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Abstrakt

Preimplanta¢ni analyza umoziuje genetické vySetieni embryi vzniklych procesem in
vitro fertilizace, a to pied jejich transferem do délohy. V ramci preimplantacniho
vySetfeni lze provadét jak screening nahodnych aneuploidii (PGS), tak cilenou
diagnostiku chromosomovych aberaci ¢i monogennich onemocnéni (PGD), popt. jejich
kombinaci (PGD/PGS). Preimplanta¢ni vySetieni jsou tedy vhodna nejen pro pary
S obecnymi reprodukénimi problémy (napf. vy$$i maternalni vek), ale také pro pary
s genetickou zatéZi v rodinné anamnéze.

Metoda aCGH umoznuje Vjednom experimentu rychlou a piesnou analyzu
nebalancovanych chromosomovych aberaci v celém embryonalnim genomu, tedy
spojeni screeningu nahodnych aneuploidii (PGS) se soucasnou detekci piipadné
nebalancované formy familiarni aberace (PGS/PGD).

V genetické laboratoti IVF Zentren Prof. Zech jsme metodou aCGH vysetiili za rok
2014 celkem 469 embryi od 98 klientek. Biopsie embryii byly provadény ve stadiu
blastocysty, kdy bylo Setrné¢ odebrano nékolik bunék trofoektodermu. U vsech
embryonélnich vzorkt byla provedena celogenomova amplifikace (WGA) a pro
vySetieni aCGH byla pouzita platforma 24sure BlueGnome.

Preimplantacni screening (PGS) byl proveden celkem u 366 embryi a kombinované
vySetfeni (PGD/PGS) celkem u 103 embryi. Praimérny vek naSich klientek v dobé
vySetfeni byl 40,5 roku. Z vysledka vySetfeni vyplyva, ze se zvysujicim se maternalnim
vékem U embryi vyznamné stoupa cetnost sporadickych aneuploidii. Provadéni
preimplanta¢niho screeningu je tedy zejména vhodné u klientek s vy$$im maternalnim
vékem. Také u Kklientek, které podstoupily kombinované vysetieni z divodu genetické
zatéze v rodin¢ (PGD/PGS) a klientek, u kterych byly indikovany cykly s darcovskymi
gametami, vSak screeningové vySetfeni mize zvySit uspésnost IVF cyklu a Sanci na

donosSeni zdravého ditéte.
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Abstract

Preimplantation genetic analysis allows testing embryos produced by in vitro
fertilisation before their transfer into the uterus. Preimplantation genetic analysis can be
performed as screening of random aneuploidies (PGS) or targeted diagnosis of familial
chromosomal aberrations or monogenic diseases (PGD) or combination of both
approaches (PGD/PGS). Preimplantation genetic testing is appropriate for wide spectre
of patients undregoing human assisted reproduction treatment.

Array comparative genomic hybridization (aCGH) is sensitive and high throughput
method for detection of chromosomal copy number changes on whole embryonal
genome, therefore allows performing screening of random aneuploidies (PGS) in
combination with diagnosis of unbalanced chromosomal familial aberrations
(PGD/PGS).

The data for this study were obtained from Genetic Laboratory IVF Zentren Prof. Zech
in Pilsen during 2014. The results of 469 examined embryonal samples resulting from
98 clients were analysed. All biopsies of trophectoderm cells were performed on
blastocyst stage. All embryonal samples underwent whole genome amplification
(WGA) and were processed using 24sure microarrays (BlueGnome).

PGS was performed for 366 embryos in total and combined analysis including PGS and
PGD was performed for 103 embryos. An average maternal age at the time of analysis
was 40,5. This study demonstrates that there is significantly higher rate of aneuploidy in
patients of higher maternal age. A suitability of PGS for older patients was confirmed.
In other groups of patients containing IVF cycles with donated oocytes or patients
carrying familial chromosomal aberrations a higher profit of fertility treatment was

observed.
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Seznam pouzitych zkratek

aCGH array-Comparative Genome Hybridization (metoda, ktera umoznuje detekovat
zisky a ztraty DNA v celém genomu analyzovaného vzorku porovnanim s referenéni
DNA)

BWR klasicka serologickd reakce pouzivana ke screeningu syfilis (Bordetova-
Wassermannova reakce)

CFTR mutace v tomto genu je zodpovédna za onemocnéni cystickou fibrézou (z ang.
Cystis Fibrosis Transmembrane Conductante Regulator)

CGH Comparative Genome Hybridization (komparativni genomova hybridizace)

DIC diseminovana intravaskularni koagulopatie (z ang. Disseminated Intravascular
Coagulopathy)

DNA kyselina deoxyribonukleova

FA/FH netuspésna amplifikace (z ang. Fail Amplification), neuspé$na hybridizace
(z ang. Fail Hybridization)

FISH hybridizace se sondou, kterda umoznuje pozorovani ve fluorescencnim
mikroskopu (z ang. Fluorescence In Situ Hybridization)

HBsAg povrchovy antigen HBV (Hepatitis B) viru (z ang. Hepatitis B surface Antigen)
HCV virus zpusobujici virovy zanét jater hepatitidu typu C (z ang. Hepatis C Virus)
HIV virus lidské imunodeficience zpisobujici chorobu AIDS (z ang. Human
Immunodeficiency Virus)

ICSI inracytoplasmaticka injekce spermie (z ang. IntraCytoplasmic Sperm Injection)
IKK interni kontrola kvality

IMSI intracytoplasmicka injekce morfologicky selektované spermie (Intracytoplasmic
Morphologically selected Sperm Injection)

IVF oplodnéni mimo organismus matky (z ang. In Vitro Fertilization)

MESA mikrochirgicka epidermalni aspirace spermii (z ang. Microsurgical Epididymal
Sperm Aspiration)

OHSS ovarialni hyperstimula¢ni syndrom (Ovarian HyperStimulation Syndrome)

PB pélocyt (z ang. Polar Body)


http://www.maleinfertility.org/new-retrieval2.html
http://www.maleinfertility.org/new-retrieval2.html

PBS fosfatovy pufr (z ang. Phosfathe Buffered Saline)

PCR polymerazova fetézova reakce (z ang. Polymerase Chain Reaction)

PGD preimplanta¢ni geneticka diagnostika (z ang. Preimplantation Genetic Diagnostic)
PGS preimplantacni geneticky screening (z ang. Preimplantation Genetic Screening)
RA rodinna anamnéza

RNA kyselina ribonukleova

TE trofoektoderm

TESA testikularni aspirace spermii (z ang. TEsticular Sperm Aspiration)

VEGF cévni endotelovy rastovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)

WGA metoda mnohonasobného zmnozZeni DNA celého genomu z malého vstupniho

mnozstvi bioplogického materialu (z angl. Whole Genome Amplification)



1 Uvod

Poceti potomka je od praddvna pfirozenym vyvojem vztahu dvou jedincii, tedy muze a
zeny. Proto si vétSina lidi v produktivnim véku nepfipousti, Ze pravé oni by m¢li mit
problém s plodnosti.

V dnesni uspéchané dob¢, kdy se kazdy nejprve vénuje studiu, cestovani a poté
budovani kariérniho rastu, mnoho part odklada poceti a narozeni ditéte na pozdé&jsi
dobu a plodnost berou jako pfirozenou a samoziejmou véc.

Skute¢nost je ovSem jina, a s neplodnosti se potyka kazdy Sesty par. Problém muze byt
V soucasnosti jsou moderni [é€ebné metody velmi uspésné a vétSin€ neplodnych pari se
diiv nebo pozdéji pocit dité podafi.

Velmi dilezitym faktorem pro plodnost je ¢as a samoziejmé nahrava tém parum, které
se rozhodnou pro feseni problému neplodnosti v¢as.

Zené od 35 let nadéje na otéhotnéni zatne vyrazné klesat a po 40. roce se dostava téméf
k nule. Pfi¢inou je pfirozené starnuti vaji¢ek zeny. Také muzi starnou, i kdyz tvorba
spermii vétSinou pokracuje do pokroc¢ilého véku. Kvalita spermatogeneze klesa, na viné
zhorSené kvality spermii jsou kumulujici se toxické vlivy zevniho prostiedi. Nemtizeme
opomenout dalsi civilizacni choroby, jako napt. diabetes, hypertenze, deprese a zivotni
styl.

Diagnéza neplodnosti se Kklasifikuje po jednom roce pravidelného nechranéného
pohlavniho styku bez poceti ditéte, resp. dosazeni téhotenstvi. Pokud tato situace
nastane, vétSinou neplodné pary vyhledaji odbornou pomoc. Nejprve zena navstivi
sveho gynekologa: po zakladnim vySetfeni a konzultaci, je vétSinou neplodnému péru
doporucena 1é¢ba na specializovaném pracovisti reproduk¢éni mediciny, v tzv. Centrech

asistované reprodukce (Rezabek, 2014).
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1.1 Preimplantacni vySetieni

Vysetfeni se oznacuje jako preimplanta¢ni geneticka analyza (zkratka PGA — z angl.
preimplantation genetic analysis).

Preimplantacni geneticka analyza (PGA) se rozd€luje jest¢ na dalsi specifické
segmenty vySetfeni. Preimplantacni geneticka diagnostika (zkratka PGD - zangl.
preimplantation genetic diagnosis), preimplanac¢ni geneticky screening (zkratka PGS —
z angl. preimplantation genetic screening), preimplantaéni diagnostika sou¢asné spojena
s preimplantacnim sccreeningem (zkratka - PGD/PGS z angl. preimplantation genetic
diagnosis and preimplantation genetic screening) (Harper et al., 2011).

Preimplanta¢ni vySetfeni hraje velkou roli v metodach asistované reprodukce, nebot
vice nez 50% embryi vzniklych po in vitro fertilizaci byva aneuploidnich a zaroven
s v€kem nad 36 let stoupa az na 82% (Liu et al., 2012).

Preimplantacni diagnostika (PGD) se muze a také se provadi u pard, které maji sice
zachovanou plodnost, ale jsou nosi¢i mutace pro konkrétni monogenni onemocnéni.
V tomto piipadé maji tyto pary velkou Sanci na porod zdravého ditéte bez daného

monogenniho onemocnéni (Fragouli, 2007).
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2 Teoreticka Cast

2.1 Chromosomové aberace u ¢lovéka

Zakladni cytogenetické vySetfeni karyotypu ¢loveéka se provadi pomoci chromosomové
analyzy bun¢k kultivovanych in vitro. Vysetfované bunky mohou byt rtizného typu,
vétSinou se analyzuji periferni lymfocyty, ale mohou se vySetfovat také kozni
fibroblasty, buniky choriovych klkii, bunky plodové vody a nadorové bunky (kostni
dient). Analyzované buriky jsou v metafazi mitotického déleni. Jadro normalni lidské
somatické buniky obsahuje 23 dvojic, to znamena 46 chromosom.

Autosomy jsou Cislovany 1-22 a gonosomy (pohlavni buiiky) jsou znaceny velkymi
pismeny X a'V.

Zena tak ma 22 parti autosomil a dva pohlavni chromosomy (gonosomy) X a muz ma
stejny pocet autosomu (22 partt) jako Zzena, ale misto jednoho pohlavniho chromosomu
X maé jeden chromosom Y (tedy X a Y).

