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Abstrakt:

Znacna c¢ast lidskych preimplantaénich embryi je aneuploidni. Preimplantacni genetické
testovani aneuploidii (PGT-A) umoznuje vysSetfit pocet chromozomi v nékolika burnkach
trofektodermu odebranych z vyvijejicich se embryi a pro transfer jsou pak doporuéena pouze
embrya euploidni. Biopsie bunék trofektodermu je invazivni metoda, vysetfeni je nakladné a
neni provadéno u vsSech pacientek. Proto jsou hledany neinvazivni metody urceni
nejkvalitnéjSich embryi. Kontinuadlni monitoring v time-lapse systému umozZnuje sledovat
morfokinetické parametry embryonalniho vyvoje a diky tomuto neinvazivnimu pfistupu jsou
vybrdna nejlépe se vyvijejici embrya s dobrou progndzou pro UspéSnou implantaci. Stale je zde
ale otdzka, zda a jak spolu morfokinetické parametry a ploidie embrya koreluji. Z vétsiny studii
na toto téma vyplyva, Ze k vybéru nejkvalitnéjsiho embrya je idedlni kombinace obou téchto

pristupa.

Klicova slova: lidské embryo, time-lapse, morfokinetické parametry, biopsie, preimplantacni

genetické testovani (PGT), aneuploidie
Abstract:

A significant amount of human preimplantation embryos is aneuploid. Preimplantation
genetic testing of aneuploidies (PGT-A) enables us to examine the number of chromosomes
in a few trophectoderm cells biopsied from developing embryos, and only euploid embryos
are then recommended to be transferred. Biopsy of trophectoderm cells is an invasive
method, PGT is quite expensive, the examination is not performed at all patients. Therefore,
non-invasive methods for determining the highest quality embryos are searching. Non-
invasive continual monitoring in a time-lapse system is able to observe the morphokinetic
parameters of embryonic development, and can select the best developing embryos with a
good prognosis for successful implantation. However, there is still the question of whether
and how morphokinetic parameters and embryonic ploidy correlate. Most studies on this
topic show that a combination of both of these approaches is the best way for selecting the

highest quality embryo for transfer.

Key words: human embryo, time-lapse, morphokinetic parameters, biopsy, preimplantation

genetic testing (PGT), aneuploidy
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1 Uvod

Stdle vice paru se potyka s neplodnosti a jejich cesta za vytouZzenym ditétem muze byt velmi
dlouha. Pomoc jim mohou nabidnout kliniky asistované reprodukce. Asistovana reprodukce
pouzivd metody pro prdci se spermiemi, oocyty, embryi, ovarialni ¢i testikuldrni tkani. Od
narozeni prvniho ,ditéte ze zkumavky” v roce 1978 proslo toto odvétvi mediciny velkym
rozvojem. Neplodnost je problém komplexni, tyka se vzdy pdru muze a Zeny a na jeji 1é¢bé se
podili fada odbornik(: gynekolog, urolog, embryolog, androlog, klinicky genetik, hematolog,
imunolog, psycholog. Prvnim krokem k |é¢bé neplodnosti je zjisténi jeji priciny u konkrétniho
paru. Gynekologické vysetfeni Zeny a vySetfeni spermiogramu muze se provadi vidy pred
zahdjenim |écby. Doporucend je také konzultace paru s klinickym genetikem, ktery indikuje
vySetieni karyotypu, pfipadné dalsi vySetieni se vztahem k neplodnosti. Gynekolog na zakladé

vysledk( vSech vysetfeni doporuci postup dalsi 1éCby.

Vétsina pacientl v IVF centrech podstupuje mimotélni oplozeni. Pacientka je hormonalné
stimulovédna, aby dozrdl vétsi pocet oocytl, které jsou ndsledné oplozeny v laboratofi
spermiemi partnera ¢i donora. Rozhoduijici je prenos kvalitniho embrya s dobrym potencidlem
pro dalsi vyvoj. Zakladnim postupem pfi hodnoceni kvality embryi je posouzeni jejich
morfologickych a morfokinetickych vlastnosti. Embryolog pravidelné hodnoti, zda parametry

embryi odpovidaji vyvojovému stupni v daném case.

Velké mnozstvi embryi byva i v pfirozenych cyklech abnormalnich. Jednou z hlavnich pficin
reprodukcnich nedspéchi jsou chromozomalni abnormality. Euploidni lidska somaticka burika
obsahuje 23 pard chromozomu. Pokud néktery chromozom chybi nebo naopak nadbyva,
hovofime o numerickych chromozomdlnich aberacich — aneuploidiich. Aneuploidie se
vyskytuji béziné vranych embryich a mohou pochazet z oocytu ¢i spermie (aneuploidie
meiotického plvodu) nebo vznikaji v prvnich mitotickych délenich embrya. S vékem Zeny
stoupa pocet aneuploidnich oocytll, a vznikld aneuploidni embrya jsou nejcastéjsi pricinou

abortd a nedspésnych implantaci.

Pfi 1écbé neplodnosti je zakladem uspéchu vybér kvalitniho embrya s maximalni Sanci na
uspésnou implantaci a dalsi spravny vyvoj. Cilem lécby neplodnosti neni jen to, aby Zena
otéhotnéla, ale pfedevsim to, aby donosila a porodila zdravé dité. Dnes jsou v centrech

asistované reprodukce béiné pouZivany postupy a metody, které umoziuji tohoto cile



dosahnout. Pro vybér kvalitnich embryi je pouzivdn vypracovany systém hodnoceni podle
vybranych morfologickych a embryologickych parametr(i, ktery spolu s kontinudlnim
sledovanim vyvoje embrya (time-lapse systémy) umoznuje vybér nejkvalitnéjsiho embrya
z embryologického pohledu. Ve spojeni s preimplantaénim genetickym testovanim embryi
(PGT) je tento kombinovany pfristup tim nejlepsim, co v soucasné dobé kliniky asistované
reprodukce nabizeji. Tento postup je plné v souladu se snahou odbornik(l redukovat pocet
prendsenych embryi, a tim i pocet rizikovych viceéetnych téhotenstvi. Pfenos pouze jednoho
embrya, tzv. elektivni single-embryo transfer (eSET), mlze byt Uspésny pouze v pripadé, ze

prenasené embryo je opravdu kvalitni.

Cilem prace je porovnat stupen korelace mezi pozorovanymi parametry vyvoje embryi v time-
lapse kultivacich a mezi vysledky PGT-A, které byly publikovdny ve studiich zpracovanych
v této bakalarské praci. Dale analyzovat vlastni vzorek embryi kultivovanych v time-lapse
systému Geri® a vySetfenych na pfitomnost aneuploidii metodou NGS. Vysledky ziskané

analyzou vlastniho souboru porovnat s vysledky z literatury.

2 Asistovana reprodukce

Asistovana reprodukce je lékarska disciplina napomahajici neplodnym parlim k poceti a
narozeni potomka. Louise Joy Brown byla prvnim , ditétem ze zkumavky“, které se narodilo po
in vitro fertilizaci v roce 1978 ve Velké Britanii. Za timto Uspéchem stali Iékar Patrick Steptoe
a védec Robert Edwards, ktery ziskal v roce 2010 Nobelovu cenu za medicinu. Na celém svété
je nyni jiz pres 8 milionl narozenych déti, které nebyly pocaty prirozenou cestou (Calhaz-Jorge

et al. 2020; Steptoe a Edwards 1978; Zhao et al. 2011).

Pocet neplodnych pard, pro které je umélé oplodnéni jedinou cestou k narozeni zdravého
ditéte, stale stoupd zejména ve vyspélych zemich. Dlvodu, pro¢ se mnohym pariim nedafi
otéhotnét, je celad fada: nezdravy Zivotni styl, vysoka mira stresu, zhorsené Zivotni prostredi.
Velmi vyraznym faktorem je cilené odkladani koncepce do vyssiho véku Zeny. Antikoncepce
zasadné zménila pohled spolecnosti na zakladani rodiny. Pary oddaluji svou reprodukci kvili
osobni kariére a nasledné pokusy o poceti jiz kvali zralejsSimu véku Zeny nemusi byt Uspésné

(Coussa, Hasan, a Barber 2020; De Geyter 2019).



