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SOUHRN

Pfedkladana bakalarska prace je zaméfena na studium genetickych pficin
neplodnosti a sklada se z teoretické a praktické Casti. Cilem teoretické Casti je
vypracovani prehledné reSerSe o zakladnich pfi€inach geneticky podminéné
neplodnosti. V sou€asnosti je v populaci zhruba 15 - 20 % neplodnych paru. U 5
az 13 % je neplodnost zpusobena chromozomovymi aberacemi. Mezi nej¢asté;si
patfi aneuploidie gonozomu zpusobujici znamé syndromy, dale translokace a jiné
strukturni abnormality. Fertilitu mohou ovliviiovat i autozomalné recesivni
onemocnéni typu cysticka fibréza nebo rizné poruchy srazlivosti krve. Prace také
struéné pojednava o diagnostickych metodach a metodach asistované

reprodukce.

Cilem praktické Casti této prace je dovySetfeni mozaiky gonozomu metodou
FISH u vybranych pacientd s poruchou plodnosti. Minoritni mozaika byla
detekovana u vSech pacientl. Ve vSech pfipadech vSak byla jeji Cetnost
pod prahovou hodnotou. Karyotyp byl tedy hodnocen jako fyziologicky, a mozaiku

nebylo mozno u téchto pacientu oznacit za pfiinu neplodnosti.

Dil¢im cilem bylo zpracovani retrospektivnino pfehledu patologickych
karyotypl detekovanych u infertinich a dysfertiinich pard cytogeneticky
vySetfenych na Ustavu |ékafské genetiky a fetalni mediciny Fakultni nemocnice
v Olomouci. Byl zpracovan prehled za obdobi 2006 - 2012. Na ustavu bylo
karyotypovano 3498 pacientd, z toho 1017 kvdli problémim s plodnosti. Celkem
bylo detekovano 102 patologickych karyotypl. NejCastéji se jednalo o mozaiky
gonozomdU, translokace a inverze. Ziskané hodnoty jsou v souladu s udaji

uvadénymi v odborné literature.

Pfinosem této prace bylo zpracovani prehledu aktualnich poznatkd v oblasti
geneticky podminénych pficin neplodnosti. Dale byly souhrnné vyhodnoceny
vysledky pacientt Ustavu Iékafské genetiky a fetalni mediciny, kterym byl vySetien
karyotyp za obdobi 2006 — 2012. V neposledni fadé, osobnim pfinosem bylo
osvojeni si zakladnich cytogenetickych diagnostickych postupl vyuzivanych pfi

diagnostice a feSeni problému s geneticky podminénou neplodnosti.



SUMMARY

This work is focused on the genetic causes of infertility and it consists of a
theoretical and a practical part. The aim of the theoretical part is to summarize
the basic causes of genetically conditioned infertility. Currently, 15-20 %
of couples are infertile. 5-13 % of these couples are infertile due to chromosomal
abnormalities. Most frequent are gonozome aneuploidies which cause well known
syndromes, translocations and other structural abnormalities. Fertility is, also,
affected by autosomal recessive diseases like cystic fibrosis or clotting disorders.
This work also briefly focuses on the diagnostic methods and methods of assisted
reproduction.

The aim of the practical part of this work is to diagnose gonosomal mosaics,
using FISH, in patiens with fertility problems. Minor mosaic was detected in all
patiens. But, in all cases the frequency was below the cut-off value. The karyotype
was therefore evaluated as healthy and the mosaic in these patiens could not be
identified, ,as the cause of their fertility troubles.

Another aim of this work was to create a retrospective analysis
of pathological karyotypes detected in infertle and dysfertile patients
cytogenetically examined at the Department of Medical Genetics and Fetal
Medicine at the Olomouc Hospital. An overview was created for the period 2006-
2012. 3498 patiens were karyotyped at the department, 1017 due to fertility
problemes. 102 pathologies were detected. Among the most common were
gonozome mozaics, translocations and inversions. These values correspond
to the data in literature.

The benefits of this work are that an overview of current knowledge about
genetically determined infertility has been created. Further more the results
of patiens of the Department of Medical Genetics and Fetal Medicine were
gathered together for the period 2006-2012. Last but not least, personal benefits
were that | learned the basic cytogenetic methods used in the diagnosis and in the

resolution of genetically determined infertility.
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Seznam zkratek

AR androgenni receptor (androgen receptor)

AR asistovana reprodukce (assisted reproduction)

AZF azoospermia factor region

CBAVD congenital bilateral absence of the vas deferens

CDY chromodomain protein Y-linked gene

CF Cysticka fir6za

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

CGD kompletni gonadalni dysgeneze (complete gonadal dysgenesis)

CGH komparativni genomova hybridizace (comparative genome
hybridization)

DAX1 dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on

chromosome X, gene 1
DAZ rodina genu deletovanych pfi azoospermii (deleted in azoospermia)

DDX3Y ATP-dependent RNA helicase gene

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DNAI1 dynein intermediate chain 1, axonemal

DNAH5 dynain heavy chain 5, axonemal

ESR estrogen receptor gen

FISH fluorescencni in situ hybridizace (fluorescence in situ hybridization)

FNOL Fakultni nemocnice Olomouc

FSH folikuly stimulujici hormon (follicle-stimulating hormone)

FSHR receptor pro folikuly stimulujici hormon (follicle-stimulating hormone
receptor)

GIFT gamet intrafallopian transfer

hGH somatotropni hormon (growth hormone)

CHA chromozomaini aberace

ICSI intracytoplazmaticka injekce spermii (Intracytoplasmatic sperm
injection)

ISCN Internationale Systematic Chromosome Nomenclature
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IVF

KS

LH
MTHFR

NROB1
PCR
PGD

PRY
RNA
RBMY1
SRY
TDF
TSPY
Ul
USP9Y
ULGFM
\AVAY)
WHO
WNT4

in vitro fertilizace (in vitro fertilization)
Klinefelterav syndrom (Klinefelter’s syndrome)
luteinizacni hormon (luteinizing hormone)

methylentetrahydrofolat reduktaza (methylenetetrahydrofolate
reduktase)

nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

preimplantacni geneticka diagnostika (preimplantation genetic
diagnosis)

PTP-BL related on the Y chromosome

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)
RNA-binding motif gene vazany na chromozom Y
sex determining region Y

testes determinujici faktor (testis-determining factor)
testis specific Y chromosome protein

uméla inseminace

Ubiquitine specific peptidase 9 Y-linked

Ustav lékafské genetiky a fetalni mediciny

Vrozena vyvojova vada

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

wingless-type MMTYV integrationsite family member 4
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1 Uvod

V souc€asné dobé je na svété 10 az 15 % neplodnych paru. Sterilita je podle
Svétové zdravotnické organizace (WHO) definovana jako neschopnost otéhotnét
po jednom roce pravidelného pohlavniho styku bez antikoncepénich prostredk.
Neplodnost je z 50 % na strané muze a z 50 % na strané Zeny, zhruba u 20 %
pacientl se nepodafi odhalit pfi€inu (Massart et al., 2012). Obecné se plodnost
populace snizuje. Kvalita spermii v muzské populaci klesa a vysledky
spermiogramdu, které byly dfive oznaCovany za patologické, jsou dnes hodnoceny
jako normalni. VSeobecnym trendem je davat prednost kariéfe pred rodinou, coz

vede k vyS$Simu véku prvorodicek.

RozliSujeme primarni a sekundarni infertilitu a dysfertilitu. Primarné infertilni
jsou pary, kde Zena nikdy nebyla téhotna. Sekundarné infertilni jsou ty pary, kde
Zena jiz v minulosti t€hotna byla, dité porodila, ale nedafi se ji opétovné otéhotnét.
Pfipad, kdy u zen dochazi k opakovanym potratim, je oznaCovan jako dysfertilita

(WHO).

Problémy s plodnosti mohou byt zplsobeny rliznymi pfi¢inami, napfiklad
hormonalnimi, imunologickymi, genetickymi €i mechanickymi. Dale mohou byt
dusledkem infek&niho onemocnéni, obezity, podvyZzivy, nebo kontaktu s nékterymi

chemikaliemi.

U muzl je velmi Castou pfi€inou poruchy plodnosti nespravny pribéh
spermatogeneze, coz vede bud ke vzniku oligozoospermie®, astenozoospermie?,
teratozoospermie®, nebo azoospermie®. Azoospermie m(ize byt neobstrukéni, coz

znamena, Ze je zpusobena chybou pfi spermatogenezi, ktera je Casto geneticky

! Oligozoospermie — stav se snizenym pocet spermii v ejakulatu
2 Astenozoospermie — stav, pfi némz maiji spermie v ejakulatu redukovanou pohyblivost
3 Teratozoospermie — stav, pfi némz maji spermie v ejakulatu abnormaini morfologii

4 Azoospermie — stav s Uplnou absenci spermii v ejakulatu



podminéna. V pfipadé, Ze je obstrukéni, dochazi k mechanickému ucpani

chamovodu napfiklad pfi zanétu. Pfi aspermii nedochazi k tvorbé ejakulatu vabec.

U Zen jsou nejCastéjSimi pfi¢inami poruchy plodnosti vék, neprichodnost
vejcovodll, endometriéza, poruchy hormonalni funkce, imunologické problémy,

poruchy délozniho Cipku, ale také genetické priCiny (Doherty et al., 2006).

V dnesni dobé vSak medicina spéje rychle kupfedu a metody asistované
reprodukce jsou jednou z nejprogresivnéjSich oblasti moderni mediciny. U technik
asistované reprodukce je Casto eliminovan pfirozeny vybér a v pfipadé geneticky
podminéné neplodnosti hrozi zvySené riziko preneseni genetickych abnormalit
na potomky. Klade se tedy velky ddraz na posouzeni genetickych rizik

a v souvislosti s tim na diagnostiku pficin neplodnosti (Dohle et al., 2002).

Tato prace je zaméfena na genetické pfi€iny neplodnosti. U muzu jsou
nejvyznamnéjsi aneuploidie gonozomu a mikrodelece chromozomu Y. U Zen jsou
nejCastéjSi opét aneuploidie gonozomu v€etné minoritnich mozaik, jejichz vliv
na plodnost je v8ak sporny a jsou pfedmétem dalSiho vyzkumu (Morel et al.,
2002). Prakticka Cast je zaméfena na osvojeni si zakladnich cytogenetickych

metod se zaméfenim na fluorescencni in situ hybridizaci.



2 Literarni prehled

2.1 Genetické pri¢iny muzské neplodnosti

2.1.1 Aneuploidie pohlavnich chromozomu

Chromozomalni aberace jsou pfi¢inou neplodnosti zhruba u 5 % infertilnich
muzl. Jejich vyskyt je vyrazné vy8Si u azoospermikd (15 %), pfipadné
oligozoospermikl. Nej¢astéji dochazi k aneuploidiim gonozoml X a Y, coz velmi
Casto ovliviiuje plodnost. Nespravny pocet chromozomul ziskavaji buriky
nondisjunkci® b&hem mitézy & meidzy poruchou déliciho vieténka nebo
centromery (Obr.1 a 2). U muzd maiji takto vzniklé spermie pozménéné mnozstvi
genetické informace. Presto dochazi k oplozeni vajicka témito spermiemi.
Aneuploidie se tak Sifi do dalSi generace. Pokud dojde k aneuploidii az
po oplozeni v pribéhu ontogenetického vyvoje, dochazi ke vzniku chromozomové
mozaiky. Postizeny jedinec ma linie bunék s normalni fyziologickou genetickou

vybavou a linie aneuploidnich bunék (O Flynn O’Brien et al, 2010).

Klinefelterav syndrom 47 ,XXY a XXY mozaicismus

NejCastéjsi pfi€inou muzské neplodnosti je Klinefelterdv syndrom (KS).
Vyskytuje se pfiblizné u 1/500 muzl. Pacienti s timto syndromem maji, ke své
normalni sadé chromozomu, navic alespon jeden chromozom X (Visootsak et
Graham, 2006). Fenotyp pacientd sKS je velice variabilni. Castymi
charakteristikami jsou zvétSena prsa, absence vousl a ochlupeni, mala varlata,
vysoky vzrast a snizené procento svalstva (Fullerton et al., 2010). Tato
aneuploidie muze byt jak paternalniho (Obr. 1), tak maternalniho (Obr. 2) pavodu.
Plod stimto abnormalnim karyotypem ma pravdépodobnost preziti 55,3 %
(Egozcue et al.,2000). Nejtypictéjsi karyotyp je 47,XXY nebo 47,XXY/46,XY.

° Nondisjunkce — chybné oddéleni analogickych chromozom( pfi meidze



V druhém pfipadné se jedna o mozaiku, kdy se v télnich tkanich vyskytuji buriky
obou karyotypl. K nondisjunkci doslo az po oplozeni béhem ontogenetického
vyvoje. DalSimi variantami KS jsou 48 XXYY, 48 XXXY nebo 49 XXXXY.
Karyotypy 48,XXYY, 48 XXXY se vyskytuji od 1/17 000 do 1/50 000 narozenych
chlapcl. Karyotyp 49,XXXXY se vyskytuje s Cetnosti 1/85 000 — 1/100 000
narozenych chlapcli. Ne vsichni pacienti nesouci navic chromozom X musi mit
typické pfiznaky. Klinefelteriv syndrom je nejbéznéjsi  formou
hypergonadotropniho hypogonadismu u muzd, coz je porucha funkce pohlavnich
Zlaz, ktera se projevuje nedostateCnou tvorbou pohlavnich hormont, jez vede

nasledné k neplodnosti.

U pacientd s Klinefelterovym syndromem byl pozorovan snizeny pocet
spermii. VétSina nemozaikovych pacientll jsou azoospermici. Ferlin et al. 2006a
provedli studii, pfi které zjistili, ze 72/94 (76,6 %) nemozaikovych pacientl trpélo
kompletni azoospermii. Ejakulat 76,6 % muzu s Klinefelterovym syndromem tedy
neobsahoval spermie. U mozaikového typu syndromu byl pocet azoospermiki

0 néco nizsi, a to 20/27, tedy 74,4 % pacientu.

Kromé plodnosti miuze KS ovliviiovat také inteligenci a jazykové schopnosti,
predevS§im vyjadfovani. S kazdym nadbyte€nym chromozomem X mulze klesat
inteligenéni kvocient (IQ) az o 15-16 bodu (Visootsak and Graham, 2006).

