submitted: 27. 4. 2012
Prijato/Accepted: 25.6.2012

S84

Klin Onkol 2012; 25(Suppl): S84-586




PREIMPLANTACNI GENETICKA DIAGNOSTIKA (PGD) HEREDITARNICH NADOROVYCH SYNDROMU

Uvod

Preimplantacni genetickd diagnostika
(PGD) zahrnuje soubor molekuldrné-
-biologickych metod umoznujicich po-
psat geneticky stav embrya pred jeho
implantaci v déloze, tzn. Ze do délohy
jsou transferovana pouze ,zdrava em-
brya” (ta, u kterych nebyla prokdzana
sledovana abnormalita). Cilem je tedy
zabrénit pfenosu zavazného genetic-
kého onemocnéni do dalsi generace.
Mezi nejcastéjsi indikace k provedeni
PGD patfi chromozomové aberace (vy-
Setfované pomoci metod: fluorescencni
in situ hybridizace FISH, metoda mikro-
¢ipové komparativni hybridizace aCGH)
nebo monogenné podminéné choroby
dédéné dominantné, recesivné &i va-
zané na pohlavi (vySetfované pomoci
metody polymerdzové fetézové reakce -
PCR). PGD je vdzana na asistovanou re-
produkci (IVF) [1].

V PGD monogennich onemocnéni
véetné hereditarnich nadorovych syn-
drom{ je vyuzivana jiz zminénd poly-
merazova fetézova reakce (PCR), kon-
krétné multiplex PCR, s naslednou
analyzou. Principielné se v PGD PCR dia-
gnostice uplatniuji dva pfistupy. Jed-
nak tzv. vazebna analyza (nepfima DNA
diagnostika s pouzitim polymorfnich
mikrosatelitnich markerd) a analyza
vlastniho mista genové alterace. Kom-
binace obou pfistupll zvysuje presnost
genotypizace [2,3].

V Sanatoriu Helios se PGD PCR provadi
na embryich ve stadiu blastocysty, tj. po
pétidenni a/nebo 3estidenni kultivaci.
Rutinni biopsii blastocyst provadi Sana-
torium Helios jako jedno z mala IVF cen-
ter v Evropé. Jeji hlavni vyhoda spociva
jednak v tom, Ze na rozdil od biopsie tfi-
dennich embryi se bioptuji a vysetfuji
pouze embrya nejvyssi kvality, s nej-
vétsi pravdépodobnosti implantace (coz
usetii nemalé finan¢ni prostiedky), jed-
nak v ziskani vétsiho poctu bunék, a tim
vysetfovaného materidlu, coz vyznamné
ovliviiuje pfesnost vysledku genotypi-
zace (klesa pravdépodobnost selhani
amplifikace a alelického drop-outu) [4].

Dodrzeni veskerych opatfeni minima-
lizujicich (a de facto vylucujicich) konta-
minaci vzorku je samozfejmosti.

V nasi PGD PCR laboratofi bylo feseno
sedm pfipad( PGD z dlvodu vyskytu dé-

di¢nych naddorovych onemocnéni v ro-
diné. Pét pripadl se tykalo nosi¢l riz-
nych mutaci v BRCAT genu (hereditarni
karcinom prsu a ovarii), po jednom pak
mutace v MSH2 genu (hereditarni nepo-
lypdzni karcinom tlustého stfeva — Lyn-
chlv syndrom) a mutace v CDH1 genu
(hereditarni difuzni karcinom zaludku).
Vyvoj testu v pfipadé mutace v CDHT
genu byl prerusen z ddvodu neuplné
diagnézy, viechny ostatni byly dokon-
¢eny. Zadatelky jsou v rGznych fazich ce-
Iého procesu (vyvoj testu, hormonalni
stimulace, odbér vajicek a kultivace em-
bryi, transfer a/nebo kryoembryotrans-
fer, potvrzeni biochemické gravidity, kli-
nickd gravidita (Asp+)). Jedna zadatelka
jiz porodila zdravou holcicku.

Vsechny piipady PGD PCR jsou kon-
zultovany tymem odbornik( (onkolog,
klinicky genetik, molekularni biolog, gy-
nekolog, embryolog). V pfipadech indi-
kovanych klinickym genetikem je PGD
PCR v Sanatoriu Helios hrazeno nékte-
rymi zdravotnimi pojistovnami.

Ambulance lékafské genetiky v Sana-
toriu Helios zajistuje predevsim kom-
plexni genetickou péci pro pary s poru-
chou reprodukce. V souvislosti s 1é¢bou
poruch plodnosti zajistuje genetické vy-
Setfeni pro pary, které maji problémy
otéhotnét nebo trpi opakovanymi
samovolnymi potraty. V indikovanych
pfipadech je nabizena preimplantaéni
genetickd diagnostika monogennich
onemocnéni a chromozomalnich vad
u embryi. Do této kategorie patfi i pary,
kde je jeden z partnerl nositelem mu-
tace, kterd vyznamné zvy3suje onkolo-
gické riziko a je prokazan hereditarni na-
dorovy syndrom.

