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SOUHRN

Aneuploidie ve spermiich mohou byt ptimym disledkem vrozenych chromozomalnich
abnormalit nebo jsou zplsobeny meiotickymi chybami vyvolanymi zménami testikuldrnich
podminek. Vyssi ¢etnost ancuploidii ve spermiich je uzce spjata s infertilitou, ale aneuploidie
se bézné vyskytuji i ve spermiich zdravych fertilnich muza. Aneuploidie germindlnich bunék
jsou hlavni pti¢inou spontdnnich abortii a vyvojovych vad, proto je vySetfeni jejich etnosti
nezbytnou soucasti preimplantacni genetické diagnostiky (PGD).

Experimentalni ¢ast pfedkladané prace se zabyva analyzou vybranych numerickych
chromozomalnich abnormalit a mikrodeleci ve spermiich a somatickych builkach
(nekultivovanych lymfocytech periferni krve, respektive bunikach bukalni sliznice) zdravych
muzl. Vék vySettovanych muzii se pohyboval v rozmezi 23 az 30 let. Cilem bylo vySetfit
vzorky 5 darci s vyuzitim interfazni fluorescen¢ni in situ hybridizace (I-FISH)
s centromerickymi (LPE 13G/R, LPE 18G/R, Xcen(DXZ1),Yghet(DYZ1)) a lokusové
specifickymi sondami (Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control),
DiGeorge/VCFS TUPLE1 Region Probe and 22913.3 Deletion Syndrome Probe).

Cetnost aberaci autozomd i pohlavnich chromozomui se pohybovala v rozmezi

0 az 1 %. Byly pozorovany pouze dizomické nebo diploidni spermie. Zadné jiné numerické
abnormality (nulizomie, trizomie) ani mikrodelece nebyly ve spermiich zaznamenany. Ve
vzorcich somatickych bunék darci nebyly detekovany Zadné builky s numerickymi
abnormalitami ani s mikrodelecemi.

Interfazni fluorescenc¢ni in situ hybridizace na dekondenzovanych jadrech spermii se
ukazala jako u¢inny nastroj pro molekularné cytogenetické vysetfeni spermii. Protokol I-FISH

byl optimalizovan pro rutinni pouZiti.



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 TUPLEL
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 UVOD

V poslednich letech stale stoupa pocet part s reprodukénimi poruchami. Infertilita
postihuje pfiblizné 15 % part v reprodukénim véku. Ve 20 % piipadii jsou pficinou faktory
muzskeé, v 50 % zZenské faktory a ve 30 % se jedna o soucet plisobeni faktori muzskych a
zenskych. Mozné feSeni pro neplodné pary piedstavuji metody asistované reprodukce, Z nichz
nejrozsitenéjsi je ICSI. ICSI s sebou ovSem nese vyssi riziko pfenosu chromozomadlnich
abnormalit na potomky. Vyznamnou prediktivni hodnotu v preimplanta¢ni genetické
diagnostice (PGD) ma molekularn€é cytogenetické vySetfeni spermii. Molekulérné
cytogenetické techniky umoznuji stanovit ¢etnost nebalancovanych gamet a Stim riziko
vzniku nebalancované zygoty. Zvlastniho vyznamu toto vySetfeni nabyvd u nositelt
balancovanych chromozomalnich pfestaveb. Fenotyp téchto jinak zdravych muzii je normalni,
objevuje se u nich ovSem abnormadlni segregace chromozomi béhem meiotického déleni.
Dusledkem je vyssi Cetnost aneuploidnich a parcidlné aneuploidnich spermii. Aneuploidni
spermie vSak vznikaji v disledku chyb béhem meiotického déleni i u muzl, ktefi nejsou
nositeli chromozomalnich piestaveb, a dokonce i u zdravych fertilnich muzi.

Teoretickd ¢ast predkladané prace je zaméfena na genetické faktory muzské infertility.
Pozornost je vénovana také procesim predchdzejicim vzniku zralé spermie a disledkiim
oplozeni oocytu aneuploidni spermii. Praktickd c¢ast se zabyva sledovanim frekvence
vybranych chromozomalnich aneuploidii ve spermiich darct metodou FISH, ktera je

Vv soucasné dobé nejpouzivanéjsi metodou studia chromozomalnich abnormalit ve spermiich.



2 CILE PRACE

1. Optimalizovat metodu interfazni FISH na neklutivovanych lymfocytech periferni krve
a na spermiich.

2. Zjistit Cetnost vybranych numerickych chromozomalnich abnormalit ve spermiich
zdravych muzi - darca.

3. Vypracovat resersi na téma ,,Genetické pric¢iny muzské infertility*.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Meioza

Meidza je proces, jehoz prostiednictvim je redukovan pocet chromozomu
z diploidniho (2n) na haploidni (n). V priabéhu meiotického déleni dochazi k jednomu cyklu
syntézy DNA a dvéma cyklim segregace chromozomu a bunééného déleni. Meidza zahrnuje
dvé po sob¢ nasledujici bunécna déleni - meidza I. (redukcni d€leni, prvni zraci déleni) a
meidza II. (ekvaéni déleni, druhé zraci déleni) (Nussbaum et al., 2004; Snustad et Simmons,
2009).

3.1.1 Meidza I. (prvni zraci déleni)
Pied prvnim zracim délenim dochazi k duplikaci chromozomi a zdvojeni obsahu

DNA. Kazdy chromozom je tedy slozen ze dvou sesterskych chromatid.

3.1.1.1 ProfazeI.
Profaze I. je dlouhym komplexem slozitych procesu. Jeji prubéh mizeme rozdélit do

peti etap.

3.1.1.1.1 Leptotene

V této fazi zacina postupna kondenzace duplikovanych chromozomt. Chromozomy
maji vzhled dlouhych tenkych vlédken s centralnim osovym vldknem bilkovinné povahy.
Dochazi k pfichyceni chromozomi k jaderné membrang. Misto Giponu je patrné jako ztlusténi
zvané upinaci ploténka (Nussbaum et al., 2004; Vacek, 2006; Snustad et Simmons, 2009).
Vyznamnou roli v této fazi hraji telomery (Scherthan, 2007).

3.1.1.1.2 Zygotene

Pokracuje kondenzace chromozomi. Homologni chromozomy se po celé¢ délce
prikladaji tésn¢ k sob&. Tento proces nazyvame konjugace chromozomu, neboli synapse.
Homologni chromozomy tésné ptiléhajici k sobé se nazyvaji bivalenty. Pfi parovani se
postupné vytvaii specializovand struktura bilkovinné povahy - synaptonemalni kompleX.
Synaptonemalni komplex je sloZzen ze dvou laterdlnich elementi, z nichz kazdy se spojuje
sjednim z homolognich chromozomut, a z elementu centralniho, leziciho mezi nimi

(Nussbaum et al., 2004; Snustad et Simmons, 2009). Chromozomy maji charakteristicky
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»~chlupaty* vzhled, dany klickovitym pribéhem chromatinovych vlaken, proto jsou nazyvéany
Stétkovité chromozomy. Nejprve byly S$tétkovité chromozomy pozorovany v oocytech,
vyskytuji se v8ak i ve spermatocytech (Vacek, 2006). U heterochromozomu neni parovani
uplné. K synapsi dochazi pouze v kratkém tuseku chromozomu Y, ktery je homologni
ptislusnému useku chromozomu X, takzvaném pseudoautozomalnim tseku (Martin, 2008b).
Synapse heterochromozomu je omezena téz casové, probiha pouze v kratkém casovém useku
na konci zygotenniho stadia. Bivalent XY se vyrazné tvarové li$i od ostatnich autozomalnich

bivalentt, lezi v blizkosti obalu jadra v okrsku s vét§im nahromadénim chromatinu.

3.1.1.1.3 Pachytene

Pokracuje kondenzace hmoty bivalentl. Charakteristick¢ je tetrddové stadium
bivalentl. Tetrada obsahuje Ctyfi chromatidy. V priabéhu synaptonemalnich komplexa je
patrnd tvorba rekombinacnich uzlikd. V mistech rekombina¢nich uzliki se pifes sebe
ptekladaji nesesterské chromatidy, dochazi k jejich zlomiim a naslednému znovuspojeni. Tak
je umoznéna rekombinace genetického materidlu mezi sparovanymi chromozomy. Popsany
déj se oznaCuje jako crossing-over a jeho pribéh je pravdépodobné zajistén enzymy
lokalizovanymi v rekombina¢nim uzliku (Vacek, 2006; Snustad et Simmons, 2009).
V uréitych mistech na chromozomech, takzvanych hot-spots, dochazi ke crossing-over castéji
nez jinde (Yanowitz, 2010). Skute¢nost, Zze prob&hl crossing-over, je zjevna v dalsi fazi,

diplotene.

3.1.1.1.4 Diplotene

Postupné mizi synaptonemalni komplex a sparované chromozomy se od sebe oddéluji
(desynapse). Odd¢lovani bivalenti postupuje od centromery k periferii. Chromozomy vsak
zUstavaji spojeny v mistech, kde prob&hl crossing-over. Tato mista se nazyvaji chiazmata.
V lidském spermatocytu se nachazi primémé 50 chiazmat. Na konci diplotene dochézi
K terminalizaci chiazmat, chiazmata se posouvaji z mista pivodniho crossing-over ke konciim
chromatid. Tim je dan charakteristicky prstencovity tvar bivalentt v diplotene. U muzi je toto

stadium relativné kratké, trva ptiblizné jeden den.
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3.1.1.1.5 Diakineze
Chromozomy jsou Vv této fazi maximalné kondenzované. Je dokoncena terminalizace
chiazmat. Zanika jaderna membrana a tvoii se délici vieténko. Chromozomy se v mistech

kinetochort pfichycuji k délicimu vieténku.

3.1.1.2 Metafaze 1.
Sparované chromozomy se pohybuji smérem k ekvatorialni rovingé. Centromery
sméfuji k opacnym polim vieténka. Tak je zajiSténo, Zze se pifi déleni ke kazdému polu

dostane pravé jeden z kazdého paru homologickych chromozoma.

