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Abstrakt

Analyza aneuploidii a studium meiozy u oocytit metodou komparativni genomové hybri-
dizace na DNA cCipu

Cetnost aneuploidii zvy3ujici se s vékem je hlavni pii¢inou poruch fertility, nebo porodi
postizenych jedincti. Aneuploidie vznikaji zejména v prabéhu meiotického d€leni. Ana-
lyzou vSech chromozomt u souboru polovych télisek odebranych po prvnim a druhém
meiotickém déleni metodou komparativni genomové hybridizace na ¢ipu bylo zjisténo,
ze vice nez polovina oocytii studovaného souboru byla aneuploidnich. Aneuploidie
vzniklé v disledku nondisjunkce béhem druhého meiotického déleni v souboru mirné
prevazovaly a naprostd vétSina chyb v prvnim meiotickém déleni byla zpisobena pied-
¢asnou separaci chromatid. Ackoliv aneuploidie byly detekovany u v§ech chromozomi,
nejvice chyb bylo zjisténo u malych akrocentrickych chromozomi. Mozné mechanismy
vzniku aneuploidii jsou diskutovany s ohledem na poznatky ziskané s vyuZzitim zZivocis-
nych biotechnologii u riznych druhti savct. Kli¢ova slova: poruchy meiotického délent,

nondisjunkce, polové télisko, chromozomové aberace, predcasna separace chromatid,

aCGH

Abstract
Aneuploidy analysis and study on oocyte meiosis using array comparative genomic hyb-

ridization

Aneuploidy frequency increases with advanced female age and results in infertility or
live birth of affected individuals. Aneuploidies occur mainly during female meiosis.
Polar bodies biosied from oocytes after first and second meiosis were analyzed using
array comparative genomic hybridization testing for all chromosomes. More than a half
of tested oocytes were aneuploid. Aneuploidies as a result of nondisjunction in meio-
sis Il were slightly more frequent than meiosis | errors. Premature chromatide predivisi-
on was absolutely predominant among errors occurring during meiosis I. Despite the
fact that aneuploidies were detected for each chromosome, most aneuploidies were de-
tected for small acrocentric chromosomes. Possible mechanisms of aneuploidy formati-
on are discussed in context of information obtained by the means of animal biotechno-
logies at different species of mammals. Key words: meiotic errors, nondisjunction,

polar body, chromosome aberations, premature chromatide predivision, aCGH



L UVOD ..ttt 8
2 LITERARNI PREHLED........ccooooviiiiiiiiniiierieieneniesseie s 10
2.1 MEIOZA ..ot 10
2.1.1 Profze Leoooeeeeeie s 10
2.1.2 MEtafAze L. ..oooviiiiiieie s 12
2.1.3 ANATAZE L ..o 12
2.1.4 TelOfAZE L..ceiiiiiiee e 12
2.1.5 Druhé meiotick€ d€lent...........ccceiiieiiiiiiiiiiiieer e 12

2.2  Meiotické poruchy oocytli vedouci ke vzniku aneuploidii...........cccooveivireennene 13
2.2.1 Poruchy prvniho meiotick€ho déleni............ccccoeiiiiieiiiiici e, 13
2.2.2 Poruchy druhého meiotick€ho delent ............covvviiiiiiiiiiiicc e 14
2.2.3 Kompenzace chyb béhem meiotickéh déleni ............ccceriiiiiiiiiiiiiiiie, 15

2.3 Meiotick€ pOrUChY U SAVCT .....eeiviiiiiiciiieieseese e 16
2.3.1 Meiotické poruchy v lidskych IVF oocytech .........cccovviviiiiiiiiiiie, 16
2.3.2 Meiotické poruchy a jejich studium u sav¢ich modelovych organismu....... 17

2.4 Moznosti studia lidskych 00CYtl ........cooveviiiiiiiiii e, 19
2.4.1 PGS ajeho postaveni v ramci PGD..........cccooviiiiiiiicii 19
2.4.2 Polova téliska a jejich lloha v rdmci PGS.........coooviiiiiii 21
2.4.3 BiOPSI€ POLOCYLU....vviuiiiiiiiiiiiieieesee e 21

3 CIL PRACE ......coooiiiiiiiiie e 23
4 MATERIALY A METODIKA ........cooooviiiieinieieeeeeeeeeeeseeees e en s 24
4.1 SOUDOI PACIENTEK ..o 24
4.2  Zisk a zpracovani lidskych IVF 00CYtl........cccooviiiiiiiiiiiiciccec s 24

4.3  Metoda komparativni genomové hybridizace na DNA ¢ipu pro studium
ANEUPLOIAIT U OOCYLT ..o.vveiiieiiieiee s 26

4.3.1 Celogenomova amplifiKaCe ............cccceiiiiiiiiiiiicccc 26



4.3.2 Oveéteni amplifikace DNA vzorku — elektroforéza ...........ccoccvvvvieiiiinnnnnnn 28

4.3.3  7ZnaCeni DINA.... .o 29

4.3.4 Hybridizace Na DNA CIP cveeiiiieiiiiiiiiiie ettt 30

4.3.5 Vymyvani nenavazané DNA ..........cccoiiiiiiiiiiiie e 30

4.3.6 Skenovani fluorescence na DNA CIipeCh .......coevviviviiiiiieii e, 31

4.3.7 Zpracovani dat pomoci software BlueFuse Multi a tvorba databaze ........... 31

4.4 Statistickd analyza dat .........cccccveiiiiiiiiiii 32

5 VYSLEDKY ...ttt 34

5.1  Vyskyt aneuploidii u studovanych vzorkil ..........cccoceviiiiiiiiiiiiiics 35

5.2  Chyby v prvnim meiotickém deleni ...........ccoeerireiiiiiiieice e 36

5.3  Chyby v druhém meiotickém déleni.............ccccvevviieiieiiie e, 39
54  Kompenzace chyb z prvniho meiotického déleni ve druhém meiotickém déleni

40

5.5  Meiotické poruchy a zastoupeni jednotlivych chromozomi............cccccveneene. 42

B  DISKUZE ... 46

6.1  Cetnost aneuploidii v OOCYIECH. ..........cvueveveereerereicieseeeeesee e, 46

6.2  Podil chyb v prvnim a druhém meiotickém déleni a jejich kompenzace.......... 47

6.3  Meiotické poruchy jednotlivych chromozomu.............cccoooveiiiiiiiiniiicneee, 50

6.4  Srovnani meiotickych poruch ¢lovéka s modelovymi organismy.................... 51

T ZAVER ...ttt 55

8 SEZNAM POUZITE LITERATURY .....ooviiiririnrinsisssssssssssssssssssssenns 57

9 SEZNAM TABULEK ......oiii e 64

10 SEZNAM OBRAZIU ... 65



1 UVOD

Meiotické déleni je jednim z fascinujicich biologickych procesi podilejicich se na ob-
rovské rozmanitosti, které jsme v pfirodé¢ svédky dokonce i vramci jednoho druhu.
Meioza je zakladnim kamenem pohlavniho rozmnozovani. Dochazi pfi ni ke snizeni
poctu chromozoml na polovinu a navic takovym zplisobem, ze dochazi k nahodné
kombinaci ptivodnich rodicovskych genomt tak, Zze kazda pohlavni butika vznikla mei-
6zou je co do obsahu genetické informace unikatni. Novi jedinci vznikli ndhodnou
kombinaci gamet po meiotickém déleni, jsou natolik variabilni, Ze je polozen nejen
pevny zéaklad pro jejich Gspésny individuélni vyvoj, ale zaroven vytvofeny i ty nejlepsi
predpoklady pro dalsi evoluci biologického druhu. Ackoliv vyznamu a principim mei6-
zy jakozto jednoho ze zakladnich biologickych procest je dobfe porozuméno, jedna se
na molekularni Urovni o velice slozity proces, jehoz fungovani nam stile zlstdva
z velké ¢asti skryto. Rychly vyvoj modernich metod a technologii nicméné postupné
umoznuje nahlédnout hloubéji a hloubé&ji do mechanismt, na kterych je meiotické déle-

ni postaveno.

Pfedmétem intenzivniho vyzkumu a snahy o dokonalé pochopeni jsou zejména me-
chanismy, které stoji za vznikem chyb v meiotickém dé€leni vedoucich ke vzniku chro-
mozomovych aneuploidii. Pocetni chromozomové aberace maji sviij ptivod predevsSim
V chybach béhem prvniho a druhého meiotického d€leni. Tyto chromozomové poruchy
daleko castéji vznikaji v pribéhu maternalni meidzy — oogeneze, k cemuz jisté ptispiva
1 fakt, Ze toto dé€leni miZe na rozdil od spermatogeneze trvat i n€kolik desitek let. Oocyt
totiz zustava v profazi prvniho meiotického déleni prakticky od narozeni az do okamzi-
ku ovulace. Meiotické déleni oocytu je dokonCeno az poté, kdy do né&j pronikne sper-
mie. Vzhledem k tomu, Zze soucasné spoleenské trendy maji za nasledek posun véku,
kdy Zeny uvazuji o t€hotenstvi, je otdzka studia meiotickych poruch oocytit velmi aktu-

alni.

Tak jako v mnoha jinych oborech, pfineslo i v této oblasti studium nékterych zvife-
cich druhit mnoZzstvi cennych informaci. Obrovskou vyhodou studia meidzy u zvirat je
jednak dostupnost studovaného materidlu ve velkém mnozstvi a absence etického fakto-
ru prinejmensim relativné k etickym hledisklim, kterd musime brat v Givahu u lidi. Za-

timco u c¢lovéka budeme kuptikladu téZko studovat pfimo metafazni oocyt a jeho



chromozomovou sestavu, u mysi to mozné je. Nabizi se tedy srovnani dostupnych vy-
sledkti analyz modelovych savéich organizmt s informacemi, které jsme schopni ziskat
pro lidské oocyty analyzou obou jejich polovych télisek, ktera je provadéna v pribéhu
preimplantacniho genetického screeningnu (PGS), jez se stal neodmyslitelnou soucasti
programu kvalitnich center asistované reprodukce a umoziuje vysettit chromozomovou

sestavu oocytu, nebo také embrya, jeste pied jeho zavedenim do délohy matky.

V poslednich tiech dekadach bylo vénovéano znacné usili vyvoji metod, jez by
chromozomové poruchy oocytll a ranych lidskych embryi dokazala odhalit rychlym a
robustnim zpsobem z minimalniho mnozstvi vstupniho materidlu (jedna buiika) a ktera
by byla zaroven cenové dostupnd a mohla byt pouzitelnd v rutinni praxi genetickych
laboratofi. V poslednich péti letech se masivnim zpisobem dokazala do PGS prosadit
dnes nejpouzivangj$i metoda komparativni genomové hybridizace na DNA c¢ipu
(aCGH), ktera vznikla na zacatku tohoto stoleti. Touto metodou je mozné ziskat infor-
maci o aneuploidiich vSech 24 chromozomu lidskych embryi do 12 hodin od odebrani
vzorku a tato metoda byla také vyuzita pro analyzu oocytil v této diplomové praci. Ana-
lyza oocytu je specificka v tom, Ze vyuziva dvou polovych télisek (PB1 a PB2) vznika-
jicich pfi dozravani a vyvoji oocytu. Genetické vySetieni téchto dvou produkti meiotic-
kého déleni ndm déava zrcadlovou informaci o chromozomové sestavé studovaného o00-
cytu, ktery proSel prvnim 1 druhym meiotickym délenim a navic umoziuje rozlisit ane-
uploidie vzniklé v prvnim meiotickém déleni nondisjunkci celych chromozomt od ane-
uploidii, jejichz pfic¢inou je pfedCasné rozdéleni sesterskych chromatid. Analyza polo-
vych télisek metodou aCGH v ramci PGS je tak obrovsky cennym zdrojem informaci o
maternalni meioze ¢loveéka a dava ndm nahlédnout do mechanismt, jez vedou k jejim

porucham.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Meioza

Pohlavni rozmnozovani organismii je mozné jen diky zvlastnimu typu bunééného d¢le-
ni, jehoz vysledkem jsou buiiky nebo produkty déleni, jejichz chromozomova vybava je
zredukovéna na polovinu oproti béZnym somatickym buiikdm daného organismu. Tento
proces se nazyva meioza, nebo téz redukcni de€leni, meiotické déleni, zraci déleni Ci
diive pouzivané heterotypické déleni. Meiotické d€leni rozdélujeme podle toho, zda
jeho produktem jsou samic¢i pohlavni buiiky (oocyty) na ooogenezi, anebo sam¢i po-
hlavni bunky (spermie) na spermatogenezi. Meiotické déleni probihajici v rdmci ooge-
neze je velmi odlisné od toho, které probiha v ramci spermatogeneze. Spolecné jsou jim
v podstaté jen zékladni principy. JelikoZ pfedmétem studia v této praci byly oocyty Zen,
v nasledujici kapitole vénované meidze byl pii charakterizaci meidzy kladen diiraz na

oogenezi tak, jak probiha u ¢lovéka (obrazek 1).

2
Oogeneze "
primarni '.' ...

1 primarni oocyt l l
oocyt

n
1 ‘/1 meiotické n
1 vajicko déleni

. ' prvni
sekundarni II.' - polové
oocyt ' ' l l télisko
2. meiotické
g N\, déleni
n n
. l 0 druhé pélové télisko
zraly oocyt - '
(vajicko) l
Obrazek 1.  Schéma meiotického deleni oocytu (internetovy zdroj:

www.slideshare.net)

2.1.1 Profaze I

Profaze prvniho meiotického dé€leni je nejdelsi ¢asti meidzy a dochéazi v ni k paro-
vani homologickych chromozomt a k rekombinaci chromozoma pivodem od otce a
matky. Do profaze meidzy I vstupuji diploidni primarni oocyty, jez se diferenciovaly
Z oogonii v prib&hu prenatdlniho vyvoje Zeny. Profaze prvniho meiotického déleni se

da rozd¢lit na pét Casti:
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Leptotene - V prvnim stadiu profaze chromozomy zacinaji kondenzovat a rov-

néz zacina parovani homologickych chromozom.

Zygotene - Pokra¢uje parovani homologickych chromozomi, které jsou ve vel-
mi tésném kontaktu, jez nazyvame synapse. Mezi parujicimi se chromozomy
dochazi k vytvofeni proteinové struktury zvané synaptonemalni komplex. Sou-

casn¢ pokracuje zkracovani a kondenzace chromozomti.

Pachytene - Dochazi k dalsimu zesileni chromozomd, které jsou stale v pevné
vazbé. Nyni jsou jiz jasné odlisitelné dva sparované homologické chromozomy,
které se oznacujici jako bivalenty a z pohledu chromatid tvofici tvz. tetradu. Pro
toto stadium profaze je typicky crossing-over. Je to mechanismus, diky némuz
dochazi ke vzajemné vyméné genetického materidlu mezi homologickymi
chromozomy. Principem crossing-overu jsou zlomy a ptekiizeni chromatid
Vv tetrad¢ a jejich opétovné spojeni, coz umoznuje vymeény ¢asti chromatid a tedy

i genovych lokust.

Diplotene - V tomto stadiu profaze dochazi k rozruSeni struktury synaptonemal-
niho komplexu a chromozomy se od sebe zac¢inaji oddélovat. Zistavaji spojené
pouze v mistech, kde doslo ke crossing-overu, tzv. chiazmatech. Proces prvniho
meiotického déleni je v porovnani s druhym meiotickym délenim slozitéjsi a trva
delsi dobu. V ptipadé lidskych oocytl je pak casovy faktor zna¢né proménlivy a
zavisi na véku, ve kterém zena ot€hotni. Oocyty 1. fadu, které¢ ptivodné vznikly
mitotickym dé€lenim v kiife vajecnikti, zastavuji své dalsi déleni v tomto stadiu
meidzy (zhruba do ti mésict veéku) a v tomto stadiu setrvavaji az do hormonalni
iniciace pokracovani dal§iho déleni. K té dochazi v puberté vlivem zmén hladiny
estrogendl a progesteronu. Nékteré oocyty tak mohou zustat ve fazi diplotene

prvniho meiotického dé€leni az 40 nebo v krajnim piipadée 1 50 let.