Prevazna vétSina lidské populace ma normalni pocet i strukturu chromosomi, tedy
mluvime o normalni chromosomové vybave.

Kdyz vznikne jakékoliv odchylka ve struktufe nebo poctu chromosomt, je oznacovana
jako chromosomova odchylka nebo aberace.

Skoro kazdy chromosom obsahuje téméf tisice genti (mimo chromosomu Y), a proto
ztrata jednoho chromosomu nebo naopak, nadpocetny chromosom vede k zavaznému
postiZeni jedince. Chromosomové aberace jsou zodpoveédné za asi vice nez 100 riznych

syndromil a zaroven mohou byt pfi¢inou spontannich potratii plodu (Kocarek, 2007).
Chromosomové aberace se déli dvou zakladnich skupin:

a) numerické aberace — zmény poctu chromosomti,

b) strukturni aberace — zmény struktury chromosom.

12



2.1.1 Numerické chromosomové aberace

Odchylka od normélniho poc¢tu chromosomiti se nazyva numerickd aberace. Rozd¢luje
se podle toho, je-li zménén pocet nékterych chromosomu, anebo je zmnoZena cela
chromosomova sada:

a) polyploidie — znasobeni celé chromosomové sady,

b) aneuploidie — je pifitomen jeden nebo vice nadpocetnych chromosomu, ptipadné

chybi jeden nebo vice chromosomi.

2.1.2 Polyploidie
Mezi polyploidie, patii triploidie a tetraploidie. Triploidie nachazime u 12-20% plodu,

které jsou potraceny vétSinou v prvnim trimestru gravidity.

2.1.3 Aneuploidie

Aneuploidie nastava tehdy, kdyz pocet chromosomi v buiice neni nikdy celym
nasobkem haploidni sady. Pfi¢inou jsou chyby pii segregaci chromosomu
(nondisjunkce) a to béhem meidzy nebo mitozy.

Nejcastéjsi aneuploidie somatickych bunék jsou:

a) Trisomie — kdy je pFitomen nadpocetny chromosom (2n+1)

Piikladem trisomie jsou Downlv syndrom (nadpocetny chromosom 21), Patatv
syndrom (nadpocetny chromosom 13), Edwardsiv syndrom (nadpocetny
chromosom 18). VSechny tyto syndromy jsou spojeny s tézkym mentalnim a
télesnym postizenim, véetné zavaznych kombinovanych vyvojovych vad. Trisomie
chromosomu 16 je zpravidla letalni v prenatadlnim obdobi a nejcastéji se nachazi u
spontann¢ potracenych ploda (Kocarek, 2007).

Casté jsou také aneuploidie s nadbyteénym pohlavnim chromosomem, kdy
nedochazi k tak vyraznému vlivu na té€lesny a mentalni vyvoj jedince.

Nekdy dochazi k mirnému postizeni intelektu spojenym s ¢aste¢nou ¢i Gplnou

sterilitou. Pfikladem jsou syndromy superfemale (Zeny s nadbyte¢nym pohlavnim
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chromosomem X - konstituce gonosomi XXX) i kdyZ u téchto zen je plodnost
zachovana.

Déle supermale (muzi s nadbyte¢nym chromosomem Y- konstituce gonosomu
XYY) a Klinefelteriv syndrom (sterilni muzi se dvéma chromosomy X a jednim

chromosomem Y- konstituce XXY).

b) Monosomie — chybéni jednoho chromosomu (2n-1)
Ptikladem je TurnerGv syndrom (monosomie chromosomu X — postizené zeny jsou
ve vétsiné sterilni, Castym Klinickym znakem je anomadlie skeletu i vzrlstu a

dysgeneze ovarii (Snustad, 2009).

2.1.4 Aneuploidie pohlavnich bunék
V pohlavnich buiikdch (gametach) nachazime také aneuploidie. Jestlize dojde pfti
oplozeni, ke spojeni normalni gamety s aneuploidni gametou, vznikne zygota a nasledné

embryo s pocetni chromosomovou odchylkou, a to nejéastéji monosomii ¢i trisomii.

K nejcéastéjSim aneuploidiim v gametach se radi:
a) nulisomie — chybi jeden chromosom (n-1),

b) disomie — je piitomny nadbyteény chromosom (n+1).

Aneuploidie gamet vznikaji zpravidla nondisjunkci, kdy dojde k chybnému rozdéleni
chromosomil pti meiotickém déleni u rodict.
K postzygotickym zménam, ale dochazi ziejmé velmi Casto a ty vedou kranym

potratim, jak ukazuji vysledky preiplanta¢niho screeningu.
2.1.5 Chromosomové mosaiky

Podstatou je pfitomnost dvou nebo vice bunécnych linii s odliSnym karyotypem

v lidském téle jedince. Mosaicismus nalézame ¢asto u gonosomovych aberaci.
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Pti cytogenetickém vySetieni tak nachdzime pfi analyzovani vétsiho poctu bunék, rtizné
chromosomové nalezy. Tyto mosaiky vznikaji obvykle pii vyvoji embrya nondisjunkeci.
Typické mosaiky se vyskytuji zpravidla u Turnerova syndromu.

U vétsiny zen s Turnerovym syndromem je analyzovan karyotyp 45, X. Asi 30%
pfipadli téchto zen ma mosaiku 45,X/46,XX ve vSech tkanich. U nékterych Zen
s Turnerovym syndromem, jsou nalezeny strukturni odchylky i u druhého chromosomu
X. Nejcasteji isochromosom dlouhych ramének chromosomu X, kruhovy (ring)
chromosom X a mén¢ ¢asté jsou delece dlouhych nebo kratkych ramének chromosomu
X.

Neékteré dalsi gonosomové aneuploidie se mohou vyskytovat také v mosaikach (XXX,
XYY, XYY).

Vyskyt autosomovych aberaci muze byt také v mosaikové formé. Vzacné jsou
mosaikové formy Downova syndromu, kdy se pii cytogenetickém hodnoceni bunék v
karyotypu nachézi vedle trisomie chromosomu 21, také normalni bunéna linie

s normalnim poétem chromosomu. (Michalova, 1999).

2.1.6 Strukturni chromosomové aberace
Strukturnimi chromosomovymi aberacemi se oznacuji zmény struktury chromosomd,

nazyvané t€z strukturni ptestavby.

Rozdé&luji se do n€kolika skupin:

a) Delece — ztrata ¢asti chromosomd, které se rozlisuji na terminalni (ztraty koncovych
oblasti chromosomtl) a intersticidlni (ztraty vnitinich Casti chromosomil) delece.
Nejcastéji intersticidlni delece nachdzime u mikrodelecnich syndromi ( delecni
formy Turnerova syndromu, syndrom Wolf-Hirschhorn, Cri du chat syndrom).

b) Duplikace nebo zdvojeni ¢asti chromosomu

c) Translokace — vzajemna vyména nebo piesun genetického materialu mezi dvéma ¢i
vice chromosomy.

Tyto chromosomové zmény se rozdéluji:
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e reciproké translokace — vzajemna vyména genctického materialu mezi
dvéma ¢i vice chromosomy,

e Robertsonské (centrické) translokace — delece kratkych ramének a
nasledna faze centromerickych oblasti u akrocentrickych chromosomu
(napft. transloka¢ni forma Downova syndromu).

d) Inverze — pfemisténi nebo otoceni urcitého tiseku o 180° v jednom chromosomu

e paracentrické inverze — invertovany tsek lezi mimo centromeru,

e pericentrické inverze — invertovany Usek obsahuje i centomeru.

e) Kruhové chromosomy — oddéleni koncovych ¢asti chromosomu a nasledné spojeni
volnych koncii na zakladé¢ plisobeni repara¢nich mechanismd.

f) Marker chromosomy — fragmenty chromosomd, které jsou malé a nadpocetné, ale
maji zachovanou centromeru, kdy pfevazna cast dlouhych ramének poptipadé i
kratkych ramének, je deletovana.

g) Fragilni mista — pteruseni kontinuity struktury chromatinu

h) Isochromosomy — abnormalni rozdéleni chromosomu pii mitotickém nebo druhém
meiotickém déleni. Dochazi k oddéleni kratkych a dlouhych ramének misto
chromatid a tak do jedné dcetiné bunky piechazi isochromosom tvofeny pouze p-

raménky a druhé bunky pak isochromosom, ktery je tvofeny pouze g- raménky.

Ke vzniku strukturnich aberaci dochdzi rGznymi mechanismy. VétSina piestaveb je
zpiisobena mutagennimi faktory, které zptsobuji zlomy nebo pieruSeni kontinuity na
urovni DNA.

Vlivy, které poruSuji strukturu chromosomt, se oznacuji jako klastogeny (alkaly¢ni

¢inidla, ioniza¢ni zafeni apod.) (Kapras et al., 1996)

2.1.7 Balancované a nebalancované chromosomové aberace

Podle ztraty ¢i zisku chromosomového materialu se rozdé€luji strukturni chromosomové
aberace do dvou zakladnich skupin:

a) Nebalancované neboli nevyvazené prestavby — zmény, kdy je ptitomny

nadpocetny geneticky material, pfipadné naopak, uréity tsek genetického materialu
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b)

chybi. Oznacuji se jako parcialni mosomie (&ast chromosomu chybi - tim
odpovidajici Usek na nedeletovaném homologu je monosomicky, mize chybét i
v disledku nebalancované translokace), nebo parcialni trisomie (¢ast chromosomu
je nadbytecna nebo piitomna jako nadpocetny chromosom).

Také neptesny crossing — over chybného parovani u repetic, zpisobuje vznik
nebalancovanych piestaveb a tim k zdvaznému posSkozeni u potomkl (Kocarek,

2006).

Balancované neboli vyvaiené prestavby — vSechny strukturni zmény
chromosomd, které nenesou ztratu ¢i zisk genetického materialu. K nejcastéj$im
patii inverze, reciproké translokace i nékteré robertsonské translokace, pokud Vv
karyotypu neni pfitomen nadbyte¢ny chromosom.

Jedinci, ktefi nesou balancované chromosomové aberace, nebyvaji zpravidla
postizeni, nebot’ celkové mnozstvi genetického materidlu je stejné jako u osob
s normalnim karyotypem. U téchto jedinci se abnormalni (translokované nebo
invertované) chromosomy budou parovat s nezménénymi homology, riziko je pfi

chybném oddéleni sparovanych chromosomi (Kocarek, 2006).

2.2 Monogenni choroby

Monogenni onemocnéni jsou zpusobena mutaci v jediném genu. Mutantni alela, tj. alela

nesouci mutaci, vede vétsSinou ke vzniku proteinu se snizenou funk¢énosti na rozdil od

zdravé alely. Dédi¢nost monogennich chorob je fizena Mendelovymi zakony, kdy

rozsah postizeni a klinické projevy zavisi na funkci mutovaného genu. Monogenni

choroby jsou podminéné mutacemi genti na autosomech nebo gonosomech.

