CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE

Fakulta biomedicinského inzenyrstvi

Katedra zdravotnickych obori a ochrany obyvatelstva

Preimplantacni vySetfeni chromozomovych abnormalit v ranych
lidskych embryich

Preimplantation analysis of chromosomal abnormalities in early
human embryos

Bakalarska prace

Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi
Studijni obor: Zdravotni laborant

Vedouci prace: RNDr. Tatdna Jarosikova, CSc.
Konzultant prace: RNDr. Marcela Kosafova, Ph.D.

Tereza Vitnerova

Kladno 2018



ﬁ Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inZzenyrstvi |

Katedra zdravotnickych obort a ochrany obyvatelstva Akademicky rok: 2017/2018

Student: Tereza Vitnerova

Obor: Zdravotni laborant

Téma: Preimplantacni vySetreni chromozomovych abnormalit v ranych
lidskych embryich

Téma anglicky: Preimplantation Analysis of Chromosomal Abnormalities in Early Human
Embryos

Zasady pro vypracovani:

Predmétem bakaldrské prace bude analyza vyskytu chromozomovych abnormalit v lidskych
preimplantacnich embryich. Poruchou plodnosti trpi v soucasnosti asi 15 % para, a metody
asistované reprodukce jsou ¢asto jedinou mozZnosti, jak témto partim pomoci mit zdravé dité.
Reprodukéni genetika je dnes jiz nezbytnd soucast reprodukéni mediciny. Metody reprodukéni
genetiky se uplatiuji nejen pii odhalovani pripadnych genetickych piiéin neplodnosti paru, ale i p¥i
preimplantacnim genetickém testovani embryi vzniklych in vitro. Chromozomové abnormality
vyskytujici se v ranych embryich jsou totiz Jednou z nejcastejswh pric¢in netuspéchu mimotélniho
oplodnéni.

Prace v teoretické cast1 shrne zakladm metody pouzivané pri vySetreni numerickych a strukturnich
chromozomovych abnormalit. Zaméri se na nejnovéj$i metody pouzivané pro preimplantaéni
testovani v€etné indikaci pro tato vySetreni. V praktické ¢asti se studentka obezndmi s metodami
preimplantacniho testovani embryi véetné interpretace nalezu. Porovna vyskyt abnormalit v
embryich u raznych vékovych a mdlkacmch kategorii zen. Vyhodnoti prmos preimplantacniho
testovani embry1

Seznam odborné literatury:

[1] Kuliev, Anver, Svetlana Rechitsky, Oleg Verlinsky, Atlas of Preimplantation Genetic Diagnosis, Third Edition,
2014, ISBN 1466598409

[2] Marde$i¢ Tonko a kolektiv, Diagnostika a 1é¢ba poruch plodnosti, Grada Publishing, ed. 1., 2013, ISBN
9788024744582

[3] Munné, Santiago , Jacques Cohen, Advanced maternal age patients benefit from preimplantation genetic
diagnosis of aneuploidy, ed. Fertility and Sterility, ro¢nik 107, ¢islo 5, 2017, 1122-1129, ISSN 0015-0282

Zadéni platné do:  13.09.2019

Vedouci: RNDr. Taténa Jarosikova, CSc.
Konzultant: RNDr. Marcela Kosarova, Ph.D.
\ ‘A
vedouci katedry / pracovisté dékan

V Kladné dne 25.10.2017



14

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakaldfskou praci sndzvem Preimplantacni vysetfeni
chromozomovych abnormalit v ranych lidskych embryich vypracovala samostatné

pouze s pouzitim pramenti, které uvadim v seznamu bibliografickych odkazu.

Nemam zavazny diivod proti uZiti tohoto Skolniho dila ve smyslu § 60 zakona
¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pradvem autorskym

a o zméné nekterych zdkont (autorsky zakon), ve znéni pozdéjsich predpisu.

V Kladné dne 16.05.2018

Tereza Vitnerova



Podékovani

Na tomto misté bych rdda podékovala pani RNDr. Tatdné Jarosikové, CSc. za

odborné vedeni a cenné rady béhem vypracovavani mé bakalarské prace.

Velké podékovani taktéz patfti RNDr. Marcele Kosafové, Ph.D. za vstficnost,
ochotu a velké mnozstvi rad a informaci zoblasti preimplantacni genetiky.
Podékovat bych téz chtéla celému kolektivu laboratofe molekuldrni genetiky

Sanatoria PRONATAL.

Podékovani ndlezi i mé rodiné za trpélivost, ochotu a podporu béhem celého

mého studia.



Abstrakt

Nejcastéjsi pricinou reprodukénich netspéchti predevsim u starsich Zen je vyskyt
chromozomovych abnormalit vranych lidskych embryich. Hlavnim cilem
preimplanta¢niho testovani embryi je proto zabranit prenosu aneuploidniho

embrya, a tim sniZit riziko netuspésnosti otéhotnéni.

Tato bakalafska prace se zabyva problematikou asistované reprodukce a jejimi
metodami, které se v dnesni dobé vyuZivaji. Zabyva se genetickymi pfi¢inami
neplodnosti, které trapi fadu part. Pro spravny vybér a pouziti metody je proto
tfeba znat presnou pri¢inu neplodnosti, kterou urci klinicky genetik na zakladé
laboratornich genetickych vysSetfeni. Prace je zaméfena na metody, které se pro

ucely preimplantacniho testovani embryi vyuZzivaji.

V praci jsou uvedeny metody preimplanta¢niho testovani embryi, kterymi
v dnesni dobé jsou prfedevsim aCGH (komparativni genomova hybridizace na ¢ipu)
a NGS (sekvenovani nové generace). Je zde podan uceleny prehled o vsech cyklech
PGT-A (preimplantacni genetické testovani aneuploidii) za obdobi od roku 2012
do roku 2017. Dale je zde zahrnuto srovnani chromozomovych abnormalit
v embryich u pacientek v rtznych vékovych kategoriich a s riznymi indikacemi
k PGT-A a nakonec je vyhodnocena tspésnost otéhotnéni zen v téchto indikac¢nich
skupinach a porovnan vyskyt euploidnich a aneuploidnich embryi a mozaiek u

metod aCGH a NGS.
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Abstract

The most frequent reason of fertility problems mainly among older women is
presence of chromosomal abnormalities in early human embryos. Therefore is the
main task of preimplantation testing of embryos to prevent from the transfer of

aneuploides embryos resulting in decreasing the risk of unachieving the pregnancy.

This Bachelor’s thesis deals with problems of assisted reproduction and its
methods that are being used nowadays. It deals with genetic causes of infertility
which a lot of couples suffer from. For the correct choice and usage of the method is
necessary to know the exact reason of the infertility diagnosed by clinic geneticist on
the base of laboratory genetical examinations. This thesis focuses on methods that

are used for purposes of preimplantation testing of embryos.

In this thesis, there are listed the methods of preimplantation testing of
embryos which are nowadays mainly aCGH (Array Comparative Genomic
Hybridization) and NGS (Next Generation Sequencing). The comprehensive
overview of all the cycles PGT-A (Preimplantation Genetic Testing of Aneuploidy)
for the period from year 2012 to year 2017 is presented. Furthermore the comparison
of chromosome abnormalities in embryos among women patients in various age
categories and various indications on PGT-A is included and finally the achievement
of pregnancy among women in these indicational groups is evaluated and occurance
of euploides and aneuploides embroys and mosaic within method aCGH and NGS

is compared.
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1 UVOD

Tato bakalafska prace s ndzvem Preimplantacni vySetfeni chromozomovych
abnormalit v ranych lidskych embryich pojedndva o problematice asistované
reprodukce a reprodukéni genetiky, o nejcastéjsich pricinach netuspéchti pii 1écbé
neplodnosti, a 0 metodach a moznostech, kterymi lze zvysit tispéSnost asistované
reprodukce. Reprodukéni medicina a reprodukéni genetika jsou dva velmi tzce
spolupracujici obory, které maji jeden spolecny cil: dopomoci parim k tomu, aby

méli zdravé dité.

V soucasné dobé prfibyva stdle vice a vice part, které trpi neplodnosti.
Neplodnost je celosvétové rozsifeny problém, ktery se tyka zhruba 15 % part ve
vyspélych zemich a ma fadu pficin. Za jednu z pficin neplodnosti je povazovano
odkladani rodicovstvi do pozdéjsiho véku Zeny, nezdravy zivotni styl a stres, ktery
pak nasledné souvisi se sniZenym poctem spermii a jejich kvalitou u muzi,
a s psychickou nepohodou u Zen. Nedilnou soucasti vySetfeni paru v centru
asistované reprodukce by méla byt rovnéZ geneticka konzultace, pfi které klinicky
genetik na zdkladé rodinné anamnézy a vysledku spermiogramu indikuje
pfinejmensim vySetfeni karyotypu obou partnerd, protoze castou pfic¢inou jejich
problémii s otéhotnénim mohou byt strukturni chromozomové aberace
(translokace, inverze), pfipadné numerické aberace v mozaice. Numerické aberace
nachdzené u infertilnich part se nejcastéji tykaji pohlavnich chromozomu X a Y.
Trendem dnesni doby je odkladani téhotenstvi do pozdéjsiho véku, coz je ovsem
spojeno s narustajicim poctem aneuploidnich vajicek u Zen nad 35 let. Aneuploidie
jsou nejcastejsi pricinou reprodukénich netspéchil u starsich Zen. Preimplantacni
genetické testovani aneuploidii (PGT-A) je vySetfeni embryi v ranych fazich jejich
vyvoje (3. nebo 5. den po oplodnéni). Cilem PGT-A je vybér euploidnich embryi,
které se doporuci k pfenosu do délohy. Tim, Ze se pfenaseji pouze euploidni embrya,

vyrazné stoupne uspésnost otéhotnéni. V dnesni dobé IVF centra nabizeji klientiim
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co nejkvalitn€jsi sluzby v souladu s nejnovéjsimi védeckymi poznatky, a tim

umoznuji vétsiné part mit zdravé dite.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Asistovana reprodukce a jeji metody

Asistovana reprodukce je samostatny medicinsky obor, jehoz cilem je
oplodnéni vajicek Zeny in vitro (mimo lidské t€lo). Pracuje se zde se spermiemi,
oocyty a embryi. Metody asistované reprodukce se vzdy tykaji obou partnert
z paru, tedy muZe i Zeny. Neplodnost rozdélujeme na muzskou a zZenskou,
ale mnohdy miiZe jit o problém obou stran soucasné. Vysetieni provadéna lékafem

mohou ve znaéném mnozstvi ptipadt urcit pravdépodobnou pfi¢inu neplodnosti

[1].

Lécba pomoci asistované reprodukce se provadi ve zdravotnickych centrech,
podléhajicim dodrzovani zdkona 296/2008 Sb., ktery pojednava o lidskych tkdnich
a burikach. Informace o pribéhu cyklt jsou zasilany z téchto center do Narodniho
registru asistované reprodukce (NRAR), ktery spadd pod Narodni registr

reprodukéniho zdravi Ceské republiky [1].

Lécebnym cyklem rozumime proces od zacatku menstruacniho cyklu Zeny az
po cyklus dalsi. Je to proces, kdy se vyuziva metod asistované reprodukce za ticelem
otéhotnéni Zeny. Zadmérem je stimulace ovarii vedouci k dozrani vétsiho poctu
oocytt, poté nasleduje jejich odbér a oplozeni in vitro. Po oplozeni se vznikla embrya
kultivuji ve specidlnim médiu, a po vyhodnocenti jejich kvality se provede prenos
nejkvalitnéjsiho embryo nebo embryi do délohy Zeny. Pocet pfendsenych embryi
zavisi na konkrétni situaci; preferuje se prenos jednoho nejkvalitnéjSiho embrya,
nedoporucuje se pfenos vice nez dvou embryi. Dlouhodobym cilem je sniZeni poc¢tu
mnohocetnych téhotenstvi, které jsou vzdy spojeny se zvySenym rizikem
komplikaci. Pacientky jsou proto motivovany k transferu jednoho embrya

(tzv. elektivnimu single embryotransferu) [1;2].
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2.1.1 AlI, IUI - Arteficialni inseminace, Intrauterinni inseminace

.7

Pti arteficidlni inseminaci (Al) dochdazi k vpraveni spermii do pohlavniho tstroji
zeny, pro zvySeni uclinku né€kdy piimo do délozni dutiny, coz nazyvame
intrauterinni inseminaci (IUI). AI nebo IUI je indikovadno napfiklad pfi mirné

zhorSené kvalité spermiogramu, impotenci nebo vaginismu [1].

