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Abstrakt

Preimplantacni genetické testovani je jednou z hlavnich klinickych procedur, které probihaji
v centrech asistované reprodukce na celém svété. Vyhledavaji ho pary z mnoha rlznych
dlvoda. Priciny problém( parG se mohou tykat dédi¢nych chorob, které budouci rodice
nechtéji prenést na potomky, ¢i mohu zahrnovat riziko pfenosu chromozomalnich prestaveb.
Dale se mlze jednat o neplodnost zplUsobenou zvySsenym rizikem aneuploidie embryi, ktera
koreluje s vy$sSim vékem pacientky a dalSimi faktory, které tato bakalarska prace diskutuje.
Tato bakaldrska prace se dale soustfeduje na pristupy cytogenetickych vySetfenich pro
reprodukcni genetiku a diskutuje moderni klinické molekuldrni metody uzivané ke zlepSeni
diagnostiky a terapie neplodnych par(. To jsou naptiklad microarray metody, kvantitativni
real-time PCR ¢i sekvenovani nové generace a zpUsoby celogenomové amplifikace. Dale prace
zminuje metody, od kterych se postupné opousti, napf. fluorescencni in situ hybridizaci a
porovnava jejich vyhody a nevyhody.

Klicova slova: preimplantacni genetické testovani, aneuploidie, strukturdlni prestavby,
monogenni choroby, biopsie, fluorescen¢ni in situ hybridizace, microarray metody,
komparativni genomova hybridizace, kvantitativni PCR, sekvenovani nové generace,
karyomapping



Abstract

Preimplantation genetic testing is one of the main clinical procedures that take place in
assisted reproduction centres around the world. It is sought after by couples for many
different reasons. The causes of problems may relate to hereditary diseases that potential
parents do not wish to pass on to their offspring, or may include the risk of transmission of
chromosomal alterations. In addition, infertility may be caused by an increased risk of embryo
aneuploidy, which correlates with mother’s increased age and other factors that this bachelor
thesis discusses. The bachelor thesis also focuses on up-to-date approaches to cytogenetic
examinations for reproductive genetics and discusses recent clinical molecular methods that
are used to improve the diagnosis and therapy of infertile couples. These are, for example,
microarray methods, quantitative real-time PCR or next-generation sequencing and methods
of whole-genome amplification. This work also summarizes methods that are gradually being
abandoned, e.g. fluorescent in situ hybridization, and compares their advantages and
disadvantages.

Key words: preimplantation genetic testing, aneuploidy, structural rearrangements,
monogenic diseases, biopsy, fluorescent in situ hybridization, microarray methods,
comparative genomic hybridization, quantitative PCR, new generation sequencing,
karyomapping
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Historie IéCby neplodnosti

Rodicovstvi je instinktivné fizena fyziologicka potfeba!, kterd hraje velkou roli v procesu
nesmrtelnosti2. O neplodnosti a jeji pfipadné 1é¢bé lidé uvaZovali jiz od praddvna. Prvni zminky
o umélém oplodnéni, jakoZzto o procesu injikovani semene do reprodukéniho traktu Zeny,
bylo podavani rlznorodych magickych smési ¢i ,lektvard’ pfipravovanych tehdejsimi mudrci.
Samoziejmé, v této dobé si podobnou pomoc nemohl dovolit kazdy. Lektvary mudrci byly
podavany predevsim bezdétnym kralovnam, aby otéhotnély a tim udrzely pokrevni linii na
tranus.

V pozdéjsim obdobi kiestané neplodnost prezentovali pfedevsim jako chybu Zeny. Obzvlasté
pro Zeny na dalném vychodé znamenala neplodnost znacné problémy. Plodnost byla naprosto
zasadni pro spolecensky status tehdejsi Zeny a bezdétna Zena byla odsuzovana nejen svym
manzelem, ale i rodinou a spole¢nosti*. Jakdsi lidskd hodnota byla 7ené vtéto dobé
pfisuzovdna zejména na zakladé jeji Cistoty, sexudlni i duchovni, a nasledné po svatbé jeji
neschopnosti se rozmnoZovat®. Neplodnost, nebo napfiklad i neschopnost porodit muzského
potomka, byla jednim z hlavnich divodd pro polygamii a rozvody®. ManZelska smlouva byla
povaZovana za kompletni aZ s narozenim prvniho ditéte’. Utrpeni Zen kvali neschopnosti mit
dité pokracovalo i ve stfedovéku.

V prechodu k modernimu nahledu na neplodnost bylo naprosto klicové obdobi Renesance,
ruku v ruce se svym medicinskym a védeckym pokrokem. Pokud vSak chceme hovofit o
praktikovani moderni mediciny, musime se vratit jiz do Starovékého Recka a obdobi zhruba
sedmého stoleti pred Kristem. Ackoliv pfed medicinskym pokrokem Rekové véFili spi$
v metody zaloZené na naboZenstvi, magii a povére, tak spoleéné se za¢atkem medicinalni védy
se fecti lékaFi zacali priklanét k faktické mediciné®. Dalsi zmény pfisly s proslulym doktorem
Hippokratem, podle jeho se dnes sklada tzv. Hippokratova ptisaha, kterou se lékaf zavazuje
k pIlnéni zakladnich etickych princip(l. Hippokrates posunul cely systém o pomyslny kricek dal
a dal mu nové zdklady postavené na racionalnim mysleni®. Neplodnost byla ndsledné uznana
problémem, ktery vyZaduje diagndzu a |écbu. Hippokrates za svij Zivot zformuloval mnoho
moznosti [éCby pro neplodné pary. Na rozdil od moderni mediciny, ktera svou Iécbu zaklada
na farmaceutickych a chirurgickych procedurach, jeho byla zaloZzena na zméndach Zivotniho
stylu?.

Dalsi vyvoj rlznych technik lécby pfrisel spoleéné svédeckym pohledem na divody
neplodnosti. Nejvétsi pokrok v pochopeni reprodukéni fyziologie nastal s objevem spermii
vroce 1677. Antonie van Leeuwenhoek jako prvni uvidél spermie pod mikroskopem a urcil
jejich zasadni duleZitost ve formovani embrya®®. Tim zadal proces objevovéni interakce gamet
a moznych zplsob 1é¢by a nasledného Feseni infertility!?.



Vyznamnost spermii pro reprodukci demonstroval italsky fyziolog Lazzaro Spallanzani. Ukazal,
Ze spermie maji jadro a cytoplazmu®. Poprvé bylo potvrzeno, ze embryo se vyviji diky
fyzickému kontaktu vaji¢ka se spermii'2. Spallanzanimu se diky jho objevu povedlo Uspé3né
inseminovat psit3. Také ukazal, Ze spermie mohou byt zchlazenim inaktivovana a nasledné
reaktivovdana, coz byl zdsadni objev pro budouci uchovavani spermii a tedy i pro umélé
oplodnéni*4. Dalsi velmi vyznamny pFinos pro embryologii byl objev Carla Ernsta von Baera,
ktery v roce 1827 objevil savéi vajicko®.

Artificialni inseminace

Prvni snahy o zavedeni artificiadlni inseminace (Al) jako normalni procedury byly zadaty v
Rusku Ivanovem?>, Déle se technika rychle rozsifila i do zapadnich zemi. Nicméné, i kdyz byla
procedura jiz znacné rozvinuta pro pouZiti na zvifatech, zabralo fadu let, neZ se zacala pouzivat
i na lidech. Prvni zdokumentované Al provedl| skotsky chirurg John Hunter v sedmdesatych
letech 18. stoleti'®. Pravy zalatek technologie asistované reprodukce (ART) viak nastal az o
néco pozdéji, a to s praci Guttmachera, ktery poprvé zdokumentoval a zmapoval pouziti Al na
¢lovékul’. Inseminace dércovskych spermii nabyla popularity okolo roku 190928,

Koncept kryokonzervace

Neustaly vyvoj v oboru artificidlni inseminace poskytl hnaci silu pro vylepSeni metod sbéru a
uchovavani semene. Snahy o zmrazovani spermatu zacaly od poloviny devatendctého stoleti,
prvni pokusy provedl Mantegazza v roce 1866, ktery jako prvni hovofil o budouci potfebé
lidskych bank mraZzeného spermatu®®. Mantegazzeho vize se viak naplnila aZ o 150 let pozdéji,
a to béhem vdlky v Zdlivu (1990), kdy si vojaci nasazeni v bitvach chtéli nechat zamrazit své
sperma pred odchodem do boje?°.

Polgeho podstatna prace sglycerolem polozZila zaklady pro kryokonzervaci lidského
spermatu?!. V roce 1953 Sherman zamrazil lidské sperma s glycerolem procesem pomalého
zchlazovani a se suchym ledem jako chladivem. Dale ukazal, Ze rozmraZené sperma si
zachovalo fertiliza¢ni potencial a indukovalo normalni vyvoj vajicka. To vSe vedlo k prvnimu
Uspésnému téhotenstvi ze zmrazeného spermatu?®.

Revoluce in vitro fertilizace (IVF)

Prvni pokusy o in vitro fertilizaci sahaji do roku 1890, kdy se prof. Walteru Heapemu povedla
prvni transplantace krali¢iho embrya na univerzité v Cambridge?2. Koncept reprodukce se stal
koncem devatenactého stoleti pochopitelnym a byl popsan jako fuze jader samdi spermie a
samiciho vaji¢ka?3. O cca 80 let pozdéji se narodilo prvni ,dité ze zkumavky’. Louisa Joy Brown
se narodila 25. éervence 1978 diky zasluhdm Roberta G. Edwardse a Patricka Steptoa?*.



Metody soucasné asistované reprodukce

Pojem metody asistované reprodukce zastituje vSechny ART procedury, pti kterych se
manipuluje s lidskymi spermiemi, vajicky a embryi s cilem zajistit téhotenstvi?>. Snazi se najit
zpUsoby |é¢by neplodnosti, kterou WHO definuje jako ,neschopnost mladého
heterosexudlniho paru dosdhnout otéhotnéni pfi dostateném poctu pokusti‘e. Nasledujici
vycCet velmi struéné popisuje jejich princip.

Intrauterinni inseminace (1UI)

Jedna se o nejjednodussi metodu asistované reprodukce a patfi do prvni linie 1é¢by poruch
neplodnosti. Pro pacientku je to bezpecnd, levna a neinvazivni technika. Metoda je zaloZena
na vpravovani spermii v Zivném roztoku inseminacnim katetrem pres délozni hrdlo do déloZni
dutiny v dobé ovulace zZeny. Vyjimecéné se pred procedurou samotnou pouziva stimulace FSH
(folikulostimulaéni hormon) hormonem, protoze zvySuje miru otéhotnéni, ale zaroven zvysuje
riziko ovaridlniho hyperstimulaéniho syndromu a vicecetné gravidity. Indikaci k Ul m{Ze byt
lehkd porucha muiské plodnosti, anovulace nebo poruchy neplodnosti zaloZzené na
imunologické neshodé?®,

In vitro fertilizace

In vitro fertilizace je procedura, pfi niz dochazi k fertilizaci mimo délohu pacientky. Cilem je
dosahnout vzniku Zivotaschopné zygoty s intaktnim genomem bez pouziti mikromanipualce.
Tato metoda vyZaduje velmi kvalitni spermie?’. Ejakuldt musi obsahovat progresivné
pohyblivé spermie s normalni morfologii. Takovéto oplozeni vyZaduje fertilizaéni médium se
suspenzi ocisténych spermii, které se pfida ke skupiné nékolika oocytt?®. Od oplozeni in vivo
se lisi diky tomu, Ze neni potreba, aby spermie absolvovaly cestu pres cervikdlni hlen a délozni
dutinu do ampuly vejcovodu?’.

Intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI)

Tato metoda vyuzivd injekci jediné spermie do cytoplazmy vajicka a vyzaduje
mikromanipulaéni techniky?>. VyZaduje také manudlni zruénost embryologa, pfesnost a
soustredéni, protozZe se jedna o Cisté mechanické vpraveni jedné spermie do ooplazmy. Dale
musi vykon probihat co nejrychleji, aby nebyla vaji¢ka vystavena prostiedi mimo kultivacni
systém po dlouhou dobu. Od pfirozeného oplodnéni se lisi tim, Ze se spermie nemusi sama
navazovat na zonu pellucidu ani pozdéji na oolemu, aby byla internalizovdna do oocytu, proto
je také c¢astd indikace pro tuto metodu neschopnost spermii proniknout do oocytu. Také se
pouziva vice neZ klasické in vitro oplozeni bez manipulace, protoze ma vyssi vytéZnost a
zabrariuje polyspermii®®.



