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SOUHRN 

 
Aneuploidie ve spermiích mohou být přímým důsledkem vrozených chromozomálních 

abnormalit nebo jsou způsobeny meiotickými chybami vyvolanými změnami testikulárních 

podmínek. Vyšší četnost aneuploidií ve spermiích je úzce spjata s infertilitou, ale aneuploidie 

se běţně vyskytují i ve spermiích zdravých fertilních muţů. Aneuploidie germinálních buněk 

jsou hlavní příčinou spontánních abortů a vývojových vad, proto je vyšetření jejich četnosti 

nezbytnou součástí preimplantační genetické diagnostiky (PGD). 

Experimentální část předkládané práce se zabývá analýzou vybraných numerických 

chromozomálních abnormalit a mikrodelecí ve spermiích a somatických buňkách 

(nekultivovaných lymfocytech periferní krve, respektive buňkách bukální sliznice) zdravých 

muţů. Věk vyšetřovaných muţů se pohyboval v rozmezí 23 aţ 30 let. Cílem bylo vyšetřit 

vzorky 5 dárců s vyuţitím interfázní fluorescenční in situ hybridizace (I-FISH) 

s centromerickými (LPE 13G/R, LPE 18G/R, Xcen(DXZ1),Yghet(DYZ1)) a lokusově 

specifickými sondami (Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control), 

DiGeorge/VCFS TUPLE1 Region Probe and 22q13.3 Deletion Syndrome Probe).  

Četnost aberací autozomů i pohlavních chromozomů se pohybovala v rozmezí 

 0 aţ 1 %. Byly pozorovány pouze dizomické nebo diploidní spermie. Ţádné jiné numerické 

abnormality (nulizomie, trizomie) ani mikrodelece nebyly ve spermiích zaznamenány. Ve 

vzorcích somatických buněk dárců nebyly detekovány ţádné buňky s numerickými 

abnormalitami ani s mikrodelecemi. 

Interfázní fluorescenční in situ hybridizace na dekondenzovaných jádrech spermií se 

ukázala jako účinný nástroj pro molekulárně cytogenetické vyšetření spermií. Protokol I-FISH 

byl optimalizován pro rutinní pouţití. 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

SUMMARY 

Sperm aneuploidies are direct result of constitutional chromosomal abnormalities or 

are caused by meiotic errors induced by altered testicular conditions. Higher frequency of 

sperm aneuploidies is closely related to infertility, but aneuploidies occur commonly even in 

sperms of healthy fertile men. As germinal aneuploidies are major cause of spontaneous 

abortions and developmental defects, the assesment of their frequency is a fundamental part 

of preimplantation genetic diagnosis (PGD). 

Experimental part of submitted bachelor thesis deals with analysis of selected 

numerical chromosomal aberrations and microdeletions in sperms and somatic cells 

(uncultured peripheral blood lymphocytes and buccal cells respectively) of healthy men. The 

age of examined men ranged from 23 to 30 years. The aim was to examine specimens from 

5 donors by using interphase fluorescence in situ hybridization (I-FISH) with centromeric 

(LPE 13G/R, LPE 18G/R, Xcen(DXZ1),Yghet(DYZ1)) and locus specific probes 

(Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control), DiGeorge/VCFS TUPLE1 

Region Probe and 22q13.3 Deletion Syndrome Probe).  

Aberration rate varied from 0 to 1 % both per autosome and sex chromosomes. Only 

sperms with disomy or diploidy were observed, neither other numerical abnormalities 

(nullisomy, trisomy) nor microdeletions were detected. No cells with numerical abnormalities 

or microdeletions were detected in the examined samples of donors’ somatic cells.  

Interphase fluorescence in situ hybridization in decondensed sperm nuclei showed to 

be an effective tool for molecular cytogenetic diagnosis of sperms. I-FISH protocol was 

optimized for routine application. 
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1  ÚVOD 

V posledních letech stále stoupá počet párů s reprodukčními poruchami. Infertilita 

postihuje přibliţně 15 % párů v reprodukčním věku. Ve 20 % případů jsou příčinou faktory 

muţské, v 50 % ţenské faktory a ve 30 % se jedná o součet působení faktorů muţských a 

ţenských. Moţné řešení pro neplodné páry představují metody asistované reprodukce, z nichţ 

nejrozšířenější je ICSI. ICSI s sebou ovšem nese vyšší riziko přenosu chromozomálních 

abnormalit na potomky. Významnou prediktivní hodnotu v preimplantační genetické 

diagnostice (PGD) má molekulárně cytogenetické vyšetření spermií. Molekulárně 

cytogenetické techniky umoţňují stanovit četnost nebalancovaných gamet a s tím riziko 

vzniku nebalancované zygoty. Zvláštního významu toto vyšetření nabývá u nositelů 

balancovaných chromozomálních přestaveb. Fenotyp těchto jinak zdravých muţů je normální, 

objevuje se u nich ovšem abnormální segregace chromozomů během meiotického dělení. 

Důsledkem je vyšší četnost aneuploidních a parciálně aneuploidních spermií. Aneuploidní 

spermie však vznikají v důsledku chyb během meiotického dělení i u muţů, kteří nejsou 

nositeli chromozomálních přestaveb, a dokonce i u zdravých fertilních muţů. 

Teoretická část předkládané práce je zaměřena na genetické faktory muţské infertility. 

Pozornost je věnována také procesům předcházejícím vzniku zralé spermie a důsledkům 

oplození oocytu aneuploidní spermií. Praktická část se zabývá sledováním frekvence 

vybraných chromozomálních aneuploidií ve spermiích dárců metodou FISH, která je 

v současné době nejpouţívanější metodou studia chromozomálních abnormalit ve spermiích. 
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2  CÍLE PRÁCE 

1. Optimalizovat metodu interfázní FISH na neklutivovaných lymfocytech periferní krve 

a na spermiích. 

2. Zjistit četnost vybraných numerických chromozomálních abnormalit ve spermiích 

zdravých muţů - dárců. 

3. Vypracovat rešerši na téma „Genetické příčiny muţské infertility“. 

 

  



10 

 

3  LITERÁRNÍ PŘEHLED  

3.1  Meióza 

Meióza je proces, jehoţ prostřednictvím je redukován počet chromozomů 

z diploidního (2n) na haploidní (n). V průběhu meiotického dělení dochází k jednomu cyklu 

syntézy DNA a dvěma cyklům segregace chromozomů a buněčného dělení.  Meióza zahrnuje 

dvě po sobě následující buněčná dělení - meióza I. (redukční dělení, první zrací dělení) a 

meióza II. (ekvační dělení, druhé zrací dělení) (Nussbaum et al., 2004;  Snustad et Simmons, 

2009).  

 

3.1.1  Meióza I. (první zrací dělení) 

Před prvním zracím dělením dochází k duplikaci chromozomů a zdvojení obsahu   

DNA. Kaţdý chromozom je tedy sloţen ze dvou sesterských chromatid. 

 

3.1.1.1  Profáze I. 

Profáze I. je dlouhým komplexem sloţitých procesů. Její průběh můţeme rozdělit do 

pěti etap. 

 

3.1.1.1.1  Leptotene 

V této fázi začíná postupná kondenzace duplikovaných chromozomů.  Chromozomy 

mají vzhled dlouhých tenkých vláken s centrálním osovým vláknem bílkovinné povahy. 

Dochází k přichycení chromozomů k jaderné membráně. Místo úponu je patrné jako ztluštění 

zvané upínací ploténka (Nussbaum et al., 2004; Vacek, 2006; Snustad et Simmons, 2009).  

Významnou roli v této fázi hrají telomery (Scherthan, 2007). 

 

3.1.1.1.2  Zygotene 

Pokračuje kondenzace chromozomů. Homologní chromozomy se po celé délce 

přikládají těsně k sobě. Tento proces nazýváme konjugace chromozomů, neboli synapse. 

Homologní chromozomy těsně přiléhající k sobě se nazývají bivalenty. Při párování se 

postupně vytváří specializovaná struktura bílkovinné povahy - synaptonemální komplex. 

Synaptonemální komplex je sloţen ze dvou laterálních elementů, z nichţ kaţdý se spojuje 

s jedním z  homologních chromozomů, a z elementu centrálního, leţícího mezi nimi 

(Nussbaum et al., 2004; Snustad et Simmons, 2009).  Chromozomy mají charakteristický 
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„chlupatý“ vzhled, daný kličkovitým průběhem chromatinových vláken, proto jsou nazývány 

štětkovité chromozomy. Nejprve byly štětkovité chromozomy pozorovány v oocytech, 

vyskytují se však i ve spermatocytech (Vacek, 2006).  U heterochromozomů není párování 

úplné. K synapsi dochází pouze v krátkém úseku chromozomu Y, který je homologní 

příslušnému úseku chromozomu X, takzvaném pseudoautozomálním úseku (Martin, 2008b). 

Synapse heterochromozomů je omezena téţ časově, probíhá pouze v krátkém časovém úseku 

na konci zygotenního stadia. Bivalent XY se výrazně tvarově liší od ostatních autozomálních 

bivalentů, leţí v blízkosti obalu jádra v okrsku s větším nahromaděním chromatinu. 

 

 3.1.1.1.3  Pachytene 

Pokračuje kondenzace hmoty bivalentů. Charakteristické je tetrádové stadium 

bivalentů. Tetráda obsahuje čtyři chromatidy. V průběhu synaptonemálních komplexů je 

patrná tvorba rekombinačních uzlíků. V místech rekombinačních uzlíků se přes sebe 

překládají nesesterské chromatidy, dochází k jejich zlomům a následnému znovuspojení. Tak 

je umoţněna rekombinace genetického materiálu mezi spárovanými chromozomy. Popsaný 

děj se označuje jako crossing-over a jeho průběh je pravděpodobně zajištěn enzymy 

lokalizovanými v rekombinačním uzlíku (Vacek, 2006; Snustad et Simmons, 2009). 

V určitých místech na chromozomech, takzvaných hot-spots, dochází ke crossing-over častěji 

neţ jinde (Yanowitz, 2010). Skutečnost, ţe proběhl crossing-over, je zjevná v další fázi, 

diplotene. 