3.1.1.3. Anafazel.

Chromozomy jsou oddélené tazeny kopaénym polim buiky zkracovanim
mikrotubul déliciho vieténka. Tento proces nazyvame chromozomova disjunkce. Rozchod
chromozomu k opa¢nym polim probiha nahodile. Pokud se oba homology chromozomalniho
paru pohybuji ke stejnému bunéénému polu, jde o nondisjunkci (viz Obr. 1). Jestlize
k nondisjunkci dojde v pribéhu prvniho meiotického dé€leni, nevznika Zadna gameta
snormalni sestavou chromozomi. Pokud dojde k nondisjunkci Vv priabéhu druhého
meiotického déleni, vznikd gameta se dvé identickymi chromatidami, gameta, u které
chromozom chybi, a dvé gamety s normalni sestavou chromozomi (Nussbaum et al., 2004;
Vacek, 2006; Snustad et Simmons, 2009). Redukovana rekombinacni frekvence piedstavuje

rizikovy faktor pro nondisjunkci a zastavu meidzy (Egozcue et al., 2005).

0w 0w
AN AN

nondisjunkce normalni
J/ N vipEe \
M W ] W
AN ] A
normalni normalni normalni nondisjunkce
déleni
0 N | () () (N
1AL AN AR

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

Haploidni sady chromozom?i jsou shromazdény u opaénych bunéénych po6li. Rozpada
se délici vreténko, formuje se jaderny obal. Ve spermatogenezi dochdzi k rozdéleni
cytoplazmy viceméné rovnomémé do dvou dcetfinych bunék, narozdil od oogeneze, kdy
sekundarni oocyt ziska téméf veskerou cytoplazmu a reciprocni produkt tvoii prvni polové
télisko. Interfdze mezi prvnim a druhym zracim délenim prakticky neexistuje, nereduplikuji se

chromatidy a nezdvojuje se obsah DNA.

3.1.2 Meiéza Il. (druhé zraci déleni)

Pocéet chromozomu vstupujicich do meidzy II. je haploidni. Profaze II. je kratka.
Chromozomy, slozené ze dvou chromatid, spojenych jen v misté kinetochoru, maji
charakteristicky tvar pismene X. Dalsi prabéh meiotického d€leni pfipominad mitézu, vysledné
produkty jsou vSak haploidni, maji poloviéni obsah DNA a bunky vzniklé meiozou II. nejsou

geneticky identické.

3.1.3 Vyznam meiozy

Meidza zajistuje redukci poctu chromozomu z diploidniho na haploidni, coz je
nezbytné pro vznik gamet. Do gamet se nahodile rozchazeji chromozomy ,,otcovského™ a
,matetského“ pivodu. Kazdy par homologickych chromozomi se rozchazi nezavisle na
ostatnich parech. Pifi existenci 23 pari chromozomi existuje 25, tj. pfes osm miliont,
moznych kombinaci. Genetickd rliznorodost je zesilovana vyménami genetického materialu
mezi homologickymi chromozomy procesem crossing-over.

Meiotické déleni tedy zajiStuje presny pienos genetickych informaci do zralych
pohlavnich bunék a jejich prostiednictvim do dalSich generaci a zaroven variabilitu a
proménlivost téchto generaci novymi kombinacemi genetického materialu (Nussbaum et al.,

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

3.1.4 Kontrolni body meiozy
Parovani a rekombinace homolognich chromozomu v profazi I. a nasledna segregace
homolognich chromozomu k opa¢nym bunécnym polim v anafazi I. jsou nezbytné pro tvorbu

gamet (Sun et al., 2008). Hlavni ulohu ve spravné segregaci homolognich chromozomu do
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budoucich gamet zastavaji kondensin, kohesin, modifikace histont, specificka DNA-vazebna
mista a reparacni proteiny (Yanowitz, 2010).

Diisledkem nespravné segregace chromozomu do gamet je aneuploidie - pfitomnost
nadbyte¢ného chromozomu (dizomie) nebo naopak chybéni chromozomu (nulizomie), ktera
v dtsledku vede ke vzniku zygoty s abnormalnim poctem chromozomd.

Existuji mechanismy, kterymi bunky kontroluji pribéh meiotického déleni.
Prostfednictvim kontrolnich bodii mlZze byt meidza zastavena v piipadé, ze dojde
k abnormalitam syntézy DNA, k abnormalnimu utvafeni chiasmat nebo kdyz je zaznamenano
chybné prichyceni kinetochorl k vlakniim déliciho vieténka (Pacchierotti et al., 2007). Tak je
zabranéno nondisjunkci a potazmo vzniku aneuploidii (Yanowitz, 2010).

Predpokldda se, Ze rozdilnd cetnost aneuploidii v gametich Zen a muzi plyne
Z rozdilné tolerance k abnormalitam v pribéhu meidzy. Zatimco béhem spermatogeneze tyto
abnormality obvykle vedou k zastavé bunécného cyklu a k apoptdze, oogeneze pokracuje za
vzniku aneuploidnich gamet. Existence efektivnéjsich kontrolnich bodi u muzi by ¢astecné
vysvétlovala, pro¢ maji muzi, u nichz byly zaznamenany abnormality v profazi ., niz8i pocet
spermii (Pacchierotti et al., 2007).

U muzi existuji minimaln¢ dva kontrolni body. Kontrolni bod v pachytene brani
dalsimu postupu meiotického déleni v piipadé abnormalni rekombinace nebo chybné synapse
chromozomt (Roeder et Bailis, 2000). Druhy kontrolni bod je kontrolni bod déliciho
vieténka. Uplatiluje se v metafazi 1., pokud je detekovan defekt déliciho vieténka nebo

chybné uspotadani chromozomi v metafazni desticce (Eaker et al., 2001).

3.2 Vyvoj spermii

Vyvoj spermii zacina po dosazeni pohlavni zralosti a pokracuje cely Zivot. Spermie se
vyvijeji v testikularnich semenotvornych kanalcich. Kandlky jsou vystlany zarode¢nymi
bunikami v riznych stadiich vyvoje. Zarodecné buiiky zahrnuji spermatogonie, primarni
spermatocyty, sekundarni spermatocyty, spermatidy a spermie.

Spermatogonie, uloZzené pii bazalni membrané, prochézeji sérii mité6z a davaji tak
vznik primdrnim spermatocytim. Priméarni spermatocyty, ulozené v zdrode¢ném epitelu nad
spermatogoniemi, podléhaji prvnimu meiotickému déleni. Vznikaji dva haploidni sekundarni
spermatocyty, které prochazeji druhym meiotickym délenim a deli se ve dvé kulaté

nepohyblivé spermatidy. Spermatidy tvofi lumindlni ¢ast zarode¢ného epitelu.
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Nasleduje proces spermiohistogeneze, jimz se spermatidy diferencuji ve spermie.
Jadro, z néhoz vznikne hlavicka, se protahuje a jeho chromatin se kondenzuje (Lichnovsky et
al., 2001; Vacek, 2006). Chromatin spermii je minimaln¢ Sestkrat vic kondenzovany nez
chromatin mitotickych chromozomut (Fuentes-Mascorro et al., 2000). Dvojice centriold a
mitochondrie vytvoii kréek a bicik, slouzici k pohybu spermie. Vyznamné ptestavbé podléha
Golgiho komplex. Jeho nejvétsi vacek, zvany akrozomalni, se ptesune tésné k jednomu polu
jadra a povlékne piedni dvé tretiny hlavicky. Vyvoj spermii probiha ve vinovitych cyklech.
Jeden cyklus urcitého vyvojového stadia trva zhruba Sestnact dni. Cely proces vyvoje zralé
spermie sestdva ze Ctyf cykll a trva piiblizné 64 dni. Zarodecné bunky jsou obklopené
Sertoliho butikami, které jsou jejich mechanickou podporou, vyzivuji je a podileji se na
koordinaci jejich diferenciace. Sertoliho buiiky jsou mezi sebou spojeny pomoci tésnych
mezibuné¢nych spoji zonulae occludentes, které jsou zakladem hematotestikularni bariéry.
PoruSeni této bariéry mtize vést k neplodnosti antigenni povahy.

Spermie dosahuje délky 50 — 60 um, z toho 40 — 50 um ptipada na bi¢ik. Sklada se
z hlavicky, stfedniho oddilu a bic¢iku. Cely povrch spermie je kryt bunéénou membranou.
Z frontalniho pohledu je hlavi¢ka spermie ovalna, pti pohledu z boku ma hruskovity tvar.
Akrozomalni vacek obsahuje enzym hyaluronidazu, akrosin a jiné proteolytické enzymy,
které hraji zasadni roli pfi vniknuti spermie do vajicka. Na bunécnou membranu se vazi
proteiny a glykoproteiny antigenni povahy, vyznamné ovliviiujici oplozovaci schopnost
spermie. Tyto latky zabranuji pfed¢asnému uvolnéni enzymil z akrozomalniho vacku, chrani
spermie pied fagocytdozou bunikami zenskych pohlavnich organti a zabranuji aglutinaci
spermii v ejakulatu. Stfedni oddil sestava z krcku a spojovaciho oddilu. Spojovaci oddil
obsahuje velké mnoZstvi mitochondrii, v nichz je tvofena energie nezbytnad pro kontrakci
mikrotubultl bi¢iku. K uvolnéni energie z ATP je nutnd pfitomnost dyneinu. Spermie se
pohybuji rychlosti 1-4 mm/min. Posledni faze vyvoje spermii probiha v ductus epididymis.
Plisobenim steroidii spermie dozravaji, dosahuji plné motility a jsou schopné oplozeni

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

3.3 Muzska infertilita

Infertilita je definovana jako neschopnost sexudlné aktivniho paru neuzivajiciho
antikoncepci dosdhnout gravidity v pribéhu jednoho roku (WHO, 2000). Infertilita postihuje
piiblizné 15 % part. Ve 20 % ptipadl jsou pii¢inou faktory muzské, v 50 % zenské faktory a

ve 30 % se jedna o soucet pusobeni faktor muzskych a Zenskych (Kawaciuk, 2009).