Embryotransfer (ET)

Jednd se proceduru, pti které je jedno nebo vice pfipravenych a vyselektovanych embryi
zavedeno pfimo do délohy nebo do vejcovodu. Predstavuje finalni krok cyklu IVF. Vyzaduje
uzkou spolupraci embryologa a Iékafe, ktery dostava pfipravena embrya v katetru na operacni
sal’®. Vybér nejlepsiho embrya je kliCové pro Uspésnost embryotransferu, hlavné kdyz je
zaveden postup single-embryo transfer (SET). Embrya jsou hodnocena zkusenymi embryology
podle zakladnich charakteristik, jako je pravidelnost nebo rychlost déleni, mira fragmentace
cytoplazmy, pfitomnost jader v jednotlivych burikach atd. V ryhujicim se embryu je hodnocen
pocet bunék, jejich symetrie a pfitomnost bunéénych fragmenta. Blastocysty jsou hodnoceny
na zakladé expanze a vzhledu vnitfni bunééné masy (ICM) a trofoektodermu?®. V souéasné
dobé se zacaly aplikovat i neinvazivni metody pozorovani morfologického vyvoje embryi. Radi
se zde napfiklad morfokinetickd technologie time-lapse?®. Dale bylo navrhnuto provadét
proteomické3® a metabolické3! studie pro zjisténi kvality embrya. Po zavedeni do délohy
pacientky jiz dale probihd vyvoj embrya in vivo. Paty aZ Sesty den po oplozeni vajicka dochazi
ke spontannimu hatchingu — praska zona pellucida — a embryo pfichazi do pfimého kontaktu
s délozni sliznici a mUZe dojit k implantaci embrya diky komunikaci trofoektodermu a
endometria prostfednictvim adhezivni molekuly glykokalyxu?®. V asistované reprodukci se
provadi transfery i vice embryi najednou, coz je postup, ktery sice ma prinaset lepsi klinické
vysledky, ale zaroveri je spojovan se zvysujicim se rizikem viceetného téhotenstvi3?.

Kryokonzervace gamet a embryi

Obecné kryokonzervaci oznacujeme mrazeni a uchovavani biologického materidlu pfi velmi
nizkych teplotach. Jde o rutinni metodu pfimo navazujici na techniky asistované reprodukce.
Zarodecné bunky a embrya jsou uchovavany v kapalném dusiku o teploté -196°C. Diky takto
nizké teploté jsou pozastaveny vSechny fyziologické bunécné aktivity. Takové bunky, i kdyz
mrazené, zachovavaji svlj reprodukéni potencidl i po velmi dlouhé dobé skladovani. V
soucasné praxi se vyuZivaji dva rtzné zpisoby mrazeni lidskych reprodukénich bunék —pomalé
mrazeni a vitrifikace. Pomalé mrazeni je praktika historicky starsi a je zaloZzena na pomalém
zchlazovani vzorku az do -150°C. Vitrifikace je oproti tomu ultrarychly zplGsob kryokonzervace,
kdy jsou vzorky rychle zmrazeny ve velmi malém objemu mraziciho média na specialnich
nosi¢ich a rovnou ponoreny do tekutého dusiku. Dalsi vyhodou je, Ze metoda vitrifikace
nevyzaduje Zadné pfristrojové vybaveni laboratore, narozdil od pomalého mrazeni, které
vyzaduje mrazici pfistroj. Diky prevazujicim vyhoddm metody vitrifikace se proces rychlého
mrazeni vyuziva v soucasné dobé &astéjiZ®.

Preimplantaéni genetické testovani
Preimplantacni genetické testovani je samostatnou metodou asistované reprodukce, kterd

pomaha pacientim k poceti zdravého potomka. Definujeme jej jako sérii genetickych
vySetfenich oocytu, zygot a embryi, které maji za cil najit chromozomové vady nebo genové



mutace, které by po implantaci daného embrya mohly vést ke vzniku genové vady nebo zaniku
téhotenstvi?’. Pfedpokladem pro provedeni preimplantaéniho genetického testovani je
oplozeni a péstovani embrya in vitro. Materidl se ziskava biopsii a dale je podroben metodam
molekuldrni genetiky. Testy se provadi na rlznych burikach z rlznych stadii vyvoje — k analyze
lze pouzit polarni téliska, blastomery ¢i trofoektoderm?. Riznym typim bioptovaného
materialu se bude prace zabyvat v samostatné kapitole.

Konstitutivni chromosomalni vady jsou velmi dlilezitou souéasti indikaci k preimplantacnimu
vySetteni embryi. Podil genetickych pficin na vzniku neplodnosti se obtizné stanovuje, jelikoz
dédi¢nost ma svUj podil i na onemocnénich jako je syndrom polycystickych ovarii, obezita,
endometridza, poruchy spermiogeneze a rizné defekty imunity?®. Je odhadovano, Ze u zhruba
10 % Zenské neplodnosti a 15 % muzZské neplodnosti se na jejim vzniku podileji genetické
abnormality zahrnujici chromozomadlni aberace a mutace jednotlivych gen1?6. Z toho vyplyva
nutnost testovat na tyto molekularni anomdlie s cilem snizeni pfenosu rliznych genetickych
vad na budouci potomky a zlepSeni klinickych vysledkd jako je implantace embrya, klinické
téhotenstvi a podil Zivych zdravych porodd (LBR). Jak uz bylo zminéno vyse, preimplantacni
testovani se provadi na biologickém materidlu ziskaného z embrya, tudiz jasnou podminkou
pro takové testovani je Uspésné oplozeni oocytu in vitro a nasledna maturace embrya in vitro.
To, jak moc chromosomalni abnormality ovliviuji lidskou reprodukci, je pozoruhodné.
Dokonce i na vrcholu Zenské plodnosti neni vyskyt chromozomalnich abnormalit zanedbatelny
—jedna se o cca 20 % viech oocytl33. MUZeme porovnat s mysimi embryi, kde chromozomalné
abnormalni je pouhé 1 % embryi34. To vSe naznaluje, Ze do jisté miry je chybovost béhem
segregace chromozomU v gametogenezi vyhodna pro nas druh. Embryondlni chromosomalini
abnormality by tedy nemély byt brany jako aberace, nicméné jako integralni a
naprogramované komponenty v pfirodnim procesu lidské reprodukce®.

Pro preimplantacni genetické testovani se dfive uzZivaly dva terminy: preimplantacéni geneticka
diagnostika (PGD) a preimplantacni geneticky screening (PGS). PGD zahrnovala testovani
polarnich télisek, blastomer nebo trofoektodermu pro detekci specifickych genetickych
alternaci® s cilem nalezeni embrya s normalnim karyotypem. Diagnostika PGD se zamé&fovala
na konkrétni genetické abnormality. Dnes se tomuto pfistupu Ffikd PGT-M — preimplantacni
genetické testovani na monogenni genetické choroby. PGS zahrnovala analyzu téch stejnych
bunék pro detekci aneuploidii a strukturdlnich pfestaveb?>. PGS nahradily terminy PGT-A (z
anglického nazvu ,preimplantation genetic testing for aneuploidy‘) a PGT-SR (z anglického
nazvu ,preimplantation genetic testing for structural rearrangements’), které jsou provadéné
bud samostatné nebo soucasné. Celkové se tedy v soucasné dobé pouzivd termin
preimplantaéni genetické testovani®®. Moje bakaldfskd prace se bude déle soustfedit na
indikace a metody molekularni genetiky pouzivané pravé pro rizné typy PGT.



Ziskavani materialu pro genetické testovani

Pfed samotnou genetickou analyzou je potfeba ziskat biologicky materidl. Tento proces je
nazyvan biopsie. Jedna se o odbér jedné ¢i vice bunék z vyvijejiciho se embrya v ramci IVF a
ICSI cyklG pacientek. Ndasledujici vycet popisuje rlizné pfristupy ziskavani bioptovaného
materialu.

Polarni téliska

Polarni téliska jsou vedlejsi produkty meiotického déleni oocytu. Nemaji Zzddnou reprodukéni
funkci, a proto mohou byt jednoduse odebrdna bez jakéhokoliv zasahu do embryonalniho
vyvoje. Biopsie polarnich télisek mlze byt provadéna jednokrokové nebo dvoukrokové. Bud'
se odeberou obé téliska ve stejném €ase a to 16 hodin po inseminaci. Anebo je odebrano prvni
polarni télisko jesté pred intracytoplazmatickou injekci spermie a druhé zase 16 hodin po
inseminaci®®. Zda se, Ze zkombinovanim obou biopsii se vylep3uje pocéet spravnych detekci
chromozomalnich abnormalit®’. Limitace této techniky spociva ve faktu, Ze polarni téliska
reflektuji pouze maternalni genetickou informaci, zatimco parentalni abnormality ¢i chyby
embryondlniho mitotického déleni jsou zanedbany32. Nicméné randomizovand studie pro
zjisténi efektivnosti PGT-A provadéného na polarnich téliskach, kterou zastitila Evropska
spolecnost pro lidskou reprodukci a embryologii (ESHRE), neukazala zadny signifikantni rozdil
v LBR mezi Zenami s vysokym maternalnim vékem s PGT-A a bez PGT-A%. Hlavni vyhodou
pouziti polarnich télisek naddle z(stdva to, Ze tento zplsob biopsie poskytuje klinickym
pracovnikim dostatek casu na provedeni genetického testovdni bez nutnosti
kryokonzervace3?, a tudiz je nadale taky jedinou moZnosti v zemich, kde plati pFisna legislativni
pravidla ohledné genetického testovani a manipulace s embryi?®.

Blastomery

Blastomery se odebiraji v momenté, kdy embryo tvofi Sest az osm bunék. Tento stav nastava
zhruba 72 hodin po inseminaci. Prvnim krokem byva otevieni zony pellucidy (glykoproteinovy
obal vajicka vSech savcl). Otevieni zony se muze provadét pouZzitim kyselého tyrodova
roztoku, mechanickym propichnutim anebo propaleni laserem (laser-assisted hatching).
Nejvice pouzivand metoda ve svété je pouziti laseru k otevieni zény a pouziti média bez
vapniku a hotéiku k oslabeni bunéénych spoja?®.

Dulezitou otdzkou také je, kolik blastomer je moZzno odebrat. Obvykle se odebird bud' jedna,
nebo dvé. Pokud embryolog odebere pouze jednu, vysledky genetickych testd mohou byt
zavadéjici nebo pfimo nekorektni. Odebirani dvou blastomer zase Skodi embryu, protozZe se
jednda o skoro 30% bunécnou ztratu*'. Ackoliv je sbér blastomer z ¢asné se $tépicich embryi
kompatibilni s embryotransferem &erstvého embrya bez mrazeni*?, technika se ukazala jako
Skodici embryonalni vitalité a tak se muselo nacasovani pro provadéni biopsii pozménit*3 a



presmérovat biopsii k jinému materidlu. Trofoektoderm se ukazal jako nadéjna tkan, a proto
se mu vénuje dalsi podkapitola této prace.

Trofoektoderm

Blastocystu tvori dva bunécné typy — ICM (tvofi budouci fetalni tkan) a trofoektoderm (tvori
budouci placentu). Poprvé byla izolace trofoektodermu popsana vroce 1990 Dokrasem
s kolegy**. Pfechod k fazi blastocysty byl umoznén zejména dvéma pokroky. A to vyvojem
média, které v mnohem vétsi mife napodobuje fyziologické podminky a tak byl umoznén
konsistentni rlst embrya*“t. A také vylepSenim metody kryokonzervace zndmé jako
vitrifikace, kterd zajistuje mnohem vys$si miru preZiti blastocyst*’. Je tedy standardem
ponechat embryo dorlst do patého, Sestého C¢i az sedmého dne, podrobit ho biopisii
trofoektodermu a blastocystu vitrifikovat do doby, neZ jsou vysledky PGT k dispozici a
pacientkdm se m(Ze naplanovat transfer.

Hlavnich vyhod spojovanych s trofoektodermni biopsii je pét. (1) Trofoektoderm se odebira
z faze blastocysty, kdy se jiZ aktivoval embryonalni genom, tudiZ je analyza pfesné&jsi®’. (2)
Trofoektoderm se nijak nepodili na tvorbé fetdlni tkané, protoze tvori pouze extra-
embryonalni tkan. (3) Odebrani péti az osmi bunék je zdaleka dostacujici pocet pro analyzu a
pro blastocystu je to pouhd 10% ztrata vSech bunék. V porovnani se ztratou masy bunék
pfi biopsii blastomer je tedy o dost méné invazivni®®. (4) Analyza vicero bunék umoZiuje
detekovat mozaicismus v rdmci biopsie3>. (5) Pravdépodobnost fale3nych vysledk( se sniZuje
diky Ubytku vyskytu mozaicismu ve fazi blastocysty3? v porovndnim s mozaicismem ve fazi
blastomer®. Embrya vitrifikovana v této fazi vykazuji vy$si miru pfeziti v porovnani s vitrifikaci
blastomer, coZz umozZnuje odloZeni transferu a adoptovani (SET) strategie s cilem snizit
vice€etné téhotenstviC.