2.1.2 IVF - In vitro fertilizace

K nejzdkladnéjsSim metodam, které asistovana reprodukce vyuziva, patti In vitro
fertilizace (IVF). Pacientka podstupujici IVF cyklus musi podstoupit hormonalni
stimulaci, aby dozral co nejvétsi pocet vajicek. Ke stimulaci se pouziva nékolik
rtiznych typtt hormont. Optimalni typ hormonalni stimulace urcuje gynekolog.
Pocet folikulti, ve kterych se vajicka nachazeji, je v pribéhu hormonalni stimulace
sledovan ultrazvukovym vySetfenim. Téméf zralé folikuly jsou odebrany Zené
v ¢astecné narkoze z vajecnikil tésné pred jejich puknutim. Vajicka jsou nasledné

oplodnéna témi nejkvalitnéjsimi spermiemi in vitro [3;4].

Pti IVF jsou zrald vajicka kultivovana v pfitomnosti spermii, a jedna z nich méla
optimalné vajicko oplodnit. Zvlasté pfi zhorSené kvalité spermiogramu vSak muze
byt tspésnost IVF velmi nizka, a proto se v centrech asistované reprodukce dava

prednost oplodnéni metodou ICSI [3].

2.1.3 ICSI - Intracytoplazmaticka injekce spermie

Intracytoplazmatickd injekce spermie (ICSI) je metoda, ktera se vyuziva pfi
zhorSenych parametrech spermiogramu, pfi Spatné kvalité oocytli, pfi neuspésné
predchozi IVF 1écbé, nebo pokud jsou spermatické bunky ziskany
mikrochirurgickymi metodami TESE (Testicular Sperm Extraction) nebo MESA
(Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration). ICSI je mikromanipulacni metoda,
kdy se pomoci kapildry prepravi znehybnéna spermie do cytoplazmy jiz zralého

oocytu. Pfi ICSI tudiZz nedochézi ke spontanni fertilizaci oocytu, ale vpravenim
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spermie do vajicka se prekonaji nejriizn€jsi bariéry, které snizuji pravdépodobnost
prichodu spermie do oocytu. Vylepseni metody ICSI je metoda PICSI, kde jsou
pomoci vazby spermii na hyaluronan vyselektovany spermie v nejlepsi kondici, a ty

jsou nasledné pouzity pro oplodnéni vajicka [2].

2.1.4 Kultivace embryi

Oplodnéna vajicka jsou kultivovdna v médiu pro IVF, které svym sloZzenim
imituje prostfedi v téle matky. V pravidelnych intervalech je vyvoj embryi
kontrolovan embryologem, ktery je pak nasledné v zavislosti na jejich parametrech
roztfidi. Pouze kvalitné se vyvijejici embrya (ve stadiu blastocysty) jsou doporucena
k transferu do délohy. VSechna ostatni embrya Ize zamrazit a pouZzit v dalsim cyklu

[3;4].

2.1.5 Kryokonzervace a kryoembryotransfer

Mrazeni embryi (kryokonzervaci) lze provadét dvéma zptsoby, a to bud
pomalym mraZenim (embrya 3. den po oplodnéni) nebo vitrifikaci (embrya ve stadiu
blastocysty). Kryokonzervace se pouziva tehdy, je-li pocet embryi vyssi, nez je
mozné pfenést v daném cyklu do délohy matky. Kryoembryotransfer (KET) je
proces po rozmrazeni, kdy se vybere to nejkvalitnéjsi embryo a pfenese se do délohy
zeny. Uspé$nost otéhotnéni ze zamraZenych embryi je srovnatelna sembryi
Cerstvymi, pouze proces zmrazovani je spojeny s urcitym rizikem. Mezi vlivy, které
mohou gamety i embrya poskodit, patfi napfiklad nepfiméfend rychlost
zmrazovani (ponofeni do tekutého dusiku) a néasledného rozmrazovani, ale
i zptisob, jakym cely proces probiha. DulezZity je také spravny vybér média a latek,

které zabranuji tvorbé ledovych krystali uvnitf bunék [3;5].

Vitrifikace je pomérné nova metoda kryokonzervace vaji¢ek a embryi, kdy se
prudkym ochlazenim (ponofenim do tekutého dusiku) z bunék a vitrifikaéniho

media vytvofi hmota o sklovité konzistenci a buriky se nepotrhaji. Pfi pomalém
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zmrazeni bylo nutné opatrné, pomalu a fizené sniZovat teplotu, aby se zamezilo
vzniku ledovych krystalti, které by poskodily burnky. Pfi vitrifikaci se ledové
krystaly nevytvareji. Po rozmrazeni jsou bunky ve vyborné kondici a procento
prezivsich vajicek a embryi je mnohonasobné lepsi nez pfi pouziti postupt
pomalého mraZeni. Metoda vitrifikace se poZiva jak ke kryokonzervaci téch embryi,
kterd se nepouziji pro Cerstvy transfer, tak v pripadech, kdy potfebujeme odlozit

pfenos embrya do dé€lohy [6].

2.1.6 Darcovstvi gamet a embryi

PrestoZe si kazdy par pieje mit své geneticky vlastni dité, nékdy to z rliznych
dtivodt nejde. Pro mnoho parti je darcovstvi spermii a vajicek jedina moznost
k dosazeni téhotenstvi. Divodem je naptiklad situace, kdy se nepodafi ziskat zadné
kvalitni embryo (Casto u Zen ve vys$$im véku, protoZe se stoupajicim vékem vyrazné
nartistd mnoZstvi chromozomalnich aberaci v oocytech). Mezi dalsi diivody pro
zatazeni paru do darcovského programu je poruSena funkce ovarii, azoospermie
u partnera nebo velmi nizkd kvalita spermii, pfipadné specifické chromozomové

aberace u jednoho z partnert [1,5].

Darovani oocytti ¢i spermii musi probihat vZdy v naprosté anonymité. Vék darct
je 18-40 let a darkyn 18-35 let. Darci musi byt fadné vySetfeni, aby se zajistila

maximalni kvalita odebiranych gamet [1].

2.2 Genetické priciny neplodnosti

Neplodnost miize mit fadu pri¢in. Jednou znich mohou byt abnormality
genetické. Neplodné pary, u kterych se vylouc¢i gynekologickd a andrologicka
pri¢ina neplodnosti, by mély absolvovat genetickou konzultaci s klinickym
genetikem, ktery indikuje pfipadné laboratorni genetické vysetfeni. Zakladnim

genetickym vySetfenim je karyotyp — viz Obrazek 1. Pokud nalezneme v karyotypu

néjaké zmény, at uz to jsou pocetni zmény, ¢i zmeény strukturni, jednd se
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o chromozomové abnormality. Tyto zmény obecné délime na zmény numerické

a zmény strukturni [2;7].

Vyskyt chromozomovych abnormalit je spojovan se vznikem klinickych
syndromd, jako je napf. Downtiv syndrom. Tento dusledek byl pozorovdn uz
nekolik let po tom, co v roce 1956 byl stanoven presny pocet chromozomu v burice
clovéka. V populaci je vyskyt chromozomovych abnormalit ve vysi 0,6 %, ale diky
metodam, kterymi lze objevit i nékteré dalsi malé zmény, se zvySuje vyskytnal %

[2;8].
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Obrizek 1- Normalni muzsky karyotyp (z archivu Genetické laboratore Sanatorin PRONATAL)

2.2.1 Chromozomové abnormality numerické
Aneuploidie

O aneuploidiich hovofime v pfipadé, kdy se jednd o takové numerické zmény,
které jsou v ramci celych homolognich chromozomii. Chromozom tedy mize bud
chybét, v tom pripadeé se jednd o monozomii, nebo naopak prebyvat, potom se jedna
o trizomii. V pfipad€, ze chybi cely chromozomovy pdr, nazyvame tuto zménu

nulizomii [7;9].
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Aneuploidie mtize vzniknout dvéma zpusoby. Prvnim zplisobem je ztrata
jednoho z homolognich chromozomd, tzv. ,,opoZdéni pfi anafazi” (anafaze lag), kdy
se jeden z homolognich chromozomii nepfipoji k délicimu vieténku, nebo v pfipadé
pripojeni putuje k polu buriky pfilis pomalu. K této ztraté miize dojit pfi mitoze i pfi
meidze. Vysledna sestava chromozomii potom neni kompletni. Dal$im zptisobem
vzniku aneuploidie je nondisjunkce, kterd opét muze byt mitoticka ¢i meioticka. Pri
nondisjunkci dochdzi k nespravnému rozestupu chromozom, a tak v jedné burice
je chromozom navic a v dalsi naopak chybi. Pocet aneuploidnich vaji¢ek nartista
hlavné s vékem, proto nejvice aneuploidii se naléza predevsim ve vajickach Zen nad

35 let véku [9].

Je prokdzano, Ze vétSina téchto abnormalit pochdzi z meidzy u zeny, kdy
v prubéhu prvniho meiotického déleni dojde ke wvzniku chromozomové
nondisjunkce, a to tedy vede i k chybam v priibéhu druhého meiotického déleni.
V dnesni dobé pfedevsim diky preimplantacni genetické diagnostice aneuploidii 1ze
zjistit vysledek prvniho a druhého meiotického déleni, a tim zabranit pfenosu

aneuploidnich embryi [10].

Vyskyt chromozomovych abnormalit je spojovan se vznikem klinickych
syndromd, jako je napf. Downtiv syndrom. Tato spojitost byla pozorovdna uz
nékolik let po tom, co v roce 1956 byl stanoven pfesny pocet chromozomii v burice
clovéka. Knejzndméjsi a nejcastéji se vyskytujici aneuploidii patfi bezesporu
Downtiv syndrom, trizomie chromozomu 21. Celkovy pocet chromozomi u ¢lovéka
s Downovym syndromem je 47, karyotyp 47,XX,+21 nebo 47,XY,+21. Tato trizomie je
nejcasteji zptisobena chybnym rozestupem chromozomi pfi meidze. U starSich Zen
nad 35 let zac¢ind vyznamné stoupat procento aneuploidnich vaji¢ek s abnormalnim
poctem chromozomu 21. Vék Zeny je nejdiileZitéjsim faktorem pro vznik tohoto
syndromu v klasické formé. U Downova syndromu, ktery vznikl translokaci, neni
spojitost s vékem prokdzana. Mezi dalsi prezivajici autozomalni trizomie patfi
napriklad trizomie chromozomu 13 a nazyva se Patautiv syndrom, karyotyp
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47,XX,+13 nebo 47,XY,+13. Dale je to i trizomie chromozomu 18, neboli Edwardstiv

syndrom, karyotyp 47,XX,+ 18 nebo 47,XY,+18 [2;11].

Aneuploidie se mohou vyskytovat i u pohlavnich chromozomu. Trizomie
chromozomu X (47, XXX) postihuje pouze Zeny (syndrom superfemale). Vzhledem
k tomu, Ze v tomto pfipadé zlistane aktivovano pouze jedno X a obé dalsi X jsou
inaktivovdna, maji tyto Zeny obvykle normadlni fenotypovy projev. Mezi dalsi
aneuploidie pohlavnich chromozomi patfi Klinefelteriv syndrom (47,XXY).
PostiZeni jsou muZzi, ktefi maji typické fenotypové projevy — mivaji nékteré typicky
Zenské sekundarni pohlavni znaky a jsou vétSinou neplodni. Muzi
s tzv. syndromem supermuze maji karyotyp 47, XYY a tento syndromem byva

spojovan predevsim s vysSim vzrtastem [11].

