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1. Uvod

1.1 Ugel
Cilem tohoto dokumentu je podrobné informovat Zadatele o preimplantacni genetické laboratorni vysetreni
o spektru sluzeb, které v oblasti embryonalnich genetickych vySetfeni poskytuje Laboratof reprodukéni genetiky

(RG), sekce Genetické laboratofe spole¢nosti Genetika Plzen, s.r.o.

Tato pfirucka navazuje na Laboratorni pfirucku Genetické laboratofe (GL) Genetika Plzen, s.r.o. a obsahuje
kompletni prehled nabizenych preimplantacnich vySetreni, véetné zdravotnich indikaci
k jejich provedeni, pokyny pro vyzadani vySetfeni a ke spravnému odbéru a transportu vzorkd a informace
0 zpusobu vydavani vysledkl vySetreni.

Tato pfirucka je vydavana ve dvou jazykovych verzich (CZ, EN).

1.2 Oblast platnosti

Pfiru¢ka slouzi jako zdroj informaci vSem Zadatelim o preimplantaéni vysetfeni v RG a je k dispozici Zadatelim

na webovych strankach www.genetika-plzen.cz, pfip. na jejich vyzadani. Informace o aktualizacich pfirucky i

souvisejicich dokumentl (formulafe zadanky, protokolu o biopsii a informovanych souhlast) jsou vS§em zadatel(im

zasilany automaticky.

Pfiru¢ka je soucasti fizené dokumentace Genetické laboratofe Genetika Plzen, s.r.o. a jako takova je zavazna

pro vSechny jeji pracovniky.

1.3 Osoby opravnéné

Za zpracovani a aktualizaci této prirucky odpovida vedouci sekce Laboratofe reprodukéni genetiky
v soucinnosti s vedoucim laboratofe a manazerem kvality.

Vyzadat preimplantacni vySetfeni je opravnén pouze Iékar — klinicky genetik nebo specialista v oboru gynekologie
a reprodukéni mediciny. Pokud o vySetfeni Zada reprodukéni specialista a vySetfeni ma byt provedeno s uhradou
Ceské zdravotni pojiStovny, musi byt nejprve provedena geneticka konzultace s doporuc¢enim (indikaci)

preimplanta¢niho testovani.

Osoby provadeéjici odbér vzorkd jsou zdravotniCti pracovnici opravnéni k provadéni téchto Cinnosti dle vnitfnich

pfedpisu organizace Zadatele (dané laboratofe nebo zdravotnického zafizeni).
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2. Definice, pojmy, zkratky

2.1 Definice a pojmy

2PN uspésné fertilizovany oocyt s patrnymi dvéma prvojadry (z angl. ProNuclei)
Blastomera burika, kterd vznika casnym mitotickym délenim oplozeného vajicka (zygoty)
interval mezi pfijetim vzorku do laboratofe a vydanim vysledné zpravy
Doba odezvy (u kumulaénich cykll interval za¢ina pfijetim posledni sady vzorka, v pfipadé
(TAT) dodate¢ného vySetieni pfijetim pozadavku na vys. ulozeného vzorku; z angl. turnaround
time)
interni informacni databazovy systém IVF center NextClinics (dfive sou€asti Zentren Prof.
DynaMed N . <
Zech a nékterych dalSich)
Geneticka . . . .
laboratof (GL) Geneticka laboratof Genetika Plzenf, s.r.o.
Chromosom barvitelna struktura v bunééném jadre, obsahujici spiralizovanou jadernou DNA a histony
Informovany souhlas vySetfované osoby/ klienta s genetickym vySetfenim; povinna soucast
souhlas (IS) zdravotnické dokumentace klienta pfi pozadavku o genetické vySetieni

IVF laborator

IVF (embryologicka) laboratof

IVF centrum centrum asistované reprodukce
Klient pér (pacientka a jeji partner) podstupujici Ié¢bu v IVF centru, popf. pouze pacientka
Odbérovy systém  médium vhodné pro odbér a nasledny transport vzorku primarniho odbéru

Polarni télisko

haploidni burika vznikajici meiotickym délenim vaji¢ka (oocytu); 1. polarni télisko je
odebirano ze zralého vajicka a 2. polarni télisko je odebirano z oplozeného vajicka
(vySetfenim polarnich télisek je testovana pouze matefska chromosomova vybava
budouciho embrya)

Pracovnik

osoba vykonavajici ¢innost pro organizaci nebo jednotlivé spole€nosti, se smluvnim
vztahem uzavienym bud podle Zakoniku prace (zaméstnanec) nebo podle jinych
pravnich Uprav.

