ESETISMERTETES

Egészséges gyermek sziiletése
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Az asszisztilt reprodukcids beavatkozishoz kototten elvégzett preimplanticids genetikai diagndzis mara mér egy el-
terjedt, befogadott médszer szerte a viligon. A karyomapping egy teljes genom haplotipizalasin alapulé médszer,
ami egypontos nukleotid polimorfizmus array segitségével képes monogénes megbetegedéseket diagnosztizdlni.
Célunk a karyomapping mint embriédiagnosztikai médszer bevezetése klinikinkon. Primer 6rokletes glaucomaval
sziiletett gyermek sziilei jelentkeztek klinikinkon preimplanticiés genetikai diagnézis eljarassal kombinalt in pitro
fertilizdcids kezelésre. Hat leszivott petesejtbdl a harom érett petesejt keriilt megtermékenyitésre. A normalis termé-
kenytilés jeleit egy zigbta mutatta, amit Ot napig tenyésztettiink. Az 6todik napon embridbiopszidt végeztiink, és a
mintat karyomapping eljarassal értékeltiik. Az embriét heterozigédta hordozoként diagnosztizaltuk. Fagyasztott emb-
riétranszfer eredményeképpen a terhesség 39. hetében egészséges lanygyermek sziiletett. A karyomapping eljarast
mint preimplanticiés genetikai diagnézis modszert Magyarorszagon klinikinkon els6ként alkalmaztuk sikeresen.
A mobdszer bonyolult preklinikai el6készités nélkiil nagy megbizhatdsaggal alkalmas monogénes megbetegedést oko-
z6 muticiok diagnosztizilisira. Orv. Hetil., 2016, 157(51), 2048-2050.
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Unaffected child born following preimplantation genetic diagnosis with
karyomapping

Preimplantation genetic diagnosis for single gene defects is a well established method in assisted reproductive tech-
nologies. Karyomapping is a genome wide parental haplotyping using a high density single nucleotide polymorphism
array that allows the diagnosis of any single gene defects. A couple with an affected child with primary congenital
glaucoma attended at our clinic. Six oocyte-cumulus-complex was retrieved and all three mature oocytes were in-
seminated. One zygote showed the signs of normal fertilization and was cultured for five days. Trophectoderm bi-
opsy and karyomapping analysis were carried out. Result showed a heterozygous carrier for primary congenital
glaucoma. Embryo was thawed and transferred and a healthy girl was delivered at term. Here we report the first live
birth following iz pitro fertilization combined with preimplantation genetic diagnosis using karyomapping in Hun-
gary. Karyomapping is able to accurately detect single gene disorders from a limited amount of samples without a
significant preclinical workup.
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Roviditések

ART = (assisted reproductive technologies) asszisztilt repro-
dukcids technikak; IVF = (in vitro fertilization) in vitro fertili-
z4ci6; FET = (frozen embryo replacement) fagyasztott embrid
transzfer; PCG = (primary congenital glaucoma) primer con-
genitalis glaucoma; PGD = (preimplantation genetic diagnosis)
preimplantaciés genetikai diagnézis; SNP = (single nucleotide
polymorphism) egypontos nukleotid polimorfizmus; STR =
(short tandem repeat) kisméretd tandem ismétl6dés

A preimplanticiés genetikai diagnoézis (PGD) els§ sike-
res alkalmazdsa ota [1] eltelt tobb mint két évtizedben
szamos genetikai betegség diagnosztikdja vilt lehet6vé
embriokban. A molekularis diagnosztikai modszerek
gyors fejl6dése lehetévé tette, hogy embriobdl nyert
mintan, a kiindulasi anyag igen csekély mennyisége elle-
nére is, egyre megbizhatobb és nagyobb felbontist tesz-
teket végezziink.

A preimplanticiés genetikai diagnoézis a praenatalis
vizsgilatok legkoribbi formdjaként értelmezhets. Lé-
nyeges el6nye a moédszernek, hogy a genetikai vizsgilat
mir a terhesség létrejotte elStt elvégezhetd, ezzel elke-
rilve egy esetleges terhességmegszakitast [2]. Ugyanak-
kor elvégzése csak in vitro fertiliziciés (IVF) beavatko-
zashoz kototten kivitelezhetd. Célja, hogy a genetikai
elvaltozast okoz6é muticiot hordozé embridkat nagy
biztonsiggal azonositsa és kizdrja azokat a betiltetésre
keriilSk koziil.