Dfive méli pacienti stouto diagnézou mizivou Sanci zplodit potomka.
Po rozvoji metod asistované reprodukce je jejich Sance podstatné vysSi. Pfestoze
se lékafim dafi pomoci ICSI (Intracytoplasmatic sperm injection) obchazet
muzskou neplodnost zpusobenou KS, je riziko, zZe potomek bude mit

chromozomaini aneuploidii, stale velké (Ferlin et al.,2006).



Obrazek 1: Schéma vzniku paternalné podminéného Klinefelterova
syndromu. DoSlo k chybnému déleni saméich pohlavnich bunék. Po
splynuti aneuploidni spermie se zdravym vajickem vznika patologicky
karyotyp 47,XXY.
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Obrazek 2: Schéma vzniku maternalné podminéného Klinefelterova
syndromu. Doslo k chybnému déleni sami€ich pohlavnich bunék. Po
splynuti aneuploidniho vajicka se zdravou spermii, vznika patologicky
karyotyp 47,XXY.
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Syndrom 47,XYY

Syndrom 47, XYY, dfive nazyvan ,Supermale®, se u muzu vyskytuje
s Cetnosti asi 1/1000 a dochazi k nému nondisjunkci chromozomu Y pfi druhém
meiotickém déleni (Shah etal., 2003). Je to druha nejCastéji se vyskytujici
aneuploidie gonozomu (Ferlin et al, 2006a). Fertilita je u téchto muzi rizna.
Pohybuje se od normozoospermie az po azoospermii. Logicky je tato aneuploidie
paternalniho plvodu. Preferenéné dochazi ke vzniku univalentt Y a bivalentd XY,
u kterych muize dojit k normalni inaktivaci chromozomu X, nebo univalentd X
a bivalentd YY. V obou pfipadech je minimalné ¢ast bunék v pofadku; meidéza
a tvorba gamet by méla probé&hnout standardné. Aneuploidni gamety maji vSak
nizsi fertilizacni schopnost. U plodu s karyotypem 47,XYY, ktery vznikl de novo, je
pravdépodobnost preziti ttmér 100 % (Egozcue et al., 2000).

Syndrom 46,XX (gonadalni dysgeneze)

Ve vétSiné téchto pfipadld je gen SRY (Obr. 3), ktery podmirfiuje muzské
pohlavi, pfitomen (SRY" XX muzi) (Ferlin et al., 2006a). Dochazi k translokaci
genu SRY, nejCastéji na distalni ¢ast Xp béhem meidzy (Assche et al., 1996).
U téchto muzd (46,XX) pozorujeme normalni vyvoj gonad, pfestoze zdanlivé chybi
chromozom Y. Tento karyotyp se vyskytuje hlavné u azoospermiku, a to s ¢etnosti
0,9 %. Muzi jsou vtomto pfipadé bez vyjimky neplodni a absence spermii

v ejakulatu je zplisobena testikularni atrofii® (Ferlin et al., 2006a).

Druha moznost je, Ze doslo ke ztraté chromozomu Y a soucasné k mutaci
v autozomalnim genu nebo genu vazaném na chromozom X, ktery je soucasti sex
determinujici kaskady fizené genem SRY. Takto mutovany gen tedy nahrazuje
gen SRY a umoziuje tak vyvoj muzskych gonad a tvorbu spermii (Assche et al.,
1996).

® Testikularni atrofie — redukce velikosti a poruchy funkce varlat



Existuje také treti moznost, kdy pacient ma ve skuteCnosti mozaiku
46,XX/47,XXY, nebo jinou obsahujici buiky s chromozomem Y, ktera vSak nebyla
detekovana (Assche et al., 1996; Visootsak et Graham, 2006).

Karyotyp 46,XX se u muzu vyskytuje s ¢etnosti 1/20 000 (Nussbaum et al.,
2004). Fenotypové jsou pacienti podobni tém s Klinefelterovym syndromem, maji
normalni vySku a neoslabenou inteligenci. Maji vSak poruchy zevnich genitalii
(Ferlin et al., 2006a).

2.1.2 Aneuploidie v gametach

Nékolikrat bylo publikovano, ZzZe existuje korelace mezi mnozstvim
aneuploidnich spermii a kvalitou spermatu. Na zakladé vySetfeni metodou FISH
bylo zjiténo, ze téZce infertilni muzi mohou mit 70 % a vice aneuploidnich spermii
(Calogero et al.,, 2001). Jsou vSak pfipady, kdy zadny podobny vztah mezi
aneuploidnimi zarodeCnymi burikami a kvalitou spermatu nebyl pozorovan
(Guttenbach et al., 1997). Tyto rozdily mohou byt zpusobeny odliSné hodnocenymi
parametry vramci jednotlivych laboratofi nebo mohou byt vysledky ovlivnény
vnitfnimi (vék, DNA polymorfismus) a vnéjSimi faktory (environmentalni polutanty)
(Griffin et al., 1995). Obecné se nejCastéji jedna o aneuploidie pohlavnich

chromozomu X a Y a dale chromozomd 21, 8 a 18 (Calogero et al., 2001).

2.1.3 Strukturni chromozomalni aberace

Translokace

PFi translokaci dochazi k pfemisténi ¢asti chromozomu na jiné misto téhoz
chromozomu, nebo na chromozom jiny. Jejich vyskyt je 4 - 10x vy3Si u neplodnych
muzU v porovnani se zdravymi. Zvlastnim typem translokace je Robertsonska
translokace. Dochazi ke spojeni dlouhych ramének dvou akrocentrickych
chromozomu v oblasti centromery a ke ztraté satelitQ, které tvofi kratka raménka.
Pacient tedy pfichazi o jeden chromozom. Tento typ translokace je nejcastéjSi
strukturalni zménou chromozomu u lidi. Ovliviiuje plodnost 1 z 1000 muzd. Mezi

neplodnymi je postizeno Robertsonskou translokaci pouze 0,8 % z nich. | tak je
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toto Cislo ve srovnani s béznou populaci 9x vyssSi (O Flynn O'Brien et al., 2010).
U azoospermikll a oligozoospermiku je vyskyt téchto translokaci vyssi — 0,09 %
respektive 1,6 % (Meschede et al., 1998). Tato strukturni abnormalita ma Sirokou
Skalu fenotypu od normalniho pribéhu spermatogeneze az po neschopnost tvorby
gamet. (O'Flynn O'Brien et al.,, 2010). Neplodnym pacientim s translokaci

podstupujicim IVF je nabidnuta preimplantacni geneticka diagnostika.

Delece a mikrodelece chromozomu Y

Na chromozomu Y lezi geny, jez jsou nezbytné pro spravny prubéh
spermatogeneze a vyvoj pohlavnich organu (Obr. 3). Je velmi obtizné urcit, ktery
gen podminiuje dany fenotyp, jelikoz jeden fenotypovy projev mize byt ovlivhén
nékolika riznymi geny a naopak. Castou pfi¢inou muzské neplodnosti jsou
mikrodelece chromozomu Y, coZ jsou chromozomové delece, zasahujici nékolik
genl, které nejsou detekovatelné standardnimi cytogenetickymi metodami
(Reynolds et Cooke, 2005). Vyskyt mikrodeleci je opét vySsi u azoospermiku (10
az 15 %) a oligozoospermikl (5 — 10 %) (Foresta et al. 2001).

NejCastéjSim mistem mikrodeleci na chromozomu Y je jeho dlouhé
raménko — Yq, které obsahuje dllezitou oblast tzv. azoospermia faktor region —
AZF (Obr. 3). Zde jsou lokalizované geny, které pfimo ovliviiuji rast a vyvoj
spermii.  NejCast&ji nachazime  mikrodelece AZF u  azoospermiku
a oligozoospermikl s jinak normalnim karyotypem 46,XY (O’'Flynn O’Brien et al,
2010).

Oblast azoospermia faktoru se déli na tfi Casti AZFa, AZFb a AZFc

(Vogt, 2005). NejCastéjSimi pFiCinami Siroké Skaly neplodnych fenotypl jsou
mikrodelece pravé v oblastech AZFb a AZFc (Feril et al., 2007a) (Obr. 3) (Graf. 1).



+— SRY

+— AZFa
Azospermia +— AZFb
factor region «—

—

Obrazek 3: Schématické znazornéni chromozomu Y a vyznamnych oblasti spojenych
s muzskym fenotypem a spravnym fungovanim spermatogeneze. Gen SRY (Sex -
determining region Y) koéduje specificky transkripéni faktor, ktery stoji na pocatku
kaskady determinujici rozvoj muzského pohlavi. Oblast AZF, ktera se dale déli na
podoblasti a, b, ¢, obsahuje geny, ovliviujici pribéh spermatogeneze. Mutace v této
oblasti zpusobuji neobstrukéni azoospermii. Diky oblastem PAR (Pseudoautosomal
region) mohou chromozomy X a Y tvofit béhem meiézy homology. Mezi geny v téchto
oblastech dochazi ke crossing-over.

Delece v ¢asti AZFa

Delece AZFa jsou pomérné vzacné. Vyskytuji se pouze u 0,5 — 1 %
azoospermik( (Tab. 1) a tvofi zhruba 7 % vSech deleci v ramci oblasti AZF
(Graf 1) (Jobling, 2008). Hlavnimi geny v této oblasti jsou USP9Y a DBY (jinak
také DDX3Y). Pokud dojde kdeleci obou téchto genl souCasné, dochazi
u pacienta ktzv. Sertoli cell-only syndromu, také znamému jako Del Castillo
syndrom. Sertoliho bunky se nachazi v semenotvornych kanalcich a jejich funkci
je vyzivovat a umoznovat dozrani spermii z nejranéjSiho stadia spermatogeneze.
Muzi se Sertoli cell-only syndromem jsou vSak neplodni, protoze ve varlatech
chybi spermatogonia a v ejakulatu tudiz spermie, pfestoze vyZzivovaci bunky jsou
pFitomny.

Karyotyp téchto pacientd je normalni - 46,XY stejné jako jejich télesny
vyvoj. U téchto muzd vSak bylo zjisténo snizené mnozstvi DBY transkriptu, coz

naznacuje, ze tento gen je dulezity pro spermatogenezi. Delece genu USP9Y



zpusobuje azoospermii, oligozoospermii a oligoasthenozoospermii’. Né&ktefi
zivoCichové, jako napfiklad Simpanzi, vSak viubec nemaiji gen USP9Y aktivovany.
Je proto mozné, ze tento gen pfimo neovliviiuje moznost spermatogeneze, ale
pouze jeji kvalitu. MUzeme tedy fici, Ze pro spermatogenezi je vyznamnéjsi gen
DBY (O’Flynn O'Brienet al., 2010).

Delece v ¢asti AZFb

Delece v oblasti AZFb zplsobuji zastaveni spermatogeneze v raném
stadiu, coz naznaCuje, Ze tato oblast je pro muzskou plodnost esencialni
(Vogt, 2005). Hlavnim genem lokalizovanym v oblasti AZFb je RBMY1. Tento gen
se na chromozomu Y vyskytuje v Sesti kopiich (O'Flynn O'Brien et al., 2010).
RBMY1 kéduje RNA vazebny protein, ktery slouzi jako splicing faktor v riznych
stadiich vyvoje spermii (Vogt, 2005). Exprese tohoto faktoru byla sniZzena

u azoospermiku (Lavery et al., 2007).

Dullezitd skupina genud lokalizovana v AZFb oblasti je také rodina PRY
genu. Geny patfici do této skupiny zodpovidaji za regulaci apoptézy a reguluji

eliminaci defektnich spermii (Vogt, 2005).

Dukazem toho, ze geny RBMY1 a PRY vyrazné ovliviuiji fertilitu, je fakt, ze
pfi deleci vSech genl AZFb oblasti kromé RBMY1 a PRY, dojde k pouhému
snizeni produkce spermii. Pokud vSak dojde k deleci pravé téchto dvou genu,

spermatogeneze je zastavena ve stadiu primarniho spermatocytu (Vogt, 1998).

Delece v ¢asti AZFc

Delece AZFc oblasti jsou pfi€inou neplodnosti u 12 % muzi s neobstrukéni
azoospermii a u 6 % oligozoospermikd (O Flynn O'Brien et al., 2010). Jde o jednu
z nejCastéjSich mikrodeleci chromozomu Y. Zpusobuje Sirokou Skalu fenotypu
Casto spojenych s rdznou koncentraci spermii (Vogt, 2005). Bylo zjisténo, zZe

pro zahajeni spermatogeneze jsou esencialni oblasti AZFa a AZFb. Pro regulérni

! Oligoasthenozoospermie — snizeny pocet i pohyb spermii v ejakulatu
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prubéh a dokon€eni spermatogeneze je vSak nezbytna oblast AZFc. Nékteré
studie ukazaly, Zze delece AZFc oblasti mohou byt predispozici ke ztraté celého

chromozomu Y, a tedy k pohlavnimu zvratu.

Vyznamnymi geny oblasti AZFc ovliviujicimi spermatogenezi, jsou geny
DAZ. Exprese téchto genl byla zjisténa ve vSech stadiich vyvoje zarodecnych
bunék. Reguluji translaci, kéduji RNA vazebny protein specificky pro zarodecné
buriky a jsou zapojeny do regulace meidzy. Delece DAZ genu zpusobuje Sirokou
Skalu fenotyplli od azoospermie az po oligozoospermii (O’Flynn O’Brien
et al., 2010).