VétSina mutaci na gonosomech vznikd mutaci na chromosomu X, na rozdil od

chromosomu Y, kde se nachdzeji pouze geny odpovédné za plodnost a sexuélni

determinaci.
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2.2.1 Choroby podminéné mutacemi na autosomech

Pfi¢inou geneticky podminénych chorob dédi¢nosti je mutace genu na autozomech.

Tyto onemocnéni postihuje stejnym dilem muze i zeny (1:1).

Podle typu pienosu dédi¢nosti se rozdéluji:

a)

b)

Autosomalné dominantni choroby

K monogennim onemocnénim se fadi autosomalné¢ dominantni choroby, kdy
ptislusna mutace se dédi jako dominantni znak.

Postizeni jedinci jsou vétSinou heterozygoti a k projevu choroby staci pfitomnost
jediné mutantni alely, kterou jim vétSinou piedava jeden postizeny rodi¢. Riziko
prenosu na potomka je tak 50%.

Pokud se postizené dité narodi zdravym rodic¢iim, hovoii se o nové vzniklé mutaci
tzv. mutaci de novo, ke které doslo v gametach jednoho z rodicu.

K autosomaln¢ dominantnim chorobam se fadi napf. achondroplasie (napadné
zkracené koncetiny i dalsi poruchy kosti), familiarni hypercholesterolémie, adultni
forma polycystickych ledvin (vyskyt mnohocéetnych cyst v ledvinach).

Klinicky velmi zavaznym onemocnénim je Huntingtonova choroba (chorea), které

patii k velmi tézkym neurodegenerativnim onemocnénim (Nussbaum, 2004).

Autosomalné recesivni onemocnéni

Velkéa skupina monogennich onemocnéni se dédi jako recesivni znak. PostiZzeny
jedinec ma v genotypu ob¢ alely mutantni a, je bud’ homozygotem, nebo tzv.
slozenym heterozygotem. VétSinou jeho rodi¢e jsou zdravymi heterozygoty, kdy
jejich nemutovana alela odpovida za tvorbu normalniho proteinu zachovavajiciho
normalni formy daného znaku.

Heterozygotni par, ktery je oznadovan jako ptenaSei, maji 25% riziko narozeni
postizeného ditéte s autosomalné€ recesivnim onemocnénim.

Mezi autosomové recesivni choroby patii vrozené metabolické vady, nejcastéji
enzymopatie. K nejvyznamnéj$im enzymopatiim patii fenylketonurie patiici mezi

hyperfenylalaninémie.
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Dal$im zavaznym autosomalné recesivnim onemocnénim je cysticka fibr6za neboli

mukovisciddza.

2.2.2 Choroby podminéné mutacemi na gonosomech

a) Choroby podminéné mutacemi na chromosomu X
Oznacuji se jako podminéné mutace genti na chromosomu X a jsou vazany na
pohlavi. RozliSuje se u nich dominantni i recesivni dédi¢nost, pfitom vétSina
onemocnéni vazana na pohlavi jsou dédi¢na recesivng.
Zeny jsou zdravé pienasecky (nékteré mohou byt mirné postizené) piislusné alely,
ktera se vétSinou neprojevi, protoze je pln¢ nahrazena dominantni alelou na druhém
chromosomu X. Polovina potomkii muzského pohlavi téchto zen- prenasecek byva
postizenych a druha polovina se narodi zcela zdrava.
Dcery téchto matek- prenasecek se narodi zdravé, ale s 50% pravdépodobnosti
budou také prenasecky dané choroby (Vojtiskova, 1999).
K nejcastéjSim gonosomalné recesivnim onemocnénim patii syndrom fragilniho X,
daltonismus (barvoslepost) a hemofilieA.
U chorob, které jsou vazané na chromosom X, miZze byt stupen postizeni ovlivnén
inaktivaci tohoto chromosomu. Moznost, ktera z téchto dvou chromosomu X, bude
inaktivovan, je zcela nahodny vybér. Zena je mosaikou dvou typt bungk, a to typ
bunck s aktivnim chromosomem X ziskanym od otce a druhym typem bunék
s aktivnim chromosomem X ziskanym od matky a mize se projevit ve fenotypu této
zeny. Nahodna inaktivace chromosomu X ovliviiuje fenotyp Zeny X- vazaného
onemocnéni.
Pro nékteré choroby vyskytujici se méné cCasto, je charakteristickd gonosomové
dominantni dédi¢nost. Pii tomto typu dédi¢nosti se pfisluSna alela projevi i u Zen,
protoze staci, aby byla pfitomna pouze na jednom z chromosomtl X. U téchto Zen se
vyskytuje onemocnéni dvakrat castéji nez u muzii. Typem gonosomove
dominantniho onemocnéni je hypofosfatemie - vitamin D- resistentni rachitis
(Kocarek, 2007).
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b) Choroby podminéné mutacemi na chromosomu Y
Chromosom Y je zndm jako jeden z nejmensich chromosomu ¢lovéka, na kterém se
nachazi maly pocet funkcnich genti. Dédi¢nost vazand na chromosom Y neboli
holandricka dédi¢nost, kdy muz ptfedava znak pouze svym synim. Nekteré geny
jsou typické pro chromosom Y: gen SRY, genova skupina DAZ (z ang. deleted in
azoospermia), oblast AZF (ang.azoospermia factor). Nepfitomnost téchto genu je
zjistovana u muzi, ktefi nemaji v ejakulatu zadné spermie (azoospermie) nebo
nizky pocet spermii v ejakulatu (oligospermie). Molekularné genetickymi metodami
se daji zjistit delece na celé oblasti AZF i mikrodelece chromosomu Y. Pokud
spermie nesou dédicnost mikrodelece chromosomu Y, tak vSichni potomci
muzského pohlavi ponesou vel00 % stejnou mutaci. Tito potomci se budou potykat
se stejnym problémem jako jejich otec, ktery jim tuto mutaci piedal. V tomto
ptipadé jsou paru nabidnuty metody IVF naptiklad anonymni darce spermatu, nebo
preimplantac¢ni diagnostika/ preimplanta¢ni screening, kdy jsou upiednostnény

embrya zenského pohlavi.

2.2.3 Polygenni choroby
Polygenni onemocnéni se vyznacuji zménami vétsiho poétu gent a pii jejich vzniku
hraji velkou tlohu také faktory vnéjsiho prostfedi. Nékdy se proto také oznacuji jako

multifaktoridlni onemocnéni (napf. kardiovaskularni choroby, hereditarni formy nadort,

diabetes) (Kocarek, 2007).

2.3 Poruchy reprodukce

Poruchy reprodukce se v ceské terminologii rozd€luji na sterilitu (neplodnost) a
infertilitu (neschopnost zeny donosit zivotaschopné dit¢).

Avsak ve svétové terminologii se vSechny poruchy reprodukce se shrnuji do
spole¢ného terminu infertilita. Kazdy Sesty par se potyka s diagndzou neplodnosti,
v 50% se uvadi pfi¢ina u Zeny, ve 40 % u muze a v 10% neni pfi¢ina neplodnosti
objasnéna. Ve 20 % procentech je pii¢ina na strané Zeny a zarovei i muze (ReZzabek,

2014).
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Neplodnost je uvadéna jako diagnodza paru, ale je zaroven se muze rozdé€lit na muzskou
a zenskou neplodnost. U Zen to byvaji nejcastéji hormonalni poruchy, porucha funkce
délohy, opakované zanéty adnex, endometriéza, absolutni tubarni faktor nebo
imunologicka sterilita.

Pfi¢inou neplodnosti u muzi mohou byt poruchy spermatogeneze, neprichodnost
(obstrukce chamovodu), vrozené vady testes, stavy po Urazu.

Zaroven nemuzeme opomenout vnéjsi vlivy prostiedi a rizikové faktory. Vyznamnymi
faktory jsou také civilizacni vlivy, jako je obezita, nezdravy Zivotni styl, alkohol a
koufeni.

Poruchy reprodukce u Zen i muzi mohou byt podminény i geneticky, bud
chromosomovymi aberacemi, genovymi mutacemi nebo mikrodeleci chromosomuY.
Tyto genetické poruchy se mohou projevit opakovanymi aborty, piipadné narozenim

postizeného ditéte.

2.4 Oplozeni in vitro (InVitro Fertilization — IVF)

Oplozeni in vitro (oplozeni mimo télo zeny) je jednou z ¢astych metod asistované

reprodukce, které podstupuji pary vétsinou s diagndzou infertility.

2.4.1 Stimulace a punkce ovarii

Po nezbytném celkovém vySetieni obou partnertl, je zahajena pfiprava zeny k odbéru
oocytu.

U téchto zen se indikuje hormonalni stimulace ovérii , které jsou béhem stimulace
ovarii monitorovadny pomoci ultrazvuku. Po dosazeni spravné velikosti a zralosti
oocytd, se oocyty ziskavaji pomoci laparoskopie pod peélivou kontrolou ultrazvuku. Pfi
punkci ovarii jsou ziskavany preovulac¢ni oocyty spolu s folikularni tekutinou. Oocyty
jsou aspirovany kanylou a pieneseny do sklenéné komurky s kultivatnim médiem.
Nasledné jsou oocyty ociStény a nasleduje pfidani spermii a to bud partnera, nebo
anonymniho darce spermii (Vacek, 2006). Pomoci metod IVF, ICSI, IMSI se provede

oplodnéni oocyth a embrya jsou umisténa v zivném médiu. VSechny tyto
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mikromanipulaéni metody se provadi pod specialnim mikroskopem, mikromanipulaéni
technikou, kterou provadi embryolog - specialista.

Po 16-18 hodinach je provedena kontrola fertilizace pod mikroskopem. Pomoci rozvoje
novych technik se mohou embrya kultivovat déle (tzv. prodlouzena kultivace) a embrya
jsou transferovana do dé€lohy Zeny 5. den (ojedinéle 6. den) od provedeni punkce
oocytl. V dnesni dob¢ se provadi transfer embryi v pifevazné vétSin€ center asistované

reprodukce ve fazi blastocysty.

2.4.2 Hyperstimula¢ni syndrom (OHSS)

N 24

pocet ovulovanych vajicek, je ovaridlni hyperstimulacni syndrom (OHSS). Muze se
vyskytnout u 0,5-1% klientek (Vacek, 2006).

K dosazeni vétsiho poctu piedovulacnich folikuld se ovéria stimuluji gonadotropiny,
ovulace se provokuje lidskym gonadotropinem (hCG). V ovariich se vyvine vétsi pocet
predovulacnich folikuld, ty se po ovulaci zméni na zluté téliska cystického charakteru
vyplnéna tekutinou. S rozvojem lutedlnich cyst se uvoliuji faktory zvySujici srazlivost
krve a propustnost cévni stény a to zejména cévni endotelovy rustovy faktor VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) a interleukiny z nichz nejvyznamnéjsi je 1L-6.
Unik tekutiny z cévniho fe¢isté ma za nasledek hypovolémii a narueni systému
hemokoagulace. Muze dojit k mnoha patologickym stavim jako oligurie,
hyperkoagulace, embolie, ascites, hydrothorax, DIC.