Diakineze — Dochazi k tvorbé déliciho vieténka, rozpadani jaderné membrany a
maximalni kondenzaci chromozoml. Chromozomy stale drzi pohromadé
Vv mistech chiazmat, av§ak mikrotubuly déliciho vieténka se pifipojuji na kineto-

chory chromozomil a ty se zacinaji pohybovat smérem k ekvatorialni roviné.
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2.1.2 Metafaze I

V prabéhu metafaze prvniho meiotického déleni dochazi k orientaci sparovanych chro-
mozomil smérem k opacnym polim déliciho vieténka, tak aby mohlo dojit ke spravné-
mu rozchodu chromozomi. Dochazi k zaniku chiazmat jejich postupnym posunem sme-
rem K telomeram. Jaderny obal se Gplné rozpada. V ptipadé oogeneze jiz v tomto stadiu
vznika oocyt II. fadu a jedna rudimentarni burika, prvni polové télisko. Tyto buiiky zl-

stavaji spojeny.

2.1.3 Anafazel

V pribéhu anafaze dochézi k odd€leni chromozomi tzv. disjunkci a nasledné-
mu rozchodu chromozomtli pomoci zkracovani mikrotubultl déliciho vieténka. Chromo-

zomy se dostavaji k polim déliciho vieténka.

2.1.4 Telofaze 1

V zavéru prvniho meiotického deleni dochazi k rozpadu déliciho vieténka a vzniku
dvou dcetinych buné¢k s vlastni plazmatickou membranou. Dochazi k obnoveni jaderné-
ho obalu a dekondenzaci chromozomi. Je velmi pravdépodobné, ze v piipad¢ oogeneze
je prvni polové télisko vydéleno jesté v pribchu telofaze 1. Délici vieténko zustava pa-
trné az dvé hodiny po tomto rozdé€leni, coz je dilezité pro bezpecnou biopsii v ramci
PGS (Montag et al., 2006). Vysledkem jsou dvé haploidni dcefiné bunky, kazda
s polovi¢ni sadou chromozomi. Ty jsou stile tvofeny dvéma chromatidami, které ale
diky procesu rekombinace nemusi byt totozné. Ndhodny rozchod chromozomu spolu

s vyménou homologickych usektli vytvari obrovsky prostor pro genetickou variabilitu.

2.1.5 Druhé meiotické déleni

Druhé ¢ast meidzy, druhé meiotické déleni, je svym charakterem velmi podobné mitoze
a sestava z profaze II, metataze 11, anafaze II a telofaze II. Profaze II je charakteristicka
opétovnou kondenzaci chromozomil a vytvorenim nového déliciho vieténka. Nasleduje
sefazeni v ekvatorialni rovin€ v rdmci metaféze Il a oddé€leni centromer tak, aby se ses-
terské chromatidy mohly pohybovat smérem k opaénym polim buniky (anafaze II).
V telofazi II se pak oddélené chromatidy, v tuto chvili jiz chromozomy, shromazd’uji u
polu bunky, vytvoifi se jaderné obaly a néasledné i dcefiné buiiky. V ptipad¢ oogeneze
dochdzi u Zzen k druhému meiotickému déleni az ve chvili ovulace, kterd vstup do dru-
hého meiotického déleni iniciuje. Dokonceno je pak az po proniknuti spermie do oocytu

II. fadu, po némz nasleduje vydé€leni druhého podlového téliska z oplozeného oocytu.
12



Ob¢ polova teliska jsou poté resorbovana a zanikaji. Nasleduje splynuti prvojader pu-

vodem z oocytu a spermie (obrazek 2.

Obrazek 2:  Oplozeny oocyt s patrnymi prvojadry. Mezi bunécnou sténou a zona
pellucida jsou viditelné prvni a druhé polové télisko (databdaze Sanatoria Repromeda)

2.2 Meiotické poruchy oocytti vedouci ke vzniku aneuploidii

Poruchy v meiotickém déleni jsou hlavni pii¢inou aneuploidii, se kterymi se mizeme
setkat u embryi a v nékterych ptipadech pak i u narozenych déti. Zivotaschopnost em-
ci vyvoj embrya negativné ovlivnit, patii chromozomové aneuploidie. Aneuploidie jsou
jednou z hlavnich pti¢in neuspésného otéhotnéni, potratl, vrozenych vyvojovych vad a
mentalni retardace (Hassold a Hunt 2001; Hassold et al., 2007). Bylo zjisténo, ze az
30 % vyvijejicich se lidskych embryi je aneuploidnich, pfi¢emz se zvySujicim se v€kem
matky muze byt toto ¢islo az dvojnasobné (Kuliev et al., 2005). Na tomto celkovém
poctu se pak nejvétsi mérou podili aneuploidie zptisobené maternalnimi meiotickymi

poruchami prvniho a druhého meiotického déleni (Hassold et al., 2007).

2.2.1 Poruchy prvniho meiotického déleni

Prvni meiotické déleni oocytu mize vyustit v chromozomové aneuploidie, jejichz me-
chanismem vzniku jsou bud’ nondisjunkce celych chromozomu tvofenych dvéma chro-
matidami spojenych centromerou, anebo ndhodna segregace sesterskych chromatid, u
kterych doslo k jejich pfedéasnému rozdéleni (Angell, 1991). Na obrazku ¢. 3 jsou na-
zorng zobrazeny vSechny mozné varianty chromozomovych poruch prvniho meiotické-

ho déleni. Normalni vysledek prvniho déleni jsou haploidni sady vzniklé rozchodem
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bivalentl tvofenych dvéma sesterskymi chromatidami spojenymi centromerou a to jak
v oocytu, tak i v pfislusném polovém télisku. Poruchy charakteru nondisjunkce vedou
bud’ ke kompletni ztraté¢ chromozomu v oocytu a zaroven k zisku dané¢ho chromozomu
Vv ptislusném polovém télisku, anebo k situaci opacné, kdy oocyt obsahuje jeden nadby-
te¢ny dvouchromatidovy chromozom, ktery pak v ptislusném poélovém télisku komplet-
n¢ chybi. V ptipad¢ poruch zplisobenych pred¢asnym rozdélenim sesterskych chromatid
je vdaném oocytu mozné zachytit bud’ zisk, anebo ztratu jedné chromatidy daného
chromozomu, ktera pak v pfislusSném polovém télisku zrcadlové bud’ chybi, anebo pie-
byva. V praxi je také mozné setkat se s oocyty, u kterych doslo k vétSimu mnozstvi
chromozomovych poruch v pribéhu meiotického dé€leni, a takové tedy mohou nést

kombinaci vySe uvedenych poruch (Handyside et al., 2012).

(if

Normadlni déleni
Zrata chromozomu /_\ Zisk chromatidy
\—‘/ IS
\ /

(6] fed I. déleni
ocytpﬁ_—/e enim

o £ )

Zisk chromozomu
Kombinace poruch

L W

Obrazek 3:  Schéma vsech moznych typu chromozomovych aneuploidii zpiisobenych
poruchami prvniho meiotického deéleni. Zobrazena vzidy chromozomova sestava oocytu
pro jeden chromozom a soucasné odpovidajici sestava chromozomu V prislusném prv-
nim polovém télisku. (Upraveno podle Kuliev a Verlinsky, 2004)

2.2.2 Poruchy druhého meiotického déleni

Mechanismem vzniku chromozomovych poruch druhého meiotického déleni vedoucim
ke vzniku aneuploidii je nondisjunkce chromozomil v anafazi II. Do druhého meiotic-

kého déleni vstupuji chromozomy, které jsou tvofeny dvéma sesterskymi chromatidami.
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Vysledkem nondisjunkce chromozomu po rozdéleni centromery je bud’ zisk chromo-
zomu V oocytu, anebo jeho ztrata s tim, ze druhé pélové télisko stejné jako v piipade
meidzy I obsahuje zrcadlovy obraz chromozomové sestavy, a tedy bud’ obé chromatidy
prislusného chromozomu, anebo zadny chromozom. Tyto situace jsou zobrazeny na

obrazku ¢. 4.

\ > )

Nom\alm déleni

-

Oocyt pred ll délenim

w > > Kombmace poruch
Ztrala chromotomu

|. Z:skchtomozomu \ /
= o N \

Obrazek 4:  Schéma vSech mozZnych typii chromozomovych aneuploidii zpiisobenych
poruchami druhého meiotického déleni. Zobrazena je vidy chromozomova sestava o0-
cytu pro jeden chromozom a soucasne odpovidajici sestava chromozomu v prislusném
polovém télisku (Upraveno podle Kuliev a Verlinsky, 2004)

2.2.3 Kompenzace chyb béhem meiotickéh déleni

Jak ukazaly nedavné studie, aneuploidie z prvniho meiotického déleni, jejiz pricinou
byla piedcasna separace sesterskych chromatid, nemusi vzdy vyustit v aneuploidni oo-
cyt (Fragouli et al., 2006). Tato chyba miiZze byt kompenzovana diky principu nahodné-
ho rozchodu chromozomt béhem druhého meiotického déleni priméarniho oocytu, ktery
je po prvnim meiotickém déleni aneuploidni. PfedCasné rozdé€leni sesterskych chroma-
tid v prvnim meiotickém déleni mlize mit za nasledek zisk jedné nadbyte¢né chromati-
dy, anebo ztratu jedné chromatidy v nové vzniklém primarnim oocytu. Tento aneu-

ploidni produkt meidzy I poté nasledné¢ vstoupi do meidzy II, kde dochazi k dalsimu
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déleni, jehoz vysledkem by méla byt haploidni buiika, sekundarni oocyt. V piipade, ze
V primarnim oocytu jsou pfitomny 3 chromatidy, je 50% pravdépodobnost, ze ona nad-
byte¢na chromatida bude vylouc¢ena v druhém polovém télisku a dojde tak k redukci
chromozomové sestavy zpét do euploidniho stavu. Mozny je i reciproky scénaf. Kdyz
ma po prvnim meiotickém déleni aneuploidni primarni oocyt pouze jednu chromatidu
pro dany chromozom, muze s 50% pravdépodobnosti dojit k jeho rozdéleni na druhé
polové télisko bez piislusného chromozomu, a tim padem je vysledny sekundéarni oocyt
opét euploidni a nese odpovidajici pocet chromozomil. Teoreticky by tak 50 % chyb
prvniho meiotického déleni zplisobenych piedasnym rozdélenim chromatid nemélo
hrat roli v budoucim zdarném vyvoji oplozeného oocytu, potazmo vyvijejicitho se em-
brya, protoze tyto chyby byly v poloviné ptipadi kompenzovany béhem druhého meio-
tického déleni. V praxi byla zaznamenana Gspésna kompenzace S Cetnosti 38 % u 125
chyb vzniklych v disledku piredfasné separace chromatid v meioze 1 (Handyside et al.,

2012).

2.3 Meiotické poruchy u savci
Meiotické poruchy vedouci k aneuploidiim jsou pozorovany nejen u ¢lovéka, ale také u

ostatnich savcl. Poznatky ziskané o aneuploidiich u riznych zivocisnych druht byly
ziskany na hospodatskych zvifatech nebo modelovych organismech s vyuzitim riznych
metod a postupt. Hospodatska zvifata jako je napiiklad prase ¢i krava se od modelo-
vych organismi jako je mys 1i§i zejména tim, jak byla zvifat Slechténa ¢1 jaké hybridni
linie modelovych organismu byly ve studii pouZity a tak, co se zda byt typické u mysi,
nemusi platit u prasete ¢i skotu a naopak. V této kapitole bude stru¢né popsano, co je
typické pro konkrétni skupiny savcill, u nichZ jsou aneuploidie studovany a to vcéetné

¢loveka, u kterého jsou zdrojem studia lidské IVF oocyty.

2.3.1 Meiotické poruchy v lidskych IVF oocytech

Klasicky popisovany mechanismus aneuploidii — nondisjunkce bivalentii v prvnim mei-
otickém déleni respektive chromatid ve druhém meiotickém délen,i byl dlouhou dobu
povazovan za hlavni pfi¢inu vzniku chromozomovych aneuploidii v meiéze (Gardner a
Sutherland, 1989). Tento model pficiny vzniku aneuploidii byl také popséan s vyuzitim
molekularné genetickych analyz trizomii u plodd po spontannim oplozeni, které sveédci-
ly o tom, Ze vétSina trizomii ma pivod v materndlni meidze. Heterozygotnost polym-

porfnich markeri ve vazbé¢ s centromerou pak byla brana jako znamka toho, ze hlavni
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pfi¢inou vzniku téchto poruch je nondisjunkce celych chromozomi v prvnim meiotic-
kém dé¢leni (Nicolaidis a Petersen, 1998; Hassold et al., 2007). Stanoveni karyotypu
oocytl v metafazi I1 u Zen podstupujicich IVF vSak ukazalo, Ze alespon ¢ast aneuploidii
nema puvod v chybném rozchodu celych chromozomi, ale pouze samostatnych chro-
matid, coz je pravdépodobné zplisobeno predcasnym rozdélenim sesterskych chromatid
VvV ramci bivalentu a takto pfedc¢asné rozdélené chromatidy pak ndhodné segreguji (An-
gell, 1991). Model piedcasného rozdéleni sesterskych chromatid také potvrdila studie
zaméeiend na detekci aneuploidii v oocytech vyuzivajici metodu FISH (fluorescen¢ni
in situ hybridizace) k analyze prvnich a druhych pélovych télisek, jejiz vysledky ukazu-
ji, ze vétsina poruch prvniho meiotického dé€leni byla detekovéana jako jeden nebo tfi
fluorescenéni signaly misto normalné piitomnych dvou signalt (Kuliev a Verlinsky,
2004). Nov¢jsim piistupem k vySetieni meiotickych poruch je pouziti metod, které
umoznuji vySetfit vS§echny chromozomy d¢liciho se oocytu u obou pdlovych télisek.
Rovnéz tyto metody poukazuji na vyznamné zastoupeni a dokonce prevahu chyb zpi-
sobenych ptredfasnym rozdélenim sesterskych chromatid v meidze 1. Handyside et al.
(2012) s vyuzitim metody aCGH dosel k zavéru, ze u Zen s vy$§im vékem tvofi pred-
¢asné separace chromatid 97% chyb v meidze 1. O néco vétsim dilem, nez by odpovida-

lo poloviné pak k aneuploidiim zjisténym u oocytd, pfispivaji chyby v meidze II.