Az els6 trimeszterben bekovetkez$ spontan vetélések
legalabb feléért a kromoszéma szambeli hibidk (aneuplo-
idiak) tehetSk felel§ssé [3], ezek a legtEbb okai az IVE-
kezelések sikertelenségének. Az embri6 kromoszéma-
szdmanak meghatirozasa a beiiltetés el6tt nagyban
javitja az eredményességet. A cél nemcsak az adott gene-
tikai megbetegedéstSl mentes, hanem ancuploidiat sem
hordozé embrié6 visszaiiltetése.

2015. janudr 6ta intézetiinkben négy alkalommal vé-
geztiink IVF-hez kapcsolédé PGD-eljarast kiilonbozé
orokletes megbetegedések vizsgilatira. Jelen kazuiszti-
kiankban a karyomapping mint embriédiagnosztikai
modszerrel végzett elss sikeres esetiinket irjuk le.

Esetismertetés

Klinikinkon IVF preimplanticiés genetikai diagnoszti-
kaval kombindlt kezelésre jelentkezett roma hdzaspar
2014-ben. A 19 éves népdciens és 23 éves partnerének
elsé gyermeke primer congenitalis glaucomaval (PCG)
szlletett, amely egy autoszomalis recessziv 6roklésmene-
tet mutat6 betegség. A molekuliris genetikai vizsgilatok
a 2-es kromoszéman talalhat6 CYP1B1 gén E387K
(1159 GA) homozigdta muticidjat mutattak ki, amely a
hazai roma populaci6 tipikus génmutacidja [4]. A hizas-
pér tovabbi két terhességében, a betegségtdl vald félelem
miatt, a terhesség megszakitasat kérte. Az elézetes ki-
vizsgalasok soran a sziil6k heterozigéta hordozodsaga bi-
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zonyitast nyert. A klinikai genetikai tandcsadds soran a
par tdjékoztatist kapott, hogy 25%-os eséllyel sziilethet
beteg gyermekiik. A preimplanticios genetikai vizsgala-
tok kozil a karyomapping eljarast ajanlottuk a parnak,
amit elfogadtak. A beavatkozist megel6z6en a hordozo
szUl6ktdl és a megbetegedést mutaté gyermektdl vérvé-
tel Gtjan nyertiink referenciat a karyomapping elvégzésé-
hez.

A kivizsgilasok soran meddd&sséggel sszetiiggd elval-
tozas nem volt kimutathatd, a partner normdlis spermi-
ogramértékeket mutatott. A népaciens GnRH long pro-
tokollal végzett petetészek-hiperstimulacioban részesiilt
a petesejtleszivast megel6zGen. A beavatkozas soran hat
petesejtet sikertilt nyerni, amelyek koziil hirom volt a
termékenyitésre alkalmas mdsodik meiosis metafizisa-
ban. A termékenyités intracitoplazmatikus spermium in-
jekciéval tortént annak érdekében, hogy az embridbiop-
szia sordn elkeriiljiik a spermiumokkal valé esetleges
kontamindciét. A termékenyitést kovetd 18. éraban egy
petesejt mutatta a normalis termékenytilés jegyeit, ame-
lyet ezt kovetGen Ot napon keresztiil tenyésztettiink.
A tenyésztés harmadik napjan az embriét Gj tenyészts-
cseppbe helyeztiik és a zona pellucidit megnyitottuk
az oOtodik napi embriébiopszia elGsegitése céljabol.
A trophectoderma biopszidjat a termékenyitést kovetd
120. 6raban végeztiik 1ézer segitségével. Az embriodt ezt
kovetSen vitrifikdcioé Gtjan fagyasztottuk a késGbbi eset-
leges felhasznaldsig. A bioptitumot PCR-csGbe helyez-
tiik kétszeri PBS- és 1% PVP-oldatban torténd atmosast
kovetSen, és -20 °C-on tiroltuk a genetikai diagnoszti-
kai laboratériumba valé szallitds elétt.

A karyomapping eljirds sorin az embriét heterozigdta
hordozoéként diagnosztizaltuk. A diagnézis ismeretében,
a fagyasztott embri6 transzferre (FET) val6 el6készitését
kovetSen kertilt az embrié felolvasztisra és visszatiltetés-
re. Két héttel a beiiltetést kovetéen emelkedett BhCG-
szint, ezt kovetSen hetedik heti ultrahangvizsgilat sordn
egy szivhang volt detektalhaté. Problémamentes geszta-
ci6s id6szakot kovetben egy 2970 g-os €16, érett ledny-
gyermek sziiletett csdszdrmetszés Gtjan, a terhesség 39.
hetében.

