Nové moznosti prevencie prenosu

cystickej fibrozy do d'alsej generacie
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CF — monogénova choroba

Klinicky obraz zapri¢ineny mutaciou v jednom géne

Mendelsky typ dedicnosti - autozomovo recesivna

7 000 monogénovych choréb
WHO: Prevalencia 10 : 1000
20% detskej mortality v rozvinutych krajinach

10% medicinskych zakrokov v detskych nemocniciach (Costa et al. 1985)

1 300 chordb s recesivnou dedi¢nostou

80% deti s recesivnou chorobou sa narodi v rodinach bez predchadzajuce;j
genetickej zataze monogénovou chorobou

DDA



Monogénoveé choroby

Autozomovo dominantny Autozémovo recesivny X-viazany typ
typ dedi¢nosti typ dedi¢nosti dedic¢nosti
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AS A:D X ¥ X Xe
XeY X X X Xc XX
Allected son  Normal daughter Camer dacghter Normal son

No rmal  Nor mal Affected  Affected Normal  Carrier rrier  Affected

50% zdravi vs. 25% zdravi 50% postihnutych
50% postihnuti + 50% prenasaci synov
vs. 25% postihnuti
CMT CF DMD
Huntingtonova choroba DMP X-ALD
BRCA hemofilia




Reprodukéné moznosti paru
s genetickou inkompatibilitou

* Prenatalna diagnostika — pred¢asné ukoncenie gravidity
- manaZment porodu dietata s genet. chorobou

* Preimplantacné genetické testovanie monogénovej choroby
* Prekoncepcny geneticky skrining CF/monogénovych choréb
* Neinvazivny prenatalny test — vybrané monogénové choroby

* Darcovstvo gamét

e Adopcia
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Prekoncepcny geneticky skrining

prenasacstva monogénovych chorob

@ O Monogénové choroby
s AR a X-viazana dedi¢nost

Mother

Unaffected
"Carrier"
Father

Prenasaci
Cysticka fibroza 1: 25 4%
Spindlna muskularna atrofia 1: 50 2%

Alfa-/Beta-hemoglobinopatia 1:48 2%




Test prenasacstva monogénovych chorob

Pre koho?

V ramci planovanej gravidity
Pred asistovanou reprodukciou
Banky oocytov a spermii

Preimplantacné genetické testovanie

I

1:100 1:100 000

Riziko porodu dietata s monogénovou chorobou
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Test prenasacstva monogénovych chorob - CGT

Pacienti a darkyne oocytov (2 570 os6b):
84 % pacientov ma aspon 1 patogénny variant (AR alebo XR)

2.3 patogénnych variantov/osobu (1 - 7)
15 % osob negativnych pre testované choroby

5 % parov nesie mutaciu v tom istom géne - genetickd inkompatibilita paru

2 % zeny — prendasacky X-recesivnej choroby

(Martin J. et al. 2015)
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Pocet parov Prenasacdstvo Reprodukcna
rozhodnutie

2.

Konsanquinita 1 par

Zdravy par bez a priori rizika

Infertilita 1 par

Pred IVF -1 zdravé 1 par
dieta

Osobna 1 par
anamnéza

Pred IVF - PGT-M

Rodinna anamnéza

Pred IVF - PGT-M 1 par

Pred IVF — 1 par

1 dieta genet.

nevysetrené
Mukopolysach. 1 partner,
neznameho typu  dovysetrenie

2. partnera
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obaja

Nie je

1 partner

1 partner — AD
Obaja - AR

Obaja

Nie je

1 partner

AGTR1

+
translokacia

BSCL2

REN, IT15

CFTR, CD2AP

Bez mutacie

SGSH,
PCDH15

PGT-M

Dobrovolna

bezdetnost
Koniec
reprodukcie
PGT-M  2x
PGT-M  2x
IVF

IVF



Preimplantacné genetické testovanie

Monogénové choroby (PGT-M)
= monogénové choroby s prejavom v detskom veku
= monogénové choroby s prejavom v dospelom veku

= monogénové nadorové choroby

Struktdrové prestavby chromozémov (PGT-SR)

Aneuploidie chromozémov (PGT-A)

= vek zeny vyssi ako 35 — 37 rokov PGT-A + ERA

= opakované implantacné neuspechy PGT-A + ERA

= opakované spontanne potraty po vyluceni inych pricin potracania
= predchadzajuce tehotenstvo s aneuploidiou plodu

= muzsky faktor neplodnosti
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PGT — multidisciplinarny dialog

Klinicky genetik

- fyzické vysetrenie DNA lab

- genealébgia (/) \

'|II

- indikacia lab. vySetrenia
- testovanie pred PGT

- genet. konzultacia

=~ T

Molekul. cytogenetika

i, i = —=



PGT-M

Par s monogénovou chorobou

Odd. lekarskej genetiky, IVF klinika =ff'\~

Egg donor Is
given fertility drugs

konzultéU'ra pred PGT-M

rozhodnutie
IVF klinika @ ReproGen
- VlySetrenia pred IVF - set-up
- Schvalenie ziadosti ZP for gonetic dofect i,
- hormong:'ﬁ’a stimulacia @
- IVF, vitrifikacia embryi - PCR-PGT @