15



Muzské infertilita neni definovanym syndromem, ale zahrnuje cely komplex poruch.
K poruchdm miize dochazet na Grovni pretestikularni, testikularni nebo posttestikularni. Tyto
poruchy mohou byt vrozené nebo ziskané. Pfestoze byl v poslednich letech zaznamenan velky
pokrok v diagnostice a 1é¢b¢é muzské infertility, ve vice neZ poloviné piipadu zustavaji pticiny
infertility neobjasnéné (idiopaticka muzska infertilita) (Poongothai et al., 2009).

Mozné G¢inné feSeni pro infertilni pary piedstavuje IVF, ktera s sebou ovSem nese
vysSi riziko pfenosu chromozomadlnich abnormalit na potomky nez v ptipad¢ piirozené¢ho
oplodnéni. Proto je tieba vénovat pozornost zejména genetickym faktoram. Genetické
poruchy negativné ovliviiuji vyvoj spermii, vyvoj genitalnich cest, motilitu spermii a
uspésnost fertilizace. Genetické poruchy souvisejici s muzskou infertilitou zahrnuji numerické
i strukturalni aberace chromozomu a specifické mutace gent (Lipshultz, 2006). Genetické
pfi¢iny vysvétluji pfiblizné 15 % ptipadii muzské infertility. Bylo prokdzano, Ze pacienti
nesouci chromozomalni abnormality tvoii vice aneuploidnich spermii, coz musi byt
zohlednéno pii indikaci Kk ICSI (Ferlin et al., 2006). Proto je u infertilnich muzi nezbytné
kromé laboratorni analyzy spermatu provést vylouceni chromozomadlni pficiny infertility
(analyza karyotypu) a vysetfeni nejbéZznéjSich mutaci genu pro cystickou fibrozu.

Laboratorni analyza spermatu se zaméiuje na hodnoceni celkového objemu semenné
tekutiny, pH ejakulatu, koncentraci, motilitu a morfologii spermii (Kawaciuk, 2009). Snizeny
pocet spermii v ejakuldtu se oznacuje jako oligozoospermie, poruchy motility popisuje termin
astenozoospermie, Vv pfipadé¢ abnormalni morfologie spermii mluvime o teratozoospermii

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

Tab. 1: Parametry normalniho spermatu (adaje WHO, 1999).

Parametr Norma

Objem >2ml

pH 72-17.8

Koncentrace spermii = 20 mil/ml

Celkovy pocet spermii 240 mil

Motilita = 50 % s normalni morfologii
Morfologie = 30 % normalnich forem
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3.4 Genetické faktory muzské infertility

3.4.1 Numerické chromozomalni aberace
3.4.1.1 Klinefelteriv syndrom

Klinefelteriv syndrom (47,XXY) je nejCastej$i numerickou abnormalitou pohlavnich
chromozomu. Postihuje 0,1 az 0,2 % zivé narozenych chlapct (Ferlin et al., 2006). Ptiblizné
vV 50 % ptipadi je nasledkem chyby v pribéhu prvniho meiotického déleni. Pravdépodobné
selhava rekombinace chromozomt X a Y v pseudoautozomalni oblasti. Existuji také pripady
s pfi¢inou materndlniho ptvodu, kdy dochazi k poruse v prvnim meiotickém déleni.
Abnormalni karyotyp mize vzniknout téZ chybou v pribéhu druhého meiotického déleni nebo
postzygoticky poruchou mitotickych mechanizmti jako soucast mozaiky (Nussbaum et al.,
2004). Mozaikovy typ se vyskytuje v 10 % piipadd. V této formé jsou fenotypické projevy
obvykle méné zévazné.

Klinefeltertiv syndrom je spjat s oligozoospermii a azoospermii. Udava se, Ze tvori
priblizné 14 % vsech ptipadi azoospermie (Lipshultz, 2006). Pacienti se az do puberty jevi
jako fenotypicky normalni (Nussbaum et al., 2004). Gonadalni efekt se zacina projevovat
V puberté¢ a vyznacuje se malymi tuhymi varlaty, postradajicimi zdrodecné bunky. DalSimi
pfiznaky mohou byt vyS$i postava, zenské ochlupeni, omezené télesné ochlupeni,
gynekomastie, dlouhé paze a dolni konéetiny (Dohle et al., 2005), nizsi inteligence, diabetes
mellitus, obezita, zvySena incidence leukémie, neseminomatozni tumory a extragonadalni
tumory z germinalnich bun&k (Lipshultz, 2006). Casto je u postizenych muzi narusena funkce
Leydigovych bun€k. Hladina testosteronu byva normdlni nebo sniZend, hladina estradiolu
normalni nebo zvySend, hladina FSH je sniZend. Produkce spermii vyrazné omezena. Ve
vys§im v€ku je v nékterych pripadech nutna androgenni substituéni 1é€ba. Muzi
s Klinefelterovym syndromem vykazuji zvySenou ¢etnost spermii s chromozomalni konstituci
47,XY (Estop et al., 1998). Pacienti jsou vhodnymi kandidaty ICSI, nutnd je ovSem
preimplantaéni diagnostika (Dohle et al., 2005).

3.4.1.2 Syndrom 47,XYY (Supermale)

Syndrom 47,XYY vznika nasledkem chyby v druhém meiotickém déleni, kdy se tvoii
spermie s chromozomalni konstituci YY. U zivé narozenych chlapct je incidence syndromu
0,1 % (Nussbaum et al., 2004).

Muzi s timto syndromem jsou vétSinou fertilni. Spermatocyty vykazuji mirné

zvySenou Cetnost abnormalit pohlavnich chromozomd. Riziko pfenosu na potomky vSak
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nebylo prokazano. Vétsinou je totiz nadbyteCny chromozom Y eliminovan béhem meidzy
(Ferlin et al., 2006; El-Dahtory et Elsheikha, 2009).

Fenotyp muzii s chromozomalni konstituci XYY je obvykle normalni. V nékterych
ptipadech se objevuje opozdéni jazykovych schopnosti, snizena pozornost a hyperaktivita

(El-Dahtory et Elsheikha, 2009).

3.4.1.3 XX muzsky syndrom

Incidence této vzacné poruchy je piiblizné 0,01 % (Santavy et Santava, 2000). Tento
syndrom je nejCastéji pozorovan u azoospermickych muzi. Pfiznaky jsou podobné jako u
Klinefelterova syndromu, vyska postizenych je ovSem normalni a neobjevuje se mentalni
deficit (Ferlin et al., 2006). Piestoze chybi Y chromozom, zevni genital se vyviji normalng.
Pravdépodobné dochazi k translokaci ¢asti chromozomu Y nesouci TDF (testes determining
factor) na autozomy nebo k translokaci SRY (sex determining region on Y) na kratké raménko
chromozomu X (Santavy et Santava, 2000; Lipshultz, 2006). Existuje také mozaikova forma
46,XX/46,XXY (Santavy et Santava, 2000).

3.4.1.4 SmiSen4 gonadalni dysgeneze

Jedna se o vyvojovou anomalii s dysgenetickymi gonddami. NejcastéjSim karyotypem
je mozaika 45,X/46,XY. Charakteristické je jednostranné varle, Casto intraabdominalni.
V nékterych piipadech perzistuji Miillerovy dukty. Gonady mohou byt nahrazeny jizevnatymi
pruhy. Fenotyp mutize byt zensky, muzsky nebo obojetny (Queipo et al., 2005).

3.4.2 Strukturalni abnormality
3.4.2.1 Translokace

Translokaci oznacujeme pifesun chromozomového segmentu na jinou c¢ast téhoz
chromozomu nebo na jiny chromozom (Snustad et Simmons, 2009). Zpravidla dochazi
k vyménam genetického materialu mezi nehomologickymi chromozomy (Nussbaum et al.,
2004). Nositelé translokaci maji obvykle normalni fenotyp. Translokace ovSem ovliviiuji
jejich fertilitu, jejich nositelé Casto produkuji gamety S nebalancovanou chromozomalni
vybavou. ZvySuje se tak riziko vzniku embryi s nebalancovanou chromozomalni konstituci.
Pokud se gravidita udrzi, narozené déti mohou byt postiZzeny €etnymi vyvojovymi vadami a

mentalni retardaci (Santos, 2003; Ferlin et al., 2006). Translokace se vyskytuji pfiblizné
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U 6 % chromozomaln¢ abnormalni abortti (Stern et al., 1999). Nalez translokaci u infertilnich

muzl je indikaci k preimplantacni genetické diagnostice.

3.4.2.1.1 Robertsonské translokace

Robertsonské translokace jsou specifickym typem strukturdlnich ptestaveb
chromozomu, zahrnujicim dva akrocentrick¢é chromozomy, které fazuji blizko centromerické
oblasti, pficemz kratkd raménka jsou eliminovana. Vysledkem je balancovany karyotyp
s 45 chromozomy. Translokovany chromozom je tvofen dlouhymi raménky dvou
chromozomu. Jelikoz kratka raménka akrocentrickych chromozomi obsahuji informaci
predevs§im pro rRNA, jejich ztrata nema pro nositele zavazné nasledky (Nussbaum et al.,
2004). Dochazi ovsem k chybam parovani chromozomi béhem meidzy, vznikaji trivalenty.
Vysledkem je produkce spermii s nebalancovanou chromozomalni vybavou. Studie
vyuzivajici metody FISH udavaji Cetnost nebalancovanych spermii v rozmezi 7 az 40 %
(Martin, 2008a). Dale se uvadi, ze 0,8 % infertilnich muzi je nositelem Robertsonovskych
translokaci, coz je devétkrat vice nez v bézné populaci (Ferlin et al., 2006). U nové

narozenych déti se Robertsonské translokace objevuji v 0,1 %.

