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ABSTRAKT

Technika pfenosu genetického materialu mezi oocyty a zygotami piedstavuje novou a slibnou cestu
v oblasti reprodukéni biomediciny. Tyto metody by se mohly uplatnit pfi prevenci pienosu
mitochondridlnich chorob, 1é€by neplodnosti spojené se snizenou kvalitou oocytl a ve vyzkumu ranych
stadii embryonalniho vyvoje. Pfenos genetického materialu lze provadét v riznych vyvojovych stadiich,
tato prace je zaméfena na prenos u nezralych oocyti (germinal vesicle transfer — GVT), zralych oocytd
pred oplozeni (spindle transfer — ST) a po oplozeni (pronuclear transfer — PNT). Tyto metody vyuzivaji
techniky mikromanipulace a fize membran, které vyzaduji precizni praci. Ackoliv tyto metody dosud
nejsou bézné vyuzivany v rdmci asistované reprodukce, dosavadni vyzkumy prokazaly jejich znacny
potencidl. Pomoci téchto metod se naptfiklad povedlo vjednom vyzkumu pfenést méné nez 1 %
mutované mitochondridlni DNA a narodily se zdravé déti bez projevii mitochondrialnich chorob. Velka
Britanie se v roce 2015 stala prvni zemi, ktera legalizovala pouziti metod prenosu de€liciho vieténka a

prvojader k prevenci mitochondridlnich chorob z matky na dite.

Kli¢ova slova: oocyt, embryo, geneticky material, pfenos jader, buné¢né terapie, mitochondrialni DNA

ABSTRACT

The transfer of genetic material between oocytes and zygotes represents a novel and promising avenue
in reproductive biomedicine. This approach aims to prevent the transmission of mutated mitochondrial
DNA, overcome infertility associated with reduced oocyte quality and to facilitate the study of early
stages of embryotic development. Nuclear transfer can be performed at different developmental stages,
the focus of this thesis is on transfer in immature oocytes (germinal vesicle transfer — GVT), mature
oocytes before fertilization (spindle transfer — ST) and fertilized zygotes (pronuclear transfer — PNT).
These methods involve micromanipulation and membrane fusion techniques that require high degree of
precision. Although these methods are not yet applied in routine assisted reproduction, current research
has demonstrated their considerable potential. For instance, less than 1 % of mutated mitochondrial
DNA has been transferred using these methods, and healthy babies have been born with no evidence of
mitochondrial disease. In 2015, the UK was the first country to legalize and regulate techniques of
genetic material transfer such as spindle transfer (ST) and pronuclear transfer (PNT) for the prevention

of mitochondrial disease transmission.

Key words: oocyte, embryo, genetic material, nuclear transfer, cell therapy, mitochondrial DNA



SEZNAM ZKRATEK

AFC

AHM

AMA

ART

ATP

BMP15

BSA

DOR

ePNT

FCS

FMR

FMR1

FMR2

FMRP

FSH

FSHR

GDF9

GV

GVBD

GVT

hCG

HJV-E

HTF

IBMX

antral follicle count, pocet antralnich folikula
anti-Miillerian hormone, anti-Mulleriansky hormon
advanced maternal age, pokrocCily vék matky

assisted reproductive technologies, asistovana reprodukce
adenosine triphosphate, adenosintrifosfat

bone morphogenetic protein 15

bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin
diminished ovarian reserve, sniZzena ovarialni rezerva
early pronuclear transfer, Casny pfenos prvojader

fetal calf serum, fetalni teleci serum

fragile X mental retardation

fragile X mental retardation 1

fragile X mental retardation 2

fragile X mental retardation protein

follicle-stimulating hormone, folikulostimulacni hormon
follicle-stimulation hormone receptor

growth differentiation factor 19

germinal vesicle, zarode¢ny vacek

germinal vesicle breakdown, rozpad jaderné membrany
germinal vesicle transfer, prenos zadrodecného vacku
human chorionic gonadotropin, lidsky choriovy gonadotropin
hemojuvelin

human tubal fluid, lidska tubalni tekutina

3-isobutyl-1-methylxantin



ICSI

IVF

IVM

LH

mDNA

MII

mHTF

MPF

NOBOX

PGC

PBS

PMSG

PNT

SNPs

ST

WHO

intracytoplasmic sperm injection, intracytoplazmaticka injekce spermii
in vitro fetilization, in vitro fertilizace

in vitro maturation, in vitro zrani

luteinizing hormone, luteiniza¢ni hormon

mitochondrial DNA, mitochondriadlni DNA

meiosis II, meidza 11

modified human tubal fluid, modikikovana lidsky tubalni tekutina
maturating-promoting factor, faktor podporujici zralost