2.1 Cile asistované reprodukce

V minulosti bylo Zené v jednom cyklu pfenaseno vice embryi, aby se zvysila pravdépodobnost
otéhotnéni. Vysledkem tohoto postupu je velky pocet viceCetnych téhotenstvi, ktera jsou
znacné rizikova: je zde vyssi procento potrat(i, pfedcasnych porodd a dalSich komplikaci pro
matky i vyvijejici se plody. Problémy s timto spojené vedly k zavedeni postupl AR, které
minimalizuji pocet viceCetnych téhotenstvi. Soucasné metody AR jiZz umozZiuji vybrat
nejkvalitnéjsi embrya s vysokou Sanci na dalsi Uspésny vyvoj a v jednom cyklu prenést zené
pouze jedno embryo (Tiitinen 2019). Zeny vy3siho véku se mnohdy rozhodnou pro pfenos
dvou embryi, aby se zvysila pravdépodobnost uchyceni alespon jednoho z transferovanych

embryi (Ubaldi et al. 2015).

vsve

2.2 Priciny neplodnosti

Neplodnost postihuje odhadem 15-20 % pard v reprodukénim véku na celém svété. O
neplodnosti paru zacindme hovofit, jestlize se mu po dobu 12 mésicG pravidelného
nechranéného pohlavniho styku nedafi pocit. Pfiblizné ctvrtina pripadd neplodnosti je
zpUsobena vyhradné problémem ze strany muze, ale ve zhruba poloviné ptipadl je divodem
neplodnosti souhra muzského i Zenského faktoru. To, co vyrazné ovliviiuje nadéji na spontanni
otéhotnéni, jsou hlavné vék Zeny, genetické faktory, délka snahy o koncepci a také rlizna
onemocnéni, ktera mohla plodnost pacientl ovlivnit (Agarwal et al. 2021; Coussa, Hasan, a

Barber 2020; Vander Borght a Wyns 2018; Zorrilla a Yatsenko 2013).

221 Muizské faktory infertility

MuzZskou neplodnost muze zplsobovat fada faktor(, které ovliviuji tvorbu spermii, naptiklad
infekce v mocovych cestach, varikokéla, onkologickd onemocnéni, nezdravy sedavy Zivotni
styl, obezita, Urazy genitdlii, konzumace anabolik, alkoholu a jinych navykovych latek, néktera
IéCiva a chemické latky, expozice teplu a genetické faktory (Segal a Giudice 2019). Jednou
z pficin infertility u muz( jsou numerické chromozomadlni aberace gonozomdu, které casto
nachdzime u pacientd sabnormalnim spermiogramem (u azoospermikll a u
oligozoospermikd). Az u 10 % azoospermikd je diagnostikovan Klinefelterlv syndrom s
karyotypem 47,XXY. Casté jsou ndlezy strukturnich chromozomalnich abnormalit; az u 5 %
infertilnich muzd nalézdme Robertsonské c¢i reciproké translokace, inverze nebo ring

chromozomy (Foresta et al. 2005). U casti pacientl s azoospermii a tézkou oligozoospermii



odhali molekularné genetické vySetfeni mikrodelece v AZF oblastech na chromozomu Y. V AZF
oblastech se nachdzi fada genl, které jsou dulezité pro vznik a vyvoj spermii a mutace v téchto
genech mohou ovliviiovat muziskou plodnost. Studium epigenetickych faktorl by mohlo

rovnéz odhalit dalsi pri¢iny muzské infertility (Zorrilla a Yatsenko 2013).

2.2.2 Zenské faktory infertility

NejdulezitéjSim faktorem Zenské infertility je bezesporu vék Zeny; prvni znamky poklesu
predcasné selhani funkce vajecnikl (véetné pfedcasné menopauzy), syndrom polycystickych
ovarii, endometridza, pripadné vrozené vady Zenskych pohlavnich organd, délozni polypy a
myomy (Vander Borght a Wyns 2018; Zegers-Hochschild et al. 2017). Vyznamné jsou rovnéz
genetické faktory; u neplodnych Zen se mohou vyskytovat syndromy zplsobené abnormalnim
poctem pohlavnich chromozomd, napftiklad 47,XXX nebo Turner(v syndrom znamy jako 45,X
(vétSinou v mozaice). Mnoho genl je dllezitych pro spravny pribéh meidzy, DNA reparaci v
bunkach, nebo pro vyvoj folikuli; mutace v téchto genech mohou ovliviiovat plodnost Zeny

(Zorrilla a Yatsenko 2013).

2.3 Zakladni embryologické metody v AR
231 VI

Mnoha pariim, kterym se nedafti otéhotnét a prichazi resit svlj problém do center asistované
reprodukce, je jako prvni varianta IéCby navrhnuta intrauterinni inseminace (IUl). Jednd se o
metodu neinvazivni, kterd je vhodna pro pacienty s leh¢imi poruchami neplodnosti. Pfi lUl jsou
spermie zavedeny pomoci katetru do horni ¢asti dutiny délozni a nemusi tedy prfekonavat
prekdzky Zenského pohlavniho ustroji (Allahbadia 2017). Spermie je tfeba pred zavedenim

zkoncentrovat a zpracovat v andrologické laboratofi (Gode et al. 2019).

2.3.2 Ovarialni stimulace a punkce

Zakladni metodou pfi mimotélnim oplodnéni je hormonalni stimulace ovarii, aby pacientce
dozralo vice oocytll, které jsou ndsledné punktovany (Howie a Kay 2018). Hormony se
aplikuji injekéné a je dllezité, aby jejich davky byly upraveny na miru konkrétni pacientce.
V pripadé, kdy je pacientce podana vyssi davka, mulze dojit k ovaridlnimu

hyperstimulaénimu syndromu, ktery mizZe pacientku ohrozit i na Zivoté.



Ovarialni punkce je operacni zakrok, ktery je provadén zpravidla pfi plné narkdze. Vykon je
provadén pod ultrazvukovou kontrolou intravaginalné pomoci punkéni jehly, ktera prochazi
skrze poSevni sténu a sténu vajecniku az do folikulu, z néjz je aspirovana folikularni tekutina.
Pro oocyty je dlleZita teplota prirozena télu matky pfi ovulaci — pfiblizné 37 °C — proto je
folikuldrni tekutina pfi manipulaci neustale zahfivana. Po predani folikularni tekutiny do
laboratore za¢nou embryologové pod mikroskopem vyhleddvat jednotlivé oocyty (Katayama

et al. 1988).

2.3.3 IVF

In vitro fertilizace je jednou z nejstarSich metod umélého oplodnéni, kdy jsou oocyty po
ovaridlni punkci kultivovany spolu se spermiemi. K jejich oplozeni dochazi v misce bez zasahu
embryologa na zakladé pfirozeného vybéru nejrychlejsi a nejvitalnéjsi spermie, podobné jako
je tomu pfi béZzném oplozeni v téle Zeny. Pred pridanim spermii do kultivaéniho média jsou
spermie andrologem zpracovany a aZz poté pridany do média s oocyty. Tato metoda byla
vyuzivana prevazné v minulosti, dnes se od ni ve vétsiné pfipadl upousti, jelikoz neni tolik
efektivni, jako metoda ICSI. Spermie nemusi byt natolik pribojné, aby prekonaly zonu

pellucidu a mnohé oocyty zGstanou neoplozeny. (Steptoe a Edwards 1978)

2.3.4 ICSI, PICSI

Metoda intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI) je dnes pfi asistované reprodukci
vyuZivana nejcastéji. Do cytoplazmy zralych oocytl je pomoci mikroinjektace vpravena jedna
spermie a je ji tedy ulehcen proces pfekonani zony pellucidy viz Obrazek 1. Nehrozi zde také
riziko polyspermie neboli mnohondsobného vniku spermii do oocytu (Laws-King et al. 1987;

Palermo et al. 1992; Zheng et al. 2019).

Metoda PICSI je v zdsadé ICSI, do oocytu je v3ak injektovdna predvybrand zrald spermie
predem kultivovana v médiu s hyaluronem, ktery se béiné vyskytuje v extraceluldarni matrix
mezi kumularnimi burfikami. Embryolog pak k oplozeni vybere pouze ty spermie, které byly
schopny se na hyaluron navazat. Schopnost spermie navazat se na hyaluron znaci jeji zralost
a je zde tedy vétsi pravdépodobnost, Ze se jedna o funkcéné kvalitni spermii (Huszar, Willetts,

a Corrales 1990; Majumdar a Majumdar 2013; Russell a Salustri 2006).