Protokol o biopsii
(BP)

pravodni dokument primarnich embryonalnich vzorkd uréenych k vySetfeni v RG

vySetfeni partnerd, popf. i dalSich €lenl rodiny, pfed zahajenim vysetfeni PGD pro

SET-UP familiarni chromosomové aberace ¢i monogenni onemocnéni (PGT-M, PGT-SR)

Trofoektoderm bun'ky ve vyvojovem stad!u F)Iasto’cyfsty (Casné vembryo svta're 5-6 dni), které davaji pozdéji
vzniknout extra-embryonalnim tkanim (placenté a pupecniku).

Zadanka povinny privodni dokument kazdého vzorku, ktery je uréen pro vySetfeni v GL

Zadatel Zadatelem o vySetfeni je indikujici |ékaf

2.2 Zkratky

komparativni genomova hybridizace na mikro€ipu (z angl Array Comparative Genomic

eeCH Hybridization)

AD autosomalné dominantni

AR autosomalné recesivni

BP protokol o biopsii (typ privodni dokumentace/formulare)
CPB Cryoprotective buffer

Ccz Cesky

CIA Cesky institut pro akreditaci, o.p.s.

DE némecky

ECA European Cytogeneticists Association
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EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. EthyleneDiamineTetraAcetic acid)

EN anglicky

ESHRE European Society of Human Reproduction and Embryology

F formular

FISH fluorescenéni in situ hybridizace

GL Geneticka laboratof

ICSI intracytoplazmaticka injekce spermie (z angl. IntraCytoplasmic Sperm Injection)

ID identifikacni ¢islo vzorku (nebo sady vzorku)

MsI intracytopl:_azmatické injekce morfo!ogifzky selektované spermie (z angl. Intracystoplasmic
Morphologically selected Sperm Injection)

IS informovany souhlas

IT italsky

IVF in vitro fertilizace

LLRG Laborator Iékafské a reprodukéni genetiky (Repromeda)

LP laboratorni pfirucka

MDA speci.é1'ln|' t.yp WGA vhodny pro Karyomapping (z angl. Multiple Displacement
Amplification)

MESA mikrochirurgicka epidermalni aspirace spermii

Mz Ministerstvo zdravotnictvi

NGS sekvenovani nové generace (z angl. Next Generation Sequencing)

Nzz nestatni zdravotnické zafizeni

OPU ovarialni punkce (odbér vajicek)

PBS fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PGD preimplantacni geneticka diagnostika

PGS preimplantacni geneticky screening

PGT-A preimplantacni genetické testovani aneuploidii (novy ekvivalent pro PGS)

PGT-M preimplantaéni genetické testovani monogennich onemocnéni (¢aste¢ny ekvivalent PGD)

PGT-SR preimplantaéni genetické testovani strukturnich (chromosomovych) prestaveb
(Castecny ekvivalent PGD)

PVP polyvinylpyrrolidon

RC rodné &islo (pacienta)

RG Laborator reprodukéni genetiky (sekce Genetické laboratofe Genetika Plzen s.r.o.)

RT pokojova teplota (z angl. Room Temperature)

SLGG Spoleé&nost lékaiské genetiky a genomiky CLS JEP

SNP jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. Single Nucleotide Polymorphism)

SOPV standardni operac¢ni postup vySetfovaci

s$§ stfedoskolsky pracovnik

STR kratké tandemové repetice (z angl. Short Tandem Repeat)

TAT doba odezvy; (z angl. turnaround time)

TESA testikularni aspirace spermatické tkané

TESE testikularni extrakce spermatické tkané

VL vedouci laboratofe

v$§ vysokoskolsky pracovnik

WGA celogenomova amplifikace (z angl. Whole Genome Amplification)

WGA DNA embryonalni DNA po celogenomové amplifikaci

ZP zdravotni pojistovna
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3. Informace o laboratori

3.1 Zakladni identifikace laboratore a kontaktni informace

Nazev organizace Genetika Plzen, s.r.o.