NOBOX oogenesis homeobox

primordial germ cell, primordialni zarode¢né buiiky
phosphate-buffered saline, fosfatovy pufr

pregnant mare serum gonadotropin, kofisky sérovy gonadotropin
pronuclear transfer, pfenos prvojader

single-nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
spindle transfer, prenos de€liciho vieténka

world health organization, svétova zdravotnicka organizace



I UVOD et 1
2 GAMETOGENEZE .........oooioioooeeeeeeeeeeeeeeeee e see e eeae s esness s sesnaees 2
2.1 MEIOZA ...t 2
22 OOGENEZE A FOLIKULOGENEZE ........cccoociiiiiiieeieeoeeseeeeeeseeeeeseesesseeseesssseesees s 3
23 OVULACNI CYKLUS ..ot easnan e snennaes 3
24 OPLOZENI ..o 4
2.5 RYHOVANI oot 4

3 NEPLODNOST ...t sse s ee s 5
3.1 MITOCHONDRIALNI PORUCHY ......cooooiimiiiioeieeieoeeeeeeeeeseeeeeee e 5
32  SNIZENA OVARIALNI REZERVA ......c.oooiiiioieieeeeeeeeeeeseeeeeeeee s 6
33 POKROCILY REPRODUKCNI VEK ......c.cooiiviimiiiiieeeeieeeeeeseeeeseeeeeseseseeeeeeeseeseseesnessesnesnens 7

4 PRENOS GENETICKEHO MATERIALU........oooiiioiieeeeeeeeeeee oo 8
4.1 PRENOS ZARODECNEHO VACKU ........ooooiiiiieeeeeeeeeeeeseeeee e vessensessennaes 9
4.1.1 POSTUP PRENOSU ZARODECNEHO VACKU ........oovoimiieeeeeeeeeeeeeeeeeees . 9
412 POKUSY ..ot es s 11
4.13 VYHODY A NEVYHODY PRENOSU ZARODECNYCH VACKU ..........cco......... 13

42  PRENOS DELICIHO VRETENKA ......coioiieiieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
42.1 POSTUP PRACE ..o 16
422 POKUSY ..o 17
423 VYHODY A NEVYHOY PRENOSU DELICIHO VRETENKA ..........cccoovvvrnnnen. 18

43 PRENOS PRVOJADER .........cocooiiiimieieeeeeeeeeeeeeeseseee e snan e sasnennen 20
43.1 POSTUP PRACE ... 21
432 POKUSY ..ot 22
433 VYHODY A NEVYHODY PRENOSU PRVOJADER ..........ccocovmimereeeeerresrsenee. 24



1 UVOD

Pokroky v oblasti experimentalni reproduk¢ni mediciny a asistované reprodukce oteviely cestu novym
metodam manipulace s genetickym materidlem. Tyto pfistupy piinaSeji nejen hlubsi pochopeni ranych
fazi embryonalniho vyvoje, ale zaroven umoznuji vznik inovativnich postupt k 1€¢bé neplodnosti a
prevenci mitochondrialnich chorob. S rostoucim poctem part trpicich geneticky podminénymi
poruchami plodnosti nebo mitochondrialnimi chorobami se jsou tyto techniky ¢im dal tim vyznamné;jsi.

Soucasné vsak s sebou pifinaseji i mnohé etické otazky.

Kli¢ovym principem je pfenos genetického materialu mezi oocyty ¢i zygotami, tzv. nuclear transfer
(NT), jehoz cilem je oddélit jaderny genom od mitochondridlniho. Tento pfistup umoziuje vytvorit
oocyt Ci zygotu, kterd ponese jaderny geneticky material biologickych rodi¢t a zarovein zdravy

mitochondridlni genom darkyné cytoplazmy.

V zavislosti na vyvojovém stadiu, ve kterém je pienos genetického materialu provadeén, rozlisujeme tii
hlavni metody, a to pienos zarode¢ného vacku (GVT), déliciho vieténka (ST) a prenos prvojader (PNT).
Kazda z téchto metod se zaméfuje na jinou fazi vyvojového stadia oocytu ¢i zygoty — nezraly oocyt
(ptenos zarode¢nych vacku) zraly oocyt pted oplozenim (pienos déliciho vieténka) az po oplozenou
zygotu (pienos prvojader). Tyto metody predstavuji pokrocilé technologie, které nam mohou nabidnout
feSeni v pfipadech neplodnosti, kde standartni asistované reprodukce a bézn€ pouzivané metody

selhavaji, naptiklad u pacientek se snizenou kvalitou oocyti nebo s mutacemi mitochondrialni DNA.