 

3.1.1.1.4  Diplotene 

Postupně mizí synaptonemální komplex a spárované chromozomy se od sebe oddělují 

(desynapse). Oddělování bivalentů postupuje od centromery k periferii. Chromozomy však 

zůstávají spojeny v místech, kde proběhl crossing-over. Tato místa se nazývají chiazmata. 

V lidském spermatocytu se nachází průměrně 50 chiazmat. Na konci diplotene dochází 

k terminalizaci chiazmat, chiazmata se posouvají z místa původního crossing-over ke koncům 

chromatid. Tím je dán charakteristický prstencovitý tvar bivalentů v diplotene. U muţů je toto 

stadium relativně krátké, trvá přibliţně jeden den. 
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3.1.1.1.5  Diakineze 

Chromozomy jsou v této fázi maximálně kondenzované. Je dokončena terminalizace 

chiazmat. Zaniká jaderná membrána a tvoří se dělicí vřeténko. Chromozomy se v místech 

kinetochorů přichycují k dělicímu vřeténku. 

 

3.1.1.2  Metafáze I. 

Spárované chromozomy se pohybují směrem k ekvatoriální rovině. Centromery 

směřují k opačným pólům vřeténka. Tak je zajištěno, ţe se při dělení ke kaţdému pólu 

dostane právě jeden z kaţdého páru homologických chromozomů.  

 

3.1.1.3.  Anafáze I.  

Chromozomy jsou odděleně taţeny k opačným pólům buňky zkracováním 

mikrotubulů dělicího vřeténka. Tento proces nazýváme chromozomová disjunkce. Rozchod 

chromozomů k opačným pólům probíhá nahodile. Pokud se oba homology chromozomálního 

páru pohybují ke stejnému buněčnému pólu, jde o nondisjunkci (viz Obr. 1). Jestliţe 

k nondisjunkci dojde v průběhu prvního meiotického dělení, nevzniká ţádná gameta 

s normální sestavou chromozomů. Pokud dojde k nondisjunkci v průběhu druhého 

meiotického dělení, vzniká gameta se dvě identickými chromatidami, gameta, u které 

chromozom chybí, a dvě gamety s normální sestavou chromozomů (Nussbaum et al., 2004; 

Vacek, 2006; Snustad et Simmons, 2009). Redukovaná rekombinační frekvence představuje 

rizikový faktor pro nondisjunkci a zástavu meiózy (Egozcue et al., 2005). 

 

 

Obr. 1: Meiotická nondisjunkce (upraveno dle Snustad et Simmons, 2004). 
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3.1.1.4  Telofáze I. 

Haploidní sady chromozomů jsou shromáţděny u opačných buněčných pólů. Rozpadá 

se dělicí vřeténko, formuje se jaderný obal. Ve spermatogenezi dochází k rozdělení 

cytoplazmy víceméně rovnoměrně do dvou dceřiných buněk, narozdíl od oogeneze, kdy 

sekundární oocyt získá téměř veškerou cytoplazmu a reciproční produkt tvoří první pólové 

tělísko. Interfáze mezi prvním a druhým zracím dělením prakticky neexistuje, nereduplikují se 

chromatidy a nezdvojuje se obsah DNA. 

 

3.1.2  Meióza II. (druhé zrací dělení) 

Počet chromozomů vstupujících do meiózy II. je haploidní. Profáze II. je krátká. 

Chromozomy, sloţené ze dvou chromatid, spojených jen v místě kinetochoru, mají 

charakteristický tvar písmene X. Další průběh meiotického dělení připomíná mitózu, výsledné 

produkty jsou však haploidní, mají poloviční obsah DNA a buňky vzniklé meiózou II. nejsou 

geneticky identické.  

 

3.1.3  Význam meiózy 

Meióza zajišťuje redukci počtu chromozomů z diploidního na haploidní, coţ je 

nezbytné pro vznik gamet. Do gamet se nahodile rozcházejí chromozomy „otcovského“ a 

„mateřského“ původu. Kaţdý pár homologických chromozomů se rozchází nezávisle na 

ostatních párech. Při existenci 23 párů chromozomů existuje 2
23

, tj. přes osm milionů, 

moţných kombinací. Genetická různorodost je zesilována výměnami genetického materiálu 

mezi homologickými chromozomy procesem crossing-over. 

Meiotické dělení tedy zajišťuje přesný přenos genetických informací do zralých 

pohlavních buněk a jejich prostřednictvím do dalších generací a zároveň variabilitu a 

proměnlivost těchto generací novými kombinacemi genetického materiálu (Nussbaum et al., 

2004; Vacek, 2006; Snustad et Simmons, 2009).   

 

3.1.4  Kontrolní body meiózy 

Párování a rekombinace homologních chromozomů v profázi I. a následná segregace 

homologních chromozomů k opačným buněčným pólům v anafázi I. jsou nezbytné pro tvorbu 

gamet (Sun et al., 2008). Hlavní úlohu ve správné segregaci homologních chromozomů do 
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budoucích gamet zastávají kondensin, kohesin, modifikace histonů, specifická DNA-vazebná 

místa a reparační proteiny (Yanowitz, 2010).  

Důsledkem nesprávné segregace chromozomů do gamet je aneuploidie - přítomnost 

nadbytečného chromozomu (dizomie) nebo naopak chybění chromozomu (nulizomie), která 

v důsledku vede ke vzniku zygoty s abnormálním počtem chromozomů. 

Existují mechanismy, kterými buňky kontrolují průběh meiotického dělení. 

Prostřednictvím kontrolních bodů můţe být meióza zastavena v případě, ţe dojde 

k abnormalitám syntézy DNA, k abnormálnímu utváření chiasmat nebo kdyţ je zaznamenáno 

chybné přichycení kinetochorů k vláknům dělicího vřeténka (Pacchierotti et al., 2007). Tak je 

zabráněno nondisjunkci a potaţmo vzniku aneuploidií (Yanowitz, 2010). 

Předpokládá se, ţe rozdílná četnost aneuploidií v gametách ţen a muţů plyne 

z rozdílné tolerance k abnormalitám v průběhu meiózy. Zatímco během spermatogeneze tyto 

abnormality obvykle vedou k zástavě buněčného cyklu a k apoptóze, oogeneze pokračuje za 

vzniku aneuploidních gamet. Existence efektivnějších kontrolních bodů u muţů by částečně 

vysvětlovala, proč mají muţi, u nichţ byly zaznamenány abnormality v profázi I., niţší počet 

spermií (Pacchierotti et al., 2007). 

U muţů existují minimálně dva kontrolní body. Kontrolní bod v pachytene brání 

dalšímu postupu meiotického dělení v případě abnormální rekombinace nebo chybné synapse 

chromozomů (Roeder et Bailis, 2000). Druhý kontrolní bod je kontrolní bod dělicího 

vřeténka. Uplatňuje se v metafázi I., pokud je detekován defekt dělicího vřeténka nebo 

chybné uspořádání chromozomů v metafázní destičce (Eaker et al., 2001).  

 

3.2  Vývoj spermií  

Vývoj spermií začíná po dosaţení pohlavní zralosti a pokračuje celý ţivot. Spermie se 

vyvíjejí v testikulárních semenotvorných kanálcích. Kanálky jsou vystlány zárodečnými 

buňkami v různých stádiích vývoje.  Zárodečné buňky zahrnují spermatogonie, primární 

spermatocyty, sekundární spermatocyty, spermatidy a spermie.  

Spermatogonie, uloţené při bazální membráně, procházejí sérií mitóz a dávají tak 

vznik primárním spermatocytům. Primární spermatocyty, uloţené v zárodečném epitelu nad 

spermatogoniemi, podléhají prvnímu meiotickému dělení. Vznikají dva haploidní sekundární 

spermatocyty, které procházejí druhým meiotickým dělením a dělí se ve dvě kulaté 

nepohyblivé spermatidy. Spermatidy tvoří luminální část zárodečného epitelu. 
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 Následuje proces spermiohistogeneze, jímţ se spermatidy diferencují ve spermie. 

Jádro, z něhoţ vznikne hlavička, se protahuje a jeho chromatin se kondenzuje (Lichnovský et 

al., 2001; Vacek, 2006). Chromatin spermií je minimálně šestkrát víc kondenzovaný neţ 

chromatin mitotických chromozomů (Fuentes-Mascorro et al., 2000). Dvojice centriolů a 

mitochondrie vytvoří krček a bičík, slouţící k pohybu spermie. Významné přestavbě podléhá 

Golgiho komplex. Jeho největší váček, zvaný akrozomální, se přesune těsně k jednomu pólu 

jádra a povlékne přední dvě třetiny hlavičky. Vývoj spermií probíhá ve vlnovitých cyklech. 

Jeden cyklus určitého vývojového stádia trvá zhruba šestnáct dní. Celý proces vývoje zralé 

spermie sestává ze čtyř cyklů a trvá přibliţně 64 dní. Zárodečné buňky jsou obklopené 

Sertoliho buňkami, které jsou jejich mechanickou podporou, vyţivují je a podílejí se na 

koordinaci jejich diferenciace. Sertoliho buňky jsou mezi sebou spojeny pomocí těsných 

mezibuněčných spojů zonulae occludentes, které jsou základem hematotestikulární bariéry. 

Porušení této bariéry můţe vést k neplodnosti antigenní povahy. 

Spermie dosahuje délky 50 – 60 μm, z toho 40 – 50 μm připadá na bičík. Skládá se 

z hlavičky, středního oddílu a bičíku. Celý povrch spermie je kryt buněčnou membránou. 

Z frontálního pohledu je hlavička spermie oválná, při pohledu z boku má hruškovitý tvar. 

Akrozomální váček obsahuje enzym hyaluronidázu, akrosin a jiné proteolytické enzymy, 

které hrají zásadní roli při vniknutí spermie do vajíčka. Na buněčnou membránu se váţí 

proteiny a glykoproteiny antigenní povahy, významně ovlivňující oplozovací schopnost 

spermie. Tyto látky zabraňují předčasnému uvolnění enzymů z akrozomálního váčku, chrání 

spermie před fagocytózou buňkami ţenských pohlavních orgánů a zabraňují aglutinaci 

spermií v ejakulátu. Střední oddíl sestává z krčku a spojovacího oddílu. Spojovací oddíl 

obsahuje velké mnoţství mitochondrií, v nichţ je tvořena energie nezbytná pro kontrakci 

mikrotubulů bičíku. K uvolnění energie z ATP je nutná přítomnost dyneinu. Spermie se 

pohybují rychlostí 1-4 mm/min. Poslední fáze vývoje spermií probíhá v ductus epididymis. 