Obrazek 1: Fertilizace oocytu metodou ICSI. Pofizeno v embryologické laboratofi Sanatoria PRONATAL.
Autor: L. Jelinkova.

2.3.5 MESA, TESE

U pacientl s azoospermii, ¢i jinym patologickym spermiogramem, je ¢asto nutné provést
operativni zakrok, kterym mohou byt spermie ziskany. Nejbéznéji provadénou metodou je
mikrochirurgické odsati spermii z nadvarlete (MESA), nebo extrakce spermii z varlete (TESE).
Oba zdkroky jsou provadény v celkové anestezii. MESA je provddéna prednostné, jelikoz
progndza pro oplozeni takto ziskanymi spermiemi je lepsi. V ptipadé, kdy byl zisk spermii pfi
MESA nedostatecny, provede urolog pfi téZe anestezii také TESE. Odebrané vzorky
prohleddvaji pod mikroskopem embryologové a v pfipadé nalezu spermii vhodnych k oplozeni
oocytll se zpracované vzorky zamrazi. Fertilizace takto ziskanymi spermiemi se provadi
vyhradné metodou ICSI. (Diemer, Hauptmann, a Weidner 2011; Schlegel 1999; Temple-Smith
et al. 1985)

2.3.6 Kontinudlni monitorovani vyvoje embryi

Zakladni metodou, jak vybrat nejlepsi embryo pro transfer, je sledovani jeho vyvoje v in vitro
podminkach v embryologické laboratofi. Embrya jsou hodnocena embryologem bud'v delSich
Casovych intervalech bez moZnosti kontinualniho sledovani jejich vyvoje, nebo jsou
monitorovana nepretrzité pomoci specidlnich inkubator( (time-lapse systém( —TLS) a lze urcit
presny €as jejich prvnich déleni i dalsi klicové body souvisejici s délenim. Metoda time-lapse
je vembryologii pouZivana jiz od prelomu 20. a 21. stoleti, kdy se metodou ¢asosbérného

snimani zkoumaly rizné aspekty vyvoje embryi, napfiklad pohyb a sloZeni cytoplazmatickych
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fragment( (Hardarson et al. 2002; Van Blerkom, Davis, a Alexander 2001). Prvotni systémy
byly experimentdlné sestavovany samotnymi vyzkumniky a teprve svyvojem komercné
dostupnych kultivacnich systém0 s integrovanymi mikroskopy a kamerami bylo moziné

rozsifeni metody time-lapse do embryologickych laboratofi v centrech asistované reprodukce.

Time-lapse systémy v pravidelnych intervalech pofizuji snimky vyvijejiciho se embrya.
Embryolog jiz nemusi embrya kontrolovat mimo inkubator pod mikroskopem a vystavovat je
tak rizikim spjatym s manipulaci s nimi. Diky TLS je moZné pozorovat také dynamiku déleni
bunék (Gallego, Remohi, a Meseguer 2019). Sledovani embryi pomoci technologie time-lapse
umoziuje vybrat a nasledné prenést nejlépe se vyvijejici embryo. Pfi vybéru embryi vhodnych
k transferu se sleduje napfiklad symetricnost déleni bunék, jejich fragmentace, morfologie
blastomer, polarni téliska, vzhled cytoplazmy, zona pellucida, fragmentace jader (Alegre et al.

2017; Barrie et al. 2017).

Pro monitoring embryi se vyuZivaji rlizné komercni pfristroje: Geri® a Geri Plus® (Genea
Biomedx), Embryoscope® (Vitrolife), Miri® TL (Esco Medical), Astec CCM-IBIS (Astec), Primo

Vision® (Vitrolife), The Eeva ™ (Merck Serono) a dalsi (Gallego, Remohi, a Meseguer 2019).

V embryologické laboratofi Sanatoria PRONATAL se k monitoringu embryi pouziva pfistroj
Geri®, coz je uzavreny kultivaéni systém snimajici embrya v intervalu 5 minut. Obsahuje 6
inkubacnich komurek, do kazdé je moZno umistit az 16 embryi. Tento pfistroj zajistuje stabilni
teplotu odpovidajici teploté Zenského pohlavniho Ustroji (cca 37 °C), zajistuje také optimalni
tok plynd (CO2, O;) a pozadovanou vlhkost. V kazdé z téchto 6 kultivacnich komor je umistén
mikroskop s kamerou svysokym rozliSenim, embrya lze zaostfovat a snimat az v11

ohniskovych rovinach. Potizené snimky zpracuje specialni software. (URL 1, URL 2)

Vzniklé obrazové zaznamy embryolog vyhodnoti a na zakladé morfokinetickych parametr( je
schopen urcit nejlépe se vyvijejici embrya. Vybrana kvalitni embrya maji vyssi potencial k
Uspésné implantaci. Prenosem nejkvalitnéjSich embryi se vyznamné zvySi UspéSnost
implantace a doba k dosaZzeni téhotenstvi se zkrati — snizi se pocet neuspésnych transfer(

jedné pacientky (Harrity et al. 2020).



2.3.7 Embryotransfer

Embryotransfer (ET) je zavedeni vyvijejictho se embrya do délohy pacientky. Pro
embryotransfer mohou byt vybrdna embrya mezi 2. a 6. dnem od fertilizace (Li et al. 2018).
Embryolog nasaje embryo do katetru, preda jej gynekologovi a ten jej pres hrdlo déloZni
zavede na pfipravenou délozni sliznici. Transferovdana mohou byt embrya jak Cerstva, tak i
zamrazend z predchozich cyklG; pfi ET i pfi kryoembryotransferech (KET) je pacientce
regulovdna hladina hormond, aby bylo endometrium pfipraveno na implantaci embrya.
Embryotransfer je pro vétsinu pacientek bezbolestny, tenky a pruzny katetr je zavadén pod

ultrazvukovou kontrolou (Rezacova 2018).

2.3.8 Kryokonzervace bunék a tkani v procesu IVF

Kryokonzervace slouzi k uchovavani zarodec¢nych bunék a tkani pro jejich budouci pouziti.

Material je uchovdvan v naddobach s kapalnym dusikem (LN;), jehozZ teplota je -196 °C.

Pro mrazeni spermii, testikularni, epididymalni a ovaridlni tkané je nejbéinéji pouzivanou
metodou takzvané pomalé mrazeni za pouziti specidlniho pfistroje, ktery vzorek kontrolované
a plynule ochlazuje z laboratorni teploty na teplotu hluboko pod bodem mrazu. Material je
pfed mrazenim zpracovan, je k nému pridano kryokonzervaéni médium s kryoprotektivy a je
hermeticky uzavien do pejet, ¢i do ampuli. Mrazeni i uchovavani andrologického materialu je
technologicky méné narocné, spermie totiz nemusi byt nutné zcela ponofeny do LNy, vydrzi i

v jeho parach (-167 °C) (Hu et al. 2015; Travnik 2018).

Hlavicka spermie obsahuje velmi malé mnoiZstvi cytoplazmy oproti oocytim ¢i embryim.
Postupnym mrazenim kapalné slozky bunék vznikaji krystalky, které mohou buriku nevratné

ponicit — pro spermie je vSak metoda pomalého mrazeni bezpecna.

K zamrazovani oocytll a embryi se pouzivd metoda jind — vitrifikace. Jedna se o rychly zplsob
mrazeni, kdy je embryo ¢i oocyt postupné proplachovan v nékolika vysoce koncentrovanych
kryokonzervacnich médiich a diky nim a rychlému ponofeni do kapalného dusiku se v oocytu
¢i embryu nestihnou vytvofit krystalky a ihned prejdou do skelné formy (Kratochvilova et al.
2017). Prvné vitrifikaci na lidskych embryich popsal Mukaida a spol. (1998). Existuji dvé
metody vitrifikace — otevieny a uzavieny systém. P¥i vitrifikaci v otevieném systému prichazi

materidl do pfimého kontaktu s tekutym dusikem, zatimco v uzavieném systému je materidl



hermeticky uzavren v pejetach. Pfimy styk s kapalnym dusikem je povazovan za rizikovy,
jelikoZ teoreticky hrozi riziko pfenosu infekénich agens na ostatni vzorky. Byla provedena fada

studii na toto téma, vysledky vsak stale nejsou jednoznacné (Vajta, Rienzi, a Ubaldi 2015).