K jediné monozomii, ktera je slucitelna se Zivotem, patfi Turnertiv syndrom.
Jedna se o monozomii pohlavniho chromozomu X (45,X). Naprosta vétsina ploda
s karyotypem 45X se potraci v priabéhu téhotenstvi, malé procento divek
s Turnerovym syndromem se narodi. PostiZené jsou Zeny s typickym fenotypem,

kterym se nevyviji sekundarni pohlavni znaky a jsou malého vzrustu [7].

Polyploidie

Polyploidiemi rozumime zmnozeni celych chromozomovych sad. Tyto
numerické chromozomové zmény se u clovéka nevyskytuji, ale vyjimecné
u nékterych vyssich Zivocicht je 1ze nalézt. Naopak u rostlin se vyskytuji pomérné

hojné a na tom je zaloZeno jejich Slechténi [9].

2.2.2 Chromozomové abnormality strukturni

Strukturni abnormality chromozomt vznikaji vétsinou po odlomeni casti
chromozomu, nebo po Spatné probéhlé rekombinaci. K témto strukturnim
abnormalitdm dochdazi, pokud se k sobé pripoji Spatné tiseky chromozomii. Pokud

na bunky ptisobi nékteré vnéjsi vlivy (zafeni nebo rtizné chemické latky), mize dojit
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knaruseni struktury DNA a nasledné k témto zlomtim. Obecné jsou k tomu
nachylnéjsi buriky, které jsou ve fazi déleni nez ty, které se pravé nedéli. Buriky,
které jsou v interfazi, maji totiZ aktivni reparacni enzymy, které dokazi vzniklou
chybu opravit, ale ne vzdy se to podafi. VSechny strukturni abnormality mohou byt
bud v ramci jednoho chromozomu, nebo v ramci dvou odliSnych chromozomdj,
a tak se casti chromozomt dostavaji na jind mista, nez kde byly ptivodné. Tyto
zmény byvaji ¢asto pfi¢inou vzniku nddord nebo jinych zadvaznych onemocnéni

[7:11].

Delece

Pokud dojde ke ztraté nékteré casti chromozomu, nazyvame tuto strukturni
zménu deleci. Miize dojit ke ztraté konecné casti chromozomu, potom hovofime
o termindlni deleci, nebo ke ztraté c¢asti uprostfed chromozomu, potom se jedna
o intersticidlni deleci. Jestlize se ztrati néktera ¢ast chromozomu, ztrati se spolecné
stouto c¢asti i geny vni obsazené. Typickym prfikladem syndromu, ktery
je zplsobeny deleci chromozomu, je syndrom Cri du chat, ktery je
projevem  termindlni delece na kratkém raménku chromozomu 5
(karyotyp 46,XX (XY)),del (5p)). Tito jedinci mohou byt obojtho pohlavi, jsou
mentalné postiZeni a maji mikrocefalii. Typickym pro né je charakteristicky pla¢,

ktery je velmi podobny koci¢imu miioukani [7;9].

Duplikace

Duplikaci rozumime zdvojeni nékterého useku chromozomu. V nékterych
pripadech mtiZe dojit az k multiplikaci, tedy ke zmnoZeni tiseku vicekrat. Duplikace

muze vzniknout nerovnomérnym crossing-overem [9].

Translokace

Casti chromozom1i se mohou zlomit a pfemistit na jiny tisek jiného chromozomu.

Pokud ktéto vyméné dojde vramci nehomolognich chromozomii a zaroven
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nedojde ke ztraté genetickych informaci, pak se jednd o zmény tzv. balancované,
které se u pfenaSecti fenotypové neprojevi, avSsak mohou byt pri¢inou

reprodukcnich problémi [7;11].

Translokace délime na reciproké a Robertsonské. U reciprokych translokaci
dochdzi k vyméné chromozomalnich tsekii mezi libovolnymi dvéma nebo vice
chromozomy. U Robertsonskych translokaci dochazi ke zlomu v centromefe dvou
akrocentrickych chromozomti 13, 14, 15, 21 nebo 22, dojde ke spojeni akrocenrickych
chromozomii vjeden derivovany metacentricky chromozom a ke ztraté jejich
kratkych ramének. Jedinec ma tedy ve vysledku pouze 45 chromozomd,
ale genetickd informace je zachovana. Pfenaseci balancované translokace mezi
dvéma chromozomy 21 maji 100% riziko, Ze jejich potomci budou trpét
tzv. translokacni formou Downova syndromu, které je ale pomérné vzacna.

Vyskytuje se pouze asi u 5 % pacienti s Downovym syndromem [7;11].
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Obrdzek 2 - Karyotyp prenasecky Robertsonské translokace - 45,XX,t(13;14)(q1.0;q1.0) (z archivu Genetické laboratore
Sanatoria PRONATAL)
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Inverze

Pti odstépeni ¢asti chromozomu, ktera se pretoci o 180° a nasledné se opét pripoji
na ono misto, ovSsem jiz v obraceném sméru, hovofime o inverzi. Inverze vznikaji

pouze uvnitf chromozomu a nejcastéji chybnym prabéhem crossing-overu.
RozliSujeme inverzi pericentrickou a paracentrickou. Pericentrickou inverzi
rozumime inverzi, jejiz soucasti je i centromera. Chromozom tedy poté v disledku

inverze zméni tvar a polohu centromery. Paracentrickd inverze naopak neobsahuje

centromeru, tudiz nedochazi ke zméné tvaru chromozomu [9].

2.2.3 Mutace v CFTR genu

CFTR gen (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) se nachdzi na
7. chromozomu, konkrétné v lokusu 7q31.2, a bylo u néj popsano ptes 2000 mutaci.
Mutace v CFTR genu jsou pricinou cystické fibrozy. Postizeni touto nemoci trpi
predevsim onemocnénim dychacich cest, ¢astymi infekcemi a maji zvySenou

produkci chloridt v potu [2].

Vétsina muzii, ktefi maji mutace v CFTR genu, trpi vrozenou bilateralni agenezi
chdmovodti (CBAVD). Jednd se vtomto pfipadé pouze o mutace mirnéjsi
zavaznosti, nebo kombinace zdvazné mutace s mutaci mirnéjsiho charakteru. To ma
za nasledek azoospermii muze, kterou ale lze feSit pomoci nékterych metod
asistované reprodukce, protoze spermatogeneze je zachovana nebo mirné snizena.

Je ovSem nutné vySetfeni na mutace v CFTR genu u partnerky [2].

2.2.4 Mikrodelece na chromozomu Y

Pfesto, zZe se na chromozomu Y nachdzi pomérné madlo genti, jsou to dulezité
geny, které jsou zodpovédné za determinaci muzského pohlavi a za spravny prubéh
spermiogeneze. Pro vyvoj spermii jsou nejdileZitéjsi geny, které se nachazeji
na dlouhém raménku v oblasti zvané azoospermicky faktor (AZF). Tyto oblasti jsou

celkem tfi a rozdéluji se na AZFa, AZFb a AZFc. Pokud se v nékteré z téchto oblasti
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nachazi delece, projevi se to poruchou spermiogeneze. Delece v AZF oblastech jsou
submikroskopické, tedy je nelze zachytit mikroskopickym pozorovanim, proto
se nazyvaji mikrodelece. Mikrodelece lze ovsem diagnostikovat metodami
molekularni genetiky, pfedevsim se vyuzivdA metoda multiplexové PCR

se specidlnim panelem primert, které jsou konkrétni pro AZF oblasti [12].

U pacientti se mikrodelece mohou projevit rliznymi zptlisoby v zavislosti
na pozici a rozsahu mikrodelece — obecné plati, ze ¢im blize k centromefte
se mikrodelece nachazi, tim zdvaZn&jSi je postiZeni procesii spermiogeneze.
K nejcastéjsSim projeviim patii azoospermie (iplna absence tvorby spermif)
a oligozoospermie (snizené mnoZzstvi spermii v ejakuldtu). U oligospermickych
muzt lze spermie chirurgicky odebrat a vpravit je do vajicka pomoci metody ICSIL
Vzhledem k 100% pravdépodobnosti pfenosu mikrodelece na syna, lze
v indikovanych pfipadech po konzultaci paru s klinickym genetikem indikovat
preimplantacni genetické vySetfeni a pro pfenos do délohy vybrat pouze embrya

zenského pohlavi [2].

2.2.5 Trombofilni mutace

Trombofilni mutace jsou pficinou vzniku tromboembolické nemoci (TEN),
komplikaci v gravidité a v Sestinedéli a opakovanych potratti. VySetfeni vybranych
trombofilnich mutaci se provadi u zZen, které prodélaly téhotenské ztraty, maji
vyskyt mutaci v rodiné, nebo se u nich objevily komplikace béhem téhotenstvi.
V 1é¢bé neplodného paru je u zZen pred hormonalni stimulaci indikovano vysSetfeni
Leidenské mutace G1691A v genu pro faktor V protrombinové kaskady a mutace
G20210A v genu pro faktor II (protrombin). Trombofilni mutace se vySetiuji pomoci

PCR, restrikéni analyzy a real-time PCR [12].
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2.3 Preimplantacni testovani embryi

Preimplanta¢nim vySetfenim se rozumi vySetfeni embryi ziskanych metodami
asistované reprodukce pred tim, neZ se pienesou do délohy matky.
Mikromanipula¢nimi technikami je z embryi odebrano nékolik bunék (blastomery,
buriky trofektodermu) a molekuldrné genetickymi metodami je odebrany materidl

vySetfen. Pro pfenos do délohy jsou poté vybrana jen ,zdrava” embrya [2].

Dle davodu, kvali kterému se vySetfeni embryi provadi, hovorime
o preimplantacnim genetickém testovani aneuploidii (PGT-A), preimplantacnim
genetickém testovani monogennich chorob (PGT-M) a preimplantacnim genetickém

testovani strukturnich aberaci (PGT-SR) [13].

2.3.1 PGT-A - Preimplantacni genetické testovani aneuploidii

Velmi obvyklou pfi¢inou reprodukcnich netspéchlit a spontannich potratt je
nespravny pocet chromozomt u embryi (aneuploidie). Riziko aneuploidii roste se
zvysujicim se vékem Zeny, coz je pravdépodobné pfi¢inou neplodnosti po 35. roce
véku Zeny. VétSina téhotenstvi z aneuploidnich embryi konéi spontdnnim abortem
v prvnim trimestru gravidity. Preimplantacni genetické testovani aneuploidii (dfive
PGS - preimplantacni geneticky screening) se provadi u fady indikaci. Kromé
vyssiho véku matky - nad 35 let v dobé porodu jsou to dale opakovana selhani
implantace (RIF) a opakované casné aborty. TaktéZ je vySetfeni indikovano pri
nalezu chromozomovych abnormalit v pfedchozim téhotenstvi, nebo u jiz

narozeného ditéte. Ddle je to ndlez gonozomadlnich mozaiek, pfedevsim u Zen [12].

Problémem pfi testovani aneuploidii je vyskyt mozaiek euploidnich
a aneuploidnich bunék v preimplantac¢nich embryich. Nelze zcela urcit, zda vyskyt
aneuploidie pouze v nékterych burikach znamena aneuploidni celé embryo. Vzorky
trofektodermu obsahuji vice bunék, z nichz nékteré mohou mit odlisny karyotyp;

vyznam a klinicky dopad tohoto mozaicismu neni dosud zcela jednoznacny.
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Embrya s mozaikou do 20 % jsou hodnocena jako euploidni, embrya s mozaikou
20-80 % lze podminéné doporucit k transferu. Embrya s mozaikou nad 80 % jsou

povazovana za aneuploidni [14].