Působením steroidů spermie dozrávají, dosahují plné motility a jsou schopné oplození 

(Lichnovský et al., 2001; Trojan et al., 2003; Vacek, 2006). 

 

3.3  Mužská infertilita 

Infertilita je definována jako neschopnost sexuálně aktivního páru neuţívajícího 

antikoncepci dosáhnout gravidity v průběhu jednoho roku (WHO, 2000).   Infertilita postihuje 

přibliţně 15 % párů. Ve 20 % případů jsou příčinou faktory muţské, v 50 % ţenské faktory a 

ve 30 % se jedná o součet působení faktorů muţských a ţenských (Kawaciuk, 2009).  
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Muţská infertilita není definovaným syndromem, ale zahrnuje celý komplex poruch. 

K poruchám můţe docházet na úrovni pretestikulární, testikulární nebo posttestikulární. Tyto 

poruchy mohou být vrozené nebo získané. Přestoţe byl v posledních letech zaznamenán velký 

pokrok v diagnostice a léčbě muţské infertility, ve více neţ polovině případů zůstávají příčiny 

infertility neobjasněné (idiopatická muţská infertilita) (Poongothai et al., 2009).  

Moţné účinné řešení pro infertilní páry představuje IVF, která s sebou ovšem nese 

vyšší riziko přenosu chromozomálních abnormalit na potomky neţ v případě přirozeného 

oplodnění. Proto je třeba věnovat pozornost zejména genetickým faktorům. Genetické 

poruchy negativně ovlivňují vývoj spermií, vývoj genitálních cest, motilitu spermií a 

úspěšnost fertilizace. Genetické poruchy související s muţskou infertilitou zahrnují numerické 

i strukturální aberace chromozomů a specifické mutace genů (Lipshultz, 2006). Genetické 

příčiny vysvětlují přibliţně 15 % případů muţské infertility. Bylo prokázáno, ţe pacienti 

nesoucí chromozomální abnormality tvoří více aneuploidních spermií, coţ musí být 

zohledněno při indikaci k ICSI (Ferlin et al., 2006). Proto je u infertilních muţů nezbytné 

kromě laboratorní analýzy spermatu provést vyloučení chromozomální příčiny infertility 

(analýza karyotypu) a vyšetření nejběţnějších mutací genu pro cystickou fibrózu. 

Laboratorní analýza spermatu se zaměřuje na hodnocení celkového objemu semenné 

tekutiny, pH ejakulátu, koncentraci, motilitu a morfologii spermií (Kawaciuk, 2009).  Sníţený 

počet spermií v ejakulátu se označuje jako oligozoospermie, poruchy motility popisuje termín 

astenozoospermie, v případě abnormální morfologie spermií mluvíme o teratozoospermii 

(WHO, 1999). Parametry normálního spermatu popisuje Tab. 1.  

 

Tab. 1: Parametry normálního spermatu (údaje WHO, 1999). 

Parametr Norma 

Objem > 2 ml 

pH 7,2 – 7,8 

Koncentrace spermií ≥ 20 mil/ml 

Celkový počet spermií ≥ 40 mil 

Motilita ≥ 50 % s normální morfologií 

Morfologie ≥ 30 % normálních forem 
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3.4  Genetické faktory mužské infertility 

3.4.1  Numerické chromozomální aberace 

3.4.1.1  Klinefelterův syndrom 

Klinefelterův syndrom (47,XXY) je nejčastější numerickou abnormalitou pohlavních 

chromozomů. Postihuje 0,1 aţ 0,2 % ţivě narozených chlapců (Ferlin et al., 2006). Přibliţně 

v 50 % případů je následkem chyby v průběhu prvního meiotického dělení. Pravděpodobně 

selhává rekombinace chromozomů X a Y v pseudoautozomální oblasti. Existují také případy 

s příčinou maternálního původu, kdy dochází k poruše v prvním meiotickém dělení. 

Abnormální karyotyp můţe vzniknout téţ chybou v průběhu druhého meiotického dělení nebo 

postzygoticky poruchou mitotických mechanizmů jako součást mozaiky (Nussbaum et al., 

2004). Mozaikový typ se vyskytuje v 10 % případů. V této formě jsou fenotypické projevy 

obvykle méně závaţné. 

Klinefelterův syndrom je spjat s oligozoospermií a azoospermií. Udává se, ţe tvoří 

přibliţně 14 % všech případů azoospermie (Lipshultz, 2006). Pacienti se aţ do puberty jeví 

jako fenotypicky normální (Nussbaum et al., 2004). Gonadální efekt se začíná projevovat 

v pubertě a vyznačuje se malými tuhými varlaty, postrádajícími zárodečné buňky. Dalšími 

příznaky mohou být vyšší postava, ţenské ochlupení, omezené tělesné ochlupení, 

gynekomastie, dlouhé paţe a dolní končetiny (Dohle et al., 2005), niţší inteligence, diabetes 

mellitus, obezita, zvýšená incidence leukémie, neseminomatózní tumory a extragonadální 

tumory z germinálních buněk (Lipshultz, 2006). Často je u postiţených muţů narušena funkce 

Leydigových buněk. Hladina testosteronu bývá normální nebo sníţená, hladina estradiolu 

normální nebo zvýšená, hladina FSH je sníţená. Produkce spermií výrazně omezena. Ve 

vyšším věku je v některých případech nutná androgenní substituční léčba. Muţi 

s Klinefelterovým syndromem vykazují zvýšenou četnost spermií s chromozomální konstitucí 

47,XY (Estop et al., 1998). Pacienti jsou vhodnými kandidáty ICSI, nutná je ovšem 

preimplantační diagnostika (Dohle et al., 2005). 

 

3.4.1.2 Syndrom 47,XYY (Supermale) 

Syndrom 47,XYY vzniká následkem chyby v druhém meiotickém dělení, kdy se tvoří 

spermie s chromozomální konstitucí YY. U ţivě narozených chlapců je incidence syndromu 

0,1 % (Nussbaum et al., 2004). 

Muţi s tímto syndromem jsou většinou fertilní. Spermatocyty vykazují mírně 

zvýšenou četnost abnormalit pohlavních chromozomů. Riziko přenosu na potomky však 
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nebylo prokázáno. Většinou je totiţ nadbytečný chromozom Y eliminován během meiózy 

(Ferlin et al., 2006; El-Dahtory  et Elsheikha, 2009). 

Fenotyp muţů s chromozomální konstitucí XYY je obvykle normální. V některých 

případech se objevuje opoţdění jazykových schopností, sníţená pozornost a hyperaktivita 

(El-Dahtory  et Elsheikha, 2009). 

 

3.4.1.3 XX mužský syndrom 

Incidence této vzácné poruchy je přibliţně 0,01 % (Šantavý et Šantavá, 2000). Tento 

syndrom je nejčastěji pozorován u azoospermických muţů. Příznaky jsou podobné jako u 

Klinefelterova syndromu, výška postiţených je ovšem normální a neobjevuje se mentální 

deficit (Ferlin et al., 2006). Přestoţe chybí Y chromozom, zevní genitál se vyvíjí normálně. 

Pravděpodobně dochází k translokaci části chromozomu Y nesoucí TDF (testes determining 

factor) na autozómy nebo k translokaci SRY (sex determining region on Y) na krátké raménko 

chromozomu X (Šantavý et Šantavá, 2000; Lipshultz, 2006). Existuje také mozaiková forma 

46,XX/46,XXY (Šantavý et Šantavá, 2000). 

 

3.4.1.4 Smíšená gonadální dysgeneze  

Jedná se o vývojovou anomálii s dysgenetickými gonádami. Nejčastějším karyotypem 

je mozaika 45,X/46,XY. Charakteristické je jednostranné varle, často intraabdominální. 

V některých případech perzistují Müllerovy dukty. Gonády mohou být nahrazeny jizevnatými 

pruhy. Fenotyp můţe být ţenský, muţský nebo obojetný (Queipo et al., 2005). 

 

3.4.2  Strukturální abnormality 

3.4.2.1  Translokace 

Translokací označujeme přesun chromozomového segmentu na jinou část téhoţ 

chromozomu nebo na jiný chromozom (Snustad et Simmons, 2009). Zpravidla dochází 

k výměnám genetického materiálu mezi nehomologickými chromozomy (Nussbaum et al., 

2004). Nositelé translokací mají obvykle normální fenotyp. Translokace ovšem ovlivňují 

jejich fertilitu, jejich nositelé často produkují gamety s nebalancovanou chromozomální 

výbavou. Zvyšuje se tak riziko vzniku embryí s nebalancovanou chromozomální konstitucí. 

Pokud se gravidita udrţí, narozené děti mohou být postiţeny četnými vývojovými vadami a 

mentální retardací (Santos, 2003; Ferlin et al., 2006). Translokace se vyskytují přibliţně 
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u 6 % chromozomálně abnormální abortů (Stern et al., 1999). Nález translokací u infertilních 

muţů je indikací k preimplantační genetické diagnostice. 

 

3.4.2.1.1  Robertsonské translokace 

Robertsonské translokace jsou specifickým typem strukturálních přestaveb 

chromozomů, zahrnujícím dva akrocentrické chromozomy, které fúzují blízko centromerické 

oblasti, přičemţ krátká raménka jsou eliminována. Výsledkem je balancovaný karyotyp 

s 45 chromozomy. Translokovaný chromozom je tvořen dlouhými raménky dvou 

chromozomů. Jelikoţ krátká raménka akrocentrických chromozomů obsahují informaci 

především pro rRNA, jejich ztráta nemá pro nositele závaţné následky (Nussbaum et al., 

2004). Dochází ovšem k chybám párování chromozomů během meiózy, vznikají trivalenty. 

Výsledkem je produkce spermií s nebalancovanou chromozomální výbavou. Studie 

vyuţívající metody FISH udávají četnost nebalancovaných spermií v rozmezí 7 aţ 40 % 

(Martin, 2008a). Dále se uvádí, ţe 0,8 % infertilních muţů je nositelem Robertsonovských 

translokací, coţ je devětkrát více neţ v běţné populaci (Ferlin et al., 2006). U nově 

narozených dětí se Robertsonské translokace objevují v 0,1 %. 

