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Seznam pojmu a zkratek

aCGH

BAC

bp
CCS

CGH

CVS
DOP-PCR

dsDNA
FISH
HLA
ICM
IVF

kb

kbp
MDA

MtDNA
NGS
PB
PCR
PEP

PGD

Komparativni genomova hybridizace na mikroCipech (Array Com-
parative Genomic Hybridization)

Bakterialni umély chromozom (Bacterial Artificial Chromosome)
Pary bazi (Base Pairs)

Komplexni screening chromozomu (Comprehensive Chromosome
Screening)

Komparativni genomova hybridizace (Comparative Genomic Hybri-
dization)

Odbér choriovych klki (Chorionic Villus Sampling)

PCR vyuzivajici degenerované oligonukleotidové primery (Degene-
rate Oligonucleotide Primed Polymerase Chain Reaction)

Dvouvlaknova DNA (Double-stranded DNA)

Fluorescencni in situ hybridizace (Fluorescent in situ hybridization)
Lidsky leukocytarni antigen (Human Leukocyte Antigen)

Vnitfni buné€&na hmota — embryaoblast (Inner Cell Mass)

in vitro fertilizace (in vitro Fertilization)

Tisic bazi

Tisic parQ bazi

Amplifikace nasobnym vytésfiovanim fetézce (Multiple Displace-
ment Amplification)

Mitochondrialni DNA

Sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing)
Polarni télisko (Polar Body)

Polymerazova fetézcova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Preamplifikace prodluzovanim primeru (Primer Extension Preampli-
fication)

Preimplantacni geneticka diagnostika (Preimplantation Genetic Di-
agnosis)
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PGT

PGT-A

PGT-M

PGT-SR

SBS
SCHA
SCM
SNP

ssDNA
TE
UPD
WGA
ZP

Preimplantacni genetické testovani (Preimplantation Genetic Tes-
ting)

Preimplantac¢ni genetické testovani aneuploidii (Preimplantation
Genetic Testing for Aneuploidies)

Preimplantacni genetické testovani monogennich chorob (Preim-
plantation Genetic Testing for Monogenic Disorders)

Preimplantac¢ni genetické testovani strukturnich aberaci (Preim-
plantation Genetic Testing for Structural Rearrangements)

Sekvenovani syntézou (Sequencing By Synthesis)
Strukturni chromozomové aberace
Pouzité kultivacni médium (Spent Culture Medium)

Jednonukleotidovy polymorfismus (Single Nucleotide Polymor-
phism)

Jednovlaknova DNA (Single-stranded DNA)
Trofoektoderm (Trophoectoderm)

Uniparentalni disomie (Uniparental Disomy)
Celogenomova amplifikace (Whole Genome Amplification)

zona pellucida



Uvop

1 Uvod

Za poslednich 50 let se mira lidské neplodnosti zvySila o polovinu. Je odhadovano, Ze
v dnesni dobé se 15-20 % lidi v Ceské republice potyka s neplodnosti. Klinicky uznana té-
hotenstvi az z 10-15 % konci potratem, pfiCemz asi polovina téhotenstvi je ukonéena na-
sledky chromozomalnich abnormalit, v drtivé vétSiné aneuploidiemi. Je tedy zfejmé, ze za-
jem o lékafskou pomoc v centrech asistované reprodukce je ¢im dal vy$Si a diky tomu
védecky a technologicky pokrok v ramci asistované reprodukce v poslednich letech zna¢né
narlsta. Pred vice nez 30 lety se poprvé objevilo a o par let pozdéji bylo i aplikovano pre-
implantaéni genetické testovani (Preimplantation Genetic Testing, PGT), které je dnes uz
Siroce vyuzivané v centrech asistované reprodukce po celém svété, ma velkou zasluhu
v pomoci neplodnym pardm k uspésnému téhotenstvi a pravdépodobné je budoucnosti
asistované reprodukce.

Principem PGT je genetické vySetfeni embryi prostfednictvim uréitych metod, stanoveni
spravné diagnézy a vybér embrya idealniho k pfenosu do délohy pacientky — k implantaci.
Podle toho, co pfesné je na embryu testovano, Ize PGT rozdélit na preimplantaéni gene-
tické testovani aneuploidii (Preimplantation Genetic Testing for Aneuploidy, PGT-A), pre-
implantaéni genetické testovani strukturnich aberaci (Preimplantation Genetic Testing for
Structural Chromosomal Rearrangements, PGT-SR) a preimplantacni genetické testovani
monogennich chorob (Preimplantation Genetic Testing of Monogenic Diseases, PGT-M).
PGT-A je nejbéznéji vyuzivanym typem PGT vzhledem ke skute€nosti, ze pravé vyskyt
aneuploidie (stav bunky, ve které existuje nadbytek ¢i nedostatek chromozomu) v embryu,
pfedstavuje nejcastéjSi priinu ukonceni téhotenstvi. PGT-SR se zaméfuje na testovani
strukturnich aberaci tykajicich se chyb pouze useku konkrétniho chromozomu, tj. translo-
kaci, deleci, duplikaci aj. PGT-M se specializuje na detekci teoreticky vSech (z vice nez
8000 rdznych) monogenné dédi¢nych chorob vznikajicich mutaci v jednom z lidskych gena.
Tato bakalarska prace ma za cil shrnout problematiku vSech typu preimplantaéniho gene-
tického testovani, v€etné jeho historického vyvoje, popisu sou€asnych technik i technik po-
tencialné vyuzivanych v budoucnosti, které s PGT souvisi. Zaméfi se také na genetické

vady embryi a na indikace jednotlivych typa PGT.



Uvop

Je nepochybné, Ze pIné porozuméni PGT vyZaduje znalosti z oblasti vyvoje pohlavnich bu-
nék a embryi, které vSak jdou svym rozsahem za moznosti tohoto textu. Jako Castecné
feSeni této otazky se v textu snazim dulezité skute¢nosti definovat ¢i alesporn kratce vysvét-
lit.
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2 Historie preimplantacniho genetického testovani

Prvni diskuze o PGT byly vedeny jiz v roce 1986. Skupina odbornikd projednavala
moznosti provedeni preimplantacniho testovani, které by zamezilo potratim zplUsobenych
genetickymi vadami. Byli pfesvédc&eni, ze existuji dvé skupiny potencialnich pacientu: prvni,
s riskem porodu ditéte se sporadickym genetickym onemocnénim. Toto onemocnéni je dé-
di¢né pouze pokud rodi¢ ziskal chorobu genetickou mutaci. Mize mit za nasledek neuro-
degeneraci, kostni defekty, pfed€asné starnuti i rakovinu (Fisher et al., 2009). Do druhé
skupiny pak patfi rodiCe, ktefi maji trvale vysoké riziko ke zplozeni ditéte s genetickym one-
mocnénim (Imudia and Plosker, 2016). Odbornici vyvodili zavér, ze ,preimplantacni gene-
tické testovani nebude Siroce aplikované na v8echny pacienty s IVF, ale pouze za ucelem
zjisténi specifického onemocnéni nebo onemocnéni, pro ktera je konkrétni par vysoce rizi-
kovy.” (Wittingham and Penketh, 1987)

V roce 1990 byla poprvé zaznamenana aplikace preimplantaéniho genetického tes-
tovani. Handyside et al. (1990) dosahli uspésSného PGT u péti part. Pét Zen s rizikem pre-
nosu recesivné X-vazanych onemocnéni podstoupilo hormonalni stimulaci ovarii pomoci
gonadotropinl, odbér oocytl a nasledné bylo provedeno oplodnéni in vitro. Treti den byla
metodou polymerazoveé fetézcové reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) amplifiko-
vana DNA specificka pro Y chromozom ziskana biopsii. Poté byla identifikovana embrya
Zenského pohlavi a zavedena do déloh Zen, pfiCemz dvé Zeny otéhotnély s dvojvajeCnymi
dvojCaty Zzenského pohlavi. Po deseti tydnech bylo Zenské pohlavi plod potvrzeno pomoci
metody CVS (Chorionic Villus Sampling) — odbé&rem choriovych klku.

V 90. letech se metoda PGT pouzivala zejména za ucelem omezeni rozeni déti
s genetickymi onemocnénimi u matek pokrocilého véku, jelikoz bylo nékolika vyzkumy po-
tvrzeno, ze ¢im je vék Zeny vyssi, tim se zvySuje i prevalence abnormalit chromozom v
oocytech. Tim padem je u téchto Zen i vySSi pravdépodobnost produkce chromozomalné
abnormalnich embryi (Hassold and Hunt, 2009; Harper, 2017).

Roku 2000 se narodilo prvni dité na svété po preimplantacni genetické diagnostice
Fanconiho anémie. Fanconiho anémie je velmi vzacné genetické onemocnéni, které ma za
nasledek poruchu krvetvorby a riziko vzniku nadort z krevnich bunék. V organismu nemoc-
ného Clovéka dochazi k mutaci specifickych genu, které maji za ukol opravovat bunécnou

DNA (Nepal et al., 2017). Probéhla selekce a pfenos pouze nepostizenych embryi, ktera
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méla shodu v lidském leukocytarnim antigenu (Human Leukocyte Antigen, HLA) se souro-
zencem, kterému bylo nutné transplantovat pupecnikovou krev. Po narozeni byla ditéti ode-
brana pupecnikova krev a kmenové buriky z krve transplantovany Sestiletému sourozenci
s Fanconiho anémii. Tim padem pary, kterym hrozi narozeni ditéte s timto onemocnénim
a také jakémukoli onemocnéni vyzadujiciho darce se shodou v HLA kmenovych bunék,
mohou podstoupit IéEbu zamezujici onemocnéni ditéte (Wagner, 2000).

Pfi pocCatcich aplikaci PGT se predpokladalo, ze se vyrazné zvySi procento porod-
nosti u zen pokrocilého matefského véku. Bohuzel se vSak ukazalo, ze PGT neprokazuje
zadny progres spojeny s vy$Si porodnosti. Naopak se paradoxné porodnost u starSich ma-
tek jesté snizila, coz mélo za nasledek omezeni uzivani PGT na nékolik nasledujicich let
(Imudia and Plosker, 2016). Tento pokles nenastal proto, ze by PGT néjakym zplsobem
nefungovalo, ale z toho duvodu, Ze po diagnostikovani abnormalit v embryich nebyla tato
embrya pfenesena, tim padem se snizila nejen potratovost, ale i celkova porodnost.

V 10. letech 21. stoleti se v3ak uzivani metody PGT vyrazné zvySilo. Zagal se vyu-
Zivat tzv. komplexni screening chromozom( — tzn. v8ech 23 chromozomu namisto techniky
fluorescenéni in situ hybridizace (Fluorescent in situ Hybridization, FISH), provéfujici pouze
konkrétni sady chromozom, ktera se pouzivala doposud (Scott, Upham, Forman, Hong,
et al., 2013; Imudia and Plosker, 2016).