Pfi biopsii z trofoektodermu se uplatiuji tfi hlavni postupy. Prvni spocivad v otevirdni zony
pellucidy ve fazi blastomer laserovym vrtanim a poté v ¢ekani na vytvoreni expandované nebo
herniované blastocysty v patém dni vyvoje>l. Prodéravéni zony se provadi ve fazi ¢asného
embrya scilem zabranit kolapsu. Nicméné tento pfistup ma limitace spocivajici
v dvoundsobné manipulaci s embryem mimo inkubdtor. Také se mlze stat, Zze se par bunék
uvolni ze zény pellucidy do média?®. Druhy pfistup zahrnuje jen jednu manipulaci s embryem,
protoze se vSe provadi najednou véetné laserem asistovaného hatchingu. Vyhoda tohoto
pfistupu spociva ve faktu, Ze zéna pellucida mlze byt oteviena v misté vzdaleném od ICM, coz
snizuje riziko jejiho zapojeni do biopsie. Treti a posledni pfistup kombinuje prvni dva.
S otevfenim zény se ¢eka az do faze, kdy je blastocysta expandovana a na odbér se pocka az
do herniace trofoektodermu?®. Vybér vhodného postupu ovliviiuje klinické vysledky®2.
Nicméné stald manipulace s embryi je velmi diskutovanym tématem a objevuji se i neinvazivni
techniky, které by mély zamezit zbyteénym zasahim do embrya. Témto technikam se vénuje
dalsi ¢ast prace.



Dalsi kontroverze ohledné trofoektodermni biopsie je, zdali by se mély analyzovat Sesti— a
sedmidenni embrya. Ackoliv pétidenni embrya maji vy$si miru euploidie, vztah vUci
embryonalnimu vyvoiji je stale nejasny. Na druhou stranu, sedmidenni embrya mohou také
byt dobré kvality a morfologie, i vyustit v Zivy porod. Z toho vyplyvd, Ze péstovani embryi o
jeden den déle zvySuje pocet pouzitelnych embryi na jeden cyklus a dava vétsi Sanci
pacientum, ktefi maji jen par embryi anebo embrya $patné kvality?2.

Neinvazivni techniky

Biopsie embrya je, v jakékoliv stadiu vyvoje, velice invazivni proces, tudiz metoda, ktera by
nevyzadovala fyzickou izolaci bunék z embrya by byla velkou revoluci. S postupné se snizujici
cenou sekvenovani, se nejdrazsim komponentem PGT-A stala biopsie, ktera vyZaduje hi-tech
laser a kvalitné vyskoleného embryologa pro provedeni mikrochirurgického zakroku3>,

Prvni koncept minimdlné invazivniho postupu pro biopsii se objevil s objevem DNA v
blastocoelové tekutiné (BF) a pouZitém péstovacim médiu (SCM)>3. BF je izolovédna procesem
zvanym blastocentéza®* a provadi se zavedeni velmi tenké jehly skrz zénu pellucidu a mezi
bunéénymi spoji trofoektodermu do blastocoelové kavity, kde je tekutina (1 mikrolitr)
odebrana a blastocysta zGstava kolapsovana>. To, zda je PGT-A z BF spolehlivym ukazatelem
embryonadlni ploidie se snaZilo ukazat mnoho studii. Napfiklad studie provedena v roce 2015
Toblerem analyzovala BF z 96 embryi. Embryondlni DNA byla podrobena genetické analyze
(uspésnost celogenomové amplifikace byla pouhych 63 % pripadu). Vysledky se shodovaly s
opravdovymi karyotypy ICM jen v pouhych 48,3 % analyzovanych embryich, a tudiz autofi
nedoporucuji pouziti této neinvazivni metody jako alternativy v
PGT-A®. Pravé mira neuspésnosti amplifikace po blastocentéze je o dost vyssi neZ po tradiéni
trofoektodermni biopsii°’. Do budoucna bude duleZité prokazat, zda ztrata tekutiny
neovliviiuje bunécnou komunikaci a zda je tato DNA opravdu reprezentativni embryonalni
DNAZ,

Dalsi alternativni PGT strategii je analyza pouZitého péstovaciho média. Tato metoda se da
oznacovat za Uplné neinvazivni, protoZe se odebira pouze cell-free DNA z média, kterd do néj
byla vypusténa po apoptdze, nekrdze ¢i aktivnim vylitim z makrovack(. Tato DNA mlze mit
vice puvodl — materndlni, paternalni, embryonalni nebo extra-DNA. Technika nevyZaduje
zkuseného embryologa ani Zadné specidlni pristroje, a tudiz embryo zlstava nedotceno.
Nicméné vysledky ovliviiuje pdr faktor(: zda je to kultura cerstvého ¢i mrazeného embrya, zda
byla pouzita média jednokrokova nebo vicekrokova, zda se v kulture péstuje jedno nebo vice
embryi a také objem média hraje roli*®>°. Vysledky studie provedené v roce 2018 naznaduiji,
Ze existuje optimalni nacasovani pro odbér média pro vyssi vytézek DNA a spolehlivéjsi
analyzu. Byly porovnany vysledky z médii odebranych z tfidennich a pétidennich embryi.
Autofi oznacili pétidenni médium jako vyhodnéjsi diky vyssi mife amplifikace a vySsim vytézku
DNA pro spolehlivé provedeni PGT-A%. V poslednich letech bylo zvefejnéno mnoho studii,
které prinaseji pomérné uspésné vysledky minimalné invazivnich a neinvazivnich technik.



Ackoliv se zdaji velmi slibné, jsou stale jesté ve fazi ranného vyvoje a bude potreba vice studii
a standardizovanych protokold pro klinické vyuziti?8.

Klinické vyuziti preimplantacniho genetického vysetreni

Existuje mnoho indikaci k provedeni PGT. Mohou pochazet ze strany muZe, Zeny, mohou
postihovat cely par, ale je dlilezité také posoudit rodinnou anamnézu. Indikace ze strany muze
muze pochazet naptiklad z patologického spermiogramu. U muzl s azoospermii, kterd se
definuje nepritomnosti spermii v ejakulatu, jsou chromosomalni vady nalézany u 15 % muza
a jedna se zejména o vady pohlavnich chromosom(. U muzu se snizenou koncentraci spermii
v ejakulatu (pod 10 miliéna/ml), které se fika oligozoospermie, je vyskyt chromosomalnich vad
5% a Castéji nachazime vady autozom(®. Jesté vyssi vyskyt chromosomalnich vad maji muzis
tézkou oligozoospermii (<5 milionl/ml) spojenou s patologickymi hodnotami FSH
(folikulostimulaéni hormon), LH (luteinizacni hormon), testosteronu a nizkym objemem varlat
(ato cca 19 %)?°. Muzi s abnormalnimi karyotypy a s delecemi Y chromozomu ¢astéji produkuji
spermatozoa s aneuploidiemi. | faktory jako endokrinni ¢i imunologické onemocnéni, Zivotni
styl, varikokéla (rozsifeni Zilni pletené jdouci od varlete), kryptorchismus (nepfitomnost
varlete ve skrétu), |é¢ba chemoterapii, a vék mohou negativné ovlivnit meiotické déleni v
ramci spermatogeneze®!. Existuji ale i studie, které naznacuji, Ze ,male factor’ by nemél byt
povazovan za kriticky parametr pro urcovani euploidie embryi. Zminit miZeme napf.
Mazzilliho studii zaloZenou na pozorovani 1 219 ICSI cykl( s trofoektodermni biopsii, kde se
nenasel signifikantni rozdil v podilu euploidnich embryi na blastocystu mezi muzi s
normozoospermii a muZi s neobstruktivni azoospermii®2. Je moiné, Ze oocyt ma potencial
zabranit dal$imu vyvoji aneuploidnich embryi pfed aktivaci embryondlniho genomu®3. Jako
dalsi vysvétleni se nabizi moznost, Ze aneuploidie vzniklé na zakladé chyby ve spermii maji za
nasledek ¢asné preruseni embryondlniho vyvoje®. Infertilni Zeny maji zvyseny predevsim
vyskyt translokaci autozom@ a to 4 az 5 %. Tento vyskyt stoupa, doSlo-li opakované ke
spontdnni ztraté téhotenstvi nebo k opakovanému selhdni IVF®° (diskutovéno dale).

Aneuploidie

Diploidni buriky obsahuji 46 chromozom{, takovy stav je znamy jako euploidie. Aneuploidie je
pozménény stav, kdy se pocet chromozomU odchyluje od normalniho poctu 23 paru. Je to
nejvyskytovanéjsi genetickd abnormalita u lidi, ktera je hlavnim disledkem chyb v segregaci
pfi meidze. Typickymi pfiklady je trisomie nebo monosomie, vyplyvajici ze 47 nebo 45
chromozomu. Aneuploidie mlZe postihnout vicero chromozom{, nékdy je to ozna¢ovano jako
komplexni aneuploidie. Mlze také nastat nulisomie nebo polysomie, kde je pfitomna zadna
nebo vicero kopii jednotlivych chromozomu?®. Nejvétsi ¢st meiotickych chyb pochéazi z
maternalni meidzy (90 %-99 %). Aneuploidie ze strany otce je daleko méné pravdépodobna®.
Pravé vyssi riziko aneuploidii se povaZzuje za indikaci ke genetickému vysetrfeni embryi. Mezi
indikace pro preimplantacni genetické testovani na aneuploidie se fadi mnohé dalsi faktory,
které jsou diskutovany dale.



Jednou z dalSich indikaci je opakovana ztrata téhotenstvi. Definuje se jako dva a vice
konsekutivnich potratd do 20. tydnu téhotenstvi a je jim postizeno cca 5 % vsech paru
podstupujicich 1é¢bu v IVF centrech. Dadvody mohou rdzné az nezname. Jako pfriciny se uvadi
genetické, anatomické, endokrinologické a imunologické abnormality®®. V 50 % pfipadd ma
prvotrimestralni téhotenska ztrata za pfi¢inu pravé chromosomalni vadu?®. Potraty s
nevysvétlitelnou pricinou pfinaseji pariim velky stres, a to ztéZuje cely proces |éCby. Bianco ve
své retrospektivni studii pozoroval vysledky karyoptypovani témér 47 tisici Zen a poznamenal,
Ze vyskyt aneuploidie u Zen, u kterych nebyl Zzadny zdznam o predeslém potratu, byl 1,3 %.
Naopak u zen s jednim prodélanym potratem byl vyskyt
1,6 %, se dvéma 1,8 % a se tfemi dokonce 2,1 %%’. Z toho vyplyva, Ze geneticky preimplantacni
screening na aneuploidie by mél byt doporuc¢ovan pardm s nevysvétlenymi opakovanymi
potraty, aby se vybralo euploidni embryo. Tuto domnénku podpofila studie, kde bylo ukazano
snizeni poctu potratd diky genetickému testovani u paru s touto indikaci®®. Vyskyt aneuploidii
je zvySen u Zen do 35 let s idiopatickou ztratou téhotenstvi, které podstoupily PGT na
blastocystach, zatimco u Zen nad 35 let se stejnou indikaci a Ié¢bou uz navyseni neni zdaleka
tak signifikantni. Mladé pacientky tedy nehledé na to, Ze jim bylo transferovano euploidni
embryo, maji vyssi pocet potratl, coZ ukazuje, Ze u této skupiny pacientll mize existovat i jina
pfi¢ina opakovanych ztrat téhotenstvi neZ jen ta geneticka®.

Také opakované selhdniimplantace (RIF) se uvadi jako jedna z indikaci pro genetické testovani
a je definovano jako nepfitomnost téhotenského vacku na ultrazvuku v 5. nebo vy$sim tydnu
téhotenstvi po tfech embryo transferech s vysoce kvalitnimi embryi anebo po transferu deseti
a vice embryi ve vice cyklech.*. Vysvétleni pro tuto skuteénost mlZe byt zdvislé na
maternalnich i na embryondlnich faktorech?®. U pacientq, ktefi maji historii s RIF, je zvy3eny
vyskyt chromozomalnich abnormalit’® a s kazdym dal$im nepovedenym IVF cyklem stoupd’ .
A proto se u téchto pacientl zacaly aplikovat pristupy jako kultivovani blastocyst nebo
asistovany hatching a zda se, Ze timto se implantaéni schopnost embryi zvy3uje’2. Nicméné
studie zaloZené na pozorovani efektivnosti genetického testovani za pouziti metody
fluorescentni in situ hybridizace pro zvySeni LBR neukazuji statisticky signifikantni rozdil mezi
RIF pacienty, ktefi podstoupili PGT-A a mezi témi, ktefi ho nepodstoupili’3. Z toho je moiné
usoudit, Ze pficina infertility v téchto pfipadech je multifaktoridini a chromozomalni
abnormality s ni nemaji moc spoleéného. Naopak u studii, které ke svému genetickému
testovani pouZivaji mikrodipovou verzi metody komparativni genomové hybridizace, se
klinické vysledky pfiklani k nazoru, Ze to jsou pravé aneuploidie, které jsou vyznamnou
pfi¢inou pro opakované selhani implantace’.

Jako dalsi velky faktor se povazuje vyssi vék matky, protoZze v oocytech a embryich se hromadi
chromosomalni abnormality. Déle se také s vékem sniZuje ovarialni rezerva’®. Zeny ve vy3$im
véku produkuji vyssi pocet embryi s chromosomalnimi aberacemi — pocéet aneuploidnich
oocytl po 30. roku véku je 10-25 % a po 40. roku véku roste aZ pfes 50 %2°. Zajimavé je, Ze
velkd ¢ast aneuploidnich embryi vykazuje dobrou morfologii a nékteré studie poukazuji na to,
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Ze pravé blastocysty dobré kvality mohou vyustit v aneuploidni embryo v 44,9 % ptipad(’677.
Veliky rozdil je u paterndlniho faktoru, kde vyskyt aneuploidie nekoreluje s vékem otce’®.