Reditel MUDr. Petr Logan

Typ organizace Nestatni zdravotnické zafizeni, spole¢nost s ru€¢enim omezenym
Registrace v Obchodnim rejstfiku u Krajského soudu v Plzni dne 26.5.2003 ve

Zalozeni organizace slozce C 15141

Ic 26357623

DIC CZ699004286

Adresa Parkova 1254/11a, 326 00 Plzei-Cernice

Telefon +420 377 241 529, 377 452 322

Email recepce@genetika-plzen.cz

URL www.genetika-plzen.cz

Nazev laboratofe Geneticka laborator (GL)

Vedouci laboratore Mgr. Sabina Planetova

Telefon +420 604 106 586

Email sabina.planetova@next-clinics.com

Vnitfni organizace a kompetence jednotlivych pracovnikd GL jsou jasné vymezeny a popsany v ramci pozadavku
zavedeného systému fizeni kvality. Vichni zaméstnanci GL (VS, S8) jsou odborn& zpiisobili pro praci ve
zdravotnické laboratofi a personalni obsazeni laboratofe splfiuje nepodkrocitelna minima pro genetickou laboratof
stanovena Spole&nosti lékarské genetiky a genomiky CLS JEP i kritéria Vyhlasky 99/2012 Sb. o poZadavcich na

minimalni personalni zabezpeceni zdravotnich sluzeb.

Laboratof je akreditovana CIA dle normy CSN EN ISO 15189:2013. Pro ostatni idaje o Genetické laboratofi

Genetika Plzen, s.r.o., viz VD.GP 04 Laboratorni prirucka.

3.2 Informace o sekci Laborator reprodukéni genetiky

Sekce Laborator reprodukéni genetiky (RG)

Usek reprodukéni genetiky provadi specializovana geneticka vysetreni

Oblast aktivity embryonalnich vzorkil a dal$i souvisejici vysetieni

Vedouci tseku RNDr. Martina Hruba, Ph.D.
Adresa laboratore Parkova 1254/11a, 326 00 Plzen-Cernice - 2. patro (3.NP)
Provozni doba Provozni dobu, ¢&i pfijem vzorku, Ize pfizptisobit po

Po-Pa (7:00-15:00) dohodé aktuaini potiebé klienta &i Zadatele.

Prijem vzorku

Telefon +420 605 179 548
E-mail martina.hruba@next-clinics.com
URL www.genetika-plzen.cz

Laboratof reprodukéni genetiky (RG) GL Genetika Plzen je nastupcem Genetické laboratore IVF Zentren Prof.
Zech — Pilsen a jako takova je pfizplsobena poZzadavkim center pro asistovanou reprodukci, pro néz poskytuje
laboratorni geneticka vySetfeni embryonalnich tkani a zprostfedkovava dalSi specializovana vySetfeni v oblasti

reprodukéni genetiky. Dlouhodobé je spolupracovano s IVF centry NextClinics jak v CR, tak i v zahraniéi.
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Usek reprodukéni genetiky je zaméfen na provadéni preimplantadnich genetickych vy$etfeni, tzn. na
specializovana geneticka vySetfeni embryonalnich bunék odebranych v raném zarodecném vyvoji po in vitro
fertilizaci (tzn. blastomer, trofoektodermu, pfip. polarnich télisek). Nedilnou soucasti provedeni laboratorniho
vySetfeni je také odpovidajici interpretace k vysledkim vySetfeni, souvisejici poradenské sluzby a dodavani
odbérovych (transportnich) systému pro odbéry primarnich vzorkd pro urcité typy vySetfeni.

V soucasnosti je nabizeno provedeni molekularné-cytogenetickych vySetfeni embryonalnich tkani metodami NGS
a FISH (PGT-A, PGT-SR, podrobné viz kap. 3.3.1 a kap. 3.3.2). Diagnostika monogennich onemocnéni
molekularné-genetickymi metodami (PGT-M, podrobnéji viz kap. 3.3.3, metoda Karyomapping nebo
OneGenePGT) je zajiStovana prostfednictvim vySetfeni ve smluvni laboratofi LLRG Repromeda.

Vyjime¢né je vyzadano provedeni vySetfeni nebo jeho &asti, v jiné (externi) laboratofi. Tyka se to zejména
provedeni diagnostickych / konfirmacnich vySetfeni pfed PGT-M. Pro tato vySetfeni jsou laboratofi nabizeny
konzultagni sluzby, tykajici se charakteru vySetfovacich metod a vybéru vhodného vySetfeni, v€etné poskytnuti

informace o pozadavcich na odbér a transport vzorku.