3.4.2.1.2 Reciproké translokace

Podstatou reciprokych translokaci jsou zlomy na nehomologickych chromozomech a
nasledna vyména odlomenych segmentd (Nussbaum et al., 2004). Incidence reciprokych
translokaci je 0,9 na 1000 novorozenych déti. Pfi parovani v meidze vznikaji kiizové
utvary - kvadrivalenty. Riziko tvorby spermii s nebalancovanou chromozomalni konstituci je
vy$§i nez v piipadé Robertsonskych translokaci. Z FISH analyz vyplyva, Ze cCetnost
nebalancovanych spermii se u nostitelii reciprokych translokaci pohybuje v rozmezi 37 az
91 %. Riziko nerovnovahy pfi segregaci chromozomu v meidze je dano predevsim tim, které
chromozomy byly translokovany a v kterych mistech na chromozomech doslo ke zlomum
(Ferlin et al., 2006).

3.4.2.2 Inverze

Kinverzi dochazi, kdyz je chromozom porusen dvéma zlomy, segment mezi témito
zlomy je obracen o 180° a znovu zaclenén do chromozomu. Nasledkem je obracené poradi
gentt daného segmentu na chromozomu. Podle toho, zda invertovany usek zahrnuje ¢i

nezahrnuje centromeru, rozlisujeme inverzi pericentrickou, respektive paracentrickou. Jedna
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se o0 balancovanou pfestavbu, proto inverze vétSinou nemaji zavazny dopad na fenotyp svych
nositelti. Komplikace se ovSem objevuji béhem meidzy. KdyzZ je na jednom z chromozomu
pfitomna inverze, vznikd na chromozomovém paru béhem prvniho meiotického déleni
inverzni smycka. Pokud dojde v oblasti inverzni smycky krekombinaci, vznikaji

nebalancované gamety.

3.4.2.2.1 Paracentrické inverze

V ptipad¢ paracentrickych inverzi jsou vzniklé nebalancované chromozomy zpravidla
dicentrické nebo acentrické. Pokud se nebalancované gamety dostanou do zygoty, nevede to
zpravidla ke vzniku Zivotaschopného potomstva. Riziko, ze bude mit pienaseC paracentrické
inverze zivotaschopného potomka s abnormalnim karyotypem, je pomérné nizké, uvadi se
3,8 % (Pettenati et al., 1995). Ve studii vyuZzivajici metodu FISH byla zaznamenana

ptitomnost rekombinantnich spermii s ¢etnosti 1 % (Devine et al., 2000).

3.4.2.2.2 Pericentrické inverze

Pericentricka inverze mize vést k tvorbé nebalancovanych gamet, obsahujicich
chromozomy, kde je invertovany segment bud’ duplikovan nebo naopak deletovan. Cetnost
rekombinantnich chromozomu kolisa vrozmezi 0 az 54 % (Anton et al., 2007
Chantot-Bastaraud et al., 2007, Morel et al., 2007). Riziko narozeni potomka
s nebalancovanym karyotypem ¢ini u nositelti pericentrické inverze 10 az 15 %. Vé&tsi riziko
obecné predstavuji rozsahlejsi inverze, zahrnujici vice nez polovinu délky chromozomu

(Daniel et al., 1989).

3.4.3 Mutace gent
3.4.3.1 Mikrodelece chromozomu Y

Mikrodelece chromozomu Y =zasadnim zptsobem ovliviiuji muzskou fertilitu.
U 10 az 20 % azoospermickych muzu je detekovana delece chromozomu Y (Poongothai et
al., 2009). Chromozom Y je akrocentricky chromozom, na némz mulzeme rozliSit
pseudoautozomalni oblast (PARL na konci kratkého raménka a PAR2 na konci dlouhého
raménka), euchromatinovou oblast (distailné od PAR1) a heterochromatinovou oblast
(v distalni ¢asti dlouhého raménka) (Santavy et Santava, 2000). Heterochromatinova oblast je
tvofena satelitnimi sekvencemi a jeji délka je variabilni. Ve srovnani s ostatnimi chromozomy

obsahuje chromozom Y malé mnozstvi funkénich genti. VétSina znich je ulozena
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Vv pseudoautozomalni oblasti. Geny ovliviiujici fertilitu se nachazeji mimo pseudoautozomalni
oblast.

Jako prvni byl objeven SRY (sex determining region on Y), lokalizovany na kratkém
raménku v blizkosti pseudoautozomalni oblasti v pruhu Ypl1.3. Proteinovy produkt SRY
zodpovida za vyvoj od primordidlnich gonad smérem k varlatim. Ta pak produkuji
testosteron, stimulujici utvafeni muzskych sekundarnich pohlavnich znakt (Koc¢arek, 2007).

Na dlouhém raménku chromozomu Y byla v pruhu Yqll identifikovana oblast
AZF (azoospermia factor). V této oblasti byly v proximodistalnim sméru popsany tii
nepiekryvajici se intervaly AZFa, AZFb, AZFc. Ctvrtd oblast AZFd se prekryva s AZFc,
nékterymi autory je povazovana za samostatnou oblast. Mikrodelece v téchto oblastech byvaji
spojeny s riznym stupném naruSeni spermatogeneze. Udava se, ze mikrodelece chromozomu
Y se vyskytuji u 4 % oligozoospermickych muzi, u muzi se idiopatickou azoospermii se
incidence zvySuje az na 18 % (Foresta et al., 2001).

Nejcastéji detekované mikrodelece se nachazeji v oblasti AZFc, ktera zahrnuje
genovou rodinu DAZ (deleted in azoospermia). Tyto geny koduji proteiny, které se vazi na
RNA. Kjejich expresi dochdzi pouze v premeiotickych zarode¢nych buiikach testikularni
tkan¢. Delece zahrnujici DAZ vznikaji pouze de novo (Nussbaum, 2004). Delece v AZFc
zpuisobuji azoospermii nebo zavaznou oligozoospermii. Méné casté jsou delece v AZFa a
AZFDb. Delece v oblasti AZFa, zahrnujici pouze geny USP9Y (ubiquitin-specific protease 9,
Y chromosome) a DBY (DEAD box on Y), obvykle vedou ke kompletnimu chybéni
zarode¢nych bungk, kdy jsou pfitomny jen Sertoliho bunky (Sertolli cell only syndrome).
Kompletni delece AZFb nebo AZFb+c vedou k azoospermii spojené se Sertolli cell only
syndrome nebo s premeiotickym zastavenim spermatogeneze (Ferlin et al., 2006).

Cetnost mikrodeleci se zvySuje se snizujici se koncentraci spermii v ejakulatu.
Testovani mikrodeleci je proto doporu¢ovano u muzl s koncentraci spermii niz$i nez

5 mil/ml.

3.4.3.2 Kallmaniiv syndrom

Kallmanilv syndrom je nej€astéjsi poruchou muzské reprodukéni funkce vdzanou na
chromozom X. Postihuje 1 z 10 000 az 1 z 60 000 narozenych (Lipshultz, 2006). Jedna se o
geneticky heterogenni onemocnéni, pfiCemz predominantni je forma recesivni, zpisobena
mutaci genu KAL1 na Xp22.3. Tato mutace vede k nedostatecnému vyluc¢ovani gonadotropinti

hypotalamem. Sekundarné selhavaji testikularni funkce, predev§im sekrece testosteronu.
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Pacienti trpi hypogonadotropickym hypogonadizmem. DalSimi pfiznaky, které se mohou
objevit, jsou anosmie, kongenitadlni hluchota, kraniofacidlni asymetrie, rozstépové vady,
barvoslepost a renalni abnormality. V mnoha piipadech lze plodnosti dosdhnout pomoci
hormonalni substitu¢ni terapie (Kubicek, 1996; Dohle et al., 2007).

3.4.3.3 Reifensteintv syndrom (Syndrom ¢asteéné androgenni rezistence)

Reifensteiniv syndrom je podminén mutaci genu kodujiciho androgenni receptor na
Xql1l-12 (Dohle et al., 2007). Charakteristickym znakem této mutace je expanze
trinukleotidové sekvence CAG. Fenotypické projevy vykazuji vysokou variabilitu. Objevuje
se ruzny stupen obojetnosti genitalu. Typickymi znaky jsou perineoskrotalni hypospadie,
kryptorchismus, rudimentarni struktury Wolfova vyvodu, gynekomastie a infertilita

(Kawaciuk, 2009).

3.4.3.4 Cysticka fibréza

Cysticka fibréza je autozomalné recesivni onemocnéni s incidenci asi 1 na 2500
narozenych. Pfi¢inou onemocnéni je mutace genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) na 7931 (Nussbaum et al., 2004). Tento gen koduje integralni
membranovy protein, fungujici jako iontovy kanal. Protein CFTR mimo jiné ovliviiuje tvorbu
ejakula¢nich kanalkt, semenného vacku, chamovodu a distalnich dvou tietin varlete. Mutace
zpusobuje abnormalni pienos iontli pfes membranu epitelu. U recesivnich homozygotii se
onemocnéni projevuje téZkym postizenim plic a poruchami exokrinni funkce pankreatu.
U muzu s cystickou fibrozou se objevuje kongenitalni oboustranné chybéni vas deferens.

V soucasn¢ dobé¢ je vdatabazi CFTR wuvedeno vice nez 1800 mutaci
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). Nejcastéji detekovanou mutaci je delta F508,
nachazejici se u 70 % pacientd s cystickou fibrézou. DalSimi ¢asto pozorovanymi mutacemi
jsou R117H a W1282X (De Braekeleer et Férec, 1996; Uzun et al., 2005). Mutace mohou byt
pfitomny v obou kopiich genu CFTR, Cast&ji se ovSem vyskytuji pouze v jedné kopii (Dohle
et al., 2007). Vyssi Cetnost mutaci genu CFTR byla pozorovana i u infertilnich muza
s neobstruk¢éni azoospermii. Je tedy vhodné provadét analyzu mutaci CFTR nejen u pacientt,
u nichz bylo prokazano chybéni vas deferens, ale i u muzu s neobstrukéni azoospermii a

oligozoospermii (Santavy et Santava, 2000).
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3.5 Aneuploidie ve spermiich

Aneuploidie jsou definovany jako piitomnost jednoho ¢i vice nadbyteCnych
chromozomu, popfipadé chybéni jednoho nebo vice chromozomi. Vysledny pocet
chromozomu neni celym nasobkem piivodni chromozomové sady (Kocarek, 2007). Nositelé
genetickych abnormalit, at’ uz numerickych, strukturalnich nebo na trovni specifickych gent,
produkuji ve vétsi mife aneuploidni spermie. Aneuploidie ve spermiich jsou piimym
disledkem vrozenych chromozomalnich abnormalit nebo vznikaji v disledku meiotickych
chyb, vyvolanych zménami testikularnich podminek (Ferlin et al., 2006). U neplodnych muza

je Cetnost aneuploidnich spermii zhruba tiikrat vy$si nez u muza zdravych (Hann et al., 2011).