 

3.4.2.1.2  Reciproké translokace 

Podstatou reciprokých translokací jsou zlomy na nehomologických chromozomech a 

následná výměna odlomených segmentů (Nussbaum et al., 2004). Incidence reciprokých 

translokací je 0,9 na 1000 novorozených dětí. Při párování v meióze vznikají kříţové 

útvary - kvadrivalenty. Riziko tvorby spermií s nebalancovanou chromozomální konstitucí je 

vyšší neţ v případě Robertsonských translokací. Z FISH analýz vyplývá, ţe četnost 

nebalancovaných spermií se u nostitelů reciprokých translokací pohybuje v rozmezí 37 aţ 

 91 %. Riziko nerovnováhy při segregaci chromozomů v meióze je dáno především tím, které 

chromozomy byly translokovány a v kterých místech na chromozomech došlo ke zlomům 

(Ferlin et al., 2006). 

 

3.4.2.2  Inverze 

K inverzi dochází, kdyţ je chromozom porušen dvěma zlomy, segment mezi těmito 

zlomy je obrácen o 180° a znovu začleněn do chromozomu. Následkem je obrácené pořadí 

genů daného segmentu na chromozomu. Podle toho, zda invertovaný úsek zahrnuje či 

nezahrnuje centromeru, rozlišujeme inverzi pericentrickou, respektive paracentrickou. Jedná 
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se o balancovanou přestavbu, proto inverze většinou nemají závaţný dopad na fenotyp svých 

nositelů. Komplikace se ovšem objevují během meiózy. Kdyţ je na jednom z chromozomů 

přítomna inverze, vzniká na chromozomovém páru během prvního meiotického dělení 

inverzní smyčka. Pokud dojde v oblasti inverzní smyčky k rekombinaci, vznikají 

nebalancované gamety. 

 

3.4.2.2.1  Paracentrické inverze 

V případě paracentrických inverzí jsou vzniklé nebalancované chromozomy zpravidla 

dicentrické nebo acentrické. Pokud se nebalancované gamety dostanou do zygoty, nevede to 

zpravidla ke vzniku ţivotaschopného potomstva. Riziko, ţe bude mít přenašeč paracentrické 

inverze ţivotaschopného potomka s abnormálním karyotypem, je poměrně nízké, uvádí se 

3,8 % (Pettenati et al., 1995). Ve studii vyuţívající metodu FISH byla zaznamenána 

přítomnost rekombinantních spermií s četností 1 % (Devine et al., 2000). 

 

3.4.2.2.2  Pericentrické inverze 

Pericentrická inverze můţe vést k tvorbě nebalancovaných gamet, obsahujících 

chromozomy, kde je invertovaný segment buď duplikován nebo naopak deletován. Četnost 

rekombinantních chromozomů kolísá v rozmezí 0 aţ 54 % (Anton et al., 2007; 

Chantot-Bastaraud et al., 2007, Morel et al., 2007). Riziko narození potomka 

s nebalancovaným karyotypem činí u nositelů pericentrické inverze 10 aţ 15 %. Větší riziko 

obecně představují rozsáhlejší inverze, zahrnující více neţ polovinu délky chromozomu 

(Daniel et al., 1989). 

 

3.4.3  Mutace genů 

3.4.3.1  Mikrodelece chromozomu Y 

Mikrodelece chromozomu Y zásadním způsobem ovlivňují muţskou fertilitu. 

U 10 aţ 20 % azoospermických muţů je detekována delece chromozomu Y (Poongothai et 

al., 2009). Chromozom Y je akrocentrický chromozom, na němţ můţeme rozlišit 

pseudoautozomální oblast (PAR1 na konci krátkého raménka a PAR2 na konci dlouhého 

raménka), euchromatinovou oblast (distálně od PAR1) a heterochromatinovou oblast 

(v distální části dlouhého raménka) (Šantavý et Šantavá, 2000). Heterochromatinová oblast je 

tvořena satelitními sekvencemi a její délka je variabilní. Ve srovnání s ostatními chromozomy 

obsahuje chromozom Y malé mnoţství funkčních genů. Většina z nich je uloţena 
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v pseudoautozomální oblasti. Geny ovlivňující fertilitu se nacházejí mimo pseudoautozomální 

oblast. 

Jako první byl objeven SRY (sex determining region on Y), lokalizovaný na krátkém 

raménku v blízkosti pseudoautozomální oblasti v pruhu Yp11.3. Proteinový produkt SRY 

zodpovídá za vývoj od primordiálních gonád směrem k varlatům. Ta pak produkují 

testosteron, stimulující utváření muţských sekundárních pohlavních znaků (Kočárek, 2007). 

Na dlouhém raménku chromozomu Y byla v pruhu Yq11 identifikována oblast 

AZF (azoospermia factor). V této oblasti byly v proximodistálním směru popsány tři 

nepřekrývající se intervaly AZFa, AZFb, AZFc. Čtvrtá oblast AZFd se překrývá s AZFc, 

některými autory je povaţována za samostatnou oblast. Mikrodelece v těchto oblastech bývají 

spojeny s různým stupněm narušení spermatogeneze. Udává se, ţe mikrodelece chromozomu 

Y se vyskytují u 4 % oligozoospermických muţů, u muţů se idiopatickou azoospermií se 

incidence zvyšuje aţ na 18 % (Foresta et al., 2001).  

 Nejčastěji detekované mikrodelece se nacházejí v oblasti AZFc, která zahrnuje 

genovou rodinu DAZ (deleted in azoospermia). Tyto geny kódují proteiny, které se váţí na 

RNA. K jejich expresi dochází pouze v premeiotických zárodečných buňkách testikulární 

tkáně. Delece zahrnující DAZ vznikají pouze de novo (Nussbaum, 2004). Delece v AZFc 

způsobují azoospermii nebo závaţnou oligozoospermii. Méně časté jsou delece v AZFa a 

AZFb. Delece v oblasti AZFa, zahrnující pouze geny USP9Y (ubiquitin-specific protease 9, 

Y chromosome) a DBY (DEAD box on Y), obvykle vedou ke kompletnímu chybění 

zárodečných buněk, kdy jsou přítomny jen Sertoliho buňky (Sertolli cell only syndrome). 

Kompletní delece AZFb nebo AZFb+c vedou k azoospermii spojené se Sertolli cell only 

syndrome nebo s premeiotickým zastavením spermatogeneze (Ferlin et al., 2006). 

 Četnost mikrodelecí se zvyšuje se sniţující se koncentrací spermií v ejakulátu. 

Testování mikrodelecí je proto doporučováno u muţů s koncentrací spermií niţší neţ 

5 mil/ml. 

 

3.4.3.2  Kallmanův syndrom 

Kallmanův syndrom je nejčastější poruchou muţské reprodukční funkce vázanou na 

chromozom X. Postihuje 1 z 10 000 aţ 1 z 60 000 narozených (Lipshultz, 2006). Jedná se o 

geneticky heterogenní onemocnění, přičemţ predominantní je forma recesivní, způsobená 

mutací genu KAL1 na Xp22.3. Tato mutace vede k nedostatečnému vylučování gonadotropinů 

hypotalamem. Sekundárně selhávají testikulární funkce, především sekrece testosteronu. 
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Pacienti trpí hypogonadotropickým hypogonadizmem. Dalšími příznaky, které se mohou 

objevit, jsou anosmie, kongenitální hluchota, kraniofaciální asymetrie, rozštěpové vady, 

barvoslepost a renální abnormality. V mnoha případech lze plodnosti dosáhnout pomocí 

hormonální substituční terapie (Kubíček, 1996; Dohle et al., 2007). 

 

3.4.3.3  Reifensteinův syndrom (Syndrom částečné androgenní rezistence) 

Reifensteinův syndrom je podmíněn mutací genu kódujícího androgenní receptor na 

Xq11-12 (Dohle et al., 2007). Charakteristickým znakem této mutace je expanze 

trinukleotidové sekvence CAG. Fenotypické projevy vykazují vysokou variabilitu. Objevuje 

se různý stupeň obojetnosti genitálu. Typickými znaky jsou perineoskrotální hypospadie, 

kryptorchismus, rudimentární struktury Wolfova vývodu, gynekomastie a infertilita 

(Kawaciuk, 2009). 

 

3.4.3.4  Cystická fibróza 

Cystická fibróza je autozomálně recesivní onemocnění s incidencí asi 1 na 2500 

narozených. Příčinou onemocnění je mutace genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator) na 7q31 (Nussbaum et al., 2004). Tento gen kóduje integrální 

membránový protein, fungující jako iontový kanál. Protein CFTR mimo jiné ovlivňuje tvorbu 

ejakulačních kanálků, semenného váčku, chámovodu a distálních dvou třetin varlete. Mutace 

způsobuje abnormální přenos iontů přes membránu epitelu. U recesivních homozygotů se 

onemocnění projevuje těţkým postiţením plic a poruchami exokrinní funkce pankreatu. 

U muţů s cystickou fibrózou se objevuje kongenitální oboustranné chybění vas deferens.  

V současné době je v datábázi CFTR uvedeno více neţ 1800 mutací 

(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). Nejčastěji detekovanou mutací je delta F508, 

nacházející se u 70 % pacientů s cystickou fibrózou. Dalšími často pozorovanými mutacemi 

jsou R117H a W1282X (De Braekeleer et Férec, 1996; Uzun et al., 2005). Mutace mohou být 

přítomny v obou kopiích genu  CFTR, častěji se ovšem vyskytují pouze v jedné kopii (Dohle 

et al., 2007). Vyšší četnost mutací genu CFTR byla pozorována i u infertilních muţů 

s neobstrukční azoospermií. Je tedy vhodné provádět analýzu mutací CFTR nejen u pacientů, 

u nichţ bylo prokázáno chybění vas deferens, ale i u muţů s neobstrukční azoospermií a 

oligozoospermií (Šantavý et Šantavá, 2000). 
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3.5  Aneuploidie ve spermiích 

Aneuploidie jsou definovány jako přítomnost jednoho či více nadbytečných 

chromozomů, popřípadě chybění jednoho nebo více chromozomů. Výsledný počet 

chromozomů není celým násobkem původní chromozomové sady (Kočárek, 2007). Nositelé 

genetických abnormalit, ať uţ numerických, strukturálních nebo na úrovni specifických genů, 

produkují ve větší míře aneuploidní spermie. Aneuploidie ve spermiích jsou přímým 

důsledkem vrozených chromozomálních abnormalit nebo vznikají v důsledku meiotických 

chyb, vyvolaných změnami testikulárních podmínek (Ferlin et al., 2006). U neplodných muţů 

je četnost aneuploidních spermií zhruba třikrát vyšší neţ u muţů zdravých (Hann et al., 2011). 