AZFc je také nachylna k menSim delecim vramci této oblasti. Tyto
subdelece zpusobuji rizné fenotypy od naprosto zdravych muzu s regulérnim
prubéhem spermatogeneze az po azoospermiky. Fenotypovy projev téchto
subdeleci je znacné ovlivnén vnéjSim prostiedim a genetickymi predispozicemi
jedince. NejCastéjSimi subdelecemi v ramci DAZ oblasti jsou gr/gr, bl/b3
a g1/g3(b2/b3) (Lardone et al., 2007). Nékteré studie prokazaly souvislost téchto
mikrodeleci s poruchou spermatogeneze, jiné vSak ne. SouCasné vysledky
naznacuiji, ze by v pfipadé téchto deleci a jejich projevl, mohl hrat vyznamnou roli
etnicky pavod. V této oblasti vyzkumu je mnoho neznamych a je potfeba se ji vice
vénovat (O'Flynn O’Brien et al., 2010).
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Graf 1: Distribuce mikrodeleci Yq mezi tfemi AZF oblastmi (Pfevzato z O'Flynn O’Brien.
Genetic causes of MF infertility. Fertility and Sterility 2010)

2%

B AZFa

H AZFb

B AZFc

W AZFa+b

B AZFh+tc
AZFa+b+c

Tabulka 1: Cetnost fenotypové nejbéznéjsich chromozomalnich abnormalit souvisejicich s
muzskou neplodnosti (Pfevzato z O'Flynn O’Brien. Genetic causes of MF infertility. Fertility

and Sterility 2010)

Geneticka abnormalita Fenotyp

Cetnost (%)

Chromozomalni abnormality azoospermie - normospermie
Klinefelterlv syndrom azoospermie - t8Zka oligozoospermie

Robertsonskatranslokace azoospermie - normospermie
Mikrodelece chromozomu Y azoospermie - oligozoospermie

5 (celkové neplodné populace muz(); 15%
{azoospermiki)

5 (tezkych oligozoospermik(); 10 (azoospermikl)

0,8 (celkové neplodné populace muzl); 1,6
{oligozoospermikil); 0,09 (azoospermikil)

10-15 (azoospermik(l); 5-10 (oligozoospermik()

AZFa delece azoospermie, Steroliho cell-only syndrom 0,5-1 (Ferlin ef af,2007d)
AZFb delece azoospermie, zastava spermatogeneze 0,5-1 (Ferlin et al.,2007d)
AZFc delece t&Zka oligozoospermie - neobstrukéni azoospermie  6-12

¢astecna AZFc delece azoospermie - normospermie 3-5(Ferlin et al.,2007d)

Poznémka: Cetnost je vztazena k danému fenotypu, pokud neni v zévorce uvedeno jinak.
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2.1.4 Genové mutace

Gen CFTR - Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

Vliv na muzskou plodnost ma i mutace v genu pro cystickou fibrézu. Tento
gen je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 7 — oblast g31.2. Cysticka
fibor6za je autozomalné recesivni onemocnéni. Pfi tomto onemocnéni dochazi
k poruse transportu chloridovych iontd a k naruSeni hydratace epitelt, coz
se projevuje pfilis hustym hlenem., mimo jiné i v muzském pohlavnim ustroji.
Frekvence nemocnych (rr) v eské populaci je 1/2000 - 1/3000. Jedinci, ktefi maji
mutovanou pouze jednu alelu (Rr), jsou tzv. zdravi pfenaSecCi a jejich Cetnost je
1/25 -1/29. Je znamo pfes 900 mutaci vramci genu CFTR, vSechny jsou
geograficky specifické. Mezi nejCastéjSi patfi delece v oblasti AF508.
U homozygotd AF508, pfipadné u homozygotu jinych vaznych variant této mutace,
se projevuje cysticka fibréza. Vice nez 95 % muzu s CF je neplodnych, protoze
u nich dochazi ke vzniku kongenitalni bilateralni absence vas deferens (CBAVD —
congenital bilateral absence of the vas deferens). Jedna se o obstrukeni
azoospermii, pfi niz dochazi k pferuSeni spoje mezi nadvarlaty a ejakulacnimi

vyvody.

Pacienti s cystickou fibrézu jsou idealnimi kandidaty pro ICSI, protoze tvofi
jinak zdravé spermie (kromé mutace CFTR), které v8ak vétSinou nemohou projit
do ejakulatu. Spermatogeneze je u téchto pacientd normalni. Dulezité je vySetfeni
partnerky. V pfipadé, Zze by i ona méla mutaci genu CFTR , zvySuje se riziko
vyskytu CF u potomkd. Fertilita Zen s cystickou fibrézou neni vyrazné ovlivhéna
(Foresta et al., 2005).
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Gen pro MTHFR

Gen kodujici enzym 5-methylenetetrahydrofolatredukrazu je lokalizovan
na ,p“ raménku chromozomu 1 (1p36.3). Tento enzym se podili na pfeméné
homocysteinu na metionin. Bodova mutace v kodujici oblasti C677T snizuje
aktivitu enzymu o 30 % u heterozygotu a o 80 % u homozygotu (Bezold et al.,
2001). Poruchy metylace spermatické DNA jsou spojeny s muzskou infertilitou.
Snizena aktivita tohoto enzymu, zplsobena MTHFR polymorfismem, souvisi
s hyperhomocysteinemii®. Hyperhomocysteinemie je rizikovym faktorem mnoha

onemocnéni, mezi nimiz je i infertilita (Eloualid et al., 2012).

CDY - chromodomain protein Y-linked gene

Spermatogenezi dale ovlivhuje gen CDY, ktery je lokalizovany na dlouhém
rameénku chromozomu Y. Produkt tohoto genu — chromodomain protein Y- linked
gene - protein CDY — je exprimovan vyhradné ve varlatech a ovliviiuje funkci
histont v pribéhu spermatogeneze. Zda se, Ze se tento gen v prubéhu evoluce
diferencioval ze svého autozomalniho homologu CDYL, ktery je lokalizovan
na chromozomu 6, a pfesunul se na pohlavni chromozom Y. Tento fakt podporuje
teorii, Ze geny ovliviujici spermatogenezi maji tendenci shlukovat

se na chromozomu Y (O’Flynn O’Brienet al., 2010).

Mutace androgennich receptoru

Gen pro androgenni receptor (AR) je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu X a hraje dullezitou roli pfi vzniku muzskych pohlavnich bunék.
Konkrétné pfi konverzi spermatocytd na spermatidy. Ferlin et al. 2007b v jedné
své studii zjistili, Zze az 2 % neplodnych muzu maji mutovany gen pro androgenni

receptor. Kontrolni skupina zdravych muzl jej mutovany neméla.

8 Hyperhomocysteinemie — zvySena koncentrace homocysteinu v krvi a modi
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Mutace AR genu muze vést také ksyndromu necitlivélosti vaci
androgenum. Tato mutace znemozni vazbu androgennich hormond na receptor,

coz muze ruzné ovlivnit fenotyp a spermatogenezi muze (Ferlin et al., 2006a).

Kartageneriv syndrom u muzu

Kartageneruv syndrom je velice vzacné autozomalné recesivni onemocnéni.
Vyskytuje se s €etnosti 1/6000 — 1/40 000. Je zplsoben mutaci dvou genu DNAI1
(dyneinintermediatechain 1, axonemal) na p raménku chromozomu 9 a DNAH5
(dynainheavychain 5, axonemal) na p raménku chromozomu 5. Oba tyto geny
koduji protein, ktery je soucasti fasinek a bi€ikd. V dasledku této mutace jsou tedy

fasinky a biCiky nepohyblivé. Homozygotni muzi byvaji sterilni (Magni et al., 1982).

Kallmaniv syndrom u muzi

Kallmanndv syndrom (KS) (olfaktogenitalni syndrom) je vzacné geneticky
podminéné vrozené onemocnénise. Vyskytuje se Castéji u chlapca (1/8 000) nez
u divek (1/40 000) a ovliviiuje zejména pohlavni dospivani postizenych. Projevuje
se deficienci gonadotropin uvolfiujiciho hormonu (GnRH). Bylo potvrzeno 6 genu
hrajicich roli vtomto syndromu. Identifikovany byly nasledujici geny: KAL1 (KS1),
FGFR1 (KS2), PROKR2 (KS3), PROK2 (KS4), CHD7 (KS5) a FGF8 (KS6).
NejCastéjsi pfi¢inou KS je mutace genu KAL1 (Xp22.3) a FGFR1 (8p12). Delece
genu KAL1 je detekovatelna metodou FISH. Tato mutace je vazana
na chromozom X. VSechny ostatni mutace jsou autozomalné recesivni.
Nedostatek pohlavnich hormond, zpasobeny chybénim GnRH, ma za nasledek
zejména absenci sekundarnich pohlavnich znakl. Muzi trpi opozdénou pubertou,
vétSinou maji mikropenis a velmi malé mnozstvi spermatu a spermii. Kallmanntv
syndrom je Casto spojen se ztratou Cichu, zraku, sluchu nebo rozstépem patra.
Tito pacienti byvaji neplodni. Za pomoci hormonalni |éCby a metod asistované

reprodukce mohou néktefi z nich zplodit potomka (Pallais et al., 2007).
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2.2 Geneticke pri¢iny zenské neplodnosti

2.2.1 Aneuploidie pohlavnich chromozomu

Turneruv syndrom (45,X)

Pro Turnerdv syndrom (TS), je charakteristicka ¢aste¢na nebo Uplna ztrata
chromozomu X. Obvykle se vyskytuje chromozomailni konstituce 45,X (Abir et al.,
2001) s Cetnosti 1/4000 (Nussbaum et al. 2004). U pacientek s TS je Casty vyskyt
chromozomalnich mozaik. Nejb&znéjSi mozaikou je 45,X/46,XX nebo jina
aneuploidie monozomu X v mozaice. Nékdy dochazi k deleci kratkého ¢i dlouhého
raménka jednoho z homologl X (Abir et al., 2001; Shah et al., 2003).

Ke vzniku této chromozomalni aberace, dochazi vétSinou nondisjunkci
béhem prvniho nebo druhého meiotického déleni. V 75 % pfipadld je X
chromozom v karyotypu maternalniho pavodu, coz znamena, Ze doslo ke ztraté

paternalniho homologu (spermii s chybé&jicim monozomem) (Hassold et al., 1998).

Zeny s Turnerovym syndromem maji charakteristicky fenotyp jiz
od narozeni napf. kozni duplikaturu nebo lymfedémy koncCetin. Je pozorovan
opozdény pohlavni vyvoj, dysgeneze gonad® a primarni amenoreal®. Zeny jsou
extrémné malé. Toto Ize FeSit dodavanim rekombinantniho ristového hormonu
hGH. Dale pacientky podstupuji dlouhodobou hormonalni substituéni lé¢bu®?,
aby doSlo alespon k ¢asteCnému vyvoji sekundarnich pohlavnich znakt a aby se
omezily pfipadné dalSi zdravotni potize. U pacientek se presto vyskytuji
kardiovaskularni abnormality, poruchy sluchu a vidéni, nebo jiz zmifovana

vyrazna kozni fasa na krku (Ize odstranit chirurgicky) a problémy s otoky koncetin.

Pacientky jsou téméf vzdy sterilni (95 - 98 %) z duvodu gonadalni

dysgeneze. Mira dysgeneze gonad odpovida velikosti neparujici se oblasti

° Gonadalni dysgeneze — vrozena vyvojova porucha gonad ruzné intenzity Casto na podkladé
patologického karyotypu, manifestujici se v dobé& dospivani sexualnim infantilismem. Casto se
muze sdruzovat s dalSimi somatickymi anomaliemi ¢ malformacemi (Vokurka, Hugo et al., 2005).

1% Amenorea — absence menstruagniho cyklu
' Hormonalni substitugni 1é¢ba — létebné podavani hormont pfi poklesu nebo vypadku jejich
pfirozené produkce.
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homolognich chromozom( X a Y. Pokud tedy chybi cely chromozom X, nedochazi
k parovani s homologem Y a dochazi k téZké gonadalni dysgenezi. Ta se u Zen
projevuje degeneraci oocytd pfed nastupem puberty, primarni amenoreou

a absenci sekundarnich pohlavnich znaku.

Minimalné u 2 % pacientek maze dojit k pfirozenému téhotenstvi. Jde
0 pacientky se somatickou mozaikou Turnerova syndromu, pfi které ma alespon
Cast bunék karyotyp 46,XX. Tato téhotenstvi jsou vSak vzacna a Casto se vyskytuji
spontanni potraty (29 %), porody mrtvého plodu (7 %) a porody plodu
s malformacemi (20 %). S Turnerovym syndromem je spojovan i Casty vyskyt
autoimunitnich onemocnéni, ktera maji negativni vliv na koncepci a prubéh

téhotenstvi, a nékteré potraty mohou byt tedy autoimunitniho pavodu.

S rozvijejicimi  se metodami asistované reprodukce maji i Zeny
s Turnerovym syndromem Sanci otéhotnét a porodit zdravého potomka.
U nékterych pacientek s mozaikou jsou vaje€niky, alespon v détstvi, funkéni
a uvolnuji folikuly s oocyty. U téchto divek se doporucuje kryoprezervace oocytd,
ktera je v pozdéjSim véku doplnéna in vitro maturaci a IVF (Abir et al., 2001).
Téhotenstvi a porod vS8ak muze byt pro tyto pacientky riziko, kvali srde¢nim
komplikacim, které jsou Casto s Turnerovym syndromem spojeny (Nussbaum et
al., 2004).

Zeny s karyotypem 47,XXX

Trizomie chromozomu X, dfive nazyvana ,Superfemale“, se u narozenych
divek vyskytuje s Cetnosti 1/1000. Tyto Zeny nebyvaji fenotypové abnormalni
a vétSina pfipadl zlistava neodhalena. Fertilita snizena nebyva. Maji ale vysSi
riziko tvorby chromozomalnich abnormalit u potomki a menopauza u nich

nastupuje dfive, okolo 30. roku zivota (Nussbaum et al. 2004).

Nadbyte¢ny chromozom X je z95 % puvodem od matky. Ke vzniku
diploidni gamety dochazi témér vzdy poruchou prvniho meiotického déleni.
Zavaznost symptomu je pfimo umérna mnozstvi nadbyteénych chromozomud X

tedy mnozstvi nadbyte¢né davky genu (May et al., 1990).
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DUumysiny je proces inaktivace nadbyteCnych chromozomd X
Za fyziologickych podminek dochazi k nahodné inaktivaci jednoho chromozomu X
(vznik Baarova téliska), aby doslo ke kompenzaci davky genu. U syndromu Super
Zena tedy dochazi k inaktivaci dvou chromozomua X. V pfipadé translokace X —
autozom je preferencné inaktivovan zdravy chromozom X (bez translokace).
Derivovany chromozom zlstava aktivni, aby zustaly funkéni geny

v netranslokovaném segmentu (Cottrell et al., 2009).