VysSetfeni jsou provadéna na zakladé indikace lékafe pro samoplatce i pro pojisténce Ceskych zdravotnich
pojistoven.

Laboratof pro provadéni nabizenych genetickych vysSetfeni disponuje veSkerym potfebnym pfistrojovym
vybavenim (mikroskopy, biohazard boxy, termocyklery, vybaveni pro elektroforetické metody atd.) v souladu

s poZadavky Vyhlasky €. 92/2012 Sb. o vécném a technickém vybaveni zdravotnickych zafizeni.

Pro provadéna vysetfeni jsou pfednostné pouzivany certifikované diagnostické soupravy.
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3.3 Spektrum nabizenych sluzeb

3.3.1 Preimplantaéni genetické testovani aneuploidii (PGT-A)

Varianty vysSetreni Metoda Pocet vyset:'enych Doba
vzorku odezvy
o standard vSechny vzorky
e PGT-A vice e méné vzorku dle pozadavku * P
. o ni
24 chromosomu « dodateéné vysetieni dle pozadavku *
o pojisténci CZ ZP do 8*
e PGT-A
5 chromosomu FISH | e standard v8echny vzorky do 21 dni
(13, 18, 21, X, Y)

Informace o vySetieni

Preimplatacni geneticky screening (PGT-A) je komplexni vySetfeni, kterym Ize vyloucit sporadické (tj. de novo
vzniklé, nezdédéné) odchylky v poétu chromosomi (tzv. aneuploidie), popf. jejich &asti (segmentalni
aneuploidie), a snizit riziko potratu ¢i narozeni ditéte s genetickou abnormalitou. Vznik embryi s abnormailni
chromosomovou vybavou je jednim z hlavnich divod( poruch plodnosti a snizené $ance na otéhotnéni a porod
zdravého ditéte. Zahrnuti PGT-A do IVF cyklu proto $anci na otéhotnéni a porod zdravého ditéte zasadné
zvysuje.

Embrya s normalni, tj. euploidni, chromosomovou sestavou jsou plné doporucena k transferu do délohy
matky.

Mosaikové nalezy, odpovidajici pfitomnosti aneuploidie/i pouze v ¢asti vySetfovanych bunék (relevantni
u vySetreni trofoektodermu), jsou interpretovany a reportovany dle téchto pravidel:

e mosaikové nalezy pocetnich zmén chromosoma 13, 18, 21 a X, Y nejsou doporucovany
k transferu vzhledem kznamému riziku viabilnich pocéetnich zmén téchto chromosomiu
vedoucich k postizeni fenotypu ditéte,

e mosaikové nalezy pocetnich zmén chromosomu 14 a 15 nejsou doporucéovany k transferu
vzhledem ke zvySenému riziku viabilnich uniparentalnich disomii téchto chromosomi
vedoucich k postizeni fenotypu ditéte,

e komplexni mosaikové nalezy, zahrnujici > 4 mosaikové zmény nejsou doporu€ovany k transferu
zejména pro riziko snizené schopnosti implantace embrya, zvySeni téhotenskych ztrat a
vyssSimu riziku postizeni fenotypu ditéte,

e u ostatnich mosaikovych nalezii miize byt transfer embrya zvazen a po provedeni genetické
konzultace a seznameni s moznymi riziky proveden,

e ve vysledné zpravé je rozliSeno mezi mosaikami segmentalnimi a celochromosomovymi a také
mezi nizkym (do ~50 %) a vysokym (nad ~50 %) zastoupenim aneuploidni linie ve vySetfovaném
vzorku.

Pravidla pro interpretaci mosaikovych nalezd vychazeji z odbornych doporuéeni PGDIS a CoGen (viz kap. 7.2
Externi souvisejici dokumentace).

Akreditované vy$etieni, aktualné provadéné na platformé EmbryoMap™ (Vitrolife).
Vysetfeni neni poskytovano v rezimu STATIM.