OHSS se obvykle rozvine za 2-3 dny po punkci oocytl, ob¢as u nékterych Zzen az po
nidaci blastocysty. V ojedinélych pfipadech muze nastat stav, ktery ohrozuje klientku na
zdravi, ale obvykle se stav zvladne pomoci symptomatické 1é¢by (Vacek, 2006)

Jednim z ¢lanka pii 1é¢bé neplodnosti na specializovaném pracovisti reprodukéni
mediciny, muze byt genetické vySetfeni embrya pied samotnou implantaci embrya do

délohy Zeny.
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2.5 Rany embryonalni vyvoj

2.5.1 Blastogeneze
Blastogeneze je ¢asové obdobi od vzniku zygoty, v jeji ryhovani v morulu, pfeménu
moruly v blastocystu az po vznik a diferenciaci zarode¢nych listi. Jde o obdobi, které

zacina nékolik hodin po oplozeni a trva az do konce 2. tydne po oplozeni.

2.5.2 Ryhovani

Podstatou ryhovani jsou po fad€ jdouci nasledujici mitozy.

Na rozdil od bézné mitézy bunék, dcefiné builky (blastomery) v relativné kratké
interfazi po replikaci chromosomu nenabyvaji velikosti matefské bunky. Vstupuji ihned
do dal$i mitdzy a postupné se zmensuji. Zmensovani bunek je jednim z piedpoklada pro
jejich migrace v dalsich vyvojovych procesech. Ryhovani tak zabezpecuje obnoveni
velikosti bun€k. Zplisob a prubeh ryhovani se odviji od mnozstvi a rozloZzeni zdsobnich
latek (proteind, lipida a polysacharidi) v cytoplazmé vajicka tzv. Zloutek. Zloutek je
obecné, jako piekazka pii ohrani¢ovani bunék v obdobi ryhovani. Ryhovani zavisi
nejenom na mnozstvi zloutku, ale také na jeho rozloZeni v cytoplazmé.

Lidské vajicko je oligolecitalni, izolecitalni a holoblastické. Ryhovani probiha totalné a
ekvalné. Zloutkové inkluze nejsou rozlozeny stejnomérné po celé cytoplazmé vajicka a

projevuje se to v zacatcich ryhovani, nestejnou velikosti nékterych blastomer.

2.5.3 Blastomera

Prvnim ryhovacim délenim se oplodnéné vajicko (zygota) rozd€li na 2 témeét stejné
blastomery, které jsou uloZené uvnitt zona pellucida. U pokust in vitro je zndmo, Ze
dvoubunééného stadia je dosazeno za 24-30 hodin po oplozeni. Dalsi déleni je
asynchronni. Jedna z blastomer mize byt o néco vétsi a déli se diive, takze nasleduje
prechodné trojbunééné stadium a blastomery jsou vétsi a mensi. Asi za 40-50 hodin po
oplozeni je dosazeno Ctyfbunééného stadia. Urcity nepomér ryhovani a rozdil mezi

velikosti blastomer je podminén tim, Ze Zloutek ani u lidského vajicka, klasifikovaného
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jako izolecitalni, neni v cytoplazmé rozloZzen zcela rovnomérné, coz se projevi v dal$im
prabehu ryhovani. VéEtsi blastomery se dé€li o néco diive.

Blastomery az do osmibunécného stadia jsou oddéleny od sebe hlubokymi ryhami, ¢imz
vynika jejich kulovity tvar. Uspofadani blastomer je pfirovnavano k plodu moruse,
proto tim padem nézev morula (lat. morus = moruse). V rané morule drzi blastomery
pomoci piilnavosti adhezivnich molekul CAMs (Cell Adhesive Molecules). V tomto
stadiu jdou blastomery experimentaln¢ snadno oddélit. Z kazdé blastomery se mize dal
vyvinout cely jedinec a pfirozenym fyziologickym oddélenim miize vzniknout
jednovajecna multiparita. Ryhovani probiha béhem postupovani zygoty vejcovodem,
coz pomahd zajistovat tasinkovy pohyb epitelu vejcovodu i peristaltika hladkého
svalstva vejcovodu. Po 60-70 hodinach po oplozeni je dosazeno stadia Sestnacti

blastomer.

2.5.4 Vyvoj blastocysty

Mitotickym dé¢lenim od osmibunééného stadia vznikaji dal$i blastomery, které se
vsouvaji dovnitf moruly. Mezi blastomerami se v povrchové vrstvé utvaieji tésné
mezibunééné kontakty (zonulae occludentes, tigh junctions). Morula dosahuje
kompaktnéjSiho vzhledu a odd¢€lujici se ryhy jsou méné zietelné. Na povrchu moruly
zUstava zachovana zona pellucida. V tomto stadiu vyvoje vstupuje pozdni morula do
d¢€lohy, to je asi tfeti den po oplozeni.

Rozdily mezi mezibunéénymi kontakty v jejich propustnosti se uplatiuji v prvém stadiu
diferenciace. Zevni blastomery se pfeméni v buniky zevni obalové vrstvy- budouci
trofoblast. Blastomery uvnitf atvaru vytvoii vnitini bunéénou masu — budouci
embryoblast. K procesu diferenciace dochazi kratce po vstupu moruly do délohy a obé
dvé tyto tkané se 1i8i funkei, strukturou i genovou expresi.

Trofoblast je schopen syntetizovat hormon choriovy gonadotropin (hCG), coz je
hormon stukturou i funkci podobny hypofyzarnimu luteiniza¢nimu hormonu (LH).
Vzhledem k ¢asnému zacatku tvorby se da detekovat v moci u zen jiz v 9. tydnu

gravidity. ZvySenym piijmem tekutiny z okoli, kterd prostupuje zonou pelucidou a
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hromadi se mezi buiikami vnitini bunééné masy a obalovou vrstvou, vznikne uvnitf
rozsahly prostor — dutina blastocysty (blastocel).

Buriky vnitini buné¢né masy se preskupi jako embryoblast k jednomu polu vzniklého
vacku zvaného blastocysta. Na povrchu je ohrani¢ena vrstvou plochych bun¢k obalu —
trofoblast a zona pelucida odpadne. V d€lozni duting zlistava volna blastocysta asi 2 dny
a 6. -7. den nasleduje jeji implantace do délozni sliznice. Blastocysta je specifickym

vyvojovym stadiem u savcil (Vacek, 2006).
2.6 Preimplantacni genetické vySetieni

2.6.1 Ukel

Preimplantacni genetické vysetfeni je soubor experimentalnich metod, které umozuji
vySetiit genetickou vybavu embryi vzniklych mimotélnim oplodnénim (in vitro
fertilizaci — IVF) jesté pied jejich zavedenim (transferem) do délohy matky.

Preimplantacni vySetfeni je jednou z dostupnych metod asistované reprodukce.
Podstatou preimplanta¢niho vySetfeni je selekce geneticky zdravych embryi spolu
s morfologickymi Kritérii pfi vybéru transferovaného embrya. Genetické vysetieni je
provadéno po odbéru (biopsii) jedné nebo vice bunék v ranych fazich vyvoje embrya.
Preimplantacni geneticka vySetteni spocivaji v analyze poctu a struktufe chromosomi,
ptipadné v cileném vySetfeni jednotlivych genti/sekvence DNA. Chromosomy jsou
uloZeny v buné¢ném jadie a jsou tvorené spiralizovanou molekulou deoxyribonukleové
kyseliny (DNA), ktera nese unikatni genetickou informaci kazdého jedince.
Odbioptovany materidl z embryi je vySetiovan pomoci molekularné genetickych nebo

cytogenetickych metod.

2.6.2 Historie

Zacatky preimplantacni diagnostiky (PGD) se traduji na konci 80. let 20. stoleti
v Londyn¢.

Byla provedena analyza DNA z jedné buriky, pomoci PCR byla vySetifovana ptitomnost

chromosomu Y u paru s X — vdazanou recesivni chorobou -adrenoleukodystrofii
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(Handyside et al, 1990). Toto onemocnéni je velmi zavazné a spojené s mentalni
retardaci.

Preimplantacni geneticky screening (PGS) pomoci metody FISH (Fluorescen¢ni in situ
hybridizace) byl uskute¢nén v roce 1993. Pro vySetfeni byla pouzita jedna bunka —
blastomera, odbioptovana ze 4 denniho embrya. Bylo provedeno vySetfeni aneuploidii

chromosomi X, Y, 13,15,18,21 a 22 (Munné et al., 1993).

2.6.3 Druhy preimplanta¢niho vySetieni a indikace K jejich provedeni
V soucasnosti lze preimplantacni vySetfeni provést pouze na zaklad¢ indikace
klinického genetika, ktery peclivé prodiskutuje danou problematiku s konkrétnim parem

a nedirektivné nabidne mozné alternativy genetického vySetieni.

Na zékladé genetické konzultace 1ze indikovat dva druhy preimplantacniho vySetfeni:
a) Preimplantacni geneticky screening (PGS)
Preimplantacni screening je komplexni vySetfeni, kterym lze vyloucit odchylky
V poctu chromosomi, popiipad¢ jejich ¢asti. Tim je mozno snizit riziko potratu ¢i
narozeni ditéte s genetickou abnormalitou. U nekterych para pravé zvysené riziko
vzniku embryi s abnormalni chromosomovou vybavou vyrazné snizuje $anci na
otc¢hotnéni a porod zdravého ditéte.
Preimplanta¢nim screeningem je mozné vySetfit sporadické (nahodné) aneuploidie
embryi. K transferu jsou doporu¢ena embrya bez prokazanych aneusomii C¢i
rozsahlych segmentélnich nebalancovanych chromosomovych aberaci. Vysetfeni je
limitovano rozliSovaci schopnosti cca 20 Mb.
Indikace k PGS jsou:
e vyssi vék zeny,
e opakované t¢hotenské ztraty,
e neuspesné predchozi IVF cykly,
e porod nebo potrat plodu s vyvojovou vadou/ a nebo chromosomovou
abnormalitou,

e vyrazné€ zhorSené parametry spermiogramu,
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e pouziti spermii po TESE (odebrani spermii pifimo z varlete) nebo MESA
(odebrani spermii piimo z nadvarlete) pro IVF,
e stav po 1écb¢ onkologického onemocnéni ¢i ozafovani u jednoho nebo obou

partnerd.

b) Preimplantaé¢ni geneticka diagnostika (PGD)
Preimplanta¢ni diagnostika je cilena diagnostika familiarniho monogenniho
genetického onemocnéni nebo chromosomové abnormality. Tyto poruchy jsou
prendSeny s urcitou mirou rizika z generace na generaci a tim mtzou vést k postizeni
jedincti v roding. Zaroven projevem familiarniho genetického onemocnéni nebo
chromosomové abnormality mohou byt opakované téhotenské ztraty.
Indikace k PGD jsou:

e nosicstvi tzv. balancované chromosomové piestavby (obvykle translokace) u
jednoho nebo obou partnert,

e pfitomnost pocetnich zmén pohlavnich chromosomi (gonosomt), vcetné
mosaikové formy u jenoho nebo obou partnert,

e nosicstvi, tudiz 1 riziko ptrenosu zdvazného genetického onemocnéni, které je
zpusobeno poruchou jednoho genu (tzv. monogenni onemocnéni). V ptipadé
vySetfeni monogenniho onemocnéni, obvykle nema vysetfovany par poruchu
infertility, ale k podstoupeni vysetfeni je pfimé&je vyskyt postizeného ¢lena v
roding (Fragouli, 2007; Uflacker et al., 2014).