Kazuistiky

1. Do genetické poradny se dostavil par,
kde byla nositelkou mutace v genu
BRCA1 Zena-probandka (obr. 1). Jeji
matka zemiela na nador prsu a vajec-
niku ve 45 letech. ProtoZe na nasem
pracovisti vysetfujeme nejen kon-
krétni mutaci, ale vyuzivame i vazeb-
nou analyzu, byl zahdjen tzv. work
up, kdy jsme porovnavali polymorfni
markery probandky, jejiho partnera,
jeji zdravé sestry a otce - viz rodo-
kmen. Rodina byla pro pouzité mar-
kery informativni. Provedli jsme vy-

o

PGD

Obr. 1. Rodina s Uspésnou PGD, v lis-
topadu 2011 se narodila zdrava dcera.
Probandka je nosi¢cka mutace v BRCA1
genu, jeji matka zemfela ve 45 letech na
nador prsu a ovaria. U sestry probandky
byla pfitomnost mutace vylou¢ena mo-
lekuldrné-biologickou analyzou BRCA1
genu.

Setfeni pétidennich embryi. Embryo
s negativnim néalezem bylo transfero-
vano. 18.11.2011 porod zdravé dcery
p.v. 3950/52 cm.

2. Druha kazuistika jiz byla komplikova-
néjsi. Jednalo se o Lynchlv syndrom,
kde probandem byl partner nesouci
mutaci v genu MSH2 (obr. 2). Matka

Yoanll

PGD

Obr. 2. Proband s Lynchovym syndro-
mem, mutaci v genu MSH2. Matka
zemftela v 47 letech na nador zlucovych
cest a uteru. Teta probanda (sestra matky)
nese stejnou mutaci jako proband, pied-
pokladame tudiz, Zze tuto nese i matka
probanda. U sestry probanda byla pfi-
tomnost mutace vylou¢ena molekularné-
-biologickou analyzou MSH2 genu. Prvni
pokus IVF se nezdafil, embrya nemohla
byt vysetfena, cyklus bude opakovan.
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Obr. 3. Rodina s predpokladanou dédic-
nou formou difuzniho karcinomu za-
ludku. Probandka nese mutaci v CDH1
genu. Sestra probandky zemfela ve 30 le-
tech na nador zaludku, matka ve 46 le-
tech na nador slinivky, matka matky
v 63 letech na nador zaludku. Ani u jedné
ze zemrelych nebyla provedena analyza
CDH1 genu, DNA neni dostupna. Pfedpo-
kladali jsme, Zze probandka zdédila mu-
taci po matce. Ukazalo se viak, ze mutaci
v CDH1 genu nese ,zdravy” otec. Proces
byl zastaven.

mu zemfela ve 47 letech na ca Zlu-
¢ového systému a ca uteru. Opét byl
zahajen work up, kdy jsme porovna-
vali markery jeho, jeho tety, jeho part-
nerky a otce. Ukazalo se, Ze rodina
neni pro sledované markery plné in-

formativni. Proto jsme se snazili ziskat
dalsi material — od zdravé sestry pro-
banda, ktera Zije ve Svycarsku. Po po-
rovnani vsech marker( vyplynulo, Ze
u probanda doslo k rekombinaci mu-
tace s pfilehlym markerem. Byla zaha-
jena hormonalni stimulace, probéhl
IVF cyklus. Kultivovana embrya bo-
huzel nedosahla stadia biopsie - em-
brya nemohla byt vysetfena. Nyni je
planovan druhy cyklus.

. Nejzajimavéjsi a nejkomplikova-

néjsi je tfeti pfipad, kdy proband-
kou je partnerka-nositelka mu-
tace v genu pro cadherin (CDHT)
IVS15-6C>G - splicingovd mutace
v exonu 16, zapsana do databaze
mutaci poprvé (obr. 3). Jeji sestra
zemfela ve 30 letech na ca zaludku,
jeji matka ve 46 letech na ca pankre-
atu, matka matky v 63 letech na ca
zaludku. Pfedpokladali jsme, Ze pro-
bandka zdédila mutaci v CDHT genu
po matce. Zahdjili jsme tedy work
up a hodnotili markery a mutaci
u probandky, jejiho partnera a je-
jiho zdravého otce. Geneticky mate-
ridl od ostatnich ¢lentd rodiny nenf
dostupny. Po sekvenovani v rdmci
pfimého stanoveni mutace jsme
k nasemu velkému prekvapeni zjis-
tili, Ze nositelem vyse uvedené mu-
tace je otec probandky! Veskerd vy-
svétleni jsou spekulativni. Jedna
se pouze o klinicky nezavazny po-

lymorfizmus (otec je v 62 letech
zdravy)? Nebo se jednd o mutaci
a onemocnéni se u otce dosud ne-
projevilo a snad ani neprojevi? Exis-
tuje vlibec a event. jaka (vzacna?)
mutace ze strany matky (vsichni ze-
mfeli)? Byla sestra probandky slo-
zeny heterozygot? Po konzultaci
s kolegy ze Sydney IVF byl work up
prerusen pro nedostatek informaci.
Z uvedeného pripadu vyplyva nut-
nost dlsledné klinické interpretace
kauzalni mutace v laboratofi, kde
genetické testovani rodiny probiha.

Zavér

Pro mnoho par0 s vyskytem genetic-
kého onemocnéni v rodiné predsta-
vuje PGD mozZnost mit dité, které pato-
logickou vlohu neponese. Pfes veskera
uskali a eticka dilemata tak predsta-
vuje unikatni alternativu prenatalni
diagnostiky.
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