Preimplantacni genetické testovdni na aneuploidie je tedy diagnosticky nastroj pro
chromosomalni abnormality, které se vyskytly u jedince spontanné®. Spoleénost lékafské
genetiky a genomiky tedy doporucuje genetické vySetfeni embryi PGT-A infertilnim
pacientkdm ve véku od 35 let, pacientkdm s opakovanymi téhotenskymi ztratami v prvnim
trimestru’®, s opakovanym selhanim implantace, s ndlezem chromosomalnim vady v pfedchozi
gravidité a taky po probéhlé onkologické lé¢bé jednoho nebo obou partner.

Monogenni choroby

Preimplantacni genetické testovani na monogenni genetické choroby ma za cil zamezit rizika
pfenosu znamé monogenné dédi¢né choroby v rodiné. Témér u 6000 genetickych chorob je
dnes zndm jejich molekuldrni podklad, tim i jejich zpUsob dédi¢nosti. V ramci genetického
poradenstvi s parem by mély byt prodiskutovany vsechny metody mozné prevence prenosu
daného onemocnéni na potomky?®. Konvenéni metoda pro rozpoznani monogennich chorob
zahrnuje biopsii embryi, provedeni PCR, detekovani mutace a nasledna diagndza. Dnes se
provadi prevdiné metodou karyomappingu, které se prace bude vénovat v samostatné
kapitole.

V rodinné nebo v osobni anamnéze u jednoho nebo obou partnerll se mlze vyskytnout
genetické onemocnéni; dédi¢nost onemocnéni mulze byt bud autosomalné recesivni,
autosomalné dominantni, mitochondriadlni nebo X-vazanda. Ddle |ékar hledd vyskyt nadord,
které spliuji kritéria pro vysetfeni syndrom( s hereditarni nadorovou predispozici jako
napftiklad LiGv-Fraumeniho syndrom, Lynch(iv syndrom nebo hereditarni syndrom karcinomu
prsu a ovarii. Vyskyt vyvojovych a smyslovych vad nebo mentalni retardace v anamnéza také
bude naznafovat nutnost preimplantaéniho testovani?®. Nutnost preimplantaéniho
genetického testovani na monogenni genetické choroby muze byt u velmi béznych chorob i u
téch vzacnéjsich. Nejc¢astéjSimi indikacemi jsou v soucasné dobé cysticka fibréza a dédi¢né
hemoglobinopatie z autozomalnich recesivnich chorob, myotonickd dystrofie typu I,
neurofibromatdza, Huntingtova choroba a dédicné rakovinné syndromy z autozomalné
dominantnich chorob. V ramci X-vazanych chorob se PGT-M zaméfuje na Duchennovu
muskularni dystrofii, hemofilii a syndrom kiehkého X&.

Existuji také monogenni genetické choroby s pozdnim nastupem. Jedna se o napfriklad
Huntingtovu chorobu a spinocerebeldrni ataxii’®. Pro pary s takovouto historii v rodinach,
které si zaroven nepreji znat svij vlastni geneticky ndlez, je mozné provést neprimé genetické
preimplantacni testovani (exclusion testing), které zahrnuje transfer embrya nesouci haplotyp
nezasazeného prarodi¢e®’. To je proto, Ze embrya s haplotypem zasaZeného prarodi¢e maji
50% Sanci zdédit chorobu. V soucasné dobé, ale bohuzZel nejde presné vymezit choroby
s pozdnim nastupem ve srovnani s témi s asnym?®. Jednd se o kontroverzni téma vzhledem
k tomu, Ze cca polovina parl podstupuje IVF/PGT lécbu zbytecné a vystavuje se tak vedlejsim
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ucinkdm a rizikim pro Zenu a embryo. Proto je toto vyluovaci testovani v nékterych zemich
zakdzano??.

Dnes se pod pojmem PGT-M skryva také HLA typizace (vySetifeni hlavniho histokompatibilniho
komplexu) bud bez nebo se souéasnym testovanim na monogenni choroby3®. HLA typizace je
tedy jednou ze specialnich indikaci, které vznesly debaty o etice procedur. Jedna se o novy
pristup pro IéCbu starsiho sourozence zasazenym at uZ ziskanou (akutni leukémie) nebo
dédi¢nou chorobu (Fanconiho anémie, talasémie, Wiscottlv-AldrichGv syndrom ad.). Je totiz
nutné pro tyto potomky nalézt vhodného darce kostni difené ¢i zarodecnych bunék
z pupelnikové krve?3, jelikoz najit HLA-kompatibilniho darce je velmi sloZité i v fadach
rodinnych pfislusnikd. Je to tedy velice atraktivni a prakticky zplsob |écby zarodecnymi
burikami. Poprvé byla metoda pouzita pro Fanconiho anémii®*. Po porodu byla odebrana
pupecnikova krev, kterd po transplantaci zarodecnych bunék zajistila Uplné vylééeni starSiho
potomka. Drive byla typizace provddéna pro zajisténi nepostizeného embrya, které zaroven
poskytovalo kompatibilniho ddarce, tudiz soucasné probihala sPGT-M. Nicméné
preimplantaéni HLA typizace jako samostatna metoda byla taktéz jiz provedena®. Jsou zde ale
zcela zasadni limitace metody HLA typizace. Napfiklad velkou nevyhodu maji pary s vysokym
maternalnim vékem pravé kvili nizkému poctu ziskanych embryi a pravdépodobnost, Ze se
najde nezasazené HLA-kompatibilni embryo, u nich rapidné klesa®3. Jedny z moZnych postupd,
které by méli tento problém vyresit je podrobeni pacientky vice stimulacnim cyklm pro
ziskani dostate¢ného mnoistvi vajicek anebo ziskani darovanych vajicek od mladsi sestry
pacientky®. Také je nutné zminit, Ze je vhodné provést soudasné testovani na aneuploidii,
které by mélo zlepSovat vysledky PGT/HLA typizace®’. Z hlediska spousty limitaci a vzhledem
ke kontroverznosti metody je paru silné doporucovano genetické poradenstvi. Do budoucna
bude zvaZovan prospekt metody CRISPR, ktera by umoznovala genovy editing zasaZzenych HLA-
kompatibilnich embryi pro starsi pacienty®®.

Chromosomové aberace a prestavby

Strukturdlni chromosomové aberace a prestavby jsou abnormality, které méni pfirozené
poradi chromozomalnich segment(. Pokud pocet kopii zistane zachovan, oznacujeme tyto
prestavby jako balancované. Nosici téchto abnormalit jsou typicky bez klinického projevu, ale
tito lidé maji vétsinou snizenou plodnost, zvySenou pravdépodobnost ztraty téhotenstvi a
také vyraznou Sanci narozeni potomka s fyzickym ¢i mentalnim postizenim. Meiotické
procesy mohou totiz vytvofit nebalancované abnormality v potomcich téchto nosic¢l. Tyto
problémy jsou zplsobené abnormalni segregaci chromozom v meidze a to vede k produkci
gamet s chybé&jicimi &i naopak pfebyvajicimi oblastmi genomu?®®. Preimplantaéni genetické
testovani na strukturni prestavby (PGT-SR) je tedy cilené na zndmé chromosomalni
abnormality pfitomné v genomu rodica. Pouziti PGT-SR k detekci strukturalnich
chromozomovych abnormalit vede ke sniZeni rizika narozeni potomka s postizenim a také
sniZuje pocet ztrat téhotentstvi®.
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Do chromosomovych aberaci fadime zejména translokace, inzerce, inverze a jednotlivé
chromozomalni vady, jejichz vyc€et a klinicky vyznam je vypsan nize.

47,XXY - Klinefeltertiv syndrom

Klinefeltertv syndrom se vyskytuje u 1 : 600 muzu a je také nejcastéjsi pficinou azoospermie.
U muZd s oligozoospermii je to méné &asta pricina®l. V ejakulatu se Zivé spermie nachdazi jen u
8 % muzl s nemozaikovou formou a vtakovém pfipadé se spermie odebiraji pomoci
mikrochirurgické techniky z varlat nebo nadvarlat, nicméné i tak nalezeni pouZitelné spermie
neni zajisténo. Jedna se o Uspésnost cca 30 %2°. Mozaikova forma 47,XXY/46,XY ma prevalenci
u 10-20 %2% a spermie dosavadné nevykazuji zvy$ené riziko vad pohlavnich chromozomu u déti
po cyklech provadénych s ICSI metodou®?. Riziko pro potomky takto postizeného muze je
mirné zvySeno a moznym vysvétlenim je, Ze i kdyZz mohou spermatocyty s karyotypem 47,XXY
meidzu dokondit3, tak nadpocdetny chromosom X ve spermatogoniich je vétsinou eliminovan
béhem spermatogeneze?® nebo spermatogonie ¢asné odumird®. Je tedy i tak silné
doporucovani podstoupeni preimplantacni a prenatalni diagnostiky.

Syndrom 47,XXY

Takovyto karyotyp se vyskytuje u 1 : 1000 muz( a velka ¢ast postizenych muzd ma plodnost
normalni®®. Zvysena rizika gonosomalnich vad u potomkd nebyla zjisténa a vyskyt aneuploidii
je pouze mirné zvyseny®. Nicméné muzi s téZzkou oligospermii mohou mit vyskyt aneuploidii
zvySeny az na 38 % dUsledkem rGznych abnormalit meiotického parovani a tyto hodnoty uz
mohou pFedstavovat riziko pro potomky?®.

Muzi 46,XX

Karyotypovy nalez 46,XX u muz(i je velmi vzdcny (1 : 20 000). Pacienti mivaji translokovan SRY
(sex-determining region Y) gen, vétSinou na chromozom X anebo na autozom (normdlné se
nachazi na chromozomu Y)?®. Chybi i dal$i geny potfebné pro tvorbu spermii a z toho vyplyva
kompletni azoospermie. Tito muZi své vlastni genetické potomky mit nemohou®! a jedind
Sance je vyuziti darcovskych spermii.

Strukturalni prestavby chromozomu Y

Strukturdlni vady na chromosomu Y jsou spojovany s delecemi na lokusech zvanych AZF
(azoospermia factor) a zpUsobuji zdvainou oligospermii nebo azoospermii®®. V téchto
pripadech je urcité vhodna preimplantacni a prenatalni diagnostika, protoze kazdy muzsky
potomek ze spermie stimto karyotypem tuto vadu zdédi. Také se jedna prevainé o
mikrodelece, které je moZtné zachytit pouze molekularné genetickymi metodami®’.
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45,X — Turnerdv syndrom

Turnertv syndrom se vyskytuje u 1 : 5000 narozenych dévcat?® a takové pacientky maji
nefunkéni vajeéniky. Moznym a zéroveri jedinym FeSenim je pouZiti oocytl od darkynéd:,

47 ,XXX — triple X syndrom

V 95 % procentech pfipadl triple X syndromu je nadpocetny X chromosom materndlniho
plvodu. Pacientky mohou trpét pred¢asnym ovaridlnim selhanim. Vzhledem k vy$simu riziku
aneuploidie pohlavnich chromozomd se silné doporucuje preimplantacni a prenatdini
diagnostika?®.

Translokace mezi Y a autozomem

Klinické dasledky ptichazi v podobé zavainého postizeni spermatogeneze u muill, protoze
dochdzi k naruseni parovani XaY v meidze. V pfipadech, kdy je translokovan heterochromatin
dlouhého raménka Y na kratké raménko nékterého z akrocentrickych chromosomda, se
duasledky klinicky neprojevi®®.

Translokace mezi X a autozomem

U Zen byva tato translokace bez projevu vzhledem k tomu, Ze v Zenskych burikdch byva
inaktivovdn normdlni chromosom X. Zatimco u muz( vétSinou translokace zplsobuje
neplodnost®®.

Robertsonské translokace

Tyto translokace vznikaji pti spojeni dvou akrocentrickych chromosomu (13, 14, 15, 21 a 22)
v misté centromery. Vyskytuji se u 1,1 % pacientd s opakovanymi ztratami téhotenstvia u 3 %
infertilnich muzu. Riziko takovych nosicl je v oplozeni, kdy mohou vznikat monosomicka a
trisomickd embrya. Nejc¢astéjsi translokaci (75 % vSech Robertsonskych translokaci) je
prestavba zahrnujici chromosomy 13 a 14 a zde je vyssi riziko pro trisomii 13 — Pataulv
syndrom?®.

Reciproké translokace

Reciproké translokace vznikaji vyménou segmentl mezi dvéma nehomolognimi chromozomy.
Pacienti mohou byt bez fenotypového projevu, pokud mista zlomu neporusuji funkci zadného
genu Ci pokud nebyl zadny geneticky material ziskan ani ztracen. Jinak maji pacienti mimo jiné
zvysené riziko neplodnosti, opakovanych potratll a narozeni potomka s vyvojovymi
abnormalitami?®. U muzZl s azoospermii je vyskyt 0,5%, s oligozoospermii je 0,7% a u
infertilnich Zen cca 1 %°1. Pribéh oogeneze neni témito reciprokymi translokacemi narusovan
(projevi se az sed vznikem nebalancované konstituce) na rozdil od spermatogeneze, kdy muze
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zpUsobovat aZ jeji uplnou zastavu. Vyskyt nebalancovanych chromosomalnich konstituci je ve
spermiich je obecné nizsi nez ve vajitkach diky pfisnéjsim kontrolnim bodim v meiéze®.