2.3.2 Meiotické poruchy a jejich studium u savéich modelovych organismui

Nejpouzivanéj§im modelem pro studium meiotickych poruch je mys, kterd sama o sobé
neni idealnim organizmem pro studium faktort, jeZ ovliviwuji vznik aneuploidii. To je
dano pomérné kratkou délkou jejiho Zivota, coz znesnadnuje sledovani zavislosti poctu
meiotickych poruch na v€ku samice. My$ je také nesmirn€ plodnym organismem vy-
znacujicim se nizkym poctem meiotickych aneuploidii (0,1 — 1 %), ktery navic s vékem
neroste tak vyrazné jako u ¢loveéka (Koehler et al., 2006; Pan et al., 2008). V porovnani
s ¢clovékem mé mys také velmi odliSny karyotyp sestavajici z 20 kratkych akrocentric-
kych chromozomi, které je od sebe velmi t€Zké rozeznat klasickymi cytogenetickymi
metodami. Pfes tyto problémy se Koehlerové et al., (2006) podatilo vySlechtit hybridni
linii zktizenim Mus musculus a Mus spretus, u které doslo v F1 generaci ke zvySeni
podilu aneuploidnich oocytli u mysi ve véku 4 tydnti na 10 % a u starSich samic ve véku
8 — 9 tydnii dokonce az na vice nez dvojnasobek, coz jsou hodnoty srovnatelné

s Clovékem. ZvySeni cCetnosti aneuploidii bylo dosazeno divergenci homolognich
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sekvenci obou druht, ktera zajistuje zménu poctu a pozic chiazmat. Meidzu mysi je pak
mozné studovat nejen na chromozomové, ale i na expresni urovni a diky tomu vétSina
hypotéz a poznatkii o plivodu aneuploidii byla ziskana pravé s pomoci mysiho modelu
(Pan et. al., 2008). V soucasné dobé je intenzivné zkouman vliv ztraty funkce proteino-
vého komplexu tvofeného koheziny na ptredCasné rozdéleni sesterskych chromatid
v meidze I (Nasmyth a Haering, 2009). Koheziny hraji dtlezitou tlohu pii fazeni biva-
lent v metafazi 1. Pokud neni zajisténo, ze sesterské chromatidy jsou pevné spojeny
centromerou po celou dobu prvniho déleni, neucastni se volné chromatidy mimo biva-
lent kontrolovaného rozchodu chromozomil a rozchézeji se ndhodné, coz mize vyustit
Vv pocetni chromozomovou aberaci (Chiang et al., 2010). Pozornost je rovnéz vénovana
porucham funkce SAC (spindle assembly checkpoint), coz je kontrolni bod, jez je zod-
poveédny za vstup buniky do anafdze a jeho poruchy mohou vést k pfed¢asnému rozcho-
du chromozomi ve chvili, kdy tyto jesté nejsou pIné sefazeny v ekvatorialni roviné na
konci metafaze (Musacchio a Salmon, 2007). Selhani funkce SAC v zavislosti na véku
samice je sice popsano u mysi v prvnim meiotickém déleni, ale s nejvétsi pravdépodob-
nosti je tento kontrolni bod nefunkéni i v nasledujicim druhém meiotickém déleni
(Kouznetsova et al., 2007; LeMaire-Adkins et al., 1997). Pozornost je vénovana rovnéz
vlivu hormonalni stimulace na mnozstvi aneuploidii a obecnému vztahu poctu aneu-
ploidii k véku samice, coz do budoucna mize pfinést cenné informace, na zaklad¢ kte-
rych pak bude mozné zlepSeni v 1é¢bé lidské neplodnosti (Roberts et al., 2005; Bean et
al., 2002).

Dalsi savci, u nichZ jsou meiotické aneuploidie studovany, jsou prase a skot. U pra-
sete a skotu jsou rozvinuté biotechnologické postupy véetné umélého oplodnéni, mani-
pulace sembryi a jejich transfer. Tyto postupy nasli dokonce komeréni uplatnéni
(Velasquez 2008; Okere a Nelson, 2002). V ramci téchto postupu, ale také v chovech
byly zaznamenany potraty a narozeni mlad’at s aneuploidiemi (Schmutz et al., 1996;
King, 2008). Ptedpokladalo se tedy, Ze by u téchto zivo¢ichit mohly byt v porovnani
s hlodavci 1épe vysledovatelné zékonitosti provazejici vyskyt aneuploidii u ¢loveka.
Presto je prozatim o meiotickych poruchach téchto savcl dostupnych pomérné malo
informaci. Analyza vSech chromozomu v praseCich oocytech metodou CGH pfinesla
informaci o relativné malém zastoupeni aneuploidii v samicich gametach (8,7 az 12,1 %

vV zavislosti na veku a linii prasat), které se se zvySujicim vékem neméni
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(Hornak et al., 2011). Kromé¢ této celogenomové metody byly u prasat provedeny i stu-
die vyuzivajici FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizaci) nebo klasické karyotypovani.
Vysledné pocty aneuploidii se vSak vzajemné velmi 1isi podle pouzité techniky vySetie-
ni, kultivace a linie prasat, a to od 3 % chromozomovych poruch zachycenych u chro-
mozomu 1 a 10 metodou FISH az po 10,8 % hyperhaploidnich oocytii (takovych, u kte-
rych bylo zjisténo vice chromozomi nez je béznéa haploidni sada) detekovanych meto-
dou klasického karyotypovani (Vozdova et al., 2001; Koenig a Stormshak, 1993).
Obecné se ma za to, ze nizky pocet aneuUploidii a absence jejich zvySujici se Cetnosti
Vv zavislosti na véku muize souviset s vysokou proslechténosti prasat na jejich plodnost.
V ptipad¢ mlééného skotu bylo detekei aneuploidii metodou FISH pro chromozomy 5 a
X zjisténo, ze 2% in vitro maturovanych oocytd bylo aneuploidnich. Dopoctem do
kompletni haploidni sady chromozomt (30) mlééného skotu tedy bylo odhadnuto, Ze
30 % oocytu je ancuploidnich a to za ptedpokladu, Ze se vSechny chromozomy ucastni
meiotickych poruch se stejnou Cetnosti (Nicodemo et al., 2010); Lechniak a Switonski,
(1998) pak opét u metafaznich in vitro maturovanych oocytt klasickou metodou kary-
otypovani zjistili pfitomnost 7,1 % hyperhaploidnich oocytii. Celogenomova analyza
chromozomu, jaka byla pouZita pro oocyty prasat, v pfipad¢ skotu chybi a dostupna data
jsou bohuzel v ptipadé metody FISH zatizena pomérné velkou chybou zptisobenou od-
hadem a extrapolaci dat na vS§echny chromozomy a v ptipad¢ klasického karyotypovani
pak rGznymi artefakty a jistou nedokonalosti detekce aneuploidii u skotu provadénou

timto zplisobem.

2.4 Moznosti studia lidskych oocytii

Zakladnim zdrojem pro studium meidzy u Zen jsou oocyty odebrané v ramci asistované
reprodukce a to bud’ pfimo Zenam, které z riznych diivodi nemohou spontanné otéhot-
nét, anebo darkynim oocytii. V ptipad¢ studia mechanismi, jez se podili na poruchach
meiotického dé€leni, je tedy mozné kromé oocytlh kompletné vénovanych vyzkumu, vy-
uzit zejména prvnich a druhych poélovych télisek, které jsou z oocytl zen odebirany

pti PGS.

2.4.1 PGS a jeho postaveni v ramci PGD

Preimplatnacni geneticky screening je jednou z metod preimplantacni genetické dia-
gnostiky. Rozdil mezi screeningem a diagnostikou je dan tim, Ze zatimco v piipad¢ dia-

gnostiky je pfedem znamo na jakou chromozomovou aberaci, nebo monogenni poruchu
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je potieba se u embryi zaméfit, screening slouzi k vylouceni numerickych chromozo-
movych aberaci vyskytujicich se s uréitou Cetnosti u kazdé zeny. Vzhledem Kk tomu, ze
podil aneuploidnich oocyti roste s vékem zeny (Hassold a Hunt, 2010), provadi se PGS
zejména zenam piiblizné od 30 let véku. Hlavnim pfinosem této metody je zvySeni
uspésnosti ot€¢hotnéni vybérem euploidniho oocytu, nebo embrya a urychleni 1é¢by ne-
plodnosti. Sekundarnim pfinosem, ktery vyplyva z principu metody, je snizeni mnoZzstvi
potratli a eliminace poctu téhotenstvi s poroditelnymi aneuploidiemi plodu, jakymi jsou
trizomie chromozomu 13, 18 a 21, nebo aneuploidie pohlavnich chromozomi. Naproti
tomu PGD je uréeno pro vylouceni embryi s rodicovskym haplotypem, jez se poji
s n¢kterym ze vzacnych dédicnych onemocnéni, anebo slouzi k detekci strukturnich
chromozomovych abnormalit, jakymi jsou translokace, inverze apod. Rozdil je také
V pouzitych metodach. Pro PGD dédi¢nych onemocnéni se v sou€asné dobé pouZiva
karyomapovani — Karyomapping (Handyside et al., 2009a), coz je v podstaté vazebna
analyza s vyuzitim ¢ipové technologie umoznujici detekci jednonukleotidovych poly-
morfizm napfi¢ celym genomem. Je to tedy metoda univerzalni, kterou lze vyuZit pro
jakykoliv lidsky gen. Pro PGD strukturnich abnormalit 1 PGS se v sou¢asnosti nej¢astéji
pouziva metoda aCGH (Fiorentino et al., 2011). Tato metoda piedstavuje velmi robust-
ni, spolehlivy a prakticky velmi dobfe vyuzitelny nastroj pro detekci pocetnich chromo-
zomovych abnormalit vSech lidskych chromozomi. V piipadé PGD strukturnich ab-
normalit jsou pak pfi zachovani stejného postupu pouze pouZity jiné Cipy, které posky-
tuji vyssi rozliseni v telomerickych oblastech, ¢imz se zvySuje detekéni schopnost u
velmi malych strukturnich chromozomovych ptestaveb. Obrovskou piednosti jak Kary-
omappingu, tak i metody aCGH v PGD strukturnich abnormalit je vySetfeni aneuploidii
vSech chromozomu ¢lovéka v ramci jednoho vySetieni (Handyside et al., 2009b; Mun-
né, 2012). Je tedy mozné fici, Ze v soucasnosti jiz vSechny moderni metody pro PGD
maji v sobé automaticky zahrnuto 1 PGS. Cilem je dosdhnout vyss$i GspéSnosti 1€cby
v podob¢ vyssi Cetnosti t€hotenstvi a v maximalni mozné mife eliminovat jak riziko
spontanniho potratu v disledku aneuploidie plodu, tak i narozeni ditéte s numerickou
chromozomovou aberaci. V dnes$ni dobé& v oblasti PGD ustoupila do pozadi biopsie
blastomery raného embrya a byla nahrazena biopsii trofektodermu z blastocyty 5., nebo
6. den vyvoje embrya (Schoolcraft et al., 2010). PGD rovnéz vstoupilo do doby, kdy
sekvenovani nové generace zac¢ina postupné vytlacovat dosud pouZzivané ¢ipové techno-

logie (Fiorentino et al., 2014). Biopsie obou podlovych télisek z oplozeného oocytu
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1écené zeny se v dnesni dob¢ dostala na okraj a predstavuje pouze zlomek z celkového
poctu provadénych PGS vysetteni. Ackoliv na okraji, vySetieni tohoto materidlu ma své
pevné misto ve spektru provadénych preimplanta¢nich vySetieni (Wells et al., 2002). Je
urceno zejména zenam nad 35 let, u kterych v ramci PGS chceme zjistit co nejvice 0

tom, zda konkrétni Zena jesté produkuje alespon n¢jaké euploidni oocyty.

2.4.2 Polova téliska a jejich uloha v ramci PGS

Pouziti polovych télisek ma v ramci PGS velmi specifické postaveni. Na rozdil od
ostatnich stadii biopsie totiz vySetfovany materidl nepochazi z vyvijejiciho se embrya,
které se jiz déli, ale z Cerstvé oplozeného oocytu, ktery dokoncil meiotické déleni. Diky
tomu je mozné ziskat informaci pouze o meiotickych aneuploidiich maternalniho pivo-
du. Na druhou stranu je vSak biopsie polovych télisek tou nejSetrnéjsi variantou zisku
materialu pro PGS vzhledem k tomu, ze se pdlova téliska netcastni dal§iho vyvoje em-
brya, ale jsou pouze vedlejsimi produkty meiotického déleni. Ackoliv vysetienim polo-
vych télisek nejsou ziskdny informace o aneuploidiich paternalniho a mitotického pt-
vodu, jsou naopak K dispozici témito poruchami nezkreslené informace o chybach
v oogenezi (Fragouli et al., 2011). Moznost vybrat embryo s nejlep$im implantaénim
potencidlem pfitom zistava zachovana, protoze meiotické aneuploidie jsou nejéastéjsi
pfi¢inou aneuploidie u embrya u starSich Zen. Vyhodou tohoto postupu je také to, ze lze
do jisté miry odhadnout, jaka je kvalita oocytu dané Zeny a s ohledem na tuto perspekti-

vu smérovat budouci 1é¢bu.

2.4.3 Biopsie polocyti

Prvni a druhé polové télisko jsou produkty meiotického déleni oocytu a k tomu, aby
bylo mozné je ziskat ke genetickému vysetfeni, musime proniknout do perivitelinniho
prostoru daného oocytu otevienim zony pellucida viz obr. 5-b a 5-c. V soucasnosti jedi-
né dva pfipustné a spolehlivé zplsoby jsou mechanicka a laserovd parcidlni disekce
zony (Cieslak et al., 1999; Montag et al., 1998). Otvor nesmi byt pfili§ velky, aby nedo-
Slo ke ztraté¢ nékteré z blastomer ryhujiciho se embrya, a naopak nesmi byt ani pfili$
maly, aby nedoSlo K uvéznéni embrya v prub¢hu hatchingu ve stadiu blastocysty viz
obr. ¢ 5-d (Montag a Ven, 1999). Biopsie prvniho a druhého pélového téliska mize byt
provedena postupné neboli sekvenéné anebo soucasné, simultann¢. Simultanni biopsie
vyzaduje pouze jednu operaci a tudiz je k oocytu Setrnéjsi. Idedlni je, pokud je tato me-

toda provadéna 8 az 14 hodin po fertilizaci. Pokud by se bioptovalo dfive, ziistava
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riziko pripojeni zbytkd vieténka k druhému polovému télisku, pozdé€jsi biopsie naopak
muze byt ohrozena dezintegraci a rozpadem polocytl, coz bylo ale problematické pre-
devsim pii pouziti metody FISH (Montag et al., 2006; Munné et al., 1995). Soucasna
biopsie obou polocyti mize v praxi rovnéz znamenat problém v rozliSeni prvniho a
druhého polového téliska. Postupna biopsie pak sice znamena dvé manipulace, nicméné
odpada problém s rozliSenim polocytll. Na obrazku €. 5 lze vidét jednotlivé kroky biop-

sie prvniho polového téliska (otevieni zona pellucida, nasati polocytu a jeho pienos).

Obrazek 5:  Biopsie prvniho polového téliska: a) holdingova pipeta, b), c) aspirace
zony, d) biopsacni pipeta, €) — i) postupné nasati a prenos prvaiho polového téliska (da-
tabadze Sanatoria Repromeda)
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3 CIL PRACE

e Cilem prace je zjiSténi Cetnosti riiznych typi chromozomovych chyb v prvnim

a druhém meiotickém déleni u oocyti, které vedou k jejich aneuploidiim

e Provedeni analyzy, s jakou frekvenci se jednotlivé chromozomy podili na meio-

tickych poruchéch

e Porovnani vysledku této prace s poznatky ziskanymi na jinych souborech oocyt

zen podstupujicich 1é¢bu neplodnosti

e Porovnani poznatkl ziskanych analyzou oocytil prasat a mysi s nasimi vysledky
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4 MATERIALY A METODIKA

Metodika této diplomové prace je rozdélena do Ctyt podkapitol. V prvni je stru¢né cha-
rakterizovan soubor pacientek, jejichz oocyty, respektive prvni a druhd podlova téliska,
byla pouzita k ziskani dat, u kterych bylo nasledn¢ mozné sledovat a vyhodnocovat po-
ruchy mei6zy. Druha Cast je vénovana zisku oocytt, jejich kultivaci, respektive kultiva-
ci embryi a nasledné¢ biopsii prvniho a druhého polocytu. Tieti a zarovei nejobsahlejsi
¢ast metodiky prace se tykd samotné metody genetické analyzy polovych télisek meto-
dou komparativni genomové hybridizace na DNA cCipu. Posledni ¢ast je vénovéana vy-

hodnoceni a statistické analyze dat o aneuploidiich v ramci meiotického dé€leni.

Tuto diplomovou praci jsem vypracoval se souhlasem vedeni Sanatoria Repromeda,
ve spolupraci s pracovniky Sanatoria Repromeda. VySetfeni metodou komparativni ge-
nomov¢é hybridizace na DNA ¢&ipu jsem provadél vzdy s dohledem nékterého
z molekularnich genetikli Sanatoria Repromeda. Velkou ¢ast téchto vySetieni jsem bud’
sam aktivné dé¢lal, nebo jsem byl pasivné pifitomen. Embryologickou cast laboratorni
ptipravy vzorki provedli vzdy pracovnici embryologické laboratofe Sanatoria Repro-

meda.