Ackoliv zminéné techniky vykazuji znac¢ny potencial zejména v prevenci dédi¢nych mitochondrialnich
chorob, jsou zaroven predmétem odbornych a spoleCenskych debat tykajicich se jejich bezpecnosti,
efektivity a dlouhodobych dusledki, jako je zdravi ditéte nebo etickych aspektl pfi praci se zygotami.
Cilem této prace je poskytnout piehled o sou¢asnych metodach prenosu genetického materialu mezi
oocyty a zygotami. Dale se zaméfuje na biologické principy téchto metod, jejich rozdilné technické
provedeni a mozné klinické vyuziti. Uvodni &ast prace se vénuje procesu oogeneze, jenz nam umozni

lepsi pochopeni fungovani téchto metod, jejich kombinaci a vhodny moment aplikace.



2 GAMETOGENEZE

Béhem fertilizace dochazi ke splynuti dvou haploidnich pohlavnich buné€k, které vznikaji pomoci
gametogeneze. Gametogeneze je tedy proces, pii kterém se vytvaieji gamety (pohlavni bunky, tj. u muzi
spermie a u zen vajicka) prostfednictvim meiotického déleni. Haploidni buiiky obsahuji pouze jednu
sadu chromozomd (u lidi 23 chromozomt). Pfi oplozeni, kdy se spoji dvé haploidni buiiky (vajicka a
spermie), dochazi k obnoveni diploidniho stavu. Béhem oplozeni se vytvaii tedy zygota, ktera jiz

obsahuje dv¢ sady chromozomt (naptiklad Gilbert, 2000%).

2.1 MEIOZA

Jak jsem jiz zminila, gamety vznikaji prostfednictvim meiodzy, coz je redukéni typ bunééného déleni.
Aby buiiky dosdhly haploidniho stadia, musi nejprve projit redukénim délenim, béhem kterého se pocet
chromozomi snizi na polovinu. Poté nasleduje ekvacni d€leni, pii kterém jsou chromatidy rozdéleny do
dvou dcefinych buné€k. Tato déleni jsou rozdélena na dvé faze:
1. meidza I (redukeni déleni)
1.1. profaze I se dale déli na dalSich 5 fazi
1.1.1.leptonema — dochazi ke kondenzaci chromozomu a vzniku dvoufetézcovych zlomi DNA
(Zickler a Kleckner 1998)
1.1.2.zygonema — homologni chromozomy se paruji, pomoci synaptonemalniho komplexu jsou
spojeny v bivalent (Jones 2008
1.1.3.pachynema — dochazi ke crossing overu (vymeéna genetického materidlu mezi
homolognimi chromozomy)
1.1.4.diplotema — homologni chromozomy se od sebe oddaluji, ale ziistavaji spojené v miste
chiasmat (tady dochazi ke crossing overu)
1.1.5.diakeneze — tvoii se kinetochory na sesterskych chromatidach a délici vieténko, rozpada
se jaderna membrana
1.2. metafaze [ — chromozomy se srovnaji v ekvatoridlni roviné
1.3. anafaze I — dochazi k uvolnéni chiasmat, homologni chromozomy se od sebe oddaluji kazdy
na opacny pol vieténka
1.4. telofaze I — chromozomy jsou v opacnych polech
2. meidza Il. (ekvacni dé€leni)
Meidza II je obdobna mitdze, dochazi k separaci chromatid do dcefinych bunck. Vyslednym produktem
je vaji¢ko a potencialné tii polarni téliska
Mezi hlavni ukoly meidzy patii nejen redukce poctu chromozomu na haploidni stav, ale také zvySeni
genetické variability zejména pomoci procesu crossing over, pii kterém dochazi k vyméné segmentt

mezi homolognimi chromozomy.



2.2 OOGENEZE A FOLIKULOGENEZE

Pro ziskani zralého oocytu je nezbytné projit dvéma slozitymi procesy: oogenezi, kdy se formuje vajicko
a folikulogenezi, kdy se tvoti folikul, utvar sloZzeny ze somatickych bunék, které obklopujici vajicko a
zajist'ujici jeho vyzivu (Ducreux et al. 2023%*). Oba tyto procesy jsou uzce propojeny a tvoii zaklad pro
vyvoj oocytl v prenatalnim stadiu.

Primordialni zarode¢né buniky (PGC) slouzi jako prekurzory samicich i samcich pohlavnich bunék.
Béhem fetalniho vyvoje PGC diferencuji na oogonie, jez se mitoticky déli a zvysSuji tak sviij pocet.
PrestoZe oogonie dosahuji ve fetalnim stadiu svého maximalniho poctu zhruba 6,8 miliont, jejich pocet
postupné klesne na zhruba 1 milion (Baker 1963). Zeny se tedy narodi s kone&nym poétem vajicek,
zatimco u muzl probiha tvorba spermii (spermatogeneze) po cely zivot. Nekteré oogonie projdou atrézii
(zanikem) a néekteré vstupuji do prvniho meiotického déleni a poté se diferencuji na primarni oocyty.
Oogonie, které vstoupi do meidzy jsou zastaveny v profazi I, v diplotennim klidovém stadiu, jako tzv.
primarni oocyt. V tomto stadiu setrvavaji do nastupu menstrua¢niho cyklu v puberté.