Od zacatku 90. let 20. stoleti se preimplantacni vySetfeni aneuploidii provadélo
metodou FISH. Pocet vySetfovanych chromozomii byl ale omezen technickymi
limity metody. Maximalni pocet vySetfovanych chromozomt byl vétSinou
8: chromozomy 13,18, 21, X, Y, 15, 16 a 22. Abnormalni pocet chromozom1 X, Y, 13, 18
a 21 je pfi¢inou geneticky podminénych syndromt u narozenych déti. Abnormalni
pocet chromozom1i 15, 16 a 22 se s vysokou cetnosti vyskytuje u potracenych plodi
a starSich part. VySetfeni téchto vybranych chromozomti sniZuje pravdépodobnost
potratu a selhani implantace a jejich vySetfenim Ize vyloucit az 80 %
chromozomovych abnormalit u preimplantaénich embryi. V dnesni dobé je metoda
FISH povazovana za nedostatecnou metodu a vétsSina center ve vyspélych zemich
vySetfuje embrya pomoci metod, kterymi lze zjistit aneuploidie vSech 24
chromozomii (aCGH, NGS, karyomapping). Hlavnim pfinosem PGT-A, predevsim
u part shorsi prognézou uspéchu IVF cyklu, je zvySeni pravdépodobnosti
otéhotnéni a zaroven i sniZeni rizika potrati. Tim, Ze se transferuje pouze jedno
vysetfené euploidni embryo se rovnéZz muze vyrazné zkratit doba lécby a snizit

pocet viceCetnych téhotenstvi [12;15;16].

2.3.2 PGT-M - Preimplantacni genetické testovani monogennich chorob

Preimplantaéni genetickd diagnostika vzdcnych monogennich onemocnéni
se provadi u parfi, kde se vrodiné vyskytuje nékteré onemocnéni, které je
zptisobeno mutaci v jednom genu. Tato onemocnéni byvaji ¢asto pfendsena z rodict
na potomky po fadu generaci. V pfipadé chorob, které se dédi autozomalné
dominantné, se o genetické zatézi v rodiné vétsinou vi. V pfipadé chorob dédénych
autozomalné recesivné nebo u chorob s gonozomalni dédic¢nosti se o svém

prenasSecstvi mutace rodice ¢asto dozvédi az v pfipadé, kdy se jim narodi postizené
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dité. V soucasné dobé je zndmo vice nez 5000 monogennich chorob. Pary
s genetickou zatézi monogenni choroby nemusi byt neplodné, ale pro to, aby mohla
byt embrya vySetfena, musi par podstoupit IVF cyklus. Vznikld embrya jsou
vySetfena na pritomnost mutace a pouze embrya, kterd nenesou sledovanou
genetickou zatéZz, jsou doporucena pro prenos do délohy. Pfed PGT-M je nutné, aby
par absolvoval genetickou konzultaci s klinickym genetikem, ktery jim vysvétli

veskeré podrobnosti o pouzité metodé i moznych variantach vysledku [15].

Pro PGT-M se pouZivaji metody s pfimym stanovenim mutace, nebo metody
nepfimé genetické diagnostiky, které jsou zaloZené na urceni haplotypu. Vzdy je
potieba otestovat zdravé i postiZené ¢leny rodiny a ziskat tak jejich haplotypy. Pfi

PGT-M je doporuceno provést u embryi rovnéz vySetfeni aneuploidii [2].

2.3.3 PGT-SR - Preimplantacni genetické testovani strukturnich aberaci

Pacienti, ktefi jsou nosi¢i nékterych strukturnich chromozomovych aberaci
(balancovanych translokaci nebo inverzi), mohou tvofit gamety s nebalancovanym
genetickym materidlem a vysledné mohou vznikat nebalancovana embrya.
Pary, kde jeden nebo oba partnefi jsou prenaseci balancované translokace, maji
mnohondsobné vyssi riziko opakovanych potratii. Cilem PGT-SR je vybér embrya
s balancovanym genotypem. Drfive pouZivand metoda FISH je v soucasnosti
nahrazena metodami array CGH, NGS nebo karyomappingem, které jsou schopny

soucasné vysetfit i aneuploidie vSech chromozom1 [12].

2.3.4 Vysetfovany material

Jako materidl slouZici k vySetfeni vyvoje embrya lze pouzit pdlova téliska,
blastomery z tfidenniho embrya, nebo buriky trofektodermu z embrya pétidenniho

[2].

VySetfeni polovych télisek je Setrné€jsi metoda, kterd se provadi predevsim

v zemich, kde neni moZné invazivné zasahovat do vyvoje embrya. U nds se ale
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v dnesni dobé pfrili§ tato metoda nevyuziva, jelikoz vySetfeni polovych télisek
vypovida pouze o aneuploidiich, které pochdazi ze strany matky, tudiz neziskame
kompletni informaci o embryu. Dalsi moznosti je odebrani bunék z tfidenniho
embrya (viz Obrazek 3). Buriky se v této fazi nazyvaji blastomery a v embryu se jich
nachdzi Sest az osm. Pokud se odebere jedna nebo dvé blastomery, embryo se
neposkodi a lze vySetfit jeho vyvoj. VySetfenim jedné nebo dvou blastomer ovSem
taktéZ neziskame kompletni informaci o vyvoji celého embrya, protoze kazda burika
se muiiZze vyvijet odliSné. V dnesni dobé se preimplantacni testovani provadi
predevsim u embryi pétidennich ve stadiu blastocysty a odebiranym materidlem je
trofektoderm (viz Obrazek 4). Odbér trofektodermu tolik nezasahuje do vyvoje
embrya a zaroven fakt, Ze embryo do stadia blastocysty dorostlo, poukazuje na jeho

spravny vyvoj [2;16].

Obrizek 3 - Biopsie blastomery z tridenniho embrya [17]
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Obrizek 4 - Biopsie bunék trofektodermu z blastocysty (z archivu Genetické laboratote Sanatorian PRONATAL)

2.3.5 FISH - Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Fluorescencni in situ hybridizace je molekuldrné cytogeneticka metoda, zaloZzena
na hybridizaci fluorescencné znacenych sond ke komplementarnim specifickym
oblastem na chromozomech. Sondy jsou jednofetézcové useky DNA o délce 300-600
bp a vazZou se na vybrané sekvence DNA ve vysSetfovaném vzorku. Nejcastéji se
pouzivaji fluorescenéni sondy, které jsou znacené napiiklad biotinem nebo
digoxigeninem, a po navazani detekovany avidinem s konkrétni fluorescen¢ni
latkou. Chromozomy se jeSt¢é ndasledné obarvuji barvivem, napf.
4,6-diamidino-2-fenylindolem (DAPI). Vysledek se poté vyhodnoti ve

fluorescenénim mikroskopu [12;18].

FISH metoda se nejcastéji vyuziva pro detekci chromozomovych abnormalit
vjadrech v interfazi nebo metafazi. Pouziva se nékolik typt DNA sond a ty
se rozd€luji dle oblasti, na které je hybridizace zamérena. Centromerické sondy jsou
zameéfené na sekvence v oblasti centromery a detekuji se jimi aneuploidie. Lokusové
specifické sondy hybridizuji s konkrétnimi tseky DNA a jsou vyuzZivany pfi
odhalovani strukturnich chromozomovych abnormalit, napt. translokaci, deleci
¢i inverzi. Celochromozomové sondy jsou zamétené na useky DNA po celé délce

chromozomt a vyuzivaji se pfi detekci translokaci [12].
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Od zacatku 80. let 20. stoleti se metoda FISH pouzivala pro detekci aneuploidii
vybranych chromozomi u preimplantacnich embryi. Nejcastéji se vysSetfoval pocet
chromozomt 13, 18, 21, X, Y, 15, 16 a 22, jejichz aneuploidie byvaji spojeny
s konkrétnimi syndromy u narozenych déti, nebo se vyskytuji u potracenych plodii.
Obecné je dnes pfi preimplantacnim vySetfeni embryi metoda FISH nahrazovana
novéjsimi metodami (arrayCGH, NGS); presto stdle ma své uplatnéni

napf. v onkocytogenetice a pfi ovéfovani cytogenetickych nalezu [16;18].

Obrizek 5 - Blastomera vysetfend metodou FISH - trizomie chromozomu 21 (z archivu Genetické laboratore Sanatoria
PRONATAL)

2.3.6 WGA - Celogenomova amplifikace

Lidska diploidni burika obsahuje pfiblizné 7 pg DNA. Pokud chceme vySetfovat
pouze nékolik malo bunék odebranych z embrya, je zapotiebi DNA z jednotlivych
bunék nejprve naamplifikovat, abychom ziskali dostatecné mnozstvi DNA pro
molekuldrné genetickou analyzu. Pouzivaji se k tomu postupy celogenomové
amplifikace (WGA). Pfi WGA se rovnhomeérné zkopiruje cely genom. Existuje nékolik
typt WGA zaloZenych na réiznych principech a lze je rozdélit na metody, které
vyuzivaji PCR a na metody vyuZivajici izotermickou amplifikaci. Vybér metody
zavisi na typu molekularné genetické analyzy. Produkty WGA nejsou nikdy
dokonalou kopii templatu a toto zkresleni mtize byt zptisobené napiiklad ucinosti

pouzitych primerti, obsahem CG bazi, strukturou a pfistupnosti DNA. V nékterych

//////
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pti celogenomové amplifikaci se poté mohou projevit pfi analyze v podobé vypadku
alely (ADO, allelic drop-out), coZ znamena, Ze jedna ze dvou alel se neamplifikuje,
zatimco druhd ano. Dal$im problémem miiZze byt tzv. preferenéni amplifikace, kdy

jedna ze dvou alel se amplifikuje s mensi t¢innosti nez druha [19].

2.3.7 aCGH - Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu

Array-CGH (aCGH) je metoda zaloZena na technologii DNA c¢ipt. Princip
spociva v hybridizaci molekul DNA na sondy, které jsou vazany na pevny nosic.
Jako sondy se pouzivaji oligonukleotidy, cDNA nebo BAC (bacterial artificial
chromosome) klony, kdy je lidskda DNA zakomponovana v bakterialni DNA. Sondy
jsou na nosi¢ ,natistény” v tzv. spotech ve spousté kopii a ty maji pfesné urcena

mista na nosici. Vyhodnoceni hybridizace se provadi ve specialnich skenerech [20].

BAC array Ve spotu 600 BACT

150-350 kb

Genomova DNA
BAC4

BAC1

BAC2 BACS
BAC3

Obrizek 6 - Princip arrayCGH s BAC sondami (z archivu Genetické laboratore Sanatoria PRONATAL)

Metoda aCGH se vyuziva v preimplantac¢ni, prenatalni i postnatalni diagnostice
napf. k detekci submikroskopickych nalezti nebo k ovéfovani a upresnéni
cytogenetickych nalezti. V poslednich letech mohou byt cipové technologie
nahrazovany metodou NGS [12;20].
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2.3.8 NGS - Sekvenovani nové generace

V7

NGS patii mezi nejnovéjsi molekuldrné genetické metody. Spravnéjsi
pojmenovani je ,masivni paralelni sekvenovani”(MPS), protoze tyto techniky jsou
schopny soucasné paralelné sekvenovat obrovské mnozstvi molekul DNA.
Rozsifené jsou predevsim technologie sekvenovani druhé generace, ale je snaha
o zavedeni technologii generace tfeti. Pfi sekvenovani druhé generace je zapotiebi
molekuly DNA nejprve pomoci metody PCR naamplifikovat, ale pti sekvenovani
treti generace staci jiz pouze jedna molekula DNA. Pomoci téchto technik je mozné
urcit sekvenci vybranych oblasti v genomu, nebo ziskat informaci o exomu,

pripadné Ize ziskat sekvenci celého genomu [20].

Princip NGS spociva ve dvou krocich. Prvnim krokem je priprava DNA
knihovny, kterd se dale pouzivd pro sekvenaci. Knihovnou se rozumi smés
fragmentit DNA o priblizné stejné délce, kazda molekula je opatfena na koncich
pridanymi sekvencemi, které maji specifickou funkci v procesu sekvenace. V jediné
zkumavce miizeme mit smés vzorkt napf. od riiznych pacientd, které jsou od sebe
odliSeny specifickymi indexy. Dals$im krokem je vlastni cteni sekvence
v sekvenatoru, které se provadi sekvenovanim syntézou, nebo pomoci ligace. Velmi
dtlezitou casti prace se ziskanymi daty je bioinformatickd analyza dat.
Vyhodnocovaci software pfesné vyhodnoti poradi bazi v jednotlivych fragmentech
a prifadije podle indexti k jednotlivym pacientiim. V praxi se vyuziva nékolik typt
technologii od rznych firem, které jsou zaloZeny na odliSnych principech (Illumina,

Roche, Heliscope) [18;21;22].