 

3.5.1  Frekvence a distribuce aneuploidií ve spermiích 

Četnost aneuploidií ve spermiích muţů vykazuje interindividuální a intraindividuální 

variabilitu (Tempest et al., 2009). U některých muţů je stabilně prokazován vyšší poměr 

aneuploidních spermií (Rubeš et al., 2002). Četnost meiotických abnormalit se v posledních 

desetiletích zvyšuje, coţ je přisuzováno silnějšímu působení rizikových faktorů (Uroz et al., 

2010). Aneuploidie postihují zhruba 1 aţ 4 % spermií zdravých muţů. Četnost dizomií 

většiny chromozomů se pohybuje kolem 0,1 %. Niţší výskyt dizomií byl zaznamenán u 

chromozomu 8 (0,03 %). Zvýšený výskyt dizomií byl zaznamenán u chromozomů 

21 (0,18 %), 22 (0,47 %) a pohlavních chromozomů (0,27 %) (Templado et al., 2011). 

U chromozomů skupiny G (21 a 22) a pohlavních chromozomů je zvýšená náchylnost 

k nondisjunkci způsobena tím, ţe v bivalentech těchto chromozomů je obvykle přítomno 

pouze jedno chiazma. Je to dáno tím, ţe chromozomy G skupiny jsou nejmenšími lidskými 

chromozomy a rekombinace pohlavních chromozomů je omezena pouze na 

pseudoautozomální oblast. Kdyţ jediné chiazma těchto chromozomů není přítomno, chybí 

mechanismus zajišťující správnou segregaci chromozomů k opačným buněčným pólům 

(Martin, 2006). Chromozomy skupiny C mají vyšší sklon k aneuploidiím z důvodu distální 

polohy chiazmat (Uroz et al., 2010). Počet a poloha chiazmat jsou tedy rizikovými faktory 

vzniku aneuploidií. 

 

3.5.2  Metody studia aneuploidií ve spermiích 

První metoda umoţňující analýzu jednotlivých chromozomů spermií byla pouţita 

v roce 1978. Tato metoda byla zaloţena na in vitro oplození oocytů křečka lidskými 

spermiemi (Rudak et al., 1978). Pomocí této metody byla detekována převaha strukturních 
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abnormalit (7-14 %) nad abnormality numerickými (1-4 %) ve spermiích zdravých muţů. 

Jedná se ovšem o techniku náročnou časově, technicky i finančně, a proto našla uplatnění 

pouze v několika laboratořích světa a do klinické praxe nebyla nikdy zavedena. 

Velký pokrok přišel v devadesátých letech 20. století s aplikací metody FISH 

s malovacími, centromerickými a lokusově specifickými sondami (Martin, 2006).  Principem 

je hybridizace denaturované sondy s cílovou denaturovanou DNA (viz Obr. 2). Sonda můţe 

být značená přímo fluorochromem, častěji se ovšem vyuţívá nepřímého značení a následného 

navázání fluorescenčně značených protilátek (Šmarda et al., 2005). Tato metoda je levnější, 

rychlejší a technicky jednodušší neţ metoda předchozí, zároveň však umoţňuje analyzovat aţ 

deset tisíc spermií v jediném experimentu (Martin, 2006; Pacchierotti et al., 2007).  Krokem 

kupředu bylo zejména zavedení vícebarevné FISH (M-FISH), umoţňující detekci 

abnormálních synapsí a rekombinace a segregace jednotlivých chromozomů a zároveň detekci 

strukturních abnormalit vzniklých de novo během spermiogeneze (Oliver-Bonet et al., 2006).  

Chromatin spermií je vysoce kondenzovaný, proto vlastní FISH předchází 

dekondenzace. Ta se v současné době provádí nejčastěji pomocí DTT, redukujícího 

disulfidické vazby protaminové sítě, a LIS, zajišťující zvětšení objemu jádra spermie.  

Kombinace imunofluorescenčních metod a cenM-FISH představuje moţnost detailně 

analyzovat místa rekombinace na jednotlivých chromozomech (Sun et al., 2008). 

 

 

Obr. 2: Obecný princip hybridizace (převzato z Kočárek, 2007). 
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3.5.3  Rizikové faktory vzniku aneuploidních spermií 

Studium aneugenních faktorů je v současné době stále ještě v začátcích. Dosud byl 

proveden relativně malý počet studií zabývajících se jednotlivými rizikovými faktory. Navíc 

tyto studie zahrnují pouze malý soubor vyšetřovaných. 

Mezi potenciální aneugeny, jejichţ produkce roste v celosvětovém měřítku, patří 

pesticidy. Aneugenní účinek pesticidů byl zaznamenán u pracovníků továren vystavených 

silnému působení fenvalerátu. Tito muţi vykazovali zvýšenou četnost dizomií 

chromozomů18, X a Y (Xia et al., 2004). V jiné studii vykazovali pracovníci továrny na 

výrobu pesticidů zvýšenou četnost spermií s dizomií YY (Padungtod et al., 1999). 

Studie zabývající se vlivem radioterapie a chemoterapie na četnost aneuploidních 

spermií se ve svých výsledcích značně liší. Je to dáno různým typem léčby a různými 

dávkami u jednotlivých pacientů a odlišnou dobou odběru vzorků. Této oblasti je třeba 

věnovat rozsáhlejší výzkum. Současné výsledky ovšem ukazují vyšší poměr aneuploidních 

spermií u pacientů s Hodgkinovou chorobou během chemoterapie a v následujících osmnácti 

měsících (Martin, 2006).  

 Výzkum ţivotních návyků, jako je kouření, konzumace alkoholu a kofeinu s sebou 

nese řadu komplikací. Vzhledem k tomu, ţe jde o široce rozšířené návyky, je obtíţné posoudit 

jejich rizika jednotlivě. Kouření je jednoznačně spjato s vyšším výskytem dizomií autozomů i 

pohlavních chromozomů. Méně jasný je vliv konzumace alkoholu. Některé studie 

zaznamenaly zvyšující se počet dizomií chromzómu X a dizomií XY se zvyšující se 

konzumací alkoholu, jiné studie tuto spojitost nepotvrdily. Výzvou pro budoucí výzkum je 

potenciální aneugenní účinek kofeinu, zvláště z toho důvodu, ţe schopnost metabolizovat 

kofein se u různých jedinců značně liší (Templado et al., 2011). 

 Vliv věku na četnost aneuploidií dosud nebyl zcela objasněn. S postupujícím věkem 

jsou patrné změny v produkci muţských pohlavních hormonů, morfologii varlat a parametrů 

semene (Fonseka et Griffin, 2011). Dle nejnovějších poznatků je vliv věku na četnost 

aneuploidií ve spermiích velmi malý a je omezen na pohlavní chromozomy (Templado et al., 

2011). 

 

3.5.4  Indikace vyšetření četnosti aneuploidií ve spermiích 

Zatímco většina autozomálních trizomií je maternálního původu, aneuploidie 

pohlavních chromozomů jsou častěji původu paternálního (50 % 47,XXY, 100 % 47,XYY a 

70-80 % 45, X) (Templado et al., 2011). Vyšetření četnosti aneuploidií ve spermiích má proto 
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zásadní prediktivní význam před provedením ICSI. Z tohoto důvodu bylo toto vyšetření 

navrhováno jako rutinní u všech infertilních muţů před ICSI. Někteří infertilní muţi ovšem 

vykazují pouze mírně zvýšenou četnost aneuploidních spermií. Vyšetření je proto zaměřeno 

na rizikové skupiny, k nimţ patří pacienti s Klinefelterovým syndromem, pacienti se 

strukturními aberacemi, muţi s neobstruktivní azoospermií a oligoastenozoospermií, pacienti 

se zvýšenou četností morfologicky abnormálních spermií a pacienti s opakovaným 

neúspěchem ICSI (Hann et al., 2011). 

 

3.6  Potenciální dopad aneuploidií ve spermiích mužů na potomky 

Aneuploidie se objevují u 0,3 % novorozených dětí a 4 % mrtvě narozených dětí. Jsou 

příčinou 35 % spontánních abortů. S ţivotem jsou slučitelné pouze trizomie chromozomů 13, 

18, 21 a trizomie pohlavních chromozomů, proto je cytogenetické vyšetření spermií zaměřeno 

právě na tyto chromozomy. Děti postiţené aneuploidiemi autozomů obvykle trpí mentální 

retardací, zatímco aneuploidie gonozomů jsou spojeny s reprodukčními poruchami, 

poruchami chování a s niţším intelektem (Martin, 2006). 

 

3.6.1  Aneuploidie autozomů 

Nejčastější chromozomální abnormalitou je Downův syndrom, postihující 1 ze 700 

novorozených dětí (Snustad et Simmons, 2009). Riziko postiţení vzrůstá s věkem matky, 

zejména po překročení věku 30 let. 95 % případů Downova syndromu je způsobeno trizomií 

chromozomu 21. V 90 % případů dochází k nondisjunkci u matky, a to zpravidla v průběhu 

prvního meiotického dělení, v 10 % u otce, zde ovšem v průběhu druhého meiotického dělení. 

Typickými znaky Downova syndromu jsou krátké a široké ruce, často s jedinou příčnou rýhou 

na dlani, větší pohyblivost kloubů, hypotonie, mentální retardace, brachycefalie, plochý 

obličej, široký kořen nosu a otevřená ústa s rozbrázděným jazykem. Jedinci postiţení 

Downovým syndromem mají často vrozené srdeční vady, zvýšené je také riziko leukémie. 

Senilita, související s Alzheimerovou chorobou, se u postiţených objevuje o několik desítek 

let dříve neţ u běţné populace. 