10
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3 Metody genetické analyzy

3.1 FISH - Fluorescencéni in situ hybridizace

Metoda FISH patfi mezi nejvyznamnéjsi cytogenetické techniky. Spociva v detekci
dédiénych i ziskanych chromozomalnich abnormalit, jako napf. chromozomaini translo-
kace, delece a amplifikace genu (Sugita and Hasegawa, 2017). Je to pomérné nakladna i
Casové narotna metoda, kterou by do budoucna chtélo co nejvice priblizit levnéjsi a rych-
lejSi podobé, ¢imz by se dosahlo i vy$Si dostupnosti v laboratofich (Vedarethinam et al.,
2010).

3.11 Historie FISH

Roku 1980 byla provedena prvni aplikace fluorescencni detekce in situ, a to pomoci
RNA sond, které byly znaCeny na 3‘ konci fluorofory komplementarnimi se specifickymi
sekvencemi DNA. V 80. letech byla detekce provadéna zejména pomoci biotinylovanych
sond (biotinylace spociva ve vazbé biotinu na protein, nukleovou kyselinu nebo jinou mole-
kulu) a pomoci fluorescenénich streptavidinovych konjugatu. Po asi deseti letech se zna-
¢eni sond DNA znacéné zlepSilo a umoznilo tak pfimou detekci diky dostatku fluorescen-
¢nich molekul (Levsky and Singer, 2003; Vedarethinam et al., 2010; Cheng et al., 2017).
Roku 1996 se podafilo Schrock et al (1996) pomoci pétibarevného schématu rozlisit
vSechny lidské chromozomy najednou.

Ve 21. stoleti se FISH stale zdokonalovala, a to jeji specificitou, rozlidenim a citli-
vosti. Dnes se FISH pouziva zejména v oblastech genomové mediciny a chirurgické pato-

logie a stale je na velkém vzestupu (Cheng et al., 2017).

3.1.2 Typy FISH

Mezi dva nejbé&znéjsi typy chromozomalnich technik se fadi FISH interfazova a
FISH metafazova.

Interfazova FISH se zaméfuje na identifikaci numerickych i strukturnich abnormalit
a je zavisla na konkrétni sondé. Je tedy vhodna pouze k vizualizaci jizZ znamych translokaci
a specifickych chromozomu. Pro jeji nedostateénou shodu se interfazova FISH nepouziva

pro prenatalni diagnostiku (Lee et al., 2001).

11
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Metafazovou FISH Ize naopak vyuzit k detekci vzorkl s neznamymi translokacemi
vS8ech chromozomu pomoci vicebarevnych sond. Pouziva se k identifikaci inzerci, deleci a
jinych aberaci specifické oblasti genomu. Jeji nevyhodou je extrémni obtiznost manipulace

s chromozomy a jejich fixovani (Liehr et al., 2006; Vedarethinam et al., 2010).

3.1.3 Mechanismus FISH

K provedeni FISH je zapotfebi dvou zakladnich sloZzek: DNA sonda a cilova DNA
sekvence. Typ sondy a sekvence se vybira podle toho, jaky druh genetické abnormality je
detekovan.

V prvnim kroku je nutné si nachystat DNA sondu. Ta je ziskana tak, ze se pfipravi
kratké sekvence jednovlaknové DNA (Single-stranded DNA, ssDNA) odpovidajici Casti
genu, ktery je zjistovan. Sondy jsou vzdy znaceny, a to riznymi zpusoby — napf. nahodnym
znacenim primeru, PCR nebo pomoci tzv. nick translation, coz je technika radioaktivniho
znaceni dvouvlaknové DNA (Double-stranded DNA, dsDNA) (Farrell, 2005).

Sondy se oznaduji dvéma zpUlsoby:

1. Pfimé oznadovani: ke znaceni se pouzivaji nukleotidy obsahuijici fluorofory.

2. Nepfimé oznacovani: sondy jsou znaceny modifikovanymi nukleotidy obsahujici hap-
teny, které jsou identifikovany znaCenou protilatkou. V tomto pfipadé je mozné hapten kon-
jugovat s enzymem, aby doslo k barevné reakci.

Daldim krokem je denaturace znacené DNA sondy i cilové sekvence DNA za vysoké
teploty (72-75 °C), ¢&imz dojde k rozvolnéni viaken sondy i sekvence. Poté je potieba vzorek
ochladit na 37 °C, tim se sonda navaze do cilové sekvence DNA a dojde k hybridizaci.

V dalSim kroku je nutné odstranit pfebytek sondy z cilové sekvence, ke které neni
komplementarni. Poté se vzorek fluorescenéné barvi a miize se vyhodnocovat za pomoci
fluorescenéniho mikroskopu se specializovanym pocitaovym programem (Savic and Bu-
bendorf, 2016; Ratan et al., 2017; Sugita and Hasegawa, 2017).

12
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Cilova DNA sekvence

Znaceni DNA sonda

T /f|% /

| 1. Denaturace

| 2. Hybridizace

‘ 3. Detekce sondy

| 4. Analyza

AN

Obr. 1: Schématicky postup metody FISH
(modifikovano dle Ratan et al., 2017)

3.2 PCR - polymerazova rfetézcova reakce

PCR je metoda slouzici k molekularnimu klonovani DNA. Dochazi k opakujicimu se
cyklu replikace a amplifikace specifickych segmentd DNA. Tyto segmenty pak umoznuje
naklonovat az miliardkrat. PCR se vyuziva v mnoha laboratornich i klinickych aplikacich,
jako je klonovani gen, diagnostika chorob i screening prenatalnich genetickych abnormailit.
Jedna se o pomérné jednoduchou, ¢asové nenaro¢nou a presnou laboratorni techniku
(Green and Sambrook, 2019; Ghannam and Varacallo, 2020).

13
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3.2.1 Historie PCR
Poprvé metodu PCR predstavil Kary Banks Mullis (1990) v roce 1983. Aplikoval ji

pfi identifikaci mutace srpkovitych bunék a po deseti letech za svij objev dostal Nobelovu
cenu.

V devadesatych letech byla PCR na velkém vzestupu — byla aplikovana napf. k de-
tekci DNA ve forenzni stomatologii (P6tsch et al., 1992), k identifikaci parodontalniho pato-
genu Porphyromonas gingivalis oralniho plaku (Watanabe and Frommel, 1993).

V dnesni dobé uz existuje mnoho riznych druhti PCR aplikovanych v nékolika ob-

lastech biologickych a medicinskych véd (Maheaswari et al., 2016).

3.2.2 Princip PCR

Princip PCR zavisi na tfech zakladnich krocich: denaturace DNA, primarni hybridi-
zace a replikace (elongace) DNA.

Pfed samotnym PCR je vSak jesté potfeba udélat nasledujici kroky: tepelné, che-
micky nebo enzymaticky extrahovat nukleovou kyselinu z uréitého vzorku, cilova nukleova
kyselina se poté pfida do reakéni smési s potfebnymi komponenty k optimalizaci polyme-
razové aktivity, primery a enzymy a nasledné se umisti do termocykléru, diky némuz je
DNA amplifikovana (Maheaswari et al., 2016).

Maheaswari et al., 2016; Ghannam and Varacallo, 2020):

1. Denaturace DNA (tani) — vzorek je potfeba zahtat na >90 °C (obvykle 94/95 °C) dochazi
k naruSeni vodikovych vazeb drzici vzajemné fetézce DNA (z jedné dsDNA se stanou dvé
ssDNA)

2. Primarni hybridizace (annealing) — snizeni teploty na pfiblizné 50-60 °C (pfesna teplota
se odviji od chemicko-fyzikalnich vlastnosti primeru), dochazi k zihani (tj. prudkému ochla-
zeni) komplementarnich parl bazi. Par primer( je smichan s fetézci DNA, ,forward primer
hybridizuje na specifické misto na konci prvniho fetézce a ,reverse primer' hybridizuje na
specifické misto opacného konce druhého Ffetézce. Primery, které jsou v pfebytku se vazi
na 3‘ konec vlakna a zamezi opakované hybridizaci vidkna se sebou samym.

3. Replikace DNA (elongace, synteticka faze) — pfi teploté pfiblizné 70-80 °C (zavisi na

vlastnostech enzymu DNA polymerazy) dochazi k prodluzovani primerd a tim k syntéze

14
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novych Fetézc DNA ve sméru od 3‘ ku 5° konci pomoci DNA polymerazy. Retézce jsou
identické s templatovym fetézcem DNA.

o
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3.3 WGA - celogenomova amplifikace

Metody FISH a PCR dfive patfily mezi hlavni techniky pro PGT, av§ak u téchto me-
tod existuji jisté nedostatky v ramci bezchybné genetické diagnostiky. Proto byly vyvinuty
dalSi metody pro PGT, které dokazi zmnozit veSkerou genetickou informaci v DNA — cely
genom, celé buriky nebo exom — ¢ast genomu tvofena exony. Proto tuto metodu nazyvame
celogenomova amplifikace (Whole Genome Amplification, WGA) (Borgstrom et al., 2017).

Kromé PGT se WGA aplikuje také ve forenzni védé, k imortalizaci klinickych vzorkd,
ke genotypizaci a k detekci genomu bioterorismu (Hawkins et al., 2002).

Velkou vyhodou také je, Ze Ize zkoumat i ¢asti uréitého organismu s omezenym
mnozstvim DNA (Zheng et al., 2011).

331  Metody WGA

Jednotlivé metody Ize rozdélit na: WGA zaloZené na PCR a WGA nezalozené na

PCR. NejvyznamnéjSi z nich jsou vypsany nize.

1. Metody WGA zaloZené na PCR:

I.  PCR vyuzivajici degenerované oligonukleotidové primery (Degenerate Oligo-
nucleotide Primed Polymerase Chain Reaction, DOP-PCR)

Tuto metodu poprvé popsal Telenius (1992) jako metodu pro mapovani genomu. Jak
jiz ndzev napovida, metoda vyuziva ¢astecné degenerovany primer, ktery se vaze na né-
kolika mistech celého genomu béhem mnoha cykli zihani za nizkych teplot. Nasledné se
teplota zihani zvysi, coz umozni specifictéjSi nasedani primerd pouze na ty fragmenty DNA,
na kterych je specificka ¢ast sekvence primeru. Tak nastane exponencialni narast DNA.
S vhodnym templatem genomové DNA Ize amplifikovat v podstaté jakékoli sekvence az
100krat (Peng et al., 2007). Genomova templatova DNA muze mit 15 pg az 400 ng a mnoz-
stvi produktl bude vzdy vétSi nez u metody PEP (viz nize), avSak ,pokud je genomova DNA
snizena pod 640 pg, existuje vétsi pravdépodobnost, Ze dany lokus nebude v produktu
DOP-PCR zastoupen.“ (Cheung and Nelson, 1996).

