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= Embryologie / IVF

= Genetica / PGD
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Deel 1 Embryologie / IVF
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‘Life is complicated’

AprototéAnc (384 BC — 322 B(C)



‘Early days’ embryologie (16¢ eeuw)

spermists ovists sperm and egg



‘Early days’ embryologie

Epigenesis

William Harvey (1578-1657)
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1. Hormonen
toedienen

2. Eicellenrijpen

5. Ontstaan van
embryo’s

De IVF behandeling

3. Eicellen “oogsten”

4. Bevruchting met

zaad in het

laboratorium

6. 2-6 dagen later:
plaatsen van embryo
in baarmoeder
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Klievingsstadia

dag 1



zona pellucida

blastomere

inner cell mass

degenerating
zona
pellucida

early blastocyst late blastocyst

Drawings illustrating cleavage of the zygote
and formation of the blastocyst.




Morula (d4)




Blastocyst (d5-6)

trofectoderm (TE)

inner cell mass (ICM)



Inner cell mass or I‘lpith(:lium of the
(:mbryoblust endometrium Uterine stroma

ln\'uding
trophoblast
cells

Bluslm:yst
cavity

Outer cell mass
or trophoblast

A. B.
FIGURE 22-24 Schematic diagrams of sections through a human blastocyst at about 42 days of
development (A) and through a monkey blastocyst at about 9 days of development (B). The human
blastocyst was recovered from the uterine lumen. At 9 days, the trophoblastic cells of the monkey
blastocyst have begun to invade the epithelial cells of the endometrium. In the human, the blastocyst
begins to invade the endometrium at about the fifth or sixth day of development. (Langman, 1975.)



Chromosomes in early
human development

Prenatal

development

Preimplantation

development
50-80%

Gametes 35%




naar M. Plachot, 1988

Chromosomale afwijkingen

aneuploide fertilisatie aneuploide
oocyten afwijkingen spermatozoa
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=
aneuploidie bij de bevruchting (‘)
26% \ 8%/
|

>50% [
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aneuploide pre-implantatie embryo’s

aneuploide le trimester embryo’s

aneuploide 2e & 3e trimester embryo’s

aneuploidie bij geboorte




Chromosomen tijdens gametogenese en bevruchting
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Oocyten

Chromosomen meiose |




Chromosomale afwijkingen
in onbevrucht gebleven oocytes na IVF

26.5 % afwijkend

— 13.3 % hypohaploidie

— 8.1 % hyperhaploidie

— 1.6 % structurele afwijkingen

— 3.5% diploidie

naar M. Plachot, 2001



Aneuploidie in zaadcellen

normaal aneuploid
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Chromosomale afwijkingen in zaadcellen

e disomy1: 0.11 % (range 0.05-0.18 %)
 disomy 12: 0.16 % (range 0.10-0.25 %)
* sex chromosome

aneuploidies: 0.42 % (range 0.23-0.71 %)

Martin et al., 1996



Chromosomen bij de bevruchting




Trisomie




Triploidie (N=69)
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Chromosomale afwijkingen in preimplantatie embryo’s

e veel studies

e percentages varieren van <5 tot >90 % afwijkend
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Deel 2 Genetica/ PGD
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Erfelijke ziekten, het zit in de genen!
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Genetica

overerving

vader moeder embryo
AA BB -> AB




Kinderwens en erfelijke aandoeningen:
de traditionele keuzes

Spontaan zwanger worden met het aanvaarden van het risico

Spontaan zwanger worden met prenatale diagnostiek (PND)
(= onderzoek in de zwangerschap)

Preimplantatie Genetische Diagnostiek (PGD)

(= embryoselectie/onderzoek voor de zwangerschap)

Afzien van kinderen
Adoptie

Donoreicel/donorzaad




Prenatale diagnostiek: viokkentest of vruchtwaterpunctie
DNA onderzoek
in vlokken 11e-13e week, N
in vruchtwater 15-16 weken
Uitslag 2-3 weken

— N

Kind wel aa|ngedaan Kind heeft cI|e aanleg niet
evt. afbreken zwangerschap continuering

zwangerschap
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Preimplantatie Genetische Diagnostiek
(PGD)

Onderzoek voor de zwangerschap

Bij hoog risico op een kind met een ernstige
génetische aandoening

Bij hoog risico op verlies van de zwangerschap wegens
een chromosomale afwijking

IVF met vervolgens selectie van embryo’s zonder de
mutatie of chromosomale afwijking