Megbeszélés

Az els6 sikeres preimplanticids genetikai vizsgilatrol
megjelent beszamold tobb mint 25 éves [1], els6 hazai
alkalmazasrdl pedig 2002-ben késziilt szakcikk. Papp és
misai [ 5] a Duchenne-tipust izomdystrophia mutaci6jat
50%-os eséllyel hordozé né IVE Gtjan létrehozott el6éb-
rényekbdl eltavolitott blastomerdk koziil leinymagzatot
igazolt két preembridt iiltettek vissza, majd szovéd-
ménymentes terhesség végén egy egészséges leinymag-
zat sziiletett. Az in vitro fertilizacids kezelés preimplan-
taciés genetikai diagnozissal kiegészitve egy mara mdr
megbizhatd, jol miikodé moddszer, azonban a technolé-
gia legérzékenyebb része ma is a diagnézis felallitisa
egyetlen vagy néhany sejtbdl. A PCR-alapt diagnosztikai
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modszer esetében a leggyakoribb hiba forrdsa az tgyne-
vezett allélkiesés (ADO-allele dropout), amikor az egyik
vagy mindkét allél amplifikicidja sikertelen. Az el6bbi
esetben a heterozigéta allélok homozigétinak tlinhet-
nek. Ugyancsak probléma, hogy az amplifikicié érzé-
keny a kontaminaciora. Jelenleg a gyakorlatban tobb, a
keresett muticié kozelében 1évé informativ polimorf
markerekkel egytitt vizsgaljak a keresett locust multiplex
PCR-rel [6]. Az egyik ilyen tipust polimorf marker az
ugynevezett kisméretd tandem ismétl6dések (short tan-
dem repeats — STR). A mésik gyakran haszndlt marker az
ugynevezett egypontos nukleotid polimorfizmusok
(single nucleotide polymorphism — SNP). Haszndlatuk-
kal a téves diagnézis feldllitdsinak kockdzata 3-4%-rél
0,3-0,5%-ra csokkenthetd [7].

Hatranya a multiplex moédszereknek, hogy gyakran
csaladspecifikus probak sziikségesek, tervezésiik és bedl-
litasuk nagy szakértelmet igényel, valamint preklinikai
validdciéjuk id6- és munkaigényes feladat.

A karyomapping modszer kidolgozasa Handyside és
mtsai nevéhez fiz8dik [8]. A karyomapping egy egy-
pontos nukleotid polimorfizmuson alapulé arrayplat-
form. Mintegy 300 000 ponton vizsgilja a genomot,
amelyek segitségével, valamint a szil6k és egy csalidtag
(legtobbszor az érintett gyermek) haplotipusanak isme-
retében megallapithat6 egy keresett szekvencia 6roklés-
menete. Ehhez informativ markereket haszndl a moéd-
szer, amelyek azok az SNP-k, amelyek a sziil6knél
kiilonboznek. fgy indirekt médon kimutathaté, hogy
adott allél a mutaciot hordoz6 alléllal azonos-e. Preklini-
kai vizsgilatok bizonyitottak, hogy a mddszer megbiz-
hat6an alkalmas detektilni monogénes megbetegedése-
ket olyan kis mennyiségi mintdkbdl is, mint amilyen egy
embriobiopsziabol varhatd [9]. A kovetkezd 1épés, a
technika klinikai validdldsa a hagyomanyos PCR-alapt
modszerrel tortént, ennek sordn a PCR-technikaval elért
diagnosztikai ardnyndl magasabb, 99,6%-o0s diagnoszti-
kai aranyrol szimoltak be [10]. A mddszer tovabba alkal-
mas a monogénes megbetegedéseket okozd varidnsok
mellett meioticus triszémidk és monoszémiak felismeré-
séreis [11].

A mobdszer nagy elénye a tobbi eljarassal szemben,
hogy néhany kivételtdl eltekintve univerzalisan hasznal-
haté6 minden monogénes megbetegedés esetében. Az
adott mutacié preklinikai beallitasa sziikségtelenné vilik,
ezzel jelentSsen csokkentve a kivitelezésre sziikséges id6t
és munkat. A karyomapping idSigénye harmada—negye-
de a hagyomanyos PCR-alapti médszernek [10].

Esetbemutatisunk a karyomapping els6 sikeres hazai
alkalmazasardl szol. A modszer nagy elénye, hogy bo-
nyolult, idSigényes preklinikai bedllitis nem sziikséges,
univerzdlisan hasznalhat6 a legtobb monogénes megbe-
tegedést okoz6 muticié azonositisara. Mindemellett ké-
pes a meioticus aneuploididkrdl is informdciét szolgal-
tatni.
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