4.1 Soubor pacientek

Materidlem pro studium meiotickych poruch v této praci byly sady prvnich a druhych
polovych télisek odbioptované z ptislusnych oocytli Zen, které podstoupily 1écbu ne-
plodnosti s vyuzitim metody PGS. Jednalo se o zeny, které tuto 1écbu podstoupily
v letech 2014 a 2015 v Sanatoriu Repromeda v Brn¢. Vék pacientek byl vzhledem ke
smyslu pouziti této metody vyssi. Celkove se jednalo o 17 Zen s primérnym vékem 39,
3 let. Pro potteby této diplomové prace byla jména pacientek zaslepena stejné jako pro-
tokolova oznaceni jednotlivych cykld. Cykly byly nasledné ocislovany cislicemi od 1
do 23 a v ¢islovani nebylo nijak zohlednéno to, zda se jedna o prvni nebo dalsi cyklus

stejné Zeny.

4.2 Zisk a zpracovani lidskych IVF oocytii

Stejné jako v piipadé bézné provadénych cyklia s PGD/PGS a biopsii ve stadiu blasto-
mery piipadné blastocysty, bylo nejprve tieba provést hormonalni stimulaci, aby bylo

mozné najednou ziskat veétSi mnozstvi oocytid (tzv. kontrolovand hyperstimulace).
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Ziskané oocyty byly zpracovany a nasledné¢ pomoci intacytoplazmatické injekce sper-
mie (ICSI), nebo preselektované intracytoplazamtické injekce spermie (PICSI) oplod-
nény. Z oplozeného oocytu pak byla postupné odbioptovana ob¢ pdlova téliska vydéle-
na v prubéhu meidzy I a II, jeZ mohla nasledné slouzit jako vstupni materidl samotné

genetické diagnostice.

Ke stimulaci pacientek byly pouzity bézné stimulacni protokoly vyuzivané
v Sanatoriu Repromeda. Jednalo se o protokoly zalozené pfedevsim na rekombinantnich
preparatech obsahujicich folikulostimula¢ni hormon. Cilem aplikace téchto hormonal-
nich preparati je kontrolovana hyperstimulace pro nasledny odbér vét§tho mnozstvi
oocytd k oplozeni tak, aby bylo mozné vybirat k transferu to nejvhodnéjsi embryo. Sa-

motny odbér byl proveden pies poSevni sténu tenkou jehlou v kratké celkové anestezii.

Ziskané oocyty byly oplachnuty ptedehiatym (37°C) mediem G-MOPS™ (Vitroli-
fe) a ekvilibrovanym mediem G-IVF Plus (Vitrolife) a ulozeny do inkubatoru (Binder
CB150), kde byly ponechany v ekvilibrovaném G-IVF Plus mediu pii teploté¢ 37°C v
6% CO,. Po dvou hodindch byly oocyty ocistény (denudace) od kumularnich bunck
(ICSI Cumulase -ORIGIO), oplachnuty (G-MOPS a IVF medium) a poté pieneseny do
jiné kapky ekvilibrovaného IVF media v kultiva¢ni misce, ve které byly ponechany az
do doby oplozovani. Oplozeni bylo provadéno technikou ICSI (intracytoplasmaticka
injekce spermie do oocytu) zpravidla 2 hodiny po denudaci. Oplozené oocyty byly vra-
ceny do inkubétoru a po dvou hodinach byla provedena biopsie prvniho p6lového télis-
ka. Z diivodu snazsiho odliseni prvniho a druhého polového téliska, které je stéZejni pro
naslednou genetickou diagnostiku, byla zvolena metoda sekvenc¢niho bioptovani
S postupnou biopsii prvniho a az nasledné druhého polového téliska. Biopsie byla pro-
vadéna na mikromanipuldtoru Narishige mechanicky za pomoci hatchingové jehly a
biopsacni pipety o priméru 15 pm. Odbioptované oocyty byly uloZeny do kultiva¢niho
media jednotlivé do o€islovanych jamek a odebrana polova buiiky téliska byla prenese-
na do 1 ul PBS (Phosphate buffered saline - fosfatovy pufr s NaCl) v PCR zkumavkach.
Nasledujici den rano (cca 19 hodin po ICSI) byla zhodnocena fertilizace a spravné
oplozené oocyty (2 prvojadra) byly podrobeny odbéru druhého podlového téliska. Od-
bér byl proveden opét na mikromanipulatoru za pomoci biopsacni pipety a jiz vytvore-
ného otvoru v ZP (zona pellucida). Odebrana druha polova téliska byla opét prenesena
dol ul PBS v PCR zkumavkéch.
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Detaily a obrazova dokumentace samotné biopsie viz literarni piehled.

4.3 Metoda komparativni genomové hybridizace na DNA ¢ipu pro
studium aneuploidii u oocyti

V této praci byla pro PGS na polovych téliscich pouzita platforma aCGH firmy Illumina
(diive BlueGnome) s ¢ipy 24 sureV3. Jedna se o robustni nastroj pro rutinni diagnostiku
chromozomovych aneuploidii u ¢loveéka. RozliSeni ¢ipt 24sureV3 je piiblizné10 Mb.
Kazdy ¢ip ma dvé samostatna hybridiza¢ni pole s imobilizovanymi BAC klony, na které¢
je hybridizovana rizné fluorescencné znatend DNA dvou vzorkt. Fluorescencni signaly
na kazdém BAC klonu jsou softwarové vyhodnoceny a reprezentuji pocetni stav jednot-

livych chromozomil, piipadné 1 jejich mensich ¢asti.
4.3.1 Celogenomova amplifikace

Vstupnim materialem pro PGD/S je obecné vzdy minimalni mnozstvi biologického ma-
teridlu (jedna nebo n¢kolik buné€k), a proto je nutné pro dalsi zpracovani toto minimalni
mnozstvi DNA pomoci celogenomové amplifikace znasobit az na mnozstvi, které je
dostate¢né pro hybridizaci na DNA ¢ipu. V ptipadé této prace, tykajici se meiotickych
poruch s vyuzitim pélovych télisek, byl k celogenomové amplifikaci pouzit kit SurePlex
DNA Amplification System (Illumina), diky kterému je mozné amplifikaci polového
téliska ziskat 2-5ug DNA, kterd rovnomérné zastupuje cely genom, a je tedy vhodné pro
kvantitativni detekci aneuploidii v§ech 23 chromozomi pfitomnych v pélovém télisku.
Amplifikace DNA polovych télisek je dvoufazova. V prvnim kroku je s vyuZitim na-
hodnych primerii vytvofena knihovna, kterd je nasledné amplifikovana pomoci univer-
zalnich primeri nasedajicich na komplementarni sekvence vnesené na konce amplikont
béhem prvniho kroku, kterym je ptiprava knihovny. Vysledkem je amplifikace vzorku
DNA z polového téliska az 1 000 000krat, ptiCemz je zachovan vzijemny pomér
Vv zastoupeni sekvenci z riznych chromozomi tak, jak je tomu u vzorku ptred jeho am-
plifikaci. Vyhodou kitu SurePlex je rovnéZz ¢asova uspora. Celogenomova amplifikace
vzorku trvéa cca 3 hodiny a byla provadéna v mistnosti k tomu pfimo urcené. VSechny
kroky, v ramci kterych byly pfipravovany reakéni smési, byly provadény v laminarnim
boxu, ktery byl pfedem vysvicen UV lampou po dobu 30 minut. Z diivodu sniZeni rizika
kontaminace bylo také nutné pracovat v rukavicich, rousce, sterilni pokryvce hlavy a

jednorazovém chirurgickém plasti.
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Prvnim krokem amplifika¢niho protokolu je extrakce DNA. Do PCR zkumavky s
1 ul PBS pufru obsahujicim odbioptované polové télisko, bylo napipetovano 9 pl ex-
trakéni smési piipravené ze 4 ul extrakéniho pufru, 4,8 ul extrakéniho fediciho pufru a
0,2 ul extrakéniho enzymu. Smés byla vzdy pfipravena predem v zavislosti na poctu
vzorkd. V kazdé skupiné amplifikovanych vzorkli byl zafazen jeden vzorek jako nega-
tivni kontrola (1 pul PBS bez pélového téliska), aby bylo mozné vyloudit ptipadnou kon-
taminaci pouzitych reagencii. Zkumavky se vzorkem a extrakéni smési byly umistény
do termocykleru Bioer ur¢eného pouze pro amplifikaci vzork pro PGD/S a byl spustén

program viz tabulka ¢. 1.

Tabulka 1:  Program urceny k lyze bioptovaného materialu a extrakci DNA z bunky

Pocet cykld Teplota cas
1 75°C 10 min
1 95°C 4 min
1 RT udrzovat

Po extrakci nasledovala preamplifikace. Ke kazdému vzorku bylo napipetovano 5
ul preamplifikacni smési, ktera byla pfipravena smisenim 4,8 pl preamplifika¢niho puf-
ru s 0,2 pl preamplifika¢niho enzymu. PCR zkumavka byla poté opét vloZena do stejné-

ho termocycleru a byl spustén program viz tabulka ¢. 2.

Tabulka 2: Program urceny k preamplifikace lyzovaného vzorku (priprava knihov-

ny)
Pocet cykld Teplota Cas

1 95°C 2 min
95°C 15s
15°C 50S

12 25°C 40s
35°C 30s
65°C 40s
75°C 40s

1 4°C udrZovat

Poslednim krokem celogenomové amplifikace je béZznd PCR. K preamplifikovanym
vzorktim bylo napipetovano 60 ul amplifika¢ni smési tvofené 25 ul amplifika¢niho puf-
ru, 34,2 pl vody (soucast kitu) a 0,8 pl amplifikacniho enzymu. Poté byly zkumavky
op¢t vloZeny do termocycleru a spustén program viz tabulka €. 3.
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Tabulka 3:  Program urceny k posledni fizi amplifikace (PCR)

Pocet cykld  Teplota cas
1 95°C 2 min

95°C 15s
14 65°C 1 min
75°C 1 min

4.3.2 Ovéreni amplifikace DNA vzorku — elektroforéza

Po provedeni celogenomové amplifikace je nutné ovéfit, zda tato byla uspésna a zda se
podafilo ziskat dostate¢né mnozstvi DNA pro znaceni a hybridizaci. K tomu slouzi jed-
na z klasickych metod molekularni biologie — agardzova gelova elektroforéza DNA.
V pribéhu amplifikace vzorki v termocykleru bylo pfipraveno elektroforetické zatizeni
a nachystana agar6oza (AGAROSE I™, Amresco). Agardza byla pfipravena rozmicha-
nim 0,75 g agar6zy v 50 ml pracovniho TBE pufru (45 mmol/l tris, 45 mmol/l kyselina
boritd a I mmol/l kyselina etylendiaminotetraoctova — EDTA) a zaht4tim v mikrovlnné
troub&é po dobu nezbytnou k plnému rozpusténi agardzy a zpruhlednéni roztoku. Do
piipraveného roztoku bylo napipetovano 2,5 ul fluorescencni barvy GelRed™ urcené
k vizualizaci DNA, promichano a roztok byl nalit do vani¢ky na pfipravu agarézového
gelu. Byl vlozen hiebinek a gel cca 1 hodinu tuhnul. Poté byl hiebinek odstranén, gel
vlozen do elektroforetické vany a prevrstven pracovnim pufrem TBE. Do jamek gelu
byly napipetovany jednotlivé vzorky smichané v poméru 5 : 1 snanaSecim pufrem
(30% glycerol, 0,25% bromfenolova modr), ptiklopeno viko a vana ptipojena ke zdroji
napéti pro elektroforézu nastavenému na 130 V. Elektroforéza probihala pfi konstant-
nim napéti 5 V/cm a ukoncena ve chvili, kdy vzorky, respektive modra barva
V nanaSecim pufru doputovala do 2/3 délky gelu. To bylo cca po 20 az 25 minutach. Gel
byl vyjmut zvany, vizualizovan a zdokumentovanv geldokumentacnim systému
UVIDOC HD5, viz vzorova fotografie gelu se vzorky, obr. ¢. 6. Amplifikované vzorky
byly po ovéteni pouZity pro znaceni DNA a zbytek vzorkl byl uchovén pii -20°C pro

pfipadné nésledné pouziti.
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Obrazek 6:  Fotografie agarozového gelu potvrzujici uspésnou amplifikaci tii prvnich
polovych télisek (pozice oznacené 1, 2 a 3) a ti'i druhych polovych télisek (pozice ozna-
cené 4, 5 a 6), vlouceni kontaminace je po kazdé celogenomové amplifikaci potvrzeno
vizualizaci tzv. negativni kontroly (pouzité reagencie bez vysetrovaného vzorku — pozice
oznacend jako B, mezi pozici negativni kontroly a vzorky byla vynechana jedna jamka

()

4.3.3 Znaceni DNA

Vzorky amplifikované DNA byly znaeny pomoci fluorescencnich znacek Cy3 a CyS,
coz umoznilo rozliSeni vzorktl, jez vzdjemné soutézily o navazani na imobilizované
BAC klony naspotované na Cipu, coz je principem metody aCGH. Jednalo se o znaceni
enzymem Klenow, ¢ili §lo o prodluzovani nahodnych primert a inkorporaci fluorescen-
¢né znacenych nukleotidi dCTP. Ke znaceni DNA byl pouzit kit Fluorescent Labelling
System [dCTP] (Illumina). Pro lepsi organizaci laboratorni prace, vypocet objemu rea-
gencii a generovani znaciciho a hybridiza¢niho schématu vzorkd a referenéni DNA,
bylo pouzito makro v programu Excel poskytnuté vyrobcem (V3 planner v3, Illumina).
Z kazdého amplifikatu bylo napipetovano 8 ul do PCR zkumavek oznacenych dle labo-
ratorniho protokolu. To stejné bylo provedeno se vzorky referen¢nimi. Do kazdé zku-
mavky pak bylo pfiddno 5 pl ndhodnych hexamerd. Vysledna smés byla denaturovana
Vv termocycleru Bioer ur¢enému k postamplifikacnim reakcim 5 minut pii 99°C a na-
sledné byly zkumavky umistény na led na 5 minut. V nésledujicim kroku byly pfiprave-
ny dvé znacici smési Cy3 a Cy5 v pomeérech 5:5:1:1 pro reakéni pufr, smés nukleotidi
dCTP, Cy3/Cy5 a enzym Klenow. Z téchto znacicich smési bylo podle laboratorniho
planu napipetovano po 12 pl do pfislusnych zkumavek a ty inkubovany v termobloku
Benchmark pfi 37£1°C 2 hodiny. Nésledovalo smichani vzorkd a jejich pfiprava na
hybridizaci. Podle laboratorniho planu byly v 1,5ml zkumavce smichany vzdy jeden
vzorek zna¢eny Cy3 s jednim vzorkem znacenych CyS5 a stejné tak i referencni vzorky

(SureRef refernce male DNA a SureRef reference female DNA — Illumina). Do kazdé
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takto pfipravené smeési dvou vzorkid bylo pfiddno 25 pl Human COT DNA (Illumina).
Jednalo se o kompetitorovou DNA pro vyvazani repetitivnich sekvenci. Zkumavky byly
po promichani vlozeny do centrifugacni vakuové odparky Thermo, ve které probihalo
odparovani po dobu cca 35 az 40 minut pfi teploté¢ 65 °C. Po odpafeni zlstalo ve zku-

mavkach vzdy asi 3 pl smési ve formée gelovitého peletu.

4.3.4 Hybridizace na DNA ¢ip

Vznikl¢ pelety byly resuspendovany ve 22 pl DS hybridizacniho pufru, ktery byl piede-
hiat y na 75£1°C a nasledn¢ byla tato smés inkubovana pti 75£1°C po dobu 10 minut
ve vyhfivané vodni lazni Major Science. Vzorky byly centrifugovany a pomalu zchla-
zeny az na teplotu laboratofe. Hybridizacni smés byla nasledné nanesena ve formé kap-
ky doprostted kryciho skla o rozmérech 22x22 mm a opatrné piiklopena DNA Cipem.
Hybridiza¢ni smés se poté pomalu rozprostiela po celé ploSe kryciho skla, které v tu
chvili s mirnym pfesahem kopirovalo naspotovanou oblast Cipu. Pfipravené Cipy byly
umistény do predem zvlhcené (2x15 ul destilované vody) hybridiza¢ni komirky Arrayit
a hybridizovany ptfes noc pii teplot¢ 47+1°C (vyrobce doporucuje 3-16 hodin)

V hybridizac¢ni picce [llumina.