Maastricht UMC+ ,é% umce amg



Diagnostiek
tijdstip
leeftijd embryo/foetus

materiaal

hoeveelheid DNA

uitslag

PND versus PGD

Prenatale
tijldens zwangerschap
10-16 weken

> 100.000 cellen
20 ug

binnen 2 weken

Preimplantatie

voor zwangerschap
3-6 dagen

1 -5 cellen

6-30 pg (amplificatie)

binnen 24 uur

PGD hogere eisen diagnostiek



preimplantatie genetische diagnostiek (PGD)

doelgroep

= vruchtbare paren (geen IVF indicatie)

=  hoog risico op doorgeven erfelijke aandoening

= genetische status wensouders is bekend

» prenatale diagnostiek / selectieve abortus als alternatief

= doel
= identificeren genetisch/chromosomaal normale embryo’s

= plaatsing van deze embryo’s met als doel de geboorte
van een niet-aangedaan kind

NVHG - edith coonen



PGD versus PGS

Maastricht UMC+
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Preimplantation Genetic Screening (PGS)

rationale

»bij toenemende maternale leeftijd stijgt het percentage klinische
miskraam ten gevolge van chromosomale aneuploidie

=chromosomale aneuploidie is een veel voorkomend verschijnsel in IVF
preimplantatie embryo’s van vrouwen op oudere leeftijd

*de meeste chromosomale aneuploidieen zijn niet met het leven
verenigbaar

ncies)

of clinically recognized pregnal

of trisomy (%

Hassold & Hunt, Nat Rev Genet., 2001

Incidence



Preimplantation Genetic Screening (PGS)

= doelgroep

= onvruchtbare (verminderd vruchtbare)paren
v verhoogde maternale leeftijd (AMA) (= 37yrs)

v' herhaald implantatie falen (RIF) (= 2)
v" herhaalde miskraam(= 2)
v' ernstige mannelijke factor infertiliteit
v’ screening service

= doel

=  verbeteren kans op succes bij IVF
v' verhoogde implantatie kans
v verminderde kans op miskraam
v' sneller zwanger



@ PGD in Nederland

e 4 universitaire ziekenhuizen vormen
“PGD Nederland”

e Maastricht UMC heeft de
vergunning voor uitvoeren van de
genetische analyse en IVF

e Voorlichting en IVF behandeling

ook in Utrecht, Amsterdam,
Groningen

Maastricht UMC+
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PGD: de voorbereiding

« opzetten van een PGD test die geschikt is om 1 cel te
onderzoeken!!!

* Dbloed verzamelen van wensouders en familieleden
« onderzoek voorbereiden op bloedcellen

e duurt 2 weken-> 12 maanden

Maastricht UMC+ y umce amg



Een IVF behandeling is een noodzakelijk onderdeel

van een PGD behandeling

(ook voor de paren zonder vruchtbaarheidsproblemen)



PGD behandeling

genetische test <+  Dbiopsie

'

embryo transfer



@ Biopsy in PGD/PGS

Polar body (1+2)

Cleavage stage (single blastomere)

Blastocyst stage (trophectoderm)

Maastricht UMC+ % @ umce amg



I PGD — d3 biopsie

Maastricht UMC+




@ PGD — d5 biopsie

Maastricht UMC+ % @; umce am@



Minimaal invasieve PGD analyse
blastocoel punctie

Maastricht UMC+ gﬁ% @% umce amE



O D Genetische analyse PGD/PGS

NEDERLAND

° te weinig DNA voor analyse

* whole genome amplificatie (WGA)
WGA + (array) CGH based (chromo)

WGA + SNP array based (chromo + mono)
WGA + NGS based (chromo + mono)

Maastricht UMC+ %/”f umce @AM E



PGD diagnose

Arrays
Analyse chromosomen en/of genen .
array CGH #w;”’”ww s JU
SNP arrays / haplotyper - L
/J\ﬁ‘
lin ]
Sequencing IE“! IE“!

Sequence the genome / haplotypering




Log2 Ratio Ch1/Ch2

Voorbeeld aCGH analyse

+der 3,-13, + der(13;14) (+1, -21, +22)

Chromosoma | Position

] trisomie

l monosomie
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Voorwaarde voor een betrouwbare PGD analyse

Is de representativiteit van het biopt voor het gehele embryo

Maastricht UMC+ Z:? umce dAM E
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chromosomaal mosaicisme

= >50% van de preimplantatie embryo’s bestaat

uit cellen met een variabele chromosomale inhoud

v' embryo morfologie
v MNB
v' structurele afwijkingen

v ontwikkelingsstadium

Maastricht UMC+ /%/f umcG am E
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PGD structurele afwijking — meiotische delingsfout
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syndrome location
Possible zygotes -——«————1
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PGS / ploidie status