Hlavni indikace k vySetreni (vySetreni vSak muze byt soucasti jakéhokoli IVF cyklu)

o vySSi maternaini vék (> 35 let),

e opakované potraceni (2x a vice)**,

e porod nebo potrat plodu s chromosomovou abnormalitou™*,

e opakované selhani pfedchozich (celych) cykl IVF (2x a vice)**,

e opakované selhani implantace po pfedchozich embryotransferech (2x a vice),

e vyrazné zhor§ené parametry spermiogramu u partnera**,

e pouziti spermii po TESE (odebrani spermii pfimo z varlete) ¢i MESA (odebrani spermii pfimo z nadvarlete)
pro IVF**,

o stav po Ié¢bé onkologického onemocnéni pomoci chemoterapie ¢i ozafovani u jednoho nebo obou partnerd**.
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Vysetifovany embryonalni material

e Trofoektoderm e Blastomeraly (alternativni moznost pro vySetfeni FISH)
(5./6. den vyvoje) (3. den vyvoje)

VySetrovaci metody

PGT-A metodou sekvenovani nové generace (NGS) umoziiuje vySetieni rozsahlejSich (2 ~10 Mbp) zmén
(ziskt nebo ztrat) genetického materialu v celém genomu, tj. u vSech 24 chromosomu. Oproti dfive
uzivanému vysetreni metodou aCGH je mozné posoudit a reportovat mosaikové formy aberaci.

Princip metody NGS: Z odebranych bunék je extrahovana DNA, kterd je dale amplifikovana a upravena do
formy tzv. knihovny (vzorku vhodného pro ,Cteni“ sekvence DNA). Kazdy vzorek/knihovna ma své unikatni
znaceni, které dovoluje v jednom experimentu analyzovat DNA vice jedincd (embryi) najednou. Vzorky/knihovny
jsou smichany ve stejném poméru a vysledna knihovna je nasledné pfipravena pro zavére¢né sekvenovani.
Vlastni ¢éteni sekvence (sekvenovani) probiha postupnou syntézou novych komplementarnich fetézci DNA ke
Stenym fragmentim. Pfectené sekvence jsou specialnim softwarem porovnany s normalnim lidskym genomem a
je urCena jejich genomicka pozice. Po pfifazeni sekvenci k jednotlivym vzorkim je provedeno kvantitativni
hodnoceni véech chromosomd.

Limitace metody NGS: Pouzivana metoda NGS s nizkym pokrytim (low-pass whole genome sequencing) je
limitovana velikosti chromosomovych prestaveb. Nelze odhalit malé ztraty ¢&i zisky chromosomu a soucasné
nelze vyloucit jakékoliv dalsi onemocnéni ¢&i vyvojové vady plodu, které nejsou zplsobeny zménou poctu
vySetfovanych chromosomd ¢i jejich vétSich ¢asti.

PGT-A metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je provadén obvykle pouze pro
5 chromosoml a je pouzivan vyjimecné, dle indikace osetfujiciho Iékare.

Princip metody FISH: Bunécna jadra odebraného materialu jsou fixovana na podloZzni mikroskopické sklo.
Pfedem zvolené chromosomové Useky jsou oznaceny specifickou fluorescenéné znadenou sondou
komplementarni k danému Useku DNA. Vyhodnoceni je provadéno pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Limitace metody FISH: FISH nelze vylougit jakékoliv dalSi onemocnéni &i vyvojové vady plodu, které nejsou
zpusobeny zménou poctu vySetfovanych chromosomovych oblasti.

Vysvétlivky:

* Pocet vzorku, které budou otestovany v ramci jednoho vySetreni. Nadpocetné vzorky budou prijaty, zpracovany
a uloZzeny v RG po dobu 1 roku pro pripadna dodatecna vysetreni.

** indikace s moznosti uhrady vysetreni ZP
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3.3.2 Preimplantaéni genetické testovani familiarnich chromosomovych aberaci

(PGT-SR)
Varianty vySetreni Metoda Pocet vysetr. vzorku o[c)ice)::y
o standard vSechny vzorky
e PGT-SR e méné vzorku dle pozadavku * i
+ PGT-A 24 chromosomu NGS | dodateene vysetieni | dle pozadavka * do 21 dni
e pojisténci CZ ZP do 8*
e PGT-SR samostatné nebo
+ PGT-A 2 chrom. (13, 21) FISH « standard véechny vzorky do 21 dni
+ PGT-A 3 chrom. (18, X, Y)

Informace o vySetreni

Preimplatacni genetické testovani familiarnich chromosomovych aberaci/prestaveb (PGT-SR) je cilena
diagnostika nebalancovanych forem konkrétnich familiarnich chromosomovych abnormalit, které mohou vést
k narozeni postizeného ditéte nebo k opakujicim se téhotenskym ztratam.