Komplexni strukturalni prestavby

Tyto prestavby vznikaji na zdkladé vice neZ dvou chromosomalnich zlomu. Nosiéstvi téchto
aberaci je spojovano s rizikem spontannich abortl a také se zvySenym rizikem potomka
s vyvojovymi vadami?®,

Inverze

Inverze vznikaji jako znovu napojeni ulomené ¢asti chromosomu v opacné orientaci. Dale se
také rozdéluji 2 typy inverzi: paracentrické a pericentrické?®. Paracentrické neobsahuji
centrozom chromozomu, zatimco pericentrické ano. U neplodnych Zen i muz(i se nachazi ve
stejné mife a to v 0,3 %. MUze byt dale zvy$ené riziko spontdnnich abortd®:.

Marker chromosomy

Jsou to strukturdlné abnormalni fragmenty chromosoml a jsou jednoduse urceny
cytogenetickymi metodami. Pfendsi se vétSinou maternalné, ale 70 % pfipadl je de novo.
Tretina nosic marker chromosom( maiji klinické projevy jako neplodnost, azoospermie nebo
oligospermie?®.

Chromosomalni mozaicismus

Definici mozaicismu je pfitomnost dvou nebo vice bunék s odliSnymi chromozomalnimi
konstitucemi, kterd vznikd bé&hem mitotickych déji v post-zygotnim vyvoji®>. Bunéénd
regulace, mechanismy oprav a body kontroly bunécného cyklu jsou potlaceny béhem prvnich
dni post-zygotického vyvoje®®, a proto se ¢asnd embrya vyznaduji podobnosti s rakovinou, kde
také probihd deregulovany bunéény cyklus a je zde vysoky vyskyt aneuploidie®,

Embryonalni mozaicismu byl poprvé pospan v roce 1993, kdy Delhanty s kolegy pozoroval
metodou fluorescencni in situ hybridizace na ryhujicich se embryi rizné poéty chromozomu

mezi bufikami ze stejného zarodkuCl,

Pozdéji bylo to stejné potvrzeno Evsikovem a
Verlinskym na blastocystach'®?. Moderni metody preimplantaéni genetické analyzy jsou v
soucasné dobé schopny rozeznat mix euploidnich a aneuploidnich bunék s vysokou presnosti,
ale stdle jsou zde vyrazné variace rlznych vysledkd mozaickych embryi ve fazi blastocysty mezi
klinikami - nejnoveéjsi odhady se pohybuji mezi
4 a7 22 %0319 Mozaicismus tedy stdle pfedstavuje klinické dilema, protoZze mizZe vést ke
diagnostickym chybam. Po provedeni PGT-A se mohou embrya jevit jako euploidni, ale
zaroven mohou mit pdr aneuploidnich bunék. Toto mlze dale ovliviiovat jejich implantacni
potencial'®®. Medicinalni disledky mozaicismu jsou stale pfedmétem zkoumani. Z neddvnych
studii se usuzuje, Ze mozaicka preimplantaéni embrya mohou vyustit ve zdravé potomky, ale

stale je jejich pocet nizsi neZ s plné euploidnimi embryi'®. Tudi? pravy klinicky vyznam
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mozaicismu u novorozencl zUstava nezachytitelny. Na jedné strané byl mozaicismus spojen s
rdznymi nemocemi jako napt. psychiatrické poruchy, autoimunitni choroby a kongenitalni
malformace!®, ale na strané druhé, mozaicismus byl také zdokumentovan i ve tkanich
zdravych lidi®,

Metody preimplantaéni molekularné genetické analyzy

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Vyvoji metody fluorescencni in situ hybridizace predchazelo mnoho vyznamnych objevi
v oblasti cytogenetiky. Pravdépodobné nejvice prelomovy byl objev poctu chromozom a
metod jejich zviditelnéni. Prvni pozorovani lidskych chromozomd pomoci hypotonického
roztoku a specidlnich barviv probéhlo jiZ v roce 19561, Dal$im duleZitym milnikem byl vyvoj
metody pruhovani chromozom( (¢asto pouzZivané je G-banding za pouziti barviva Giemsa)

111 S rozvojem systému znaéeni molekul

vroce 1970 a nasledné zavedeni nomenklatury
radioaktivnimi sondami (byly nespecifické a vysledky mély velmi nizké rozliseni) pfisSla nova
védecka éra molekularni cytogenetiky. V roce 1992 se pouzila poprvé metoda FISH s vyuZitim
Y- a X-sond pro zabrdnéni pfenosu X-vdzanych chorob na potomky!!?. Samotné zrozeni
metody FISH pro pfimé zjisténi embryonalni aneuploidie nastalo v roce 1993, od kdy se tato
metoda pouzivala na chromozomech se zndmymi syndromy — 13 (Pataulv), 18 (Edwards(v) a
21 (Downav)3114 vétdina autozomalnich trisomii totiz nedovoluje preZiti jedince, pravé
pouze trisomie chromosomu 13, 18 a 21 dovoluji narozeni potomka (pouze u trisomie 21 se
pacienti dozivaji dospélosti). Dale se také obvykle sledovali chromozomy pohlavni a autozomy
16 a 22, u kterych jsou abnormality €asto pozorovany pti opakovanych spontdnnich
potratech!?. Dnes je metoda uréena k identifikaci chromozomalnich poruch, a to bud zmén
v po¢tu chromozom a tim vzniku aneuploidie anebo strukturnich zmén chromozoma, které

jiz byly diskutovany vyse.

Princip metody zahrnuje hybridizaci chromosomové specifickych DNA sond znacenych
rdznymi barvivy na jadra nebo chromosomy fixované na mikroskopické sklicko. Sondy jsou
kratké useky DNA komplementarni k analyzovanému chromozomu, na ktery se vaze pravé
fluorescenéni barvivo. Po dokoncené hybridizaci je moZné pozorovat barevné signaly pomoci
fluorescenéniho mikroskopu. V praxi se stanovuje bud’ pocet signal(i pro numerické aberace
anebo poloha téchto signall pro detekci strukturnich pfestaveb!?®. Znaéeni sond probiha bud’
pfimo nebo nepfimo. Pfimé znaceni vyuziva nejcastéji fluorescencni barvivo (fluorochorm) a
umoznuje pozorovat barveny signdl ihned po dokonceni hybridizace. U nepfimého znaceni je
sonda znacena haptenem (latka s antigennimi vlastnostmi) a naslednd detekce probiha
imunologicky pomoci protildtek!®. Pfed samotnou hybridizaci musi byt vzorek oSetfen
pepsinem po dobu 20 min pfi 37 °C za ucelem omyti nezadoucich proteinl. Dale se provadi
oplach v PBS pufru (fosfatovy roztok s 0,15 M NaCl), ten nasleduje fixace v1 % roztoku
formaldehydu a dehydratace vzorku etanolovou fadou. Po takovémto procesu jsou jadra
pfipravena na denaturaci a hybridizaci. K vzorku je tedy po denaturaci pfi 72 °C pfidano
dostateéné mnoizstvi sond a to pfi 37 °C po dobu 40-60 minut a skli¢ko je zapeceténo. Odmyti
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prebytecnych sond probiha za pomoci 60% roztoku formamidu a SSC (fyziologicky roztok
citrdtu sodného). Tyto preparaty jsou poté uchovavany ve tmé a oSetreny specialni latkou
proti vysychani (antifade) spoleéné s barvivem DAPI pro kontrast pozadi'’. Takto pfipravené
vzorky je mozné podrobit obrazové analyze pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

FISH je dostatecné rychly diagnosticky molekuldrné geneticky nastroj a funguje stejné dobre
jak na metafaznich, tak na interfaznich jadrech!8, kdy tradi¢ni cytogenetické metody jsou
zavislé na pfitomnosti pouze metafdznich chromozomu. FISH se dala tedy pouZit pro zkoumani
vice chromozomalnich region(i najednou za pouziti vicero sond, napf. jednu centromerickou
a dvé sub-telomerické. Dnes existuji také rtizné modifikace postupl FISH metody, které by ji
mély vylepSovat a rozsifovat jeji vyuziti. MZzeme zminit napfiklad spektralni karyoptypovani
(SKY), které vyvinul Schrock s kolegy, jez je zaloZieno na soucasné hybridizaci vsech 24
chromozomU najednou se sondami s rdznymi fluorochromy a jejich kombinacemi. SKY je o
dost efektivnéjsi v identifikaci nepatrnych translokaci a komplexnéjsich aberaci nez klasické
provedeni metody FISH'°. Tato metoda dokaZe odhalit i marker chromosomy*?°. Laboratorni
protokol pro spektralni karyoptypovani se velmi podoba klasické FISH akorat k samotné
hybridizaci dochdzi se smési 24 barevnych sond po dobu dvou dnl. Vyhodnoceni probiha
pomoci specialniho spektralniho vyobrazeni (,spectral imaging’) a kazdy chromozom je
rozpoznan svou vlastni barvou'?!, Na stranu druhou ale metoda SKY neni schopna identifikovat
pericentrické a paracentrické inverze a také presné urcit body zlom('?2. Pro tyto Ucely se
vyvinula dalsi modifikace FISH a tou je metoda MCB (,multicolor banding‘) neboli M-FISH —
vicebarevna fluorescencni in situ hybridizace. MCB je vysoce spolehlivd a reprodukovatelna
metoda FISH. MUlzZe byt pouZita pro detekci komplexnich balancovanych i nebalancovanych
chromosomovych prestaveb a marker chromozomdu, které by jinymi metodami, at uZ
standardni FISH ¢&i pokrocilymi mikroéipovymi metodami (jejichz vyhody a limitace budou
diskutovany pozdéji), nebyly zachyceny. Pro vyhodnoceni se pouziva speciadlni pocitacovy
software, ktery konvertuje fluorescencni profily podél délky chromozom(i na pseudobarvené
pruhy a ty mohou byt dale porovnany se standardnim G-pruhovanim'23, Pro lepsi vizualni
predstaveni a popis metody MCB je nize pfipojen obrazek (Obrazek 1). V tomto pripadé byl
zkouman karyotyp jedince, ktery byl laboratofi dodan s doporucenim tykajiciho se vyvojového
a mentalniho opoZdéni u jedince. Pfedbéziné urceny karyotyp byl 46,XX,12p+. Byla provedena
analyza FISH s lokus-specifickou sondou a MCB se setem sond pro chromozom 12 (XCytel2).
Vyhodnoceni MCB se ukazalo byt informativni pro poradi pruhl a indikovalo invertovanou
duplikaci na terminalnim regionu kratkého ramena abnormdiniho chromozomu. Tudiz
vysledny karyotyp lze zapsat jako 46,XX,inv dup del(12)(qter—p13.3::p13.3—p12.3:)*%°,
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Obrazek 1: Chromozom 12s (A) chromozom s G-pruhovani, (B) chromozom s vicebravenym
pruhovdnim, (C) ideogram s édsteénym G-pruhovdni. Sipky oznacuji body zlom*23.

PGT-A pomoci FISH bylo velmi populdrni v devadesatych letech az do brzkych let druhého
tisicileti, kdy byla zvefejnéna Mastenbroekova kontroverze'?4, kterd tvrdila, Ze dle jejich
vysledkll, PGT-A provadény metodou FISH snizoval LBR u zZen s vy$Sim materskym vékem. Od
té doby byla PGT-A stfedem velkych debat mezi odborniky. FISH se tedy stala zastaralou
metodou a byla postupné nahrazovdna moderné;j$imi molekuldrnimi technikami'?. Je duleZité
dal vést diskuze ohledné nutnosti PGT-A v IVF cyklech, zejména protoze byly zverejnény studie,
které poukazuji na narozeni normalnich euploidnich potomk( po embryotransferu do déloh
matek, které dle PGT-A mély viechna embrya aneuploidni*?®. Tomu viemu nésledovalo
formalni vyjadreni profesiondlnich asociaci jako napfiklad Americkd spole¢nost pro
reprodukéni medicinu, Americkd vysokd Skola porodnictvi a gynekologie a ESHRE, které
odrazovaly od pouZiti PGT-A?,

Znovuzrozeni preimplantaéniho genetického testovani jako soucasti asistované reprodukce
nastalo s postupnym nahrazovani FISH metodami umozZiujicimi celogenomovou analyzu.
Prace se jim bude vénovat v nasledujicich kapitolach. Jakkoliv je totiz metoda FISH efektivni,
ma své vlastni limitace. Jednou z nich je omezeny pocet zkoumanych chromozomi (jedna
skupina objevila moZnost sledovani az 12 chromozom( najednou'??, ale jednd se stale jen o
polovinu vSech chromozomu). Je tedy pouzivdna hlavné na chromozomy spojované
s genetickymi syndromy slucitelnymi se Zivotem. Dalsi limitaci je sledovani pouze oéekdvanych

129

aberaci, kdy sondy jsou zaméreny pouze na konkrétni lokusy ¢i chromozomy'®” a také cCasté

zanedbani chromozomalniho mozaicismu.