V PGT se DOP-PCR vyuziva v poslednich letech velmi €asto. UmozZnuje celkovou

analyzu vSech 46 chromozomu v téméf kazdé burce a detekuje chromozomové aberace
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vCetné aneuploidie (Voullaire et al., 1999), chromozomalniho mozaicismu (viz kapitola 6)
(Malmgren, 2002), translokaci a deleci (Wells, 2000; Peng et al., 2007).

II.  Preamplifikace prodluzovanim primera (Primer Extension Preamplification, PEP)
Tuto metodu poprvé aplikoval Zhang (1992) k amplifikaci DNA z jadra spermie pro
analyzu specifickych genu. Metodu provedli za pomoci Taq polymerazy a nahodnych oligo-
nukleotidovych primeru o velikosti 15 bazi v celkem 50 cyklech. Templat je denaturovan pfi
92 °C a nasledna hybridizace se provadi pfi 37 °C. Teplota se poté postupné zvySuje az na
vyslednych 55 °C (1 °C za sekundu). Teplota 55 °C se pak udrzuje jesté po dobu 4 minut,
aby doslo k prodluzovani primerd polymerazou. Prostfednictvim této metody Zhang
et al. (1992) zjistili, ze pfiblizné 78 % genomu jedné haploidni buriky Ize az 30krat zmnozit
po 50 cyklech. Zbylych 22 % genomu nelze mnoZit, protoZze ne vSechny sekvence DNA
mohou byt metodou PCR amplifikovany kvuli jejich sekvenéni kompozici a jejich pfirozené
repetitivité (Hughes et al., 2005; Peng et al., 2007).

Puvodni protokol k PEP zahrnoval postup, ktery trval 14 hodin. Aby se metoda dala
jednodus$eji pouzivat v laboratofich, byl vyvinut protokol novy, ktery ¢as zkratil na 5,5 ho-
diny, ale nijak neovlivnil t€innost metody (Sermon et al., 1996). Déale Dietmaier et al. (1999)
protokol PEP upravili a vylepsili, coZ mélo za nasledek u€innéjsi amplifikaci a nazev metody
reformovali z PEP na I-PEP (Improved PEP — vylepSena PEP). I-PEP vyuZziva pro lyzi bu-
nék proteinazu K a pfi elongaci kromé Taq polymerazy i Pwo polymerazu.

PEP bohuzel vykazuje ale také nékolik nevyhod. Asi nejzasadnéjSim problémem je,
Ze vytvafi s kazdym dalSim cyklem amplifikace kratSi a kratSi produkty kvuli zcela degene-
rovanym kratkym primerdm, které se vazou na vnitini oblasti produkt z pfedeslych cyklu.
Tim padem se pak ani nejedna o exponencialni amplifikaci a vytéZek reakce je velmi maly
(Kittler et al., 2002). Dalsi nevyhodou je, ze se muze stat, ze ne vSechny sekvence DNA
v burice jsou amplifikovany nad prahovou hodnotu detekce (Peng et al., 2007). Davodu
muze byt hned nékolik: neuplna lyze buriky, pfi barveni bunék muze dojit k ubytku &asti
genomu, degradace templatu a destrukce DNA ¢&i amplifikacni zkresleni, které miize vést
ke ztraté lokusu a chybné diagndze embryi (Dean et al., 2002; Peng et al., 2007). Také je
konstatovano, zda je mozné, ze by amplifikace mohla vnést do produktl PEP nezadané
mutace (Peng et al., 2007). Na téchto problémech je stale potfeba pracovat, jelikoz zna¢né

omezuji 8irSi vyuziti v PGT (Zheng et al., 2011).

17



METODY GENETICKE ANALYZY

PEP je vSak stale Siroce uzivanou metodou pro diagnostiku genetickych chorob, ktera
tak pfedchazi narozeni nemocnych déti. V tabulce €. 1 jsou vypsany vybrané studie aplikaci
PEP v PGT (Kristjansson et al., 1994; Gibbons and Lanzendorf, 1995; Sekizawa et al.,
1996; Ao et al., 1998; Watanabe et al., 1998; Chen et al., 2004; Jiao et al., 2004; Liu et al.,
2004; Choe et al., 2005; Sanchez-Garcia et al., 2005; Peng et al., 2007).

Tab. 1: Prehled studii PEP v PGT

Autori Rok vydani Nazev choroby/genu Vysledky
o Gen dystrofinu a geny 93% presnost
Kristjansson et al. 1994 ) ]
ZFXIZFY diagnostiky
Uginnost amplifikace
Gibbons et al. 1995 Tay-Sachsova choroba Tay-Sachsovy choroby
51 %
Ve 14 z 15 vzork( byly
Sekizawa et al 1996 DSD detekovany geny
dystrofinu
Prenatalni diagnostika
Watanabe et al. 1998 Nedostatek OTC
nedostatku OTC
Bylo pfeneseno
Familiarni i
Ao et al. 1998 nepostizené embryo;
adenomatdzni polypoza B ] B
k t€hotenstvi nedoslo
Diagnostika genu SRY
Chen et al. 2004 SRY gen
(pfesnost 90,77 %)
_ Diagnostikovano 8 plodu
Liu et al. 2004 DSD o
s rizikem DSD
] ] Narozeni dvou zdravych
Jiao et al. 2004 Beta-talasémie
chlapcu
) ) ] Zjisténi 31 nejcastéjsich
Sanchez-Garcia et al. 2005 Cysticka fibréza ) )
mutaci cystické fibrozy
- 52% amplifikace DNA;
Geny hemofilie A a . .
Chloe et al. 2005 . pfesnost stanoveni
amelogeninu ’
pohlavi plodu 65 %

DSD — Duchenova svalova dystrofie
OTC - Ornithintranskarbamylaza
SRY — Sex Determinig Region Y (pohlavi ur€ujici oblast chromozmu Y)
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2. Metody WGA nezalozené na PCR:

I.  Amplifikace nasobnym vytésnovanim retézce (Multiple Displacement Amplifica-
tion, MDA)

Metoda MDA (nebo také SDA — Strand Displacement Amplification) je jedna z nejvice
prilomovych technik WGA a v dne$ni dobé se ji vénuje mnoho pozornosti (Zheng et al.,
2011). Poprvé metodu popsali v roce 2002 Dean et al. (2002) a byla uréena k amplifikaci
cirkularni DNA.

Principem MDA je nahodné nasedani hexameru na jednoviaknovou DNA, béhem pro-
dluzovani primert polymerazou se fetézce DNA vytésnuji v protisméru, dochazi k tzv. ,hy-
pervétveni“ a vytésnovana vlakna poté slouzi jako nové templaty pro dalSi reakce. Cilem je
velké mnozstvi kopii cilové molekuly (z 1-10 kopii lidské genomové DNA lIze ziskat az
20-30 ug DNA) (Hawkins et al., 2002; Lovmar and Syvanen, 2006). Z 5 ng vychoziho ma-
terialu je mozné ziskat DNA v fadech pg, coz je pro genomickou analyzu, kde je mnozstvi
templatové DNA omezené, idealni (Hughes et al., 2005).

Pro katalyzu reakce se vyuziva bud 29 DNA polymeraza, nebo Bst DNA polymeraza
(Zheng et al., 2011). Spits (2006) udava, Ze 29 DNA polymeraza je ucinnéjdi nez Bst DNA
polymeraza a reakce katalyzované touto polymerazou maji i niz8i chybovost. Experimen-
talné byla uré¢ena chybovost ¢29 DNA polymerazy na priblizné 3 chybné nukleotidy na 108
bazi (Nelson et al., 2002).

Produkty maji dostateCnou délku (>10 kb) (Dean et al., 2002), coz je vyhodné pro
mnoho aplikaci, jako napf. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism — polymor-
fismus délky restrikénich fragmenttd) nebo sekvenovani DNA (Zheng et al., 2011).

Produkty MDA se Casto podrobuji dalSi genomické analyze CGH nebo aCGH (viz ka-
pitola 3.4) (Le Caignec et al., 2006).
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Obr. 3: Schématické znazornéni reakce MDA
(Lage et al., 2003)

3.4 aCGH - Komparativni genomova hybridizace na mikroCipech

Molekularni cytogeneticka metoda komparativni genomové hybridizace na mikroci-
pech (Array Comparative Genomic Hybridization, aCGH) je zalozena na kvantitativni ana-
lyze a jejim cilem je srovnavani relativniho mnozstvi testované DNA s mnoZstvim kontrolni
DNA zdravého jedince. DNA téchto dvou zdroju je odliSné znacena a hybridizovana na mi-
kroCipech. Dokaze vyhodnotit chromozomalni abnormality jako napf. aneuploidie, nevyva-
Zené translokace, delece €i duplikace, aviak nelze s jeji pomoci odlisit diploidii od haploidie
nebo polyploidie (Munné, 2012; Jansen et al., 2015). Ploidie pfedstavuje po¢et homolog-
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nich sad chromozom v burice. Pfi haploidnim stavu existuje v burice jedna sada chromo-
zomu (lidské pohlavni buriky) a pfi diploidnim dvé sady chromozomu (lidské somaticke
bunky). Polyploidie pak reprezentuje stav, ve kterém burika obsahuje vice nez dvé sady
homolognich chromozomu. Triploidie pfedstavuje 3 sady chromozomd, tetraploidie 4 sady,
hexaploidie 6 sad atd. Polyploidie je pomérné bézna u rostlin a objevuje se také u nékterych
druhu zvifat, zejména pak u ryb &i obojzivelniki (Otto and Whitton, 2000).

Technika aCGH vznikla na zakladé vylepSeni metody komparativni genomové hyb-
ridizace (Comparative Genomic Hybridization, CGH). Metoda CGH, ktera se vyuziva pfi
identifikaci kvantitativnich zmén genomu, je zalozena na principu metody FISH. Jsou pou-
zivany dva druhy DNA — testovana DNA a vychozi (kontrolni) DNA, pficemz kazda je zna-
¢ena dvéma odliSnymi fluorochromy. Sondou je vzdy DNA izolovana z vySetfované tkané
(De Paz et al., 2015).