K transferu jsou doporuc¢ena embrya bez nebalancované formy familiarni prestavby (tj. normalni /
balancovand). Pfi vySetieni metodou NGS jsou vzdy vylou€eny i sporadické aneuploidie vSech
chromosomu (PGT-A, viz kap. 3.3.1), pfi vySetieni metodou FISH je mozno doplnit vysSetieni viabilnich
aneuploidii (viz vyse; limitovano technickou proveditelnosti).

Pred vysetfenim PGT-SR metodou NGS vétSinou neni tfeba opakované chromosomové vysSetfeni rodicu (tzv.
SET-UP). U PGT-SR vySetfeni provadéného metodou FISH je naopak pfipravné vysetfeni rodicu (SET-UP),
z dlvodu ovéreni pfesnosti navrzené kombinace fluorescenénich sond, nutné. Pro SET-UP vySetfeni je potfeba
provést novy odbér vzorku periferni krve obou partner( (viz kap. 4.7.5 a 4.8.3).

Kazdy pfipad je feSen individualné, a proto je nutné jej predem konzultovat s RG (rozhodnuti o provedeni
SET-UP je ucCinéno v zavislosti na rozsahu prestavby, na podrobnostech uvedenych v dokumentaci
z predchozich diagnostickych laboratornich vySetfeni rodicl atd., viz také 4.3.1).

Akreditované vysetieni, aktualné provadéné na platformé EmbryoMap™ (Vitrolife).
Vysetfeni neni poskytovano v rezimu STATIM.

Indikace k vysSetreni

e Nosiéstvi tzv. balancované chromosomové prestavby (obvykle translokace) u jednoho nebo obou partnerd.
e Pritomnost pocetnich zmén pohlavnich chrom. (gonosomu), véetné mosaikové formy, u jednoho nebo obou
partnerd.

Vysetiovany embryonalni material

e Trofoektoderm ¢ Blastomeraly (alternativni moznost pro vySetfeni FISH)
(5./6. den vyvoje) (3. den vyvoje)

Vysetrovaci metody

PGT-SR + PGT-A metodou NGS umozriuje vySetfeni nebalancovanych forem familiarni chromosomové
prestavby vétSiho rozsahu (s translokovanymi segmenty = ~10Mbp) a zarovef screeningové vySetieni
kvantitativnich zmén ostatnich chromosomd.

PGT-SR metodou FISH je pouZivdno pouze pro PGT-SR nebalancovanych forem familidrnich strukturnich
prestaveb malého rozsahu, kde nelze pouzit metodu NGS.

Princip metod NGS a FISH / Limitace metody NGS a FISH: viz kap. 3.3.1.

Vysvétlivky: * Pocet vzorkd, které budou otestovany v ramci jednoho vysetfeni. Nadpocetné vzorky budou
pfijaty, zpracovany a uloZeny v RG po dobu 1 roku pro pripadna dodateéna vysetreni.
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3.3.3 Preimplantaéni genetické testovani monogennich onemocnéni (PGT-M)

Doba
Varianty vysetreni Metoda Pocet vysetienych vzorku odezvy
(TAT)
*
¢ PGT-M dord do5
+ orientaéni PGT-A 24 Karyo standar do 2
chromosomt TEERE (nelze pro pojisténce CZ ZP) do 30 dni
Jakykoli kauzativni gen Vic‘:‘;’;‘:kﬂ dle pozadavku *
* PGT-M standard do5*
+ PGT-A 24 chromosomli OneGene .
do 30 dni
Pouze geny CFTR, FMR1,| PGT(NGS) .o vzorka 3 \
BRCA1, BRCA2, HBB, HTT nes 5 dle pozadavku

Informace o vySetreni

Preimplantaéni genetické testovani monogennich onemocnéni (PGT-M) je cilena diagnostika konkrétnich
zavaznych familiarnich monogennich onemocnéni (autosomalné recesivnich, autosomainé dominantnich nebo
X-vazanych), kde je vysoké riziko narozeni postizeného ditéte.

K transferu jsou doporué¢ena embrya s genotypem, ktery nevede k rozvoji sledovaného onemocnéni
(v zavislosti na typu dédiénosti mohou byt k transferu doporu¢ena i embrya nesouci jednu rodiCovskou
mutaci). K transferu zaroven nejsou doporu¢ena embrya s prokazanou sporadickou aneuploidii.