18



Celogenomova amplifikace DNA pro genetickou analyzu

Hlavni komplikaci pro celochromozomadlni analyzu byl pfevadiné nizky vytéZzek DNA — lidska
diploidni burika totiz obsahuje cca 6,6 pg DNA, coz je moc malo (i pfi biopsii 5 az 10 bunék z
embrya) na to, aby se daly pouzit konvenéni molekuldrni pristupy. Klicovym krokem bylo tedy
vynalezeni metody amplifikace celogenomové DNA. Autor kaZzdorocniho review pro Genomics
and Human Genetics z roku 2015 Huang s kolegy rozlisuje tfi rlizné pfistupy, které se lisi svou
chemii. Jedna se o modifikaci klasické polymerazové retézové reakce — PCR s degenerovanymi
oligonukleotidy (DOP-PCR), mnohocetna amplifikace s vytésnovanim retézce (MDA) a
amplifikacni cykly s viceCetnym annealingem a loopingem z anglického nazvu ,multiple
annealing and looping-based amplification cycles’ (MALBAC)*3°.

Technika PCR

PCR neboli polymerdzova retézova reakce hraje v biologii velkou roli jiz poslednich 30 let. Jejim
zakladnim principem je opakované stfidani cykli denaturace dvouretézcové DNA a renaturace
osamocenych fetézcl se specifickymi oligonukleotidy — ty jsou ve smési v nadbytku. Diky
termostabilni DNA polymeraze se tak syntetizuji nové retézce DNA. Proces rozdélujeme na 3
faze: (1) denaturace probihajici pfi teploté 95 °C, kdy se vodikové mustky DNA retézce
rozpadaji, (2) nasednuti primer( neboli tzv. annealing probihajici v teplotach mezi 50 a 60 °C,
(3) synteticka faze probihajici pfi teplotdch v rozmezi 65-75 °C, kdy dand DNA polymeraza
naseda na 3’ konce a zacind syntézu nového fetézce komplementarniho k plivodni DNA
(templatu).

V laboratofich molekularni cytogenetiky se pro celogenomovou amplifikace pouZivaji
prevainé modifikace klasické PCR metody. Jednou z nich je PCR s vyuZitim degenerovanych
oligonukleotidy (DOP-PCR). Principem DOP-PCR je poutziti degenerovanych primer(
obsahujicich ndhodnou Sesti bazovou sekvenci na 3‘ konci a fixovanou sekvenci na 5 konci
DNA9, Prvnich par kol pFipojovani primert a elongace fetézcl probihd za niZich teplot, aby
se vytvofilo hodné bodl vazby primer(i. Nasledné se teplota pro hybridizaci a elongaci zvysi,
aby se primery mohly vazat specifi¢téji pravé na jiz oznacené fragmenty z minulych kol PCR.
Vysledkem jsou ndhodné amplifikované rozdilné dlouhé fragmenty DNA. Data ukazuji, Zze DOP-
PCR je moziné pouzit k amplifikaci jakékoliv sekvence v lidském genomu s excelentnimi
vysledky pro dal$i vyuziti DNA ke genotypovani3l. Problémem DOP-PCR byva nizké pokryti
genomu praveé kvuli exponencialni amplifikaci, diky které se i malé odchylky exponencidlné
zvétsuji a vytvari se tak regiony s velmi nizkou a nebo naopak velmi vysokou amplifikaci'*.

Technika MDA

Metoda mnohocetné amplifikace s vytésnovanim retézce byla vyvinuta v roce 2001 Laskenem

132 3 vyuZivd ndhodné hexamery jako primery a bakteriofdgovou vysoce procesni $29

s kolegy
DNA polymerdzu®33, kterd ma silnou aktivitu vytésiiovani vldken. Polymerdza $29 dokaze

syntetizovat fetézce jiz pfi 30 °C, tudiz tato metoda nevyZaduje vysokych teplot!34,
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Vizotermnich podminkdch MDA prodluZzuje ndhodné primery a produkuje rozvétvené
struktury, které jsou ddle prodluzovany dalSimi primery, aZz vytvofi vice rozvétvenou strukturu.
MDA nabizi mnohem vétsi pokryti genomu nez DOP-PCR, ale stejné jako DOP-PCR je to proces
vyuZivajici exponencialni amplifikaci, kterd zplisobuje nerovnovdhu v mife amplifikace po
délce genomu. Nicméné nutno dodat, Ze MDA sniZuje tuto nerovnovahu az o 4 rady*3°. Dalsi
limitaci je také nemoZna reprodukovatelnost na jinych burikdch*°.

Technika MALBAC

Poprvé byla tato metoda pro pouziti k celogenomové analyze popsana v roce 2012 Zongem
s kolegy. Jednd se viceméné o kombinace dvou vySe zminovanych metod. Jeji unikatni
vlastnosti ale je, Ze provadi tzv. quasi-linearni amplifikaci, coz ma za nasledek sniZovani vlivu
exponencidlni amplifikace. Timto je zvySena pfesnost metody a sniZzena mira faleSné pozitivity.
Je to dané tim, Ze MALBAC nevytvafi kopie kopii, ale soustfedi se na kopirovani pouze
originalni genomové DNA. Primery navrhované specidlné pro tuto metodu maji 27 spolecnych
bazi na 5 konci a 8 ndhodnych bazi na 3 konci. DNA polymerdza pouzivdna v této metodé je
termostabilni a disponuje vytésnfiovaci aktivitou. Primery hybridizuji pfi teplotdch v rozmezi
15-20 °C. Nasledné je teplota zvySena na 65-75 °C a tvofi se semiamplikony. Ty jsou poté
odstranény z templatu pfi teploté 95 °C a jsou znich produkovany celé amplikony
s komplementarnimi konci. PFi sniZeni teploty na 58 °C za¢nou tvofit tzv. hairpin formace, a to
zabrani jejich dalsi amplifikaci. Tento cyklus je opakovan 8x aZz 12x. Takto pfipravené
amplikony jsou dale podrobeny exponencialni amplifikaci pomoci PCR, a timto se vygeneruje
dostatecné mnoizstvi DNA pro potfebné genetické analyzy. Na rozdil od vySe zmifiovanych
metod je MALBAC reprodukovatelnd'3°. Data ukazuji, Ze ze vech 3 metod, MALBAC vykazuje
nejvétsi miru uniformity, specifity a reprodukovatelnosti®.

Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Komparativni genomova hybridizace je molekuldarné cytogenetickd metoda, kterad vysetfuje
chromozomové aberace pomoci principl kvantitativni dvoubarevné FISH. Porovndva intenzity
dvou rozdilné fluorescenéné znacenych DNA sond, a to DNA pacienta a zaroven DNA zdravého
jedince (referencni vzorek). Umoziuje tak detekci kvantitativnich zmén v genomu (amplifikace
a delece). Metoda CGH byla plvodné vyvinuta pro evaluaci nabyti ¢i ztrat chromozom(
v tumorech a v roce 1996 byla poprvé pouzita na blastomerach pro soucasné vysetreni vSech
chromozom(*%®, CGH je aplikovatelnd na buriky v jakémkoliv stddiu bunééného cyklu a
nevyzaduje fixaci a natér na sklicko. Nicméné pred jeji pouZitim je nutné ziskat alespon 1
mikrogram DNA pomoci celogenomové amplifikace. Metoda vyuziva kompetitivni hybridizace
dvou sond, vétsinou znacenych zelené (vySetfovana DNA) a Cervené (referencni vzorek DNA),
na metafazni chromozomy na mikroskopickém sklicku. Sondy tak pfisedaji na komplementarni
sekvence, tudiz kazdy chromozom je obalen nékolika tisici DNA fragmenty. Pfi vyvhodnocovani
metody za pomoci pocitacové analyzy se porovndva podil zelenych a ¢ervenych signall podél
chromozom a vytvofi se CGH kfivka (Obrazek 2). Prebytek zelené znaci nabyti genetického
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materialu (napf. trisomie) a naopak prebytek cerveného signalu indikuje chromozomalni
ztratu®se,

V porovnani s metodou FISH, kterd dokaze detekovat chromosomalni aberace pouze na
dopredu vybranych mistech genomu, CGH umoZiuje celogenomové screening k detekci
aberantnich mist bez predeslé znalosti jejich lokace. Metoda CGH ma nicméné i své limitace.
Jednou z nich je mala rozliSovaci schopnost a to 5-10 Mb. Dale je to neschopnost identifikace
prestaveb bez kvantitativnich zmén tzn. balancované zmény jako napftiklad reciproké ci
Robertsonské translokace ¢i inverze. Nizkou rozliSovaci schopnost fesi modifikace CGH, ktera
se oznacuje HR-CGH z anglického nazvu high-resolution CGH. Tato metoda zvysSuje rozliSovaci
schopnost CGH aZ na 3-5 Mb'?’. Dalsi modifikaci CGH metody je jeji mikroc¢ipova dokonalejsi
verze, které se bude prace vénovat v dalsi ¢asti.

r

= 4 = 417
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Obrazek 2: Ukdzka klinického screeningu lidské blastocysty pomoci CGH. Jsou zde vyobrazeny
pomeéroveé profily chromozomii 10, 19, 20 a 21 ukazujici nadbytecné kopie u chromozomd 10 a
19 a ztratu kopie u chromozomi 20 a 21. Predpokladany karyotyp tohoto embrya je:
46,XX,+10,+19,— 20,—21%35.

Microarray metody

Technika microarray se zacala objevovat okolo roku 2005, kdy vicero laboratofi zacalo
uplatfiovat metodu, kterd by byla schopna testovat vSech 23 par(i na aneuploidii a zaroven na
chromozomalni strukturdlni aberace®®®. Pro genetické analyzy jsou sou¢asné dostupné dva
typy microarrays. Single-nucleotide polymorphism a array komparativni genomova
hybridizace. Pro oboji musi byt testované buriky (nejcastéji trofoektoderm) zlyzované a
amplifikované. Témto dvéma pfistupim se prace bude vénovat v nasledujicich podkapitolach.

Array komparativni genomova hybridizace (aCGH)

Hlavnim rozdilem mezi CGH a jeji array verzi je, Ze namisto s metafaznimi chromosomy se
fluorescenéné znacena vysetfovana DNA a referencni DNA hybridizuji s mnoha specifickymi
naklonovanymi sekvencemi DNA. Genom je tudiZz rozdélen na malé fragmenty a zaroven
usporadan do tzv. mrizky, kterou oznacujeme pravé jako array, microarray nebo biocip. Vyuziti
bioCipli jako podkladu pro hybridizaci se rozliSovaci schopnost metody zlepsuje, a to pod 100
kb. BioCipy uZivané pro tuto metodu mohou byt rizné. MiZzeme zminit napf. BAC Cipy zaloZzené
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na umeélych bakteridlnich chromozomech o délce 150 az 200 kb a nebo oligonukleotidové Cipy
syntetizované in situ pfimo na pevném povrchu mrizky/sklicka (délky se pohybuji mezi 25 a 85
nukleotidy)®3®.

Samotny princip metody aCGH zahrnuje pocatecné celogenomovou amplifikaci jak kontrolni,
tak vySetfované DNA. Takto amplifikované vzorky jsou nasledné oznaceny fluorochromy Cy3
a Cy5, resp. zelenou a ¢ervenou fluorescencni sondou. Vzorky se sondami jsou poté smichany
a pridany na mtizku, kde jsou ponechdany k hybridizaci po dobu 3 hodin. Nasledné je nutné
sondy vymyt a k tomu slouzi roztok SSC, ktery se necha pusobit cca 10 minut pti pokojové
teploté. Omyté mikroCipy jsou vysuSeny v centrifuze po dobu 3 minut. Poté jsou vzorky
pfipravené na pocitacovou analyzu a vyhotoveni hybridiza¢niho profilu. Embrya jsou takto
klasifikovana do 3 rGznych oznaceni: (1) ,normalni ¢i balancované’, pokud vysledny profil
neukaze zadné nabyti ani ztratu v autozomech, (2) ,nebalancované’, pokud se ukaze ¢astecné
nebo kompletni nabyti ¢i ztrata ve sledovanych chromozomech, které se ucastni ve
strukturdlnich ptestavbach a (3) ,aneuploidni’, pokud je zachyceno nabyti ¢i ztrata jakéhokoliv
jiného chromozomu®°.