Jadro nezralého oocytu se nazyva zarode¢ny vacek (GV). Nejranéjsi folikuly, tzv. primordialni folikuly,
se skladaji z oocytu zastaveného v profazi I meidzy, obklopeného jednou vrstvou plochych folikularnich
bunek (také granuldznich bunék) (Dunlop a Anderson 2014%*). Jak folikul roste, vznika sekundérni
folikul charakterizovany n¢kolika vrstvami kubickych granul6znich bun¢k, které obklopuji primarni
oocyt. V této fazi se mezi granuldéznimi bunkami vytvaieji malé dutiny, které se postupné spojuji a
vytvafeji antrum (dutinu vyplnénou tekutinou), tzv. antralni folikul. Zaroven mezi oocytem a
granuldznimi butikami se nachazi vrstva glykoproteinti zvand zona pellucida. B€hem profaze I dochazi
k rozpadu zarodecného vacku (GVBD), to umozni obnoveni meidzy I a pfechod do metafaze 1. Pii
dokonceni meiodzy I se primarni oocyt rozdé€li na dveé buiiky, polarni télisko s minimalni cytoplazmou a
sekundarni oocyt a vétSinou cytoplazmy. Sekundéarni oocyt vstupuje do druhého meiotického déleni a je

zastaven v metafézi II. Déleni je dokonceno pouze v pripade oplozeni.

2.3 OVULACNI CYKLUS

Ovulace je proces, pii némz dochazi k uvolnéni zralého vajicka z vaje¢niku, a mize byt spojena
s naslednym oplozenim vajicka spermii. Pokud dojde k oplozeni, vajicko se pfesune do délohy, kde se
vzniklé embryo implantuje do délozni sliznice. V piipadé, ze nedojde k oplozeni, vajicko je vypuzeno
z téla béhem menstruacniho krvaceni. U Zen dochazi k ovulaci nejcastéji 14. den osmadvacetidenniho
menstruac¢niho cyklu.

Velkou roli pii uvoliiovani vajicka hraji folikularni bunky, které obklopuji samotny oocyt a zajistuji jeho
vyzivu. Hormony, které stimuluji ovulaci, jsou produkovany v hypofyze, a jsou to predevsim
folikulostimula¢ni hormon (FSH) a luteiniza¢ni hormon (LH). FSH stimuluje rtst n¢kolika folikul, ale
pouze jeden dosahne plné zralosti (dominantni folikul). LH zptisobi rupturu folikulu a nasledné uvolnéni

vajicka do vejcovodu (ovulace). Po ruptuie folikulu vznika zluté télisko, které uvoliluje hormon
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progesteron. Zluté télisko zistava ve vajeéniku, dokud nedojde k oplodnéni. Ve vejcovodu je vajitko

vychytavano fasinkovym epitelem a postupné se posouva smérem k déloze.

2.4 OPLOZENI

Oplozeni je proces, pifi kterém se spermie setka se sekundarnim oocytem, coz vede k fizi genetického
materialu a vytvoreni diploidni zygoty. K oplozeni dochazi v ampule vejcovodu. Pfi kontaktu spermie
s vajickem dochazi k akrozomové reakci, kterd umozni vniknuti spermie do vajicka. V okamziku, kdy
se hlavicka spermie dotkne povrchu vajicka, vajicko podstoupi kortikalni reakci. To zabramnuje
proniknuti dal$im spermiim a tim i polyspermii. Ve chvili, kdy spermie pronikne do vajicka, dojde
k dokonceni druhého meiotického de€leni, pii kterém vznika druhé polarni t€lisko a samici prvojadro.
Z celé oogeneze vznikne jeden zraly oocyt a potencialné ti polarni t€liska, na rozdil od spermatogeneze,

ktera vede k vzniku ¢tyt funkénich spermii. Nasleduje fiize jader spermie a vajicka za vzniku zygoty.

2.5 RYHOVANI

Po oplodnéni nasleduje proces ryhovani, pii které se zygota zacne délit. To zahrnuje n€kolik sérii
mitotickych dé€leni, pfi nichZ se cytoplazma vajicka rovnomérné rozdéli do mensich buné€k, nazyvané
blastomery. Ryhovani neni doprovazeno riistem butiky. Postupnym délenim vznik4 morula, jez se sklada
z n€kolika desitek bunék. Nasledn€¢ vznika blastocysta, jejiz obsah je tvofen embryoblastem (vnitini
bunécné masa). Z blastocysty se vyviji samotné embryo a trofoblast (vnéjsi bunécna masa), z néhoz se
formuji bunécné obaly, placenta a dale se podili na implantaci do d€lozni sliznice. Tento proces je

klicovym krokem po zahajeni uspésného téhotenstvi.
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3 NEPLODNOST