 Pro trizomii chromozomu 18 se pouţívá název Edwardsův syndrom. Incidence tohoto 

syndromu je asi 1 z 8000 narozených. Přibliţně 80 % postiţených jsou dívky. Je to dáno tím, 

ţe plody ţenského pohlaví mají obecně větší šance na přeţití. Typickými fenotypickými 

projevy jsou vrozené malformace orgánů, nízko nasazené a dysplastické boltce, vystouplé 

záhlaví a ustupující čelist, malá ústa a nos, těţká mentální retardace, anomálie močových cest, 
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krátké sternum a malformace chodidel. Postiţení obvykle umírají během šesti měsíců po 

narození (Nussbaum et al., 2004). 

Trizomie chromozomu 13 je známa jako Patauův syndrom. Objevuje se přibliţně 

u 1 z 20 000 novorozených dětí. K typickým příznakům patří mentální retardace, hluchota, 

křeče a svalová hypotonie, vrozené srdeční vady a polydaktylie a chodidla s nápadně 

vystouplými patními kostmi (Snustad et Simmons, 2009). Postiţení se zpravidla nedoţívají 

více neţ jednoho měsíce. Rizikovým faktorem postiţení Edwardsovým a Patauovým 

syndromem je vyšší věk matky. 

 

3.6.2  Aneuploidie gonozomů 

Jedinou ţivotaschopnou monozomií je u člověka monozomie chromozomu 

X (Turnerův syndrom). Postiţení jedinci mají chromozomální konstituci 45,X. Tato 

konstituce můţe vzniknout z vajíčka či spermie s chybějícím gonozomem nebo můţe ke ztrátě 

gonozomu dojít během mitotického dělení po oplození. Přibliţně ve čtvrtině případů se jedná 

o mozaikové formy 45,X/46,XX. Incidence Turnerova syndromu je 1 na 2500 ţen. Jedná se o 

ţeny s opoţděným sexuálním vývojem. Tyto ţeny jsou většinou sterilní, k čemuţ dochází 

v důsledku dysgeneze gonád. Typickými znaky jsou široký hrudník s nápadně oddálenými 

bradavkami, koţní řasa na krku, poruchy sluchu a srdeční vady. 

Poměrně častou chromozomální abnormalitou u ţen je trizomie chromozomu 

X (Superfemale). Postihuje přibliţně 1 ze 700 narozených ţen. Vzhledem k tomu, ţe dva ze 

tří chromozomů X jsou inaktivovány, mají ţeny s XXX syndromem obvykle poměrně 

normální fenotyp. Mohou se objevit poruchy učení, opoţdění řečového vývoje a reprodukční 

poruchy (Kočárek, 2006).  

O dalších numerických abnormalitách gonozomů je pojednáno v kapitole 3.4.1 

v souvislosti s muţskou infertilitou. 
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4  MATERIÁL A METODY 

4.1  Charakteristika testovaného souboru a biologický materiál 

Testovaný soubor zahrnoval 5 zdravých muţů s normálním spermiogramem a 

normálním karyotypem 46,XY. Věk muţů se pohyboval v rozmezí 23 aţ 30 let. Jednalo se o 

dárce spermií. FISH byla provedena na spermiích a u 4 vyšetřovaných také na somatických 

buňkách (u 3 vyšetřovaných na lymfocytech periferní krve, u 1 vyšetřovaného na buňkách 

bukální sliznice). Vzorky byly poskytnuty centrem asistované reprodukce Fertimed. 

 

4.2  Příprava preparátů pro FISH 

4.2.1  Příprava preparátu z nekultivovaných lymfocytů periferní krve 

1. Do zkumavky bylo nakapáno přibliţně 10 kapek periferní krve. Následně bylo přidáno 

6 ml hypotonického roztoku. Zkumavka byla centrifugována při 70 g po dobu 

10 minut. Supernatant byl odstraněn. 

2. K sedimentu bylo za stálého třepání po kapkách přidáno přibliţně 8 ml fixační směsi 

Carnoy. Následovala centrifugace při 70 g po dobu 10 minut. Supernatant byl 

odstraněn. 

3. K sedimentu bylo opět přidáno přibliţně 8 ml fixační směsi Carnoy. Vzorek byl 

protřepán a centrifugován při 70 g po dobu 10 minut.  

4. Sediment byl resuspendován mikropipetou. Na diamantem označené spoty na 

podloţním skle bylo napipetováno 10 µl suspenze. Hustota nátěru byla vyhodnocena 

ve světelném mikroskopu. V případě nedostatečné hustoty bylo nakápnutí suspenze 

opakováno. 

 

4.2.2  Příprava preparátu z buněk bukální sliznice 

1. Zkumavka s fixovanou suspenzí buněk bukální sliznice byla centrifugována při 70 g 

po dobu 10 minut. Supernatant byl odstraněn. 

2. Sediment byl po 10 µl kapán na diamantem označené spoty na silanizovaném 

podloţním skle. Hustota nátěru byla vyhodnocena ve světelném mikroskopu. 

V případě nedostatečné hustoty bylo nakápnutí suspenze opakováno. 

3. Po usušení na vzduchu bylo sklo na 1 hodinu vloţeno do 2xSSC, vytemperovaného na 

37 °C. 
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4. Následovala inkubace v 0,005% roztoku pepsinu v HCl (0,01 mol/l) po dobu 10 minut 

při 37 °C. 

 

4.2.3  Příprava preparátu ze spermií  

4.2.3.1  Kapání ve fixativu  

1. Vzorek ejakulátu byl rozmraţen a po úplném rozpuštění ihned přenesen na led. 

2. 500 µl ejakulátu bylo pipetováno do mikrozkumavky  a promyto v 500 µl PBS/EDTA. 

Následovala centrifugace při 540 g po dobu 4 minut. Supernatant byl odstraněn. 

3. Sediment byl promyt v 500 µl PBS/EDTA a opět centrifugován. Supernatant byl 

odstraněn. 

4. Sediment byl promyt v 500 µl PBS/EDTA s 10 µl fixačního roztoku. Mikrozkumavka 

byla centrifugována při 540 g po dobu 4 minut. 

5. Část supernatantu byla odsáta a ve zbytku byl resuspendován sediment. Poté byl za 

neustálého třepání po kapkách přidáván fixativ. Fixativ byl doplněn do 500 µl. 

Mikrozkumavka byla centrifugována při 540 g po dobu 4 minut. 

6. Dále bylo dvakrát provedeno promytí fixativem (vţdy po 500 µl). 

7. Část supernatantu byla odsáta a ve zbytku byl resuspendován sediment. Vzorek byl 

30-60 minut ponechán v mrazicím boxu. Poté bylo pipetováno po 10 µl vzorku na 

diamantem označené spoty na silanizovaném podloţním skle. Zbytek vzorku byl 

uchován v mrazicím boxu při -20 °C. 

 

4.2.3.2  Dekondenzace spermií  

1. Připravený fixovaný nátěr (minimálně dva dny starý) byl ponořen do Coplinovy 

nádoby s DTT (0,01 mol/l) na 25-30 minut. Coplinova nádoba musí být po celou dobu 

umístěna v ledové lázni. 

2. Sklo bylo umístěno do Coplinovy nádoby s LIS (0,004 mol/l) na 90 minut při 

laboratorní teplotě. 

3. Poté bylo sklo usušeno na vzduchu při laboratorní teplotě. Usušené sklo bylo přímo 

pouţito pro FISH. 
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4.3  Fluorescenční in situ hybridizace 

1. Sklo bylo vloţeno do roztoku 2xSSC (pH 7,0), vytemperovaného na 37 °C na 

20 minut. 

2. Preparát byl dehydratován vzestupnou etanolovou řadou (75%, 85% a 96%) předem 

vychlazenou v mrazicím boxu. Inkubace probíhala 2 minuty v kaţdé koncentraci. Sklo 

bylo usušeno na vzduchu při laboratorní teplotě. 

3. Na kaţdý spot bylo aplikováno 4-6 µl sondy a přiloţeno krycí sklíčko. Po obvodu 

krycího skla bylo naneseno lepidlo Fixogum. 

4. Připravené sklo bylo vloţeno do termocykléru s navlhčenou buničinou, kde proběhla 

kodenaturace  a hybridizace (teplota a doba kodenaturace a hybridizace dle typu sondy 

jsou uvedeny v Tab. 2, nákresy lokalizace jednotlivých sond viz Příloha A).  

5. Druhý den bylo provedeno posthybridizační mytí. Sklo bylo inkubováno nejdříve 

v promývacím roztoku 0,4xSSC ve vodní lázni při teplotě dle typu sondy po dobu 

2 minut, potom v 2xSSC po dobu 30 sekund. Sklo bylo usušeno při laboratorní teplotě 

ve tmě. 

6. Následovalo podbarvení DAPI (7-10 µl na jeden spot). Na kaţdý spot bylo přiloţeno 

krycí sklíčko. 

7. Preparát byl vyhodnocen v epifluorescenčním mikroskopu za pouţití příslušného 

filtru.  
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Tab. 2: Přehled pouţitých sond pro FISH. 
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4.4  Hodnocení preparátů 

Byl sledován počet signálů v jádrech spermií a v jádrech lymfocytů, respektive buněk 

bukální sliznice. Pro kaţdou sondu bylo vyhodnoceno 400 jader spermií a lymfocytů, 

v případě buněk bukální sliznice pouze 100 jader. Do hodnocení byly zahrnuty pouze buňky 

intaktní, nepřekrývající se, nepoškozené. 

U pouţitých sond je předpokládána 100% specifita a sensitivita, coţ bylo ověřováno 

na lymfocytárních buňkách. Při vyhodnocování konstituce spermatických buněk nebylo 

moţné odlišit diploidní spermie od dizomických, coţ je v běţné praxi řešeno pomocí 

vícebarevné FISH. Pouţití centromerické sondy LPE 13G/R pro chromozomy 13 a 21 

neumoţňuje odlišení, který z chromozomů je v nadbytku nebo chybí. Vzhledem ke značné 

cross-hybridizaci u obou centromer jsou tyto konstruovány pouze jako stejnobarevné. Práce 

byla zaměřena především na sledování frekvence spermií s a priori nebalancovanou 

chromozomální konstitucí, proto přesné odlišení typu chromozomální aberace nebylo 

prioritou.  

