PREIMPLANTACNI GENETICKA
DIAGNOSTIKA A DEDICNA
ONEMOCNENI OKA

SOUHRN

Cil: Preimplantacni genetickd diagnostika (PGD) je moderni aplikaci genetického testovani ve spo-
jeni s in vitro fertilizaci. Pomoci PGD lIze zabranit pfenosu geneticky podminéného onemocnéni na
potomstvo, kdy v ramci umélého oplodnéni je implantovano embryo bez genetické predispozice
pro danou chorobu. Jedna se o alternativni metodu k prenatalni diagnostice. Prace poskytuje pre-
hled o¢nich onemocnéni, pro ktera se v zahrani¢i PGD provadi.

Metody: Literarni reSerSe zamérena na doporucené postupy, etické otazky, rizika a vysledky PGD
u ofnich onemocnéni.

Vysledky: PGD se provadi pro fadu ocnich chorob, nezbytnou podminkou pro jeji aplikaci je vsak
znalost genetické priciny, tj. kauzalni mutace(i) nebo chromozomalni aberace. Hlavni vyhoda této
metody spociva v tom, Ze v pripadé pozitivniho nalezu neni dvojice vystavena rozhodnuti, zda té-
hotenstvi prerusit. Nositelim genetickych abnormalit musi byt pred samotnou PGD poskytnuto
kvalifikované poradenstvi, aby zcela porozuméli riziku vzniku postizeni ditéte a disledkim projevd
ptipadného onemocnéni, vyhoddm a omezenim navrzené metody. Z nesyndromovych ocnich one-
mocnénia chorob, u kterych ocni nalez dominuje, byla v evropskych zemich PGD provedena pro ani-
ridii, chorioiderémii, kongenitalni fibrozu extraokularnich svalll, Leberovu kongenitalni amaurézu,
okularni albinismus, retinitis pigmentosa, X-vazanou retinoschizu, Stargardtovu chorobu, syndrom
blefarofiméza — ptdza — inverzni epikantus a retinoblastom. Selekce pohlavi u chorob vazanych na
chromozom X nebo s mitochondrialni dédi¢nosti byla uskute¢néna pro modry ¢ipkovy monochro-
matismus, chorioiderémii, familiarni exsudativni vitreoretinopatii, Leberovu hereditarni neuropati
optiku, makularni dystrofii (blize nespecifikovana), Norrieho chorobu, X-vazanou kongenitalni staci-
onarni no¢ni slepotu, X-vazanou retinoschizu a X-vazany nystagmus (blize nespecifikovany).

Zaveér: V poslednich letech se zvysilo potencialni vyuziti technologie PGD, pricemz spektrum vhod-
nych onemocnéni, zdvazné dédicné choroby nevyjimaje, se neustale rozsiruje.

Klicova slova: preimplantacni genetickd diagnostika, monogenné podminénd onemocnéni oka,
in vitro fertilizace

SUMMARY

PREIMPLANTATION GENETIC DIAGNOSIS

AND MONOGENIC INHERITED EYE DISEASES

Objective: Preimplantation genetic diagnosis (PGD) is an established application of genetic testing
in the context of in vitro fertilization. PGD is an alternative method to prenatal diagnosis which
aims to prevent the transmission of an inherited disorder to the progeny by implanting only em-
bryos that do not carry genetic predisposition for a particular disease. The aim of this study is to
provide an overview of eye disorders for which PGD has been carried out.

Methods: The European literature search focused on best practices, ethical issues, risks and re-
sults of PGD for inherited eye disorders.