Dle WHO, svétové zdravotnické organizace, bychom mohli neplodnost charakterizovat jako
onemocnéni muzského nebo Zenského reprodukéniho systému, které je definovano jako neschopnost
dosahnout tc¢hotenstvi po 12 mésicich nebo déle pravidelného nechranéného pohlavniho styku.
Neplodnost miizeme dale dé€lit na primarni a sekundarni. U primarni neplodnosti Zena nikdy nedosahla
téhotenstvi, naopak u sekundarni neplodnosti nedojde k poceti, pfestoze v minulosti byla Zena uz
téhotna (Zegers-Hochschild et al. 2017). S neplodnosti se potyka velka ¢ast populace, zasahuje 1 z 6 lidi
(Infertility Prevalence Estimates, 1990-2021 2023). Mezi faktory, které ovlivilujici prevalenci
neplodnosti patii vék, pohlavi, demografie a socioekonomicky status.

Pfi¢iny neplodnosti mohou mit rznou povahu, mizeme mezi né tfadit poruchy ovulace, sniZzena
ovarialni rezerva, anatomické, endokrinni, genetické, funk¢éni nebo imunologické abnormality
reproduk¢niho systému, chronickd onemocnéni nebo sexualni stavy nekompatibilni s pohlavnim stykem
(Zegers-Hochschild et al. 2017). Existuji i pfipady, kdy pfi¢ina neni znamaé , takovym typtim neplodnosti
se tika idiopatické (The Guideline Group on Unexplained Infertility et al. 2023). V mnoha ptipadech,
nejsou pric¢iny neplodnosti jasné znamé, se pary uchyluji k umélému oplodnéni (IVF), které jim mize

poskytnout moznost dosahnout téhotenstvi i v situacich, kdy to pfirodni cestou selhava.

Lécba neplodnosti miize zahrnovat rizné postupy, jako je napiiklad nasazeni medikace, chirurgické
zakroky nebo asistovana reprodukce (ART). Mezi nejznaméjsi metody asistované reprodukce bychom
mohli zaradit IVF, pfi které dochdzi k mimotélnimu oplodnéni, a intracytoplazmickou injekci spermii
(ICSI), kde je jedna spermie injikovana do oocytu.

Existuji i pfi¢iny neplodnosti, jez nelze efektivné feSit pomoci standardnich technik asistované
reprodukce. Jsou to napf. mitochondrialni choroby, sniZzend ovaridlni rezerva nebo pokrocily
reprodukéni vék. Moznosti 16¢by téchto stavt jsou velmi limitované, proto se mnoho Zen rozhoduje pro
darcovstvi vaji¢ek Lutjen et al. 1984; Sauer, Paulson, a Lobo 1990). Tato metoda muize vyrazné zlepsit
Sanci na uspéSnou 1é¢bu, ale déti narozené timto zptisobem nejsou geneticky pribuzné svym matkam.
Nyni existuji zptsoby, diky nimz bychom mohli tyto konkrétni stavy zmirnit ¢i jim piedejit, a navic
umoziuji rodindm mit geneticky pfibuzné potomky. Jedna se o techniku pienosu genetického materilu.
Tyto metody jsou vSak z vétsi Casti stale experimentalni, nicméné v soucasné dobé jiz existuje cela fada
vysledkl pfi testovani na zvifecich modelech. Diky nim jiz byly dikladné modelovany zminéné

specifické ptipady neplodnosti.

3.1 MITOCHONDRIALNI PORUCHY

Mitochondrie je bundind organel vyskytujici se v eukaryotickych buiikach. Radime ji mezi
semiautonomni organely, které pred miliony lety zfejmé Zily jako volné prokaryotické buiiky a pozdéji

byly pohlceny eukaryotickou bunikou (John a Whatley 1975). Tato teorie vysvétluje puvod vlastni
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membrany a DNA (mtDNA). Mitochondrialni DNA je dédéna po matetské linii (matroklinni dédicnost).
Rada dulezitych reakci se odehrava pravé v mitochondrii, patii mezi né citratovy cyklus, oxidativni
fosforylace, beta oxidace, metabolismus pyruvatu a syntéza mastnych kyselin. Dale se mitochondrie

podili na regulaci apoptdzy a produkci FeS center.

vvvvvv

ATP oocyty vyuzivaji béhem zrani, pii sestaveni déliciho vieténka a segregaci chromozomu a chromatid.
Mitochondridlni dysfunkce patii mezi cytoplazmatické faktory, které jsou spojeny s nedostatecnym
vyvojem oocytu (Blerkom, Davis, a Lee, b.r.). Mitochondridlni mutace mohou zpisobovat rtizné
mitochondrialni choroby. Mitochondrialni mutace mohou byt homoplasmické (vSechny kopie mtDNA
jsou mutantni) nebo heteroplasmické (ptitomnost stejnych ¢i riiznych mutantnich i wild-type mtDNA)

(Hyslop et al. 2016).