4.3.5 Vymyvani nenavazané DNA

Ne vsechna fluorescenéné zna¢ena DNA se v pribehu hybridizace navaze na Cip, anebo
muze dojit k jejimu nespecifikémun navazani. Béhem promyvani je potieba z Cipu
nejdiiv odmyt nenavdzanou DNA a v nasledném stringentnim promyvacim kroku rov-
néZ nespecificky hybridizovanou DNA, aby pozadi a nespecificky hybridizovanda DNA
nezkreslily intenzity specifickych fluorescenénich signali. Promyvani bylo provadéno v
nekolika fazich. Nejprve byly do Wheatonovych kyvet pfipraveny promyvaci roztoky
A, B a C viz tabulka ¢. 4. Jedna Wheatonova kyveta s roztokem C byla pfedehiata na
60+1°C. DNA ¢ip byl vloZen nejprve do roztoku A, aby kryci sklo mohlo sklouznout
z ¢ipu. Pokud sklicko nesklouzlo samovolné, bylo sejmuto z ¢ipu opatrné pinzetou. Na-
sledné byl ¢ip premistén do jiné kyvety s roztokem A a za stalého michani na magnetic-
ké michacce promyvan 10 minut pfi laboratorni teploté. Poté byl Cip presunut do kyvety
s roztokem B a opét za stalého michan vymyvan po dobu 10 minut pfi laboratorni teplo-
té. Nasledné byl Cip premistén do kyvety s roztokem C predehiatym na 60+1°C a bez

michéani inkubovan 5 minut ve vodni 14zni (stringenti promyvaci krok). Na zavér byl ¢ip
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pfemistén opét do kyvety s roztokem C a za stdlého michani na magnetické michacce
po dobu 1 minuty temperovan na laboratorni teplotu. Vymyty ¢ip byl osuSen diikladnou
centrifugaci po dobu 15 s vyuzitim centrifugy Labnet s adaptérem na sklicka. Suchy ¢ip
je pak pripraven ke skenovani a je nutné jej chranit pied svétlem v dodavaném original-
nim plastovém boxu, ktery alespon ¢astecné zamezi vysvécovani fluorescencnich zna-

%

cek.

Tabulka 4:  Slozeni a koncentrace promyvacich roztokit SSC (saline-sodium citrate)

Promyvaci roztok Objem Slozeni
A 1x 100 ml, 1x 250 ml 2x SSC/0,05% Tween20
B 1x 250 ml 1x SSC
C 2x 250 ml 0,1x SSC
Koncentrace
0% SSC 20x koncentrovany roztok standard sodium citrate
(3 mol/l chorid sodny 300 mmol/I citran sodny)
9% SSC 2xkoncentrovany roztok standard sodium citrate
(300 mmol/I chorid sodny, 30 mmol/I citran sodny)
1x SSC 1xkoncentrovany roztok standard sodium citrate
(150 mmol/I chorid sodny, 15 mmol/I citran sodny)
0,1x SSC 0,1xkoncentrovany roztok standard sodium citrate

(15 mmol/I chorid sodny, 1,5 mmol/I citran sodny)

4.3.6 Skenovani fluorescence na DNA ¢ipech

Cipy byly po hybridizaci skenovany na skeneru ScanRI (PerkinElmer), aby byly ziska-
ny hodnoty fluorescence pro jednotlivé spoty na Cipu. K ovladani skeneru byl pouzit
software ScanRI v1.0.0. (PerkinElmer) a Cipy byly skenovany pfi rozliSeni 10 um. Zis-

kana obrazova data byla uloZena ve formatu TIF a pouZita pro vyhodnoceni.

4.3.7 Zpracovani dat pomoci software BlueFuse Multi a tvorba databaze

Zpracovani fluorescen¢nich dat z naskenovanych Cipl probihalo automaticky pomoci
software BlueFuse Multi v 3.1 — 4.0 (Illumina). Vysledkem softwarové analyzy je graf
logaritmického poméru fluorescence (log2ratio). Ziskané hodnoty fluorescence jednot-
livych vzorkil jsou porovnavany s hodnotami ziskanymi pro referenéni DNA muzZského
pohlavi a s hodnotami ziskanymi pro referencni DNA Zenského pohlavi. Vysledkem

jsou grafy s vynesenymi hodnotami logaritmického poméru fluorescence pro vsechny
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chromozomy (BAC klony na ¢ipu), a to zvlast pro muzskou a zvlast’ pro zenskou refe-
rencni DNA (obr. X). Pokud je pocet kopii chromozomil u vzorku stejny jako u referen-
ce, hodnota log2ratio je nulova. Kladné hodnoty znamenaji zisk chromozomu, zdporné
hodnoty ztratu chromozomu. Pro hodnoceni aneuploidii je dilezité znat u kazdého
vzorku hodnotu X separace, kterou je u poélovych télisek primérna hodnota log2ratio
chromozomu X proti muzské referencni DNA. Zisky chromozomii odpovidaji bud’ hod-
noté X separace (pomer kopii 2:1), nebo 0,67 nasobku hodnoty X separace (pomér kopii
3:2). Ztraty chromozomu maji bud’ zapornou hodnotu X separace (pomér kopii 1:2),
anebo se v pripad¢ nulizomiii pohybuji vyrazné pod hodnotou X separace (pomér kopii
0:2, hodnota pozadi). Pii nasledném vyhodnoceni aneuploidii bylo postupovano podle

doporuceni vyrobce a s vyuzitim ziskanych grafii a hodnot X separace.
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Vysledny graf s naznaéenou hodnotou X separace

Obrazek 7. Vysledek vysetieni metodou aCGH. Na obradzku je vidét euploidni nalez
po vysetreni PB1. Osa x oznacuje oblasti jednotlivych chromozomu. Osa y pak vyjadru-
je hodnotu log2ratio. Pomocné cary pro zisky a ztraty, tzv. ,,copy lines “ vyznacuji ty-
pické hodnoty log2ratio pro pomeér fluorescence 3:2 (zelené) a 1:2 (Cervené). Na obraz-
ku jsou videt celkem tri grafy. 2 grafy srovnani testovaného vzorku s Zenskou a muzskou
referencni DNA, diky kterym je ziskana hodnota X separace. Ta je naznacend jako mod-
ra krivka ve vysledném grafu

4.4 Statisticka analyza dat

VSechna data, ktera byla ziskdna vradmci této prace, byla zpracovana do tabulky

v programu Microsoft Excel. Pro kazdou Zenu a vSechny jeji oocyty zvlast byl
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zaznamenan vek pacientky, pocet poruch v prvnim a druhém déleni, celkovy pocet po-
ruch a jejich reparace. Do tabulky byly nésledné zaneseny udaje o jednotlivych poru-
chach. Sledovano bylo, zda doslo k zisku nebo ztraté jedné ¢i dvou chromatid v rdmci
prvniho meiotického déleni. Zda doslo k zisku nebo ztrat€ v pritbéhu druhého meiotic-
kého déleni a na zaklad€ informaci z obou meiotickych déleni byly zaznamenany pii-
padné chromozomové kompenzace. Tato zdkladni tabulka byla posléze vyuzita pro

tvorbu dil¢ich tabulek a grafii.

Pro findlni vyhodnoceni byly vytvoieny tabulky obsahujici poCty euploidnich a
aneuploidnich vzorktl, pocCty a poméry chyb meidzy I a meidzy II, pocty kompenzac-
nich udalosti, a kone¢né i piehled vSech chromozomovych poruch napfi¢ v§emi chro-
mozomy. Kde to bylo kvuli ptehlednosti vyzadovano, byly vytvofeny v programu
Microsoft Excel grafy. V ptipadé rozlozeni aneuploidii mezi jednotlivymi chromozomy
byla pouzita linearni spojnice trendu, aby byla viditelnad pfipadna tendence vzniku po-
ruch smérem k vétSim ¢i k mensim chromozomim. V piipadech, kdy bylo potiebné
ovéfit, zda pozorovand Cetnost odpovida Cetnosti o¢ekavané, byla pouzita matematicko-

statistickd metoda testu dobré shody.
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5 VYSLEDKY

V letech 2014 a 2015 bylo v Sanatoriu Repromeda provedeno 23 cykli PGS, pfi kterych
bylo predevsim kvili vysSimu véku Zeny (nad 35 let) zvoleno vySetieni polovych téli-
sek. Jednalo se celkem 0 17 Zen, jejichz pramérny vek byl 39,3 let. Ve tfech piipadech
podstoupila zena dva cykly PGS s biopsii polovych télisek a v jednom piipadé bylo
zeng odebrano postupné pét oocytl ve Ctyfech po sobé jdoucich nativnich cyklech, nebo
cyklech s minimalni hormonalni stimulaci. Pocet vySetfovanych oocytii byl celkem 54,
coz znamend pramér 3,2 oocytu na pacientku. Pomoci metody aCGH se podatilo vyset-
fit 54 prvnich poélovych télisek a 54 druhych polovych télisek, ¢imz byla ziskéna data o
pruchodu prvnim a druhym meiotickym délenim pro 1242 part homologickych chro-
mozomu. Zakladni parametry studovaného souboru Zen jsou piehledné¢ uvedeny

V tabulce ¢. 5.

Tabulka 5 Zadkladni parametry studovaného souboru Zen

o v,y Primérny pocet
Primérny vék yp

Pocet Zen Sen Pocet IVF cyklt Ziskané oocyty  ziskanych oocytu
v na zenu
17 39,3 23 54 3,2

Pro uspésné vySetfeni aneuploidii oocytu je tfeba vySetfit ob& podlova téliska.
V prvnim meiotickém dé€leni se vzdjemné rozchazi pary homologickych chromozomu.
Kazdy z chromozomi je v normalnim piipadé¢ slozen ze dvou chromatid spojenych cen-
tromerou. Prvni polové télisko tedy obsahuje stejné mnoZstvi DNA jako kazdé diploidni
buiika pred replikaci a je z tohoto hlediska podobné blastomeie raného embrya. Druhé
polové télisko je produktem druhého meiotického dé€leni, pii kterém se po rozdéleni
centromer rozchazi jednotlivé chromatidy a ve srovnani s prvnim polovym téliskem
obsahuje pouze polovi¢ni mnoZstvi DNA odpovidajici haploidnimu genomu. VySetieni
prvniho polového téliska, které je obdobou vySetfeni jedné builkky. V naSem souboru
byla polova téliska bioptovana jen z takovych oocyti, které nejevily ani znamky 1yze,
ani degradace. V ramci prace se podafilo vysetfit obé polova téliska vSech 54 vysetio-
vanych oocytll, coz predstavuje Uspésnost vysetieni 100% (Tabulka ¢. 6). Diky tomu
bylo mozné vyhodnotit chromozomové sestavy vSech 54 sad pélovych télisek, coz bylo
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jednim z primarnich cilt této prace. Stoprocentni tispé$nost celogenomové amplifikace
jednobunééného materialu a nasledné také stoprocentné uspésna aCGH ukazuje na pre-
cizni praci a velkou zkuSenost bioptujicich embryologii, je potvrzenim robustnosti této

vysetiovaci metody a svédci o jejim dobrém zvladnuti na pracovisti.

Tabulka6  Podil uispésné vySetienych vzorkii

Uspésnost vyset-

Typ vzorku Odebrané vzorky Vysetrené vzorky feni (%)
PB1 54 54 100
PB2 54 54 100
Oocyt (odvozeno) 54 54 100

5.1 Vyskyt aneuploidii u studovanych vzorki

Dutvodem, pro¢ byla pro vysetifovani chromozomovych abnormalit zavedena metoda
aCGH, je jeji schopnost spolehlivym a robustnim zplsobem detekovat aneuploidie
vSech chromozomil ¢loveka a zjistit, zda se jedna o vzorek euploidni s normdlnim po-
¢tem chromozomi, anebo o vzorek aneuploidni obsahujici jednu, nebo vice odchylek od
normalu v podobé numerickych chromozomovych aberaci. V souboru vySetfovanych
sad polovych télisek bylo zjisténo celkové 27 (50 %) aneuploidnich prvnich pdlovych
télisek a 36 (67%) aneuploidnich druhych polovych télisek viz tabulka ¢. 7. Mezi aneu-
ploidnimi prvnimi pélovymi télisky byla nejcastéji zastoupena pdlova téliska s jednou
aneuploidii, a to celkem ve 14 ptipadech. U 13 prvnich polovych télisek pak byly pii-
tomny 2 az 4 aneuploidie a mezi aneuploidnimi prvnimi polovymi télisky je tak jen o
jedno vice téch, které obsahovaly jedinou chromozomovou aberaci. U druhych pélo-
vych télisek byly naopak Castéjsi aneuploidie vice chromozomil soucasné a v této sku-
piné bylo zjiSténo téZ vice aberaci v ramci jednoho vzorku. Z 36 aneuploidnich druhych
polovych télisek obsahovalo 21 vzorkli 2 az 6 chromozomovych aberaci. Jedna aneu-
ploidie byla pfitomna ve 14 vzorcich druhych poélovych télisek. Celkoveé bylo v nasem
souboru vyhodnoceno jako euploidni 23 oocytli (43%), a to vCetné téch, u nichz ve dru-
hém meiotickém déleni doSlo ke kompenzaci chyby z prvniho meiotického déleni. To-
muto jevu bude vénovana samostatna kapitola. Ze studovanych oocytii bylo 31 (57%
aneuploidnich). Pokud jde o pocet zaznamenanych aberaci, prevazovaly oocyty s vice
aneuploidiemi. V 17 piipadech bylo pfitomno 2 az 6 aneuploidii, v 14 pfipadech pak
pouze jedna aneuploidie. Ve studovaném souboru byla detekovana jedina
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chromozomova aberace zasahujici pouze ¢ast chromozomu, a proto nebyl divod tento

typ chromozomovych aberaci vy¢lenit do samostatného podsouboru.

Tabulka 7 Pocet euploidnich a aneuploidnich prvnich a druhych polovych télisek a
odvozeny pocet euploidnich a aneuploidnich oocytii

Material Euploidini Aneuploidni celkem
PB1 50 % (27/54) 50 % (27/54)
PB2 33 % (18/54) 67 % (36/54)

Oocyty (odvozeno) 43 % (23/54) 57 % (31/54)
25
20 21
15 17
13 ® 1 aneuploidie

10 1 [ 2 a vice aneuploidif

5 - I

0 T T 1

PB1 PB2 Oocyty
(odvozeno)

Graf 1: Pocet aneuploidnich prvnich a druhych pélovych télisek s jednou a s vice ane-
uploidiemi a odvozeny pocet oocytii obsahujici jednu, nebo vice aneuploidii

5.2 Chyby v prvnim meiotickém déleni

Numerické chromozomové aberace vznikaji v pribé¢hu meidzy I dvéma riznymi zplso-
by. V prvnim piipad¢ se jedna o nondisjunkci celych chromozomi, coz je klasicky mo-
del vzniku aneuploidii ¢asto popisovany v ucebnicich. Ve druhém ptipad¢ jsou deteko-
vané chromozomové aberace duisledkem piedcasného rozdé€leni sesterskych chromatid
Vv centromete jednoho ze sparovanych homologickych chromozomt a tento typ chyby

vV prvnim meiotickém déleni zcela pfevazuje.