2.3.9 Biopsie

Pokud je indikovano preimplantacni genetické testovani (PGT-A), je nutné z embrya jesté pred
embryotransferem odebrat par bunék. Dfive se biopsie délala tfeti den vyvoje embrya, byla
z néj odebrana pouze jedna ¢i dvé blastomery a embryo mohlo byt transferovdno jesté
vtémze cyklu. V soucasné dobé se pro PGT poutzivaji buriky trofektodermu (Zacchini et al.
2017). Obvykle embryolog odebird 5-10 bunék 5.-6. den po oplozeni embrya. Odbér vétsiho
mnozstvi materidlu ptindsi vyssi spolehlivost vysledkl PGT. Bezprostiedné po biopsii je
blastocysta vitrifikovana. Odebrané burky trofektodermu jsou vySetfeny v genetické
laboratofi a embrya doporucena ktransferu jsou prenesena Zené v nékterém zjejich
nasledujicich pfirozenych cykll. Tento postup se zacal pouZivat ¢astéji poté, co se zdokonalily
vitrifikacni protokoly zajistujici vySsi Uspésnost preziti vitrifikovanych blastocyst (AU - Maggiulli

et al. 2019).

Biopsie bunék z lidskych preimplanta¢nich embryi byla provadéna jiz na zacatku 90. let
dvacatého stoleti, kdy Hardy a spol. (1990) potvrdil, Ze odebrani jedné ¢i dvou blastomer

z tfidennich embryi nema vliv na jejich nasledujici vyvoj a schopnost implantace.

3 Rany vyvoj preimplantacnich embryi
3.1 Oplozeni

Pfed ovulaci se oocyt nachazi v profazi prvniho meiotického déleni, ve které setrvava jiz od
prenatalniho vyvoje Zeny. V dobé ovulace své prvni meiotické déleni dokondi, zastavi se
v metafazi druhého meiotického déleni a oddéli se prvni pélové télisko (PB). Po oplozeni
oocytu spermii se dokonci druhé meiotické déleni a oddéli se druhé PB. Nyni se v oplozeném
oocytu (zygoté) nachazi dvé prvojadra (pronuclei), kazdé z nich obsahuje chromozomy
pochazejici z oocytu a ze spermie obklopené jadernou membranou. Pronuclei se k sobé
postupné pfibliZuji a nez spolu splynou, jsou uréity ¢as v kontaktu pfitisknuta jedno na druhé

(Payne et al. 1997).



3.2 Faze ryhovani ¢asného embrya

Pfed prvnim mitotickym délenim prvojadra splyvaji. Nasledné se zygota rozdéli do dvou
blastomer, v nichZz se vytvofi ohrani¢end jadra s diploidnim genomem budouciho plodu. Pfi
idedlnim déleni blastomer vidy zjedné bunky vzniknou dvé nové, embryo se déli
exponencidlné. Oocyt se prvni tfi dny po ovulaci nachdzi v obdobi takzvaného transkripéniho
klidu, jelikoZ v ném byly jiz v dobé oogeneze nasyntetizovany potiebné enzymy a ribonukleové
kyseliny. V téchto tfech dnech je oocyt oplozen, aktivovdn, stdva se z néj zygota, ktera je
epigeneticky reprogramovana, probéhne prvni mitotické déleni do dvou blastomer, ty jsou
v dal$im mitotickém déleni rozdéleny do ¢tyf bunék a mezi ¢tyf- az osmibunéénym stadiem se
jiz aktivuje embryondlni genom. Pred aktivaci transkripce se materndlni proteiny i RNA musi

degradovat, aby se mohlo embryo dale normalné vyvijet (Braude, Bolton, a Moore 1988).

Zygotu ohranicuje zona pellucida, kterd drzi tvar embrya az do faze blastocysty. Z toho je tedy
zfejmé, ze kazdym délenim se blastomery zmensuji. Déleni bunék v ryhujicim se embryu

nemusi byt vidy dokonale synchronni.

3.3 Faze kompaktace

Ve fazi kompaktace embrya jiz nejsme schopni od sebe rozeznat jednotlivé bunky. Pres fazi

kompaktni moruly, jez je zcela vyplnéna burikami, se embryo dostava do faze blastocysty.

3.4 Faze blastocysty

Blastocysta se vyznacuje dutinkou — blastocelem; buriky se diferencuji na embryoblast (inner
cell mass (ICM)- zaklad budouciho plodu) a trofoblast (trofektoderm (TE)- zdklad budouci
placenty). Buriky trofektodermu jsou lokalizovany po obvodu blastocysty. BEéhem patého nebo
Sestého dne vyvoje embrya se blastocysta zadind klubat pres zonu pellucidu ven. Tomuto
procesu se fika hatching a v in vitro podminkach se velmi ¢asto provadi asistovany hatching

pomoci laseru ¢i manudlné (Travnik 2018).

3.5 Hodnoceni embryi

Hodnoceni embryi je nedilnou soucasti jejich vybéru k embryotransferu. Embrya je nutné
sledovat v urcitych vyvojovych stadiich a na zadkladé pozorovani morfologickych znakud lze
predikovat jejich schopnost Uspésné implantace. Vzhledem k neustalému zvySovani poctu

klinik asistované reprodukce a embryologl bylo nutné sjednotit systém hodnoceni embryi.
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Pfedni odbornici na embryologii z odborné spolecnosti ESHRE se na workshopu v Istanbulu
(2011) shodli na konsenzu o jednotném a vSeobecné uzndvaném skérovacim hodnoceni
embryi, které se uplatfiuje dodnes, ale neni zavazné a nékteré laboratore si vytvofily viastni

upraveny skdrovaci systém.

Den O:
Po punkci ovdrii jsou odebrané oocyty sledovany na pritomnost pélového téliska, nékdy totiz
nemusi dojit k jeho vypuzeni. Nasledkem toho ma oocyt diploidni chromozomalni vybavu a je

oproti haploidnimu oocytu znacné vétsi.

Den 1:

Po priblizné 16-18 hodinach od oplozeni se u oocytl pozoruje, zda jsou uvnitf pfitomna 2
prvojadra a zda bylo z oplozeného oocytu vypuzeno i druhé pélové télisko. Vzhledem k rychlé
kinetice se vSak prvni PB muze jiz rozpadnout, ¢i prvojadra splynout, obecné v3ak plati, Zze u
embryi, u nichZ probéhne rozdéleni do dvou bunék <20 hodin od fertilizace, je zvySené riziko
aneuploidii. Hledi se také na usporadani jadérek, jejich velikost a symetrii. V Grafu 1 jsou

znazornény déje odehrdvajici se v prvnich 13 hodinach po oplozeni.

Percentage
100 -
90 -
80 4 m2PB
70 - OMPN
60 OF PN
50 | & Abuttal _
40
30
20
10
0 lI i . . F . . i
1 2 3 4 5 10 1 12 13

Hours post injection
Graf 1: Procentudlni zastoupeni vyskytu charakteristickych faktor(i ve sledovaném vzorku embryi
v prabéhu 13 hodin po fertilizaci metodou ICSI. Pfevzato z (Payne et al. 1997).
2PB — vyloucené druhé polové télisko, M PN — prvojadro paternalniho plvodu, F PN — prvojadro
maternalniho plvodu, Abuttal — kontakt prvojader

Den2a3:
U embryi v dvoudennim a tfidennim stadiu je hodnocena mira fragmentace embrya, kde bylo

prokadzano, ze mirna fragmentace <10-20 % by neméla mit vliv na Zivotaschopnost embrya.
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Hodnoti se také, zda se u embrya objevila fragmentace jader, jeZz je spojovana s nizsi
Uspésnosti implantace embrya. DalSim sledovanym parametrem je symetrie déleni spojovana
s pravdépodobnosti chromozomalnich aberaci ¢i nerovhomérnou distribuci mRNA, proteint a
mitochondrii. V neposledni fadé je sledovano také abnormalni déleni, kdy se burika nerozdéli
ve dvé, nybrz ve vice bunék.
Na zakladé ¢asli déleni jsou embrya rozdélena do 4 skupin:

e Embrya se zastavenym vyvojem — v pribéhu 24 hodin se nedélila

e ,Pomald“ embrya —v den 3 (68 hodin po fertilizaci) maji 6 a méné bunék

e ,_Normalni“ embrya — vden 3 maji 7-9 bunék (délila se v poslednich 24 hodinach,

fragmentace <15 %, bez multinukleace)

e ,Zrychlend” embrya — v den 3 maji vice nez 9 bunék

Den 4:
Ctvrty den vyvoje se hodnoti stuperi kompaktace moruly (The Istanbul consensus workshop

on embryo assessment: proceedings of an expert meeting. 2011).