Mitochondrialni choroby jsou relativné Castd onemocnéni, postihuji pfiblizné 1 z 50000 lidi (Gorman et
al. 2015). Tyto choroby maji Sirokou variabilitu, mohou se vyskytnout v jakémkoliv véku a postihovat
jakoukoliv tkan i organ, pficemz obvykle postihuji ty, které jsou zavislé na oxidativni fosforylaci
(McFarland, Taylor, a Turnbull 2002). Jednou z nej¢astéjSich mitochondrialnich chorob je Leightv
syndrom, neurodegenerativni onemocnéni, jehoz prvni projevy se objevuji v détstvi a vedou
k zavaznému zhorsSeni zdravotniho stavu pacientll. Pfiznaky této nemoci obvykle zahrnuji dysfunkci
mozkového kmene nebo bazalnich ganglii, respiratni abnormality, dystonie nebo hypotonie
(McFarland, Taylor, a Turnbull 2002). Za pfi¢inu se povazuje selhani oxidacniho metabolismu
v mitochondriich ve vyvijejicim se mozku, coz vede k progresivnimu poskozeni nervového systému. V

pripade, kdy oocyt nese mutované mitochondrie hrozi narozeni potomka s vyse zminénym syndromem.

3.2 SNIZENA OVARIALNI REZERVA

Ovarialni rezerva odkazuje na pocet funkénich a kvalitnich oocytl a udava reprodukéni potencial
(,,Testing and Interpreting Measures of Ovarian Reserve: A Committee Opinion" 2015). Mezi faktory,
které mohou ovarialni rezervu ovlivnit fadime vék, genetickou vybavu nebo enviromentalni podminky
(Tal a Seifer 2017%*). Snizena ovarialni rezerva (DOR) oznacuje pokles kvality a kvantity oocytu a je
Castou pricinou neplodnosti. Diagndza se stanovuje na zakladé sniZzeného poctu antralnich folikulil
(AFC) pfi ultrazvukovém vysetfeni nebo na zakladé abnormalnich hodnot sérového vysetieni (tj.
zvySeni hladiny FSH a nizké hladiny anti-Miilleridanského hormonu (AMH)) u Zen, které maji pravidelny
menstruacni cyklus (Sills, Alper, a Walsh 2009). DOR dana vékem, okolo 40 let se povazuje za normalni
fyziologicky jev. U nékterych zen se vSak DOR objevuje diive nez ve 40 letech, a to je povazovano za
patologicky stav. Lze predpokladat, Ze geneticka vybava hraje roli ve vyvoji DOR. Nesbit et al. 2020%*)
shrnuli vysledky studii, které se zabyvaly vyskytem mutaci a polymorfismt (SNPs) v genech, u kterych
se predpoklada, Ze souvisi s DOR. Jejich zjiSténim bylo, Ze Zeny s touto diagndézou maji zvysené riziko
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vyskytu premutace v genu FMRI(fragile X mental retardation 1), mutace v genu FMR?2 (frafgile X
mental retardation 2) nebo nékterych polymorfismech v genech BMP15 (bone morphogenetic protein
15), GDF9 (growth differentiation factor 9), FSHR (follicle-stimulating hormone receptor) a NOBOX
(NOBOX oogenesis homeobox) (Nesbit et al. 2020). FMRI gen se nachazi na dlouhém raménku X
chromozomu a kdduje protein FMPR (fragile X mental retardation protein), ktery s nachazi prevazné
v zarode¢nych buiikéch (Nesbit et al. 2020*). Premutace FMRI genu miiZze zpUsobit stfedni opakovani
trinukleotidi CGG (mezi 52 a 2000 opakovani) (Fu et al. 1991). Piekroceni 200 opakovani trinukleotidd
CGG vede k transkripnimu umlceni genu, takovd mutace zplsobuje absenci FMRP a zpisobuje
syndrom fragilniho X (Pieretti et al. 1991; Oberlé et al. 1991). SniZena ovarialni rezerva postihujici
mladé i staré Zeny muze piedstavovat komplexni problém a vyrazné ovlivituje jejich reprodukéni

schopnosti.

3.3 POKROCILY REPRODUKCNI VEK

T¢hotenstvi v pokroc¢ilém véku matky (> 35 let) (AMA) je povazovano za rizikové, nebot’ mize mit
nepfiznivé dusledky jak pro matku, tak pro dité. Mezi casté komplikace patii vys$i mira
chromozomalnich abnormalit, spontannich potratt, pfedcasnych porodii nebo narozeni mrtvého ditéte
(Petitti 1987; Fretts a Usher 1995; Balayla et al. 2011).