Porucha vyvoje gonad (46,XY CGD)

Syndrom 46,XY CGD (complete gonadal dysgenesis) je charakteristicky
karyotypem 46,XY u fenotypové normalnich zen. U téchto Zen doSlo ke zvratu
vyvoje pohlavi z davodu naruSeni nékterych genl uc€astnicich se procesu vyvoje
gonad. Detekuji se zmény vgenech SRY, NR5A1 (SF1), DHH, NROB1
(DAX1 duplikace), nebo duplikace genu WNT4.

Mira dysgeneze gonad je ruzna. VajeCniky a vejcovody jsou nefunkéni
a déloha muze a nemusi byt pfitomna. Vnéjsi genitalie se vyviji az po hormonalni
lécbé. Pacientky jsou z téchto dlvodu sterilni. V pfipadé ze ma Zena pfitomnou
délohu, mize se ji podafit otéhotnét za pomoci metod AR (Stoicanescu et al.,
2006).

2.2.2 Aneuploidie v gametach

Aneuploidie v gametach zZen jsou Uzce spjaty se zvySujicim se vékem zeny.
Dochazi ke zménam vnitfiniho prostfedi vajeCnikl, zejména ke zméné pH,
koncentrace kysliku nebo koncentrace hormoni. To vSe ovliviiuje segregaci
chromozom( (Gaulden, 1992). Je dokazano, Ze s vékem se snizuje kvalita
déliciho aparatu bunky a dochazi tedy castéji k nondisjunkcim. Nejznaméjsim
pfikladem je trizomie chromozomu 21 — Downuv syndrom (Van Blerkomet al.,
1997).
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2.2.3 Genové mutace souvisejici s poruchou srazlivosti krve

Bé&hem samotného téhotenstvi dochazi k vyraznym zménam hemostatického
systému zeny, které podporuji srazlivost krve. Riziko vzniku tromboéz je v tomto
obdobi 3 - 20x vySSi nez za normalnich podminek. Kombinace poruch srazlivosti
krve s téhotenstvim muze tedy vést k vaznym komplikacim nebo dokonce

k potratu plodu (Spina et al., 2000).

Leidenska mutace

Leidenska mutace je projevem mutace genu kodujiciho antikoagulaéni
faktor V. Jedna se o bodovou mutaci, kdy dochazi k substituci adeninu guaninem
a nasledné k nahrazeni aminokyseliny argininu glutaminem na pozici 506.
U heterozygotu je riziko trombdz 7x vy3Si, u homozygott dokonce 80x. Kombinace
této poruchy s téhotenstvim muize vést k porodnickym patologiim. Spravny prubéh
téhotenstvi je zavisly na spravném fungovani placenty a ta je zase zavisla
na krevnim obé&hu matky. V pfipadé trombofilie muze dojit k naruseni cirkulace
krve mezi matkou a plodem, pfi¢emz hrozi ristova retardace nebo potraceni plodu
(Spina et al., 2000).

Mutace genu koédujiciho enzym methylentetrahydrofolatreduktazu (MTHFR)

Vysledkem mutace genu MTHFR je akumulace homocysteinu v krvi a modi.
Castgji byla tato mutace diagnostikovana u pacient(i s trombdzou. V kombinaci
s téhotenstvim mulze dochazet ke komplikacim napfiklad k selhani implantace
embryi, k opakovanym potratim, k neschopnosti donosit plod, nebo k pfed€asnym
porodim. Nebylo vSak dokazano, ze tato mutace je pfimo zodpovédna
za zminéné komplikace. Dosavadni vysledky vyzkum( naznacuji, ze zvySena
hladina homocysteinu v krvi by mohla byt nasledkem pravé poruchy sraZzlivosti
krve. Pfi snizovani hladiny homocysteinu v krvi totiz nedochazi ke snizeni rizika

krevnich srazenin (Varga et al., 2005).
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Mutace genu koédujiciho protrombin

Podobné jako Leidenskd mutace, zpUsobuje mutace genu kodujici
protrombin zvySené riziko krevnich srazenin. Dochazi k mutaci genu kodujiciho
antikoagulacni faktor II. Kombinace této poruchy s téhotenstvim muize negativné

ovlivnit funkci placenty a plod muze byt ohroZen (Benedetto et al., 2002).

2.2.4 Dalsi genové mutace

Kallmaniv syndrom u zen

Jak bylo uvedeno v kapitole 2.1. Kallmanuv syndrom je nej¢astéji zplsoben
mutaci genu KAL1.U Zen se vyskytuje s Eetnosti 1/40 000 a negativné ovliviuje
zejména pohlavni dospivani. Divky nemaji témeéfr zadna prsa a trpi amenoreou.
Za pomoci hormonalni |éCby a metod asistované reprodukce, mohou i tyto Zeny
pocit dité (Pallais et al., 2007).

Kartageneriv syndrom u zen

Jak bylo uvedeno v kapitole 2.1. Kartageneriv syndrom je vzacné
autozomalné recesivni onemocnéni. Je zpusoben mutaci geni DNAI1 a DNAH5,
které koduji protein, jenz je soucasti fasinek a bicikd. V dusledku této mutace jsou
fasinky a biCiky nepohyblivé. U Zen se fasinkové bunky vyskytuji mimo jiné
ve vajecnicich, kde hraji roli pfi transportu vajicka z vaje¢nik( do délohy. Mutace
tohoto genu muize zkomplikovat transport vajicka do délohy a fertilitu Zen snizit
(Magni et al., 1982 ; Coren et al.2002).
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2.3 Diagnostické metody

2.3.1 Karyotypizace

Karyotyp je soubor chromozomu v jadfe eukaryotickych bunék. Stanoveni
karyotypu tzv. karyotypizace, je zakladni cytogenetické vySetfeni, které slouzi
k hodnoceni po¢tu chromozoml a chromozomalnich aberaci, napfiklad zlom
nebo prestaveb. K vizualizaci chromozomU se nej¢astéji vyuziva tzv. G-pruhovani.
Zakladem G-pruhovani je casteCné rozruSeni proteinovych struktur v oblasti
heterochromatinu trypsinem a nasledné barveni chromozomu barvivem Giemsa -
Romanowski. Tmavé se barvi heterochromatinové oblasti DNA bohaté na adenin
a thymin, které byvaji zpravidla geneticky neaktivni. Svétle se barvi euchromatin,
ktery je na geny bohaty. Stfidani tmavych a svétlych pruhi je pro kazdy
chromozom specifické a chromozomy jsou podle G-pruhovani identifikovany
a analyzovany. ZchromozomU jedince se sestavuje karyotyp. Provadi se
standardizovany zapis nalezeného karyotypu v souladu s mezinarodnim
systémem lidské cytogenetické nomenklatuty (An International Systém for Human
Cytogenetic Nomenclature 2013 — ISCN) (Koc&arek et al,. 2003).

Obrazek 4: Fyziologicky karyotyp muze 46,XY (Foto: RNDr. Katerina
Adamova, PhD, Ustav lékaiské genetiky a fetalni mediciny Fakultni
nemocnice v Olomouci) 21
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Obrazek 5: Fyziologicky karyotyp zeny 46,XX (Foto: RNDr. Katefina Adamova, PhD,
Ustav lékaiské genetiky a fetalni mediciny Fakultni nemocnice v Olomouci)

2.3.2 Fluorescencéni in situ hybridizace

V roce 1970 publikovali Pradue a Gall prvni praci o in situ hybridizaci.
Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) se zacala v klinické praxi vyuzivat
koncem osmdesatych let dvacatého stoleti (Pinkel et al. 1985; Snustad et
Simmons, 2009).

V cytogenetice je metoda FISH vyuzZivana v oblasti prenatalni, postnatalni,
hemoonkologické a preimplantacni diagnostiky. Slouzi pfedevSim k detekci
chromozomovych pfestaveb, mozaik a aneuploidii. Vyuziva specifickych DNA
sond, které jsou oznaceny fluorescencnim barvivem bud pfimo, nebo nepfimo,
pres vazbu protilatek. VySetfovana DNA je spole¢né se sondou denaturovana
za zvySené teploty a nasledné spolu hybridizuji. Podle typu pouZzité sondy je pak
fluorescenéné oznafen dany usek chromozomu, ktery je detekovan, vizualizovan
a analyzovan ve fluorescenénim mikroskopu (Obr. 6) (Snustad et Simmons,

2009). Pro FISH je mozné vyuzit rizné typy preparati — kryoprezervované fezy,
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parafinové bloCky, otisky, nativni nekultivované preparaty z krve, plodové vody

nebo choriovych klku.

chromozom na mikroskopickém skle

denaturace

; : AT
_'{ |T| |T—| "_E s i
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Obrazek 6: Schéma principu metody fluorescencni in situ hybridizace (upraveno dle
Sermon et al., 2004)

Typy sond a jejich vyuziti

Jak bylo uvedeno vyse, FISH je molekularné cytogeneticka metoda zalozena
na schopnosti DNA sondy hybridizovat s komplementarnim usekem vysSetfované
DNA. V dnesni dobé existuje Siroka skala sond pro jednotlivé oblasti chromozomu
— telomery, subtelomery, centromery, specifické lokusy, eventualné pro celé
chromozomy nebo dokonce pro celé genomy. Sondy jsou bézné& komercné

dostupné, pfipadné si je laboratof sama pfipravuije.

Satelitni/centromerické sondy se vyuzivaji k hodnoceni mozaicismu a ke

zjisténi pfitomnosti nebo poc¢tu kopii daného chromozomu. FISH se
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satelitni/centromerickou sondou Ize provést i na interfaznich jadrech bez nutnosti

metafaznich chromozomd.

Lokus - specifické sondy jsou vyuzivany k detekci mikrodeleci, amplifikaci

nebo také nékterych translokaci. Opét je Ize vyuzit i k vySetfeni interfaznich jader.

K hodnoceni komplexnich chromozomovych pfestaveb se vyuzivaji
celochromozomové malovaci sondy. V tomto pfipadé je v8ak nutné vySetfeni

provadét na metafaznich chromozomech (www.gennet.cz).

Stanovenim karyotypu a jeho analyzou prostfednictvim fluorescencni in situ

hybridizace se podrobnéji zabyvam v praktické ¢asti této prace.

2.3.3 CGH — Komparativni genomova hybridizace

Komparativni genomova hybridizace je metoda urCena k hodnoceni
amplifikaci, deleci nebo nebalancovanych translokaci. Na rozdil od klasické FISH
vyuziva zdravé DNA a vySetfované DNA. Oba vzorky jsou znaceny fluorescencné
kazdy jinym fluorochromem. DNA jsou denaturovany a soutézi o komplementarni
usek chromozomu, ktery je pfipraven na podloZznim skle. Nasledné se hodnoti
intenzita toho C¢i onoho fluorescenéniho signalu. Zjistime tak, jestli doslo na

hodnocené DNA k né&jaké kvantitativni zmeéné.

CGH je hojné vyuzivana predevSim v nadorové cytogenetice. Jeji
nevyhodou je, Ze ji nelze vyuzit pro hodnoceni balancovanych prestaveb (Snustad
et Simmons, 2009).
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2.4 Metody asistované reprodukce

Metody asistované reprodukce (AR) jsou zaloZzeny na manipulaci
s pohlavnimi burikami mimo télo. Vaji¢ka, odebrana z vaje¢nikl, jsou oplodnéna
mimo télo Zzeny. Nasledné je oplozené vajicko zavedeno zpatky do délohy. Mezi
metody AR Fadime i umélou inseminaci. Metody asistované reprodukce jsou
vhodnym FeSenim pro Zzeny s poskozenymi vejcovody, s endometri6zou a u Zen,
které nemohou otéhotnét z neznamych duvodi nebo z divodu vysSiho véku.
Asistovanou reprodukci se da feSit i muzska neplodnost, a to napfiklad

v pfipadech snizeného poctu spermii.

Poprvé se prostrednictvim asistované reprodukce narodila ve Velké Britanii
v roce 1978 Lucy Brown. V Ceské republice se prvni ,dit& ze zkumavky“ narodilo
v roce 1982 a to metodou GIFT — transferem gamet do vejcovodl. Metodou IVF —
in vitro fertilizace pak nasledné v roce 1984. Na zacatku 90. let se zacala vyuzivat
metoda ICSI — intracytoplazmaticka injekce spermii. Diky AR dnes mohou mit

potomKky i pary, které by pfirozené déti nepocaly (Doherty et al., 2006).

2.4.1 Uméla inseminace

Uméla inseminace (US) je mnohdy prvni formou IéCby problému s plodnosti.
Neni v8ak vhodna pro vSechny pary. US spocCiva v zavedeni partnerova nebo
darovaného spermatu do délohy partnerky. Aby tato metoda byla maximalné
ucinna, je potfeba, aby sperma mélo dostate€né vysokou koncentraci funkcénich
spermii. Je vhodna pro Zzeny s anatomickymi poruchami €ipku nebo s funkénimi
poruchami cervikalniho hlenu. Prvni pokusy o US byly zaznamenany jiz roku
1780. Uméla inseminace je jednoducha a v porovnani s jinymi metodami finan¢né

pomérné nenaroc¢na (Doherty et al., 2006)
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2.4.2 In vitro fertilizace (IVF)

In vitro fertilizace je metoda, pfi niZ dochazi k oplozeni vajicka mimo télo
Zeny. Za pomoci ultrazvuku a tenké jehly je z vajecnik(l pfes pochvu odsata
folikularni tekutina, ktera obsahuje vajicka. Je nutné, aby byly Zeny pfed timto
zakrokem, alespon do urcité miry, hormonalné stimulovany. Vajicka jsou nasledné
v laboratofi oplozena spermiemi partnera/darce. Aspirace'? vajiek probiha
ve stejny den jako odbér spermatu. VajiCka jsou po odbéru inkubovana
ve specialnim kultivaénim médiu. Klade se velky diraz na to, aby se laboratorni
podminky co nejvice podobaly pfirozenym podminkam. Po nékolika hodinach jsou
vajiCka smichana se spermiemi a jsou inkubovana pfes noc. Druhy den se
kontroluje, zda doSlo k oplozeni. Oplozena vajicka se dale inkubuji a sleduje se
jejich déleni az do 4 - 8 bunécného stadia. Nasledné jsou vybrana nejvhodné;si
embrya, z nichZ jedno maximainé dvé jsou transferovana do délohy*® (Doherty et
al., 2006).