Results: PGD is performed for a number of ocular disorders; a prerequisite for its application is
however, the knowledge of a disease-causing mutation(s). The main advantage of this method
is that the couple is not exposed to a decision of whether or not to undergo an abortion. Quali-
fied counselling must be provided prior to the PGD in order to completely understand the risk of
disability in any child conceived, consequences of disease manifestation, and advantages as well
as limitations of this method. In the group of non-syndromic eye diseases and diseases in which
ocular findings dominate, PGD has been performed in European countries for aniridia, choroi-
deremia, congenital fibrosis of extraocular muscles, Leber congenital amaurosis, ocular albinism,
retinitis pigmentosa, X-linked retinoschisis, Stargardt disease, blepharophimosis-ptosis-inverse
epicanthus syndrome and retinoblastoma. Sexing for X-linked or mitochondrial diseases has been
carried out for blue cone monochromatism, choroideremia, familial exudative vitreoretinopathy,
Leber hereditary optic neuropathy, macular dystrophy (not further specified), Norrie disease,
X-linked congenital stationary night blindness, X-linked retinoschisis and nystagmus (not further
specified).

Conclusion: In recent years, there has been an increase in potential to use PGD. The spectrum of
diseases for this method has widened to include severe inherited eye diseases.

Key words: preimplantation genetic diagnosis; monogenic eye diseases; in vitro fertilization
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uvoD

Preimplantaéni geneticka diagnostika (PGD) je moderni
aplikaci genetického testovani. Jedna se o preventivni meto-
du, pomoci které |ze v rdmci asistované reprodukce zabranit
pfenosu monogenné dédicné choroby nebo chromozomalni
abnormality na potomstvo (4, 13).

Podstatou in vitro fertilizace (IVF), je mimotélni oplodné-
ni vajicka spermii a nasledna implantace embrya do délohy
matky. V pfipadé PGD je jesté pred timto krokem provedeno
genetické laboratorni vySetreni, jehoz vysledky napomahaji
vybrat vhodna embrya pro prenos (14). Nezbytnym predpo-
kladem pro aplikaci PGD je u monogennich chorob znalost
pfi¢iny onemocnéni na urovni DNA. Metoda neni vhodna
pro komplexni onemocnéni, byt s vyznamnou genetickou
predispozici. PGD se mUzZe pouZit nejenom k detekci pfenosu
konkrétniho genetického onemocnéni, ale i ke zjistovani de-
leci a duplikaci chromozomi u embryi, kde je jeden z rodict
nosicem balancované chromozomalni aberace (translokace,
inverze). Dalsi alternativou PGD je preimplantacni genetic-
ky screening (PGS) u embryi rodic¢d, u nichZ neni zndmé, ze
by trpéli néjakou konkrétni genetickou vadou, ale maji vys-
Si riziko vzniku embrya s nespravnym poctem chromozom(
(opakované téhotenské ztraty, vyssi vék, opakované neuspé-
chy IVF, prodélana chemo/radioterapie) (12).

PGD nelze zaménovat s prenatdlni diagnostikou, kterd je
souborem diagnostickych opatfeni s cilem rozeznat i vylou-
¢it molekularni, chromozomalni, morfologické, strukturdini
a funkéni poruchy embrya ¢i plodu béhem téhotenstvi (3).
Lékar na zakladé konkrétnich vysledkl pouci budouci rodice
a doporuci dalsi postup. Na rodicich je pak kone¢né rozhod-
nuti, zda matka donosi plod, kterému byla diagnostikovana
urcita vada Ci geneticky podminéné onemocnéni, nebo se
rozhodne pro ukonceni téhotenstuvi.

CiL

Cilem nasi prace bylo podat souhrnny prehled o ocnich
onemocnénich, pro ktera se provadi PGD.

METODY

Literdrni reSerSe zaméfend na poradenstvi, metodiku,
etické aspekty, rizika a legislativu pro provedeni PGD s cilem
zabranit prenosu monogenné podminénych ocnich one-
mocnéni.

VYSLEDKY

Poradenstvi pred PGD

Nositeldm genetickych abnormalit musi byt pred samot-
nou PGD poskytnuto kvalifikované poradenstvi |ékarem
se specializovanou zpUlsobilosti v oboru Iékarska genetika
v souladu s ustanovenim Zakona 373/2011 Sb. § 28-29. Ci-
lem této konzultace je vysvétlit princip, pfinos, spolehlivost
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a potencionalni rizika PGD vcetné neocekavanych nalez(.
Pacienti by méli plné porozumét technickym omezenim
PGD, riziku vzniku chyby a zapojit se do diskuze, zda je PGD
nutna a nasledné podepsat informovany souhlas.