Metoda NGS nasla uplatnéni i pifi testovani preimplantaéniho embrya
a umoznuje s vysokym rozliSenim ziskat informace o poctu vSech chromozomu
obsazenych v lidské burice. Je vhodna i pro vySetfeni embryi u par(i, kde jeden
z rodic¢ll je pfenasec balancované translokace nebo inverze; zalezi vSak na velikosti

translokovanych tisekti a citlivosti pouZité diagnostické soupravy [2].
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2.3.9 PCR - Polymerazova fetézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je amplifikacni metoda, kterd slouzi k namnozeni
templatové DNA in vitro. Je to univerzalni metoda s velmi Sirokym vyuzitim jak
ve vyzkumu, tak v laboratofich klinické genetiky. V molekuldrni genetice se

vyuziva predevsim pro vylouceni monogennich chorob[2;11].

Zakladni princip PCR spociva ve tfech krocich. Nejprve je nutna denaturace
dvoufetézcové DNA, kterd probihd pti 92-95°C. Déle musi probéhnout hybridizace
jiz jednofetézcové DNA za pfitomnosti oligonukleotidovych primerti, ty jsou
v reakéni smési v nadbytku. Hybridizace probiha pii teploté 50-60°C. Poslednim
krokem je prodluzovani fetézce (elongace) pomoci DNA-polymerazy pti 70-72°C.

Vsechny kroky se opétované opakuji a DNA pfibyva exponencialné [11].

Reakéni smés musi obsahovat nékolik dtilezitych slozek, aby PCR probihala
optimalné. Templatové DNA sta¢i pomérné malé mnozstvi, ale velmi diileZita je jeji
Cistota. Dalsi slozkou jsou specifické oligonukleotidové primery (18-24 nukleotidi),
vzdy dva pro kazdy templat, forward a reverse primer, z nichz kazdy naseda na jiny
konec. Dilezité je, aby primery byly specifické pro konkrétni mista na templatové
DNA a zaroven neobsahovaly komplementarni sekvence. Také by meély mit
podobnou teplotu tani (alespont 50°C). Reakéni smés obsahuje déale reakéni pufr,
deoxynukleotidy, = Mg*  ionty  (kofaktor  polymerdzy), termostabilni
DNA-polymerazu. Tyto termostabilni DNA-polymerazy jsou izolovany z bakterii
Thermus aquaticus (Iag), které ziji v horkych pramenech, nemaji schopnost

exonukledzové aktivity ve sméru 3’ - 5/, a tim je syntéza rychlejsi. Idedlni teplota pro

vvvvvv

PCR probiha v termocykleru s nastavitelnou teplotou v rozmezi 4-100°C, ktery
umoznuje rychlou preménu teploty mezi jednotlivymi kroky (denaturace,

hybridizace, elongace) s pfesnosti na desetiny °C [18].
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Vysledkem PCR reakce jsou kopie ptuvodniho templatu - tuseky DNA o pfesné
stanovené velikosti, které se nazyvaji amplikony. K detekci amplikonti se pouziva
gelova elektroforéza nebo kapilarni elektroforéza. Existuje mnoho modifikaci
metody PCR - fluorescencni PCR, nested PCR, multiplex PCR apod. Casto
pouzivand je také real-time PCR, kterda umozZnuje sledovat prirtstek vznikajicich
molekul DNA pfimo v redlném case. Je to velmi citliva metoda vyuZivajici specialni

sondy, které jsou detekovany laserem v real-time PCR cykleru [23].

2.3.10 Karyomapping

Karyomapping je pomérné novd metoda zalozend na c¢ipové technologii
a vyuzivajici SNP (single nucleotid polymorphismus). Uplatnéni nasla pfedevsim
v preimplantacnim genetickém testovdni. Umoznuje s vysokym rozliSenim
identifikovat a analyzovat vSechny chromozomy u embrya a urcit jejich rodi¢ovsky
ptivod. Vysledkem je karyomapa, ktera je jedinecna pro kazdého jedince. Kromé
uréeni haplotypu segregujictho napfiklad s mutaci umozniuje karyomapping
soucasné detekci aneuploidii v jediném vzorku. Proto lze karyomapping uspésné
pouzivat pifi preimplantacni diagnostice monogennich chorob (PGT-M) soucasné
s vySetfenim aneuploidii v preimplantacnich embryich. K detekci SNP se pouziva

skener s velmi vysokym rozliSenim [19].
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3 CIL PRACE

Cilem bakalafské prace s ndzvem Preimplantacni vysSetfeni chromozomovych
abnormalit vranych lidskych embryich je sezndmit se smetodami
preimplantacniho testovani embryi, které se v dnesni dobé vyuzivaji — tedy
komparativni genomova hybridizace na ¢ipu (aCGH) a sekvenovani nové generace

(NGS) a vyhodnotit jejich pfinos.

Dal$im cilem prace je piehledné zpracovat informace o cyklech
preimplantacniho genetického testovani aneuploidii (PGT-A) od roku 2012 do roku
2017. Porovnat citlivost téchto dvou pouZzivanych metod a jejich schopnost rozliseni

strukturnich abnormalit a numerickych aberaci v mozaice.

Porovnat ndlezy u embryi pacientek ve vékovych kategoriich do 34 let, 35-39
let a nad 40 let a s rliznymi indikacemi k preimplantacnimu testovani aneuploidii,

a nakonec vyhodnotit tspésnost otéhotnéni v téchto kategoriich po PGT-A.
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4 METODIKA

4.1 Celogenomova amplifikace soupravou SurePlex

Celogenomova amplifikace umoznuje namnozit ptvodni mnozstvi DNA

do mnozstvi potfebného k molekularné genetické analyze. Produkt 1ze poté pouzit

k hybridizaci na ¢ipech nebo k NGS.

Bunky embryi k vySetfeni jsou z embryologické laboratofe dodavany ve 2,5 pl

sterilntho PBS pfi -20°C. Po transportu do laboratofe se nechdvaji zkumavky

s burikami temperovat ve vychlazeném PCR stojanku na teplotu 0-7°C po dobu

15 minut a poté jsou sto¢eny 3 minuty pfi 200g.

Podle aktualniho navodu SurePlex Summary Protocol [24] jsme pfipravili

reagencie na jednotlivé kroky amplifikace.

1. Pripravili jsme Extraction coctail master mix, do kazdé zkumavky jsme

pridali 5 pl podle ndvodu a néasledovné inkubovali v cykleru (program

SurePlex Lyze — Tabulka 1).

Tabulka 1- Program SurePlex Lyze

1cyklus | 75°C 10 min
lcyklus | 95°C 4 min
1 cyklus RT oo

2. Prfipravili jsme Pre-amp coctail a do kazdé zkumavky jsme ho ptidali 5 pl,

nasledovné inkubovali v cykleru (program SurePlex Pre-amp — Tabulka 2).

Produkty jsme uchovavali pfi teploté 0-7°C.
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Tabulka 2- Program SurePlec Pre-amp

lcyklus | 95°C | 2min
95°C | 4 min
15°C 50s

12 cyklt 25°C | 40's
35°C | 30s
65°C | 40s
75°C | 40s

1cyklus | 4°C oo

3. Pfipravili jsme Amplification coctail a pfidali jsme ho 60 pl do kazdé
zkumavky, amplifikace probihala v cykleru (program SurePlex Amp —
Tabulka 3).

Tabulka 3 - Program SurePlex Amp

lcyklus | 95°C | 2min

95°C | 15s
14 cykll | g5°C | 1min
75°C 1 min

Amplifikované produkty jsme uchovavali v chlazeném stojanku (0-7°C) nebo
v lednicce, pokud nasledovalo ihned znaceni produktti. Pokud jsme DNA ihned

neznacili, produkty jsme uchovavali v mraznicce pfi -18 az -25°C.

4.2 aCGH - Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu

Metodou aCGH lze vysSetfit aneuploidie vSech 46 chromozomd, a tim vyrazné
zpresnit vysledek vySetfeni oproti metodé FISH, kterou 1ze vySetfit pouze omezeny

pocet chromozom.

Nejprve jsme provedli celogenomovou amplifikaci vzorku. (viz 4.1)
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4.2.1 Znaceni DNA

Program pro planovani experimentu je soucasti dodaného software. Excelovy
soubor umoznuje podle zadanych dat pacienti a vzorkd vytvofit presny rozpis,
ktery je nutno dodrzet, aby se zarucila pfesnost vySetfeni. Program sam generuje
typ znaceni kazdého vzorku (Cy3 nebo Cy5), kombinaci dvou opac¢né znacenych

vzorki a umisténi kombinovanych vzorkt na oblast array.

1. Pfidani Primer Solution — do kazdé zkumavky jsme pridali 5 pl Primer
solution a 8 pl vzorku nebo kontrol (2x male, 2x female) podle schématu
v Planneru, reagencie jsme smichali a denaturovali v cykleru pfi 94°C po
dobu 5 minut (program PGD/24SURDEN), nasledné se nechali vzorky

zchladit v chladnicce.

2. Piiprava Labelling mixu - podle poctu vzorkt jsme piidali 12 pl Cy3
labelling master mixu k poloviné vzorki a 12 pl Cy5 labelling master mixu
k druhé poloviné vzorkl, reagencie jsme promichali, centrifugovali
a nechali znacit v cykleru pfi 37°C po dobu 2 - 4 hodin (program
PGD/24SURLAB), nasledné jsme zkumavky premistili do chladiciho

stojanku.

3. Kombinace znacenych vzorkii — vzorky jsme centrifugovali, smichali
(25 pl vzorek znaceny Cy3 + 25 pl vzorek znaceny Cy5) a ke kazdému jiz
smichanému vzorku jsme pfidali 25 ul Human COT DNA.

4. Oteviené zkumavky jsme vlozili do vakuové centrifugy a centrifugovali po

dobu asi 60 minut, dokud nebyl objem vzorka zredukovany asi na 3 pl

(priitbéZné jsme kontrolovali).
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5. Sklenéné viko centrifugy jsme pfikryli, aby byly vzorky ve tmé.

4.2.2 Hybridizace

Predehrali jsme DS hybridizacni pufr v blo¢ku suchého tepla na 75+1°C

(cca 10 minut).
Pelety vzorkt (cca 3 pl) jsme rozsuspendovali ve 21 pl teplého DS pufru.
(75+1 °C) a denaturovali 10 min pfi 75£1°C. Beéhem denaturace jsme vzorky

promichali na vortexu.

Na podlozni sklicka jsme nanesli 18 pl vzorku a nasledné prilozili

na prislusnou oblast (array).

Sklicka jsme vlozili do hybridizacni kazety, kam jsme pfedem do jamek

napipetovali 2 x 15 pl 2xSSC/50% formamidu.

Kazety jsme uzavfeli a vlozili do inkubatoru na 3-16 hodin pfi 47+1°C.

4.2.3 Odmyti nenavazané DNA

1.

Ptiprava roztokit k odmyvani DNA:

Zasobni roztok 20x SSC jsme pfripravili ze 175 g NaCl + 882 g
NasCsH507.2H20 + 900 ul dest. H20 a bylo upraveno pH na 7 — objem jsme
doplnili do 11 (ostatni roztoky jsme pfipravili ze zasobniho roztoku).

2x55C/0,05% Tweenem 20 jsme pienesli do Coplinovy kyvety a nechali

minimalné 30 minut temperovat na laboratorni teplotu.
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e 2x55C/0,05%Tween 20, IxSSC a 0,IxSSC jsme prenesli do odmyvacich
nadobek od firmy Arrayit a nechali minimalné 30 minut temperovat
na laboratorni teplotu.

e (,IxSSC jsme ptenesli do Hybexu a roztok jsme temperovali na 60+1°C.

2. Skla jsme vyjmuli z hybridiza¢nich kazet a v Coplinové kyveté
s 2xS5C/0,05% Tween 20 jsme nechali odmocit kryci sklicka na nékolik

minut.

3. Naskladali jsme skla do drzacku, vlozili do nddobky od Arrayit
s michadlem a 2xSSC/0,05% Tween 20 a odmyvali 10 minut.