Only healthy embryos
|are injected into uterus

Mother gives birth to
c2001 genetically healthy baby

-ET
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PGT-M

Haplotypova analyza rodina S
— PGT-M - priprava na testovanie ;mr’i"\—-

given fertility drugs

IVF/ICSI ar produced
Hormonalna ovarialna stimulacia
Odber oocytov
Fertilizacia

Embryos analyzed
for genetic defects

Biopsia embryi

Geneticka analyza

Only healthy embryos

IVF — Embryo transfer o et nt s

Mother gives birth to
2001 HowStutWorks genetically healthy baby
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Hormonalna ovarialna stimulacia + ICSI




Odber oocytov

DDA



Fertilizacia - ICSI

Needle

Sperm

Egg Cell
(Ovum)

DDA



Kultivacia embryi




Biopsia embrya

1.+ 2. pblové teliesko

Blastoméra — Den 3




PGT — casova schéma

Den 0
Odber oocytov

Den 1l
Oplodnenie

Den3-5
Kultivacia embryi

Den 5
Biopsia blastocysty

Vitrifikacia embryi po biopsii
Preimplantacné genetické testovanie

ET v dalSom menstruacnom cykle




Transfer zdravého embrya

DDA



Molekularno-geneticka analyza

Je nutné analyzovat nielen
mutaciu ale aj viac markerov,
ktoré su vo vazbe s mutaciou.

Riziko alelického drop-outu I I I
- II
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Rodina s cystickou fibrozou

o
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Haplotypova analyza v rodine

I\ Marker — IVS10CA
proband - CF B IVS10CA Alela1 | Alela 2
\ . T~ |proband 318 330
= |matka 320 330
matka otec 318 320
‘ " |zdrava dcéra 320 320
} it R
! | A - Celkovo
otec A analyzovanych
‘ - 12 markerov
AN nachadzajucich sa
331 i pred, vo vnutri
L e 1 Y B St a za génom CFTR
zdrava dcéra }




PCR - PGT-M

A. Bioptované bunky sa prenesu
do lyzacného roztoku.
Genom jedinej bunky sa uvolni
z jadra

A. Gendm sa mnohonasobne namnozi
procesom celogenomovej
| amplifikacie (WGA)
== B. WGA produkty sa amplifikuja
11 multiplexnou fluorescencnou PCR

llll!_

reakciou (detekuju sa sekvencie
o A A 1 specifickych markerov, ktoré su vo
vazbe s vySetrovanym génom)

C. Fragmentacnou analyzou pomocou
kapilarnej elektroforézy je urceny
genotyp vysetrovaného embrya
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Mozné priciny zlyhania PGT-M

Ludska chyba
* Nechraneny pohlavny styk

= Nespravne oznacenie, zla identifikacia, dezinterpretacia
" Transfer nespravneho embrya

* Nespravne navrhnuté primery

Technicka

= Zlyhanie primerov, PCR reakcie
= Kontaminacia (materska, otcovskad, pracovnikom,

DNA z predchadzajucich analyz)
= Alelicky drop-out

WP

ESHRE — stanovenie nespravnej diagnozy

> 4500 PGD - 14 pripadov (0.3%), MIS TARR
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Vyznam PGT-M

Diagnostika — diagnostika mutacie vo vcasnych
embryach

Prevencia - prevencia prenosu monogénovej
choroby do dalsej generacie

PRIMARNA PREVENCIA PRENOSU
GENETICKEJ CHOROBY DO DALSEJ GENERACIE
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Vol'na fetalna DNA
(cffDNA - cell free fetal DNA)

Y Pritomnost fragmentov fetalnej DNA (cffDNA)
\%‘ ' v periférnej krvi tehotnej Zeny umoziuje vykonat
reeretool S neinvazivne prenatalne testy

Izolovana volna nebunkova DNA je u tehotnej zeny

/A Matemal DNA  SAAQ Cellfree Fetal DNA (CfDNA) zmesou DNA dvoch jEdlnCOV ) matky E pIOdu

Fetalna DNA pochadza z trofoblastu — placenty

Testovanie od 10. tyzdna tehotenstva

Minimalne mnozstvo potrebné na analyzu — 2%
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Aplikacie neinvazivnych prenatalnych testov
il
PrenatalSaie‘
= Vysetrenie chromozomovych poruch plodu na urovni karyotypu
= Stanovenie Rh faktora plodu z krvi matky
= Urcenie pohlavia plodu z krvi matky
= Neinvazivny prenatalny test otcovstva

= Neinvazivna prenatalna diagnostika monogénovych chorob

(dediéné mutdcie: cysticka fibréza, nesyndrémova hluchota,
kosacikovita anémia a beta-talasémia

mutdcie de novo)
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Monogénové choroby nemozZeme vyliecit,
ale mozeme im predist

Primarna prevencia vyskytu monogénovej choroby v rodine

Preimplantacné genetické testovanie
Test prendsacstva monogénovych chorob

Sekundarna prevencia vyskytu monogénovej choroby v rodine

NIPT — ¢asté monogénové choroby

Realizovatelné na Slovensku




X reprogen

Dakujeme za pozornost

Geneticke laboratorium ReproGen
Svabinského 13

Bratislava, Slovakia
Tel: 0948 230 661

www.reprogen.sk
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http://www.reprogen.sk/