3.4.1 Princip aCGH

Princip metody je zalozen na hybridizaci testované DNA v pfedem stanovenych ci-
lech (napf. BAC, oligonukleotidové sondy, viz nize) a poté je nanesena na podlozni sklicko
(Hillman et al., 2012). Testovana DNA je opatfena amniocentézou (tj. odbér plodové vody),
metodou CVS (tj. odbér choriové tkané z trofoblastu embrya) nebo odb&rem krve z plodu.
Tato DNA je extrahovana ze vzorku oznaceného fluorochromem, dale smisena s vychozi
DNA, ktera byla zna€ena jinym fluorochromem, a nakonec jsou obé& DNA hybridizovany na
mikro€ipu na podloznim sklicku (Hillman et al., 2012).

P¥i aplikaci aCGH Ize pouzit vice druh mikro€ipl (Hillman et al., 2012). Nejbéznéjsi
Z nich jsou:

a) BAC aCGH - aCGH vyuzivajici mikroCip zaloZeny na bakterialnim umélém chromo-
zomu (Bacterial Artifical Chromosome, BAC). MikroCipy zaloZené na BAC se ¢asto zaméfuji
na oblast genomu specifickou pro dané onemocnéni nebo oblasti spojeny se syndromy
mikrodelece a duplikace.

b) Oligonukleotidova aCGH — aCGH vyuzivajici mikro€ip zalozeny na oligonukleotidu.
Pouziva se vice nez BAC aCGH z duvodu flexibilngjsiho vybéru sond.

¢) SNP aCGH — aCGH vyuzivajici mikro€ip zaloZzeny na jednonukleotidovém polymor-
fismu (Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Za pomoci tohoto druhu mikro€ipu lze dete-

kovat dlouhé souvislé homozygotni useky pfedstavujici celochromozomovou uniparentalni
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disomii (Uniparental Disomy, UPD), coz je stav, kdy potomek od jednoho rodiCe ziska dvé
identické kopie jednoho chromozomu a Zadny chromozom od druhého rodice (Miller et al.,
2010).

Metoda aCGH se v PGT upfednostiiuje pfed metodou CGH pro jeji vySSi rozliSeni,

propustnost a rychlost detekce chromozomalnich variaci (Lu et al., 2016).

3.5 NGS - Sekvenovani nové generace

Metoda sekvenovani nové generace (Next Generation Sequencing, NGS) je zalo-
Zena na sekvenovani miliont fragmentd DNA probihajicim sou¢asné, bez toho, aniz by byly
sekvence dfive znamy (Kamps et al., 2017). Tato technika poskytla obrovskou revoluci ve
vyzkumu genomiky. Lze diky ni sekvenovat cely lidsky genom béhem pouhého jednoho
dne (Behjati and Tarpey, 2013). Pivodné se vyuzivala pouze pro vyzkum celych genomu,
avSak postupné bylo objeveno nékolik dalSich pfistupl ke studiu specifickych oblasti ge-
nomu (Koboldt et al., 2013).

NGS je zalozeno na metodé Sangerovy dideoxysyntézy (Sanger and Coulson,
1989). Sangerova metoda, vyvinuta roku 1977, vyuziva dideoxynukleotidy ukonguijici feté-
zec, kterym chybi 3'- OH skupina. Neni tedy vytvofena fosfodiesterova vazba DNA polyme-
razou, ¢imz se rust fetézce DNA ukongi. Do roku 2000, kdy metoda proSla par Upravami a
automatizaci, byla povazovana za standardni techniku sekvenovani. Sangerovo sekveno-
vani se stale aplikuje tam, kde neni potfeba vysoka propustnost a stale patfi mezi zakladni
metody mnoha laboratofi (Slatko et al., 2018).

Jak jiz bylo nastinéno, NGS spociva v sekvenovani miliont fragmentli DNA sou-
bézné. Tyto fragmenty jsou ziskavany bioinformatickou analyzou, tedy mapovanim jednot-
livych Cteni lidského genomu. Nékolikrat se sekvenuje kazda ze tfi miliard bazi, coz ma za
nasledek poskytnuti pfesnych dat a blizSimu porozuméni variace DNA. NGS se vyuziva
k sekvenovani jak celého genomu (celogenomové sekvenovani), tak celého exomu — tedy
22 000 kodujicich gent (exomové sekvenovani), tak také i k sekvenovani konkrétnich ob-

lasti genomu ¢&i jednotlivych gend (cilené sekvenovani) (Behjati and Tarpey, 2013).
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3.5.1 Druhy NGS
Metodu NGS Ize rozdélit do dvou hlavnich tfid (Kamps et al., 2017):

1. Sekvenovani pomoci kratkého &teni
Tento druh sekvenovani je popsan jako SBS (Sequencing By Synthesis, sekvenovani syn-
tézou), je levnéjsi a jde o Cteni <300 bp. Dodnes je Castéji pouzivany nez sekvenovani
pomoci dlouhého ¢teni (Kamps et al., 2017). Kamps (2017) také udava, Ze ma tato metoda
niz§i chybovost, nez sekvenovani pomoci dlouhého &teni, avsak Slatko (2018) naopak pfi
srovnani se Sangerovou metodou, ktera pouziva také dlouhé &teni, prohlasuje, ze ma SBS
chybovost vyssi.

2. Sekvenovani pomoci dlouhého éteni
Pomoci tohoto druhu sekvenovani lze Cist >2,5 kb az >10 kb, je nakladnéjsi a neni tak
univerzalni jako SBS. Ma vSak i své vyhody, a to Ze zlepSuje sefazeni v bioinformatickém
algoritmu. Je tedy vhodné;jsi napf. pfi detekci strukturnich modifikaci DNA a chromozomu,

chromozomalnich pfesmyk( nebo translokaci (Kamps et al., 2017).

3.6 Karyomapovani

Karyomapovani je technika zaloZzena na screeningu embryi a sledovani monogen-
nich chorob pfed implantaci. Tato metoda genetické analyzy byla tedy uréena primarné pro
PGT (Beyer et al., 2019). Metodu v roce 2010 poprvé popsali Handyside et al. (2010) a roku
2014 ji poprvé klinicky aplikovali Natesan et al. (2014), kterym se podafilo detekovat mutace
u 213 z celkovych 218 vzorkd embryi z 44 cyklU preimplantacni genetické diagnostiky (Pre-
implantation Genetic Diagnosis, PGD), ato s 97,7% uspésnosti.

Karyomapovani zahrnuje hodnoceni pfiblizné 300 000 SNP obou rodi¢u, dale tzv.
reference (coz mize byt postizené dité daného paru nebo blizky pfibuzny jakéhokoli z paru)
a nakonec samotného embrya (Ben-Nagi et al., 2017; Beyer et al., 2019). Karyomapovanim
Ize identifikovat chromozomalni numerické aberace véetné trizomie meiotického plvodu a
monozomie (Natesan et al., 2014), sledovat puvod vétsSiny forem aneuploidie a polohy re-
kombinaci (Turner et al., 2019).

Principem této metody je analyza vazeb v celém genomu, ve kterych je rodicim a
embryu genotypovano 300 000 SNP. Diky jedineénym ,,otiskim“ SNP jednotlivych chromo-

zomalnich oblasti Ize sledovat dédi¢nost chromozomalnich segmentu z jedné generace na
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druhou. Poté jsou vzorky rodi€u a referenéni vzorek porovnavany a je detekovana kombi-
nace SNP alel spojenych s chromozomem, ktery nese mutantni gen. Pak je tedy mozné
zabranit transferu embryi s timto nezadoucim chromozomem (Giménez et al., 2015).

Velkou vyhodou karyomapovani pfed ostatnimi metodami je, ze je mnohem méné
Casové narocné (nékolik dni), jelikoz neni potfeba provést test specificky pro konkrétniho
pacienta (Giménez et al., 2015; Ben-Nagi et al., 2017).

Karyomapovani je v dnesni dobé bézné pouzivano v andrologickych laboratofich po
celém svété, véetné Ceské republiky, pro jeho dostupnost, spolehlivost, rychlost a Usp&s-
nost. Umoznuje provést vSechny typy PGT (PGT-M, PGT-SR a PGT-A) najednou (URL2).

Pozn: PGD je obdobny vyraz pro PGT. V poslednich par letech se vS§ak upfednostriuje vyraz PGT.
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4 Technické aspekty provadéni biopsie

Aby mohlo byt provedeno PGT, je tfeba ziskat urcitou ¢ast embrya, ktera bude tes-
tovani vystavena, a to tak, aby embryo nebylo nijak podstatné poskozeno a byla uchovana
jeho zivotaschopnost i reprodukéni potencial (Cimadomo et al., 2016).

Dnes se nejCastéji setkavame se tfemi zpusoby biopsie embrya: biopsie blastomer,

biopsie polarniho téliska a biopsie trofoektodermu.

4.1 Biopsie blastomer

Biopsie blastomer se provadi obvykle 3. den vyvoje embrya ve fazi ryhovani, a to
s nejméné 6 blastomerami. Zahrnuje poruseni zona pellucida (ZP), rozruSeni adheze bunék
pro snadny odbér blastomer a samotny odbér jedné &i dvou blastomer (Bar-El et al., 2016;
Cimadomo et al., 2016). Odebrané blastomery jsou poté vystaveny analyze volné DNA,
ktera odhaluje chorobné mutace a pomaha identifikovat matefské Ci otcovské zdédéné alely
(Bar-El et al., 2016). Po analyze a samotném PGT se pro pfenos vybiraji ta embrya, ktera

byla diagnostikovana bez mutaci a maji nejvyssi implantaéni potencial (Kalma et al., 2018).

4.1.1 Provedeni biopsie blastomer

Prvni krok biopsie — poruSeni ZP — se obvykle provadi tfemi riznymi zplsoby: che-
micky, mechanicky nebo pomoci laseru.

Chemické poruseni ZP Ize uskute¢nit bud tzv. ,Tyrodovym vrtanim“, a to pomoci
kyselého Tyrodova roztoku, nebo pouzitim traviciho enzymu pronaza. Nevyhodou metody
muze Casto byt Skodlivy u€inek chemické latky na embryo (Kim et al., 2012).

Mechanicky se poruseni ZP provadi sklenénou mikrojehlou. Tato metoda vSak vy-
Zaduje vysokou uroven zru€nosti a nebyva proto upfednostriovana (Kim et al., 2012).