Den5aé6:
5. den po oplozeni se embryo nachdazi ve stadiu blastocysty, u nékterych embryi je vyvoj
opozdén a do tohoto stadia se dostava az 6. den. Gardner a Schoolcraft (1999) navrhli
hodnotici systém blastocyst, ktery prevzala vétsSina svétovych laboratofi. Hodnocena jsou 3
kritéria:
1. stupen expanze (viz Obrazek 2)
e B1 - blastocoel <polovina objemu embrya
e B2 - blastocoel >polovina objemu embrya
e B3 -plna blastocysta, blastocoel v celém rozsahu embrya, jasné diferenciovand ICM
aTE
e B4 — expandovand blastocysta, primér blastocysty zvétSen proti plvodnimu
embryu, zona pellucida ztencena
e B5 — hatchujici blastocysta (blastocysta opoustéjici zonu pellucidu)
e B6 — blastocysta kompletné opustila zonu pellucidu
2. kvalita ICM (embryblastu)

e A —kompaktni ICM, velké mnozZstvi mensich bunék
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e B -—méné bunék, buriky vétsi, méné kompaktni
e C-velmi malo bunék
3. kvalita TE (trofektodermu)
e A —mnoho plochych bunék, >10 bunék na prirezu blastocystou
e B-—méné bunék, pfitomny degenerované buriky, <10 bunék na prirezu blastocystou
e C-velmi malo bunék, buriky velké kulaté, degenerované buriky

V laboratofi Sanatoria PRONATAL se vyuzivd pro hodnoceni embryi tento systém podle

standardniho operacniho postupu 4-SOP-Pmg-08.

Obrazek 2: Hodnoceni stupné expanze blastocysty. Pfevzato z URL 3.

1 — blastocoel <polovina objemu embrya, 2 — blastocoel >polovina objemu embrya, 3 — plna
blastocysta, 4 — expandovana blastocysta, 5 — hatchujici blastocysta, 6 — blastocysta kompletné
opustila zonu pellucidu

4 Chromozomalni abnormality v preimplantacnich embryich

Euploidni (chromozomalné normalni) lidska somaticka burika obsahuje 22 par( autozom( a 2
pohlavni chromozomy (gonozomy): XX u Zen a XY u muzl. Muzské i Zenské pohlavni burky
jsou haploidni (s polovi¢ni sadou chromozom) a teprve oplozenim oocytu spermii vznika
diploidni sada chromozomu. Zdravy jedinec se vyvine pouze z euploidniho embrya. Zna¢na
¢ast embryi neni euploidni, nékteré chromozomy nebo jejich ¢asti chybi, nebo naopak
nadbyvaji. Takovato embrya se oznacuji jako aneuploidni, pfipadné nebalancovana a jsou
castou pficinou neuspésné implantace a spontannich abortd jak v IVF cyklech, tak i v pfirozené
vzniklych téhotenstvich. Prenatdlni screening odhali pfiblizné 4 % aneuploidnich plodd a u
okolo 0,3 % novorozencl je diagnostikovana aneuploidie, nejcastéji Downlv syndrom

(Hassold a Hunt 2001; Menasha et al. 2005).
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Aneuploidie jsou dlsledkem chyb ve sloZitych procesech, kterymi burika prochazi v meidze
nebo v prvnich mitotickych délenich raného vyvoje embrya. Nékterd embrya s numerickou
chromozomalni abnormalitou vsak prezivaji a mize se z nich narodit postizené dité: Downlv
syndrom (3x21), Patauliv syndrom (3x13), EdwardsUv syndrom (3x18), Klinefelter(iv syndrom

(47,XXY), Turnerdv syndrom (45,X).

Strukturnimi abnormalitami se rozumi prestavby vzniklé nasledkem chromozomalnich zlom(
a jejich nadslednym spojenim v jiném misté. Mohou vznikat spontdnné nebo je mohou vyvolat
nékteré vnéjsi faktory, napriklad zareni, chemické latky, viry. U balancovanych prestaveb je
zachovano spravné mnozstvi genetického materialu, u nebalancovanych prestaveb geneticky
material nadbyva nebo chybi, cozZ se projevuje urcitymi fenotypovymi znaky u narozenych déti

(Nussbaum, Mclnnes, a Willard 2004).

5 Preimplantacni genetické testovani embryi (PGT)

JiZz od konce 60. let 20. stoleti je znamo, Ze nadpolovi¢ni vétSina spontanné potracenych plodu
je karyotypové abnormalnich (Boué, A, a Lazar 1975; Bowen a Lee 1969; Hassold et al. 1980).
Worton (1977) potvrdil, Ze aneuploidie jsou hlavni pfi¢inou neuspésné implantace embrya do
délohy pacientky. Na pocatku 90. let 20. stoleti se zacala preimplantacni embrya vySetrfovat
na pritomnost aneuploidii (Gianaroli et al. 1997; S. Munné et al. 1993; Verlinsky et al. 1995).
Prvni genetické vysetreni lidskych preimplanta¢nich embryi provadél Handyside a spol. (1989)
jiz koncem 80. let 20. stoleti. U blastomer odebranych z tfidennich embryi urcil pohlavi

metodou PCR; tento pfistup byl vhodny pro pacienty s X-vdzanymi chorobami.

Preimplantacni genetické testovani embryi (PGT) je velmi ¢asna forma prenatalni diagnostiky,
kterd umoznuje vysetfit preimplantacni embrya a vybrat z nich ta, kterd jsou vhodna
k pfeneseni do délohy. Provadi se z riznych divod( a indikovat by je mél vidy klinicky genetik.
Existuje rada indikaci k PGT: vyssi vék Zeny, protoze s vyssim vékem stoupa pocet geneticky
abnormalnich vaji¢ek a tim riziko potratu a narozeni ditéte s genetickou vadou, gonozomalni
mozaiky, opakované spontanni aborty, opakované neuspésna implantace po IVF, tézké
poruchy spermiogramu, pouZiti spermii po MESA nebo TESE, uréeni pohlavi u chorob vazanych

na pohlavi, kde neni mozna pfima diagnostika, volba pohlavi pfi prokazané mikrodeleci na
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chromozomu Y, chromozomalni aberace u jednoho z partnerd, chromozomalni aberace plodu
nebo ditéte v predchozi gravidité, preimplantacni diagnostika u monogennich chorob.
Soucasna terminologie rozliSujici pfesné ucel vysetfeni embryi: preimplantacni genetické
testovani aneuploidii (PGT-A), strukturnich chromozomalnich prestaveb (PGT-SR) a

monogennich chorob (PGT-M). (URL 4)

Pro PGT-A se dlouha léta pouZivala metoda fluorescencni in situ hybridizace (FISH) na
interfaznich jadrech. Tato metoda umoznuje rychlé vysetieni omezeného poctu chromozoma.
Principem je hybridizace fluorescenéné znacené sondy ke specifickému uUseku na
chromozomu. Z tfidennich embryi jsou embryologem za pomoci mikromanipulatoru odebrany
1-2 blastomery, které jsou fixovany na podlozni skli¢ko, hybridizovany se sondou a po odmyti
nespecificky navdzané sondy jsou preparaty hodnoceny ve fluorescenénim mikroskopu viz
Obrazek 3. BéZnym standardem bylo vysSetfovani 8 vybranych chromozom(: 13, 18, 21, X, Y
(aneuploidie téchto chromozom( umoZnuji narozeni postizeného ditéte), 15, 16, 22
(aneuploidie téchto chromozom jsou ¢asto nalézany v abortech a embryich starSich par().
Vysetfeni téchto 8 chromozomd dokdazalo odhalit asi 80 % abnormalit vyskytujicich se

v preimplantaénich embryich (S. Munné et al. 1998; Scriven, Kirby, a Ogilvie 2011).