Pouţití sond pro mikrodeleční syndromy (Prader-Williho syndrom, DiGerogův 

syndrom) současně umoţnilo nejen sledování distribuce kopií chromozomů 15 a 22 do 

germinálních buněk, ale i sledování strukturní změny na dvou chromozomech - mikrodelece 

chromozomu 15 a mikrodelece chromozomu 22, které jsou spjaty se závaţnými klinickými 

projevy. Chybění sledovaného lokusu a přítomnost kontrolního lokusu naznačuje mikrodeleci. 

 Buňky byly hodnoceny dle následujících kritérií pozorovaných signálů: 

 

Fyziologická germinální buňka 

 LPE 18G/R α-satellite probe - 1 signál  

 Xcen(DXZ1),Yghet(DYZ1) α-satellite probe - 1 signál pro X nebo Y (barevně 

odlišitelné) 

 Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control) - 2 signály (barevně 

odlišitelné)  

 DiGeorge/VCFS TUPLE1 Region Probe and 22q13.3 Deletion Syndrome Probe - 2 

signály (barevně odlišitelné) 

 LPE 13G/R α-satellite probe - 2 signály (nelze barevně odlišit) 

 

Patologické varianty spermií 

 LPE 18G/R α-satellite probe - více neţ 1signál - aneuploidie chromozomu 18 nebo 

diploidie, ţádný signál - nulizomie chromozomu 18  
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 Xcen(DXZ1),Yghet(DYZ1) α-satellite probe - více neţ 1 signál pro kaţdý barevně 

odlišitelný homolog nebo přítomnost obou signálů současně - aneuploidie  nebo 

diploidie, ţádný signál - nulizomie  

 LPE 13G/R α-satellite probe - 3 stejnobarevné signály - dizomie chromozomu 13 nebo 

21, 4 signály - dizomie obou chromozomů nebo diploidie (případně trizomie jednoho 

z chromozomů), 1 signál - nulizomie chromzomu 13 nebo 21, ţádný signál nulizomie 

obou chromozomů 

 Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control) - oba signály ve 2 kopiích 

- aneuploidie chromozomu 22 nebo diploidie, chybění některého z lokusů (1 signál) 

nebo jeho nadbytek - parciální delece nebo duplikace lokusu 

 DiGeorge/VCFS TUPLE1 Region Probe and 22q13.3 Deletion Syndrome Probe - oba 

signály ve 2 kopiích - aneuploidie chromozomu 15 nebo diploidie, chybění některého 

z lokusů (1 signál) nebo jeho nadbytek - parciální delece nebo duplikace lokusu 

 

Fyziologický lymfocyt 

 LPE 18G/R α-satellite probe - 2 signály 

Xcen(DXZ1),Yghet(DYZ1) α-satellite probe - 2 signály (barevně odlišitelné) 

 LPE 13G/R α-satellite probe - 4 stejnobarevné signály 

 Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control) - 4 signály (barevně 

odlišitelné po 2) 

 DiGeorge/VCFS TUPLE1 Region Probe and 22q13.3 Deletion Syndrome Probe - 4 

signály (barevně odlišitelné po 2) 

 

4.5  Použité chemikálie  

3,5-diiodosalicylová kyselina (LIS) (Sigma D 3635) 

4',6-diamidin-2-phenylindol (DAPI)  (Kreatech Biotechnology, Cytocell) 

Citrát sodný (Sigma) 

Deionizovaná voda 

Dihydrát dihydrogenfosforečnanu sodného (Lach-Ner) 

DL - Dithiothreitol (DTT) (Sigma D 9779) 

Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Lach-Ner) 

Ethanol 96% (Lach-Ner) 

Chlorid draselný (Lach-Ner) 
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Chlorid sodný (Sigma) 

Imerzní olej pro mikroskopii (Olympus) 

Kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA) (Sigma) 

Kyselina chlorovodíková 35% (Lach-ner) 

Kyselina octová - ledová (Lach-Ner) 

Methanol (TAMDA) 

NP40 (Vysis) 

Pepsin (SERVA) 

TRISMA BASE (Sigma T 1503) 

TRISMA HCl (Sigma T 3253) 

 

4.6  Použité roztoky 

2xSSC 

20 ml zásobního roztoku 20xSSC 

doplnit do 100 ml destilovanou vodou 

připravovat vţdy čerstvý 

3,5-diiodosalicylová kyselina (LIS, roztok 0,004 mol/l) 

0,0792 g LIS 

5 ml TRISMA (1mol/l) 

45 ml destilované vody 

připravit před pouţitím čerstvý 

20xSSC (citrátový pufr) zásobní roztok 

175,32 g chloridu sodného  

88,23 g citrátu sodného 

doplnit do 1000 ml destilovanou vodou 

upravit pH na 7,0 

přefiltrovat, autoklávovat, uchovat při 2-10 °C 

Dithiothreitol (DTT, roztok 0,01 mol/l) 

0,0771 g DTT 

5 ml Trizma (1 mol/l) 

45 ml destilované vody 

připravit před pouţitím čerstvý 
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EDTA (0,006 mol/l) v PBS 

0,228 g ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA) 

doplnit do 100 ml PBS 

Fixační roztoky etanolu (75%, 85%, 96%) 

96% - zásobní roztok 

85% - 89 ml zásobního roztoku, doplnit do 100 ml destilovanou vodou 

75% - 78 ml zásobního roztoku, doplnit do 100 ml destilovanou vodou 

Fixační směs Carnoy (metanol : kyselina octová – ledová 3 : 1) 

50 ml metanolu 

150 ml ledové kyseliny octové 

Hypotonický roztok KCl 0,075 mol/l 

1,4 g chloridu draselného 

250 ml destilované vody 

PBS (fosfátový pufr) 

8,994 g chloridu sodného 

2,901 g dodekahydrátu hydrogenfosforečnanu sodného 

0,296 g dihydrátu dihydrogenfosforečnanu sodného 

doplnit destilovanou vodou do 1000 ml 

Promývací roztok 0,4xSSC 

1,5 ml NP40 

10 ml 20xSSC 

doplnit do 500 ml deionizovanou vodou 

upravit pH na 7,0 

Roztok pepsinu v HCl 

0,005-0,01 g pepsinu 

100 ml roztoku kyseliny chlorovodíkové 0,01 mol/l 

Trisma (zásobní roztok 1 mol/l) 

6,055 g TRISMA BASE do 50 ml destilované vody 

15,76g TRISMA HCl do 100 ml destilované vody 

do TRISMA HCl přidávat TRISMA BASE aţ do pH 7,8 
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4.7  Laboratorní přístroje 

Analytické váhy (BOECO) 

Automatické pipety (Gilson) 

Centrifuga Trigon (Thermo Scientific) 

Digestoř (Merci) 

Epifluorescenční mikroskop s příslušenstvím (objektivy - 10x, 40x, 100x, sada filtrů pro 

Spectrum Orange, Spectrum Green, DAPI, Texas Red) (Olympus) 

Chladnička (Bosch) 

Minicentrifuga (National Labnet) 

Mrazicí box (Bosch) 

pH metr (EZDO) 

Systém pro analýzu obrazu Lucia (Laboratory Imaging)  

Systém pro automatickou hybridizaci ThermoBrite (Cytocell) 

Termocyklér s nástavcem na sklíčka (PTC-200, Peltier Thermal Cycler) 

Termostat 37 °C (Laboratorní přístroje Praha) 

Vodní lázeň (Oncor - Hyb-bath) 
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5  VÝSLEDKY  

  V testovaném souboru byla zaznamenána frekvence numerických chromozomálních 

abnormalit spermií v rozpětí 0 aţ 1 % (viz Tab. 3). 

 

Tab. 3: Frekvence vybraných numerických abnormalit autozomů  ve spermiích a 

v somatických buňkách. 

Číslo 
vyšetřo-
vaného 

Frekvence numerických abnormalit chromozomů [%] 
13/21 15 18 22 

Spermie 
Somatické 

buňky 
Spermie 

Somatické 
buňky 

Spermie 
Somatické 

buňky 
Spermie 

Somatické 
buňky 

1 0,50 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,25 0,00 
2 0,75 0,00 0,50 0,00 0,75 0,00 0,00 0,00 
3 0,25 0,00 0,25 0,00 0,50 0,00 0,25 0,00 
4 1,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 
5 0,25 - * 0,00 - * -** -* 0,00 -* 
   0,55 0,00 0,20 0,00 0,44 0,00 0,20 0,00 

*somatické buňky nebyly k dispozici 

**výsledek nebyl hodnotitelný 

   - průměrná frekvence 

 

Ve všech případech aneuploidií detekovaných ve spermiích šlo o dizomie/diploidie. 

Nulizomie ani jiné další numerické abnormality autozomů nebyly ve spermiích pozorovány. 

Při aplikaci FISH na somatické buňky (nekultivované lymfocyty periferní krve 

vyšetřovaných 1, 2 a 3, respektive buňky bukální sliznice vyšetřovaného 4) nebyly 

zaznamenány ţádné numerické abnormality autozomů. 

 

Tab. 4: Frekvence detekovaných konstitucí gonozomů ve spermiích. 

Číslo 
vyšetřovaného 

Frekvence konstituce autozomů [%] Celková 
frekvence 

dizomií 
gonozomů [%] 

normální abnormální 

X Y XX XY YY 

1 49,25 50,25 0,00 0,50 0,00 0,50 
2 51,25 48,75 0,00 0,00 0,00 0,00 
3 50,00 49,75 0,25 0,00 0,00 0,25 
4 46,00 53,00 0,75 0,00 0,25 1,00 
5 49,00 51,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
   49,10 50,55 0,20 0,10 0,05 0,35 

 
   - průměrná frekvence 

V rámci testovaného souboru byly detekovány ojedinělé případy spermií s různými 

aberantními konstitucemi - XX, XY, YY. Spermie s normální konstitucí gonozomů 

odpovídaly poměru X : Y přibliţně   1 : 1 (viz Tab. 4).  
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V testovaných somatických buňkách nebyly zaznamenány ţádné aneuploidie 

gonozomů. Všechny somatické buňky měly normální konstitutici  gonozomů XY. 

Aplikace lokusově specifických sond pro chromozomy 15 a 22 umoţnila detekci 

mikrodelecí. V rámci testovaného souboru nebyly tyto mikrodelece zaznamenány ani ve 

spermiích ani v somatických buňkách. 