Pti analyze aneuploidii oocytii pomoci polovych télisek je kli¢ové spravné od sebe
rozlisit chyby v meidze I vzniklé nondisjunkci od téch majicich svij pivod v pred¢asné

separaci chromatid. Spatné uréeni typu chyby miiZe v nékterych piipadech piimo vést k
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misdiagnoze chromozomového statutu vySetfovaného oocytu, a proto predstavuje nej-
vetsi riziko pti PGS analyzou poélovych télisek. Metoda aCGH vyuziva srovnani flu-
orescence znacen¢ DNA vzorku s fluorescenci kontrolni DNA s normalnim poctem
chromozomt. Je-li referencni DNA odvozena ze vzorku muzského pohlavi, pak muze-
me u vSech vzorkd polovych télisek ocekavat zisk chromozomu X oproti muzské refe-
renéni DNA a u kazdého vzorku nésledné odecist presnou hodnotu poméru fluorescence
vyjadienou na ose Y jako pomér logaritmt (log2ratio). Tato hodnota oznacovana jako X
separace se muze lisit mezi jednotlivymi vzorky a riznymi experimenty. Pokud se hod-
nota log2ratio pro urcity chromozom blizi kladné, nebo zaporné hodnoté X separace,
odpovida to ptitomnosti 4 chromatid, anebo v ptipad¢ zaporné hodnoty pfitomnosti jed-
né chromatidy v prvnim pélovém télisku. Odpovida-li hodnota log2ratio pro urcity
chromozom 2/3 hodnoty X separace, v polovém télisku se nachazi 3 chromatidy tohoto
chromozomu. Je-li zjisténa hodnota vyrazné nizsi nez zaporné vyjadieni parametru X

separace, polové télisko neobsahuje Zadnou chromatidu daného chromozomu.

Pfitomnost 0 chromatid, nebo 4 chromatid v prvnim polovém télisku je vysledkem
nondisjunkce. Pfitomnost 1, nebo 3 chromatid v prvnim polovém télisku je vysledkem
predc¢asné separace chromatid. U 54 vysetienych prvnich pdlovych télisek, byly zjistény
chyby v meidze I tykajici se 46 chromozomil. V pfipadé aneuploidii charakteru zisku
genetického materialu jsou zastoupeny pouze poruchy zplsobené predCasnou separaci
chromatid, kdy jsou misto normalniho po¢tu 2 chromatid pfitomny chromatidy 3 (cel-
kem 20 ptipadd) viz obr. €. 8. Nebyla zaznamenana situace, kdy by v prvnim p6lovém
télisku byly pfitomny chromatidy 4, coz by nasvédcovalo nondisjunkci chromozomové-
ho paru vedouci k nulisomii daného chromozomu v oocytu. Zbyvajicich 26 poruch 1.
meiotického déleni predstavuji ztraty genetického materialu, a to bud’ jedné (obr. ¢. 9),
anebo obou normaln¢ ptfitomnych chromatid (obr. ¢. 10). Ztrata jedné chromatidy byla
zjisténa celkové ve 25 piipadech. Zadna chromatida, jak je typické pro nondisjunkci
celych chromozomi, pak byla zaznamenana pouze jednou. Ze 46 chyb v prvnim meio-
tickém déleni byla tedy zjiSténa pouze jedna chyba zptisobena nondisjunkci homologic-
kého paru. Zbylych 45 chyb bylo zptisobeno piedCasnou separaci chromatid. Testem
dobré shody bylo ovéteno, ze predCasnad separace chromatid vede ke ztraté, ¢i zisku

chromatidy se stejnou ¢etnosti.
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Obrazek 8:  Vysledny graf po provedeni metody aCGH. Porucha prvniho meiotického
déleni — zisk chromatidy u chromozomu 9, 17 a ztrata chromatidy u chromozomu 1.
Modra kfivka zndazornuje X separaci proti muzské referencni DNA
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Obrazek 9:  Vysledny graf po provedeni metody aCGH. Porucha prvniho meiotického
déleni — ztrata chromatidy u chromozomu 16, modra krivka znazornuje X separaci proti
muzské referencni DNA
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Obrazek 10:  Vysledny graf po provedeni metody aCGH. Porucha prvniho meiotického
déleni — nondisjunkce celého chromozomového paru vedouci k nulizomii chromozomu
22 v prislusnéem PB1. Kromé této aneuploidie je z grafu patrny i zisk jedné nadbytecné
chromatidy u chromozomu 12 a chromozomu X.
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Tabulka 8 Zastoupeni typii chromozomovych aberaci zpiisobenych predcasnym roz-
delenim sesterskych chromatid u prvniho meiotického déleni.

Typ aneuploidie

3 chromatidy 1 chromatida X2 test (P) celkem
20 25 0,549 45

5.3 Chyby v druhém meiotickém déleni

V meioze II se po rozdéleni centromery rozchazi sesterské chromatidy a jedinou chy-
bou, ke které muze dojit, je nondisjunkce, kdy diky chybnému rozchodu skon¢i obé
chromatidy bud’ v oocytu, anebo v pélovém télisku. Druhé polové télisko tedy obsahuje
haploidni jednochromatidovou sadu a vysledkem nondisjunkce je bud’ jedna chromatida
navic, anebo Uplna absence chromatidy pro uréity chromozom. Piestoze se fakticky
jedna o zisk nebo ztratu chromatidy, 1ze v této fazi meidzy jiz pouzivat také oznaceni
chromozom. Metodou aCGH se nam chromatidové zisky projevi jako disomie

s hodnotou log2ratio odpovidajici hodnoté X separace. Ztraty chromatidy se jevi jako
nulisomie a hodnota log2ratio odpovida hodnoté pozadi a je vyrazné nizsi nez je zapor-
na hodnota X separace. Diky tomu je analyza druhého polového téliska oproti analyze
prvniho polového téliska mnohem snadnéjsi a spolehlivéjsi, ackoliv druhé polové télis-
ko obsahuje oproti prvnimu pouze polovinu mnozstvi DNA. U 54 vySetfenych druhych
polovych télisek bylo celkove detekovano 77 aneuploidii. Tyto aneuploidie jsou bud’
vysledkem nondisjunkce, a tedy chyby druhého meiotického d€leni, anebo jsou ptimym
disledkem ptedCasné separace chromatid v prvnim meiotickém déleni. Takové aneu-
ploidini nalezy, které jsou disledkem chyby v prvnim meiotickém dé¢leni, nejsou vy-
sledkem nondisjunkce, a proto je neni mozné pocitat a hodnotit jako chyby druhého
meiotického dé€leni. Z tohoto dtivodu jsou v tabulce ¢. 9. uvedeny pouze ty aneuploidie,
které skutecné vznikly pii meioze II jako disledek nondisjunkce a zarovei jsou zde
uvedeny tzv. chromozomové kompenzace. Jedna se o situace, kdy po vzniku aneu-
ploidie pii meiodze I je nasledné reciproka aneuploidie detekovana v PB2. Vysledkem je
kompenzace ptivodné vzniklé poruchy, a tim padem ,,reparace* dané aneuploidie. Ve
skupin€ nondisjunkci jsme u druhych polovych télisek detekovali 25 zisktli a 21 ztrat

chromozom. V ptipad€ kompenzaci chyb §lo o 19 ziskl a 13 ztrat chromozomii.
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Testem dobré shody bylo ovéteno, Ze zisky a ztraty jsou v obou skupinach zastoupeny

se stejnou cetnosti.
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Obrazek 11:  Vysledny graf po provedeni metody aCGH. Porucha druhého meioticke-
ho déleni — zisk nadbytecné chromatidy u chromozomu 11
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Obrazek 12:  Vysledny graf po provedeni metody aCGH. Porucha druhého meiotické-
ho déleni — Ztrata chromozomu 18

Tabulka 9:  Zastoupeni poruch druhého meiotického déleni. Nidhodnost zastoupeni
ziskiu a ztrat ve druhém meiotickém déleni byla ovérena testem dobré shody.

Typ aneuploidie

2 chr. Ochr. x2test(P) celkem
Aneup.(s uvazenim reparacnich mech.) 25 21 0,655 46
| Kompenzace chyb 19 13 0,377 32

5.4 Kompenzace chyb z prvniho meiotického déleni ve druhém meio-
tickém déleni

Chyby z prvniho meiotického déleni, které jsou disledkem piedCasné separace
chromatid, se mohou ve druhém meiotickém déleni kompenzovat. PfedCasna separace
chromatid v prvnim meiotickém déleni vede k tomu, Ze v oocytu zustane lichy pocet
chromatid urcitého chromozomu, a sice bud’ 1 chromatida, anebo 3 chromatidy. Tento
oocyt vstupuje do druhého meiotického déleni, pii kterém mulze byt porucha prvniho
meiotického déleni balancovana vydélenim druhého pdlového téliska s reciprokou abe-

raci vzhledem k prvnimu, takze vysledny oocyt je po dokonceni obou meiotickych

40



déleni z pohledu tohoto chromozomu euploidni (obr. ¢. 13). Kompenzace pied¢asné
separace chromatid z prvniho meiotického déleni se daji rozdélit na dva typy. Prvnim
typem kompenzace této chyby ve druhém meiotickém déleni je situace, kdy v prvnim
polovém télisku detekované 3 chromatidy jsou kompenzovany absenci chromatidy to-
hoto chromozomu ve druhém poélovém télisku. Druhy typ kompenzace je pak obracena
situace, kdy vydéleni pouze jedné chromatidy v prvnim pdlovém télisku je balancovano

pritomnosti dvou chromatid ve druhém polovém télisku.
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Obrazek 13:  Priklad kompenzace chyby prvniho meiotického déleni ve druhém meio-
tickém déleni (typ 2). (4) Vysledny graf po provedeni metody aCGH u PBI1 se ztratou
chromatidy u chromozomu 176. (B) Vysledny graf po provedeni metody aCGH u PB2 se
ziskem chromatidy u chromozomu 16

Ve studovaném souboru jsme vychazeli ze 45 chyb zpusobenych piedCasnou sepa-
raci chromatid v prvnim meiotickém déleni, kter¢é mohly byt ve druhém meiotickém
déleni kompenzovany. ProtoZe ve druhém meiotickém déleni se v takovém piipad¢ roz-
chazi lichy pocet chromatid do dvou bunék, je mozné predpokladat, ze ke kompenzaci
dojde u poloviny chyb z prvniho meiotického déleni. K naSemu ptekvapeni jsme kom-
penzaci zaznamenali ve 31 piipadech a test dobré shody potvrdil dvoutietinovy podil
kompenzovanych chyb jako statisticky vyznamnou odchylku od ocekavané cetnosti
(P =0,017). Pti podrobngjsi analyze kompenza¢nich udalosti ve druhém meiotickém

déleni bylo zjisténo, ze prvni typ kompenzace byl ve studovaném souboru zachycen ve
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13 ptipadech z 20 moznych a test dobré shody nepotvrdil statisticky vyznamnou zménu
proti ocekavané Cetnosti kompenzace (50 %), (P = 0,264). Druhy typ kompenzace byl
pak zaznamenan v 18 pfipadech z 25 a test dobré shody vySel na hranici statistické vy-
znamnosti (P = 0,046), ale zjistény dvoutietinovy podil kompenzaci byl analogicky si-
tuaci zaznamenané v celém souboru. Ziskana data tedy ukazuji na to, Zze na zvySené
¢etnosti kompenzovanych chyb prvniho meiotického déleni se podili zejména kompen-
zace druhého typu, kdy dochazi ve druhém meiotickém déleni k rozchodu 3 chromatid
nekterého z chromozomil. Rozlozeni kompenzaci napfi¢ jednotlivymi chromozomy
kopiruje obecny trend poctu aneuploidii jednotlivych chromozomi, kterému bude vé-

novana nasledujici kapitola.

Tabulka 10:  Pocty kompenzaci chyb prvniho a druhého typu u jednotlivych chromo-
zomui. Prvni typ kompenzace: 3 chromatidy detekované v PB1,; 0 chromatid detekova-
nych v PB2; vysledna 1 chromatida v oocytu. Druhy typ kompenzace: 1 chromatida
detekovana v PB1; 2 chromatidy detekované v PB2; vysledna I chromatida v odpovida-
Jjicim oocytu.

Chromozom
Typreparace 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 X Celkem
Typ1l 0010000101021 0101011012 13
Typ 2 12020101010020130110200 18
Celkem 1212010202023 023112121?2 31

Tabulka 11:  Ovéreni nahodnosti kompenzace chyby prvniho meiotického déleni ve
druhém meiotiCkém déleni

Zik Ztrata  Celkem
Aneuploidie v PB1 20 25 45
Reparace 13 18 31

X2 test (P) 0,264 0,046 0,017

Kompenzace chyb z prvniho meiotického déleni druhym meiotickym délenim mize
mit za vysledek kompletné euploidni oocyt. Ve studovaném souboru 54 oocytli bylo
vyhodnoceno jako euploidni 23 oocytl a z nich 4 euploidni oocyty byly vysledkem me-
chanismu kompenzace chyb.

5.5 Meiotické poruchy a zastoupeni jednotlivych chromozomii

Dal$im cilem této prace bylo zaméfit se na analyzu aneuploidii z pohledu jednotlivych

chromozom a zjistit, zda jsou n€které z nich zastoupeny u meiotickych poruch castéji
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nez jiné. Metoda aCGH umoznuje u vzorku vysetfit aneuploidie v§ech chromozomu
¢loveéka soucasné. U pdlovych télisek je mozné hodnotit aneuploidie 22 autozomu ¢lo-
veéka. Z pohlavnich chromozomt je mozné hodnotit pouze chromozom X, protoze
chromozom Y se u zdravych Zen nevyskytuje. Meidzy u Zen se tedy Ucastni celkem 23
ruznych chromozomi, jejichz zastoupeni v chybach prvniho a druhého meiotického
déleni bylo mozné v souboru vyhodnotit. V tabulce ¢. 12. jsou uvedeny veskeré aneu-

ploidie v§ech chromozom vzniklé v prvnim a druhém meiotickém dé€leni.

Tabulka 12  Celkovy prehled jednotlivych poruch obou meiotickych déleni zvidst pro
v§echny chromozomy

Chromozom

Material Typ aneuploidie

123456 7 8 91011121314151617 1819 202122 X Celkem

PB1 4 chromatidy 0 0 0 0 0 0O 0 0 0 0O O OOO0OO0OO0OOO0OOOO 0
3chromatidy 0 0 2 00001 211220101021112 20
l1chromatida 1 2 0 3 11 01 0100201502103201 25
Ochromatid 0 0 0 0 0 0O 0O 0 00O OOOO0OO0OO0O0OOO0OO0OT1O 1

Celkem 122311022212 40251231423 46

PB2 2chromatidy 0 0 0 0 0 2 01 014001042131150 26
Ochromatid 0 0 0 0 1 01 0103 010201321320 21

Celkem 000O01211117011243452470 47

Chromozomové aneuploidie byly bez vyjimky detekovany u v§ech 23 chromozom.
Mezi aneuploidiemi byly nejvice zastoupeny chromozomy 16 a 22 (9x). U chromozomu

19 a 21 bylo zjisténo shodné 8 aneuploidii.

Po vyneseni frekvence aneuploidii jednotlivych chromozomt do grafu byl zjistén
zajimavy rozdil mezi prvnim a druhym meiotickym délenim, pokud jde o podil jednot-
livych chromozomt na aneuploidiich, které jsou disledkem chyb téchto dvou po sobé
nasledujicich meiotickych dé€leni. Jak jiZ bylo popsano vyse, vétsina chyb v prvnim me-
iotickém déleni je zpusobena piedCasnou separaci chromatid (45 ze 46 chyb v meioze
). K pred¢asné separaci chromatid v mei6ze I dochazi u v§ech chromozomu s viceméné
stejnou Cetnosti s vyjimkou chromozomi 13, 16 a 21, u kterych bylo detekovéano vice
chyb (4 az 5) viz graf ¢. 2. Absence chromozomu 7 a 14 mezi chybami v prvnim meio-
tickém déleni jde zfeymé na vrub malému poctu vzorkil v naSem souboru. Naproti tomu
mezi chybami v meidze 11 zpusobenymi nondisjunkci byly vyrazné Castéji zastoupeny
malé chromozomy (graf ¢. 3.). Urcitou vyjimku v tomto ptipad¢ predstavovaly chromo-
zomy 11 a 20, které byly zastoupeny Castgji, respektive méné Casto nez by odpovidalo
jejich velikosti. Rozdily v ¢etnosti aneuploidii jednotlivych chromozomi mezi prvnim a
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druhym meiotickym délenim jsou dalSim potvrzenim toho, Ze mechanismy vedouci

k chybam v prvnim a druhém meiotickém déleni jsou zcela jiné.
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6 DISKUZE

Metodou aCGH se podaftilo uspésné vysettit vSech 54 sad prvnich a druhych poélovych
télisek bioptovanych z oocytli Zen podstupujicich 1écbu neplodnosti s vyuzitim metody
PGS. Vysettena byla vzdy kompletni sada chromozomd, tedy 23 chromozomu prvniho
polového téliska a 23 chromozomul druhého polového téliska, které predstavuji v dané
fazi meidzy zrcadlovy obraz chromozomové sestavy oocytu. Diky tomu bylo mozné
odvodit, jestli je dany oocyt aneuploidni, nebo euploidni, zda ke vzniku aneuploidie
doslo v prvnim, nebo druhém meiotickém déleni a jakym mechanismem. Bylo také
mozné vyhodnotit ¢etnost kompenzace chyb vzniklych v prvnim meiotickém déleni
druhym meiotickym délenim a zjistit s jakou Cetnosti se na meiotickych chybach podile-
ji jednotlivé chromozomy. Ziskana data byla nakonec srovndna se znalostmi ziskanymi

studiem modelovych organismd.