Technika aCGH tedy umoZiuje detekci variaci v poctu kopii na zdkladé porovnani
bioptovaného genetického materiélu s referenénim vzorkem?2 (tj. normalni karyotyp zdravého
jedince 46,XY a 46,XX). Po amplifikaci DNA je vzorek oznacen fluorescencni sondou a
hybridizovan s DNA bioCipovou mfizkou. Laserovy skener poté ziskava data o kazdém bodé
desticky a specidlni pocitacovy software dokaze ndsledné detekovat, zda se jedna o ztratu
nebo nabyti chromozomu®*®(Obrazek 3).

aCGH
47, XX, +22
WWWWWJMH-—_; _‘ﬁm i

Obrazek 3: aCGH profil indikujici trizomii chromozomu 2213°. (Upraveno)

Komeréné pouzivand metoda aCGH pro preimplantacni genetickou analyzu dokaze rozeznat
pouze celochromozomalni aneuploidie a neni validovana k rozeznavani balancovanych
strukturdlnich aberaci, které nedoprovazi kvantitativni zména genetického materialu, jako
jsou translokace a inverze'?’. NedokéZe rovnéz detekovat zménu sekvence ve formé bodovych
mutaci. Na tyto ptipady je vyhodnéjsi vyuzit metody FISH ¢i celogenomového sekvenovani,
idedlné kombinace obou. Dale ma také limitovanou schopnost rozeznat mozaicismus v
trofoektodermalnich burikdch!?’. Nevyhodou také zUstava, Ze nelze identifikovat abnormalni
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ploidii embrya a rozeznat meiotické a mitotické chyby Ustici v aneuploidii ¢i uniparentalni
dizomii (pfitomnost dvou homolognich chromozom( pochézejicich od jednoho rodiée)4°.
Nékteré studie dokonce vykazuji miru chybovosti aCGH aZ 30 %*3°.

Na stranu druhou je metoda zcela jisté revolucni diky pokrokovému reSeni pro pary, kde jeden
nebo oba partnefi jsou nosi¢i Robertsonskych ¢i reciprokych translokaci. Takovyto screening
dokdaze spojit vySetfeni na znamé translokace i detekci kompletni sady chromozom( pro
odhaleni mozné aneuploidie pfi vy3sim véku matky!4'. Metoda aCGH umozfiuje celkovou
analyzu do méné nez 48 hodin, a tak nevyzaduje kryokonzervaci embryi, pokud jsou pouzity
tfidenni embrya. Analyza se da urychlit na zhruba 10 hodin, coZ by umoznilo testovani i
pozdéjSich stadii embryi bez nutnosti kryokonzervace, ale je nutné provést vicero studii na
pFesnost takto urychlené aCGH3®, Klinicky vyzkum by se mél do budoucna soustfedit na uréeni
negativnich prediktivnich hodnot a klinickou presnost metody aCGH, pro kterou tyto
informace nejsou znamy, zejména protoze faleSna pozitivita pfi screeningu na aneuploidii
mUGZe mit velky vliv na pacientky ve vy3sim véku &i na pacientky s monogennimi chorobami®®.

Single-nucleotide polymorphism array (array SNP)

Jednotlivé nukleotidové polymorfismy jsou pdry jednotlivych nukleotidl (A, T, C, G) v
genomové DNA, které jsou velmi variabilni mezi druhy. V kontextu preimplantacni genetické
analyzy se SNPs (vyslovovano snips) validuji v non-exonovych kdédovacich regionech a obvykle
je evaluovano aZ 300 000 SNPs roztroudenych podél genomu najednou?*®!42, Metoda SNP
pojimd microarray metodu trochu odliSné v porovndni s aCGH, kterd soucasné hybridizuje
rozdilné znacené DNA fragmenty na ten stejny bioCip. Pfi vyuZiti SNP se vySetfovana DNA
hybridizuje ne zaroven, ale paralelné s referen¢nim vzorkem. Tim, Ze jsou oba vzorky
hybridizovany separatné, mohou byt také oba znaceny stejnym fluorochromem. Néasleduji dva
zpusoby, kterymi je vyhodnocovdan pocet kopii: (1) Detekované alely na kazdém SNP lokusu
jsou porovnany s témi od rodic(, diky cemuz se jsou odhaleny ty alely, které embryo zdédilo
(napf. trizomie chromozomu je indikovdna zdédénim 3 zitetelnych haplotypl a monozomie
homozygozitou viech lokusl na postizeném chromozomu). (2) Jsou porovnany fluorescenéni
intenzity vySetfovaného vzorky a referencniho vzorku. Pokud sonda daného chromozomu
vykazuje jasnéjsi signal pro vySetfovanou DNA neZ pro referencni vzorek, tak se odhaduje
nabyti chromozomalniho materidlu (trizomie) a naopak snizend fluorescence naznacuje
chromosomalni ztratu'3®, Pfiklad detekované trizomie pomoci SNP array je ukazan na Obrazku
4,
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Obrazek 4: Ukdzka SNP array profilu indikujici trizomii chromozomu 21. MiZeme si vsimnout
dvou heterozygotnich pruht (AAB a ABB), coZ je asociovdno s ndlezem trizomie'?’.

Vyhodou SNP array metody je jeji vysoké rozliSeni a to az 5 kb. Informace o genotypu
umoznuje identifikaci rodicovského plvodu jakékoliv abnormality diky srovnani genotypu
referenéniho vzorku stémi od rodi¢d. Nevyhodou nicméné zlstava financni a casova
naro¢nost!4?. SNP array analyza trvd okolo 30 aZ 40 hodin a poskytuje genotyp. Vyhodou je
naopak, Ze SNP array metoda dokaze rozeznat uniparentdlni dizomii a mozaicismus (pokud
bylo odebrano dostatecné mnoizstvi trofoektodermnich bunék), ale kvili poskytovani

genotypu je limitovana v identifikaci triploidie!?’

. Dalsi nevyhoda se tyka jiz procesu
celogenomové amplifikace. Kvlli nutnosti generovani obrovského mnoistvi DNA pro
microarray analyzu se casto objevuji chyby v podobé preferenéni amplifikace a ADO
z anglického nazvu ,allele drop out*3®, kdy jedna alela zUstane nedostateéné amplifikovana
(toto muzZe zpUsobit faleSné pozitivni vysledky analyz, protoze alelicky pomér jiz

nereprezentuje ten ptvodni)43.

Metoda jednotlivych nukleotidovych polymorfismi se da soucasné pouzit k identifikaci single-
gene poruch. Je to obrovska vyhoda oproti FISH, ktera soucasny screening na aneuploidii a
monogenni choroby nedokaze. Nelze to nicméné provést pouhou SNP array metodou, ale je
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zde nutné urceni zdédéni mutace provést nepfimo tzv. linkage analyzou. To zahrnuje
genotypovani SNPs lokalizovanych v blizkosti bodu mutace zpGsobujici danou poruchu®3®,

Ktera z microarray metod se bude do budoucna pouzivat je stale nejasné. Klinicky pouzivana
metoda musi spojovat presnost, rychlost a také financni naro¢nost na laboratore a pacienty.
Zatim se klinicka sféra stale priklani k pouziti klasické CGH metody pro komplexni screening na
aneuploidie®3®,

Kvantitativni real-time PCR (gPCR)

Kvantitativna PCR je jedna z dalSich metod k identifikaci celochromozomalni aneuploidie na
zakladé detekce poctu kopii a také pro detekci monogennich chorob. Pivodné byla gPCR
vyvinuta a pouZivana jako zdaklad studii genové exprese, kde bylo tfeba kvantifikovat mnozstvi
transkriptu daného genu. Ma ale také potencidl evaluovat mnoZstvi DNA v daném vzorku®#*.
Byla vyvinuta jako rychlejsi a levnéjsi alternativa komplexniho chromosomalniho screeningu
oproti aCGH a SNP metodam a preklinické studie na jeji pfesnost udavaji Uspésnost v urcéeni
spravného karyotypu na 98-99 %. 139,

Zakladnim principem kvantitativni real-time PCR je sledovani kvantity amplifikovanych
fragmentl béhem jednotlivych cykll. Toto pozorovani je moziné diky zménam intenzity
fluorescencniho zareni, kdy fluorescencni zareni je pfimo Umérné mnoiZstvi produktu.
Fluorescencni schopnosti produktidm dodavaji fluorescencni barviva, kterd jsou do smési
pFiddvany a nijak neovliviiuji prabéh reakce'#>. Pro qPCR se miZe vyuZit ,SYBR assay’ analyzy,
ktera fluorescencné znaci dvouvlaknové produkty polymerdzové fetézové reakce, ale o mnoho
Castéji se pro preimplantacni genetickou analyzu pouZivd sada primer( a sond s ndzvem
TagMan Master Mix!*4, TagMan PCR vyuZiva nukleotidové sondy, které jsou komplementarni
k vnitini sekvenci cilové DNA. Tato sonda ma dvé fluorescencéni ¢asti, kdy emisni spektrum
jednoho prekryva excitacni spektrum druhého. To ma za nasledek tzv. ,kaleni’ prvniho
fluoroforu o sekundu. Pokud je sledovany produkt vytvofen, sonda je degradovana
prostfednictvim 5-nukledzové aktivity Taq polymerdzy. Degradace ndsledné umozni oddéleni
dvou fluorofor(, coz snizuje kaleni a zvySuje intenzitu vyzafovaného svétla. Vzhledem k tomu,
Ze tento pfistup zahrnuje fluorescenéni méreni, ktera lze provést bez otevreni PCR trubice,
riziko kontaminace je vyrazné snizeno!®®. Pro zjisténi poctu kopii vyuZzivd qPCR 3 aZ 4 lokus-
specifické amplikony podél kazdého chromozomu, které porovndava s referenénim genem ze
stejného chromozomu?®. Néasledné vyhodnocovani probihd stanovenim tzv. C: hodnoty. G
hodnota je tzv. treshold, kdy mnozstvi fluorescence, které je pfimo Umérné mnoistvi
produktu, je mozné detekovat. Pro kazdy chromozom ve vySetifovaném vzorku je tato hodnota
vypocitana a nasledné normalizovana na C: hodnoty chromozomu ze zdravych jedincd. Jejich
odchylky jsou nasledné indikatory moznych celochromozomalnich aneuploidii***. Ukdazku
vysledku metody qPCR mizeme vidét na obrazku 5 a 6 niZe.

Metoda gPCR je sice velice rychla (4-12 hodin), coZz umoziiuje dokonceni analyzy ve stejny den
jako ziskdni bioptovaného materidlu, ale zaroven velice vytéZujici, co se tyée narok( na
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pracovniky. gPCR se nicméné jevi jako zcela robustni metoda pro aneuploidni screening diky
nezavislosti na bunééném typu uréenému k testovani (vykazuje shodné vysledky zachytu
aneuploidie jak u embryi, tak u lymfocytl ¢i fibroblasti). Metoda qPCR by mohla byt
aplikovdana i pro identifikaci segmentalnich aneuploidii spojenych se zdédénim
nebalancovanych translokaci a to jednoduchym pfidanim specifickych sond cilenych na obé
strany bodu zlomu na postizeném chromozomu!#4. Vzhledem k naroénosti se silné doporucuje
pouziti automatizace. Metoda gPCR ma tedy schopnost identifikovat triploidie, ale vzhledem
k tomu, Ze neposkytuje genotyp, nerozezna uniparentdini dizomii ani strukturdini
aberace!#147,

Obrazek 5: Toto schéma ukazuje reprezentaci regiont daného chromozomu zkoumanych
gPCR. Povsimneme si nizkého poctu regiond, které tato metoda dokdZe hodnotit'?’.
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Obrazek 6: Priklad 24-chromozomdlni analyzy poctu kopii pomoci qPCR indikujici monozomii
chromozomu 12144, (Upraveno)

Karyomapping

Karyomapping je jedna z nejnovéjsich metod (do praxe zavedena v roce 2010) preimplantacni
genetické analyzy lidskych embryi pro stanoveni pfitomnosti monogennich chorob (ukazka na
Obrazku 7), kterou je dany par zatéZzovan, v embryich. Dnes je mozné metodu vyuZit pro
identifikaci tedy jak monogennich chorob, tak strukturnich chromozomalnich prestaveb,
aneuploidii a také pro diagnostiku polyploidie a zjiSténi rodi¢ovského plvodu jednotlivych
mutaci'®®. VyuZivd obecné znamé polymorfni markery podél celého genomu k nalezeni genu
zpUsobujici poruchu. Metoda je revolucni primarné z hlediska drastického snizeni ¢asu pro
pripravu testovani tohoto typu. Dfive bylo nutné vytvofit pro kazdy jednotlivy pfipad, pro
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kazdou rodinu, specificky set testll, coz mohlo trvat az nékolik mésicd. Karyomapping je jeden
test, ktery je aplikovatelny na kazdy pfipad a snizuje tim preklinickou pfipravu na 2-4 tydny.
Principem je vygenerovani tzv. DNA ,fingerprintu’ objevujici se okolo chybného genu v dané
rodiné. Pro karyomapping je nutné odebrat DNA jak paru, tak rodinného pfislusnika, u kterého
je jeho geneticky status zndm. DNA pdaru a DNA rodinného pfislusnika se poté porovndvaji a
tim se tzv. DNA fingerprint ziska. Dale se ziskd DNA vzorek z embryi a u nich se také vygeneruje
stejny fingerprint okolo zasazeného genu. Nasledné se provadi porovnani a vyhodnoceni, zda
se u embryi vyvine stejnd choroba®®.