PoruSeni ZP pomoci laseru je ze vSech tfi metod nejpfesnéjsi, nejméné casové na-
ro¢né a neni narokovana takova uroven zru¢nosti jako u mechanické metody (De Vos and
Van Steirteghem, 2001; Cimadomo et al., 2016). Dle sbéru dat konsorcia ESHRE PGD XI|
z let 2009-2010 je v praxi tato metoda povazovana za nejCastéji pouzivanou, a to az ze
75 % (Moutou et al., 2014), ackoli je ¢asto omezujici finan¢ni naro€nost (Han et al., 2003;
Joris et al., 2003).
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Uz samotné poruseni ZP ma nasledky na dal$i procesy vyvoje embrya az po blas-
tocystu. V nékolika studiich bylo prokazano naruseni vyvoje blastocysty — vykazovaly zpoz-
dény proces kompaktace, nesly ZP po delSi dobu, nez je tomu fyziologicky, vysledkem tedy
byly menSi blastocysty s tlustSi ZP (Kirkegaard et al., 2012).

DalSim potencialnim problémem je mozaicismus — pfitomnost rznych karyotypt
v buikach embrya (Bielanska et al., 2002). Aby mohlo dojit k pravdépodobnéjsi detekci
mozaicismu, byl navrzen odbér dvou blastomer, kterym vSak hrozi vyCerpani embryonaini

hmoty aZz o 25 %, coz se odrazi na klinickych vysledcich (Cohen et al., 2007).

Obr. 4: Znazornéni techniky biopsie blastomer
A) V ZP je vytvoren otvor pro odbér blastomery B) Blastomera je nasavana bioptickou pipetou
C) Blastomera je vytazena ze ZP D) Blastomera je uvolnéna z bioptické pipety
(upraveno dle Chen et al., 1998)

4.2 Biopsie polarniho téliska

Biopsie polarniho téliska (Polar Body, PB) se d& povaZzovat za nejméné invazivni

druh biopsie proto, ze ziskavanym materialem je PB, které je pouze vedlejSim produktem
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meidzy oocytu a neni dale potfebné pro oplodnéni ani vyvoj embrya (Montag et al., 2013).
Aplikace tohoto druhu biopsie se vSak s €asem sniZuje zejména proto, Ze je publikovano
¢im dal vice studii, které zdlraznuji technické, biologické a klinické nedostatky biopsie
(Cimadomo et al., 2016). NejzasadnéjSim problémem je, Zze nelze detekovat aneuploidie od
otce (Capalbo et al., 2013), protoze PB nese vyhradné matefskou genetickou informaci
(Nicolaidis and Petersen, 1998). Kazdopadné v nékterych zemich, jako je napt. Svycarsko,
Némecko nebo Rakousko, je odbér PB jedinym moznym zplsobem biopsie z divodu prav-

nich omezeni tykajicich se etického pfistupu (Schenk et al., 2018).

4.2.1 Provedeni biopsie polarniho téliska

Provedeni poruseni ZP je shodné s postupem u biopsie blastomer (Cimadomo et
al., 2016). Je mozné odebrat pouze jedno, ale i obé PB obsazena v oocytu (PB1 a PB2).
V pfipadé odebirani obou PB Ize provést biopsii sou¢asné nebo sekvenéné. Pfi sou¢asném
odstranéni se biopsie provadi mezi 6.-9. hodinou po inseminaci. Pfi sekvenénim odebrani
je PB1 odstranéno jiz do 4 hodin po samotném odbéru oocytu a PB2 po 6-9 nebo az 16-18
hodinach po inseminaci (Kokkali et al., 2020).

Bioptované oocyty Ize vratit do kultury nebo mohou byt kryokonzervovany. V zavis-
losti na zakonech ve staté, kde je biopsie provadéna, Ize také realizovat rebiopsii, tedy

provést biopsii podruhé na stejném oocytu (Kokkali et al., 2020).

Obr. 5: Znazornéni techniky A) biopsie jednoho PB B) biopsie dvou PB
(A) upraveno dle Montag et al., 2009), (B) upraveno URL3)
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4.3 Biopsie trofoektodermu z blastocysty

Biopsie TE je ze vSech tfi technik nejmladsi. Prvni zminka o tomto typu biopsie se
objevila v roce 2004 (de Boer et al., 2004) a roku 2005 se pomoci této metody narodilo
prvni zdravé dité (Kokkali et al., 2005). Biopsie TE se poté objevovala na klinikach ¢im dal
Castéji a v souCasné dobé dochazi k postupnému nahrazovani za biopsie blastomer a PB
(Cimadomo et al., 2016).

Biopsie TE je neinvazivni vlci vnitini bunéné hmoté embrya — embryoblastu (Inner
Cell Mass, ICM), ktery je nezbytny pro jeho dalsi vyvoj. Cimadomo et al. (2016) udavaji:
»Sila biopsie TE spociva v jeji vy$§i technické a biologické odolnosti. To znamena, jak niZsi
vliv proceduralnich chyb, tak mensi dopad mozaiky na molekularni analyzu.“ Nicméné Lu
et al. (2020) ve své studii uvadi, Zze biopsie TE zpusobila pokles hladiny hormonu chorio-
gonadotropinu (b-hCG) produkovaného syncytiotrofoblastem placenty v téhotenstvi po 12
dnech po pfenosu embrya. b-hCG je dulezity pro stimulaci rastu zlutého téliska. Upozornuji

tak na potencialni nepfiznivé ovlivnéni t€hotenstvi zplisobené biopsii TE.

4.3.1 Provedeni biopsie trofoektodermu z blastocysty

Z blastocysty se odebira 5-10 bunék TE (obvykle 7-8) a to 5.-7. den po inseminaci,
kdy je embryoblast zfetelné viditelny (Maggiulli et al., 2019; Kokkali et al., 2020). Odbér vice
bunék pro analyzu je vyhodny zejména proto, Ze se tim zvySuje pravdépodobnost pro od-
haleni mozaicismu (Griffin and Harton, 2020, p. 140).

Poruseni ZP je nejCastéji provadéno pomoci laseru, a to tfemi rdznymi zpusoby
(Kokkali et al., 2020):

- Poruseni ZP 3.-4. den po inseminaci a odebrani bunék TE 5.-7. den (ve fazi
hatchujici blastocysty). Pfi tomto postupu existuje riziko, ze v misté poruseni ZP
se v budouci blastocysté bude vyvijet embryoblast. Lze to vSak vyresit tak, Ze
se blastocysta povytahne ven, aby doslo ke zpfistupnéni k bufikam TE, které
jsou nasledné odebrany (Cimadomo et al., 2016).

- PoruSeni ZP v den vzniku blastocysty, poté navazuje kultivace, diky které se
buriky TE od blastocysty oddéli a nasledné jsou odebrany. Tento zplsob poru-

Seni ZP neni prili§ Casty.
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- Poruseni ZP a odbér bunék TE probiha sou¢asné (také 5.-7. den). Vyhodou je,
Ze misto poruseni ZP si operator muze vybrat a tim existuje mensi riziko naru-

Seni embryoblastu (Aoyama and Kato, 2020).

Pozn.: Pojem hatchujici blastocysta (Hatching Blastocyst) vyjadfuje stav blastocysty uvolfiované ze ZP. Protoze

je pojem “Hatching Blastocyst* Siroce uzivany, ¢esky preklad neni zaveden a je ponechavan anglicky termin.

Obr. 6: Schéma srovnani pristupti biopsie TE
A) Poruseni ZP ve fazi hatchujici blastocysty a odbér bunék TE (1) z mista mimo embryoblast
(2) v misté, kde se vyskytuje embryoblast B) Sou¢asné poruseni ZP a odbér bunék TE
(upraveno dle Cimadomo et al., 2016)
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4.4  Alternativni metody biopsie

Protoze u vsech jiz zminénych metod biopsie existuji vzdy néjaké nevyhody, dale
jsou zkoumany dal$i nové pristupy, jak biopsii embrya provadét, a to idealné za téchto pod-
minek: biopsie by vi¢i embryu méla byt co nejméné invazivni, ¢imz zabrani jakémukoli
posdkozeni embrya, technika by méla byt Casové, finanéné a mechanicky pfistupna.

Techniky by mohly potencialné analyzovat i ta embrya, ktera byla pfedem pro ana-
lyzu vyfazena z divodu nevyhovujici morfologie, i kdyz mohla byt eventualné vhodnym ma-
teridlem. Tim padem by existovalo vice materialu pro analyzu. Pravé jeho nedostatek je
totiz také Easto velmi omezujici faktor pro PGT (Leaver and Wells, 2020; Cimadomo et al.,
2016).

4.4.1 Blastocentéza

Tato technika je zaloZena na odbéru blastocelové tekutiny (obsazené v dutiné blas-
tocysty — blastocelu). Po poruseni ZP se nasaje tekutina pomoci bioptické pipety, v dotéené
blastocysté se blastocel opétovné vytvori. DNA obsazena v tekutiné je pak vystavena ge-
netické analyze. Technika tedy neni zcela neinvazivni, ale ztrata tekutiny by v budoucnu
teoreticky neméla byt pro embryo Skodliva (Leaver and Wells, 2020). Naopak napf. u kryo-
konzervace je ztrata tekutiny v blastocysté zadouci, protoze tekutina mize zplsobovat
tvorbu ledovych krystalki a muze buriky embrya béhem kryokonzervace fatalné poskodit
(Mukaida et al., 2006). Je vSak nutné odbér tekutiny provadét na dostatecné expandova-
nych blastocystach, aby tekutiny pro analyzu byl dostatek (Palini et al., 2013).

U blastocentézy existuje riziko vyskytu kontaminovanych vzorkl blastocelové teku-
tiny neembryonalni DNA (vétSinou matefského puvodu), a tim tedy i riziko chybné analyzy.
Tomu je mozné predejit pfedevSim ve fazi izolace a amplifikace DNA, ve které je nutné
spravné vzorek diagnostikovat a minimalizovat tim analyzu nespravného materialu (biolo-
gického odpadu) (Leaver and Wells, 2020).

4.4.2 Detekce volné DNA z pouzitého kultivaéniho média

V blastocelové tekutiné se nachazi tzv. volna DNA. K jejimu objeveni v blastocelu

doslo v roce 2013 (Palini et al., 2013), a v tentyz rok byla také detekovana v pouzitém kul-
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tivacnim médiu (Spent Culture Medium, SCM) vyvijejicich se embryi v ramci in vitro fertili-
zace (in vitro Fertilisation, IVF) (Stigliani et al., 2013) — metody oplodnéni oocytu v labora-
tornich podminkach. Detekce volné DNA z SCM je potencialni neinvazivni metodou ziskani
genetického materialu pro PGT.

Brouillet et al. (2020) udavaji, ze vyhodami tohoto pfistupu je jednoducha manipu-
lace s embryi ve srovnani s blastocentézou, dale fakt, ze SCM Ize odebirat v jakékoli fazi
vyvoje embrya, a to i ve fazi ryhovani s méné nez 6 burikami. Technika je proto vhodna i
pro embrya, ktera by v pfipadé invazivnich technik biopsie byla vyfazena. Odbér volné DNA
je velice slibnou alternativni metodou PGT do budoucna, avsak je jesté nutné zdokonalit
detekci, amplifikaci DNA a jeji miru shody.