6.1 Cetnost aneuploidii v oocytech

Uspé&snou analyzou a vyhodnocenim 54 sad prvnich a druhych pélovych télisek by-
la ziskana data o poc¢tu chromozomil v 54 oocytech, které dokoncily meiotické déleni.
V nasem souboru 17 zen, jejichz prumérny veék byl 39,3 let, jsme analyzou vSech chro-
mozomt metodou aCGH nalezli 57 % aneuploidnich oocyti (31 z 54). S vyuzitim kla-
sickych cytogenetickych metod a z analyz Cetnosti vyskytu aneuploidnich plodi u té-
hotnych zen je odhadovano, ze v bézné populaci Zen je vice nez 20% oocytu aneuploid-
nich (Eichenlaub-Ritter, 1998). Procento aneuploidnich oocytl roste s vékem a prudce
se zvysSuje béhem posledni dekady pfedchazejici menopauze Zeny, a tedy po 35. roku
Zivota zeny (Hassold et al., 2007). Analyzou 5 chromozomu (13, 16, 18, 21 a 22) meto-
dou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) u obou polovych télisek v ramci PGS na
souboru 20 000 oocytti bylo zjisténo 40% aneuploidnich oocytii u Zen ve véku 39 let
(Kuliev et al., 2011) Zvazime-li omezeni metody FISH na 5 malych chromozomi oproti
analyze vSech chromozomt metodou aCGH a rostouci podil aneuploidii se zmensujici
se velikosti chromozomu, je mozné piedpokladat, ze Cetnost aneuploidii v naSem soubo-
ru je obdobna. Pokud z naSich dat ziskanych metodou aCGH vybereme pouze udaje o
aneuploidiich tykajicich se chromozomu 13, 16, 18, 21 a 22 je mozné dovodit, Ze meto-
dou FISH bychom teoreticky dospéli k Cetnosti 37% aneuploidnich oocytli u naseho
souboru Zen (20 z 54).
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Pfi srovnani se studii vyuzivajici stejnou metodu, a tedy aCGH, lze pak porovnat
procentudlni zastoupeni aneuploidnich oocytli pfimo diky informaci o meiotickych po-
ruchach vSech chromozomi. Geraedts et al., vroce 2011 publikoval vysledky studie
konané ve dvou evropskych centrech asistované reprodukce, kde se zaméfili na celko-
vou pouzitelnost metody aCGH pro rutinni vySetfovani polocyt v ramci PGS. Do této
studie byly zatazeny oocyty Zen s primérnym vékem 40 £2.9 let. Uspéiné bylo vysetie-
no 195 sad poélovych télisek, diky nimz mohl byt predikovan stav chromozomové vyba-
vy odpovidajicich oocytl. Ve 140 ptipadech (72 %) byla nalezena alespoii jedna aneu-
ploidie, zbylych 55 oocytl pak bylo euploidnich (28 %), coz je V porovnani s vysledky
primérmym vékem pacientek ve srovndvané studii a zejména vEtSim proporénim za-
stoupenim pacientek s niz§Sim vékem v nasem souboru (30 az 44 let). I v naSem malém
souboru je mozné pozorovat, ze narust po¢tu aneuploidii s vékem je spiSe exponencial-

niho nez linearniho charakteru.

S rostoucim vé€kem Zeny se nejen zvySuje celkovy pocet aneuploidnich oocytl, ale
pravdépodobné se rovnéz zvySuje zastoupeni oocytil s vy$§im mnozstvim meiotickych
poruch. Ve zpracovaném souboru bylo z celkového poctu 31 aneuploidnich oocytd 17
se dvéma a vice aneuploidiemi (55%). Toto Cislo se shoduje s diive publikovanymi vy-
sledky 57 % oocytli se dvéma a vice aneuploidiemi v souboru 51 oocytl skupiny paci-
entek ve véku 40 az 42 let (Handyside et al., 2012). Tato studie rovnéz poukazuje na
velmi rychly néarGst v poctu aneuploidii oocytd v zavislosti na véku Zeny, kdyz
k hodnoté 87 % oocytl s vice aneuploidiemi u zen ve véku 43 — 45 let nabizi srovnani s
20 % ve skupiné Zen ve véku 33 — 36 let. Bod zlomu exponencialniho nartstu v poctu
aneuploidii u Zeny lezi zfejmé mezi 38 a 40 lety a je tedy mozné, ze v tomto intervalu se
muze Cetnost aneuploidii mezi studiemi nejvice liSit v zavislosti na pfesném sloZeni
studovaného souboru zen. Pozorovany pocet aneuploidii v souboru nasich oocytt a po-
¢et oocytl s vice aneuploidiemi odpovida tomu, co se dle publikovanych vysledku ji-

nych autord v souboru pacientek s primérnym vékem 39,3 da ocekavat.

6.2 Podil chyb v prvnim a druhém meiotickém déleni a jejich kom-
penzace
Chyby prvniho meiotického déleni 1ze podle mechanismu jejich vzniku rozdélit na ane-

uploidie vzniklé nondisjunkci celych chromozomi tvofenych bivalenty a na aneuploidie
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vzniklé z dGvodu pred¢asného rozdéleni sesterskych chromatid. Ve studovaném soubo-
ru bylo detekovano celkem 46 poruch prvniho meiotického déleni, pti¢emz nondisjunk-
ce byla pfic¢inou pouze jedné z nich. Zbyvajicich 45 aneuploidii vzniklych v prvnim
meiotickém déleni bylo detekovano jako ztrata, nebo zisk jedné nadbyte¢né chromatidy.
Zjisténi, ze nondisjunkce celych chromozomi neni pfevazujicim jevem vedoucim ke
vzniku aneuploidii v prvnim meiotickém déleni je v souladu s vysledky prace, ve které
Handyside et al. (2012) uvadi, Zze z celkového pocétu 125 meiotickych poruch detekova-
nych v prvnich pdlovych téliscich souboru 104 sad prvnich a druhych poélovych télisek,
pouze 4 odpovidaly chromozomové nondisjunkci. Stejni autofi rovnéz pozorovali roz-
lozeni ve prospéch ztrat v meidze I (celkem 74 — 59 %) proti ziskiim, kterych bylo pou-
ze 51 (41 %). Odpovidajici data souboru této diplomové prace jsou celkem 26 ztrat
(57 %) proti 20 ziskum (43 %), coz je v souladu s vySe uvedenym a ukazuje na relativné
vyrovnané zastoupeni ztrat a ziskd s mirnou tendenci k vétSimu poctu ztrat v prvnim
meiotickém déleni, ktera vSak neni v naSem souboru statisticky vyznamna. Jak vyskyt
nondisjunkce, tak 1 pomér ztrat a zisk v prvnim meiotickém déleni popsal rovnéz Ku-
liev et al., (2011), ktery ovSem pouzil pro detekci aneuploidii FISH na 5 chromozomech
(13, 16, 18, 21 a 22). Pomér chromatidovych a nondisjunkénich poruch v této praci byl
10:1 (ztraty chromatid v meioze I Cinily 67 % zisky pak 33 %). Urcité rozdily oproti
souborim zpracovanych metodou aCGH muzZeme pfipsat na vrub pouziti star§i metodi-
ky, ale informace ziskané analyzou naSeho souboru jsou zcela ve shodé s trendy popsa-

nymi jinymi autory.

Jedind chyba, ke kter¢ muze dojit béhem druhého meiotického dé€leni, je nondis-
junkce chromatid, ¢i chromozomi, jak chromatidy nazyvame po rozdéleni centromer.
Ve druhém meiotickém déleni tedy detekujeme ztraty a zisky chromozomi, které jsou
nasledkem této chyby. Zisk chromozom jsme nalezli ve 25 ptipadech, zatimco ztratu
chromozomu bylo moZné sledovat ve 21 piipadech, Cili zde neni statisticky vyznamny
rozdil mezi zisky a ztratami stejné jako uvadi Handyside et al. (2012). Rozlozeni ziskd
a ztrat v jejich souboru polovych télisek bylo rovnomérmné 79 ziskl a 79 ztrat a také Ku-
liev et al. (2011) popisuje pomér ziskl a ztrat ve druhém meiotickém déleni rovnéz jako
vyrovnany (39,2 % a 41,4 %, zbyvajicich 19,4 % bylo komplexné aneuploidnich). Non-
disjunkce chromozomi ve druhém meiotickém déleni probihd v nasem souboru 1 srov-

navanych studiich ndhodnym zptisobem.
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Dalsi otazkou, kterou si mtizeme polozit, je rozlozeni ¢etnosti poruch mezi ob¢é me-
ioticka déleni. Vyrovnany pomeér 46 poruch jak v prvnim tak v druhém meiotickém dé-
leni v naSem souboru se zasadnim zptisobem neliSil od soubort, které popsali jak Han-
dyside et al. (2012), tak Geraedts et al. (2011). Prvni zminéna studie popisuje 125
(54 %) aneuploidii prvniho meiotického déleni a 108 (46 %) aneuploidii druhého meio-
tického déleni, zatimco druhd studie popisuje 122 (46 %) respektive 142 (54%) aneu-
ploidii ve sledovaném souboru. Vysledky ziskané metodou FISH pro pét vybranych
chromozomu uvadi 5 921 (46 %) poruch prvniho déleni a 6 938 (54 %) poruch druhého
déleni (Kuliev et al., 2011). Je tedy mozné fici, Ze chyby v prvnim a druhém meiotic-

kém déleni jsou pfiblizné stejné Cetné.

Zajimavym fenoménem, ktery muzeme v dozravajicich oocytech sledovat, jsou
kompenzace chromozomovych poruch prvniho meiotického déleni vzniklych ndhodnou
segregaci predcasné¢ rozdelenych sesterskych chromatid v nésledujicim druhém meio-
tickém déleni. Metoda aCGH tento jev umoznuje odhalit jako sled po sobé jdoucich
reciprokych aneuploidii v prvnim a druhém polovém télisku, pficemz chromatidova
porucha detekovana v prvnim polovém télisku je nasledné kompenzovéana zdanlivé se
jevici chromozomovou poruchou opac¢ného charakteru, detekovanou ve druhém poélo-
vém télisku. Ze 45 chromatidovych poruch v prvnim meiotickém déleni ve sledovaném
souboru doslo celkoveé v 31 (69 %) ptipadech ke kompenzaci, coz predstavuje statistic-
ky vyznamnou odchylku od cetnosti, kterou bychom ocekavali pro ndhodny pribéh
kompenzacnich udalosti. Na pozorované odchylce se podilely pfedev§im piipady, kdy
ve druhém meiotickém déleni dochézelo k segregaci tfi chromatid. Dvé chromatidy pak
byly ve druhém polovém télisku detekovany Castéji nez by odpovidalo nahodnému roz-
chodu chromozomu a tento rozdil oproti ocekavané Cetnosti byl na hranici statistické
vyznamnosti 5%. Handyside et al. (2012) zjistil ¢etnost 58 % v kompenzaci ztraty zis-
kem v nasledujicim meiotickém déleni. Na druhou stranu autofi zaznamenali celkovou
¢etnost chromozomovych kompenzaci pouze 38% a to u 125 chyb prvniho meiotického
déleni. Tato Cetnost je v ostrém kontrastu se 69 % chromozomovych kompenzaci u na-
Seho souboru. Analyza vétSiho souboru sad pélovych télisek by mohla vnést vice svétla
jak do skute¢né Eetnosti kompenzaénich mechanismu, tak i do toho, zda by mohl exis-
tovat n¢jaky mechanismus, ktery zajistuje, ze nadbytecna chromatida po prvnim meio-

tickém déleni bude s vétsi pravdépodobnosti segregovat do druhého polového téliska.
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I ptes vysokou Cetnost kompenzaci chyb jsme v naSem souboru zaznamenali pouze 4
oocyty, které byly v disledku kompenzace chromozomovych chyb vyhodnoceny jako
euploidni. Stejné jako Handyside et al., (2012) jsme tedy dosli k zavéru, ze chyby ve
druhém meiotickém dé€leni maji oproti chybam v prvnim meiotickém déleni mnohem
vetsi vliv na to, kolik oocyti bude ve vysledku vyhodnoceno jako euploidni ¢i aneu-

ploidni.

6.3 Meiotické poruchy jednotlivych chromozomii

Metodou aCGH je mozné studovat poruchy vSech 23 chromozomu vstupujicich do mei-
otického dé€leni u oocytu. V naSem souboru byla zachycena alespon jedna aneuploidie
pro kazdy chromozom. Obecné je mozné fici, ze Cetnost aneuploidii pro urcity chromo-
zom roste s tim, jak klesa jeho velikost, c0z kromé nasi studie potvrzuji i data ziskana
jinymi autory (Kuliev et al., 2011; Handyside et al. 2012). Ac¢koliv aneuploidie chro-
mozomu 13 a 18 se z hlediska klinické zavaznosti fadi hned za chromozom 21, analy-
zou 5 chromozomi (13, 16, 18, 21 a 22) bylo zjisténo, Ze aneuploidie téchto dvou
chromozomu jsou nejméné ¢etné (Kuliev et al. 2011). Nase studie provedena metodou
aCGH tyto zavéry potvrzuje stejné jako data, kterd touto metodou ziskali jini autofi

(Handyside et al. 2012).

Zajimavych rozdila v Cetnosti aneuploidii pro jednotlivé chromozomy je mozné si
povSimnout, pokud se zaméfime zvIlast’ na chyby v prvnim a druhém meiotickém déleni.
Pfedcasnd separace chromatid v prvnim meiotickém déleni postihuje vSechny chromo-
zomy s podobnou cetnosti. Vyjimku tvofi chromozomy 13, 16 a 21, u kterych doslo
k pfedCasné separaci chromatid v naSem souboru nejcastéji. Handyside et al. (2012)
pozorovali nejvétsi Cetnost v predCasné separaci chromatid u chromozomt 15, 16, 19,
21 a 22. Srovnani se zjisténimi jinych autoril je v této véci velmi obtizné, protoZe jak
v naem, tak i v jejich pfipadé se nam nalezené aneuploidie déli mezi 23 chromozomu.
Pozorované pocty aneuploidii pro jednotlivé chromozomy jsou pak nizké (zpravidla do

10) a diky tomu dochazi ke zkresleni skute¢né situace chybou malych Cisel.

Nondisjunkci ve druhém meiotickém déleni jsou postizeny zejména malé chromo-
zomy. Je mozné fici, Ze ¢im mensi chromozom, tim pravdépodobnéji se u néj vyskytne
aneuploidie majici sviij ptivod ve druhém meiotickém déleni (Kuliev et al. 2011; Han-

dyside et al. 2012). Tomuto trendu se vymyka chromozom 11, u kterého jsme ve
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druhém meiotickém déleni zjistili 7 aneuploidii stejné jako u nejmensiho chromozomu
22. Opacnou vyjimkou byl chromozom 20, ktery je se svymi 2 aneuploidiemi pod cet-
nosti, kterd by odpovidala jeho velikosti. Tato pozorovani svéd¢i o dosud blize nepo-
psané zvlastnosti, kterou se tyto chromozomy vyznacuji, protoze také Handyside et al.
(2012) zaznamenal 9 aneuploidii chromozomu 11 a 5 aneuploidii chromozomu 20 opro-
ti 12 aneuploidiim detekovanych pro chromozom 22 v disledku chyby ve druhém meio-

tickém déleni.