 

 

Obr. 3: Nativní preparát spermií. Objektiv pro fázový kontrast. Zvětšení 200x. 
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Obr. 4: Spermie po FISH s lokusově specifickou sondou pro chromozom 15 (červený 

signál - 15 q11, zelený signál – 15q22, kontrola). Zvětšení 1000x. 

 

 

Obr. 5: Spermie po FISH s centromerickou sondou pro chromozomy X (červený signál) a Y 

(zelený signál). Zvětšení 1000x. 
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Obr. 6: Lymfocyty po FISH s centromerickou sondou pro chromozomy X (červený signál) a 

Y (zelený signál). Zvětšení 1000x. 
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6  DISKUZE 

Technika FISH se stala významným nástrojem preimplantační genetické diagnostiky 

(PGD), jejíţ součástí je i vyšetření spermií. Hlavními výhodami FISH jsou rychlost, specifita, 

moţnost analyzovat velké mnoţství buněk najednou a při aplikaci centromerických a 

lokusově specifických sond také moţnost vyšetření interfázních jader (I-FISH). Důleţitou 

aplikací techniky FISH je detekce submikroskopických chromozomálních aberací a 

markerových chromozomů, které nemohou být odhaleny běţnými cytogenetickými 

technikami. Specifikem FISH na spermiích je nutnost dekondenzace chromatinu spermií. 

K tomuto účelu se vyuţívá DTT, rozrušujícího disulfidické můstky v protaminové síti, a LIS, 

zajišťující zvětšení objemu jádra spermie. Kvalitní dekondenzace je nezbytná pro úspěšnou 

hybridizaci.  

V experimentální části předkládané práce byla interfázní FISH vyuţita ke sledování 

frekvence výskytu vybraných aneuploidií (respektive diploidií) ve spermiích a somatických 

buňkách (nekultivovaných lymfocytech periferní krve, respektive buňkách bukální sliznice) 

zdravých fertilních muţů. Zároveň byl optimalizován protokol FISH a ověřena pouţitelnost 

vybraných komerčně dodávaných sond.  

Ve všech případech pozorovaných numerických chromozomálních abnormalit se 

jednalo o dizomie (respektive diploidie). Frekvence dizomií/diploidií pro jednotlivé autozomy 

spermií se pohybovala v rozmezí 0 aţ 1 %. Aberantní počet gonozomů se ve spermiích 

vyšetřovaných muţů vyskytoval rovněţ s četností 0 aţ 1 %. Počet vyšetřovaných muţů 

nepředstavuje statisticky hodnotitelný soubor. Také počet analyzovaných buněčných jader byl 

ve srovnání s publikovanými studiemi nízký. Obvykle se počty analyzovaných buněk 

pohybují v řádech tisíců. Z těchto důvodů je srovnání s výsledky dosud publikovaných prací 

pouze orientační a není moţné vyhodnotit variabilitu distribuce aneuploidií pro jednotlivé 

chromozomy. Ze získaných výsledků ovšem jednoznačně vyplývá, ţe i v populaci zdravých 

muţů se spermie s numerickými chromozomálními odchylkami s určitou četností vyskytují, 

zatímco u somatických buněk v rámci testovaného souboru detekovány nebyly. V případě 

rozšíření souboru vyšetřovaných muţů a zvýšení počtu analyzovaných buněk se jako předmět 

dalšího výzkumu nabízí ověření a případné rozšíření poznatků dosud publikovaných studií. 

Uvádí se, ţe frekvence dizomií jednotlivých chromozomů se ve spermiích zdravých 

fertilních muţů pohybuje v průměru kolem 0,1 %. Niţší výskyt dizomií byl zaznamenán u 

chromozomu 8 (0,03 %). Zvýšený výskyt dizomií byl zaznamenán u chromozomů 

21 (0,18 %), 22 (0,47 %) a u gonozomů (0,27 %) (Templado et al., 2011). Rizikovým 
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faktorem nondisjunkce je niţší počet chiazmat. Proto jsou k nondisjunkci obecně náchylnější 

malé chromozomy (21, 22) a gonozomy, u nichţ je rekombinace omezena na 

pseudoautozomální oblast (Martin, 2006). Četnost aneuploidií ve spermiích muţů vykazuje 

interindividuální a intraindividuální variabilitu (Tempest et al., 2009). Často je ovšem 

otázkou, do jaké míry je variabilita výsledků způsobena různými podmínkami laboratoří 

(různé materiální a technické vybavení, různé sondy a kritéria hodnocení signálů). Výsledky 

sledování četnosti aneuploidií navíc mohou být ovlivněny velikostí signálu dané sondy, 

přítomností dvou signálů různých barev (např. sonda pro XY) a polohou detekovaného lokusu 

(Templado et al., 2011). V posledních desetiletích je sledována vzrůstající tendence výskytu 

numerických chromozomálních abnormalit, vznikajícíh de novo během meiózy, ve spermiích 

zdravých fertilních muţů. Je to přičítáno zvyšujícímu se působení aneugenních faktorů (Uroz 

et al., 2010). 

Zajímavé poznatky poskytuje studie zabývající se moţnou korelací mezi 

aneuploidiemi v germinálních a somatických buňkách. Bylo prokázáno, ţe v populaci 

zdravých fertilních muţů se nacházejí jedinci, kteří stabilně vykazují vyšší produkci 

aneuploidních spermií. U těchto muţů byla pozorována korelace mezi aneuploidiemi 

gonozomů ve spermiích a aneuploidiemi gonozomů v lymfocytech periferní krve. 

Publikované výsledky naznačují existenci společných mechanismů pro vznik aneuploidií 

v germinálních a somatických buňkách. Muţi produkující více aneuploidních spermií jsou 

pravděpodobně k aneugenním faktorům vnímavější neţ většina běţné populace (Rubeš et al., 

2002). Pochopení účinku jednotlivých aneugenních faktorů vyţaduje rozsáhlejší výzkum.  

 

  



43 

 

7  ZÁVĚR 

Experimentální část předkládané bakalářské práce byla zaměřena na sledování četnosti 

vybraných aneuploidií (respektive diploidií) ve spermiích zdravých dárců metodou interfázní 

FISH. Výsledky byly porovnány s četností těchto chromozomálních aberací v somatických 

buňkách testovaných muţů. Vzorky byly poskytnuty centrem asistované reprodukce 

Fertimed. 

Četnost numerických chromozomálních aberací jednotlivých chromozomů (jak 

autozomů, tak gonozomů) ve spermiích vyšetřovaných muţů se pohybovala v rozmezí 0 aţ 

1 %. Ve všech případech detekovaných aneuploidií se jednalo o dizomie (respektive 

diploidie). S vyšší frekvencí se objevovaly numerické aberace u chromozomů 18, 13/21 a 

gonozomů, méně často u chromozomů 15 a 22. Ve vyšetřovaném souboru nebyla detekována 

ţádná germinální buňka s mikrodelecí chromozomu 15 nebo 22. Vyšetřované somatické 

buňky (lymfocyty periferní krve, respektive buňky bukální sliznice) měly normální konstituci 

sledovaných chromozomů, nebyly detekovány ţádné aneuploidní somatické buňky. Pro 

získání relevantních výsledků srovnatelných s jiţ publikovanými studiemi by bylo nutné 

rozšířit soubor vyšetřovaných a zvýšit počet analyzovaných buněk. Jako náplň dalšího 

výzkumu se nabízí sledování intraidividuální a interindividuální variability aneuploidií ve 

spermiích a sledování případné korelace aneuploidií v somatických a germinálních buňkách. 

 Metoda I-FISH se ukázala jako účinný nástroj pro molekulárně cytogenetické 

vyšetření spermií. Protokol I-FISH byl optimalizován pro rutinní pouţití. 
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8  SEZNAM ZKRATEK 

ATP  adenozintrifosfát 

AZF (a – d)  azoospermické faktory (a – d) (azoospermia factors (a – d)) 

cenM-FISH  centromerická vícebarevná fluorescenční in situ hybridizace 

(centromere-specific multicolour fluorescence in situ hybridization) 

CFTR  cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 

DAPI  4',6-diamidin-2-phenylindol 

DAZ  rodina genů deletovaných při azoospermii (deleted in azoospermia) 

DBY   DEAD box on Y 

DNA  deoxyribonukleová kyselina (deoxyribonucelic acid) 

DTT    dithiothreitol 

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctová (ethylenediaminetetraacetic acid) 

FISH  fluorescenční in situ hybridizace (fluorescence in situ hybridization) 

FSH  folikuly stimulující hormon 

ICSI   intacytoplazmatická injekce spermií do oocytu (intracytoplasmic sperm 

injection) 

I-FISH  interfázní fluorescenční in situ hybridizace (interphase fluorescence in situ 

hybridization) 

IVF  in vitro fertilizace 

LIS  3,5-diiodosalicylová kyselina  

M-FISH  vícebarevná fluorescenční in situ hybridizace (multicolour fluorescence in situ 

hybridization)   

PAR  pseudoautozomální oblast (pseudoautosomal region) 

PBS  fosfátový pufr (phosphated buffered saline) 

PGD  preimplantační genetická diagnostika (preimplantation genetic diagnosis) 

RNA  ribonukleová kyselina (ribonucelic acid) 

rRNA  ribozomální ribonukleová kyselina (ribosomal ribonucleic acid) 

SRY   sex determining region on Y 

SSC  citrátový pufr (saline sodium citrate buffer) 

TDF  testis determinující faktor (testes determining factor) 

USP9Y   ubiquitin-specific protease 9, Y chromosome 

WHO  Světová zdravotnická organizace (World Health Organization) 
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10  PŘÍLOHY 

 

PŘÍLOHA A: Lokalizace α-satelitních sond a lokusově specificikých sond 

 

 

 Nákres lokalizace sondy LPE 18G/R α-satellite probe (Cytocell aquarius). 

 
 

 

 Nákres lokalizace sondy Xcen(DXZI),Yghet(DYZ1) α-satellite probe (Abbot).  

U chromozomu Y byla k testování pouţita sonda pro satelit DYZ1. 

 
 

 

 
 

 

 

 

 Nákres lokalizace sondy DiGeorge/VCFS TUPLE1 Region Probe and 22q13.3 

Deletion Syndrome Probe (Cytocell aquarius).  

 

Yp11.1-q11.1 

DYZ1 Yq12 



 

 

 

 Nákres lokalizace sondy Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control) 

(Qbiogene)  

 

 

 

 