3.5.1 Frekvence a distribuce aneuploidii ve spermiich

Cetnost aneuploidii ve spermiich muzi vykazuje interindividulni a intraindividualni
variabilitu (Tempest et al., 2009). U nékterych muzi je stabilné¢ prokazovan vyssi pomér
aneuploidnich spermii (Rubes et al., 2002). Cetnost meiotickych abnormalit se v poslednich
desetiletich zvySuje, coz je ptisuzovano silnéjs§imu ptisobeni rizikovych faktort (Uroz et al.,
2010). Aneuploidie postihuji zhruba 1 az 4 % spermii zdravych muzi. Cetnost dizomii
vétsSiny chromozomu se pohybuje kolem 0,1 %. Nizs§i vyskyt dizomii byl zaznamenan u
chromozomu 8 (0,03 %). ZvySeny vyskyt dizomii byl zaznamenan u chromozomu
21 (0,18 %), 22 (0,47 %) a pohlavnich chromozoma (0,27 %) (Templado et al., 2011).
U chromozomut skupiny G (21 a 22) a pohlavnich chromozomi je zvySena nachylnost
k nondisjunkci zplsobena tim, Ze v bivalentech téchto chromozomu je obvykle piitomno
pouze jedno chiazma. Je to dano tim, ze chromozomy G skupiny jsou nejmensimi lidskymi
chromozomy a rekombinace pohlavnich chromozomi je omezena pouze na
pseudoautozomalni oblast. Kdyz jediné chiazma téchto chromozomi neni pfitomno, chybi
mechanismus zajistujici spravnou segregaci chromozomut k opaénym bunéénym polim
(Martin, 2006). Chromozomy skupiny C maji vyssi sklon k aneuploidiim z divodu distalni
polohy chiazmat (Uroz et al., 2010). Pocet a poloha chiazmat jsou tedy rizikovymi faktory

vzniku aneuploidii.

3.5.2 Metody studia aneuploidii ve spermiich
Prvni metoda umoznujici analyzu jednotlivych chromozomut spermii byla pouzita
vroce 1978. Tato metoda byla zalozena na in vitro oplozeni oocytt kiecka lidskymi

spermiemi (Rudak et al., 1978). Pomoci této metody byla detekovana ptevaha strukturnich
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abnormalit (7-14 %) nad abnormality numerickymi (1-4 %) ve spermiich zdravych muzu.
Jedna se ovSsem o techniku naro¢nou Casové, technicky i finan¢éné€, a proto nasla uplatnéni
pouze v nékolika laboratofich svéta a do klinické praxe nebyla nikdy zavedena.

Velky pokrok pfiSel v devadesatych letech 20. stoleti s aplikaci metody FISH
s malovacimi, centromerickymi a lokusové¢ specifickymi sondami (Martin, 2006). Principem
je hybridizace denaturované sondy s cilovou denaturovanou DNA (viz Obr. 2). Sonda muize
byt znacend piimo fluorochromem, Castéji se ovSem vyuziva nepiimého znaceni a nasledného
navazani fluorescenéné znaéenych protilatek (Smarda et al., 2005). Tato metoda je levngjsi,
rychlejsi a technicky jednodussi nez metoda predchozi, zaroven vSak umoziuje analyzovat az
deset tisic spermii v jediném experimentu (Martin, 2006; Pacchierotti et al., 2007). Krokem
kupfedu bylo zejména zavedeni vicebarevné FISH (M-FISH), umoziujici detekci
abnormalnich synapsi a rekombinace a segregace jednotlivych chromozomu a zaroven detekci
strukturnich abnormalit vzniklych de novo béhem spermiogeneze (Oliver-Bonet et al., 2006).

Chromatin spermii je vysoce kondenzovany, proto vlastni FISH piredchazi
dekondenzace. Ta se Vv soucasné dobé provadi nejcastéji pomoci DTT, redukujiciho
disulfidické vazby protaminové sité, a LIS, zajiSt'ujici zvétSeni objemu jadra spermie.

Kombinace imunofluorescen¢nich metod a cenM-FISH piedstavuje moznost detailné

analyzovat mista rekombinace na jednotlivych chromozomech (Sun et al., 2008).

hiedana sekvence

cilova DNA sonda

denaturace

L S 1
v hybrldlzace ﬁgﬂ:

Y

R —
-

Obr. 2: Obecny princip hybridizace (ptevzato z Kocarek, 2007).
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3.5.3 Rizikové faktory vzniku aneuploidnich spermii

Studium aneugennich faktorti je v soucasné dobé stdle jesté v zacatcich. Dosud byl
proveden relativné maly pocet studii zabyvajicich se jednotlivymi rizikovymi faktory. Navic
tyto studie zahrnuji pouze maly soubor vysetiovanych.

Mezi potenciadlni aneugeny, jejichz produkce roste v celosvétovém meéritku, patii
pesticidy. Aneugenni Ucinek pesticidii byl zaznamendn u pracovnikl tovaren vystavenych
silnému pisobeni fenvaleratu. Tito muzi vykazovali zvySenou cetnost dizomii
chromozomul8, X a Y (Xia et al., 2004). V jiné studii vykazovali pracovnici tovarny na
vyrobu pesticidl zvySenou Cetnost spermii s dizomii YY (Padungtod et al., 1999).

Studie zabyvajici se vlivem radioterapie a chemoterapie na ¢etnost aneuploidnich
spermii se ve svych vysledcich zna¢né lisi. Je to dano rlznym typem lécby a rGznymi
davkami u jednotlivych pacientll a odliSnou dobou odbéru vzorkl. Této oblasti je tieba
vénovat rozséhlejsi vyzkum. Soucasné vysledky ovSem ukazuji vyssi pomér aneuploidnich
spermii u pacientil s Hodgkinovou chorobou béhem chemoterapie a v nasledujicich osmnacti
mésicich (Martin, 2006).

Vyzkum zivotnich navykd, jako je koufeni, konzumace alkoholu a kofeinu s sebou
nese fadu komplikaci. Vzhledem k tomu, Ze jde o Siroce rozsifené navyky, je obtizné posoudit
jejich rizika jednotlivé. Koufeni je jednozna¢né spjato S vyssim vyskytem dizomii autozomi i
pohlavnich chromozomd. Méné jasny je vliv konzumace alkoholu. Neékteré studie
zaznamenaly zvySujici se pocet dizomii chromzému X a dizomii XY se zvySujici se
konzumaci alkoholu, jiné studie tuto spojitost nepotvrdily. Vyzvou pro budouci vyzkum je
potencialni aneugenni Uc¢inek kofeinu, zvlasté¢ z toho divodu, Ze schopnost metabolizovat
kofein se u riznych jedinct zna¢né 1isi (Templado et al., 2011).

Vliv véku na Cetnost aneuploidii dosud nebyl zcela objasnén. S postupujicim vékem
jsou patrné zmény v produkci muzskych pohlavnich hormont, morfologii varlat a parametrii
semene (Fonseka et Griffin, 2011). Dle nejnovéjsich poznatkti je vliv vé€ku na Cetnost
aneuploidii ve spermiich velmi maly a je omezen na pohlavni chromozomy (Templado et al.,
2011).

3.5.4 Indikace vySetieni Cetnosti aneuploidii ve spermiich

Zatimco vétSina autozomadlnich trizomii je materndlniho plvodu, aneuploidie
pohlavnich chromozomi jsou ¢astéji piivodu paternalniho (50 % 47,XXY, 100 % 47,XYY a
70-80 % 45, X) (Templado et al., 2011). VySetieni ¢etnosti aneuploidii ve spermiich ma proto
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zasadni prediktivni vyznam pied provedenim ICSI. Z tohoto diivodu bylo toto vySetfeni
navrhovano jako rutinni u vSech infertilnich muzt pfed ICSI. Néktefi infertilni muzi ovSem
vykazuji pouze mirn¢ zvySenou Cetnost aneuploidnich spermii. VySetfeni je proto zaméieno
na rizikové skupiny, k nimz patii pacienti s Klinefelterovym syndromem, pacienti se
strukturnimi aberacemi, muzi s neobstruktivni azoospermii a oligoastenozoospermii, pacienti
se zvySenou Cetnosti morfologicky abnormdlnich spermii a pacienti s opakovanym

neuspéchem ICSI (Hann et al., 2011).

3.6 Potencialni dopad aneuploidii ve spermiich muzi na potomky
Aneuploidie se objevuji u 0,3 % novorozenych déti a 4 % mrtvé narozenych déti. Jsou
ptic¢inou 35 % spontannich abortl. S zivotem jsou slucitelné pouze trizomie chromozomda 13,
18, 21 a trizomie pohlavnich chromozomi, proto je cytogenetické vySetieni spermii zaméteno
pravé na tyto chromozomy. Déti postizené aneuploidiemi autozomu obvykle trpi mentalni
retardaci, zatimco aneuploidie gonozomu jsou spojeny s reprodukénimi poruchami,

poruchami chovéani a s niz§im intelektem (Martin, 2006).