BéZznymi indikacemi k PGD jsou strukturni chromozomalni
aberace nebo monogenné podminéna onemocnéni, za urci-
tych okolnosti Ize zvazit i indikaci k HLA genotypovani. Vybér
pohlavi s cilem vybalancovat rodinu je obecné povazovan za
kontroverzni a v CR se neprovadi. Zcela nevhodné pro indikaci
PGD jsou onemocnéni bez zjisténé genetické priciny a testo-
vani urcitych fenotypovych znakfi, jako napf. barva oci (5).

Metodika PGD

Zakladnim predpokladem aplikace PGD je znalost mutace
zapricinujici danou chorobu. Tuto podminku v ptipadé one-
mocnéni oka nelze vidy splnit, nebot fada gent napf. pro
retinitis pigmentosa zUstava neznama anebo jsou pfi gene-
tickém screeningu detekovany mutace s neznamym vyzna-
mem, tedy s obtizné prokazatelnou patogenitou vyZadujici
sloZité funkéni studie.

Detailni popis jednotlivych krokd PGD a pouZivanych me-
tod, vcetné jejich vyhod a nevyhod, byl nedavno shrnut
v ¢eském jazyce ve dvou publikacich (15, 19). Zkracené, po
IVF jsou embrya kultivovana do stadia blastocyty, 5.—6. den
vyvoje embrya je provedena biopsie trofoektodermu, pfi
které se ziska 4-10 bunék. Poté je provedena celogenomo-
va amplifikace jejich DNA. U nemoci s monogenni dédi¢nosti
se vétsinou vyuZiva metod neprimé genetické diagnostiky.
V soucasnosti to jsou haplotypova analyza (metoda PCR)
vyuzivajici jako markery kratké opakujici se sekvence (angl.
short tandem repeat) (2) a karyomapping (metoda array)
vyuzivajici jako markery jednonukleotidové zamény (angl.
single nucleotide polymorphism) (18). Pfi obou metodach se
v Useku zahrnujicim gen, ve kterém je pri¢inna mutace, sta-
novuje tzv. haplotyp (konkrétni sestava marker(). Podmin-
kou pro PGD je genetické vysetfeni obou partner( a pfimé-
ho pribuzného s geneticky potvrzenou chorobou. Vyrazena
jsou embrya, kterd nesou spolec¢nou(é) alelu(y) (u recesivné
dédi¢nych onemocnéni lze po informované diskuzi s rodici
akceptovat i nositelstvi jedné alely s patogenni mutaci) s ne-
mocnym pribuznym (vétSinou rodi¢em nebo sourozencem)
identifikovanou(é) pomoci haplotypovani.

PFfi obou metodach je obvykle provadéno jak testovani
pfitomnosti mutace pomoci porovnani haplotypd, tak i vy-
Setreni poctu chromozom( embrya. Vyhodou karyomappin-
gu je, Zze se mohou obé testovani provést soucasné; v pripa-
dé PCR metody je haplotypova analyza u ,,zdravych embryi“
doplnéna metodou sekvenovani nové generace k detekci
variaci v poctu kopii (10).

U onemocnéni s X-vazanou dédi¢nosti mohou pdary volit
i vybér pohlavi.

PGD u geneticky podminénych o¢nich onemocnénich

O PGD uvazuji predevsim pary, kdy jeden ¢i oba maji ge-
neticky podminéné autozomalné dominantni onemocnéni
nebo pary, kterym se jiz narodilo postizené dité.