Jak jiz bylo diskutovano diive, nondisjunkce ve druhém meiotickém dé€leni prispiva
mnohem vétsi mirou k tomu, zda oocyt bude po dokonéeni meiotického déleni euploid-
ni, anebo aneuploidni. Chybami ve druhém meiotickém déleni jsou mnohem castéji
postizeny malé chromozomy ve srovnani s chromozomy vét§imi. Diive se mélo za to,
ze aneuploidie jsou zplsobeny nondisjunkci chromozomi v prvnim meiotickém déleni,
ktera je ovlivnéna absenci crossing-overd, ktery byl pozorovan u malych chromozom.
Studie polovych télisek metodou FISH i aCGH odhalily, Ze nondisjunkce v prvnim me-
iotickém déleni jsou vzacné a jejich Cetnost nedosahuje ani 10% (Kuliev et al., 2011,
Handyside et al. 2012; Gabriel et al., 2011). Nov¢jsi metodou karyomapovani pomoci
¢ipu vyuzivajicich jednonukleotidové polymorfismy bylo zjisténo, Ze v oocytech existu-
je mechanismus, ktery dokaze zajistit, Ze u kazdého chromozomu dojde alespon k jed-
nomu crossing-overu (Ottolini et al., 2014). Na zaklad¢ nejnovéjsich poznatkll je mozné
dovodit, Ze s rostoucim vékem Zen dochézi k poruse molekularnich mechanismt, které
zajistuji spravnou funkci kontrolniho bodu mezi metafazi a anafdzi meiotického déleni
(spindle assembly check-point). Diky poruse tohoto kontrolniho bodu dochazi
k anafaznimu rozchodu chromozomu jesté pied tim, nez se vSechny chromozomy shro-
mazdi v ekvatorialni roviné na konci metafaze (Malmanche et al., 2006). Vysledkem je

nondisjunkce chromozomt, které zasahuje zejména chromozomy o malé velikosti

6.4 Srovnani meiotickych poruch ¢lovéka s modelovymi organismy

U savct jako je mys, prase nebo skot, u kterych byl studovan vyskyt chromozomo-
vych aneuploidii, bylo zjisténo, ze Cetnost téchto poruch je v porovnani s clovékem
podstatné nizsi. Jak jiz bylo zminéno, v bézné lidské populaci je az 20 % oocytil aneu-
ploidnich a toto Cislo vyrazné stoupa se zvySujicim se vékem zeny (Eichenlaub-Ritter,

1998). Naproti tomu u savct, byt jednotlivé pfistupy a metody pro studium aneuploidii
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jsou znaén¢€ nesourodé, bylo zjisténo velmi nizké procento aneuploidii ve srovnani
s clovékem. U mysi bylo zjisténo 1 % az 8 % aneuploidinich oocyti, ¢i embryi a stejné
jako u cloveka bylo zjisténo, ze procento aneuploidii se s rostoucim vékem zvysuje,
ackoliv ne tak dramaticky (Koehler et al., 2006; Pan et al., 2008). U prasat je mnozstvi
zjiSténych aneuploidii pfece jen o néco vyssi (4,9 % az 12,1 %), ackoliv ¢loveku se zda-
leka nepfiblizuje. U tohoto druhu se ale zatim nepodafilo prokdzat narist poctu aneu-
ploidii s vékem (Sosnowski et al., 2003; Hornak et al., 2011). U skotu pak bylo pozoro-
vano 7,1 az 30 % aneuploidnich oocytli v zavislosti na pouZzité metod¢. Ackoliv 30%
aneuploidii je nejblize Cetnosti popisované u ¢lovéka, jedna se o odhad na zaklad¢ ana-
lyzy dvou chromozomt metodou FISH u in vitro maturovanych bovinnich oocytl

(Lechniak a Switonski, 1998; Nicodemo et al., 2010).

Organismem, jehoZ oocytdrni chromozomova sestava byla v neddvné dobé analy-
zovana velmi podobnym pfistupem jako nas testovany soubor, je prase. S vyuzitim me-
tody CGH — klasické komparativni genomové hybridizace na metafaznich chromozo-
mech, ktera je obdobou nami pouzité aCGH jen s tim rozdilem, ze k hybridizaci dochazi
misto na ¢ipu na metafdznich chromozomech zdravého jedince, bylo analyzovano vSech
20 chromozomi praseciho genomu pfitomnych v in vitro maturovanych oocytech
(Hornak et al., 2011). Jednalo se tak o vubec prvni analyzu kompletni chromozomové
sestavy u jinych neZ lidskych oocyti metodou CGH, ktera je jasnou volbou, nebot’ ¢i-
pova technologie je dostupna pouze pro ¢loveéka. Studovanym souborem bylo 33 oocytl
ziskanych z miniprasat primérného véku 15 mésicl, 46 oocytli miniprasat primérného
véku 96 mésict a 59 oocyti kiiZenci Landras a Ceského bilého uslechtilého
s praimérnym vékem 69 mésicti. Cetnost aneuploidii u jednotlivych skupin byla 12,1 %,
8,7 % a 10,2 %. %. Podobn¢ Sosnowski et al., 2003 zjistil konvenéni metodou karyoty-
povani u vzorku 1144 in vitro maturovanych oocyti relativné nizkou ¢etnost aneuploidii
u prasec¢ich oocytl (4,9 %), coz jsou v porovnani s nasimi vysledky velmi malé hodno-
ty. Studie provedena Hornakem et al., (2011) nartast aneuploidii s rostoucim vékem
prasnice nepotvrdila. U dvou testovanych v€koveé rozdilnych skupin miniprasat nebyl
pozorovan rozdil v Cetnosti aneuploidii a to i1 pfes to, Ze skupina miniprasat
s primérnym vékem 7,7 roku pifedstavuje pomerné dobré srovnani s nami testovanou
skupinou zen, vzhledem k primérnému doziti miniprasat 10 — 15 let (Vodicka et al.,

2005). Moznym vysvétlenim téchto neshod ve vysledcich mulze byt vysoka
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proslechténost hospodaiskych zvitat a tedy vyrazeni jedinct s reprodukénimi problémy.
Do budoucna by mohlo byt pfinosné pouzit stejné schéma experimentu a tedy analyzu
oocytl vyuzitim metody CGH u jiného zivocisného druhu dozivajiciho se vyssiho véku,

piipadné u vétsi skupiny oocytl prasat jiného plemene.

Ohledné¢ studia molekularnich mechanismi, které stoji za chybami meiotického dé-
leni u samic savct, bylo nejvice poznatkll ziskano u mysi. Stejné jako u ¢lovéka, byl i u
mySi  pozorovan  dramaticky nartist poctu  aneuploidii s rostoucim = veé-
kem (Pan et al., 2008). Je pravdépodobné, ze kliCovou roli v ¢astéj$§im vyskytu aneu-
ploidii v prvnim meiotickém déleni u jedinct s vy$§im vékem hraje ztrata funkce ko-
hezinti, kterd ma za nasledek pred¢asné rozdéleni sesterskych chromatid. Tyto chroma-
tidy, které uz po této udalosti nejsou soucasti bivalentu, pak nejsou schopny srovnat se
v ekvatoridlni roviné v metafdzi prvniho meiotického déleni a segreguji nahodné
(Chiang et al., 2010), coz je v souladu s nami zjisténym rovnomérnym zastoupenim
ziskl a ztrat a prakticky vyhradné pfevazujicim zastoupenim aneuploidii detekovanych
jako ztrata, nebo zisk jedné chromatidy v prvnim polovém télisku. V ramci této diplo-
moveé prace jsme pak stejné jako jini autofi dospéli k zadvéru, Ze hlavnim zdrojem aneu-
ploidii u oocytti jsou nondisjunkce ve druhém meiotickém déleni, jejichz cetnost se rov-
néz zvysuje s vékem matky. Vyuziti konfokalni mikroskopie zivych bun¢k umoznilo
vizualizaci mysich oocytll v priibéhu prvniho meiotického déleni (Sebestova et al.,
2012). Tento piistup umoznil pozorovat, Ze oocyty nejsou schopny reagovat na poruchy
sefazeni chromozomu v ekvatorialni rovin€ v metafazi prvniho meiotického déleni pro-
dlouzenim aktivity kontrolniho bodu SAC, ktery je stézejni pro zahéjeni anafaze. Bylo
popsano, ze zahajeni anafaze APC (anaphase promoting complex) je podminéné uréi-
tym kritickym mnozstvim chromozomu sefazenych v ekvatorialni rovin¢ (Lane et al.,
2012; Nagaoka et al., 2011), nicméné Sebestova et al., (2012) pozorovala vstup do ana-
faze i v ptipad¢, kdy bylo v ekvatoridlni roviné sefazeno mén¢ nez 50 % chromozomti,
coZ naznacuje, ze ono kritické mnozstvi pro vstup do anafaze je bud’ velmi mal¢, anebo
je dokonce mozné, ze uspotradani chromozomil v ekvatoridlni rovin¢€ neni pro aktivaci
APC vyzadovano. PfedCasné zahdjeni anafdze, spolu s absenci mechanismu kontroluji-
ciho spravné uspotfadani chromozomi, ma pak za nasledek poruchu distribuce chromo-
zomu do nové vznikajicich dcetfinych bunék, coz vede ke vzniku aneuploidii v disledku

nondisjunkce. Tento mechanismus byl vyse uvedenou studii zdokumentovan pro prvni
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meiotické déleni. Pro druhé meiotické déleni sice v tuto chvili nejsou publikovana od-
povidajici data, nicméné se lze domnivat, ze s nejvetsi pravdépodobnosti bude 1 v na-
sledujicim druhém meiotickém déleni tento kontrolni bod v diisledku vyssiho véku opét
nefunkc¢ni. Zahajeni anafaze druhého meiotického déleni pred sefazenim vSech chromo-
zomu v ekvatoridlni rovin¢ pak mize byt jednou z hlavnich pfi¢in nondisjunkce takto
chybné uspotfaddanych chromozomi a pfi¢inou pozorovanych chromozomovych aneu-
ploidii. V této situaci je rovnéz mozné si predstavit, ze malé¢ chromozomy budou non-
disjunkci zasazeny cCastéji a Ze individualni rozdily v centromerach jednotlivych chro-
mozomui mohou stat za tim, ze se n¢které chromozomy (11 a 20) chovaji jinak, nez by
odpovidalo pouze jejich velikosti. Je ovSem zapotiebi dalSich studii na modelovych
organismech 1 na lidskych oocytech, které by tyto domnénky potvrdily, nebo vyvratily.
Ptes nepochybny piinos poznatkl ziskanych diky studiu meidzy u mysi by vSak bylo
vhodné kvili zasadnim rozdilim v chromozomové vybavé (20 part akrocentrickych
chromozomti podobné velikosti u mysi) ptrenést studium aneuploidii na jiny vhodné&jsi
modelovy organismus, napf. na skot, pfipadné prase, které se zda byt ¢lovéku v mnoha

ohledech nejpodobngjsi.

Vezmeme-li v ivahu i u mladych zen popisovany vysoky podil aneuploidii a za-
myslime-li se nad srovnanim ¢lovéka s jinymi zastupci tfidy savell, dospéjeme k zavéru,
ze reprodukce €lovéka je v porovndni s jinymi savci velmi neefektivni a to v disledku
meiotickych chyb béhem oogeneze. Vzhledem k tomu, Ze rozmnoZovani ¢lovéka neni
vazéano na konkrétni ro¢ni obdobi, miiZeme si poloZit otazku, zda byl na ¢lov€ka béhem
evoluce vyvijen potiebny tlak na efektivni reprodukei tak, jako je tento tlak nemilosrd-
nym zpusobem vyvijen pfirodou na ostatni savce, jejichZ meidza byla do této doby stu-
dovéna. Nabizi se dokonce do jisté miry provokativni myslenka, jestli ur¢itd mira nee-
fektivity v rozmnozovani ¢lovéka neni v celkovych souvislostech dulezitych pro preziti
naSeho druhu dokonce urcitou vyhodou. Ostatné populacni exploze ¢loveka, kterd tady
je sice dlouho, ale jejiz exponencialni faze jsme svédky praveé v této dobé, je nejlepSim
dikazem toho, Ze ¢lovek jako druh se s vysokym poctem aneuploidii v lidskych oocy-
tech dokazal bez problémil vyrovnat a svym zplisobem Uspé$né popfit tento neoddisku-

tovatelny selek¢ni faktor.
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7 ZAVER

Rozvoj modernich biotechnologii pfinesl moznost studia aneuploidii u savci jak v za-
rode¢nych bunkach, tak i v ranych stadiich embryonalniho vyvoje a umoznil poodhalit
priiny a mechanismy jejich vzniku. Tato prace byla zaméfena na detekci a analyzu
aneuploidii vSech chromozomt u prvnich a druhych polovych télisek, odebranych
v ramci metody preimplanta¢niho genetického screeningu aneuploidii u Zen podstupuji-
cich 1é¢bu neplodnosti. Byly tak ziskany informace o aneuploidiich maternalniho meio-
tického piivodu, na zakladé kterych bylo mozné analyzovat Cetnost a typ chyb oddélené
pro prvni a druhé meiotické dé€leni a pro jednotlivé chromozomy a ziskat tak data o me-
iotickém déleni probihajicim u Zeny.

U studovaného souboru oocyttl v této diplomové praci se podafilo potvrdit, Ze ptevazna
¢ast poruch v prvnim meiotickém déleni je zpiisobena piredéasnym rozdélenim sester-
skych chromatid a Ze tyto chyby mohou byt v druhém meiotickém déleni kompenzova-
ny. V naSem piipadé byly kompenzovany pfiblizn¢ dvé ttetiny téchto poruch. Vétsina
aneuploidii v oocytech ovSem byla zplsobena nondisjunkci chromozomi v druhém
meiotickém dé¢leni. VyuZiti metody aCGH umoZnilo vySetfit aneuploidie vSech 23
chromozom obou pélovych télisek, diky cemuz bylo mozné dospét k zavéru, Ze u stu-
dovaného souboru oocytl byly az na vyjimky chyby prvniho meiotického déleni rov-
nomérné zastoupeny u téméf vSech chromozomi. Naopak v zastoupeni chyb druhého
meiotického déleni 1ze vysledovat trend nartistu poctu aneuploidii se zmensujici se veli-
kosti jednotlivych chromozomi.

Ziskané vysledky pii srovnani s obdobnymi studiemi jak lidskych oocytt, tak 1 oocyta
nekterych modelovych organizml naznacuji, ze hlavni pfi¢inou nartistu aneuploidii je
dlouhé setrvani oocytl v profazi 1. Dusledkem toho miZe byt narusena funkce kohezi-
nekontrolovany rozchod. Vysoky podil aneuploidii v meidze 11 pak miiZze byt zplisoben
poruchou nékterého z kontrolnich bodt, jez ma za nasledek predasné zahajeni anafaze
vedouci k chybné distribuci chromozomti do dcefinych bun¢k. Tyto hypotézy je vSak
nutné dale ovéfit a rozvinout dal§imi studiemi zabyvajicimi se meiotickymi poruchami
u lidi 1 jinych savci.

Do budoucna by mély byt snahy vyzkumu a vyvoje v oblasti Zivo¢iSnych biotechnologii

zamefeny mimo jiné na studium podminek kultivace savéich oocyti modelovych
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organismu in vitro a ptipadné farmakologické ovlivnéni meidzy tak, aby doslo ke snize-
ni chybovosti meiotického déleni. Jak je totiz z nasich vysledkt patrné, maternalni mei-
0za je zejména u starSich zen zdrojem obrovského mnozstvi poruch. Vzhledem k tomu,
7ze druhé meiotické déleni probiha v ramci IVF az po odbéru a oplozeni oocytl
vV podminkach kultivace in vitro, je farmakologicka naprava meiotického déleni velmi
lakavou a atraktivni vyzvou pro vyzkum v oblasti reprodukénich biotechnologii smérem

ke zvySeni uspésnosti 1éCby neplodnosti u starsich zen.
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