3.6.1 Aneuploidie autozomii

Nejcastéjsi chromozomalni abnormalitou je Downlv syndrom, postihujici 1 ze 700
novorozenych déti (Snustad et Simmons, 2009). Riziko postiZzeni vzrista s vékem matky,
zejména po prekroceni veéku 30 let. 95 % ptipadi Downova syndromu je zptisobeno trizomii
chromozomu 21. V 90 % piipadd dochazi k nondisjunkci u matky, a to zpravidla v prubéhu
prvniho meiotického déleni, v 10 % u otce, zde ovSem v priib&hu druhého meiotického déleni.
Typickymi znaky Downova syndromu jsou kratké a Siroké ruce, ¢asto s jedinou pticnou ryhou
na dlani, vétsi pohyblivost kloubli, hypotonie, mentdlni retardace, brachycefalie, plochy
oblicej, Siroky kofen nosu a oteviend Usta srozbrazdénym jazykem. Jedinci postizeni
Downovym syndromem maji ¢asto vrozené srde¢ni vady, zvySené je také riziko leukémie.
Senilita, souvisejici s Alzheimerovou chorobou, se u postizenych objevuje o né€kolik desitek
let dfive nez u bézné populace.

Pro trizomii chromozomu 18 se pouziva nazev Edwardstiv syndrom. Incidence tohoto
syndromu je asi 1 z 8000 narozenych. Priblizné 80 % postizenych jsou divky. Je to dano tim,
ze plody Zenského pohlavi maji obecné vétsi Sance na preziti. Typickymi fenotypickymi
projevy jsou vrozené malformace orgdni, nizko nasazené a dysplastické boltce, vystouplé

zahlavi a ustupujici celist, mald Usta a nos, t€¢Zka mentalni retardace, anomalie mocovych cest,
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kratké sternum a malformace chodidel. Postizeni obvykle umiraji béhem Sesti mésici po
narozeni (Nussbaum et al., 2004).

Trizomie chromozomu 13 je znama jako Patauiv syndrom. Objevuje se piiblizné
ulz20000 novorozenych déti. K typickym ptiznaklim patii mentalni retardace, hluchota,
kifeCe a svalova hypotonie, vrozené srde¢ni vady a polydaktylie a chodidla s napadné
vystouplymi patnimi kostmi (Snustad et Simmons, 2009). Postizeni se zpravidla nedozivaji
vice nez jednoho mésice. Rizikovym faktorem postizeni Edwardsovym a Patauovym

syndromem je vys$si vék matky.

3.6.2 Aneuploidie gonozomii

Jedinou zivotaschopnou monozomii je u c¢lovéka monozomie chromozomu
X (TurnerGv syndrom). Postizeni jedinci maji chromozomalni konstituci 45,X. Tato
konstituce muze vzniknout z vaji¢ka ¢i spermie s chybé&jicim gonozomem nebo mize ke ztraté
gonozomu dojit béhem mitotického déleni po oplozeni. Piiblizné ve ctvrting ptipada se jedna
o mozaikové formy 45,X/46,XX. Incidence Turnerova syndromu je 1 na 2500 Zen. Jedna se o
zeny s opozdénym sexudlnim vyvojem. Tyto Zeny jsou vétSinou sterilni, k ¢emuz dochazi
v disledku dysgeneze gonad. Typickymi znaky jsou Siroky hrudnik s napadné oddalenymi
bradavkami, kozni fasa na krku, poruchy sluchu a srde¢ni vady.

Pomérné c¢astou chromozomalni abnormalitou u Zen je trizomie chromozomu
X (Superfemale). Postihuje piiblizné 1 ze 700 narozenych Zen. Vzhledem k tomu, ze dva ze
tii chromozomi X jsou inaktivovany, maji Zeny s XXX syndromem obvykle pomérné
normalni fenotyp. Mohou se objevit poruchy uceni, opozdéni fecového vyvoje a reprodukéni
poruchy (Kocarek, 2006).

O dalsich numerickych abnormalitaich gonozomu je pojednano v kapitole 3.4.1

v souvislosti s muzskou infertilitou.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Charakteristika testovaného souboru a biologicky material

Testovany soubor zahrnoval 5 zdravych muzi s normalnim spermiogramem a

normalnim karyotypem 46,XY. V&ék muzi se pohyboval v rozmezi 23 az 30 let. Jednalo se o

darce spermii. FISH byla provedena na spermiich a u 4 vysetifovanych také na somatickych

bunkach (u 3 vySetfovanych na lymfocytech periferni krve, u 1 vySetfovaného na buikach

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

4.2 Priprava preparatiu pro FISH

4.2.1 Priprava preparatu z nekultivovanych lymfocyta periferni krve

1.

Do zkumavky bylo nakapano ptiblizné 10 kapek periferni krve. Nasledné bylo ptidano
6 ml hypotonického roztoku. Zkumavka byla centrifugovana pii 70 g po dobu
10 minut. Supernatant byl odstranén.

K sedimentu bylo za stalého tfepani po kapkach ptidano piiblizné 8 ml fixaéni smési
Carnoy. Nasledovala centrifugace pii 70 g po dobu 10 minut. Supernatant byl
odstranén.

K sedimentu bylo opét pridano pfiblizné¢ 8 ml fixaéni smési Carnoy. Vzorek byl
protiepan a centrifugovan pii 70 g po dobu 10 minut.

Sediment byl resuspendovan mikropipetou. Na diamantem oznacené Spoty na
podloznim skle bylo napipetovano 10 ul suspenze. Hustota natéru byla vyhodnocena
ve svételném mikroskopu. V piipadé nedostatecné hustoty bylo nakdpnuti suspenze

opakovano.

4.2.2 Priprava preparatu z bunék bukalni sliznice

1.

Zkumavka s fixovanou suspenzi bunék bukalni sliznice byla centrifugovana pii 70 ¢
po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén.

Sediment byl po 10 pl kapan na diamantem oznacené spoty na silanizovaném
podloznim skle. Hustota natéru byla vyhodnocena ve svételném mikroskopu.
V piipadé nedostatecné hustoty bylo nakapnuti suspenze opakovano.

Po usuSeni na vzduchu bylo sklo na 1 hodinu vloZeno do 2xSSC, vytemperovaného na

37 °C.
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4.

Nasledovala inkubace v 0,005% roztoku pepsinu v HCI (0,01 mol/l) po dobu 10 minut
pti 37 °C.

4.2.3 Priprava preparatu ze spermii

4.2.3.1 Kapani ve fixativu

1.
2.

Vzorek ejakulatu byl rozmrazen a po uplném rozpusténi ihned pienesen na led.

500 pl ejakulatu bylo pipetovano do mikrozkumavky a promyto v 500 ul PBS/EDTA.
Nasledovala centrifugace pti 540 g po dobu 4 minut. Supernatant byl odstranén.
Sediment byl promyt v 500 pul PBS/EDTA a opét centrifugovan. Supernatant byl
odstranén.

Sediment byl promyt v 500 ul PBS/EDTA s 10 pl fixaéniho roztoku. Mikrozkumavka
byla centrifugovana pii 540 g po dobu 4 minut.

Cast supernatantu byla odsata a ve zbytku byl resuspendovan sediment. Poté byl za
neustalého tfepani po kapkach ptidavan fixativ. Fixativ byl doplnén do 500 pl.
Mikrozkumavka byla centrifugovana pii 540 g po dobu 4 minut.

Dale bylo dvakrat provedeno promyti fixativem (vzdy po 500 ul).

Cast supernatantu byla odsata a ve zbytku byl resuspendovan sediment. Vzorek byl
30-60 minut ponechan v mrazicim boxu. Poté bylo pipetovano po 10 ul vzorku na
diamantem oznafené Spoty na silanizovaném podloznim skle. Zbytek vzorku byl

uchovan v mrazicim boxu pfii -20 °C.

4.2.3.2 Dekondenzace spermii

1.

Pfipraveny fixovany natér (minimaln¢ dva dny stary) byl ponofen do Coplinovy
nadoby s DTT (0,01 mol/l) na 25-30 minut. Coplinova nadoba musi byt po celou dobu
umisténa v ledové lazni.

Sklo bylo umisténo do Coplinovy nadoby s LIS (0,004 mol/l) na 90 minut pfi
laboratorni teploté.

Poté bylo sklo ususeno na vzduchu pii laboratorni teploté. UsuSené sklo bylo pfimo

pouzito pro FISH.
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4.3 Fluorescenéni in situ hybridizace

1.

Sklo bylo vlozeno do roztoku 2xSSC (pH 7,0), vytemperovaného na 37 °C na
20 minut.

Preparat byl dehydratovan vzestupnou etanolovou fadou (75%, 85% a 96%) predem
vychlazenou v mrazicim boxu. Inkubace probihala 2 minuty v kazdé koncentraci. Sklo
bylo ususeno na vzduchu pfii laboratorni teplot¢.

Na kazdy spot bylo aplikovéno 4-6 pl sondy a pfilozeno kryci sklicko. Po obvodu
kryciho skla bylo naneseno lepidlo Fixogum.

Ptipravené sklo bylo vlozeno do termocykléru s navlhéenou buni¢inou, kde probéhla
kodenaturace a hybridizace (teplota a doba kodenaturace a hybridizace dle typu sondy
jsou uvedeny v Tab. 2, nékresy lokalizace jednotlivych sond viz Ptiloha A).

Druhy den bylo provedeno posthybridizacni myti. Sklo bylo inkubovano nejdfive
Vv promyvacim roztoku 0,4xSSC ve vodni lazni pfi teploté dle typu sondy po dobu
2 minut, potom v 2xSSC po dobu 30 sekund. Sklo bylo usu$eno pii laboratorni teploté
ve tmé.

Nasledovalo podbarveni DAPI (7-10 ul na jeden spot). Na kazdy spot bylo pfilozeno
kryci sklicko.

Preparat byl vyhodnocen v epifluorescenénim mikroskopu za pouziti piisluSného

filtru.
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Tab. 2: Piehled pouzitych sond pro FISH.
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4.4 Hodnoceni preparatii

Byl sledovan pocet signalii v jadrech spermii a v jadrech lymfocytd, respektive bunék
bukalni sliznice. Pro kazdou sondu bylo vyhodnoceno 400 jader spermii a lymfocytd,
Vv ptipad¢ bunék bukalni sliznice pouze 100 jader. Do hodnoceni byly zahrnuty pouze bunky
intaktni, neptekryvajici se, neposkozené.