Aneuploidie, které jsou zplsobeny chybnou segregaci chromozomili pfevazné béhem prvniho
meiotického déleni, jsou hlavni piekazkou pfi dosazeni te€hotenstvi, az 20 % lidskych oocytl jsou
povazovany za aneuploidni a predpokladd se, ze se mira aneuploidii zvySuje s vékem matky
(Pacchierotti et al. 2007; Pan et al. 2008; Jones 2008). S pokroc¢ilym v€kem matky se miize zhorSovat i
kvalita oocytd a funkénost mitochondrii, coz mtze vést ke zvySenému riziku potratu a snizené mite
plodnosti (Gaulden 1992; Wilding et al. 2001). Vék matky déle mtize ovlivnit mitochondrialni respiraci
v ¢asnych embryich, ktera je izce souvisi s rychlosti vyvoje (Wilding et al. 2001; Igarashi et al. 2016).
Snizena aktivita mitochondrii v oocytech starSich zen muze tedy piispivat ke sniZzeni vyvojového

potencialu embryi.



4 PRENOS GENETICKEHO MATERIALU

Spolecnym jmenovatelem pro techniky vyuzivajici pienos genetického materialu je vyména defektni
cytoplazmy, at’ uz je zplisobena mitochondrialnimi poruchami, DOR nebo AMA. Cilem téchto technik
je predejit neplodnosti, ktera se v objevuje v souvislosti se zminénymi stavy. Obecné se jedna o pienos
genetického materialu z oocytu darkyné (donorky genetického materialu) do enukleovaného (oocyt bez
jaderné genetické informace) piijimajiciho oocytu (donorky cytoplazmy) ve stejné vyvojové fazi. V
pfipadé mitochondridlnich chorob je dulezit¢ klast diraz na zamezenipfenosu mutované
mitochondridlni DNA z matky na dité. Toho je docileno pfenosem minimalniho objemu cytoplazmy.
Zeny s témito problémy maji moZnost mit biologické dité a zaroven se zamezi pfenosu mutované

mtDNA (Neupane et al. 2014%*).

RozliSujeme tfi rizné metody pfenosu genetického materidlu v zavislosti na vyvojovém stadiu, ve némz
je prenos provadén. K prenosu zarode¢nych vackt (GVT) dochazi u nezralych oocytd, které jsou
zastaveny v profazi 1. K pfenosu déliciho vieténka (ST) se vyuzivaji oocyty v metafazi II druhého
meiotického dé€leni, tedy pied oplozenim, a nakonec pii pfenosu prvojader (PNT) jsou pouzity oplozené

zygoty. V nasledujici ¢asti jsou jednotlivé metody popsany podrobnéji.



4.1 PRENOS ZARODECNEHO VACKU

Ptenos zéarodecnych vackt (GVT) je metoda, kterd se pouziva v oblasti reprodukéni mediciny. Tato
technika zahrnuje pfenos zdrode¢ného vacku oocytu, které je pozastavené v profazi meidzy a obsahuje
dvé sady chromozomu. Tento proces se tedy provadi jesté pied dokoncenim zrani oocytti a jejich

zastaveni v meioze 11.

Tato metoda mize byt pouzita ke studiu interakce mezi cytoplazmou a jadrem u nezralych oocytd
(Zhang 2015%*). Zaroven ma potencial pfispét ke zlepSeni kvality oocytll, coz je mlze byt obzvlast
dilezité u Zzen vyssiho reprodukéniho veku. U téchto Zen byvaji pozorovany casté abnormality déliciho
vieténka a chromozomalnimi aberace, které maji negativni dopad na uspésnost reprodukce. Piestoze se
stale jedna z vétsi Casti o experimentalni metodu, tato technika by potencialné mohla slouzit k 1é¢bé

neplodnosti spojenou i s DOR.
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Obrazek 2 znazornuje GVT, kdy dochazi k prenosu zdarodecného vacku v podobé karyoplastu jednoho oocytu do
cytoplastu druhého oocytu (Sendra et al. 2021%)

4.1.1 POSTUP PRENOSU ZARODECNEHO VACKU

Metoda GVT pracuje s nezralymi oocyty, coz ji odliSuje od jinych metod, které se zamétuji na zralé
oocyty a pokrocilej$i vyvojova stadia. Manipulace s nezralymi oocyty vyzaduje precizni techniku jak
mikromanipulace, tak elektrofiize. Dalsim klicovym faktorem této metody je nutnost in vitro zrani
(IVM). Existuje spousta variaci postupu, pro svoji praci jsem vybrala kombinaci postupi provedenych

na modelu laboratorni mysi podle H. Liu et al. (1999), Cui, Huang, a Sun (2005) a Zhang a Liu (2015).