4. Premistili jsme skla v drzac¢ku do druhé odmyvaci nadobky od Arrayit

s michadlem a 1xSSC a odmyvali 10 minut.

5. Premistili jsme drzacek se skly do Hybexu s 0,1xSSC a odmyvali pfi
60£1°C po dobu 5 minut.

6. Naposledy jsme odmyvali v nddobce od Arrayit s 0,1xSSC s michadlem

a odmyvali jsme po dobu 1 minuty.

7. Sklajsme susili v centrifuze po dobu 15 sekund a do skenovani uchovavali

ve tmé.

4.2.4 Skenovani ¢ipt

1. Odmyta skla jsme vlozili do skeneru a skenovali podle ndvodu k pfistroji.

2. Zapnuli jsme program Mapix.
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3. Naskenované obrazky se ddle exportovaly do programu BlueFuse Multi

a v ném se analyzovaly. Obrazky jsme ulozili do sloZky pacienta.

4.2.5 Analyza dat

Program BlueFuse Multi analyzuje data ziskana skenovanim nahybridizovanych
skel. Vysledkem je soubor tdajii urcujicich kvalitu znacdeni a hybridizace a dalsi
parametry potfebné k zavéru vysSetfeni. Podle ndvod(i pro hodnoceni vysledki

firmy Illumina (materidly volné ke staZeni na strankach www.illumina.com) lze

rozlisit gonozomalni numerické aberace, mozaiky apod. u konkrétnich vzork.
Soupravou 24sureV3 Ize ve vySetfovaném vzorku trofektodermu zachytit mozaiku
aneuploidie o rozsahu vétsim nez 50 %. Souprava 24sureV3 neni validovana pro
PGT-SR, tedy pro detekci segmentdlnich abnormalit. Neni vhodny pro detekci
reciprokych translokaci, ale Robertsonské translokace, kde se jedna o translokaci
celych dlouhych ramének akrocentrickych chromozomt, touto soupravou

detekovat lze.

4.3 NGS - Sekvenovani nové generace

Metodou NGS, kterou vyuzivd souprava VeriSeq (Illumina) lze wvySetfit

aneuploidie vSech 46 chromozom1.
Nejprve jsme provedli celogenomovou amplifikaci vzorku. (viz 4.1)

4.3.1 Kvantifikace dsDNA a fredéni DNA

1. Reagencie (Qubit buffer, SI a S2 standardy a Qubit reagent) jsme nechali

vytemperovat na pokojovou teplotu.

2. PCR desticku jsme vlozili do chladiciho stojanku a nafedili naamplifikované

produkty (5ul produktu + 45ul vody).
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4.3.2

Na kazdy vzorek (a 2 standardy Sl a S2) jsme pfipravili working solution
(199 ul Qubit buffer +1 pl Qubit reagent).

Do 0,5 ml zkumavek jsme pfidali 198ul working solutionu a pfidali 2 ul DNA,
do 2 zkumavek pro standardy jsme pridali 190ul working solutionu a ptidali

10 ul S1 a S2, zvortexujeme.

Vzorky jsme uchovavali 2 minuty ve tmé pfi pokojové teploté a nasledné

zmérili ve fluorometru (Qubitu).

Zmétené koncentrace jsme zadali do Worklistu (ten vypocita dalsi fedéni

na koncentraci 0,2 ng/pul).

Do cisté PCR destic¢ky jsme napipetovali vypocitané mnozstvi DNA a vody

a uchovavali desticku na ledu.

Desticku jsme pfikryli, zcentrifugovali a ihned jsme pfesli k enzymatické
fragmentaci (tagmentaci) DNA, (krok nelze pferusit - pokud nelze

pokracovat v tagmentaci, DNA se nefedi).

Tagmentace (oznaceni a fragmentace SurePlex amplikont)

Novou PCR desticku jsme oznadili VTA (VeriSeq Tagment Amplicon Plate).

Do kazdé jamky jsme pfidali 10 ul TD pufru, 5 pl ATM tagmentacniho mixu
a 5 ul DNA (o koncentraci 0,2 ng/pl).

Smés jsme promichali pipetou, zalepili a centrifugovali 1 minutu pfi

1500 rpm.
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4.3.3

4.3.4

Desticku jsme vloZili do cykleru s vyhfivanym vikem a nechali vzorky

tagmentovat 5 minut pfi 55°C (program Tagment).

Vychladili jsme desticku na 10°C a ihned pokracovali k neutralizaci — pfidali

jsme 5 ul NT pufru do kazdé jamky a promichali.

Zalepili jsme desti¢ku, zcentrifugovali a inkubovali 5 minut pfi pokojové

teploté, ihned jsme pokracovali k PCR amplifikaci.

PCR amplifikace (indexace)

Ke vzorktim na desti¢ce jsme ptidali 5 pl 2 primert.

Pridali jsme 15 pl PCR master mixu (NPM), promichali, zalepili

a zcentrifugovali.

Vlozili jsme zalepenou desticku do PCR cykleru a spustili (program

Indexace).

Cisténi PCR produkta

. AMPure XP roztok skulickami jsme nechali temperovat 15 minut pfi

pokojové teploté a zvortexovali ho, abychom rozptylili kulicky.

VTA desticku jsme zcentrifugovali a ke kazdému vzorku jsme pridali

45 pl AMPure XP a poradné promichali.

Desticku jsme pfemistili na magneticky stojanek.
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4.3.5

Opatrné jsme odstranili supernatant (v pfipadé, zZe se ndm podaftilo nabrat
se supernatantem i n€jaké kulicky, vratili jsme obsah zpét a pockali jsme dalsi

2min, postup jsme zopakovali).

Pridali jsme 200 ul 80% ethanolu, inkubovali 30 sekund a poté opatrné

odstranili supernatant. Tento krok jsme jesté jednou zopakovali.

Desticku jsme nechali 15 minut vyschnout a nasledné jsme ptidali 50 pul RSB
pufru (resuspend buffer), vyjmuli jsme desticku z magnetického stojanku,

promichali a zcentrifugovali.

VTA desticku jsme premistili na magneticky stojanek a nechali 2 minuty stat.

Pripravili jsme si novou PCR desticku a do ni jsme pfenesli

45 ul supernatantu z VTA desticky.

Normalizace knihovny

Normalizaéni mikrokuli¢ky (LNB1) a normaliza¢ni vymyvaci roztok (LNW1)

jsme nechali temperovat pfi pokojové teploté.

Normalizaéni mikrokulicky jsme museli dikladné zvortexovat, aby

se kulicky rozsuspendovaly.

Smichali jsme 1,1 ml normaliza¢niho aditiva (LNA1) s 200 pl LNBI

a promichali.

Pripravili jsme si novou desticku a nazvali ji LNP (Library normalization

plate), pfidali jsme do ni smés LNA1 s LNB1 po 45 pl.
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10.

11.

12.

13.

14.

Pridali jsme 20 ul precisténé DNA z PCR desticky, zalepili jsme ji a nechali

homogenizovat 30 minut pti 1800 rpm, centrifugovali jsme jen kréatce.

LNP desticku jsme pfemistili na magneticky stojanek na 2 minuty, odebrali

jsme supernatant a odstranili jsme formamid.

Desticku jsme sundali z magnetického stojanku a promyli jsme ji

45 pl normaliza¢niho vymyvaciho roztoku LNW1.

Desticku jsme zalepime PCR folii, 5 minut homogenizovali pfi 1800 rpm

a nasledné centrifugovali.

Premistili jsme desticku na magneticky stojanek na 2 minuty.

Sundali jsme desticku ze stojanku, oapkovali jsme promyti roztokem LNW1

a odsali jsme supernatant.

Pfidali jsme 30 pl O, AN NaOH, promichali, desticku zalepili

a homogenizovali 5 minut pti 1800 rpm.

Opét jsme premistili desticku na magneticky stojanek na 2 minuty.

Pripravili jsme si novou PCR desticku a pfidali do ni 25 pl LNS1 pufru
a 25 ul supernatantu z LNP desticky.

PCR destic¢ku jsme prikryli a centrifugovali 1 minutu pfi 280 g.
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4.3.6

4.3.7

Smichani knihoven a naneseni vzorku na MiSeq

Smichali jsme ve zkumavce 5 ul od kazdého vzorku, smés jsme

zhomogenizovali a zcentrifugovali.

15 pl vzniklé smési (Library pool) jsme pfenesli ze zkumavky do ¢isté PCR

zkumavky.

Pridali jsme 85 ul pufru HT1 ke vzniklé smési (celkem 100 pl) a smés opatrné

zvortexovali a zcentrifugovali.

Ihned jsme premistili smés do cykleru (program Denatur).

Z cykleru jsme prenesli 100 pl smési do zkumavky k 600 pl studeného HT1,

smés jsme nechali v chladu do naneseni do kazety.

Do kazety jsme nanesli 600 pl vzorku a kazetu vloZili do pfistroje MiSeq.

Naneseni vzorku do sekvenatoru

Postupovali jsme presné podle instrukci na displeji pristroje. Sekvenaéni proces

je plné automatizovany.

Vysledkem sekvenovani je rozsahly soubor dat a tidajii o kvalité probéhlé reakce.

Pokud reakce spliiuje kvalitativni parametry, 1ze vysledky pouZit pro analyzu.

4.3.8

Analyza dat

Program BlueFuse Multi analyzuje data ziskana sekvenovanim DNA v MiSequ.

Vysledkem je soubor tdajii potfebnych k formulaci zavéru vysetfeni. Podle navodt

pro hodnoceni vysledkt firmy Illumina (materidly volné ke stazeni na strankach
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www.illumina.com) 1ze soupravou VeriSeq detekovat numerické aberace i mozaiky

aneuploidii a rovnéz strukturni (segmentalni) abnormality v minimdlnim rozsahu

alespon 2Mb. [25]

4.4 Statistické zpracovani dat

Ziskana data jsme zpracovali pomoci programu Microsoft Excel. Informace
o jednotlivych cyklech jsme usporadali do tabulky, kde jsme u kazdého cyklu uvedli
datum biopsie materidlu, identifika¢ni ¢islo Zeny, rodné cislo Zeny, vék Zeny v dobé
odbéru oocytt, typ vzorku, celkovy pocet embryi, pocet euploidnich embryi, pocet
podminéné doporuditelnych embryi, pocet aneuploidnich embryi, uskutecnéni
embryotransferu, pocet gravidit, pocet abortli, indikace k PGT-A a metodu
vySetfeni. Z téchto dat jsme vychdzeli pro vyhodnoceni vysledki za pomoci

dostupnych funkci a pro vytvoreni grafti.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vyhodnoceni vysledkt laboratofe od roku 2012

Tabulka 4 - Ptehled informaci o PGT-A cyklech

Pocet cykli PGT-A (bez

) ] arrayCGH 546
translokaci a monogennich 637
chorob) NGS 91
Vysetl:"(,)vany 1850
material: blastomera
Pocet embryi 2981 Vysetiovany
material: buriky (1131
trofektodermu
Vysetfovany 1850 (343
2595 material: blastomera |cykld)
Metoda aCGH embryi (546 | vy sett ;
It ysewovany 745 (203
cyklu) material: bunky cyklii)
trofektodermu yeu
,| VySetfovany ,
1 1
Metoda NGS ?98 1 Celr:lll];)r Y material: buriky ?98 1c irlr:;))ryl
Y trofektodermu Y
Pocet provedenych
. 360
embryotransferti
Pocet cyklt bez 77
embryotranferu
Uspésnost
otéhotnéni/ 48,8 %
embryotransfer
Pocet téhotenstvi 176 Tspés
Usvpesnc:st, 276 %
otéhotnéni/ cyklus
Pocet abortti 30 (17 %)

Preimplantacni genetické testovani aneuploidii bylo provedeno u 637 pacientek

(cykla) podstupujicich IVF cyklus. Priimérny vék pacientek je 38,41 let. Celkem bylo

vySetfeno 2981 embryi. U 1850 embryi byla bioptovana a vySetfena blastomera, u 1131
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embryi byly odebrédny a vySetfeny buriky trofektodermu. K PGT-A byla zpocdatku

vyuzivana metoda aCGH, kterd byla postupné nahrazena metodou NGS.