Obrazek 3: FISH na interfaznim jadru blastomery z tfidenniho embrya snormdlnim poctem
chromozom( 13, 18, 21 a X (vlevo) a blastomery s trizomii chromozomu 21 a s normalnim poctem
chromozom 13, 18, X a Y (vpravo). Hodnoceno a snimano na fluorescenénim mikroskopu Nikon 90i,
upraveno obrazovou analyzou Lucia, LIM, v Genetické laboratofi Sanatoria PRONATAL. Autor: K Slaba.

PGT-A metodou FISH umozZnovalo provést Cerstvy transfer vySetfenych embryiv témze cyklu.
Nevyhodou metody FISH je omezeny pocet vysSetfovanych chromozom(, mozZnost

prostorového prekryvu fluorescencnich signalli, subjektivita pfi hodnoceni. Rovnéz vzhledem
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k vyskytu mozaicismu u preimplantaénich embryi nebylo vySetfeni pouze jedné blastomery

plné reprezentativni (S. Munné et al. 1994).

Od roku 2008 byla metoda FISH postupné nahrazovdana metodou array CGH, kterd umoZriovala
vySetieni vSech 24 chromozomU z jedné nebo vice bunék. Tato metoda je zaloZzena na
hybridizaci vySetfované a referencni DNA k BAC sondam navazanym na DNA ¢ipu. Kazdy BAC
pochazi ze specifického chromozomalniho uUseku. Hybridizaci prfedchdazi celogenomova

amplifikace DNA z vySetfovaného materidlu. Vysledky vyhodnocuje specialni software viz

,
Obrazek 4.
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Obrazek 4: Porovnani grafickych vystupl analyzy jedné blastomery z tfidenniho embrya vysetiené
metodou aCGH (nahofe) a bunék trofektodermu stejného pétidenniho embrya vysetfenych stejnou
metodou (dole). Vzorky byly vysetfeny kitem 24sure, BlueGnome. PouZity software BlueFuse,
BlueGnome/Illumina. Je zfetelné zlepseni kvality vystupu pfi vysetfeni vice bunék trofektodermu
oproti jedné blastomere. Vysledky byly ziskany v Genetické laboratofi Sanatoria PRONATAL. Autor: M.
Kosarova.

Pokud se metodou aCGH vySetfovaly blastomery tfidennich embryi, byl moiny cerstvy
transfer blastocyst v témze cyklu. Pokud se vysSetrovaly buriky trofektodermu, byla embrya po
biopsii vitrifikovana a vysetfena doporucena embrya byla prenesena v nékterém z dalSich
cyklh zeny. Vysetreni bunék trofektodermu ma oproti vySetfeni blastomery fadu vyhod: snizi
se pocet vySetfovanych embryi, jelikozZ se vysetiuji pouze embrya, kterd se vyvinula do stadia
blastocysty, vysledky testovdni vice bunék jsou lépe hodnotitelné a eliminuji se rizika
vyplyvajici z mozaicismu blastomer. Podle rozliSovaci schopnosti mohly byt aCGH ¢ipy pouzity

na detekci aneuploidii celych chromozomd, na rozliSeni balancovanych a nebalancovanych
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embryi u nosi¢l Robertsonskych i reciprokych translokaci a inverzi. Metodou aCGH nelze
detekovat polyploidie, segmentalni abnormality pod rozliSovaci schopnosti metody, mozaiky
mensi nez 50 %, nelze rozlisit balancovand embrya od embryi s normalnim usporadanim

chromozoml, ani zmény v DNA sekvenci. (Fiegler et al. 2007; Le Caignec et al. 2006).

Metoda NGS, kterd nahradila aCGH, je zaloZena na celogenomové amplifikaci DNA
z odebranych bunék trofektodermu a sekvenovani nové generace (NGS) (Tan et al. 2014). Z
amplifikované DNA je pfipravena DNA knihovna, ktera je osekvenovana metodou NGS a
specialni software vyhodnoti pocty ¢teni jednotlivych chromozomalnich usekd. Vysledkem je

graf, ve kterém jsou znazornény pocty kopii DNA Usekl viz Obrazek 5.

154552 M1 - AHNEN N7025503 - CNV Chart (GRCh3T) - 13/01/2016

Obrazek 5: Porovnani grafickych vystupt analyzy bunék trofektordermu vysetfenych metodou aCGH
kitem 24sure, BlueGnome (nahofe) a totozného vzorku vysetfeného metodou NGS kitem VeriSeq na
sekvenatoru MiSeq, Illumina (dole). PouZity software BlueFuse, BlueGnome/lllumina. Je zfetelna vétsi
rozliSovaci schopnost metody NGS oproti metodé aCGH. Ve vzorku byla metodou NGS detekovana
komplexni mozaika nékolika chromozomd, jejiz detekce je pod rozliSovaci schopnosti metody aCGH.
Vysledky byly ziskany v Genetické laboratofi Sanatoria PRONATAL. Autor: M. Kosafova.

Diky citlivosti metody NGS se objevil novy fenomén — mozaicismus v burikach trofektodermu
a embryi. U znacného procenta embryi je detekovana vétsi ¢i mensi mozaika aneuploidie
jednoho nebo vice chromozom(. Problém predstavuji také segmentalni abnormality, které
byly pod detekénim limitem metody array CGH, ale metoda NGS je schopna je detekovat.
Interpretace vysledk(i embryi s mozaikou nebo se segmentalnimi abnormalitami v mozaice se
provadi podle doporuceni mezinarodni odborné spole¢nosti PGDIS z roku 2019 (URL 5), ktera

doporucila rozdéleni embryi do kategorii s nizkym, stfednim a vysokym rizikem aneuploidie a
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navrhla management hodnoceni jejich vhodnosti pro transfer. Podle nejnovéjsich studii se
ukazuje, Ze u pfiblizné 50% embryi s pozorovanou mozaikou segmentalni abnormality ve
vySetfovaném vzorku trofektodermu a u necelych 70% embryi s pozorovanou mozaikou
celych chromozomi ve vySetfovaném vzorku trofektodermu se tyto abnormality nevyskytuji
v ostatnich burikdch embrya (Navratil et al. 2020). Embrya se stfednim rizikem lze proto
doporucit k podminénému transferu po konzultaci s klinickym genetikem, ktery paru vysvétli

pfipadna rizika. Embrya s vysokym rizikem se k transferu nedoporucuji (Capalbo et al. 2017).

Aneuploidie a strukturni prestavby dokaze vysetfit i metoda karyomapping zaloZzena na
hybridizaci vySetfované namnozené DNA na SNP Cipech. Karyomapping byl plivodné urcen na
nepfimou genetickou diagnostiku monogennich chorob haplotypizaci (PGT-M), ale je schopen
v jedné reakci vysetfit poCet chromozomU (PGT-A), rozlisit nebalancovana a balancovana
embrya u nosi¢li balancovanych translokaci (PGT-SR) a urcit materndlni ¢i paternalni pavod

chromozom(l u embryi (Alan H. Handyside 2011, 2015).

6 Korelace vyvoje preimplantacnich embryi s jejich chromozomalni vybavou

Jesté pred zavedenim kontinualniho monitoringu vyvoje embryi do béiného provozu
laboratoti se mnoho embryologl zabyvalo otdzkou souvislosti kvality vyvoje embryi s jejich
ploidii. V dnesni dobé je jiz fada embryologickych laboratofi témito monitorovacimi zatizenimi
vybavena, ale stdle se jednd o nadstandardni metodu, a ne vSechna embrya jsou hodnocena
za pomoci tohoto systému. Standardni hodnoceni provadi embryolog v danych casech,
embrya nejsou sledovdana po celou dobu jejich vyvoje a kinetika déleni tedy neni

zaznamendna. (Alfarawati et al. 2011; Capalbo et al. 2014; Santiago Munné et al. 2019)

Time-lapse umoznuje sledovat fadu parametr(i: ¢as vymizeni prvojader, ¢asy jednotlivych
mitotickych déleni, jejich synchronicitu, stupen fragmentace blastomer, délku bunécnych
cykll, fragmentaci jader, ¢as ndstupu kompaktace a blastulace, dobu nastupu hatchingu a

dalsi.