2.4.3 Intracytoplazmaticka injekce spermii (ICSI)

Intracytoplazmaticka injekce spermii (Intracytoplasmatic sperm injection —
ICSI) vyrazné zvysSila uspésnost metod AR. Na rozdil od klasické IVF je pfi této
metodé jedna vybrana spermie pfimo vpichnuta do vajiCka. ICSI je velmi
vyznamna pfi feSeni muzské neplodnosti. Umoznuje oplozeni vajiCka spermii,
ktera by normalné nikdy vaji¢ko neoplodnila. Muzska neplodnost vdak muze byt
zpusobena i genetickymi pfi¢inami. Proto zajemci o ICSI podstupuji dikladné

genetické vySetfeni, aby se vyloucil pfenos pfipadné mutace na potomky.

Metodé ICSI pfedchazi aspirace vajiCek a odbér spermatu. VajiCka jsou
oCisténa a vybrana ta, ktera jsou zralda a vhodna pro oplozeni. Sperma je
centrifugovano, aby doSlo k oddéleni Zivych spermii od zbytku spermatu. Vhodné

spermie jsou nasledné smichany se specialnim médiem a pod mikroskopem je

12 Aspirace — odbér vaji¢ek

'3 Transfér - Pfenos do délohy
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vybrana morfologicky nejvhodnéjsi spermie. Pomoci mikromanipulatoru je vajicko

pridrzeno a spermie je do né&j vpichnuta. Nasledné jsou vajiCka inkubovana a ta,

ktera jsou oplozena, jsou transferovana, pfipadné zamrazena (Doherty et al.,

2006).

e G

Obrazek 7: Intracytoplazmaticka
injekce spermii. V levé ¢asti
pipeta pridrzujici vajicko,

v pravé ¢asti jehla se spermii.

(Foto: Adéla Fellnerova ve
spolupraci a se svolenim
Centra asistované reprodukce
Sanus Pardubice)

Obrazek 8: Intracytoplazmaticka
injekce spermii — moment
vpichu spermie do vajicka

(Foto: Adéla Fellnerova ve

spolupraci a se svolenim Centra

asistované reprodukce Sanus
Pardubice)

Obrazek 9: Délici se embrya
(stadium osmi bunék) po
oplodnéni in vitro

(Foto: Adéla Fellnerova ve
spolupraci a se svolenim
Centra asistované reprodukce
Sanus Pardubice)
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2.5 Preimplantacni geneticka diagnostika (PGD)

PreimplantaCni geneticka diagnostika uzce souvisi s asistovanou reprodukci
ada se povazovat za ranou formu prenatalni diagnostiky. Jde o genetické
vySetfeni vajiCka, €i embrya vzniklého in vitro. Cilem je vybrat nejvhodnéjsi
vajiCko/embryo pro transfer do délohy. Indikacemi pro PGD jsou pfedevsim
zvySeny veék Zeny Ci muze, chromozomalni abnormality zjiSténé u paru, porod
nebo potrat plodu s VVV/CHA, opakované potraceni, opakované neuspé&sné
transfery embryi v pfedchozich IVF cyklech, Spatné parametry spermiogramu

partnera aj. (www.repromeda.cz; Sermon et al., 2004)

Pro PGD jsou vyuzivana vajicka, embrya, nebo polarni téliska (pokud zakon
znemoziuje manipulaci s embryi). Vajicka jsou aspirovana po hyperstimulaci
vajecnikud. V pfipadé embryi se ¢eka, nez probéhne treti déleni, a embryo je tak
minimalné Sestibunécné. Nasledné se odsaji jedna nebo dvé blastomery, které
jsou vyuzity k PGD. Retrospektivni studie ukazaly, Ze implantaéni potencial embryi
po biopsii blastomer neni ovlivnén. Néktera pracovisté preferuji vysetieni ze stadia

blastocysty, kdy se k diagnostice vyuziva vétsi poCet bunék.

K analyze se da vyuzit nékolik metod. Mezi nejbéznéjsi patfi analyza
chromozomul blastomer fluorescenéni in situ hybridizaci. DalSim zpusobem
detekce chromozomalnich aberaci je vyuziti metody komparativhi genomové
hybridizace. K diagnéze monogennich chorob se vyuziva riznych PCR metod.
Nové existuje unikatni metoda vyuzivana v PGD - srovnavaci genomova
hybridizace na microarrayi. Array — CGH umoznuje vySetfeni vdech chromozomi
plodu soucCasné. Pfinasi mnohem vySSi presnost pfi zachytu dédiCnych
onemocnéni nebo VVV. Tento zplsob je vhodny pro vySetfeni aneuploidii, ale
i strukturalnich pfestaveb, jako jsou napfiklad nebalancované translokace. U této
metody je vySetfeno vice bunék ze stadia blastocysty. VySetfené embryo je
v prubéhu PGD zamrazeno a podle vysledkl implantovano v nasledujicim cyklu

(www.repromeda.cz).

Y VWV - Vrozena vyvojova vada; CHA — Chromozomalni abnormalita
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Preimplantacni geneticka diagnostika je pro mnoho pard rozhodujicim
faktorem poceti. | pfes velké vyhody s ni spojené jde o metodu, ktera je proti
prirodnimu vybéru, a proto je stale kontroverznim tématem. V mnoha zemich je

omezena pouze na manipulaci s polarnimi télisky, nebo dokonce postavena upiné
mimo zakon (Sermon et al., 2004).

29



3 Cil praktické prace

Cilem experimentalni c¢asti bylo osvojit si zakladni cytogenetické
vySetfovaci metod se zaméfenim na fluorescencni in situ hybridizaci (FISH).
Naplni praktické casti bylo karyotypovani pacienti a dovySetfeni pacientd
s mozaikou gonozomu pfipadné s aneuploidii pohlavnich chromozomd metodou
FISH.

DalSim cilem této bakalarské prace bylo zpracovat retrospektivni prehled
patologickych karyotypl detekovanych u pacientdl s poruchami plodnosti
vySetfenych na Ustavu lékafské genetiky a fetalni mediciny (ULGFM). Prehled byl
vypracovan za roky 2006 - 2012 a pocty a typy nalezenych chromozomovych

aberaci byly porovnany s literarnimi udaiji.
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4 Materialy a metodiky

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

e Nesrazliva Zilni krev pacienta

4.1.2 Chemikalie

e Bovinni fetalni sérum PAN, Biotech GmbH

e Detergent NP - 40, Tween 20, Abbott Molecular Inc. Des Plaines, IL 60018
USA (ref: 30-804820; lot: 414115)

e 4°,6°- diamidino 2-phenylindole dihydrochloride hydrate (DAPI), Antifade ES
Cytocell Ltd. Cambridge UK

e Ethanol 96%, Lékarna FNOL

e Giemsa - Romanowski, Penta

e Hybridiza¢ni pufr (Abbott Molecular)

e Chlorid draselny p.a., Lachema

e Imerzni olej 500CC, Olympus

e Kolcemid : 10 ug/ml, Euroclone

e Kultivacni médium RPMI 1640, Sigma — Aldrich

e Kyselina octova: 99%, p.a., Lach - Ner

e Metanol p.a., Lach - Ner

e Penicilin/Streptomycin : 10mg/ml, Biotika SK

e Phytohaemaglutinin HA-15, Remel Inc.

e Sonda CEP Enumeration Alfa satelitni XY,Vysis (Abbott Molecular)

e Sdrensenuv roztok, pH 6,8 + 0,1

e Voda destilovana, Lékarna FNOL
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4.1.3 Roztoky

Deionizovana voda, Lékarna FNOL

Fixaéni roztoky alkoholu (75%, 85%, 96%)

96%: zasobni roztok

85%: 88,54 ml zasobniho roztoku, doplnit destilovanou vodou na objem

100 ml

75%: 78,125 ml zasobniho roztoku, doplinit destilovanou vodou na objem
100 ml

Fixacni smés Carnoy: metanol/kyselina octova ledova 3/1 (50 ml metanol,
p.a., 150 ml ledové kyseliny octové (99%)),

Hypotonicky roztok (2,8 g chloridu draselného, 500 ml destilované vody)
Myci roztok: 0,4XSSC (1,5 ml 0,3% NP - 40, 10 ml 20XSSC, doplnit
do 500 ml neionizovanou vodou), pH 7,

Peroxid vodiku: 20% p.a., Lékarna FNOL

1xPBS (fosfatovy pufr), Lékarna FNOL

Roztok Giemsy : 5% (5 ml Giemsy - Romanowski, 95 ml Soérensenova
pufru)

Rozotk trypsinu: 0,25% (250 mg trypsinu, 100 ml S6rensenova pufru)
20XSSC citratovy pufr: pH 5,3, (3M NaCl, 0,3 M citrat sodny), Lékarna
FNOL

2XSSC citratovy pufr (20 ml 20XSSC, 180 ml deionizované vody),

4.1.4 Laboratorni vybaveni

Automaticka pipeta, HTL

Barvici nadoba (dle aktual. nabidky vieob. skladu zdrav. materialu FNOL)

InjekCni stfikaCky a jehly (dle aktual. nabidky vieob. skladu zdrav. materialu FNOL)
Jednorazové Spicky (dle aktual. nabidky veob. skladu zdrav. materialu FNOL)
Kadinky (dle aktual. nabidky vSeob. skladu zdrav. materialu FNOL)

Kryci skliCka (dle aktual. nabidky v&eob. skladu zdrav. materialu FNOL)

Lepidlo FixoGum, Marabu

0,2 ml mikrozkumavky, Eppendorf
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e Plastové kultivaéni zkumavky, sterilni PP 10 cm, Gama group a.s.
e Plastové stficky, Eppendorf

e podlozni sklicka, Thermo Scientific, Manzel Glazer

o Sklenéna pipeta (dle aktual. nabidky vSeob. skladu zdrav. materialu FNOL)
e 500 ml valec (dle aktual. nabidky vieob. skladu zdrav. materialu FNOL)

e stopky, diamantové pero, gumové rukavice, zatky na zkumavky, stojany

4.1.5 Pristroje
e Centrifuga NF 800/800R, Nuve

e Digestof, Merci

e Fluorescencni mikroskop s pfislusenstvim (objektivy 10x, 40x, 100x, sada
filtrd pro Spectrum Orange, Spectrum Green, DAPI, Texas Red), Olympus

e Chladni¢ka s mrazakem, Bosch

e Karyotypovaci zafizeni Lucia Cytogenetics, Laboratory Imaging

e Laminarni box Biostar Plus, KRD

e Minicentrifuga, Kalist

¢ Nahfivaci ploténka SW 85, Adamas

e pH metr PL - 600, Edzo

e Svételny mikroskop BX41, Olympus

e Systém pro automatickou hybridizace ThermoBrite™, Cytocell

e Termostat BT 120 — TLK 38, Laboratorni pfistroje, Praha

e Vodnilazen S2470, Oncor Hyb-Bath

4.2 Metodiky

Podrobna mikroskopicka analyza metafaznich chromozomu je zakladnim
cytogenetickym vySetfenim. Lymfocyty periferni krve jsou nasazeny, kultivovany
a zpracovany, nasledné jsou barveny metodou G-bandingu a ziskany karyotyp je
analyzovan. V pfipadé nutnosti jsou vzorky dovySetfeny metodou fluorescencni
in situ hybridizace (FISH).
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4.2.1 Karyotypizace

K cytogenetickému vySetfeni jsou nejvhodnéjSi délici se bunky. NejCastéji
se vyuzivaji lymfocyty periferni krve. Pacientovi je, na pfisluSném Kklinickém
oddéleni, odebrana krev. Heparinizovana krev je odeslana do cytogenetické
laboratofe. Krev se kultivuje v kultivaCnim médiu s pfidavkem séra
a phytohaemaglutininu. Nasledné je bunécné déleni zastaveno kolcemidem. Jde
0 mitoticky jed napadajici mikrotubuly déliciho vieténka. Preparat se hypotonizuje
a fixuje na podloznim sklicku. Barvi se metodou G-banding a mikroskopicky se
analyzuje. Pfi pouziti 10x zvétSujiciho objektivu, jsou vyhledany vhodné mitdzy.
Za pouziti stonasobné zvétSujiciho imerzniho objektivu jsou chromozomy
spocitany a dale studovany. Sestavuje se karyotyp probanda a provadi se
standardizovany zapis nalezeného karyotypu v souladu s mezinarodnim
systémem lidské cytogenetické nomenklatury (An International System for Human
Cytogenetic Nomenclature, ISCN 2013). Za standardnich podminek ma jadro
somatické buriky Clovéka 46 chromozomu, ztoho 22 autozomd a jeden par
gonozomd. Zeny maji dva gonozomy X, muZi maji jeden gonozom X a jeden
gonozom Y. Pokud se u probanda objevi odchylka od fyziologického poctu nebo
struktury chromozomu, je popsana jako chromozomalni aberace. Na zakladé
sveho typu je bud numericka, nebo strukturni. Vysledky cytogenetického vySetfeni

jsou k dispozici do 14 dnu od odebrani vzorku.

V nékterych pfipadech je nutné nalezenou CHA potvrdit pfipadné dovySetrit
metodou FISH.

Priprava média pro kultivaci bunék

e Do 100 ml média bylo pfidano 25 ml fetalniho bovinniho séra a 2 kapky
antibiotika penicilin. 2,5 ml takto pfipraveného media bylo odebrano
do pfipravené zkumavky. Zbytek kultivatniho média bylo zamrazZeno

po alikvotech 2,5 ml pfi -18°C az - 22°C a pouZito pfi dalSim nasazeni.
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Nasazeni a kultivace bunék periferni krve

Do 10 ml plastové sterilni zkumavky se 2,5 ml kultivacniho roztoku bylo
jehlou nakapano 0,5 - 1 ml (20 kapek) krve pacienta a 3 kapky
fytoheamaglutininu (PHA), ktery stimuluje déleni lymfocytd. Vzorek byl
zlehka otoCenim promichan.

Nasazeny byly vzdy dvé zkumavky od kazdého pacienta

Bunécné kultury byly kultivovany v termostatu po dobu 72 hodin, pfi teploté

37°C v naklonéné poloze.

Zpracovani bunééné kultury a priprava cytogenetického preparatu

Po kultivaci bunécné kultury byly jehlou pfidany 4 kapky kolcemidu a doSlo
k zastaveni bunécného déleni.

Vzorek byl lehce protfepan a zhruba 1,5 hodiny kultivovan v termostatu
pfi 37°C.