PGD je v soucasné dobé vyuZzivana pro fadu onemocnéni
oka s vyznamnym funkénim dopadem na zrakové funkce.
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Nejcastéjsi indikaci je retinoblastom s autozomalné do-
minantni dédi¢nosti (25). Vzhledem k tomu, Ze pricinny gen
RB1 (retinoblastoma 1) kéduje protein dllezity pro regulaci
bunécného cyklu, pacienti s hereditarni formou retinob-
lastomu maji i extrémné vysoké riziko nasledného vzniku
primarnich nador(, a to nejcastéji leiomyosarkomu, osteo-
sarkomu a kozniho melanomu (17). PGD byla u této choroby
poprvé Uspésné aplikovana jiz v roce 2003 v roding, ve kte-
ré otec a dcera trpéli bilateralnim retinoblastomem a zaro-
ven u obou byla identifikovana pfi¢inna substitu¢ni mutace
v genu RB1. PGD byla pouzita pti druhé a treti gravidité paru
a vedla k narozeni dvou zdravych sourozenct (27).

Ve skupinég, kdy otec ani matka o¢nim onemocnénim ne-
trpi, ale maji jiz jedno Ci vice zrakové postizenych déti s au-
tozomalné recesivné dédicnou chorobou a preji si mit dalsi
déti bez zrakového postiZzeni, byl napriklad v literature do-
loZen pripad aplikace PGD u rodic(, ktefi byli nositeli jedné
delece v genu RPE65 (Retinal Pigment Epithelium-Specific
Protein 65kDa) a méli jiz dva potomky s Leberovou konge-
nitalni amaurdzou. Po implantaci zdravého embrya a jed-
noho embrya s mutovanou alelou se narodila zdrava dvoj-
Cata (9).

S zadosti o prekoncepcni screening partnera na pritomnost
mutaci se Ize obcas setkat i u dvojic, kdy pouze jeden z part-
nerl trpi autozomalné recesivné dédicnym onemocnénim
oka. PrestoZe riziko poceti potomka se stejnou chorobou je
pfi vzajemné nepribuznosti partnerd témér zanedbatelné,
tj. pouze nepatrné vyssi ve srovnani se zdravou populaci,
nejsou tyto zadosti v urcitych pripadech zcela neopodstat-
néné. Napf. u genu ABCA4 (ATP-Binding Casette, Sub Family
A member 4), jehoZ mutace podminuji autozomalné recesiv-
né dédicnou Stargardtovu chorobu (1), se odhaduje, kazdy
870. obyvatel by mohl byt nositelem patogennich mutaci
(20). Publikovan byl pripad paru, kdy muz vykazoval typické
znamky Stargardtovy choroby, zatimco ocni vySetreni jeho
partnerky neodhalilo Zadné abnormality. Genetické vysetre-
ni genu ABCA4 vedlo u muZe ke zjisténi obou patogennich
mutaci. U partnerky byla ale také nalezena jedna mutace
asociovana se vznikem Stargardtovy choroby, ¢imz se riziko
prenosu na potomstvo u tohoto konkrétniho paru zvysilo na
50 %, a proto byla doporucena PGD, ktera vedla k narozeni
zdravého ditéte (23).

U X-vazanych onemocnéni je riziko prenosu genetické vlohy
pro konkrétni chorobu na obé pohlavi 50 %, u muz( vsak byva

Tab. 1 Monogenni onemocnéni a syndromové choroby s vyznamnym ocnim nalezem, pro kterd byla v roce 2010 v Evropé pro-

vedena PGD

Aniridie

PCR 2

HippelGv-Lindautv syndrom
Kongenitélni fibréza zevnich ocnich svald
Autozomalné dominantni Marfandv syndrom

Retinitis pigmentosa
Retinoblastom
SticklerQiv syndrom, typ 2
Syndrom blefarofiméza-ptdza-inverzni epikantus
Leberova kongenitalni amaurdza, typ 8
Autozomalné Ocni albinismus
recesivni Stargardtova choroba
UsherGv syndrom
Modry ¢ipkovy monochromatismus

Chorioiderémie

Familiarni exsudativni vitreoretinopatie
Makularni dystrofie
- Norrieho choroba
Retinitis pigmentosa, typ 3
X-vazana retinitis pigmentosa
X-vazand kongenitdlni stacionarni nocni slepota
X-vazany infantilni nystagmus
X-vazani nystagmus