Je také dulezité brat v potaz eventualni kontaminaci vzorku s volnou DNA prostfed-
nictvim DNA z vnéjSiho prostfedi — plastové pomucky, média i znecisténi disledkem me-
chanické manipulace (Griffin and Harton, 2020, p. 144).
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5 Typy preimplantaéniho genetického testovani

5.1 Preimplantacni genetické testovani aneuploidii — PGT-A

PGT-A je typem preimplantaéniho genetického testovani zamérené na testovani
aneuploidii. Pomoci PGT-A je mozné aneuploidii identifikovat, a tak pfedejit pfenosu posti-
zeného embrya a provést transfer euploidniho embrya, tzn. takového, které ma spravny

pocet chromozomu — u ¢lovéka 23 pard (Homer, 2019).

5.1.1 Aneuploidie

Aneuploidie pfedstavuje jednu z nejcastéjSich pfi€in vyvojovych postiZzeni ¢lovéka
(MacLennan et al., 2015) Nejc¢astéji vznika v oocytech v dusledku meiotickych chyb (Ho-
mer, 2019). Patfi mezi numerické chromozomové abnormality, pfi kterych dochazi ke ztraté
¢i nadbytku jednoho chromozomu v bunce. V pfipadé nadbytku chromozomu jde o tzv. tri-
zomii a v pFipadé ztraty chromozomu o tzv. monozomii. U aneuploidnich embryi, u kterych
dochazi k autozomalni monozomii, tedy ke ztraté autozomu (somatického chromozomu),
se vyvinou kritické abnormality, a tak vétSinou zaniknou dfive, nez je téhotenstvi klinicky
potvrzeno (MacLennan et al., 2015). Pokud uz Ize téhotenstvi klinicky pozorovat, k mo-
nozomii jiz nedochazi, tedy monozomie neni slucitelna s vyvojem ¢lovéka (s vyjimkou mo-
nozomie pohlavniho chromozomu X). Aneuploidie (konkrétné tedy trizomie) je pfiCinou az
jedné tretiny vSech lidskych potratd (Kojima and Cimini, 2019; MacLennan et al., 2015).

Pravdépodobnost vyskytu aneuploidie se s vékem potencialnich matek zvysuje. U
Zen, kterym se blizi konec jejich reprodukéniho obdobi, maze vyskyt aneuploidie prekrodit
az 50 %. U zen v primérném reprodukénim véku je pak pravdépodobnost vyskytu aneu-
ploidie 10 % (Nagaoka et al., 2012).

S aneuploidii se setkdavame mnohem &astéji u oocytll nez u spermii. U spermii je
udavan vyskyt aneuploidie v abnormalnich embryich kolem 3-5 % (Sarrate et al., 2010;
Garcia-Mengual et al., 2019).

2007):
- Downuv syndrom (trizomie 21. chromozomu)

- Patauliv syndrom (trizomie 13. chromozomu)
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- Turnertv syndrom (monozomie chromozomu X)

- Edwardslv syndrom (trizomie 18. chromozomu)

- Klinefelteriv syndrom (nadbyteé¢ny chromozom X u muze)

- Syndrom 47,XXX (trizomie chromozomu X; syndrom tfi X; ,superfemale“ syndrom)

- Syndrom 47,XYY (,supermale” syndrom)

5.1.2 Provedeni PGT-A

PGT-A je doporu¢ovana pacientlim, ktefi opakované prodélavaji potraty, kterym se
opakované nedafi Uspésné otéhotnét pomoci metody IVF, Zenam v pokrocilém véku, dale
tém pacientim, u kterych se ve spermiogramu objevuji patologické formy spermii nebo ktefi
prodélali chemoterapii (Brezina and Kutteh, 2015). V nékterych IVF centrech se PGT-A po-
uziva rutinné pro vSechny pacienty (Chen et al., 2020).

Postup pfi PGT-A je takovy, Ze se nejprve provede biopsie, a to bud dvou polarnich
télisek, nebo 1-2 blastomer ryhujiciho se embrya, nebo 5-10 bunék TE ve stadiu blasto-
cysty. NejCastéji se pro PGT-A vyuziva biopsie trofoektodermu a to pfiblizné v 90 % (Ho-
mer, 2019; Fragouli et al., 2017). Scott et al. (2013) a Treff s Zimmermanem (2017) udavaiji,
Ze je blastocystova biopsie je nejlepsi moznou technikou biopsie pro PGT-A, protoze pfi ni
nedochazi k tak velkému ubytku bun&éné hmoty, nez u biopsie blastomery.

DalSim krokem je pak komplexni screening chromozom( (Comprehensive Chro-
mosome Screening, CCS), a to nej¢astéji pomoci metod aCGH, WGA a NGS (Goldman et
al., 2018; Homer, 2019; Viotti, 2020).
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5.2 Preimplantacni genetické testovani strukturnich aberaci —
PGT-SR

5.2.1 Strukturni chromozomové aberace

Na rozdil od aneuploidie, ktera se tyka celych chromozomu, strukturni chromozomové
aberace (SCHA) vznikaji v ramci useku pouze jednoho chromozomu. Jsou zpusobeny chy-
bami reparacnich mechanismu vedoucich ke zlomim chromozomu.

Podle toho, zda po strukturni pfestavbé doslo ke zjevné ztraté ¢i nadbytku genetického
materialu, mdZzeme SCHA rozdélit na balancované a nebalancované (Griffin and Harton,
2020, pp. 50-52).

1. Balancované strukturni chromozomové aberace

Geneticky material je kvantitativné zachovan, obvykle neni nijak ovlivnén fenotyp. Muze
vSak dojit k pfeneseni aberace na potomka, u kterého se projevi nebalancovana forma
(Pritchard and Korf, 2007). U jedincud s balancovanou formou SCHA také existuje riziko ne-
plodnosti, potratll a mentalnich &i télesnych postizeni novorozencli (De Braekeleer and
Dao, 1990). Tato rizika jsou ovlivnéna kromé typu aberace také tim, ktery chromozom je
zasazen, jeho bodem zlomu, rodinnou genetickou historii, vékem matky, stavem pohlavnich
bunék aj. (Shah et al., 2003).

Do balancovanych SCHA patfi napf. (Nussbaum et al., 2004; Pritchard and Korf, 2007):

- Inverze — tvofi dva zlomy na jednom chromozomu, segment mezi zlomy je pfevra-
cen a spojen s opacnymi stranami zlomu; rozdélujeme inverzi paracentrickou (Usek
mimo centromeru) a pericentrickou (Usek véetné centromery)

- Translokace — vyména chromozomovych segmentll mezi dvéma nebo vice neho-
molognimi chromozomy

- Inzerce — vloZeni segmentu jednoho chromozomu do druhého

2. Nebalancované strukturni chromozomové aberace
Probéhla ztrata &i zisk genetického materialu a dochazi tak i k fenotypovym projevim. Do
nebalancovanych SCHA patfi napf. (Pritchard and Korf, 2007):
- Delece — ztrata ¢asti chromozomu

- Duplikace — zdvojeni Casti chromozomu
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Izochromozom — chromozom, ktery ma jedno raménko chybéjici (,deletované®) a
jedno duplikované nasledkem chybnych mitotickych déleni centromery chromo-
zomu

Dicentricky chromozom — zlom ve dvou chromozomech a nasledné spojeni chromo-
zomu v ¢astech zlomU, coz ma za nasledek vznik chromozomu se dvéma centro-

merami

PGT-SR se setkava s reciprokymi translokacemi, Robertsonskymi translokacemi,

inzerénimi translokacemi, komplexnimi chromozomalnimi aberacemi, delecemi a inverzemi
(Fesahat et al., 2020; Griffin and Harton, 2020, pp. 50-56; Coonen et al., 2020).

Reciproka translokace: nejCastéjsi typ translokace, dochazi k vyméné segmentt
mezi dvéma nehomolognimi chromozomy.

Robertsonska translokace: dochazi pfi ni ke spojeni dvou dlouhych ramen akrocen-
trickych chromozomu svymi konci a tim také ke ztraté jejich kratkych ramen. Karyo-
typ postizeného Clovéka pak odpovida 45 chromozomdm (Griffin and Harton, 2020,
p. 54). U Clovéka Robertsonska translokace nastava vzdy u péti parli chromozomu
(13, 14, 15, 21 a 22) (Wiland et al., 2020) a to nejCastéji v kombinacich rob (13; 14)
(cca 73-85 %) a rob (14; 21) (cca 10 %) (Therman et al., 1989).

Inzeréni translokace (IT): vznika inzerci segmentu chromozomu do nehomologniho
chromozomu (interchromozomaini IT) nebo do jiné ¢asti téhoZz chromozomu (intra-
chromozomalni IT) (Griffin and Harton, 2020, p. 56). Vyzaduji vzdy minimalné tfi
body zlomu v postizeném chromozomu (Luo et al., 2018).

Komplexni chromozomalni aberace: nastava v bud' 1) v pfipadé dvou na sobé ne-
zavislych preskupeni segmentu v ramci jednoho chromozomu (dvojita translokace),
nebo 2) v pfipadé vymeény jednoho segmentu tfi chromozom( mezi sebou (tficestna
translokace) a nebo 3) v pfipadé preskupeni vice segmenti mezi vice nez tfemi
chromozomy (Griffin and Harton, 2020, p. 56; Eisfeldt et al., 2019; Scriven et al.,
2014).
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Obr. 7: Typy balancovanych strukturnich chromozomovych aberaci
A) Reciproka translokace B) Robertsonska translokace C) Paracentricka inverze g ramen D) Kom-
plexni chromozomaini aberace tfech chromozomu E) Interchromozomaini inzeréni translokace
(modifikovano dle Griffin and Harton, 2020, p. 51)

5.2.2 Provedeni PGT-SR

PGT-SR se v klinické praxi vyuziva ke zvySeni uspésnosti pfi IVF a sniZeni rizika
potratu a vrozenych vad. Doposud bylo pro PGT-SR vyuzito nékolik metod genetickych
analyz spojenych s riznymi strategiemi provadéni biopsie a ziskavani klinickych vzorku
(Griffin and Harton, 2020, p. 57). V dnesni dobé k provadéni PGT-SR prevazuji CGH,
aCGH, Karyomapovani, NGS a FISH (Chow et al.,, 2020; Griffin and Harton, 2020,
p. 57-63).
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5.3 Preimplantacni genetické testovani monogennich chorob —
PGT-M

5.3.1 Monogenni choroby

Monogenni choroby nebo také monogenné dédicné choroby jsou onemocnéni,
ovliviiuje minimalnim zpasobem. Pvod choroby mlze byt razny. Casto je onemocnéni
zpusobeno nedostatkem enzymu katalyzujici konkrétni metabolickou drahu, pak dochazi
k metabolickym chorobam. Jindy mdze jit o poruchu syntézy urcité strukturni slozky buriky
(membranové kanalky, membranové receptory) nebo syntézy strukturniho proteinu (Cer-
rato et al., 2020; Pritchard and Korf, 2007).