Nasledné byl vzorek centrifugovan 2 minuty pfi 1000 ot/min pfi pokojové
teploté.

Supernatan byl odstranén tak, aby nedoslo k vyliti sedimentu. Sediment byl
resuspendovan v 6 ml 0,075M hypotonického roztoku nahfatého, ve vodni
lazni na 37°C. Hypotonicky roztok byl pfipraven rozpusténim 2,8 g KCI
v 500 ml destilované vody.

Vzorky byly centrifugovany 10 minut pfi 1000 ot/min za pokojové teploty

. fixace

Po centrifugaci byl supernatan opét slit a za stalého tfepani bylo
k sedimentu po kapkach pfidano cca 8 ml fixaCniho roztoku (metanol P.A. a
ledova kyselina octova v poméru 3:1)

Centrifugace vzorku 10 minut pfi 1000 ot/min a odsati supernatanu tak, aby

nedoslo ke ztraté sedimentu.
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2. fixace

e Ke vzorku bylo opét po kapkach pfidano cca 8 ml fixacniho roztoku
a vzorek byl dikladné protfepan.

e Centrifugace vzorku 10 min pfi 1000 ot/min a odsati supernatanu tak, aby

nedoslo ke ztraté sedimentu.

Priprava preparatu

e Na podlozni sklicko bylo automatickou pipetou nakapano 5 - 10 kapek
suspenze sedimentu. Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dva preparaty.
Preparat byl mikroskopicky zkontrolovan a v pfipadé, Ze nevyhovoval
(mitodzy byly pfilis husté), byla provedena analogicky 3. fixace.

e Zbyla bunécna suspenze byla, pro pfipad opakovani vySetfeni, zamrazena
pfi -18°C az -20°C do doby vydani vysledka.

G-pruhovani

e Skla s preparatem byla nahfata po dobu 10 minut na ploténce rozehraté na
80°C.

e Skla byla ponofena na 2 sekundy do 20% roztoku peroxidu vodiku,
oplachnuta pod tekouci vodou, ihned ponofena na 2 sekundy do 0,25%
roztoku trypsinu, znovu oplachnuta pod tekouci vodou a barvena 2,5 minuty
v 5% roztoku Giemsy Romanowski.

e Po 2,5 minutach barveni byly preparaty oplachnuty pod tekouci vodou a
ponechany na vzduchu k oschnuti. Kvalita barveni byla zkontrolovana pod
mikroskopem. V pfipadé potfeby bylo mozné preparat dobarvit ve stejném
roztoku (Giemsy) nebo odbarvit metanolem a cely postup barveni opakovat

S jinymi Casy.

Hodnoceni preparatu postnatalniho cytogenetického vySetreni barvenych G-

pruhovanim
U kazdého vzorku bylo hodnoceno 10 - 15 metafazi numericky a byly

zakresleny. Ze dvou mitéz byly sestaveny karyogramy, které byly
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zdokumentovany zobrazovaci technikou Lucia Karyo a ulozeny do databaze.
Podrobna strukturni analyza byla provedena odbornym cytogenetikem
minimalné u dvou mitéz. Bylo nutné strukturné zhodnotit kazdy par
chromozomu zietelné viditelny, bez prekfizeni. Kvalita hodnoceni spociva

na poctu pozorovanych hodnotitelnych G pruh.

4.2.2 Fluorescenéni in situ hybridizace

FISH je molekularni cytogenetickda metoda, ktera umoZzZnuje detekovat
specifické nukleotidové sekvence v morfologicky zachovanych chromozomech
nebo interfaznich jadrech v rdznych typech biologického materialu. Princip je
zalozen na schopnosti jednofetézové DNA sondy vazat se s komplementarnimi
useky vySetfované DNA. Zahfivanim dvousroubovicové molekuly DNA se od
sebe vldkna oddéluji — denaturuji. Pokud se setkaji dva vzajemné
komplementarni fetézce DNA, mohou se spojit a dojde k hybridizaci. Jako
komplementarni fetézec se pouzivaji useky DNA o znamé sekvenci znaCené
fluorescencnim barvivem — tzv. sondy, ty se nasledné detekuji. Preparat pro
analyzu metodou FISH byl v této praci pfipravovan klasickym cytogenetickym

zpusobem.

Priprava preparatu

e K vySetfeni metodou FISH byla pouzita suspenze kultivovanych lymfocytu
periferni krve zamrazena ve fixacnim roztoku.

e Fixovana bunétna suspenze byla dukladné promichana a nafedéna
Cerstvou fixani smési (metanol/kyselina octova 3:1).

e Na Cerstvé podlozni skliCko bylo postupné naneseno 3 - 10 kapek bunécné
suspenze. Skla se nechala uschnout na vzduchu a oblast s optimalni
hustotou bunék byla vymezena diamantovym perem a zkontrolovana ve
svételném mikroskopu.

e Po fixaci byla skla vloZzena do roztoku 2XSSC (pH 7) vyhfatého na 37°C

a inkubovana 30 minut.
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e Nasledné byla skla fixovana v alkoholové fadé (70%, 85%, 96% ethanol)
vzestupnou cestou, kazdé po dobu 2 minut a nechala se uschnout na

vzduchu.

Denaturace a hybridizace

Pro detekci mozaiky gonozomu byla pouzita komeréné vyrabéna a satelitni
sonda CEP Enumeration XY, VYSIS. Tato sonda je smési CEP X DNA sondy
znacené fluorochromem ‘SpectrumOrange” a CEP Y DNA sondy znacCené
fluoroforem "SpectrumGreen’, které jsou specifické pro alfa satelitni
centromerickou oblast (Xp11.1 - g.11.1) na chromozomu X (obr.10) a pro satelitni
oblast Il (Yql2) chromozomu Y (obr.11). Sonda je dodavana v pre-
denaturovaném stavu v hybridizaénim pufru spole¢né s detergentem NP - 40,
DAPI Il counterstain a s roztokem 20XSSC. Pfi pfipravé a aplikaci se postupuje

podle protokolu doporuc¢eného vyrobcem.

Obrazek 10: Znazornéni mista vazby
komplementarni sondy CEP Enumeration
XY, Vysis na gonozomu X

2 Xpi1.1-g11.1
* CEP X alpha satellite (Schéma prevzato
SpectrumOrange z http://www.abbottmolecular.com se
svolenim firmy Abbott Molecular, United
States)
X
Obrazek 11: Znazornéni mista vazby
komplementarni sondy CEP
Enumeration XY, Vysis nagonozomu Y
Sp YQ12
._CEP ¥ satelite Il (zsr?trt‘g'r/r;\?vv?/rwe\;zbat:gttmolecuIar com se
SpectrumGreen ; ; '

svolenim firmy Abbott Molecular,
United States)
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e Sonda a hybridiza¢ni pufr byly vyjmuty z mrazaku, ponechany k rozmrazeni
a sto¢eny na minicentrifuze.

e Do pfipravené sterilni mikrozkumavky bylo napipetovano 5 - 10 ul sondy,
3,5 - 7 ul hybridizacniho pufru a 1 -2 pl deionizované vody. Objem
hybridizaCni smési zalezi na poctu vySetfovanych vzorkl, obvykle je
potieba 5 - 10 ul na sklicko. Smés byla lehce promichana a nanesena
na vymezenou oblast na preparaté, pfikryta krycim sklickem a po okrajich
oblepena lepidlem FixoGum. Je nutné, aby byla sonda rovnomérné
rozprostfena a aby nebyly pfitomny vzduchové bubliny.

e Takto pfipravené preparaty byly viozeny do pfistroje pro automatickou
hybridizaci ThermoBrite™, byl zvolen pfednastaveny program pro sondu
typu Vysis. Denaturace probihala pfi 72°C po dobu dvou minut
a hybridizace pfi 42 °C po dobu 24 hodin.

Posthybridizaéni myti

e Vzorky byly vyjmuty z ThermoBritu, byla odstranéna kryci sklicka
a nasledné byly vlozeny na 2 minuty do roztoku 0,4XSSC nahfatého
na 72°C. Dale byly preparaty vioZzeny na 30 sekund do roztoku 2XSSC
a ponechany ve tmé k uschnuti.

e Na kazdy preparat bylo naneseno 8 pl fluorescen¢niho barviva 4',6-
diamidino - 2-phenylindolu (DAPI) a nasledné byl pfikryt krycim sklickem.

e Preparaty bylo nutné co nejméné vystavovat svétlu, aby nedoslo k vyzareni

sond.

Hodnoceni preparatu

Detekce hybridizovanych sond se provadi s pomoci fluorescenéniho
mikroskopu, vybaveného filtry odpovidajicimi pouzivanym fluorochromdm.
Preparat byl analyzovan za pouZiti imerzniho objektivu pfi zvétSeni 10x100. Byl
sledovan pocet signalt oznacujicich kopie chromozomd X a Y. Byly pouzity alfa
satelitni sondy Vysis, které Ize odecitat jak z interfaznich jadrech, tak z metafazich

chromozoml. U mozaik bylo hodnoceno vzdy alesponn 200 jader.
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PFi vyhodnocovani mozaik bylo nutno aplikovat hodnotu ,cut-off value**® tzv. délici
hranici, podle které jsou nalezy klasifikovany jako pozitivni nebo negativni.
Tato hodnota je stanovena pro dany typ sondy a pro vySetfovany typ tkané.

U pacientld byl za pozitivni povazovan nalez, kdy detekovana hodnota
prevySuje hodnotu cut-off. Nalez, ktery tuto hodnotu nepfevySuje, je povazovan
za negativni - fyziologicky. Fotograficka dokumentace byla pofizena pomoci

zobrazovaciho zafizeni Lucia firmy Laboratory Imaging.

4.2.3 Zpracovani retrospektivniho piehledu pacientt ULGFM
FNOL

V ramci retrospektivniho pfehledu patologickych karyotypl byla zpracovana
data pacientt Ustavu |ékafské genetiky a fetalni mediciny za obdobi 2006 — 2012.
Byly vymezeny ftfi zakladni kategorie poruch plodnosti: primarni infertilita,
sekundarni infertilita a dysfertilita. Mezi primarné neplodné byly zafazeny pary,
které pfes opakovanou snahu trvajici minimalné jeden rok, nebyly schopné pocit a
nikdy v minulosti dité nepocaly. Jako sekundarné neplodné byly kategorizovany
pary, z nichz partnerka v minulosti jiz porodila, nebo nechala téhotenstvi uméle
ukoncit, ale dalSi poceti se nedafi. Jako dysfertilni byly oznaCeny pary, kde
pacientka otéhotnéla, ale nejméné jednou potratila a dosud neporodila zdrave
dité. Do prehledu byla zahrnuta jesté Ctvrta kategorie paru, a to ti, u kterych byla
diagnostikovana chromozomalni abnormalita na zakladé vrozené vyvojové vady
(VVV), ¢i chromozomalni aberace (CHA) u plodu nebo ditéte. Ziskana data byla

porovnana s udaji publikovanymi v literature.

> Cut - off value — délici hranice podle které jsou nalezy klasifikovany jako pozitivni ¢i negativni.
Hodnota se stanovuje pro dany typ sondy a pouzivané tkané. Je bud uvedena v manualu vyrobce
sondy, nebo si ji laboratof stanovuje sama na vlastni kontrolni skupiné. V nasem pfipadé bylo
vySetieno 46 zdravych kontrol a byly spoditany bufiky s aneuploidiemi. Jako cut — off hodnota byla
pouzita hodnota praméru + 2SD (smérodatna odchylka). Minimalni a maximalni hodnoty byly od
0,8 — 10 %, pramérné zastoupeni aberantnich jader bylo 3,75 %, smérodatna odchylka pro celou

skupinu byla 1,96 %, cut-off hodnota byla stanovena na 7,67 %
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5 Vysledky

5.1 Karyotypizace

Karyotypizaci byly vySetfeny vzorky periferni krve jednoho paru maijici potize
s otéhotnénim. Karyotypy byly sestaveny ve dvou vyhotovenich ze dvou vhodnych
mitéz a nasledné byly hodnoceny odbornym cytogenetikem. U pacientky bylo
napocitano 46 chromozomu a nasledné identifikovano 22 autozomd a dva
gonozomy X (Obr.12). U muze bylo identifikovano téz 22 autozom a dva
gonozomy — X a Y (obr.13). Ani vjednom pfipadé nebyla shledana zadna
numericka abnormalita. Na zakladé porovnani strukturni analyzy provedené
porovhanim G pruhd chromozomu v karyotypu s pfislusnym idiogramem
v potfebném rozliSeni (550 pruht v haploidni chromozomalni sadé nebyla

identifikovana ani zadna strukturni abnormalita.

Obrazek 12: Fyziologicky karyotyp pacientky vysetiovaného paru.
(Foto: RNDr. Katefina Adamova, PhD, Ustav lékarské genetiky a
fetalni mediciny Fakultni nemocnice v Olomouci)
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Obrazek 13: Fyziologicky karyotyp pacienta vysSetfrovaného paru.
(Foto: RNDr. Katefina Adamova, PhD, Ustav lékaiské genetiky a
fetalni mediciny Fakultni nemocnice v Olomouci)
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5.2 Dovysetieni mozaiky gonozomu fluorescencni in

situ hybridizaci

V ramci experimentalni Casti bylo dale vySetfeno 8 vzorki metodou
fluorescencni in situ hybridizace - 5 vzorkd lymfocytl periferni krve s minoritni

mozaikou gonozomu a 3 vzorky slouzici jako zdravé kontroly.

U vSech vzorku bylo analyzovano minimalné 200 bunék. U Zzen byly
detekovany signaly odpovidajici chromozomum X, u muzd signaly odpovidajici
chromozomim X a Y. Pokud to kvalita preparatu umoznovala, detekovaly se
signaly jak v interfaznich jadrech, tak v mitézach. Nasledné bylo stanoveno
procento pripadné mozaiky. Pro detekci mozaiky byla pouzita komercné vyrabéna
sonda CEP Enumeration XY, VYSIS. Vysledky v8ech pacientu prokazaly
pritomnost malého procenta bunék s patologickym karyotypem. U Zen byla
detekovana interfazni jadra s monozomii nebo trizomii chromozomu X (Tab.2).
U muze byla detekovana interfazni jadra s karyotypem 47,XYY i 47,XXY (Tab.3).
Zastoupeni aneuploidnich bunék v mozaikach Zen nepfesahovalo hranici 5 %

a umuzl ani 2 % (Tab.2 a 3).