X-vazana retinoschiza

Mitochondrialni

Leberova hereditarni neuropatie optiku

PCR — polymerazova fetézova reakce; PGD — preimplantacni geneticka diagnostika
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onemocnéni vyjadreno, zatimco Zeny jsou Casto prenasecka-
mi bez klinického nalezu nebo je jejich nalez pouze minimal-
ni bez vlivu na kvalitu Zivota. V tomto pfipadé se k transferu
doporucuji embrya Zenského pohlavi. V pripadé nékterych
onemocnéni oka, jako napr. retinitis pigmentosa, je ale tfeba
mit na paméti, Ze Zeny mohou vykazovat Siroké spektrum
fenotypovych nalezl — od Zadnych aZ po zavazné véetné Upl-
né slepoty, manifestujici se vétsinou o dekadu ci dvé pozdéji
neZ u muzd (16).

Evropskd spolecnost pro lidskou reprodukci (European
Society of Human Reproduction), ktera pravidelné vyhod-
nocuje data z evropskych center, ve své zpravé uvedla, Ze
v roce 2010 byl celkovy pocet provedenych cykll s preim-
planta¢nim genetickym vySetfenim 5 651, z toho 2 978 cykla
v ramci PGS a 2 673 cykl v rdmci PGD. Z o¢nich onemocnéni
bylo provedeno nejvice cykld s cilem zabranit prenosu reti-
noblastomu s autozomalné dominantnim typem dédic¢nosti,
nasledovala Stargardtova choroba a okulokutanni albinismus
s autozomalné recesivnim typem dédic¢nosti. U X-vazanych
onemocnéni byl v fadé pripadl volen jako prevence transmi-
se onemocnéni vybér pohlavi. Nejc¢astéjsi indikaci byla retinitis
pigmentosa. Vycet vSech ocnich onemocnéni, pro ktera byla
provedena PGD v roce 2010 v nékterém z 62 evropskych cen-
ter, ktera jsou soucasti PGD konsorcia, je uveden v tabulce 1 (7).

Internetové stranky zahranicnich pracovist, ktera nejsou
soucasti evropského konsorcia, uvadéji poskytovani PGD
pro fadu dalSich ocnich chorob nebo syndromovych one-
mocnéni, kde ocni nalez mlzZe byt jednim z dominantnich
znakl, napf. achromatopsie, autozomalné dominantné dé-
di¢né atrofie zrakového nervu, Bardetlv-Biedllv syndrom,
Bestova choroba, mikroftalmus, Seniorv-Lokentv syndrom
(12).

Dle informaci ziskanych vyhledavanim na internetu po za-
dani klicovych slov ,preimplantacni geneticka diagnostika“ je
PGD v Ceské republice provadéna minimalné na deviti pra-
covistich. Jedinad podrobnd verejné dostupna vyrocni zprava
spolecnosti Gennet z roku 2012 uvadi, Zze PGD byla pfripra-
vena z nasledujicich indikaci zavaznych ocnich chorob nebo
chorob, kde ocni symptomatologie miZe svym vyznamem
prevazovat: zadni polymorfni dystrofie rohovky, X-vazana re-
tinoschiza, Hippellv-Lindauliv syndrom a Marfan(v syndrom
(26).

Etické aspekty PGD ve vztahu k onemocnéni oka

Kromé zakladnich etickych aspektl, jako napt. selekce
embryi a tim vybér Zadoucich zdravotnich vlastnosti (22) i
moznost zamérné volby pohlavi motivované socidlné kultur-
nim pozadim (21), vyvolava vyuZiti PGD v oftalmologii i dal-
Si etické otdzky. PGD by méla byt indikovana u zdvaznych
onemocnéni s ¢asnou manifestaci. Hranice mezi tim, ktera
onemocnéni lze povaZovat za zavazna a ktera jiz ne, neni ale
zcela jasna. V Uvahu je navic treba brat také individualni na-
staveni v rodinég, kulturni a socioekonomicky kontext. Rada
dédic¢nych ocnich onemocnéni mliZze mit navic velmi varia-
bilni vék manifestace, nékteré vedou ke snizeni zrakovych
funkci az v dospélosti, pricemz soucasny vyvoj védy dava na-
déji, Ze pro radu dédic¢nych onemocnéni oka by mohlo dojit
k vyvoiji cilenych terapii.
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Rizika PGD