Pred preimplantacnim vySetfenim pro monogenni onemocnéni (PGT-M) je nutné provést pripravné
molekularné-genetické vySetfeni u nékolika ¢lenud rodiny (tzv. SET-UP; obvykle je nutny novy odbér vzorku, viz
kap. 4.7.4 a 4.8.2), navazujici na dfive provedené diagnostické DNA testovani.

Kazdy pfipad je feSen individualné, a proto je nutné jej predem konzultovat s RG (viz také 4.3.2)!
Akreditované vySetfeni ve smluvni lab. VySetfeni neni aktualné poskytovano v rezimu STATIM.
Pozn.: Vlastni vySetfeni je provedeno ve smluvni laboratofi LLRG Repromeda.

Indikace k vysSetreni

e Nosicstvi predispozice (mutace) pro zavazné genetické onemocnéni zpusobené poruchou jednoho genu
u jednoho nebo obou partnerQ, které je spojeno s vysokym rizikem narozeni ditéte postizeného danym
onemocnhénim.

Vysetrovany embryonalni material

e Trofoektoderm e Blastomeraly (méné vhodny materidl; jen pokud nelze ziskat trofoektoderm)
(5./6. den vyvoje) (3. den vyvoje)

Vysetrovaci metody

PGT-M metodou Karyomapping (lllumina) umoznuje robustni vySetfeni monogennich onemocnéni na principu
nepfimé diagnostiky a zaroven orientacni screeningové vysetfeni kvantitativnich zmén v8ech chromosom.

Princip metody Karyomapping: Metoda je zalozena na porovnani DNA embryonalnich vzork(i a DNA paru a
referen¢niho €lena rodiny, odebranych v ramci SET-UP. Z odebranych vzorkl je extrahovana DNA, u vzorkud
embryonalnich je navic provedena specialni celogenomova amplifikace (whole genome amplification, WGA typu
MDA). Samotné vySetfeni je provedeno na specialnim druhu mikroCipu (SNParray), ktery dokaze zarover
detekovat velky pocet vybranych jednonukleotidovych polymorfismi (tzv. SNP - single nucleotide
polymorphism) celého genomu. Konkrétni kombinace SNP v oblasti genu zpusobujiciho dané monogenni
onemocnéni odliSuje jednotlivé jedince (rodinné pfislusniky, embrya) a obé jejich alely tohoto genu (haplotypy).
Porovnanim zji§ténych haplotypd s informacemi z rodokmene vySetfované rodiny jsou pak uréeny haplotypy
spojené s pfitomnosti dané mutace (tj. nesouci riziko pro onemocnéni). V nékterych pfipadech, které vSak
nastavaji velmi vzacné, je nutno pouzit Karyomapping v kombinaci s pfimou detekci mutace. Metoda je
univerzalni a umoznuje vySetfit jakékoli znamé monogenni onemocnéni. DalSi vyhodou je podstatné snizeni
naro¢nosti a zkraceni pfipravné faze vysetfeni (SET-UP).

Limitace metody Karyomapping: PGT-M nemUze vyloucit jakékoliv dal§i onemocnéni ¢i vyvojové vady plodu,
které nejsou zplsobeny mutaci vdaném genu. Karyomappingem nelze detekovat mutace vzniklé de novo
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v embryonalni DNA.

Karyomapping, jako metoda primarné uréend k vylou¢eni monogenniho onemocnéni, nezaruCuje detekci
nahodnych aneuploidii na urovni srovnatelné s aCGH nebo NGS. Screening aneuploidii Karyomappingem je
pouze dopliikové vySetfeni, kterym Ize zvySit UspésSnost l1éCby vybérem nejperspektivnéj§iho embrya, a je
nabizeno bez pfiplatku.

PGT-M metodou OneGenePGT umoznuje robustni vySetfeni monogennich onemocnéni na principu nepfimé
diagnostiky v kombinaci s pfimou diagnostikou mutaéniho mista a zaroveh screeningové vySetfeni
kvantitativnich zmén vSech chromosomu.