Metodou aCGH bylo vySetfeno 2595 embryi (546 cykl(), u1850 embryi
(343 cyklt) byla vySetfena blastomera a u 745 embryi (203 cyklil) byl vySetfovan
trofektoderm. U 26 % vzork bylo vySetfeni blastomery neinformativni a vySetieni

embrya bylo opakovano na bunkach trfektodermu.

Metodou NGS byly vySetfeny burniky trofektodermu z 381 embryi (91 cykl).

Euploidnich embryi bylo 32 % zcelkového poctu vySetfovanych embryi

a aneuploidnich embryi bylo 68 %.

Transfer embrya byl proveden u 360 pacientek (56 % z 637 cyklt) a 176 pacientek
(48 %) po transferu vysetfeného a doporuceného embrya otéhotnélo. U 30 pacientek

(17 % z celkového poctu téhotnych) doslo k potratu.

Do vypoctu uspésnosti PGT-A nebyly zapoditavany cykly, které se primarné

vysetfovaly z divodu monogenni choroby a prenasecstvi translokace.

Popsana data jsou uvedena v Tabulce 4.
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5.2 Zastoupeni indikacénich skupin u pacientek podstupujicich

" aberace .
monogenni oD 3% na prani
choroby 5% 4%
2%
muzsky faktor
5%
translokace AMA
9% 36%
gonozomalni
mozaiky

3%

opakované
téhotenské ztraty
(RSA, RIF)
33%

Obrizek 7 - Graf zastoupenti jednotlivych indikaci u celkové souboru pacientek podstupujici PGT-A

Zastoupeni jednotlivych indikaci v celém souboru pacientek je uvedeno

nad 35 let (AMA) a to v zastoupeni 36 %. Nasledné to jsou opakované téhotenské
ztraty (selhani implantace - RIF a opakované spontanni potraty - RSA) ve 33 %.
Muzsky faktor (spermie ziskané metodami MESA/TESE, mikrodelece v AZF
oblastech

na chromozomu Y, gonozomalni abnormality nalezené u muze) byl davodem
kindikaci v5 % PGT-A cykli. Na pfani pacientky (4 %) se PGT-A provadélo
u mladsich pacientek, které nesplnovaly indikacni kritéria (RIF, RSA, AMA) a pfesto
si praly provedeni PGT-A (vétSinou cizinky samoplatkyné). 5 % z celkového poctu
PGT-A cykli jsou pacientky, které podstupuji 1é¢bu s darovanymi oocyty. Vysetfeni
aneuploidii vSech chromozom je dtilezité i v cyklech, kde je primarni vySetfeni
genu zptisobujictho monogenni chorobu (2 %) nebo v cyklech, kde jeden z partnerti

je pfenasecem balancované translokace (9 %). Vyskyt gonozomadlni mozaiky
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u partnerky je vzastoupeni 3 %, dité nebo plod z predchozi gravidity

s chromozomalni aberaci bylo indikaci ve 3 %.

Pomér indikaci k PGT-A se lisi v riznych vékovych skupinach pacientek, proto
jsme soubor pacientek rozdélili do 3 vékovych skupin — do 34 let, 35-39 let, nad
40 let.

aberace
3%

monogenni
choroby
4%

na prani

19%

translokace
21%

gonozomalni
mozaiky
2%
muzsky faktor
13% opakované
téhotenské ztraty
(RIF, RSA)

38%

Obrdzek 8 - Graf zastoupent jednotlivych indikaci u pacientek do 34 let

Zastoupenti jednotlivych indikaci u pacientek do 34 let je uvedeno v Obrazku 8.
U pacientek do 34 let véku byly nejcastéjsi indikaci opakované téhotenské ztraty
(RSA, RIF) v 38 %. Pfenasecstvi translokace u jednoho z partnerti bylo indikaci
u 21 % cyklt. V19 % bylo indikaci pfani pacientky podstoupit preimplantacni
vySetfeni embrya bez indikace. Z divodu muzského faktoru se provadélo PGT-A
u 13 % cykld. Monogenni choroby jsou zastoupeny ve 4 %, ve 3 % chromozomalni
aberace diagnostikované u plodu nebo ditéte v predchozi gravidité. Z dtivodu

vyskytu gonozomalni mozaiky u partnerky bylo PGT-A indikovano u 2 % pacientek.
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monogenni aberace oD
choroby 3% 1%
2%

opakované

téhotenské ztraty
(RSA,RIF)
43%

translokace

10% AMA

34%

muizsky faktor
5%

gonozomalni
mozaiky
2%

Obrizek 9 — Graf zastoupeni jednotlivyich indikaci u pacientek ve véku 35-39 let

Zastoupeni jednotlivych indikaci u pacientek ve véku 35-39 let je uvedeno
v Obrazku 9. V této vékové kategorii jsou nejcastéjsi indikaci opakované téhotenské
ztraty (tedy RSA a RIF) —43 %. Zacina byt pomérné hojné zastoupena indikace AMA,
jelikoz pravé od 35 let véku je pokrocily vék Zeny indikaci k PGT-A. Tato indikace
se v této vékoveé kategorii vyskytovala ve 34 %. JizZ v mensim zastoupeni se PGT-A
provadélo i v cyklech, kdy se u partnert vyskytovala translokace (10 %), kdy zde
hral roli muzsky faktor (5 %) a v cyklech, kdy se vysetfoval gen na monogenni
onemocnéni (2 %). Chromozomalni aberace plodu nebo ditéte z predchozi gravidity
jsou zastoupeny ve 3 %, gonozomalni mozaiky u partnerky ve 2 %, pfipady, kdy

jsou Zené darované oocyty v 1 %.
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aberace translokace
oD 2% 1%
muzsky faktor 11%
1%

monogenni

choroby
1%

gonozomalni
mozaiky
4%

AMA
59%

opakované
téhotenské ztraty
(RSA, RIF)
21%

Obrizek 10 - Graf zastoupent jednotlivych indikaci u pacientek ve véku nad 40 let
Zastoupeni jednotlivych indikaci u pacientek ve véku nad 40 let je uvedeno
v Obrazku 10. U kategorie Zen ve véku nad 40 let zcela prevazuje (a to v 59 %) jako
indikace pokrocily vék Zeny (AMA). Ostatni indikace jsou zastoupeny v pomérné
mensi mife. Opakované téhotenské ztraty se zde jako indikace vyskytuji ve 21 %
pripadii, lécba s darovanymi oocyty v 11 %. Ostatni indikace se vyskytovaly v nizké
mife. Aberace z predchozich gravidit — 2 %, gonozomalni mozaiky u zeny - 4 %,

translokace, monogenni choroby i muzsky faktor —1 %.

5.3 Zastoupeni euploidnich a  aneuploidnich  embryi
v jednotlivych indikac¢nich skupinach

Porovnani vyskytu euploidnich a aneuploidnich embryi v jednotlivych
indikac¢nich skupindch se provadélo u pacientek, které nepodstupovaly PGT-M
a PGT-SR.
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Obrizek 11 - Graf procentudlniho zastoupeni embryi u indikacni skupiny opakovanych téhotenskijch ztrat

Procentudlni zastoupeni embryi u indika¢ni skupiny opakovanych téhotenskych
ztrat je uvedeno v Obrazku 11. V jednotlivych vékovych skupindch je pomér mezi
euploidnimi a aneuploidnimi embryi u pacientek, které jako indikaci k PGT-A mély
opakované téhotenské ztraty, znatelny. Celkovy nartist aneuploidnich embryi je
15 %. U Zen do 34 let véku prevladaji v 60 % aneuploidni embrya nad embryi
euploidnimi — ve 40 %. Ve skupiné 35-39 let za¢ind procento aneuploidnich embryi
stoupat a nartist aneuploidnich embryi je 0 9 % - tedy 69 % aneuploidnich embryi,
31 % euploidnich embryi. V posledni vékové skupiné — nad 40 let je jiz pouze 25 %

euploidnich embryi z celkového poctu embryi, 75 % embryi je tedy aneuploidnich.
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Obrizek 12 - Graf procentudlniho zastoupeni embryi u indikacnich skupin na piini a AMA

Procentudlni zastoupeni embryi u indika¢ni skupiny na pfani a AMA je uvedeno
v Obrazku 12. Indikaéni skupina ,na pfani” (tedy pacientky, které nemaji Zddnou
historii reprodukc¢nich netispéchti, nespliiuji vékovou hranici k indikaci PGT-A, ale
presto si pteji vysetfeni PGT-A — vékovy pramér 30,6 let) ma pomérné vyrovnany
pomeér euploidnich a aneuploidnich embryi. Aneuploidni embrya jsou zastoupena
v 51 %, euploidni embrya ve 49 %. Nartist aneuploidnich embryi je oviem znacny
vindika¢ni skupiné AMA (tedy pacientky nad 35 let véku bez historie
reprodukénich netispéchti — vékovy prameér 40,9 let). Zde jsou aneuploidni embrya

zastoupena v 72 % a euploidni v 28 %.
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Obrizek 13 - Graf procentudlniho zastoupeni embryi u ostatnich indikacnich skupin

Procentudlni zastoupeni embryi u ostatnich indikacnich skupin je uvedeno
v Obrazku 13. Pomérné vyrovnané zastoupeni euploidnich embryi (44 %)
a aneuploidnich embryi (56 %) je u pacientek, kterym byly darovany
oocyty - nejcastéji to jsou pravé pacientky nad 40 let véku. V pripadech, kdy je
indikace k PGT-A z dtvodu muzského faktoru se aneuploidni embrya vyskytuji
v 61 %, euploidni embrya ve 39 %. Vyskyt aneuploidnich embryi je vyssi u pacientek
s vyskytem chromozomdlnich aberaci u plodu nebo ditéte v predchozich
graviditach (aneuploidnich embryi 75 %, euploidnich embryi 25 %) a s ndlezem

gonozomalnich mozaiek (aneuploidnich embryi 69 %, euploidnich embryi 31 %).
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5.4 Uspésnost otéhotnéni v jednotlivych indikaénich skupinach
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Obrizek 14 - Graf procentudlni tispénosti otéhotnéni a procentudlniho zastoupeni abortii

Procentudlni tspésnost otéhotnéni a procentudlni zastoupeni abortt je uvedeno
v Obrazku 14. Nejvyssi procentudlni tspésnost otéhotnéni (73 % na embryotransfer;
61,3 % na cyklus) je u indikacni skupiny pacientek ,na pfani”. Jedna se o mladé
pacientky bez historie reprodukénich ztrat. K abortiim u téchto pacientek doslo
v 10 % ptipadh z celkového poctu téhotenstvi. Procentualni tispéSnost otéhotnéni
ve vysi 58,4 % na embryotransfer (3,4 % na cyklus) se vyskytuje u indikace
opakovanych reprodukénich ztrat u Zen ve véku 35-39 let. Cetnost aborttl je oviem
v této indikacéni skupiné 21 %. Treti nejvyssi uspésnost otéhotnéni na embryotransfer
se vyskytuje u indikace chromozomalnich aberaci z pfedchozich gravidit, a to
ve vysi 57,1 % (22,2 % na cyklus) a to dokonce s nulovym vyskytem aborti.
Uspésnost na embryotransfer je u indikace AMA 50,4 % (ovsem 22,3 % na cyklus).
Taktéz vyskyt abortli je zde pomérné vysoky — 20,7 %. U pacientek, které
podstupovaly  léébu s darovanymi oocyty je tuspéSnost otéhotnéni

na embryotransfer 50 % (40 % na cyklus). OvSem je zde nejvyssi procento abortii
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ze vsech indikacnich skupin (23,07 %). Procentudlni tspésnost otéhotnéni u dalsich

indikacnich skupin je uvedena v Obrazku 14.