Porovnanim zjisténych hodnot s hodnotou cut-off, byl dany karyotyp

hodnocen jako fyziologicky Ci patologicky.

Obrazek 14: Snimek mozaiky
47 XXX/45,X/ 146,XX u pacientky
¢.1. Mozaika byla detekovana
metodou FISH. V pravé casti je
viditelné interfazni jadro se tiremi
signaly pro chromozomy X, v
levé ¢Easti je sada mitotickych
chromozomu s jednim signalem
pro chromozom X.

(Foto: RNDr. Katefina Adamova,
PhD, Ustav lékaiské genetiky a
fetalni mediciny Fakultni
nemocnice v Olomouci)
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Obrazek 15: Snimek mozaiky
45,X/146,XX u pacientky ¢. 2.
Mozaika byla detekovana
metodou FISH. V pravé casti je
viditelné interfazni jadro se
dvéma signaly pro chromozomy
X, v levé ¢&asti je interfazni jadro
s jednim signalem pro
chromozom X.

(Foto: RNDr. Katefina Adamova,
PhD, Ustav lékaiské genetiky a
fetalni mediciny Fakultni
nemocnice v Olomouci)

V nasledujicim prehledu tabulek 2. — 5. jsou prezentovany vysledky jednotlivych

pacientd.
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Tabulka 2:

FISH na lymfocytech periferni krve pacientek s podezienim na minoritni mozaiku gonozomiu

> N ’ v
% % _E E’ Celkovy pocl:et X0 XX XXX
L o >8 o Karyotyp analyzovanych (1 signal pro (2 signaly pro (3 signaly pro
O % 4 § bunék chromozom X) dva chromozomy X) tfi chromozomy X)
o
| M % | M % M %
p.1 1980 45,X[2]/46,XX[32] 324 13 1 4,32 295 12 94,75 0 0,01
p.2 1981 45,X[2]/46,XX[50] 343 14 0 4,08 305 22 95,34 0 0,006
p.3 1978 45,X[4]/46,XX[35] 349 8 0 2,29 325 12 96,56 0 0,011
p.4 1973 45, X[1)/47 XXX[2]/48,XXXX[1]/46,XX[32] 269 7 0 2,6 251 7 95,91 0 0,015
Tabulka 3: FISH na lymfocytech periferni krve pacienta s podezienim na minoritni mozaiku gonozomu
- — , .
o £ 'é E’ Celkovy po<’:et XY XYY XXY
8 % >8 o) analyzovanych 1 signal pro X, 1 signal pro X, 2 signaly pro X,
¢ & 3 1 signal Y 2 signal Y 1 signal Y
g m g bunek signal pro signaly pro signal pro
| M % I M % I M %
p.5 1972 47,XXY[2]/46,XY[35] 384 362 19 99,2 2 0 0,52 1 0 0,26
| - PoCet bunék s danym poctem signalll pozorovanych v interfazi
45

M - Pocet bunék s danym poctem signalll pozorovanych v mitéze
% - procento bunék s danym poctem signald (v interfazi + v mitdze) vztazenych na celkovy pocet analyzovanych bunék



Tabulka 4: FISH na lymfocytech periferni krve pacientek bez poruch plodnosti slouzici jako zdravé kontroly

o = = S Celkovy pocet X0 XX XXX
2 "E’ >8 8 Karyotyp analyzovanych (1 signal pro (2 signaly pro (3 signaly pro
Q _8 o0 § bunék chromozom X)) dva chromozomy X) tfi chromozomy X)
I M % I M % I M %
k.1 1983 46,XX 392 5 0 1,28 371 15 98,47 1 0 0,26
k.2 1979 46,XX 311 4 0 1,29 287 18 98,07 2 0 0,64
Tabulka 5: FISH na lymfocytech periferni krve pacienta bez poruchy plodnosti slouziciho jako zdrava kontrola
0% £ Celkovy pocet XY XYY XXY
8 "E >8 E Karyotyp analyzovanych 1 signal pro X, 1 signal pro X, 2 signaly pro X,
g o g bunék 1 signal pro Y 2 signaly pro Y 1 signal pro Y
I M % I M % I M %
k.3 1979 46,XY 377 353 21 99,2 1 0 0,27 2 0 0,53

| - PoCet bunék s danym poctem signalll pozorovanych v interfazi
M - PocCet bunék s danym pocétem signalll pozorovanych v mitéze
% - procento bunék s danym poc¢tem signald (v interfazi + v mitéze) vztazenych na celkovy pocet analyzovanych bunék
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5.3 Zpracovani retrospektivniho prehledu pacientu
ULGFM FNOL

V obdobi 2006 - 2012 byl na ULGFM stanoven kayrotyp u 3498 pacient(i z
riznych indikaci, ztoho 1017 bylo cytogeneticky vySetfeno kvdli porucham

plodnosti.

Primarni sterilita byla diagnostikovana u 580/1017 (57 %) paru, sekundarni
sterilita u 96/1017 (9,44 %) part a dysfertilita u 317/1017 (31,17 %) para.
U 24/1017 (2,36 %) part byla zjisténa chromozomalni abnormalita na zakladé
VVV, €i CHA u plodu nebo ditéte (Graf. 2).

Chromozomalni abnormalita byla detekovana u 102/1017 (10,03 %)

vySetfenych pacienta.

NejcastéjSi nalezenou patologii byly rdzné formy mozaiky gonozomdu.
Vyskytovaly se u 34/1017 (3,34 %) vySetfenych pacientl s velkou pfevahou u Zen

— 32 Zzen a 2 muzi.

Druhou nejCastéjsi chromozomalni aberaci byly translokace, kterych bylo
detekovano 22 u 22/1017 (2,16 %) pacient(. Postihovaly rizné chromozomy
nejcastéji chromozomy 10, 16, 8, 3, 14 a 11 a jejich Cetnost byla u muzd a Zen

vyrovnana.

Vyznamny byl i vyskyt inverzi, které byly detekovany u 11/1017 (1,08 %)
pacientd. Opét postihovaly rizné chromozomy, nejCastéji chromozom 9 a byly
témér 2x tak ¢astéjsi u zen, nez u muza.

Dale byly identifikovany i dalSi chromozomalni abnormality, napfiklad

marker chromozomy®®, derivace'’, delece, izochromozomy®®, poruchy vyvoje

® Marker chromozom — strukturni abnormalita, pfi niz se v karyotypu vyskytuje navic &ast

genetické informace, jejiz plvod nelze identifikovat. Vliv marker chromozomu je variabilni, zavisi
na velikosti a struktufe (Shaffer, 2013).

" Derivace chromozomu — chromozom vznikly strukturnim pFeuspofddanim dvou nebo vice

chromozomd nebo mnohocetnymi aberacemi v ramci jednoho chromozomu. Derivovany
chromozom je vZdy ten s intaktni centromerou (Shaffer, 2013).
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gonad nebo Klinefelterlv syndrom a syndrom Super Zzena — 46,XXX. U mnoha

pacientl zUstava pfi€ina neplodnosti neobjasnéna.

Konkrétni Ciselné udaje a karyotypy pacientl pro jednotlivé roky jsou

uvedeny v nasledujicim pfehledu (Tab.6 - 13 a Grafy 3 - 10).

Graf 2: Pocet pacienttl v jednotlivych kategoriich retrospektivniho prehledu

W Primarniinfertilita
= Sekundarniinfertilita
= Dysfertilita

= VVV/CHA U plodu

'® |zochromozom — Chromozom, ktery ztratil jedno rameno a do$lo k jeho nahradé kopii ramena
druhého (Shaffer, 2013).
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Tabulka 6: Poéet vyskytt jednotlivych patologii u pacientd ULGFM FNOL v obdobi 2006 -

2012

Chromozomalni

celkem (%) ze

abnormalita celkem . 1(317 ) 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
vySetrenych
Mozaika gonozomu 34 3,34 8 4 4 5 3 8 2
Translokace 22 2,16 11 2 2 3 2 0 2
Inverze 11 1,08 2 4 1 0 3 1 0
Marekr chromozém 10 0,98 0 2 2 2 3 1 0
Klinefeltertv syndrom 8 0,79 2 2 0 0 2 1 1
Robertsonska translokace 7 0,69 1 2 1 1 1 0 1
Delece 5 0,49 2 2 0 0 1 0 0
Poruchy vyvoje gonad 2 0,2 1 1 0 0 0 0 0
Izochromozom 1 0,1 1 0 0 0 0 0 0
Super zena 46,XXX 1 0,1 0 0 1 0 0 0 0
Derivace 1 0,1 0 0 1 0 0 0 0
CELKEM 102 10,03

Graf 3: Poéet pacientu s jednotlivymi patologiemi evidovanych na ULGFM FNOL v letech

2006 - 2012

M Mozaika gonozomu
Translokace

H Inverze

W Marekr chromozém

= Klinefeltertv syndrom

M Robertsonska translokace

B Delece

® Poruchy vyvoje gonad

M lzochromozom

B Super Zena 46,XXX
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Tabulka 7: Pacienti s poruchami plodnosti a jejich karyotypy za rok 2006

Primarni sterilita Sekundarni sterilita Dysfertilita CHA u plodu*
Celkem: 96 9 37 6
Translokace Mozaicismus Translokace Translokace
46,XX,1(12;14)(q13.1;022) 47 XXX[6)/45,X[16]/46,XX[150]  46,XX,t(1;14)(p36.3;q24)  46,XX,(17;22)(q25;q11.2)
46,XX,t(3;10)(p13;p13) 46,XX,t(8;16)(p21;p11.2)
46,XX,t(3;10)(p13;p13) Klinefeltertv syndrom Mozaicismus 46,XY,1(8;16)(p21.1;p11.2)
46,XY,t(1;14)(p36.3;q24) 47 XXY 45,X[2]/46,XX[49] 46,XY,1(7;16)(p22;922)
46,XY,1(3;10)(p13;p15) 45,X[3]/46,XX[50] inv3(p12p24)
Robertsonska translokace 46,XY,der15.ish
Inverze 45,XX,der(13;14)(q10;910) t(15;Y)(p11.1;912)
46,X,inv(Y)(p11.2q11.2)
Inverze
ey Mozaicismus 46,XY,1(7;16)(p22;q22)
g 45,X[2]/46,XX[32] inv3(p12p24)
% 45,X[6]/46,XX[22]
¥ 45,X[2]/46,XX[43],15gs+ 1zochromozom
45,X[1]/47 , XXX[1]/46,XX[35] 46,XY,i(Y)

48 XXXX[LY/A7 XXX[1]/
145, X[17]/46,XX[40]

Klinefelteriv syndrom
47, XXY

Porucha vyvoje gonad
46,XY (?)

* Dovysetfeni rodictl na zakladé plodu/ditéte s chromozomalni aberaci (CHA)/vrozenou vyvojovou vadou (VVV) a nalezeni dané patologie

Graf 4: Patologie pacientl s poruchami plodnosti v jednotlivych kategoriich

zarok 2006
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Tabulka 8: Pacienti s poruchami plodnosti a jejich karyotypy za rok 2007

Primérni sterilita ses':::‘iﬂg"' Dysfertilita CHAVVV u plodulditste*
Celkem: 122 8 51 4
Translokace Translokace Robertsonska translokace
47, XY+6[1]/47, XY+mar[2]/ 46,XX,1(8;11)(q13;p15),9gh- 45,XX,der(14;21)(q10;910),22gh+
/46,XY,t(10;19)[1]/46,XY[33]
Robertsonska translokace Inverze
Delece 46,XX,der(13.15)(q10;q10) 46,XY,inv(1)(q22q10),16qgh+
46,X,del(X)(q11) 46,XX,inv(1)(q11q22.1)
Delece 46,XX,inv(2)(p11.2913)
Inverze 47 ,XX,del(4q);(4q)[1]/48, XXX, +7[1]/
46,XY,inv10(p11.2g21.2) 145,X[1)/46,XX[60]
Mozaicismus Marker chromozom
. 45,X[2]/46,XX[40] 47, XX+mar[2)/46,XX[30]
g 47 XXX[1]/45,X[1]/46,XX[50]
9 48 XXXX[L)/45,X[3]/46,XX[50]
5 47, XXY[2)/46,XY[30]
Klinefelterdv syndrom
47, XXY
47,XXY,130s-

Porucha vyvoje gonad
46,XX(3)

Marker chromozom
46,XY+6[1]/47,XY+mar[2]/
/46,XY,1(10;19)[1]/46,XY[33]

* Dovysetfeni rodicll na zakladé plodu/ditéte s chromozomalni aberaci (CHA)/vrozenou vyvojovou vadou (VVV) a nalezeni dané

patologie

Graf 5: Patologie pacientli s poruchami plodnosti v jednotlivych kategoriich
za rok 2007
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Tabulka 9: Pacienti s poruchami plodnosti a jejich karyotypy za rok 2008

Primarni sterilita ses';::‘iﬂf;“' Dysfertilita CHAIVVV u plodu/ditéte*
Celkem: 81 14 41 4

Translokace Derivace Mozaicismus Robertsonska translokace
46,XY,1(4;8)(p14;q22) 46,XY,der(9p) 46,XX[38]/45,X[2] 45,XY,der(13;14)(q10;q10)
Inverze Translokace
46,XX,inv(9)(93.193.3) 46,XY,1(4,8)(p14;022)
Mozaicismus Marker chromozom

L 45 X[2)/47 XXX[1)/ 47 XY, +mar

S /48 XX+12+mar[13]/46,XX[40]

S 46,XX[38]/45,X[2]

5 47, XXX[1]/45,X[1]/46,XX[56]
Superzena
47 XXX

Marker chromozom
45, X[2]/147 XXX[1)/
/48, XX+12+mar[13]/46,XX[40]

* Dovysetieni rodict na zakladé plodu/ditéte s chromozomalni aberaci (CHA)/vrozenou vyvojovou vadou (VVV) a
nalezeni dané patologie

Graf 6: Patologie pacientd s poruchami plodnosti v jednotlivych kategoriich
za rok 2008
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Tabulka 10: Pacienti s poruchami plodnosti a jejich karyotypy za rok 2009