Podle typu dédi¢nosti monogenni choroby délime na:

- Autozomalné recesivni: fenylketonurie, galaktosemie, cysticka fibréza, leprechau-

nismus, srpkovita anémie, a/B-thalasemie, Friedreichova ataxie aj.

- Autozomalné dominantni: familiarni hypercholesterolemie, Huntingtnova chorea,

syn/poly/brachy/arachno -daktylie, Marfaniv syndrom, neurofibromatéza, dédi¢né
formy rakoviny prsu a vajecniku a;.

- X-vazané: hemofilie, daltonismus, svalova dystrofie, syndrom fragilniho X chromo-
zomu aj.

- Mitochondridlni: jde o mimojadernou maternalni dédi¢nost pfenasenou mitochondri-

alni DNA (Mitochondrial DNA, mtDNA), patfi sem poruchy oxidativni fosforylace ne-

gativné ovliviiujici procesy bunécného dychani (Craven et al., 2017).

53.2 Provedeni PGT-M

V dnesdni dobé se PGT-M nejCastéji setkava s cystickou fibrézou, svalovou dystrofii,
neurofibromatézou, Huntingtnovou choreou, dédi¢nymi rakovinami prsu a vaje¢nik(, hemo-
filii @ syndromem fragilniho X chromozomu (Griffin and Harton, 2020, p. 78). V po¢atcich
bylo PGT-M aplikovano zejména k eliminaci embryi s t&€Zkymi smrtelnymi poruchami. AvSak
dnes proto, Ze technologie se vylepSuji a finanéni naklady na né se snizuji, se PGT-M roz-

Sifilo na aplikace pro mirnéjSi a méné rizikova onemocnéni (Mounts and Besser, 2019).
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Mezi nej¢astéjdi metody PGT-M patfi PCR, WGA, aCGH, NGS, karyomapovani a
také jeho kombinace s PGT-A (Simén and Rubio, 2018, pp. 96-98; Griffin and Harton, 2020,
pp. 79-85).

5.4 Shodav HLA

Pro PGT je dulezita shoda v HLA, ktera se vyuziva pfi transplantacich kostni dfené
Ci krve. HLA, pfitomné na vétSiné lidskych bunék, jedinec zdédi z 50 % po matce a z 50 %
po otci. Je tedy 25% Sance shody v HLA se sourozencem. V pfipadé této shody bude pak
uspésnost transplantace pravdépodobnéjsi.

Cilem shody v HLA je stanoveni embrya, které ma kompatibilni HLA se sourozen-
cem a jejich transplantace z hematopoetickych kmenovych bunék z pupeénikové krve nebo
z kostni dfené darce postizenému sourozenci (Kakourou et al., 2017, 2018).

Shoda v HLA pfi PGT pfichazi v uvahu az po vy€erpani vSech ostatnich klinickych
moznosti (napf. pokud nebyl nalezen vhodny darce z pfibuznych ani jiny nepfibuzny z re-
gistru darct) (Griffin and Harton, 2020, p. 78). VySe zminéna 25% uspésnost v pfipadé
PGT-M neni exaktni. Aby bylo ziskdno embryo jak zdravé, tak i shodné v HLA, podminky
jsou striktn&jsi. U autozomalné recesivnich chorob se uspésnost pohybuje kolem 19 % a u
autozomalné dominantnich a X-vazanych chorob az kolem 13 %. DalSim limitujicim fakto-
rem je samoziejmeé i pokroCily vék matky, ktery pravdépodobnost uspésnosti také rapidné
snizuje (Simoén and Rubio, 2018, pp. 95-96; Griffin and Harton, 2020, p. 78).

Mimo jiné také Kahraman et al. (2014) zdUraznuji, Ze kmenovych bunék pupecni-
kové krve je Casto velky nedostatek a k tomu, aby bylo dité schopno darovat kmenové
bunky kostni dfené, je nutny €as navic pro ziskani dostatecné vahy ditéte. Tyto faktory
komplikuji a oddaluji potencialni lé€bu, coz v pfipadé akutnich chorob neni vyhovuijici. Proto
je shoda v HLA u PGT vhodna zejména v nenaléhavych pfipadech (Griffin and Harton,
2020, p. 78).
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6 Mozaicismus

Mozaicismus je stav, kdy existuji dvé a vice genotypové odliSné bunécné linie, a to
bud' v celém organismu, embryu ¢i konkrétni bunécné linii (Griffin and Harton, 2020, p. 111;
Moog et al., 2020). V lidskych preimplanta&nich embryich byl mozaicismus poprvé objeven
v roce 1993 (Delhanty et al., 1993) pomoci metody FISH. Bylo zjisténo, ze v nékterych bun-
kach embrya existoval odliSny pocet chromozom.

PFi¢inou mozaicismu jsou modifikace v sekvenci DNA nebo v poctu kopii DNA ve-
douci ke zménam v genové expresi a/nebo zméné funkce proteinu. Tyto zmény jsou dé-
di¢né nebo mohou vzniknout béhem meiotického déleni zarodecnych bunék embrya nebo
po oplozeni b&éhem mitotického déleni (Spinner and Conlin, 2014; Popovic et al., 2020).
Mozaicismus se obvykle objevuje u prenatalnich vzorkld (ziskanych amniocentézou nebo
CVS) v méné nez 2 %, avSak u hatchujicich blastocyst se naléza az u 73 % (van Echten-
Arends et al., 2011). Nalez mozaicismu ve fazi blastocysty je vS8ak mezi rdznymi experi-
mentalnimi studiemi procentualné velmi proménlivy, Marin et al (2017) udavaji obvykle pfi-

tomnost mozaicismu u 3,3-83 %.

6.1 Vznik a tfidy mozaicismu

Mozaicismus embryi mizeme podle odliSnych chromozomalnich charakteristik roz-
délit do ¢tyf tfid (McCoy, 2017; Griffin and Harton, 2020, p. 112):

1. Aneuploidni-aneuploidni typ: Vychazi z aneuploidni zygoty, u které dochazi k chyb-
nému mitotickému déleni a nondisjunkci chromatid, coZ ma za nasledek vznik bu-
nécnych linii nesouci rizné chromozomalni abnormality. VSechny bunécné linie ne-
sou tyto chromozomalni vady — v embryu neexistuji zadné euploidni ani diploidni
buriky.

2. Euploidni-aneuploidni typ: Vychazi bud z euploidni zygoty, ktera podstoupila mito-
tické déleni v€etné nondisjunkce chromatid, coz zpusobilo vznik jedné ¢&i vice vad-
nych chromozomalnich sad. Nebo se tento typ mozaicismu vytvafi u chromozo-
malné abnormalni zygoty — béhem mitdzy, kterou se opravi puvodni aneuploidie,
dochazi k vyrovnavani chromozomovych kopii a tvorbé euploidni buné&tné linie.

V tomto pfipadé se muze objevit také UPD.
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3. Ploidovy typ: Zplsobuje pfitomnost bunécnych linii s rlznymi urovnémi ploidie
v ramci jednoho embrya, a to sice diploidni a tetraploidni. Euploidni zygota neprojde
spravné cytokinetickym délenim, dojde k endoreplikaci, bufky se od sebe neoddéli
a vytvofi se diploidni nebo tetraploidni stav.

4. Chaoticky typ: Dochazi k nékolikanasobnym chybnym mitotickym délenim a vznika

az nékolik riznych abnormalnich bunécénych linii.

6.2 Vyskyt mozaicismu a jeho dopad na embryo

Na zakladé toho, kdy dojde v prabéhu vyvoje embrya k chybné mitéze, Ize pfedpo-
kladat miru mozaicismu daného embrya. Cim dFive k chybné mitéze dojde, tim vice bunék
v embryu bude ovlivnéno mozaicismem. Tim padem také plati, Ze ¢im méné bunék, které
podlehnou chybné mitéze, je v embryu pfitomnych, tim existuje vétsi pravdépodobnost po-

stihnuti mozaicismem jak embryoblast, tak trofoblast v blastocysté (viz obr. 8) (Capalbo et

al., 2017).
: XM , / & N
\‘ S b = W o, ,\\
2 XM &
— |l ([ - e
- XM
—> \ || —> —>
() Euploidni bufika ) Aneuploidni burika XM Chybna mit6za

Obr. 8: Zobrazeni miry vyskytu mozaicismu na zakladé ¢asu pritomnosti chybné mitézy
(modifikovano dle Griffin and Harton, 2020, p. 113)
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Bunky blastocysty jsou pluripotentni, tedy dokazou se diferencovat na vSechny bu-
nécné linie (s vyjimkou trofoblastu). V pribéhu déleni embrya buriky vstupuji do nevratného
procesu diferenciace (Nakai-Futatsugi and Niwa, 2015). Pokud se chybna mitéza projevi
v okamziku, kdy uz urcité buriky vstoupily do tohoto procesu diferenciace v konkrétni bu-
nécnou linii, pouze tato bunécna linie bude postihnuta mozaicismem.

Defekty mozaicismu jsou velmi rozmanité a zavisi na typu mutace, poctu bunék
s mutaci a distribuci tkané dané genetické zmény (Spinner and Conlin, 2014). Z embrya
obsahujici mozaicismus se muze vyvinout zcela zdravé dité (pravdépodobné s malou mi-
rou mozaicismu; chybna mitéza probéhla v pozdéjSich stadiich vyvoje), stejné tak vSak mo-
zaicismus muze zpUsobit fatalni nasledky na zdravi jedince (Marin et al., 2017). Mezi Casté
poruchy zpusobené mozaicismem patfi (Moog et al., 2020):

- Asymetrické poruchy rlstu (napf. v obli¢ejové oblasti)

- Ohniskové malformace mozku

- Malformace cév

- Mozaikové RASopatie zplsobujici kardiovaskularni anomalie, nizky vzrust, dysmor-
fismus Ci abnormality kuze, v nékterych pfipadech muze existovat i predispozice

k rakoviné (Zenker and Kutsche, 2016)

6.3 Detekce mozaicismu

Jak jiz bylo fe€eno, poprvé byl mozaicismus detekovan metodou FISH Delhantym
et al. (1993). S rozvojem metod aCGH ¢i NGS sledujicich vSech 46 chromozomU se do-
sahlo vy3Si diagnostické citlivosti, a tak pfesnosti rozliSovat variace chromozomu (Vera-
Rodriguez and Rubio, 2017; Griffin and Harton, 2020, p. 114).