Kromé obecnych rizik spojenych s procesem IVF, ma i PGD
své riziko ,,chyby”, které je obecné udavano v rozmezi 2-5 %
(8). Z tohoto dlivodu se doporucuje v gravidité ovérit vysledek
PGD prenatalni diagnostikou, tzn. vysetfenim z choriovych
klkt nebo plodové vody. Soucasné je nutné si uvédomit, Ze pfi
PGD sledujeme pouze konkrétni dédi¢nou chorobu, jejiz riziko
je v rodiné zndmé. Narozené dité mize mit i jiné, nami nesle-
dované genetické onemocnéni. Riziko prenosu embrya s chro-
mozomalni aneuploidii (napf. Downova syndromu) sniZzujeme
vsak pri pouziti karyomappingu tim, Ze je soucasné provedeno
vysetreni poc¢tu chromozomu. Aneuploidii je moZné detekovat
i za pouziti dat ze sekvenovani nové generace, které se provadi
po haplotypové analyze u zdravych embryi z divodu detekce
monogenniho onemocnéni.

Legislativa PGD

K ekonomicky vyspélym evropskym zemim, které maji za
urcitych podminek legalizovano pouZziti PGD, patfi Belgie, Dan-
sko, Finsko, Francie, Recko, Nizozemsko, Norsko, Portugalsko,
Rakousko, Spanélsko a Velka Britanie. PGD je indikovano u mo-
nogenné podminénych onemocnénich, v nékterych zemich
i u chromozomalnich abnormalit a X-vazanych onemocnénich.
HLA typizace ve smyslu selekce imunokompatibilniho embrya
pro zachranu pribuzného je povolena v deviti z vySe zminova-
nych zemich véetné CR. V Némecku je kvilli pfisné legislativé
PGD omezena na vysetieni z biopsie polarniho téliska, coz prina-
§i velmi omezené diagnostické moznosti. Podobné i ve Svycar-
sku je testovani povoleno na polarnich téliskach jenom v pfipa-
dé zavaznych a nelécitelnych onemocnéni. V soucasné dobé je
regulace PGD v této zemi ve stadiu dalSiho prezkoumavani (6).

V CR je genetické testovani upraveno Zakonem 373/2011
Sh. § 28-29. Laboratore provadéjici PGD by se mély ridit Dopo-
ru¢enym postupem ¢. 4 (Doporuceni k preimplanta¢nimu ge-
netickému laboratornimu vysetfeni) uvedenym na webovych
strdnkach Spolecnosti Iékarské genetiky a genomiky. Zde jsou
popsany indikace, u kterych jsou PGD i PGS doporucovany lé-
karem se specializovanou zpUsobilosti v Iékarské genetice (24).

ZAVER

PGD jako preventivni metoda sice neumozriuje terapii, ale Ize
pomoci ni vybrat embrya bez genetické vlohy pro urcité one-
mocnéni a tim eliminovat riziko prenosu choroby na dalsi ge-
nerace. Na rozdil od prenatalni diagnostiky neni par v pripadé
pozitivniho nalezu vystaven rozhodnuti, zda jiz zapocaté tého-
tenstvi prerusit. Indikace PGD pro geneticky podminéna ocni
onemocnéni vyZaduje vysoce individudini p¥istup. Rada paci-
entl, u kterych zrakové postizeni vznika postupné az béhem
Zivota, nevnima sv(j stav jako natolik hendikepuijici, aby PGD
z této indikace zvaZovalo. Néktefi pacienti naopak i pres objek-
tivné méné zavazny deficit zrakovych funkci vnimaji svoiji situaci
a psychologické dlsledky spojené s [é¢bou nebo s opakovanym
vySetrovanim jako natolik zavazné, Ze pro né PGD predstavuje
jasnou volbu.

Prdce byla podporena granty GAUK 4315/2015, SVV UK
260256/2016, UNCE 204011 a AZV 16-32341A.
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