U pouzitych sond je predpokladana 100% specifita a sensitivita, coz bylo oveéfovano
na lymfocytarnich bunikach. Pfi vyhodnocovani konstituce spermatickych bunc¢k nebylo
mozné odlisit diploidni spermie od dizomickych, coz je v bézné praxi feSeno pomoci
vicebarevné FISH. Pouziti centromerické sondy LPE 13G/R pro chromozomy 13 a 21
neumoznuje odliSeni, ktery z chromozomu je v nadbytku nebo chybi. Vzhledem ke znaéné
cross-hybridizaci u obou centromer jsou tyto konstruovany pouze jako stejnobarevné. Prace
byla zaméfena piedev§im na sledovani frekvence spermii sa priori nebalancovanou
chromozomadlni konstituci, proto ptfesné odliSeni typu chromozomalni aberace nebylo
prioritou.

Pouziti sond pro mikrodelecni syndromy (Prader-Williho syndrom, DiGerogiv
syndrom) soucasné umoznilo nejen sledovani distribuce kopii chromozomu 15 a 22 do
germinalnich bungk, ale i sledovani strukturni zmény na dvou chromozomech - mikrodelece
chromozomu 15 a mikrodelece chromozomu 22, které jsou spjaty se zavaznymi klinickymi
projevy. Chybéni sledovaného lokusu a pritomnost kontrolniho lokusu naznacuje mikrodeleci.

Buriky byly hodnoceny dle nasledujicich kritérii pozorovanych signala:

Fyziologicka germinalni bunka
e LPE 18G/R o-satellite probe - 1 signal
o Xcen(DXZ1),Yghet(DYZI1) o-satellite probe - 1 signal pro X nebo Y (barevné

odlisitelné)

e Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control) - 2 signaly (barevné
odlisitelné)

e DiGeorge/VCFS TUPLE1 Region Probe and 22g13.3 Deletion Syndrome Probe - 2
signaly (barevné odlisitelné)

e LPE 13G/R o-satellite probe - 2 signaly (nelze barevné odlisit)

Patologické varianty spermii

e LPE 18G/R a-satellite probe - vice nez Isignal - aneuploidie chromozomu 18 nebo

diploidie, zadny signal - nulizomie chromozomu 18
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Xcen(DXZ1),Yghet(DYZ1) a-satellite probe - vice nez 1 signal pro kazdy barevné
odlisitelny homolog nebo piitomnost obou signalti soucasné - aneuploidie nebo
diploidie, zadny signal - nulizomie

LPE 13G/R a-satellite probe - 3 stejnobarevné signaly - dizomie chromozomu 13 nebo
21, 4 signaly - dizomie obou chromozomu nebo diploidie (ptfipadné trizomie jednoho
z chromozomu), 1 signal - nulizomie chromzomu 13 nebo 21, zadny signal nulizomie
obou chromozomi

Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control) - oba signaly ve 2 kopiich
- aneuploidie chromozomu 22 nebo diploidie, chybéni n¢kterého z lokust (1 signal)
nebo jeho nadbytek - parcialni delece nebo duplikace lokusu

DiGeorge/VCFS TUPLEL Region Probe and 22913.3 Deletion Syndrome Probe - oba
signaly ve 2 kopiich - aneuploidie chromozomu 15 nebo diploidie, chybéni nékterého

z lokust (1 signal) nebo jeho nadbytek - parcialni delece nebo duplikace lokusu

Fyziologicky lymfocyt

LPE 18G/R a-satellite probe - 2 signaly

Xcen(DXZ1),Yghet(DYZ1) a-satellite probe - 2 signaly (barevné odliSitelné)

LPE 13G/R a-satellite probe - 4 stejnobarevné signaly

Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control) - 4 signaly (barevné
odlisitelné po 2)

DiGeorge/VCFS TUPLEL Region Probe and 22g13.3 Deletion Syndrome Probe - 4

signaly (barevné odliSitelné po 2)

4.5 Pouzité chemikalie
3,5-diiodosalicylova kyselina (LIS) (Sigma D 3635)
4' 6-diamidin-2-phenylindol (DAPI) (Kreatech Biotechnology, Cytocell)

Citrat sodny (Sigma)

Deionizovana voda

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner)
DL - Dithiothreitol (DTT) (Sigma D 9779)

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-Ner)
Ethanol 96% (Lach-Ner)
Chlorid draselny (Lach-Ner)
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Chlorid sodny (Sigma)

Imerzni olej pro mikroskopii (Olympus)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma)
Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-ner)

Kyselina octova - ledova (Lach-Ner)

Methanol (TAMDA)

NP40 (Vysis)

Pepsin (SERVA)

TRISMA BASE (Sigma T 1503)

TRISMA HCI (Sigma T 3253)

4.6 Pouzité roztoky

2x3SC
20 ml zasobniho roztoku 20xSSC
doplnit do 100 ml destilovanou vodou
ptipravovat vzdy Cerstvy

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

0,0792 g LIS

5 ml TRISMA (1mol/l)

45 ml destilované vody

pfipravit pfed pouZitim Cerstvy
20xSSC (citratovy pufr) zdsobni roztok

175,32 g chloridu sodného

88,23 g citratu sodné¢ho

doplnit do 1000 ml destilovanou vodou

upravit pH na 7,0

ptefiltrovat, autoklavovat, uchovat pii 2-10 °C
Dithiothreitol (DTT, roztok 0,01 mol/l)

0,0771 g DTT

5 ml Trizma (1 mol/l)

45 ml destilované vody

pfipravit pied pouZitim Cerstvy
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EDTA (0,006 mol/l) v PBS
0,228 g ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA)
doplnit do 100 ml PBS

Fixacni roztoky etanolu (75%. 85%. 96%)
96% - zasobni roztok

85% - 89 ml zasobniho roztoku, doplnit do 100 ml destilovanou vodou
75% - 78 ml zasobniho roztoku, doplnit do 100 ml destilovanou vodou

Fixacéni smés Carnoy (metanol : kyselina octova —ledova 3 : 1)

50 ml metanolu
150 ml ledové kyseliny octové

Hypotonicky roztok KC1 0,075 mol/l

1,4 g chloridu draselného

250 ml destilované vody
PBS (fosfatovy pufr)

8,994 g chloridu sodného

2,901 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho
0,296 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného
doplnit destilovanou vodou do 1000 ml

Promyvaci roztok 0,4xSSC
1,5 ml NP40
10 ml 20xSSC
doplnit do 500 ml deionizovanou vodou

upravit pH na 7,0
Roztok pepsinu v HCI
0,005-0,01 g pepsinu
100 ml roztoku kyseliny chlorovodikové 0,01 mol/l

Trisma (zasobni roztok 1 mol/l)
6,055 g TRISMA BASE do 50 ml destilované vody
15,769 TRISMA HCI do 100 ml destilované vody
do TRISMA HCI ptidavat TRISMA BASE az do pH 7,8
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4.7 Laboratorni pristroje
Analytické vahy (BOECO)
Automatické pipety (Gilson)
Centrifuga Trigon (Thermo Scientific)
Digestoi (Merci)

Epifluorescen¢ni mikroskop s pfislusenstvim (objektivy - 10x, 40x, 100x, sada filtrG pro

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

Minicentrifuga (National Labnet)

Mrazici box (Bosch)

pH metr (EZDO)

Systém pro analyzu obrazu Lucia (Laboratory Imaging)

Systém pro automatickou hybridizaci ThermoBrite (Cytocell)
Termocyklér s nastavcem na sklicka (PTC-200, Peltier Thermal Cycler)
Termostat 37 °C (Laboratorni piistroje Praha)

Vodni lazen (Oncor - Hyb-bath)
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5 VYSLEDKY

V testovaném souboru byla zaznamenana frekvence numerickych chromozomalnich
abnormalit spermii v rozpéti 0 az 1 % (viz Tab. 3).

Tab. 3: Frekvence vybranych numerickych abnormalit autozomu

V somatickych bunkéach.

ve spermiich a

Sislo Frekvence numerickych abnormalit chromozomu [%]
vysSetio- 1321 : 15 — 18 —— 22 =
vaného | Spermie Somevltlcke Spermie Somevltlcke Spermie Somavltlcke Spermie Somevltlcke
bunky bunky bunky bunky
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 - * -xx -* 0,00 -*
X 0,55 0,00 0,20 0,00 0,44 0,00 0,20 0,00

*somatické buniky nebyly k dispozici

**yysledek nebyl hodnotitelny

X - pramérna frekvence

Ve vsech ptipadech ancuploidii detekovanych ve spermiich §lo o dizomie/diploidie.

Nulizomie ani jiné dal§i numerické abnormality autozomi nebyly ve spermiich pozorovany.

Pii aplikaci FISH na somatické bunky (nekultivované lymfocyty periferni krve

vySetfovanych 1, 2 a 3, respektive bunky bukalni sliznice vySetfovaného 4) nebyly

zaznamenany zadné numerické abnormality autozomil.

Tab. 4: Frekvence detekovanych konstituci gonozomu ve spermiich.

Frekvence konstituce autozomu [%] Celkova
Cislo normaini abnormalni frekvence
vySetfovaného dizomii
X Y XX XY YY gonozomi [%]
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
X 49,10 | 50,55 | 0,20 | 0,10 | 0,05 0,35

X - prumérna frekvence

V ramci testovaného souboru byly detekovany ojedinélé

pfipady spermii s riznymi

aberantnimi konstitucemi - XX, XY, YY. Spermie snormalni Kkonstituci gonozomu

odpovidaly poméru X : Y piiblizn¢ 1:1 (viz Tab. 4).
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V testovanych somatickych bunkach nebyly zaznamendny Zzadné aneuploidie
gonozomtl. VSechny somatické bunky mély normalni konstitutici gonozomut XY.

Aplikace lokusové specifickych sond pro chromozomy 15 a 22 umoZnila detekci
mikrodeleci. V ramci testovaného souboru nebyly tyto mikrodelece zaznamenany ani ve

spermiich ani v somatickych buiikéach.

Obr. 3: Nativni preparat spermii. Objektiv pro fazovy kontrast. Zvétseni 200x.
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Obr. 4: Spermie po FISH s lokusové specifickou sondou pro chromozom 15 (Eerveny
signal - 15 q11, zeleny signal — 15922, kontrola). Zvétseni 1000x.