Byla také provedena fada studii, které se nezamérovaly na korelaci mezi vystupy z time-lapse

a ploidii, ale sledovaly Uspésnost implantace a nasledného otéhotnéni po prenosu embryi
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hodnocenych na zékladé vysledk( TLS (Adolfsson, Porath, a Andershed 2018; Hlinka et al.
2012; Meseguer et al. 2011; Reignier et al. 2019; Rubio et al. 2012).

Jednu z prvnich studii zabyvajicich se korelaci ploidie a morfokinetickych vlastnosti provedla
Campbell a spol. (2013a), kterd sledovala mimo jiné délku prvniho a druhého bunécéného cyklu,
synchronicitu 2. a 3. mitotického déleni; u téchto faktorl nebyl prokazan vztah k ploidii
embrya. Sledovanim ¢asu nastupu blastulace zjistila, Ze u aneuploidnich embryi dochazi
k jejimu pozdéjSimu ndastupu v porovnani s embryi euploidnimi a sestavila algoritmus pro
predikci ploidie embryi; embrya byla rozfazena do 3 skupin s nizkym, stfednim a vysokym
rizikem aneuploidie. Jednim ze sledovanych parametrl byl také vyskyt fragmentovanych
jader, tzv. multinukleace. Jedna se o stav, kdy blastomera neobsahuje jedno celistvé jadro, ale
jaderny material je rozdélen do vice kompaktnich fragmentd. Porovnanim vysledk( PGT-A na
blastomerdch i burikach trofektodermu bylo zjisténo, Ze multinukleace v prvnich bunéénych
délenich nemad na ploidii embryi vyraznéjsi vliv (Balakier et al. 2016; Campbell et al. 2013a).
Vytvoreny model pro vypocet rizika aneuploidii aplikovala Campbell a spol. (2013b)
v retrospektivni studii provedené u 88 blastocyst a potvrdila, Ze by tento model mohl byt
vhodny pro vybér Zivotaschopného embrya bez poufziti invazivniho PGT-A. Stejny zplsob
hodnoceni morfokinetickych parametrl a rozfazeni embryi do 3 skupin podle rizika
aneuploidie byl aplikovan ve studii na 235 embryich, u nichz bylo provedeno PGT-A na
burikach trofektodermu (Kramer et al. 2014). Autofi této studie vSak vhodnost pouZiti modelu
Campbell a spol. (2013a) pro neinvazivni hodnoceni rizikovosti embrya a odhad aneuploidii

nepotvrdili.

Dalsi algoritmus pro odhad euploidnich embryi sestavil Basile a spol. (2014), ktery sledoval
nékolik morfokinetickych znakli u 504 embryi a zaméfil se na porovnani ¢asl mezi 1. a
zacatkem 3. mitotického déleni a trvanim 3. bunééného cyklu. Embrya byla podle téchto 2
parametr( rozfazena do 4 skupin, u nichZz bylo zkoumano procento aneuploidnich embryi.
Vysetreni aneuploidii bylo provedeno metodou array CGH na blastomerach odebranych
z tfidennich embryi. Nejvice euploidnich embryi bylo ve skupiné s ¢asem mezi 1. a za¢dtkem
3. mitotického déleni >20,5 hodin a trvanim 3. bunécného cyklu v intervalu 11-18 hodin. Na
zakladé vysledk( studie byl vytvoren algoritmus pro vybér vhodnych embryi k pfenosu
nezdvisle na dni transferu, jelikoz zvysledkd vyplyval vysoky stupen korelace mezi

morfokinetickymi parametry a ploidii embryi. Pfesto bylo doporuceno preimplantacni
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vySetfeni aneuploidii provadét a embrya hodnotit na zakladé obou pfistupll. Ke stejnému
zavéru dospéla také Chawla a spol. (2015), ktera studovala stejné parametry vyvoje u 460
embryi a PGT-A v této studii bylo provddéno rovnéz na blastomerach z tfidennich embryi

metodou aCGH.

Odlisny zavér vyplyva z prace Rienzi a spol. (2015), ktera vySetfovala bioptované burky
trofektodermu na pritomnost aneuploidii u 455 blastocyst. S pouZitim stejného algoritmu jako
Basile a spol. (2014) vsak nezjistila korelaci mezi ploidii a morfokinetickymi znaky sledovanych
embryi. Zvysledkd této analyzy vyplyvalo, Ze spolu morfokinetické parametry
preimplantaénich embryi a jejich chromozomalni vybava nekoreluji; bylo vSak potvrzeno, ze

mira pravdépodobnosti aneuploidie stoupa s vékem pacientky.

Minasi a spol. (2016) porovnavali morfologické, morfokinetické a genetické vlastnosti u 1730
embryi. PGT-A bylo provedeno na bunkach trofektodermu metodou array CGH.
Morfokinetické parametry jsou podle autor( studie pro vybér embrya validnéjsi nez statické
hodnoceni morfologie embryi, aviak korelace mezi morfokinetickymi parametry a ploidii
embryi nebyla vyznamna. Ke stejnému zavéru dosli také autofi Yang a spol. (2014), ktefi na
zakladé studie s 1163 oocyty MIl prokdzali, Ze morfokinetické vlastnosti aneuploidnich a

euploidnich embryi se vyrazné nelisi.

Jedna ze studii se zabyvala korelaci mezi typem aneuploidie a morfokinetickymi parametry.
Nebyl zaznamenan témér Zadny rozdil v morfokinetickém vyvoji normalnich a trizomickych
embryi, embrya s komplexnimi abnormalitami (dvé a vice aneuploidie) viak vykazovala kratsi

Casy déleni bunék (Del Carmen Nogales et al. 2017).

Kimelman a spol. (2019) se zabyvali zjistovanim morfokinetickych parametrli pro moznost
urceni euploidnich embryi a porovnavala mezi sebou také blastocysty 5. a 6. dne. Embrya byla
opét rozdélena na ta, ktera podstoupila PGT-A a na ta, kterd byla vybrdna pouze na zakladé
jejich morfokinetickych parametri a byla u nich sledovana mira Uspésnosti implantace.
Z vysledkl vyplyvd, ze u preimplantacné geneticky testovanych embryi spiSe nezdlezelo na
tom, zda se jednalo o blastocystu péti- ¢i Sestidenni, mira Uspésnosti jejich implantace byla
v porovnani s netestovanymi embryi znaéné vyssi. U embryi, kterd vSak nebyla testovdna PGT-

A bylo zjisténo, Ze morfokineticky Iépe vyvijena pétidenni embrya maiji vétsi Sanci na Uspésnou
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implantaci nez embrya Sestidenni. Ve studii se také zjistilo, Ze mira Uspésnosti otéhotnéni

koreluje s casem ryhovani embrya do 7 a 8 bunék.

Gazzo a spol. (2020) pouzili pro hodnoceni 912 embryi prediktivni algoritmus KidScore™ D5,
embrya byla hodnocena od 1 do 6, pficemz ¢im vyssi hodnota, tim lepsi morfokinetické
parametry. Studie se zamérovala také na UspéSnost implantace embryi a dosazeného
klinického téhotenstvi. Z dat vyplyva, Ze hodnoceni embryi pouze na zakladé KidScore™ neni
dostadujici, prestoze u embryi s nejlepSim skdre 6 byla vyznamnd pravdépodobnost jejich
euploidie. U embryi po PGT je vSak posuzovani jejich vyvoje na zakladé tohoto algoritmu

vyhodné.

Z7adné ze zpracovanych studii nevyplyvd jednoznacnda korelace mezi sledovanymi
morfokinetickymi parametry a ploidii embrya. V zavéru vétsSiny studii je doporuceni provést

Sirsi multicentrickou studii na vétsim vzorku embryi.