Sekundarni

Primarni sterilita . Dysfertilita CHA/VVV u plodu/ditéte*
sterilita
Celkem: 86 7 56 3
Translokace Mozaicismus Mozaicismus
46,XY,1(10;11)(g26;p13) 45,X[2]/46,XX[50] 50, XXXXX[1]/47 XXX[1]/
45,X[2]/46,XX[48] 146,XX[55]
Marker chromozom 47, XXX[2]/46,XX[60]
47, XX+mar[3]/46,XX[56] 47 XXX[1]/47 , XX+mar[1]/ Translokace

/48,XX-8+3mar[1]/46,XX[50]  46,XY,1(16;18)(q22;921)

Translokace Robertsonska translokace
45,XX,t(11;21)(q25;911,1) 45,XX,der(13;14)(q10;910)

Karyotyp:

Marker chromozom
47 XXX[1]/47 XX+mar[1)/
/48,XX-8+3mar[1]/46,XX[50]

* Dovysetfeni rodi¢ll na zakladé plodu/ditéte s chromozomalni aberaci (CHA)/vrozenou vyvojovou vadou (VVV) a
nalezeni dané patologie

Graf 7: Patologie pacientli s poruchami plodnosti v jednotlivych kategoriich

zarok 2009
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Tabulka 11: Pacienti s poruchami plodnosti a jejich karyotypy za rok 2010

Primarni sterilita Sekundarni sterilita Dysfertilita CHA/VVV u plodu/ditéte*
Celkem: 50 10 60 3
Kilinefeltertv syndrom Robertsonska translokace Mozaicismus Inverze
47 XXY 45,XX,der(14;21) 45,X[2]/46,XX[36] 45,XY,inv(9)(p12q13),-9[23]/
47 XXY 48, XXXX[1)/47 ,XX-9+2mar[1]/ 146,XY,inv(9)[28]
Marker chromozom 148,XX,+2,+11[1]/46,XX[50]
Delece 46,XY,-9,+mar[4]/46,XY[100] 47 XXY[1]/47,XY,+i(X)/46,XY[35]  46,XX,inv(12)(p13g15)
46,XY,del(12)(q12)[1])/
o 147,XY,+mar[1]/46,XY[50] Inverze Translokace
g‘ 46,XX,inv(3)(p11.1921) 46,XX,1(10;16)(q26;p13.1)
g Marker chromozom
X 46,XY,del(12)(q12)[1)/ Translokace
147, XY ,+mar[1]/46,XY[50] 46,XX,1(3;12)(q29;924.1)

Marker chromozom
48, XXXX[1])/47 XX-9+2mar[1)/
148,XX,+2,+11[1]/46,XX[50]

* Dovysetreni rodicu na zakladé plodu/ditéte s chromozomalni aberaci (CHA)/vrozenou vyvojovou vadou (VVV) a nalezeni dané patologie

Graf 8: Patologie pacientli s poruchami plodnosti v jednotlivych kategoriich
zarok 2010
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Tabulka 12: Pacienti s poruchami plodnosti a jejich karyotypy za rok 2011

Primarni sterilita Sekundarni sterilita Dysfertilita CHA/VVV u plodu/ditéte*
Celkem: 78 20 44 3
Mozaicismus Klinefelteriv syndrom  Mozaicismus Mozaicismus
45,X[2]/46,XX[53] 47 XXY 45,X[2]/46,XX[55] 46,X,i(X)(q10)[10]/45,X[7]
o 46,X+mar[33]/46,XX[27] 45,X[2]/46,XX[50]
%‘ 47 XXX[1]/45,X[2]/46,XX[58] 45,X[3]/47,XXX[1]/46,XX[50] Inverze
2 45,X[4]/46,XX[35] 46,XX,inv(12)(q15q24)
X Marker chromozom

46,X+mar([33]/46,XX[27]

* Dovysetfeni rodict na zakladé plodu/ditéte s chromozomalni aberaci (CHA)/vrozenou vyvojovou vadou (VVV) a nalezeni dané
patologie

Graf 9: Patologie pacientl s poruchami plodnosti v jednotlivych kategoriich
zarok 2011
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Tabulka 13: Pacienti s poruchami plodnosti a jejich karyotypy za rok 2012

Primérni sterilita SZ';::ﬂf‘;"' Dysfertilita CHA/VVV u plodulditéte*
Celkem: 67 28 28 1
Mozaicimsus Translokace
45,X[2]/46,XX[32] 46,XX,1(5;9)(q22;p22)

45,X[2]/46,XX[50]

Klinefelter(v syndrom

< 47 XXY

°

>

g Translokace

46,XY,1(7,9)(932;932)

Robertsonska translokace
45,XX,der(14;21)(g10;q10)

* DovySetfeni rodi¢t na zakladé plodu/ditéte s chromozomalni aberaci (CHA)/vrozenou vyvojovou
vadou(VVV) a nalezeni dané patologie

Graf 10: Patologije pacientl s poruchami plodnosti v jednotlivych

kategoriich za rok 2012
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6 Diskuze

V ramci praktické Casti byly vySetfeny vzorky periferni krve paru majici
potize s otéhotnénim. Nasledné byly sestaveny karyotypy obou pacientu. U téchto
pacientl nebyly detekovany Zadné numerické ani strukturni chromozomalni
aberace. Karyotypy byly tedy oznacCeny za fyziologické. Karyotypizaci nebyly
detekovany zadné aneuploidni buriky, proto nebyla indikace k dovySetfeni vzorku
metodou FISH. Tento pfipad patfil ktém, u kterych nebyla, na zakladé

cytogenetického vysetieni, objevena pfi€ina problému s plodnosti.

Karyotypizace je vSak pouze zakladni cytogeneticka metoda a neumoznuje
identifikovat specifi¢téjSi chromozomalni abnormality na drovni genu - napfiklad
mikrodelece. Vyskyt aneuploidnich bunék v karyotypu byl indikaci k dovysSetfeni
vzorku dalSimi molekularné cytogenetickymi metodami, které poskytnou
konkrétnéjSi vysledky o struktufe a pfipadnych abnormalitach jednotlivych

chromozomdu. NejCastéji pouzivanou metodou je fluorescencni in situ hybridizace.

Touto metodou bylo vySetfeno 5 pacientl. U vSech byla detekovana
minoritni mozaika gonozomu. Tyto Cc&etnosti v3ak byly natolik malé, ZzZe
nepirekracovaly hodnotu “cut-off’, ktera je pro tuto skupinu pacientl 7,67 %. Proto
nelze tyto minoritni mozaiky oznacit jako patologické a soucasné nelze dokazat
jejich pfimou souvislost s reprodukénimi problémy téchto pacientd. To potvrzuje
i fakt, Ze minoritni mozaika byla detekovana i u zdravych pacientt, bez jakychkoliv
reprodukénich problému, jejichz vzorky byly pouzity jako zdravé kontroly
(Tab. 4 a 5). Lidi s minoritni mozaikou pod hodnotou ‘cut-off” je v populaci vice
ajsou plodni, proto se minoritni mozaiky pod touto hodnotou nepovazuji

za patologické.

Minoritni mozaika stanovena z periferni krve navic nevypovida vyznamné
o fertilité/infertilité pacienta. V pfipadé vztahu mezi mozaicismem a plodnosti je
smérodatné hlavné procento aneuploidnich bunék v gonadach. Pro dikladné;si
vySetfeni by proto bylo vhodné vysetfit i pohlavni bunky. Ty se u zen ziskavaji
biopsii oocytu, coz je bolestivy zakrok, a standardné se neprovadi.
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Obecné je vSak téma minoritnich mozaik a jejich vlivu na neplodnost
nedostate¢né probadané. Vyzkumy na toto téma jsou velice heterogenni, co se
tyCe definice minoritni mozaiky i postupl. Nejsou jasné definovany hranice
minoritni mozaiky ani minimalni pocCet bunék, ktery by mél byt pfi stanovovani
vySetifen. Vysledky v dostupné literatufe se Casto liSi. Néktefi autofi povazuji jako
hraniéni hodnotu < 10 % (Meschede et al., 1998), jini < 6 % (Peschka et al.,1999).
VétSina autord se v8ak shoduje na tom, ze malé procento bunék s aneuploidii
gonozomU nema signifikantni vliv na reprodukci (Homer et al., 2010; Morel et al,
2002; Sonntag et al., 2001). Pro ziskani relevantnéjSich vysledkl srovnatelnych
S publikovanymi studiemi by bylo nutné vyrazné rozsifit soubor vySetfovanych

pacientd.

Zpracovany retrospektivni pfehled pacientti ULGFM prokazal, Zze &etnost
chromozomalnich abnormalit je srovnatelna s udaji publikovanymi v odborné

literature.

Na ULGFM byly chromozomalni abnormality detekovany celkové u 10,03 %
pacientll (Tab. 6). Celep et al., 2006 uvadi 3,86 %, Balci et al., 1996 13,7 %,
Meschede et al., 1998 7,8 %, Dizcan et al., 2003 8 %, Peschka et al 1999 13,1 %
a Braekeleer et al., 1990 uvadi 4,7 %.

Mozaika gonozom( byla pfitomna u 3,34 % pacientd ULGFM (Tab. 6),
v jinych studiich je uvedena cCetnost 2,3 % (Meschede et al., 1998), pfipadné
4,0 % (Peschka et al., 1999). Tento udaj opét zcela koresponduje s literarnimi
udaiji.

Druhou nej¢ast&j$i chromozomalni abnormalitou u pacientd ULGFM byla
translokace, ktera se vyskytovala s Cetnosti 2,85 %. 2,16 % tvofily reciproké
translokace a 0,69 % Robertsonské translokace (Tab. 6). Oproti dostupné
literatufe je tento udaj mirné vy38Si. Meschede et al., 1998 uvadi 1,04 % (reciproké
translokace 0,69 % a Robertsonské translokace 0,35 %), Braekeleer et al., 1990
1,9 % (reciproké translokace 1,3 % a Robertsonské translokace 0,6 %) a Peschka
et al.,1999 uvadi 1,21 % (reciproké translokace 0,89 % a Robertsonské
translokace 0,32 %). Moznym vysvétlenim je heterogennéjSi skupina naSich

pacientd. Zatim co studie uvedené v literatufe byly zaméfeny na uzky okruh
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pacientl (pouze sekundarné infertiini a pacienti pfed ICSI), v nasi studii bylo

spektrum pacientu $irSi, coz mohlo vysledky ovlivnit.

S pomé&rné vysokou &etnosti se na ULGFM vyskytovaly inverze (1,08 %)
(Tab. 6). Jiné studie publikovaly Cisla o néco nizsi, napfiklad 0,23 % (Meschede et
al., 1998), 0,39 % (Peschka et al., 1999) nebo 0,2 % (Braekeleer et al., 1990).

Moznym vysvétlenim jsou pravdépodobné stejné duvody jako u translokaci.

Cetnost dalSich méné &astych chromozomalnich abnormalit na ULGFM

byla srovnatelna s literarnimi udaji.

PfestoZe bylo v poslednich letech publikovano nesCetné mnozstvi studii
zabyvajicich se frekvenci chromozomalnich aberaci, bylo obtizné najit vhodnou
praci k porovnani s daty ziskanymi na ULGFM. Nebylo mozné najit studii, jejiz
podminky by presn& odpovidaly podminkdam na ULGFM. Vétsina se tykala
populace part majicich problémy s opakovanymi potraty nebo parl vysetfovanych
pfed umélym oplodnénim. Do studie ULGFM vs$ak byli zahrnuti jak pacienti majici
problémy s potraty, tak i pacienti s primarni infertilitou a rodice, jimz se narodily
déti s VVV ¢&i CHA. Studie byly také vétsinou zaméreny uzce geograficky. Z téchto
dlvodu je srovnani nasSich vysledku s literarnimi udaji pouze orientani. Nasi studii
lze povazovat za mnohem obecnéjSi, protoze poskytuje data napfi¢ nékolika

kategoriemi poruch plodnosti.
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7 Zaver

V teoretické Casti prace byl vypracovan literarni pfehled mapujici nejCastéjsi
priCiny geneticky podminéné neplodnosti. Obecné se s neplodnosti potyka 15 -
20 % paru. Neplodnost ze strany muze je stejné Casta, jako neplodnost ze strany
Zzeny. V mnoha pfipadech zlstava pfiCina neodhalena. Nezanedbatelna cast
evidovanych neplodnych parl trpi neplodnosti geneticky podminénou, z nichz ¢ast
tvofi pacienti s chromozomalnimi aberacemi. NejCastéjSimi pfiCinami jsou
aneuploidie pfipadné mozaiky pohlavnich chromozomu, translokace a jiné
strukturni abnormality. Prace dale poskytuje pFfehled metod asistované
reprodukce, které jsou rychle se vyvijejicim oborem a poskytuji pacientlim
alternativni feSeni. V souvislosti s asistovanou reprodukci je kladen velky diraz
na preimplantacni genetickou diagnostiku, jez je nezbytna pravé u geneticky

podminéné neplodnosti a snizuje riziko pfenosu postizeni na potomky.

V praktické Casti této prace byla provedena fluorescencni in situ hybridizace
na vzorcich pacientl, ktefi maji problémy s plodnosti a u nichz analyza karyotypu
odhalila mozaiku gonozomu. U vSech téchto pacientu byla mozaika v lymfocytech,
metodou FISH, potvrzena. Cetnost aneuploidnich bunék vsak byla pod prahovou
hodnotou, mozaika proto nebyla oznacena za pozitivni a zfejmé nesouvisi s jejich
reprodukénimi problémy. Minoritni mozaiky gonozom0 se v lymfocytech periferni
krve vyskytuji i u plodné populace. Pro smérodatnéjsi vysledky by bylo vhodné
zvazit vySetfeni mozaiky i z jinych télnich tkani pfedevsim gonad.

Dale byl vypracovan retrospektivni prehled patologickych karyotypl pacientu
Ustavu Iékafské genetiky a fetalni mediciny Fakultni nemocnice v Olomouci, ktefi
byli vySetfeni pro potize s plodnosti. NejCastéji se vyskytovaly pravé mozaiky

gonozomu a translokace, coz odpovida udajum publikovanym v odborné literature.

Souvislost minoritnich mozaik a neplodnosti je, na z&kladé dosavadnich
poznatkll, nejednoznacna. Dalsi vyzkum v této oblasti by mohl poskytnout fadu

cennych a v praxi vyuzitelnych informaci.
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