Obr. 5: Spermie po FISH s centromerickou sondou pro chromozomy X (¢erveny signal) a Y

(zeleny signal). Zvétseni 1000X.

39



Obr. 6: Lymfocyty po FISH s centromerickou sondou pro chromozomy X (Cerveny signal) a
Y (zeleny signal). ZvétSeni 1000x.

40



6 DISKUZE

Technika FISH se stala vyznamnym nastrojem preimplantacni genetické diagnostiky
(PGD), jejiz soucasti je i vySetfeni spermii. Hlavnimi vyhodami FISH jsou rychlost, specifita,
moznost analyzovat velké mnozstvi bun€k najednou a pii aplikaci centromerickych a
lokusové specifickych sond také moznost vysetieni interfaznich jader (I-FISH). Dilezitou
aplikaci techniky FISH je detekce submikroskopickych chromozomalnich aberaci a
markerovych chromozomi, které nemohou byt odhaleny béznymi cytogenetickymi
technikami. Specifikem FISH na spermiich je nutnost dekondenzace chromatinu spermii.
K tomuto ucelu se vyuziva DTT, rozrusujiciho disulfidické mistky v protaminové siti, a LIS,
zajistujici zvétSeni objemu jadra spermie. Kvalitni dekondenzace je nezbytnd pro uspésnou
hybridizaci.

V experimentalni casti predkladané prace byla interfazni FISH vyuzita ke sledovani
frekvence vyskytu vybranych aneuploidii (respektive diploidii) ve spermiich a somatickych
bunkach (nekultivovanych lymfocytech periferni krve, respektive bunkach bukalni sliznice)
zdravych fertilnich muzi. Zaroven byl optimalizovan protokol FISH a ovéfena pouzitelnost
vybranych komeréné dodavanych sond.

Ve vSech piipadech pozorovanych numerickych chromozomaélnich abnormalit se
jednalo o dizomie (respektive diploidie). Frekvence dizomii/diploidii pro jednotlivé autozomy
spermii se pohybovala vrozmezi 0 az 1 %. Aberantni pocet gonozomu se ve spermiich
vySetifovanych muzli vyskytoval rovnéZ s Cetnosti 0 az 1 %. Pocet vySetfovanych muzi
nepiedstavuje statisticky hodnotitelny soubor. Také pocet analyzovanych bunéénych jader byl
ve srovnani s publikovanymi studiemi nizky. Obvykle se pocty analyzovanych bunék
pohybuji v fadech tisicl. Z téchto divoda je srovnani s vysledky dosud publikovanych praci
pouze orientacni a neni mozné vyhodnotit variabilitu distribuce aneuploidii pro jednotlivé
chromozomy. Ze ziskanych vysledkl ovSem jednoznacné vyplyva, Ze i v populaci zdravych
muzu se spermie s numerickymi chromozomalnimi odchylkami s uréitou Eetnosti vyskytuji,
zatimco U somatickych bunék v rdmci testovaného souboru detekovany nebyly. V ptipadé
rozsifeni souboru vySetfovanych muzi a zvyseni poctu analyzovanych bunék se jako predmét
dal$iho vyzkumu nabizi ovéteni a ptipadné rozsifeni poznatkti dosud publikovanych studii.

Uvadi se, ze frekvence dizomii jednotlivych chromozomi se ve spermiich zdravych
fertilnich muzi pohybuje v priméru kolem 0,1 %. Niz8i vyskyt dizomii byl zaznamenéan u
chromozomu 8 (0,03 %). ZvySeny vyskyt dizomii byl zaznamenan u chromozomi

21 (0,18 %), 22 (0,47 %) a u gonozomu (0,27 %) (Templado et al., 2011). Rizikovym
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faktorem nondisjunkce je nizsi pocet chiazmat. Proto jsou k nondisjunkci obecné nachylnéjsi
malé chromozomy (21, 22) a gonozomy, u nichZz je rekombinace omezena na
pseudoautozomalni oblast (Martin, 2006). Cetnost aneuploidii ve spermiich muz vykazuje
interindividudlni a intraindividualni variabilitu (Tempest et al., 2009). Casto je ovsem
otazkou, do jaké miry je variabilita vysledkli zplsobena riznymi podminkami laboratofi
(rizné materialni a technické vybaveni, rizné sondy a kritéria hodnoceni signala). Vysledky
sledovani Cetnosti aneuploidii navic mohou byt ovlivnény velikosti signalu dané sondy,
pfitomnosti dvou signalti riznych barev (napt. sonda pro XY) a polohou detekovaného lokusu
(Templado et al., 2011). V poslednich desetiletich je sledovana vzristajici tendence vyskytu
numerickych chromozomalnich abnormalit, vznikajicih de novo béhem meidzy, ve spermiich
zdravych fertilnich muzt. Je to pfi¢itano zvySujicimu se ptisobeni aneugennich faktort (Uroz
etal., 2010).

Zajimavé poznatky poskytuje studie =zabyvajici se moznou korelaci mezi
aneuploidiemi v germinalnich a somatickych bunkach. Bylo prokazano, ze v populaci
zdravych fertilnich muzii se nachazeji jedinci, ktefi stabilné vykazuji vys$i produkci
aneuploidnich spermii. U téchto muzii byla pozorovéna korelace mezi aneuploidiemi
gonozomii ve spermiich a aneuploidiemi gonozomu V lymfocytech periferni krve.
Publikované vysledky naznacuji existenci spoleénych mechanismii pro vznik aneuploidii
v germindlnich a somatickych bunikdch. Muzi produkujici vice aneuploidnich spermii jsou
pravdépodobné k aneugennim faktorim vnimavéjsi nez vétsina bézné populace (Rubes et al.,

2002). Pochopeni t¢inku jednotlivych aneugennich faktort vyzaduje rozsahlejsi vyzkum.
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7 ZAVER

Experimentalni ¢ast predkladané bakalarské prace byla zamétena na sledovani Cetnosti
vybranych aneuploidii (respektive diploidii) ve spermiich zdravych darcti metodou interfazni
FISH. Vysledky byly porovnany s Cetnosti téchto chromozomalnich aberaci v somatickych
bunikach testovanych muzii. Vzorky byly poskytnuty centrem asistované reprodukce
Fertimed.

Cetnost numerickych chromozomalnich aberaci jednotlivych chromozomi (jak
autozomu, tak gonozomi) ve spermiich vySetfovanych muza se pohybovala v rozmezi 0 az
1%. Ve vSech ptipadech detekovanych aneuploidii se jednalo o dizomie (respektive
diploidie). S vyssi frekvenci se objevovaly numerické aberace u chromozomi 18, 13/21 a
gonozomtl, mén¢ ¢asto u chromozomu 15 a 22. Ve vySetfovaném souboru nebyla detekovana
7zadnd germindlni bunka s mikrodeleci chromozomu 15 nebo 22. VySetfované somatické
buiiky (lymfocyty periferni krve, respektive buiiky bukalni sliznice) mély normélni konstituci
sledovanych chromozomi, nebyly detekovany zadné aneuploidni somatické bunky. Pro
ziskani relevantnich vysledkd srovnatelnych s jiz publikovanymi studiemi by bylo nutné
roz§ifit soubor vySetfovanych a zvySit pocet analyzovanych bunék. Jako néapln dalSiho
vyzkumu se nabizi sledovéani intraidividualni a interindividudlni variability aneuploidii ve
spermiich a sledovani ptipadné korelace aneuploidii v somatickych a germinalnich bunkach.

Metoda I-FISH se ukazala jako ucinny nastroj pro molekularné cytogenetické

vySetieni spermii. Protokol I-FISH byl optimalizovan pro rutinni pouziti.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ATP
AZF a_q)
cenM-FISH

CFTR
DAPI
DAZ
DBY
DNA
DTT
EDTA
FISH
FSH
ICSI

I-FISH

IVF
LIS
M-FISH

PAR
PBS
PGD
RNA
rRNA
SRY
SSC
TDF
USP9Y
WHO

adenozintrifosfat

azoospermické faktory ¢ q) (azoospermia factors ¢ q))

centromericka  vicebarevna  fluorescenéni in situ hybridizace
(centromere-specific multicolour fluorescence in situ hybridization)

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
4',6-diamidin-2-phenylindol

rodina geni deletovanych pii azoospermii (deleted in azoospermia)

DEAD boxon'Y

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucelic acid)

dithiothreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
fluorescenéni in situ hybridizace (fluorescence in situ hybridization)

folikuly stimulujici hormon

intacytoplazmaticka injekce spermii do oocytu (intracytoplasmic sperm
injection)

interfazni fluorescencni in situ hybridizace (interphase fluorescence in situ
hybridization)

in vitro fertilizace

3,5-diiodosalicylova kyselina

vicebarevna fluorescencni in situ hybridizace (multicolour fluorescence in situ
hybridization)

pseudoautozomalni oblast (pseudoautosomal region)

fosfatovy pufr (phosphated buffered saline)

preimplanta¢ni geneticka diagnostika (preimplantation genetic diagnosis)
ribonukleova kyselina (ribonucelic acid)

ribozomalni ribonukleova kyselina (ribosomal ribonucleic acid)

sex determining region on Y

citratovy pufr (saline sodium citrate buffer)

testis determinujici faktor (testes determining factor)

ubiquitin-specific protease 9, Y chromosome

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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10 PRILOHY
PRILOHA A: Lokalizace a-satelitnich sond a lokusové specificikych sond

e Nakres lokalizace sondy LPE 18G/R a-satellite probe (Cytocell aquarius).
D18Z71

DI chromosome 1

e Nakres lokalizace sondy Xcen(DXZI),Y ghet(DYZ1) a-satellite probe (Abbot).

U chromozomu Y byla k testovani pouzita sonda pro satelit DYZ1.
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e Nakres lokalizace sondy DiGeorge/VCFS TUPLELl Region Probe and 22913.3
Deletion Syndrome Probe (Cytocell aquarius).
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Nakres lokalizace sondy Prader-Willi Angelman SNRPN region probe/q22 (control)
(Qbiogene)
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