(meiotic) mitotische delingsfout

chromosomaal mosaicisme

»
The p rm and e gg
come together o
conception
The fertilized egg has two
chromosomes 21

e XN
/NN

x,g»‘ = ? " %)xi | m xE B‘:&;

diploid / aneuploid mosaic
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@ Kans van slagen

20% kans op zwangerschap per behandeling

maximaal 3-5 behandelingen, cumulatieve kans op
zwangerschap 40%

roken, overgewicht en hogere leeftijd van de vrouw
verminderen de kansen

1995-2016: 600 PGD kinderen

Maastricht UMC+ ,é% umce amg



PGD Nederland
wane — pehandelingen 2010 -2016

PGD NL: starts en analyses 2010-2016

700

600

500

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
M Start 209 231 315 347 411 483 592
M Analyse | 165 207 273 295 360 410 500

Maastricht UMC+ % {?’ umece amg



O D PGD in Maastricht/Nederland

« 1995 start PGD voor “lethale” of early onset childhood
aandoeningen

* 1998 PGD voor late onset aandoening - Huntington

« 2008 PGD wordt vergoed door verzekeraars en start
transport PGD



O D Indicaties PGD - 2017

NEDERLAND

Verschuiving van ziektes met een hoog risico op een kind met een
aandoening die zich op jonge leeftijd openbaart met ernstige ziekte
of uiteindelijk overlijden tot gevolg. Naar:

Aandoeningen met een meer chronisch beloop en begin op latere
leeftijd.

Lastiger voor patiénten om af te breken (na PND) voor een “late
onset” aandoening dan voor een “lethale” aandoening

Vaker PGD vraag bij vrouwen/mannen die zelf gezondheids-
problemen hebben

Maastricht UMC+ i%/f umce




O D Top 10 PGD indicaties 1995-2015
wao 1430 paren

Autosomaal dominant 532 X gebonden 221
Een van de ouders zelf aangedaan — Aandoening kind of in familie
Late onset Fragiele X syndroom 46
Huntington 122 Hemofilie 39
Myotone dystrofie 88 Duchenne 3z
Erfelijke borstkanker 98
Chromosomaal 492

Autosomaal recessief 171
Eerder kind aangedaan
Cystische fibrose —CF 58

Recidiverende miskramen
Eerder kind chromosomale afwijking
Infertiliteit (man)

Spinale spieratrofie - SMA 38 Reciproke translocaties 328

Robertsoniaanse translocaties 122

Maastricht UMC+ i%/f umce dAM E



Veilig voor moeder en kind?

NEDERLAND

IVF is zwaar voor een vrouw: lichamelijk en psychisch

il

I.\ )

%o
:

PGD-kinderen zijn gezond -
geen schade door behandeling

Kans op misdiagnose 1-2%

Maastricht UMC+ % ‘@ umece am@



O D PGD in Maastricht/Nederland
weno — @HHiIsche en politieke discussies

* 2008 politieke discussie PGD voor erfelijke borstkanker —
EMBRYOSELECTIE

* 2009 Regeling PGD - MinisterieVWS

* Landelijke Indicatie Comissie (LIC) voor nieuwe PGD indicaties
PGD alleen toegestaan voor ernstige aandoeningen met hoog
risico van optreden
Ernst, penetrantie, behandelmogelijkheden bepalen de toegang



00

| | NEDERLAND

De praktijk :

«36-jarige patiente heeft een genetische aandoening die vanaf
40 jaar slechtziendheid geeft. Ernst is zeer variabel.

*Hoe verder? PGD, PND, risico accepteren?

Maastricht UMC+
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De praktijk:

*36-jarige patiénte heeft erfelijke borstkanker (BRCA1). Er is sprake
van onvruchtbaarheid sinds 10 jaar

*In de derde IVF/PGD behandeling is er slechts 1 mannelijk embryo;
dit heeft de BRCA1 mutatie

*Het paar verzoekt dit embryo terug te plaatsen

Transfer of niet?

Wat is uw mening?

S _BLWIWA|IP 9j9J0wW us ayossiyj3

Maastricht UMC+ i%/f umce dAM E



O D PGD bij draagsters erfelijke borstkanker?