Je zfejmé, Ze pro co nejpfesnéjSi detekci mozaicismu je tfeba ziskat co nejvySsi
pocCet bunék pro analyzu. Biopsie TE, kdy je z blastocysty zpravidla odebirano 5-10 bunék,
je tedy v ramci nynéjSich moznosti nejidealnéjSim zpusobem odbéru vzorku pro detekci
(Novik et al., 2014).

V blastocysté muzeme rozlisit 4 typy mozaicismu (viz obr. 9) (Esfandiari et al., 2016;
Vera-Rodriguez and Rubio, 2017; Griffin and Harton, 2020, p. 114): 1) dplny mozaicismus
se nachazi u blastocysty, ktera obsahuje euploidni i aneuploidni buriky jak v embryoblastu

— vnitfni bunééné hmoté, tak v trofoektodermu (k chybné mitéze doslo ve vyvoji velmi brzy).
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2) ICM mozaicismus a 3) TE mozaicismus nastava, pokud chybna mitéza probéhla u jiz
diferencované bunky a jeji nasledné déleni zpusobi vyskyt mozaicismu pouze v urcitych
Castech dané bunécné linie — ICM nebo TE. 4) ICM/TE mozaicismus typu | a typu Il se
vyskytuje v pfipadé, ze chybna mitdza postihla pluripotentni bunky diferencujici se do urcité
bunécné linie. Cela tato linie bude pak mozaicismem zasahnuta — bud’ ICM (typ |) nebo TE
(typ IN).

Typ Moznosti vzorki Druh
mozaicismu z TE biopsie diagndzy
Uplny mozaicismus O Euploidni Chybna diagnéza

@ Mozaicky Spravna diagnéza

O

O Aneuploidni | Chybna diagnéza

ICM mozaicismus

Chybna diagndza
Euploidnf{ (mozaicismus
nelze detekovat)

O

TE mozaicismus Euploidni Chybné diagno6za

Mozaicky Spravna diagno6za

8@ O

Aneuploidni Chybna diagnéza

ICM/TE mozaicismus

typ 1l
P Chybna diagnéza

Euploidni (mozaicismus
nelze detekovat)

O

ICM/TE mozaicismus

typ Il
P o Chybna diagnéza
. Aneuploidni (mozaicismus

nelze detekovat)

O

Obr. 9: Znazornéni typi mozaicismu, moznosti odebranych vzorkt TE biopsii
a druhu diagnézy daného vzorku

(upraveno dle Vera-Rodriguez and Rubio, 2017)
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Obr. 9 znazorriuje, jaké mozné diagndzy mohou u riznych pfipadd mozaicismu na-
stat. V pfipadé diagnézy vzork( s typem mozaicismu ICM, ICM/TE typu | a ICM/TE typu |l
je vzdy diagndza nepravdiva, protoze vzorek odebrany z TE nereprezentuje pravdivy stav
blastocysty. V pfipadé TE mozaicismu a Uplného mozaicismu muze byt diagnéza riizna.
Pokud se ve vzorku nachazi pouze euploidni buriky nebo pouze aneuploidni buriky, pak je
diagndza chybna, protoze vzorek opét neodpovida realnému stavu blastocysty. Jediné
v pfipadé, ze se podafi odebrat buriky euploidniho i aneuploidniho charakteru, je diagnéza
pravdiva a mozaicismus se podafilo detekovat.

Je patrné, ze v pfevazné vétsiné je pravdépodobnéjsi chybna diagnéza, coz je bo-
huzel pfekazka pro vybér bezvadnych embryi pro PGT a nasledné pro jejich transfer. Navic
u téchto chybnych diagnéz, kdy jsou v odebraném vzorku (z 5-10 bunék) pfitomny pouze
aneuploidni nebo s velkou pfevahou aneuploidni bufiky, je embryo automaticky zavrhnuto
k dalSimu testovani s pfedpokladem, Zze aneuploidni bufky v blastocysté naprosto preva-
2uji, i kdyZ mohlo embryo realné byt sloZzeno z vétSiny euploidnich bunék a mohlo teoreticky
podstoupit dal3i testovani. Naopak u zdanlivé idealniho embrya, kdy z blastocysty byl ode-
bran vzorek s pouze euploidnimi €i pfevazné euploidnimi bufikami, ale realné existuje v em-
bryu pfevazné stav aneuploidni, je embryo vystaveno ,zbytecné&“ dalSimu testovani, i kdyz
je naprosto nevyhovujici pro budouci transfer (Esfandiari et al., 2016; Marin et al., 2017;
Griffin and Harton, 2020, p. 115).
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7 Indikace k provedeni preimplantaéniho genetického
testovani

Aby preimplantaéni genetické testovani mohli pacienti podstoupit, je nutna exis-
tence specifickych indikaci. V jednotlivych statech se tyto indikace vzhledem ke zdejSim
legislativnim nafizenim podstatné lisi.

Mezi hlavni indikace k PGT obecné nejastéji patfi pokrocCily vék matky, opakovana
selhani implantaci, opakované potraty a monogenni choroby. Dale sem mUze patfit také
muzsky faktor zpusobujici neplodnost, vyskyt strukturnich chromozomovych aberaci, vy-
skyt embryi s chromozomalni mozaikou, abnormalni karyotyp pacienta, testovani darova-
nych oocytd, transfer jednoho embrya, pfedchozi geneticky abnormalni téhotenstvi, lécba
radioterapii v minulosti a v nékterych statech i uréeni pohlavi ditéte. (Goossens et al., 2008;
Harper et al., 2008; Kuliev and Rechitsky, 2017; Patrizio et al., 2019; Coonen et al., 2020;
De Rycke and Berckmoes, 2020).

7.1 Indikace k PGT-A

Pokrocily vék matky je jedna z nejCastéjSich indikaci k PGT. Za pokro€ily je vétSinou
povazovan vék nad 37-38 let (Harper et al., 2008). Nejnoveéjsi sbér dat z 59-60 mezinarod-
nich center pro PGT konsorcia ESHRE z let 2013-2015 (Coonen et al., 2020) udava, Ze
z indikaci k PGT-A (z celkovych 5020 cyklti PGT-A roku 2013, 6278 cykl( roku 2014 a 7155
cykld roku 2015) pokrocily vék matky silné pfevazuije, a to az ze 44 % roku 2013, 47 % roku
k tomu, Ze v dnesni dobé mnohdy pary zakladaji rodinu v pozdé&jSim véku. Na druhé pficce
je pokrocily vék matky v kombinaci s opakovanymi potraty &i s opakovanym selhanim im-
plantaci (kolem 9-10 %), dale samotné opakované potraty (cca 6 %), opakované selhani
implantace (cca 6 %), muzsky faktor zpUsobujici neplodnost (cca 6 %), pfedchozi geneticky
abnormalni téhotenstvi (kolem 2 %) a abnormalni karyotyp pacienta (1-2 %) (Coonen et al.,
2020).
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7.2 Indikace k PGT-M

Co se tyCe indikaci preimplantacéniho genetického testovani monogennich chorob,
testovani je zpravidla nabizeno v pfipadé teoreticky vSech monogennich poruch, u kterych
byly jasné identifikovany dané oblasti (lokusy) na chromozomu zpUsobujici onemocnéni, a
to jak v pfipadé jadernych lokusu (X-vazané, autozomalné dominantni i recesivni), tak mi-
tochondrialnich lokusu zdédénych po matce (Richards et al., 2015). Mezi nej¢asté&jsi indi-
kace pro PGT-M patfi choroby jako cysticka fibroza, dédicné hemoglobinopatie (srpkovita
anémie, a/B-thalasemie), myotonicka dystrofie typu I, neurofibromatéza, Huntingtnova cho-
roba, onkologické syndromy (autozomalné dominantni dédi¢nost), Duchennova svalova
dystrofie, hemofilie &i syndrom fragilniho X chromozomu (De Rycke and Berckmoes, 2020;
Goossens et al., 2008). Co se tyCe napf. shody v HLA, je povaZovana spide za ojedinély
faktor indikace k testovani, protoZe se nejedna pfimo o patologicky stav (De Rycke and
Berckmoes, 2020). Shoda v HLA se €asto kombinuje s uréitou monogenni poruchou, nej-
Castéji s hemoglobinopatii ¢i imunodeficienci (Kakourou et al., 2018).

k PGT-M (z celkem 2026 cykld PGT-M roku 2013, 2243 cykld roku 2014 a 2661 cykld roku
2015) autozomalné dominantni choroby (cca 50 %), dale autozomalné recesivni (cca
26 %), X-vazané (15 %), shodu v HLA (cca 13 %) a shodu v HLA v kombinaci s monogenni

chorobou (cca 4 %).

7.3 Indikace k PGT-SR

Indikace k PGT zahrnujici strukturni chromozomové aberace jsou ve srovnani
s PGT-A a PGT-M nejméné Casté. Sbér dat z konsorcia ESHRE (Coonen et al., 2020) za-
hrnoval 1039 cykld PGT-SR roku 2013, 1189 cykll roku 2014 a 1231 cykld roku 2015.
Z toho nej¢astéjSimi indikacemi byly reciproké translokace (cca z 32 % pfenaseci a cca
z 29 % prenaSeCkami), dale Robertsonské translokace (z cca 16 % pfenaseci a cca

z 9 % prenasSeckami), inverze (cca 6 %) a delece (cca 3 %).
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8 Zaver

Jak je jiz fe€eno v Uvodu, reprodukéni zdravi v lidské populaci podléha, z dosud ne zcela
jasnych pficin, postupnému zhorSovani, které se projevuje rostouci mirou neplodnosti. Po-
sledni tfetina 20. stoleti oteviela nové moznosti pro feSeni tohoto vazného medicinského
problému uvedenim postupt in vitro fertilizace. Nasledujicich pét dekad vyzkumu a vyvoje
pak tyto postupy dovedly do stavu, kdy vyuzivaji kombinace sofistikovanych nastroji bu-
nécné a molekularni biologie s pokroc€ilou instrumentaci. Lze oCekavat, ze sou€asné po-
stupy preimplantaéniho genetického testovani budou dale vyvijeny a umozni, mimo jiné,
preciznéjSi a méné invazivni testovani genetickych a epigenetickych parametri embryi,
v&etné uvedeni do kontextu s vyvojovou kapacitou embrya a impaktu na celozivotni zdravi

jedince.
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