¢) Kombinace PGS a PGD
Kombinace preimplanta¢ni diagnostiky soubézné a preimplanta¢niho screeningu
je vySetieni familiarniho monogenniho genetického onemocnéni zaroven i s vySetienim

chromosomovych familiarnich aberaci.
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2.6.4 Metody preimplanta¢niho vySeti‘eni

a) Metoda fluorescen¢ni hybridizace in situ (FISH)
Metoda FISH je jednou z prikopnic metod preimplanta¢niho vySetfeni, které je
Vv soucasné dobé jiz obsoletni z hlediska screeningu chromosomovych abnormalit.
Vysetteni metodou FISH se diive pouzivalo pro preimplantac¢ni geneticky screening
(PGS) vybranych chromosomi (obvykle 5 vybranych nejcastéjSich
chromosomovych odchylek). Metoda je velmi limitovana technickou strankou
vySetfeni, kterd diagnostiku dosti limituje (Munné, 2002). Muze dojit k selhani
hybridizace (chybi signal nebo je jen velmi malo patrny), ptekryvu jader, anebo
neumyslné odmyti nékterych jader (pfi chybné fixaci).
Je ovSem nenahraditelnd a obvykle jedind moznost pro vySetfeni preimplanta¢ni
genetické diagnostiky (PGD) u nebalancovanych forem familidrnich translokaci
malého rozsahu, kde neni mozno pouzit metodu aCGH. Vice nez 5% vsech part,
které hledaji pomoc v centrech asistované reprodukce, jsou nositelé balancovanych
chromosovych abnormalit (Celep et al., 2006). Tito jedinci maji normalni fenotyp,
ale maji zvysené riziko produkce gamet s nespravnym poctem chromosomt.
Vysetfuji se bunécna jadra fixovana na podloZni mikroskopické sklo. Principem této
metody, je oznaceni n€kolika specifickych chromosomovych oblasti fluorescencné
znacenou sondou komplementarni k danému Gseku DNA. Vyhodnoceni se provadi
pomoci fluorescenéni mikroskopie. Metodou lze stanovit pocetni zmény
chromosomil, oznacenych zvolenou fluorescenéni sondou. Pfi provadéni
preimplanta¢ni diagnostiky (PGD) pro zjisténi nebalancované formy familidrni
translokace se jednd o ¢asti chromosomu ucastnici se této prestavby. Preimplantacni
diagnostikou (PGD) metodou FISH obvykle pfedchazi chromosomové vySetieni
rodi¢t pro ovéfeni piesnosti navrzené kombinace fluorescen¢nich sond (SET-UP).
FISH nelze vyloucit jakékoliv dalsi onemocnéni ¢i vyvojové vady plodu, které

nejsou zpusobeny zménou pocétu vySetiovanych chromosomovych oblasti.
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b)

d)

Komparativni genomové hybridizace (aCGH)

Komparativni genomova hybridizace je metoda, ktera tvofi spojeni klasické
cytogenetiky a molekularni genetiky. Vychazi z metody fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH). Byla vyvinuta pro sledovani a odhalovani genetickych zmén u
solidnich nadort (Kallioniemi et al., 1992) a v soucasnosti se velmi vyuziva pro

preimplanta¢ni diagnostku i preimplanta¢ni screening (Fiegler et al 2007).

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce PCR (z ang. Polymerase Chain Reaction) je jednou
Z nejbéznéjsich a nejvyuzivanéjsich molekularné biologickou metodou. Slouzi ke
zmnozeni (amplifikaci) specifickych tseki DNA a vyuZzivad procesii denaturace,
hybridizace a syntézy (replikace) DNA.

Je ve velké mife vyuzivana v diagnostice mnoha geneticky podminénych chorob,
které byvaji Casto vyvolany mutacemi, které méni pocet nukleotidi v ptislusnych
genech.

Nejcastéji vySetfované mutace jsou napiiklad mutace v genu CFTR - cysticka
fibréza (Handyside et al., 1992).

Déale mutace na chromosomu X -syndrom fragilniho X, Duschenova muskularni

atrofie a velmi zdvazné neurodegenerativni onemocnéni Hungtintonova chorea.

Karyomapping

Karyomapping je novd metoda, kterd je rychlejsi alternativou pro PGD
monogennich onemocnéni provadénych metodou PCR. Karyomapping je jedna
z nejmoderngjSich technologii genetického testovani embrya. Pomoci metody
karyomappingu se mohou provadét vySetfeni pro rliznd monogenni onemocnéni a
zaroven je mozno vysetfit screening aneuploidii vySetfovaného embrya. K transferu
jsou doporucena embrya bez zatéze dané¢ho genetického monogenniho onemocnéni

s normalni chrosomovou vybavou (Thornhill et al., 2015; Handyside et al., 2009).
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e) Sekvenovani nové generace (NGS - Next Generation Sequencing)
Sekvenovani nové generace NGS (z ang. Next Generation Sequencing) je metoda,
kterd v porovnani s klasickymi metodami sekvenovani umoziiuji pfedevsim rychlou
a cenov¢ priznivou produkei velkého mnozstvi osekvenovanych vzorkl najednou.
Je vyuzivano principu paralelizace procesu sekvenovani, kdy dochazi k sekvenovani
tisict az miliont sekvenci soucasné. Vysledkem je obrovska produkce vystupnich
dat, které se musi uttidit a analyzovat. Existuji fady riznych technologii, které¢ maji
své piednosti i nevyhody. Vyuziti této metody pro celogenomové sekvenovani, je
vlastné sekvenovani neznamych genomu tzv. de novo, sekvenovani jednotlivych
chromosomil, plazmidd, mitochondrii, muta¢ni analyzu a kvantifikaci jednotlivych

alel.
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2.6.5 Rizika preimplanta¢niho genetického vySetieni
Uspé$nost preimplanta¢nich genetickych vysetieni je limitovana:

e ziskanim dostate¢ného poctu kvalitnich a vyvijejicich embryi z IVF cyklu,

e tim, Ze pokud je u vSech embryi prokdzan abnormalni geneticky nélez, nebude
zadné z téchto embryi doporuceno k transferu (pfenosu do délohy),

e tim, ze 1 pfes dodrZzeni veskerych postupti laboratorni praxe a pouziti
odpovidajiciho technického vybaveni béhem vySetieni, nemusi vysledek
preimplantac¢niho vySetfeni poskytnout informaci o genetické vybaveé embrya se
stoprocentni jistotou (riziko nespravné diagnostiky),

e tim, ze embrya, kterd byla doporucena k transferu na zakladé preimplanta¢ni
analyzy mohou skoncit spontannim potratem, mimodéloznim t€hotenstvim nebo
umrtim plodu pfiblizné se stejnym rizikem jako t€hotenstvi vznikla spontannim

pocetim.
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3 Cil prace a hypotézy

1.

Osvétlit problematiku preimplantaéni analyzy a to predevSim vySetfeni —
preimplanta¢niho screeningu (PGS) a preimplantac¢ni diagnostiky soucasné
S preimplanta¢nim scrreningem (PGD/PGS).

Porovnat vysledky poctu euploidnich embryi u Zen, u kterych se vySetiovaly
embrya z vlastnich gamet, pocet euploidnich embryi, kde byly pouzity
darcovské gamety (tj. od darkyn do 32 let véku) a provedeno vySetieni
preimplanta¢ni screening (PGS)

Porovnat pocéty euploidnich a aneuploidnich embryi pfi vySetieni
preimplantaéni  diagnostika soucasné s preimplantacnim  screeningem
(PGS/PGD).

Hypotéza — se zvysujicim se vékem stoupa vyskyt sporadickych aneuploidii,
potvrdit/vyvratit porovnani poc¢tu normalnich/abnormalnich embryi pfi

vySetfeni preimplantac¢niho screeningu (PGS) dle véku matek.
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4 Materialy a metodika

Vysetfovany soubor obsahuje celkem 98 piipadt vysetfovanych klientek za rok 2014.
Analyzovali jsme 469 embryondlnich vzorkil trofoektodermu, vétSinou 4-10 bunck
zpéti nebo Sestidenniho embrya. Veékovy rozsah klientek byl 30 let az 49 let.
Pozadované vySetteni bylo provedeno na zaklad¢ genetické indikace a to bud
preiplantacni screening (PGS) nebo preimplantac¢ni diagnostika spolu se screeningem
pocetnich a strukturnich zmén ostatnich chromosomu (PGD/PGS).
Veskera vySetieni byla provedena v Genetické laboratoii v Centru IVF Prof. Zecha
v Plzni.
U nekterych klientek bylo indikovano vyuzit darované gamety (oocyty a spermie).
V nasem IVF centru plati pfisna kritéria pro darkyné vaji¢ek tak pro dérce spermii.
Darovani gamet je ptisné anonymni a je zcela bezplatné.
PoZadavky na darkyné darce oocyti a darce spermii:

e vék do 19-32 let,

e minimaln& SS vzdélani bez maturity,

e vyborny zdravotni stav (negativni serologické testy: BWR, HIV1/2, HbSAg, HCV),

e bez genetické zatéze v rodinné anamnéze (RA)

e normalni karyotyp a nepfitomnost mutace v genu CFTR.

4.1 VySetfovany biologicky material

4.1.1 Odbér vzorki (biopsie)
Pii biopsii jsou zvajicka (oocytu) nebo vyvijejiciho se embrya odebirany

nediferencované buniky, jejichZ odbér neovlivni dalsi vyvoj embrya.

Bioptovany biologicky material:
a) Polarni télisko
Polarni téliska jsou produktem meiotického dé¢leni a obsahuji 23 matetskych

chromosomil (1. polarni télisko) a 23 matefskych chromatid (2. polarni télisko). Pti
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b)

vySetfeni polarnich télisek je tedy testovana pouze mateiska chromosomova vybava
budouciho embrya, viz Obr. ¢. 1.
e u zralého vajicka — 1. polérni télisko (den 0 zarode¢ného vyvoje),

e oplozeného vajicka — 2. polarni télisko (den 1 zarode¢ného vyvoje).

Obrazek €. 1: Odbér polarniho téliska

(Autor: Pavla Novakova, IVF laboratof IVF Zentren Prof. Zecha, Plzet.)

Blastomera

Odbér se provadi 3. den vyvoje embrya, kdy se Setrné odeberou 1-2 buiky
(blastomery) z 6-10 bunétného embrya. VSechny bunky tohoto embrya jsou
totipotentni, muze ztakové kazdé bunky vzniknout cely organismus a timto

odbérem neni vyvijejici se embryo ohrozeno (Harper et al., 2010), viz Obr. ¢. 2.