5.5 Zastoupeni euploidnich a aneuploidnich embryi u aCGH
a NGS

m euploidni

B mozaiky

M aneuploidni
aCGH

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Obrizek 15 - Graf zastoupeni euploidnich a aneuploidnich embryi a mozaiek u metod aCGH a NGS
Zastoupeni euploidnich a aneuploidnich embryi a mozaiek u metod aCGH a NGS
je uvedeno v Obrazku 15. Pfi pouzivdni metody aCGH bylo v celkovém poctu
vysetfovanych embryi detekovano 28,9 % euploidnich embryi a 69,4 % embryi
aneuploidnich. Mozaiky byly detekovany u 17 % embryi z celkového poctu.
Metodou NGS bylo v celkovém poctu vySetfovanych embryi detekovano 24,6 %
euploidnich embryi a 56,6 % embryi, a 18,8 % embryi s mozaikou aneuploidie

jednoho nebo vice chromozoma.
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6 DISKUZE

Ur¢ili jsme zastoupeni vSech indikaci v kompletnim souboru pacientek, které
podstoupily PGT-A cyklus. Do vypocétu poméru jednotlivych indikaci byly zafazeny
i pacientky s primarni indikaci pro PGT-SR a PGT-M, u kterych se rovnéz provadélo
vySetfeni PGT-A u embryi. Do jiného statistického zpracovani nebyly tyto dvé
indikac¢ni skupiny zafazeny z divodu jejich specifickych vlastnosti. Z kompletniho
souboru pacientek vyplyva, Ze nejcastéjsi indikaci k PGT-A je indikace AMA (36 %)
a za ni nasleduje indikace opakovanych téhotenskych ztrat (33 %). Lze tedy
konstatovat, Ze pravé tyto dvé skupiny indikaci tvofi vétSinu pacientek Sanatoria
PRONATAL. OvSem zastoupeni jednotlivych indikaci se lisi s vékem pacientek,
proto jsme pacientky rozdélili do 3 vékovych kategorii — do 34 let, 35-39 let a nad
40 let. Ve skupiné do 34 let a ve skupiné 35-39 let prevlada v zastoupeni vSech
indikaci indikace opakovanych téhotenskych ztrat — ve skupiné do 34 let ve 38 %
a ve skupiné 35-39 let dokonce ve 43 %. Indikace AMA je ve skupiné 35-39 let
zastoupena u pacientek ve 34 %, ale ve vékové skupiné nad 40 let jiz tvofi 59 %.
PGT-A umoZiiuje vybér a pfenos pouze euploidniho embrya, a tim dosdhnout
podobné uspésnosti otehotnéni i u starsich Zen bez ohledu na vék a také snizit pocet

vicecetnych téhotenstvi.

V nasem souboru jsme detekovali z celkového poctu embryi z PGT-A cykla 32 %
euploidnich a 68 % aneuploidnich embryi. Vyskyt euploidnich a aneuploidnich
embryi se vSak lisi v jednotlivych indikac¢nich skupindch. Velkou skupinu pacientek
IVF center tvori Zeny s historii reprodukcnich ztrat (opakované potraty, opakovana
selhdni implantace po pfenosu embrya). Ve skupiné Zen s opakovanymi selhanimi
implantaci a opakovanymi aborty do 34 let byl vyskyt euploidnich embryi 40 %.
Skupina Zen 35-39 let méla euploidni embrya zastoupena ve 31 % a skupina Zen nad
40 let ve 25 %. U Zen, které mély jako indikaci k PGT-A vySetfeni pouze AMA, jsou

euploidni embrya zastoupena ve 28 %. Je zde vidét zfetelny pokles euploidnich
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embryi a zaroven ndrust aneuploidnich embryi se stoupajicim vékem zen, jak uvadi

naptiklad [26].

Procentudlni aspésnost ot€éhotnéni u pacientek se taktéz lisi podle indikaénich
skupin. U kazdé indikace byla spoditana procentudlni uspésnost otéhotnéni
na cyklus a procentualni uspésnost otéhotnéni na embryotransfer. Uspésnost
otéhotnéni na cyklus odpovida situaci, kdy by pfendSend embrya nebyla
vySetfena - vSechna vysSetfovand embrya byly kvalitni blastocysty, které byly
z embryologického hlediska vhodné k transferu. V PGT-A cyklech, kdy embrya
vySetfena jsou, je pro nas rozhodujici ukazatel uspésSnosti ,otéhotnéni
na embryotransfer”. Porovndnim hodnoty tuspéSnosti otéhotnéni na cyklus
s hodnotou tspésnosti otéhotnéni na embryotransfer dojdeme k zavéru, ze PGT-A

zvySuje uspésnost otéhotnéni v nékterych skupinach az dvojndsobné.

Od roku 2012 se pomoci metody aCGH, kdy se zacala v Genetické laboratofi
Sanatoria PRONATAL pouzivat, vysetfilo 2595 embryi u 546 pacientek. VySetfeni
blastomery se provedlo u 1850 embryi, ale u 26 % vzorkt bylo vySetfeni blastomery
neinformativni a po dohodé€ sembryology byla provedena rebiopsie bunék
trofektodermu a jejich vySetfeni k upfesnéni vysledkti. Pomérné castd nutnost
opakovani vysetteni vedla k rozhodnuti pouzivat pro vySetfeni embryi vyhradné
bunky trofektodermu (Obrazek 19, 20). Biopsie a vySetfeni buné€k trofektodermu

bylo provedeno u 745 embryi.
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Obrizek 16 - Blastomera 3 denniho embrya A vysetiend metodou aCGH
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Obrdzek 17 - Butiky trofektodermu 5 denntho embrya A vysettené metodou aCGH

Na Obrazku 16 a Obrazku 17 je viditelny rozdil vysledku vySetfeni blastomery
z3 denniho embrya a vySetfeni bunék trofektodermu odebranych ze stejného
5 denniho embrya metodou aCGH. Ve vysledku vySetfeni blastomery byly viditelné
suspektni segmentdlni abnormality a vysledek proto nebyl plné informativni.
Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o kvalitni a dobfe se vyvijejici embryo, byla 5. den
provedena rebiopsie bunék trofektodermu a jejich vySetfeni metodou aCGH.
Na zdkladé normalniho vysledku bylo embryo doporuceno k transferu. Je zfejmé,
ze vySsetfeni n€kolika bunék trofektodermu odebranych z embrya vyrazné zvysuje
kvalitu vysledku. Metoda aCGH byla vhodna pro detekci Robertsonskych
translokaci, protoZze je schopna detekovat aneuploidie celych chromozomi, mensi

strukturni abnormality jsou pod detekénim limitem metody. [27]

S nastupem metody NGS v roce 2016 se vysledky vysetfovani bunék embryi zcela
zpresnily, jelikoz tato metoda je schopna rozliSit i strukturni abnormality
a numerické aberace v mozaice. Celkem bylo vySetfeno 381 embryi u 91 pacientek.
Vzhledem k tomu, ze se z embrya odebere 5-10 bunék, vyskyt neinformativnich

vysledk je vyjimecny.
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Obrdzek 18 - Buiiky trofektodermu 5 denniho embrya B vysettené metodou aCGH
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Obrdzek 19 - Butiky trofektodermu 5 denniho embrya B vysetiené metodou NGS

Rozdilny vystup vySetfeni stejného embrya metodou aCGH a NGS je znadzornén
na Obréazku 18 a 19. Metoda aCGH neni schopna detekovat mozaiku nizsi nez 50 %
na rozdil od metody NGS, ktera je schopnost detekovat méné nez 20% mozaiku.

Mozaiky do 20 % jsou vSak povazovany za normalni vysledek. [14]

Embrya s mozaikou jsou komplexni problém, se kterym se potykaji vSechny
laboratote provadéjici PGT-A metodou NGS, a proto spole¢nost PGDIS vydala
doporuceni tykajici se jejich hodnoceni a rozhodovani o jejich doporuceni
k embryotransferu. ZaleZi na typu a mife mozaiky, napf. embrya s mozaikou
trizomie chromozomu 13, 18, 21 a §, jejichz trizomie jsou slucitelné se Zivotem, by se
rozhodné pro transfer doporucovat nemeéla. Segmentalni abnormality v mozaice by
se mély hodnotit zvlast obezretné. Vysvétleni nalezti by melo byt provedeno

pacientlim v rdmci genetické konzultace pfed piipadnym transferem embrya. [28]
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7 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo seznamit se s metodami, které se vyuzivaji
k detekci chromozomovych abnormalit u preimplantac¢nich embryi. V Genetické
laboratofi Sanatoria PRONATAL jsem se zucastnila provadéni i vyhodnoceni obou

metod (aCGH, NGS), které se zde pro vySetfeni bunék embryi vyuzivaji.

Obé metody vyrazné snizuji riziko pfenosu aneuploidniho embrya v IVF cyklu.
Zavedenim metody NGS se zpfesnilo vySetfeni az na uroven strukturnich
abnormalit a mozaiek, které metoda aCGH neni schopna zachytit. Zpracovanim
informaci o vSech cyklech, které probéhly od roku 2012 az do roku 2017 1ze potvrdit
skutecnost, Ze vliv véku Zeny na vyskyt chromozomovych abnormalit v ranych

embryich uvadény v literatufe je znacny.

Pfinos preimplantac¢niho testovani aneuploidii u embryi je zfejmy ve vsSech
indikac¢nich skupinach, pfedevsim u starSich pacientek a pacientek s opakovanymi
reprodukénimi ztratami. Diky pfenosu euploidniho embrya do dé€lohy se Sance

pacientek na otéhotnéni vyrazné zvysuje.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

aCGH

ADO

Al

AMA

AZF

BAC

CBAVD

CFTR

DAPI

DNA

ET

FISH

ICSI

IUI

IVF

KET

LNA1

Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu (array
comparative genomic hybridization)

Vypadek alely (allelic drop-out)

Arteficidlni inseminace

Pokrodily vék matky (advanced maternal age)
Azoospermicky faktor

Lidska DNA zakomponovana v bakteridlni DNA (bacterial
artificial chromosomes)

Vrozena bilateraIni ageneze chdmovodu (congenital bilateral
absence of the vas deferens)

Membranovy protein regulujici pfenos chlorid (cystic fibrosis
trasmembrane conductance regulator)

Fluorescencni barvivo, které se vaze na oblasti DNA bohaté na
baze AT (4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride)

Deoxyribonukleovéa kyselina
Embryotransfer

Fluorescen¢ni in situ hybridizace
Intracytoplazmaticka injekce spermie
Intrauterinni inseminace

Mimotélni oplodnéni (in vitro fertilizace)
Kryoembryotransfer

Normalizac¢ni aditivum
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LNB1
LNP
LNW1

MESA

MPS
NaOH
NGS
NRAR
NT pufr
OD

PBS
PCR
PGT-A
PGT-M
PGT-SR

PICSI

real-time PCR

RIF

RSA

Normalizaéni mikrokulicky
Normalizaé¢ni deska (library normalization plate)
Normaliza¢ni vymyvaci roztok

Mikrochirurgicka aspirace spermii z nadvarlete (microsurgical
epididymal sperm aspiration)

Masivni paralelni sekvenovani

Hydroxid sodny

Sekvenovani nové generace (next-generation sequencing)
Narodni registr asistované reprodukce

Neutralizacni tagmentacni pufr (neutralize tagment buffer)
Darovana vajicka (oocyte donor)

Fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
Polymerdzova retézova reakce

Preimplantacéni genetické testovani aneuploidii
Preimplantac¢ni genetické testovani monogennich chorob
Preimplantacni genetické testovani strukturnich aberaci

Pfirozeny vybér zralé spermie pro ICSI (physiological
intracytoplasmic sperm injection)

Polymerdzova retézova reakce v redlném case

Opakované selhani implantace po IVF (repeated implantation
failure)

Opakované potraceni po spontdnnim otéhotnéni (repeated
spontaneous abortions)

63



RSB
SNP
SsC
Tag
TEN
TESE

VTA

WGA

Standardni retikulocytovy pufr (eticulocyte standard buffer)
Jednobodovy polymorfismus (single nucleotid polymorphism)
Solny roztok citratu sodného (saline sodium citrate)

Thermus aquaticus

Tromboembolicka nemoc

Extrakce spermii z tkané varlete (testicular sperm extraction)

Tagmentacni deska pro VeriSeq (VeriSeq tagment amplicon
plate)

Celogenomova amplifikace (whole genome amplification)
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