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

13 Mb

CFIR

OTEC MATKA

Obrazek 7: Ukdzka diagnostiky v pripadé cystické fibrézy (mutace v transmembrdnovém
receptoru CFTR na dlouhém ramenu chromozomu 7 zplsobujici toto autozomdlné recesivni
onemocnéni; potomci maji 25% Sanci, Ze budou také postiZeni touto poruchou). Oba rodice
jsou nosici. Na zdkladé zkoumaného referencniho vzorku bylo zjisténo, Ze stejny haplotyp jako
postizeny rodinny prislusnik md i chromozom oznaceny modrou barvou (paterndini pivod) i
chromozom znaceny Zlutou barvou (materndini plvod). Obrdzek ukazuje profil 5 vzorki: (1)
prenasec, ktery mutantni alelu zdédil po otci, (2) zdravy jedinec, (3) postiZzeny jedinec, (4)
zdravy jedinec a (5) je pfenaseé, ktery zdédil alelu po otci**°. (Upraveno)

27



Karyomapping vyuziva SNP Cipd a Mendelovych principl dédi¢nosti pro zjisténi haplotypu. Je
tak mozné identifikovat informativni lokusy pro kazdy ze Ctyf rodicovskych haplotypl napfic
kazdym chromozomem a zmapovat dédi¢nost téchto haplotypl a pozici pfipadnych kfizeni
v probandu. Vyslednd ,karyomapa’ identifikuje rodi¢ovsky a prarodi¢ovsky plvod kazdého
chromozomu a chromozomadlniho segmentu. Toto je jedine¢né pfi kazdého jedince.
Karyomapping tedy umozniuje jak analyzu dédi¢nosti zaloZzenou na genomové vazbé, tak
detekci chromozomové nerovnovahy, kde jsou pfitomny bud oba haplotypy od jednoho
rodiée (trizomie), nebo ani jeden (monozomie/delece)#.

K vytvoreni ,karyomapy’ se tedy vyuzivaji data ze SNP genotypovani. Rodi¢ovsky SNP genotyp
je zkouman kidentifikaci vSech informativnich lokusd SNP, ve kterych jeden rodi¢ byl
homozygotni (AA nebo BB) a druhy heterozygotni (BB). Dale je identifikovana alela pfitomna
pouze na jednom ze Ctyr rodicovskych chromozomu. Poté je kazdy SNP lokus (s vyjimkou Y
chromozomu) v embryu zatazen vzhledem k referen¢ni hodnoté na zakladé pritomnosti i
nepritomnosti této alely v obou vzorcich. Na konec je dédi¢nost nepostizenych a postizenych
genl urcena na zakladé porovnani rodicovskych haplotypt v oblastech zajmu, véetné lokusu
genu, s referenci®,

Samotnému karyomappingu musi predchazet celogenomovd amplifikace pro ziskani
dostatecného mnozZstvi DNA. K tomu Ucelu se vyuziva technika MDA. UZitim MDA je mozné
karyomappingem omezit analyzu pouze na informativni SNP lokusy a vyhnout se tak chybam
zplUsobenymi ADO. Timto se obnovi pavodni model rodi¢ovského haplotypu'4°. Karyomapping
dokdaze urcit tzv. ,key SNPs’, coz jsou heterozygotni SNPs, které umoznuji vyhnout se risku
spojovaného s ADO™°. Key SNPs jsou definovany jako vzorky genotypl na informativnich
lokusech, které nemohly byt ovlivnény ADO°, N&sleduje hybridizace na SNP &ipech s 12
pozicemi, a to az 300 000 SNP markerd (HuamnCytoSNP-12 bead array; lllumina). Kazdy SNP
marker se opakuje 19x. Takto ziskana data se odesilaji do specidlniho karyomappingového
softwaru (BlueFuse Multi, Version 4.0; lllumina) 48,

Jako vyhody karyomappingu mizeme uvést ndsledujicich pét: (1) Vysoké rozliseni metody diky
hustému zastoupeni SNP v genomu, tudiZ dokazZe identifikovat i drobné prestavby (klasicka
cytogenetika a pruhovaci metody to nedokazi), (2) rychlé vysledky vysetieni (24 az 48 hodin),
coz umoznuje transfer Cerstvého embrya bez mrazeni, (3) neni potfeba vytvaret specificky set
sond pro zkoumané aberace jako je tomu u FISH, protoZe se zkouma cely genom, tudiz je
spolehlivéjsi a cenové dostupnéjsi, (4) umoznuje urcit rodi¢ovsky plvod aberaci (na rozdil od
aCGH) a také (5) dokaZe odliSit embrya zdrava od embryi postizenymi balancovanymi
translokacemi diky detekci haplotypt blizkych mist bodu zlomu (metoda aCGH takovou
schopnost nema)**é.

Nevyhodou zlstava nemoznost detekce mutaci vzniklych de novo. Také potieba referenéniho
vzorku od pfislusnika rodiny mize byt limitujicim faktorem, protoze nemusi byt vidy
dostupny!*é.
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Sekvenovani nové generace (NGS)

Sekvenovani nové generace (NGS zanglického nazvu ,New generation sequencing’) je
nejnoveéjsi pristup pro preimplantacni genetického screeningu na aneuploidie a strukturdlni
aberace. Nutno fici, Ze se nejedna o jednu specifickou metodu, ale NGS je spi$ termin
zastresujici vicero poutZiti. Oproti metoddm diskutovanym vyse je to metoda na zékladé primé
DNA diagnostiky. Obdobné jako u karyomappingu mlZeme zminit schopnost analyzy vsech
chromozomu najednou.

Prvni krok NGS protokolu je stejny jako u aCGH a to amplifikace pomoci WGA?2. Po genomové
amplifikaci je provedena procedura zvand ,bar-coding’, pfi které je kazdému vzorku pridélena
specificka sekvence®™! — cca 50 ng kazdého vzorku DNA je enzymaticky natrdveno na milidny
fragment( a kazdy fragment je zflzovan s adaptérem a ¢arovym kédem??’. Takto pfipravena
DNA je tedy navazana na komplementarni adaptérové oligonukleotidy na povrchu tzv. ,flow
cell’’>! (oznadeni pro pevnou desti¢ku, kde sekvenace probihd). Poté probiha éteni sekvenci
pomoci syntézy dvouvlaknovych fetézcl s fluorescencné znacenymi nukleotidy (sekvenace
pomoci syntézy, z anglického nazvu ,sequencing by synthesis’). Ty jsou dale excitovany
svétlem a data importovana do softwaru. To vie vytvoti robustni knihovnu kratkych fragmentt
aZ do cca 100 bazi'*?, kterd je schopna produkovat reprezentativni a nezkreslené znazornéni
nukleovych kyselin. Soucasné jsou dvé nejuzivanéjsi platformy: (1) MiSeq od Illumina a (2)
Personal Genome Machine (PGM) od Thermo-Fisher Scientific®.

MiSeq vyuzivd pravé sekvenovani pomoci syntézy, které bylo popsdno vySe. Dokaze
identifikovat pouze celochromozomalni aneuploidie a neméla by se pouZivat k detekci

strukturdlnich prestaveb ¢i abnormalit. Nicméné dokaze odhalit i zmény v poctu kopii

mitochondridlniho genomu a monogenni muatce!?’.

5.0
4.5
4.0
36
30
25

pocet kopii

18

-
1.0 T
0s

10
1
12
3
a
5
B
7
-]
9
i
23
X
¥

pozice chromozomi

Obrazek 8: Ukdzka normdlniho karyotypu 46,XY zkoumaného pomoci NGS na platformé
MiSeq*?’. (Upraveno)

Platforma PGM vyuZiva k sekvenaci detekci iontli, které jsou uvolfovany pfi syntéze DNA
polymerdazou (pfi kazdém pfripojeni nukleotidového trifosfatu je uvolnén jeden vodikovy ion,
coz zpUsobi malou zménu vpH a ta je snimana sensory). PGM dokaZze analyzovat
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celochromozomalni aneuploidie, velké delece ¢i duplikace a klinicky signifikantni delece a
duplikace az do rozliseni 800 kb az 1 Mb. Ddle dokaze identifikovat mozaicismus a zdroven
urcit mitochondridlniho pocet kopii?’.

Obrazek 9: Ukdzka karyotypu zkoumaného NGS pomoci platformy PGM. Jednd se karyotyp
46,XX s deleci na kratkém raménku chromozomu 13?7, (Upraveno)

Takovyto proces umoziuje zkombinovat analyzy z 24 az 96 biopsii a zaroven optimalizuje
naklady na jedno sekvenované embryo. Kazda sekvence je poté porovnana s referencnim
lidskym genomem a specidlné naprogramovany software (napfiklad Bluefuse Multi) vyuZije
data k nalezeni variaci v po¢tech kopiich a velkych deleci ¢ duplikaci'>'. Metoda vyZaduje také
optimalizovanou DNA amplifikaci, aby se sniZilo riziko artefakt(l. Artefakty mohou byt také
identifikovany a odstranény pomoci bioinformatického softward®®3. Nezévisle na pouZité
platformé, analyza pomoci NGS trva cca 13 aZ 16 hodin*?’.

Vyhodou oproti microarray metodam je fakt, Ze se analyzuje kazdy jednotlivy nukleotid, ktery
byl amplifikovany WGA metodou, zatimco microarray metody sleduji pouze dané lokusy
definované fyzickou lokaci sond'*2. Oproti aCGH se také lisi tim, Ze nevyZaduje ko-hybridizaci
s kontrolnim vzorkem?®?. Déle také sekvenovéani umozZiiuje detekci de novo mutaci po celém
genomu (na rozdil od napfiklad SNP array metody, kterd dokdze nalézat jen omezené mnozstvi
SNPs znamych v populaci)'®2. Dalsi vyhodou je, jak uz bylo zminéno, moZnost testovani vicero
vzorku s rdznymi indikacemi na jednom sekvenovacim Cipu. Metoda je také pomérné presna
pro detekci segmentdlnich zmén malych velikosti (az 14 Mb), tudiz je metoda schopna odhalit
nejen celochromozomalni aneuploidie, ale i ¢astec¢né. Z toho vyplyva vyhoda pro pacienty,
ktefi jsou nosi¢i balancovanych translokaci, ktefi metodu NGS podstupuji pro detekci
nebalancovanych derivaci. Nicméné jsou potfeba hlubsi validaéni studie pro tento pfistup.
Kromé toho je také metoda NGS schopna soucdasné evaluace na monogenni choroby,
translokace a abnormality mitochondridlniho genomu?®?,

Mezi nevyhody se radi nepfiliS vysoka hloubka ¢teni, coz ma za ndsledek nedostatecnou
detekci alel pro identifikaci pomér( alel a tim rozpoznani haploidii a nékterych polyploidii,
Také nedokaze metoda odhalit balancované chromozomalni prestavby, jako jsou translokace
Ciinverze®?,

Diky dostupnosti mnoha molekularnich technik a pfistupl se oteviela debata ohledné jejich
senzitivity a spolehlivosti pro PGT. V soucasné dobé se klinic¢ti pracovnici nejvice pfiklani k NGS
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zalozené na WGA diky jejimu Sirokému zabéru pokryti celého genomu, i kdyz hloubka
sekvenovani neni tak vysoka?®. To vse je i tak vyhodné pro detekci poétu kopii chromozomd.
Pro ptiklad, Friedenthal et. al vykazali vy$si miru implantace a zdravych téhotenstvi u Zen
podstupujici PGT metodou NGS v porovnani s aCGH. Autofi timto dosli k zavéru, Ze NGS
zlepsuje klinické vysledky vzhledem k aCGH a metoda by mohla byt Ucinnéjsi pti identifikaci
mozaickych embryi a téch s ¢aste¢nou aneuploidii ¢i triploidii*>*. Klini¢ti pracovnici by méli
také zvazit pravdépodobnost chyb. Mira chybovosti byla v kohorté embryi s NGS nalezena v
0,7 % a s pouZitim aCGH v 1,3 %*>.

Zavér

Molekularni a genetické pfistupy v asistované reprodukci prosly velkymi zménami za
poslednich par desitek let. Snahou do budoucna je zcela jisté vyvoj robustni, ale zadroven nizko
nakladové analyzy pro vsechny typy testovani na aneuploidie, strukturni pfestavby
chromozomil a monogenni choroby (PGT-A, PGT-SR a PGT-M). Ukol do budoucnosti spo¢iva
ve snizovani ndkladl na sekvenovani a dostupnosti ,whole genome sequencing’ (WGS) pro
kazdé jednotlivé embryo®. Otdzkou ale nadale z(stdvd, zda Siroké uplatnéni WGS je vibec
Zadouci. Na jedné strané by WGS mohla poskytovat jednotnou metodu pro testovani na
monogenni choroby. Nicméné zfetelnou nevyhodou by mohly byt ne¢ekané nalezy s vaznymi
zdravotnimi dasledky a také eticka kontroverznost.

Jdou zde proti sobé dva opacné sméry vylepSovani celého procesu — jednoduchost a
komplexnost. Na jedné strané je snaha o zjednoduSeni tim, Ze jsou zapojovdny metody
neinvazivni, které by podstatné ulehcily sbér genetického materidlu a ucinilo by to tuto
metodu dostupnéjsi pro vice center po svété. Na stranu druhou, je poptavka po vétsi
komplexité dat diky tomu, Ze doslo k enormnimu navyseni dat kombinovanim vice genetickych
analyz a eventualné sekvenovanim celych genomd embryi. Az ¢as ukaze, kterym smérem
technologie pUjde a zda-li vice verzi PGT bude moct paralelné koexistovat3>.
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