Princip metody OneGenePGT: Metoda je zaloZzena na porovnani DNA embryonalnich vzork(i a DNA paru a
referen¢niho €lena rodiny, odebranych v ramci SET-UP. Z odebranych vzorkl je extrahovana DNA, u vzorkud
embryonalnich je navic provedena specialni celogenomova amplifikace (whole genome amplification, WGA typu
MDA). Samotné vy3etfeni je provedeno metodou NGS, kterou je mozno detekovat velky pocet vybranych
jednonukleotidovych polymorfisml (tzv. SNP — single nucleotide polymorphism) v cilové oblasti genomu.
Konkrétni kombinace SNP v oblasti genu zpusobujiciho dané monogenni onemocnéni odliSuje jednotlivé
jedince (rodinné prislusniky, embrya) a obé jejich alely tohoto genu (haplotypy). Porovnanim zjisténych
haplotypu s informacemi z rodokmene vySetfované rodiny jsou pak uréeny haplotypy spojené s pfitomnosti dané
mutace (fj. nesouci riziko pro onemocnéni). NGS pfistup sebou nese vyhodu moznosti spojeni s pfimou
diagnostikou mista mutace. Vyhodou zUstava (stejné jako u Karyomappingu) podstatné snizeni naro¢nosti a
zkraceni pfipravné faze vySetfeni (SET-UP). Oproti Karyomappingu v8ak je mozno provést souasné vysetieni
PGT-A se standardni urovni rozliSeni metody (viz vySe kap. 3.3.1). Provedeni PGT-A je provadéno bez
pfiplatku.

Limitace metody OneGenePGT: Metoda umoznuje vySetfit pouze vybrana monogenni onemocnéni zplsobena
geny uvedenymi v tabulce vySe. Nelze souasné provést vy$etfeni kompatibility HLA. Zadna z metod PGT-M
nemUGze vylougit jakékoliv dal$i onemocnéni &i vyvojové vady plodu, které nejsou zplsobeny mutaci v daném
genu. Nelze detekovat mutace vzniklé de novo v embryonalni DNA.

Vysvétlivky:

* Pocet vzorkil po uspésné celogenomové amplifikaci, které budou otestovany v ramci jednoho vySetfeni.
V pripade, Ze bude do RG prijat vy$§i neZz dany pocet vzorku, budou nadpocetné vzorky rovnéZz odeslany do
smiuvni laboratofe, zamplifikovany a uloZzeny pro pripadna dodate¢na vySetfeni. Konecny pocet embryi
u vySetieni hrazenych ZP je zavisly na kombinaci ZP u paru.
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4. Manual pro odbéry primarnich vzorkl pro PGT

41 Zakladni informace
Tato kapitola obsahuje specifické pokyny tykajici se vlastniho vyzadani PGT, v€etné nalezitosti pravodni
dokumentace, spravného odbéru primarnich vzork( a nasledného transportu vzorkl do laboratofe.

Aktualné neni Zadné vysetfeni PGT nabizeno v reZimu STATIM.

4.2 VySetreni PGT-A - Pozadavky na set-up
Pro vysetfeni PGT-A (kap. 3.3.1) neni tfeba pfedchozi vySetfeni rodi€u ani jinych ¢lenl rodiny (SET-UP).
Z davodu optimalniho rozvrZzeni €innosti laboratore, které je kli¢ové pro véasné dodani vysledk, je vhodné, aby

Zadatel informoval laboratof o planovaném vysetfeni pfedem (nejlépe pfi zahajeni stimulace pacientky).

4.3 VysSetieni PGT-M a PGT-SR - Pozadavky na set-up

4.3.1 PGT pro familiarni chromosomovou aberaci (PGT-SR)
Jakékoli preimplantaéni vySetfeni u paru s familiarni chromosomovou abnormalitou (PGT-SR, viz kap.

3.3.2) je mozné provést pouze po predchozi domluvé s pracovniky laboratofe. Pfed zahajenim IVF cyklu

s planovanou preimplantac¢ni diagnostikou je nutné laboratof kontaktovat a dodat nasledujici podklady:
- plUvodni laboratorni zpravy s vysledky cytogenetického vySetfeni obou partnera,
- zpravu o provedeném genetickém poradenstvi u paru.

Po zhodnoceni uvedenych podkladt bude laboratofi rozhodnuto, jakou metodou bude preimplantaéni diagnostika
provedena (NGS, FISH), zda-li je nutné provedeni pfipravného vysetfeni (tzv. SET-UP) a v jakém rozsahu
(vySetfeni karyotypu a/nebo FISH). Pokud je SET-UP nutny, bude Zadatel zaroveri informovan o pozadovanych
odbérech primarnich vzorkl konkrétnich ¢lenli rodiny, popf. o doplnéni Iékafské dokumentace (vysledné

laboratorni zpravy z genetickych/cytogenetickych vySetfeni,