NEDERLAND

PGD:

»*Kind niet willen belasten met tijdbom”

»*Kind niet willen belasten met preventieve maatregelen [ behandeling”
»"Schuldgevoelens / spijt indien geen PGD”

»*Uitleg kunnen geven aan kind, makkelijke weg”

Geen PGD:

»"IVF behandeling, maar gewoon vruchtbaar”
»*Partner BRCA: schuldgevoel naar partner m.b.t. IVF”
»"Al eerdere kinderen, schuldgevoelens”

»"Inschatting lage zwangerschapskans bij PGD”

S eWIWA|IP d9|aJow ua ayossiylg

»"Al genoeg medische behandelingen gehad”
'Smeets et al. Hum Reprod 2014: 29(5) 1103-12.

Maastricht UMC+ i%/f umce dAM E



= WWW.pgdnederland.nl

Preimplantatie Genetische Diagnostiek

NEDERLAND

& Vertalen 9 Voorleeshulp & Print

/A WatisPGD? . Debehandeling - PGDactueel - Overons- FAQ-  Contact -

PGD Nederland
vd
bz is een samenwerkingsverband tussen

Zoeken Q het PGD-centrum van het Maastricht
UMC+ en de PGD-transporicentra
Direct naar van het UMC Utrecht, UMC

Voor welke aandoeningen? Groningen en AMC Amsterdam.

Vergunningen Wij streven naar optimale zorg voor

Kwaliteit paren die te maken hebben met

Onze jaarverslagen preimplantatie genetische

Patiéntenfolder diagnostiek.

o/ Contactformulier
Nieuwsbrief Een persoonlijk verhaal PGD bij erfelijke hartziekten Ons videoarchief
Schrijf u in voor de nieuwsbrief van
PGD Nederland. | ‘ Y l
E-mail adres
o't T
Naam : - ‘ 4
(11 \

http://www.pgdnederland.nl/#
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Deel 3 Nieuwe ontwikkelingen

in de Reproductieve Genetica

64 PGD presentatie titel Maastricht UMC+ :z%f/f umce @AM E



Het ultieme doel

|dentificeren van het embryo met de beste
Implantatiekansen, leidend tot de geboorte van een

niet-aangedaan kind



IVF ad-onns

e -O0mics

v’ genomics

v’ transcriptomics

v’ proteomics

v' metabolomics
* mitochondrial DNA profile
* morphokinetics



NIPT:niet invasieve prenatale test

» foetaal DNA

* trisomie 13, 18 en 21 in bloed van de zwangere
« vanaf 9 weken

* geen risico want alleen buisje bloed

www.meerovernipt.nl




NIPT

Vanaf 1 april 2017 voor alle zwangere vrouwen in NL beschikbaar

Keuze
Alleen screening trisomie 21, 13 en 18
OF

Ook andere bevindingen (nevenbevindingen) horen

Nevenbevindingen kunnen wijzen op

Ernstige chromosomale afwijking bij t kind

OF

Kunnen alleen in de moederkoek voorkomen, terwijl t kind gezond is
OF

Kunnen wijzen op kanker bij de aanstaande moeder zelf

OF

Kunnen wijzen op een milde chromosoomafwijking bij de zwangere
VIouw

KEUZESTRESS! Ethische vragen zijn talrijk



Preconceptiedragerschapsonderzoek (PCS)

Genetisch testen van wensouders

vOor het ontstaan van een zwangerschap



Doel PCS voor erfelijke
aandoeningen

Mogelijk maken van geinformeerde reproductieve keuzes

-Prenatale diagnostiek (en selectieve abortus)
-Preimplantatie genetische diagnostiek (PGD)
-Kunstmatige inseminatie donorzaad/eiceldonatie
-Geen (eigen) kinderen

-Risico accepteren, niet interveniéren

-Begeleiding zwangerschap en uitkomst optimaliseren
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(bijna) Alles is mogelijk
De designer baby?

Maastricht UMC+ :@3

umce

am@
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Voor de zwangerschap
Preconceptie carrier screening — dragers erfelijke aandoeningen opsporen

In spontane zwangerschap

Vroeg (4-6 weken) NIPT voor “alle” erfelijke ziekten en ongewenste kenmerken
milde aandoeningen, aanleg voor volksziekten?, intelligentie, uiterlijike kenmerken?

Zwanger via IVF en selectie beste embryo
Embryo’s onderzoeken op bekende erfelijke ziekten met screening op
chromosoomafwijkingen?

Niet geschikte embryo’s weggooien- de meeste geschikte selecteren?
Niet geschikte embryo’s repareren/verbeteren? (CRISPR/CAS9)

(IVF) Embryo’s genereren uit stamcellen

Maastricht UMC+ ;V? umce dAM E
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Dank voor uw aandacht
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