7 Korelace vystupu z time-lapse s vysledky PGT-A ve sledovaném souboru

177 embryi

V rdmci bakaldrské prace jsem porovnala vysledky pozorovani vyvoje embryi v time-lapse
systému Geri® s jejich genetickymi ndlezy po PGT-A vysetfeni. Pracovala jsem se souborem
177 embryi od 42 pacientek, které podstoupily punkci v urcitém obdobi mezi roky 2019 a
2020. Embrya byla kultivovana v time-lapse zatizeni od oplozeni po celou dobu jejich vyvoje
do biopsie. TLS Geri® pouzivany v laboratoti Sanatoria PRONATAL umoznuje sledovat embrya
v Casovém intervalu 5 minut a az v 11 zaostrfovacich rovinach. U téchto 177 embryi jsem
retrospektivné sledovala: ¢as prvniho mitotického déleni (od fertilizace)(T2), symetricitu
blastomer dvoubunééného embrya, stupen fragmentace dvoubunécéného embrya (FR2),
pfitomnost fragmentace jader dvoubunééného embrya (Obrazek 6), posouzeni
normality/abnormality prvniho mitotického déleni (na zakladé poctu bunék, rolovani
cytoplazmy, odskrceni a fuze bunék a vysokého stupné fragmentace), c¢as druhého
mitotického déleni (od fertilizace) do vzniku tfibunécného (T3) a ¢tyrbunécného (T4) stadia,
synchronnost druhého mitotického déleni (S3-4), stupen fragmentace ¢tyrbunééného embrya

(FR4) a posouzeni normality/abnormality druhého mitotického déleni. Stupen fragmentace

21



byl posuzovan dle zavedeného manudlu embryologické laboratofe Sanatoria PRONATAL;
hodnotu 1 maji embrya s mirou fragmentace <15 %, hodnota 2 je pridélena embryim s mirou

fragmentace 15-30 %, hodnotu 3 maji embrya s 30-50% mirou fragmentace a embryi s 50% a

vys$si fragmentaci maji hodnotu 4.

Obrazek 6: Dvoubunécéné embryo s multinukleaci v jedné blastomere (vlevo) zobrazené v systému
Geri®. Pofizeno v embryologické laboratofi Sanatoria PRONATAL. Autor: Z. Kosarova.

Hodnoceny soubor obsahuje pouze embrya, ktera se vyvinula do stadia blastocysty a splfiovala
podminky pro biopsii. 5. nebo 6. den po oplozeni z nich byly odebrany burky trofektodermu,
u kterych bylo provedeno PGT-A metodou NGS. Primérny vék pacientek byl 36,3 let a jejich
indikace k PGT-A byly z dGvodu véku matky, opakovanych selhani implantace a opakovanych
abortli. Pomoci preimplantacniho genetického testovani bylo zjiSténo, Ze 58 embryi (32,8 %)
bylo euploidnich, 17 embryi (9,6 %) bylo pravdépodobné euploidnich s podminénym
doporucenim k transferu a 102 embryi (57,6 %) bylo aneuploidnich. Vysledky pozorovani jsou
shrnuty v Tabulce 1, kde jsou uvedeny stfedni hodnoty namérenych ¢asd a pramérné hodnoty

ostatnich sledovanych parametra.
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Euploidni Podminéné transfer. | Aneuploidni
T2 24,63 hodiny 25,5 hodiny 24,5 hodiny
Asymetrie blastomer | 10,3 % 17,6 % 20,6 %
Fragmentace jader 50 % 70,6 % 63,7 %
FR2 1,19 1,41 1,28
1. abnormalni déleni | 6,9 % 17,6 % 15,7 %
T3 36,63 hodiny 36,83 hodiny 35,5 hodiny
T4 36,83 hodiny 37,33 hodiny 36,42 hodiny
S3-4 25 minut 40 minut 30 minut
2. abnormalni déleni | 24,1 % 17,4 % 16,7 %
FR4 1,34 1,47 1,41

Tabulka 1: Vystup time-lapse hodnoceni embryi rozdélenych na zakladé vysledkd PGT-A.

T2: ¢as od fertilizace do prvniho mitotického déleni, FR2: stupen fragmentace dvoubunééného embrya,
T3: ¢as od fertilizace po vznik tfibunécného embrya, T4: ¢as od fertilizace po vznik ¢tyfbunééného
embrya, S3-4: synchronnost druhého mitotického déleni (¢asovy rozestup mezi T3 a T4), FR4: stupen
fragmentace ¢tyfbunécného embrya

Porovnanim jednotlivych hodnot mezi embryi euploidnimi, podminéné transferovatelnymi a
aneuploidnimi nelze urcit jediny faktor, ktery by byl pro odhad ploidie jasné urcujici. Z Grafu 2
je zfejma mirnd tendence narustu poctu asymetricky se délicich embryi v 1. mitotickém déleni
u aneuploidnich oproti euploidnim embryim. Podle Grafu 3 je u aneuploidnich embryi vyssi
procento abnormalnich 1. mitotickych déleni, avsak pfi 2. mitotickém déleni se ukazalo, Ze
embrya euploidni maji dokonce vétsi procento abnormalnich déleni nez embrya aneuploidni
(Graf 4). Ztoho muzZe vyplyvat, Ze bunky vicebunécného embrya mohou lépe korigovat

pripadné nasledky abnormalniho déleni.
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Graf 2: Procentudlni zastoupeni asymetrickych blastomer v 1. mitotickém déleni ve skupiné
euploidnich, podminéné transferovatelnych a aneuploidnich embryi.
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Graf 3: Procentuadlni zastoupeni abnormalnich 1. mitotickych déleni ve skupiné euploidnich,
podminéné transferovatelnych a aneuploidnich embryi.
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Graf 4: Procentudlini zastoupeni abnormdlnich 2. mitotickych déleni ve skupiné euploidnich,
podminéné transferovatelnych a aneuploidnich embryi.
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| prestoze byl pouzit pro sledovani kontinualniho vyvoje embryi time-lapse systém, ktery
snimal embrya trikrat castéji nez TLS ve vétSiné porovndvanych praci, nevedla presnéjsi
detekce morfokinetickych ryst k odhaleni parametr( s jednozna¢nym vztahem k ploidii. Do
ukonéeni této studie bylo zatim provedeno 31 transfer(, z toho bylo 28 embryi euploidnich a
3 embrya podminéné transferovatelna. 8 euploidnich a 1 podminéné transferovatelné
embryo se vyvinulo vplod se srde¢ni aktivitou a vSech téchto 9 téhotenstvi bylo

zavrseno porodem Zivého a zdravého ditéte.
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8 Zavér

Stdle vétsi procento parl se potykd s neplodnosti, a to zvlasté ve vyspélych zemich. V klinikach
asistované reprodukce se na léc¢bé parl podili celd fada odbornikd, jelikoZ se jedna o sloZity
komplexni problém. Diky snaze o co nejvétsi UspésSnost |éCby jsou stdle vyvijeny novéjsi a

presnéjsi metody diagnostiky, embryologické postupy a genetické metody.

Cilem embryologl je vybrat nejlepsi embryo pro transfer, a to na zakladé vSech dostupnych
metod. Nejefektivnéjsim zplisobem vybéru je kombinace genetického vysetfeni embrya a jeho
morfokinetického hodnoceni. Jestlize vysledkem PGT-A je aneuploidie embrya, je toto embryo
dlirazné nedoporuceno k transferu nehledé na jeho morfokineticky vyvoj. Z toho vyplyva, Ze
genetické vysledky jsou nadrazeny morfokinetickému hodnoceni. U vétSiny embryi vsak
vysledky prenatalniho genetického testovani nejsou a embryolog musi vybrat embrya pouze

na zakladé jejich morfologického, ¢i morfokinetického vyvoje.

Ve snaze odhalit konkrétni faktory urcujici Zivotaschopnost embryi, vznikla fada studii, jejichz
vysledky nebyly vidy homogenni. Pti navrZeni uréitého modelu pro odhad ploidie vétsinou
vysledky plvodni studie mluvily pro jeho moZnost zavedeni do béiné praxe, avsak pfri
provedeni dalSich studii, které uzivaly stejného modelu pro vyhodnocovani, se ukazal tento
model jako nevhodny. Existuje vSak par novéjsich studii, které maji kladné vysledky pro jejich
hodnotici algoritmus, avsak ty stale ¢ekaji na jeho potvrzeni nebo vyvraceni v budoucich
robustnéjsich studiich. Na nerovnomérnost vysledkd studii mize mit vliv také lidsky
individualni pfistup a je tedy snahou objektivizovat hodnoceni embryi algoritmem, pfi némz
je eliminovan subjektivni faktor. Ve vSech pracich je vSak zavérem uvedeno, Ze samotnym

kontinualnim monitoringem neni mozné PGT-A nahradit.

Mnou provedenad studie u 177 embryi také nedospéla k vysledku, Ze by v rané fazi vyvoje
lidskych preimplantaénich embryi do ¢tyrbunééného stadia existoval urcity jednoznacny rys,

ktery by dostateéné spolehlivé vypovidal o jejich ploidii.
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