Obrazek ¢. 2: Odbér blastomery

(Autor: Pavla Novéakova, IVF laboratoi IVF Zentren Prof. Zecha, Plzet.)
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3) Trofoektoderm
Odbér se provadi 5. - 6. den vyvoje embrya (blastocysty), kdy se Setrné odebere
nckolik bunék trofoektodermu. Z trofoektodermu se pozdéji v priubehu téhotenstvi
vyviji placenta, nejednd se tedy o zasah do tkani budouciho plodu. Tento typ odbéru
je mnohem produktivngjsi, nebot’ ziskdme vétsi pocet bunc¢k nez u odbéru jedné
nebo dvou blastomer. Diky tomu je geneticka diagnostika jednodussi a zaroven
robustnéjsi. Nevyhodou je zvySena pravdébodobnost mosaicistnich bunék (Chang et

al.,2013), viz Obr. ¢. 3, 4,5 a 6.

Obrazek ¢. 3: Pired odbérem treofoektodermu, blastocysta 5. den vyvoje

(Autor: Pavla Novakova, IVF laboratot IVF Zentren Prof. Zecha, Plzet.)

Obrazek €. 4: Odbér trofoektodermu

(Autor: Pavla Novakova, IVF laboratof IVF Zentren Prof. Zecha, Plzet.)
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Obrazek €. 5: Provedeni odbéru trofoektodermu

(Autor: Pavla Novakova, IVF laboratot IVF Zentren Prof. Zecha, Plzet.)

Obrazek ¢. 6: Odebrané buiiky trofoektodermu

(Autor: Pavla Novakova, IVF laboratof IVF Zentren Prof. Zecha, Plzeii.)

Po provedeni biopsie je embryo ihned ulozeno zpét do inkubatoru. Vzorek odebranych
bunék neni samostatné Zivotaschopny a je piedan do genetické laboratofe k danému
vySetieni.

NejcCastéji je pouzivan embryondlni materidl odebrany 5. den (vyjimecné 6. den) z
trofoektodermu embryonalniho vyvoje. Biopsie se provadi u embrya, které se jiz sklada
z vice jak 100 bungk, a proto je mozno odebrat vétsi pocet bunek (5-10), coz vyznamné

zvySuje presnost genetického vysetieni.
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4.2 Zvlastni opatieni béhem provadéni vySetreni

Jednotlivé faze vysetifeni se provadi v oddélenych prostorach, proto aby nedoslo ke
kontaminaci analyzovanych vzorki, pouzivanych reagencii i pfistrojového vybaveni.
Manipulace se vzorky primarniho odbéru a provadéni celogenomové amplifikace
(WGA) se provadi za dasledného dodrzovani podminek pro zamezeni kontaminace
vzorku cizorodou DNA.
Tato kontaminace by mohla zptisobit selhdni experimentu ¢i nespravny vysledek. Pro
minimalizovani kontaminace cizorodou DNA se dodrzuji nastavena pravidla:
e pouzivani vhodnych (jednorazovych) ochrannych pomtcek (laboratorni plast,
rukavice, Cepice a ustenka),
e pouzivani jednorazovych sterilnich rukavic bez pudru v priubéhu celé analyzy a
pii podezieni na znecisténi ihned rukavice vymenit,
e provadéni celého postupu v Cistém a dekontaminovaném laminarnim boxu
e pouzivani vhodného jednordzového dekontaminovaného spotfebniho materidlu
a sterilnich médii,
e centrifugovani mikrozkumavek vzdy po ptidani reagencii pted jejich dal$im
otevienim,

e minimalizovat dobu, po kterou jsou mikrozkumavky oteviené.

4.3 Priprava pacienta k odbéru
Embryondlni vzorky priméarniho odbéru jsou ziskdvany biopsii embryi vykultivovanych
vramci IVF 1é¢by v IVF centru, a proto jejich odbér nevyzaduje zadnou zvlastni

pripravu klientky.

4.4 Pufr pro biopsii

Ptipravu pufru 1x PBS (fosfatovy pufr), do kterého se po biopsii embrya odbioptovany
embryonalni vzorek odebira, ptipravuje laboratorni pracovnik genetické laboratofe.
Po provedeni biopsie embrya, zpravidla z trofoektodermu, ziskame jen nékolik bunék

(5-10) pro dalsi nasledné analyzy. Proto je velmi dulezité tyto odebrané bunky
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amplifikovat do pozadovaného mnozstvi DNA pomoci celogenomové amplifikace

(WGA).

4.5 Analyticka faze

45.1 Celogenomova amplifikace

Celogenomova amplifikace (WGA) byla provadéna pomoci komeréniho kitu SurePlex
™ DNA Amplification System. Celogenomovou amplifikaci provadime v pre - PCR
laboratofi a dodrzujeme vSechna doporuceni piesné¢ podle navodu vyrobce

(www.cambridgebluegnome.com).

Pii celogenomové amplifikaci tak dochdzi ke zmnozeni DNA odpovidajici kvality
z malého mnozstvi biologického materialu, ktery vstupuje do reakce. V reakci startuje
5-10 odbioptovanych bunék trofoektodermu z péti, pfipadné Sestidenniho embrya. Jedna
diploidni buiika obsahuje asi 6 pikogramti DNA. Pro ucely celogenomové analyzy je
zapotiebi DNA v koncentraci desitek nanogramt.

S malym mnozstvim vstupniho materidlu je spojeno vysoké riziko kontaminace pfi
manipulaci a odbéru embryonalnich vzorki. Sou¢asné muze nastat i situace selhani
amplifikace, preferen¢ni amplifikace a alelicky drop-out (Hughes et al., 2005; Sun et
al., 2005; Snabes et al., 1994).

4.5.1.1 Odbér kontrolnich vzorki

Pro vySetieni metodou aCGH a celogenomovou amplifikaci (WGA) je nutné odebrat ke
kazdému embryonalnimu vzorku kontrolni vzorek z okolniho prostiedni v posledni
promyvaci kapce. Pozadovano je také poskytnuti ¢istého vzorku kultivaéniho média
z aktualné pouzivaného baleni. Odbérovou sadu vzdy provazi rezervni zkumavky
S ¢istym transportnim pufrem, alesponi jedna z nich je vZdy ponechana neoteviena. Tyto

vzorky slouzi jako negativni kontrola v naslednych amplifikacnich reakcich.
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4.5.1.2 Kontrola uspéSnosti amplifikace pomoci gelové elektroforézy
Veskera manipulace s naamplifikovanymi vzorky probiha v Post — PCR laboratofi.
Po celogenomové amplifikaci (WGA) provadime kontrolu uspésnosti ziskani produktu

naamplifikované embryonalni DNA pomoci gelové elektroforézy, viz Obr. ¢. 7.

Obrézek €. 7: Priklad vyhodnoceni aspé$nosti amplifikace
Vysvétlivky: P1 - poz. kontrola; N - negat. Kontrola; C - kontrola kultiva¢. média;
vzorek €. 12/1 - neuspésna amplifikace embryonalniho vzorku, vzorek ¢&. 12/2, 15/3,

16/5 - uspésna amplifikace embryonalniho vzorku.

FLE

12/1 12/2 15/3 16/5 P1 N C12-1 C15-3 C16-5 Ladder

(Autor: Monika Pittrova (vlastni), IVF laboratoi IVF Zentren Prof. Zecha, Plzef.)

Po odecteni a zhodnoceni gelové elektroforézy muzeme ptistoupit k provedeni metody
aCGH.

45.2 Metoda aCGH

Metoda aCGH je preimplantatni geneticka analyza biologického materialu
pochéazejiciho z embryii, které jsou produkty koncepce in vitro. VySetieni se provadi na

platformé 24sure BlueGnome (Illumina).
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4.5.2.1 Princip metody

Metodou ,,single — cell“ a CGH je vySetfovan biologicky material, ktery pochazi
z ¢asnych stadii embryi. Z embryonalnich vzorkl je extrahovana DNA, nasledné je
mnohonasobn¢ zmnozena pomoci metody celogenomové amplifikace (WGA).

Uspé&sné naamplifikované vzorky DNA a referenéni genomova DNA jsou oznadeny
rozdilnymi fluorochromy. Poté¢ jsou nasledné spolecné hybridizovany na sklo Cipu
(mikroarray ¢ip). Po skenovani s vysokym rozliSenim se provadi vyhodnoceni pomoci
specialniho softwaru. Zmény poméru intenzit obou fluorochromti detekuji oblasti se
ztratou nebo ziskem celych chromosomil nebo jejich ¢asti.

Metoda je limitovana rozliSovaci schopnosti pouzité ¢ipové platformy.

Pouzivané platformy (limit rozliSeni):
e BlueGnome 24sure™ V3 (rozliSovaci schopnost cca 20Mb),

e BlueGnome 24sure™+ (rozliSovaci schopnost cca 10Mb).

4.5.2.2 Postup

Vysetteni arrayCGH je dvoudenni a provadi se pievazné Post-PCR laboratofi.
Pipetovani se provadi v Post- PCR digestofi.

Fluorescencni barvy je nutné maximalné chranit pied pifimym svétlem, a proto se
veskera manipulace s nimi provadi za tlumeného osvétleni.

Zaroven se identickd manipulace provadi se zkumavkami s nafedénymi znacicimi
mastermixy, naznafenymi vzorky a podloznimi skly (Cipy) s nahybridizovanymi
vzorky, které chranime pied svétlem — pouzitim aluminiové folie.

Vse provadime podle doporuc¢eného navodu vyrobcem a dodrZzujeme piesné stanovené

pokyny a doporuceni (www.cambridgebluegnome.com).
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Vysetieni je provadéno v n€kolika krocich:

a)

Fluorescen¢ni znaceni vzorku
Pred zacidtkem zahdjeni prace si pfipravime Hybridiza¢ni protokol (24 sure) a
ptislusny BlueGnome planer (V3,V+). Znaceni se provadi dvémi odliSnymi

barevnymi znac¢enimi (¢ervena a modra barva), (viz Obr. ¢. 8).

Obréazek ¢. 8: Priklad vyplnéného BlueGnome planeru

Male reference DNA

Slide layout

patient 1(14/2845) patient 1(14/28115)

atient 1(14/28,110) P1{24082014) |
patient 1{14/28n) Female patient 2(14/3611) ¢—— znaceno Cy3
| I I

stient 1(14/28,0) Prmziz patient 2(14/35,b| €—— znaceno Cy5
2ssossc

w
Barcode’

bottom

barcede

Female reference DNA

b) Kombinace, zakoncentrovani a hybridizace vzorki na mikroarray ¢ipy

Po skonceni znaceni se zkombinuji barevné znaCené vzorky piesné¢ podle
vyplnéného BlueGnome planeru. Po COT DNA se provede zakoncentrovani vzorki

a naneseni na mikoarray Cipy a hybridyzujeme obvykle do druhého dne.

Promyti ¢ipu

Promyvaci roztoky ptipravime vzdy Cerstvé a to maximaln¢ 1 den pfedem.
Promyvani cipli provaddime dle navodu a dodrzujeme piesné stanovené cas
v jednotlivych promyvacich roztocich.

Po promyti ¢ipt centrifugujeme mikroarray skla v centrifuze pti 190 rcf/ 3 minuty.

Poté rychle vlozime skla do nepruihledné krabicky a dame skenovat.
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d) Skenovani Cipi
Pted samotnym skenovéanim cipii provedeme kontrolu laseru (obvykle se provadi

pred zahajenim kazdého skenovani, nejméné vsak 1x za 14 dnt).

e) Hodnoceni ¢ipa
Vyhodnoceni ¢ipti provadi odborny vysokoskolsky laboratorni pracovnik.
Z vysetteni je vydan vysledkovy list s interpretaci vysledku pro zadajiciho 1ékare.
4.6 Postanalyticka faze
Radn& vyplnény a podepsany hybridiza¢ni protokol je spoleéné s planerem uchovavan
V papirové podobé v administrativni ¢asti genetické laboratotfe. Vystup z hodnoceni SW

BlueFuse je uchovavan pro kazdou pacientku zvI1ast’.

4.6.1 Archivace vzorki po WGA
Archivovany jsou pouze ty vzorky, které prosly tsp&$nou amplifikaci. Zkumavky jsou
oznaeny samolepicim Stitkem a uchovavany pii teploté nizsi nez -15°C nejméné po

dobu 5 let.

4.6.2 Archivace aCGH preparati
Preparaty jsou uchovavany v neprihlednych boxech pii laboratorni teploté po dobu

1 roku.

4.6.3 Interni kontrola kvality (IKK)

Ve shodé s pravidly jsou u preimplantaéniho vySetfeni metodou aCGH provadény

postupy interni kontroly kvality dle platnych smérnic.

4.6.4 Mezilaboratorni porovnani

Laboratof se ucastni pravidelné mezilaboratorniho porovnani. Pfednostné voli cast
v mezindrodnim externim hodnoceni kvality CEQA/CEQAS (http://lwww.ceqa-
cyto.eu/cyton/Home).
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4.6.5 Metrologicka navaznost

Metrologicka navaznost je zajisStovana a jsou dodrzovany orientacni a piesné hodnoty

v pracovnich postupech.

Hodnoty v pracovnich postupech mohou byt:

e  orientaéni: je pouzivano orienta¢ni metidlo, méfené hodnoty jsou uvadény pouze
pfiblizné (napiiklad ~15 min.),

e  presné: je pouzivano na meéfeni hodnot vyhovujici kalibrované meéfidlo nebo

pfistroj s integrovanym kalibrovanym métidlem, které vyhovuje danému pouziti.
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5 Vysledky
5.1 Celkovy soubor vysetieni aCGH za rok 2014

Za rok 2014 jsme v naSi genetické laboratofi vysSettili celkem 98 piipadt — klientek.
Tyto Kklientky absolvovaly v nasem centru 1é¢bu neplodnosti a zaroven vyuzily také
preimplantacni analyzy. A to bud’ vySetieni preimplanta¢niho screeningu (PGS), anebo
vySetfeni pro chromosomovou familiarni aberaci spojenou se screeningem pocetnich
zmén ostatnich chromosomi (PGD/PGS) pomoci metody aCGH. Z toho vySetfeni
PGD/PGS na platformé 24sure™+ absolvovalo 14 klientek a vysetteni PGS na
platformé 24sure™ V3 384 klientek (viz Tab. ¢. 1).

Tabulka €. 1: Pocet vySetieni za rok 2014 (klientky)

Pocet vySetieni za rok 2014 (klientky)

PGS/PGD (platforma 24sure™-+) 14
PGS (platforma 24sure™ V3) 84
Celkem 98

5.1.1 Celkovy pocet vysetienych embryi na obou platformach

Vysetiili jsme celkem 469 embryi, vySetfovany material ziskany pomoci biopsie
trofoektodermu a to vétsinou 4-10 bunék z péti nebo Sestidenniho embrya. Bylo
provedeno vysSetfeni pomoci metody aCGH a to na platformach 24sure Bluegnome
(Cipy 24sure™ V3 a 24sure™+), viz Tab. ¢. 2 a Graf ¢. 1.

Metodou aCGH jsou vySetfovany pouze ty vzorky, které prosly uspéSnou
celogenomovou amplifikaci s dostate¢nou vytéznosti produktu embryonalni DNA (dle

kontroly na elektroforéze).

Pocet vysSetfenych embryonalnich vzorkd za rok 2014 bylo 469. Ztoho bylo
analyzovano 366 embryi pomoci platformy 24sure™V3 a 103 embryi bylo vySetieno

pomaci platformy 24sure™-+, viz tabulka ¢. 2.
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Tabulka €. 2: Pocet vySetfenych embryi za rok 2014
(dle typu vySeti‘eni a pouzité platformy)

Pocty vySetienych embryi za rok 2014

Typ vySetieni Platforma | Pocet vySetienych embryi
PGD/PGS 24sure™ + 103
PGS 24sure™ V3 366
Celkem vySetienych embryi 469

Graf ¢. 1: Pocet vySetfenych embryi za rok 2014

(podle typu vySetfeni a platformy)

PGD/PGS 24sure™ +

366 “PGS 24sure™ V3
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5.1.2 Pocet vySetieni dle véku klientek a typu platformy

Celkovy pramér véku klientek byl 40,5 roku. VEk vysetiovanych klientek jsem rozdélila

do veékové skupiny 30-34 let, kdy na platformé 24sure™ V3 bylo vySetifeno 7 klientek a

na platform¢ 24sure™ + byly vySetfeny 4 klientky. Ve vékové skupiné 34-40 let bylo

na platform¢é 24sure™ V3 vysetteno 31 klientek a na platformé 24sure™ + bylo

vySetfeno 7 klientek. V posledni skupiné v 41-49 let bylo vySetieno 46 klientek na

platformé 24sure™ V3 a 3 klientky na platformé 24sure™ +. Celkové bylo vySetfeno
98 klientek, viz Tab. ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Pocet vySetieni podle véku klientek (vySetfeni metodou aCGH

24sure Bluegnome na platforméach 24sure™ V3 a 24sure™ +)

Pocet vySetireni podle véku klientek

VéEk vySetfovanych Pocet vySetieni/ Pocet vySetreni/ Celkovy pocet
klientek platforma 24sure™ V3 | platforma 24sure™ + vySetifeni
30-34 let 7 4 11
35-40 let 31 7 38
41-49 let 46 3 49
Celkem 84 14 98

Graf ¢ 2: Pocet vySetfeni embryi podle véku Kklientek metodou aCGH na

platformach 24sure™ V3 a 24sure™ +
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5.1.3 Vysledky vySetieni na obou platformach

V genetické laboratofi se provedlo dohromady vySetieni 469 embryonalnich vzorki, viz
Tab. ¢. 4 a Graf ¢. 2.

Ztoho bylo 167 embryi euploidnich (36%), 241 embryi aneuploidnich (57%),
nebalancované translokace byly nalezeny u 11 embryi (2%), nebalancovaneé translokace
spolu s aneupoidiemi byly analyzovany u 17 embryi (4%) a u 33 embryi (7%) nebyla
uspésna celogenomova amplifikace (WGA) nebo neuspé$na hybridizace na mikrocipech

array CGH.

Tabulka ¢. 4: Celkovy pocet vySetienych embryi metodou aCGH 24sure
BlueGnome (platforma 24sure™V3 a 24sure™ +) za rok 2014

Celkovy pocet vySetfenych embryi metodou aCGH

Embrya Pocet Podil v procentech
Euploidni embrya 167 36%
Aneuploidni embrya 241 57%
Nebalancované translokace 11 2%
Nebalancované translokace + aneuploidni embrya 17 4%

FA/FH 33 7%
Celkovy pocet vySetienych embryi 469
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5.1.4 Vysledky vySetieni PGD/PGS na platformé 24sure™-+

Metodou aCGH 24sure Bluegnome bylo provedeno vysetieni PGD/PGS na platformé
24sure™+ u 103 embryi. Z toho bylo nalezeno 16 euploidnich embryi s balancovanymi
familiarnimi chromosomovymi pfestavbami (¢i normalni sestavou - nelze rozliSit)
(16%), 53 aneuploidnich embryi (51%), nebalancované translokace u 11 embryi (11%),
nebalancované translokace a aneuploidie u 17 embryi (17%) a u 6 embryi byla
neuspésna celogenomova amplifikace (WGA) nebo netspésna hybridizace (6%), viz
Tab ¢.5a Graf ¢. 3.

Tabulka €. 5: Celkovy pocet vySetfenych embryi PGD/PGS metodou aCGH

Bluegnome platforma 24sure™ +

Celkovy pocet vySetienych embryi PGD/PGS metodou aCGH

Embrya Pocet Podil v procentech
Euploidni 16 16%
Aneuploidni 53 51%
Nebalancované translokace 11 11%
Nebalancované translokace+ aneuploidni embrya 17 16%
FA/FH 6 6%
Celkovy pocet vySetienych embryi 103

Graf ¢. 3: Celkovy pocet vySetienych embryi

& Euploidni

@ Aneuploidni

| Nebalancované translokace

H Nebalancované translokace+ aneuploidni embrya

@WFATH
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5.1.5 Vysledky vySeti‘eni PGS na platformé 24sure™V3

Metodou aCGH 24sure Bluegnome bylo provedeno vysetfeni PGS na platformé
24sure™V3 a byla provedena analyza u 366 embryi. Z toho bylo analyzovano 151
euploidnich embryi (41%), aneuploidnich embryi 188 (51%) a u 27 embryi byla

neuspésna celogenomova amplifikace nebo hybridizace (6%), viz Tab. ¢. 5 a Graf ¢. 4.

Tabulka ¢&. 6: Celkovy pocet vySetienych embryi PGS metodou aCGH BlueGnome

platforma 24sure™ V3

Celkovy pocet vysetienych embryi PGD/PGS metodou aCGH

Embrya Pocet Podil v procentech
Euploidni embrya 151 41%
Aneuploidni embrya 188 51%
Neuspésna analyza 27 8%
Celkovy pocet vySetienych embryi 366

Graf ¢ 4: Celkovy pocet vySetifenych embryi PGS metodou aCGH 24sure

BlueGnome platforma 24sure™ V3 za rok 2014

@ Euploidni embrya
51% " Aneuploidni embrya

® Neuspesna analyza
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5.1.6 Vysledky vyseti‘eni PGS u IVF cykli s vlastnimi gametami

Metodou aCGH bylo vysetteno v ramci PGS 52 klientek, které mély vlastni gamety.

Byla provedena analyza u 211 embryi. Primérny vék klientek byl 39 let. Z toho bylo

analyzovano 69 euploidnich embryi (33%), 128 aneuploidnich embryi (61%) a u 14

embryi (8%) byla neuspésna celogenomova amplifikace nebo neuspé$na hybridizace,

viz Tab. &. 7 a Graf. ¢. 5.

Tabulka ¢. 7: VySetfeni PGS metodou aCGH na platformé 24sure™ V3 (vlastni

gamety)

Vysetieni PGS na platformé 24sure™ V3

Embrya Pocet Podil v procentech
Euploidni embrya 69 33%
Aneuploidni embrya 128 61%

FA/FH 14 6%
Celkovy pocet vySetienych embryi 211

Graf ¢ 5: Celkovy pocet vySetfenych embryi PGS metodou aCGH 24sure

BlueGnome platforma 24sure™ V3 (vlastni gamety) za rok 2014

@ Euploidni embrya

4 Aneuploidni embrya

BFA/FH
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Rozdéleni podle veéku klientek u vySetfeni preimplantacniho screeningu (PGS) je

uvedeno v Tab. ¢&. 8 a Grafu &. 6.

Tabulka €. 8: VySetieni PGS pomoci metody aCGH platforma 24sure™V3 za rok
2014 (vlastni gamety)

VySetieni PGS pomoci metody aCGH platforma 24sure™V3 za rok 2014

VK Klientky krigrf:gk Poéeteﬁ:]lgi(;iidnich Pocet z:::]eglr):/?idnich FA/FH
30 let 2 4 4 0
31 let 1 2 0 0
32 let 1 2 5 0
33 let 1 1 5 0
34 let 1 5 5 0
35 let 2 4 8 5
36 let 1 5 8 0
37 let 5 12 16 0
38 let 1 3 1 1
39 let 6 10 4 5
40 let 5 8 26 5
41 let 8 6 11 0
42 let 6 6 18 1
43 let 2 0 5 1
44 let 9 1 20 5
45 let 1 0 1 0
gr?ulgf;? 52 69 128 14
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Graf €. 6: Vysetifeni PGS pomoci metody aCGH platforma 24sure™V3 za rok
2014 (vlastni gamety) v zavislosti na véku klientky
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14 Pocet euploidnich embryi 1 Pocet aneuploidnich embryi

V grafu je uvedeno, jak stoupa pocet sporadickych aneuploidii zaroven s vékem
Klientek.
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5.1.7 Vysledky vyseti‘eni PGS u IVF cykli s darovanymi gametami

Pii vySetteni PGS bylo analyzovano celkem 155 embryi s darcovskymi gametami,
z toho 133 darcovskych gamet- oocytu a 22 darcovskych gamet- spermii. Toto vySetieni
bylo indikovano pro 21 klientek. Primérny vek klientek byl 43,5 roku, ale vék darkyn
oocytt byl nizsi < 32 let, viz Tab ¢. 9 a Graf ¢. 6.

Tabulka ¢&. 9: VySetfeni PGS pomoci metody aCGH na platformé 24sure™V3 za
rok 2014 (darcovské gamety, darkyné mladsi <32 let)

Vysetieni PGS pomoci metody aCGH za rok 2014 (darcovské gamety)
VSechny
VéKk klientky 30-34 let 35-40 let 41-49 let vékové
kategorie
dArkvné oocvti 9embryi/ | 13 embryi/ | 111 embryi/ 133/
¥ yt 1klientka | 1klientka | 14 klientek | 16 klientek
darce spermi 6 embryi/ | 14 embryi/ | 2embrya/ 22/
P 1 klientka | 2 klientky 1 klientka 4 klientky
pocet embryi
s darcovskymi 15 27 113 155
gametami
pocet
klientek/ darcovské 2 3 15 23
gamety

Pomoci metody aCGH na platformé 24sure™V3 bylo vysetieno celkem 133 embryi,
euploidnich embryi bylo 72 (54%), aneuploidnich embryi 49 (37%) a u 12 (9%)embryi

byla neuspésna celogenomova amplifikace nebo hybridizace, viz Tab. ¢. 10 a Graf ¢. 7.

To dokazuje a potvrzuje hypotézu, Ze vyssi procento euploidnich embryi je dano tim, Ze
biologicky veék zen (darkyni oocytl) < nez 32 let a tim vyrazné klesaji procenta
sporadickych aneuploidii.
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Tabulka ¢. 10: Pocet vySetienych embryi u klientek s pouzitim darcovskych gamet
(oocytii) za rok 2014

Pocet vySetifenych embryi u klientek s pouZzitim darcovskych gamet (oocytii) za
rok 2014

Embrya Pocet Podil v procentech
Euploidni embrya 72 54%
Aneuploidni embrya 49 37%

FA/FH 12 9%
Celkovy pocet vySetienych embryi 133

Graf €. 7: Pocet vySetfenych embryi u klientek s pouzitim darcovskych gamet
(oocytii) za rok 2014

@ Euploidni embrya
14 Aneuploidni embrya

M nelspésna analyza
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6 Diskuse

Preimplantacni geneticka vysetieni pomoci metody arrayCGH jsou v dneSni dobé
pomérné nové molekularné — cytogenetické metody, které pomahaji detekovat genetické

abnormality v genomu embrya pted implantaci do délohy matky.

Preimplanta¢ni geneticky screening (PGS) umoziuje detekci ndhodnych aneuploidii

Vv genetické vybaveé embrya.

Preimplanta¢ni diagnostika (PGD) familiarnich chromosomovych aberaci se zamétuje
na detekci nebalancovanych chromosomovych piestaveb, jako jsou nebalancované

translokace a nebalancované rekombinantni produkty inverzi.
Preimplanta¢ni vySetfeni pomoci metody aCGH je jednim z ¢lankd mozaiky 1écby IVF.

Dulezitost preimplanta¢niho vySeteni spociva ve vyberu takového embrya, které nenese
zadnou genetickou vadu. Tim se zaroven zvySuje Sance implantace do délohy matky,

dosazeni uspésného otéhotnéni a nasledné porod zdravého ditéte.

Dtive byla hojné¢ vyuzivana metoda fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) pro
vySetfeni preimplanta¢niho screeningu (PGS). Tato metoda az na na vyjimky
nebalancovanych chromosomovych abraci malého rozsahu, nahrazena metodou aCGH.
V tom ptipad€ jiz neni moZné soucasné vySetieni celého genomu embrya, nybrZ jen

cilené chromosomové odchylky.

Podle literatury je feceno, ze ve srovnani vySetfeni preimplantaéniho screeningu (PGS)
pomoci metody FISH a vySetieni preimplanta¢niho screeningu (PGS) pomoci metody
aCGH, jednoznacné vitézi metoda aCGH (Yury et al, 2012; Harton et al, 2013).
Metoda aCGH, oproti analyze pomoci metody FISH jednozna¢né vede, protoze touto
metodou lze analyzovat vSech 24 chromosomu, na rozdil od metody FISH, kde se

provadi nejcastéji analyza 5-8 chromosomd.

Do vysledkti v mé praci bylo zahrnuto celkem 469 analyzovanych embryi. Z tohoto
souboru bylo 103 embryi vysetfovano v ramci preimplantacni diagniostiky soucasné
preimplantaéniho  screeningu (PGD/PGS) a 366 embryi vramci vySetieni

preimplanta¢niho screeningu (PGS).
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Z celkového pocCtu embryi vramci vySetfeni preimplantacni diagnostiky soucasné
preimplantaénim screeningem (PGD/PGS) a preimplanta¢niho screeningu (PGS)
embryonalnich vzorki bylo 36% embryi euploidnich, 57% aneuploidnich embryi, 2%
nebalancovanych translokaci a 4% nebalancovanych aberaci a soucasné i aneuploidnich

embryi a u 7% embryi byla netspé$na amplifikace/ hybridizace.

VySettenim preimplanta¢niho screeningu (PGS) metodou aCGH na platformé
24sure™V3 bylo vySetfeno 366 embryi, ztoho bylo 41% euploidnich, 51%

aneuploidnich embryi a u 8% embryi byla netispésna amplifikace/ hybridizace.

Vysetfenim preimplantacni diagnostiky a soucasné preimplantaéniho scrreningu
(PGD/PGS) metodou a CGH na platform&24sure™-+bylo vysetteno celkem 103 embryi.
Z tohoto souboru bylo 16% euploidnich embryi, 51% aneuploidnich, 11% byla nosi¢i
nebalancované translokace, 17% embryi neslo nebalancované chromosomalni aberace

soucasné s aneuploidiemi a u 6% embryi byla netspésna amplifikace/ hybridizace.

Vysetienim preimplanta¢niho screeningu (PGS) bylo vySetfeno 211 embryi u klientek
s vlastnimi gametami. Ztohoto souboru bylo 33% euploidnich embryi, 61%

aneuploidnich embryi a u 6 % embryi byla netspésna amplifikace/ hybridizace.

Vysetfenim v ramci preimplanta¢niho screeningu (PGS) s pouzitim darcovskych gamet
(oocyti) jsme analyzovali celkem 133 embryonalnich vzorka. Z tohoto souboru bylo
54% embryi euploidnich, 37% aneuploidnich a u 9% embryi byla netGspésna

amplifikace/ hybridizace.
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[ Zavér

Vysetfeni preimplantacniho screeningu (PGS) ma velky vyznam pfevazné u zZen
s opakovanymi potraty, netGspéSnymi IVF cykly ¢&i riziky téhotenskych ztrat.
Vysetfenim preimplanta¢niho screeningu (PGS) se zvysuje jejich Sance na otéhotnéni a

nasledny porod vytouzeného zdravého ditéte.

Vysetfeni preimplantacni diagnostiky a soucasné preimplantacniho screeningu
(PGD/PGS) ma wurcité vyznamnou a dulezitou roli u part s balancovanymi
chromosomovymi abnormalitami. Tyto pary, maji velké riziko porodu plodu

s nebalancovanou chromosomovou abnormalitou, bez ohledu na jejich vék.

Zaroven bych chtéla zdlraznit velkou a diileZitou roli preiplanta¢niho screeningu (PGS)
u zen napiiklad s pfedCasnym ovarialnim selhanim, s diagnézou polycystickych ovarii
nebo s genetickou vrozenou gonosomalni abnormalitou. Tyto zeny maji velkou $anci na
ot¢hotnéni a porod zdravého ditéte, nebot’ darované gamety pochazi od darkyn, které

jsou mladsi 32 let.

V moji préaci jsem shrnula provedeni a vyuziti metody aCGH, kterému ptedchazelo
provedeni celogenomové amplifikace (WGA). Celogenomovd amplifikace byla
provadéna jen z malého mnozstvi biologického materialu — trofoektodermu (asi 5-10
bunék)jsme pouzili SurePlex™ DNA Amplification System. Nasledné¢ bylo provedeno
znaceni fluorochromy Fluorescent Labeling System [dCTP] a vybrana platforma 24sure
BlueGnome od firmy Illumina dle citlivosti rozliSovaci schopnosti.

Na preimplanta¢ni screening jsme pouzili platformu 24sure™V3 s s rozliSovaci
schopnosti 20Mb a na vySetteni preimplantacni diagnostiky soucasné s preimplanta¢nim

screeningem (PGD/PGS) jsme pouzili platformu 24sure™ + s rozliSovaci schopnosti
10Mb.

V moji praci jsem potvrdila hypotézu, ze u klientek se stoupajicim v€kem stoupa pocet
sporadickych aneuploidii a tim stoupa riziko narozeni postizeného ditéte nesouci

chromosomalni odchylku.
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Zaroven jsem potvrdila, ze klientky, u nichz bylo indikovéno pouziti darcovskych
gamet, po vySetfeni preimplantacnim screeningem (PGS) mélo vyssi pocet euploidnich

embryi, ktera mohla byt doporu¢ena k embryotransferu.

Neni nic krasnéjsiho, nez naplnéna touha po matefstvi a naslednad vychova alespon z

poloviny biologického potomka péru, ktery ma problém s pocetim.
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