4.1.1.1 HORMONALNI STIMULACE A KULTIVACE OOCYTU

Pted samotnych odbérem je nutna hormonalni stimulace ovarit, ktera se nejcastéji provadi pomoci 5 U
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) (H. Liu et al. 1999; Cui, Huang, a Sun 2005; Zhang a Liu
2015). Tato latka vykazuje podobnou aktivitu jako FSH a podporuje rtst folikulti. Nezralé oocyty jsou
odebrany pomoci punkce ovaridlnich folikulii a kumularni bunky jsou odstranény opakovanym
pipetovanim nebo kratkym plisobenim v HTF (human tubal fluid) mediu obsahujicim
300 IU/ml hyaluronidazy (H. Liu et al. 1999; Cui, Huang, a Sun 2005). Poté jsou oocyty v GV stadiu
kultivovany napiiklad v médiu HTF doplnéném o 10 % FCS (fetal bovine serum) a 50 pg/ml IBMX (3-
isobutyl-1-methylxanthine), které brani rozpadu jaderné membrany (GVBD) a zabranuje pred¢asnému

Zrani.

4.1.1.2 MIKROMANIPULACE A PRENOS ZARODECNEHO VACKU

Pred samotnym pienosem jsou oocyty kultivovany 15-30 minut v HTF mediu s 10 % FCS doplnéném
0 7,5 g/ml cytochalasinu B , jez naruSuje mikrofilamenta a zvysi tim pruznost plazmatické membrany
(H. Liu et al. 1999; Zhang a Liu 2015; Zhang 2015). Samotny pfenos se provadi pomoci mikropipety,
ktera pronikne skrz zonu pellucida a nasaje zarodecny vacek spolu s tenkou vrstvou cytoplazmy
(karyoplast). Cytoplast (cytoplazma zbavena jadra) oocytli v GV stadiu je ziskan stejnym zptsobem.
Karyoplast je nasledné prenesen do perivitellinniho prostoru enukleovaného oocytu (cytoplastu). Takto
vznikly bunéény komplex je inkubovan po dobu 30 minut v M2 mediu pti 37 °C, 5% koncentraci CO»
pred samotnou elektrofuzi (Cui, Huang, a Sun 2005).

4.1.1.3 ELEKTROFUZE

Fuze bunécnych membran je dosazena pomoci elektrofize, pfi niz vysokonapétové elektrické pulzy
destabilizuji membrany a umoziuji jejich splynuti. Komplex GV-cytoplazma je vloZzen do fizniho media
(0,3 mol/l mannitol, 0,1mmol/l CaCl,a 0,05 mmol/l MgS0O,) mezi platinové elektrody ve fuzni komote
(H. Liu et al. 1999; Zhang a Liu 2015). Membrany splynou pii elektrickych impulsech 160 V/cm po
dobu 90 ps nebo 1,8-2,5 kV/cm na 50 ps (H. Liu et al. 1999; Cui, Huang, a Sun 2005).

4.1.1.4 KULTIVACE, AKTIVACE OOCYTU A OPLODNEN{

Zrani zrekonstruovanych oocytl probiha irn vitro v HTF mediu s 10 % FCS pii 37 °C v 5 % koncentraci
CO; v atmosféfe (Cui, Huang, a Sun 2005). Zralé oocyty, u nichZ je pfitomno prvni polarni télisko
(indikuje uspesny prubéh meiotického déleni), jsou odebrany pro dalsi vyuziti. Tyto oocyty jsou umele
aktivovany napiiklad umisténim do PBS (fosfatovy pufr) s 3 uM latky A23187 (vapenaty ionofor), poté
jsou oplachnuty v HTF médiu, a nakonec kultivovany v HTF mediu doplnéném o 10 % FCS a 7 pg/ml
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cykloheximidu, inhibitoru syntézy proteinti, ¢imz dojde k aktivaci oocyti (Hagemann et al. 1995).
A23187 prendsi kationy (zejména vapnikové ionty) pies bunéénou membranu, pii aktivaci je vyuzivan
ke zvySeni intracelularni koncentrace Ca*" iontll, coz je kliovy signal pro spusténi meiozy, a tedy
aktivace oocytli (Hagemann et al. 1995). Poté jsou oocyty kultivovany in vitro v HTF medius 10 % FCS

v 5 % CO; a dale je monitorovana aktivace indikovana pritomnosti samiciho prvojadra.

Zralé oocyty mohou byt také oplozeny in vitro bez umélé aktivace podle protokolu shrnutém v Cui,
Huang, a Sun 2005).Oocyty jsou spolu se spermiemi inkubovany v IVF mediu v 15 mg/ml BSA (bovine
serum albumin). Dale jsou oocyty kultivovany in vitro v HTF mediu v 10 % FCS pii 37 °C a 5 % CO».

Nasledn¢ je sledovana piitomnost prvojader a dvoubunécného embrya (Cui, Huang, a Sun 2005).

4.1.2 POKUSY

Metoda GVT predstavuje inovativni pfistup k 1é¢bé neplodnosti, kdy dochazi k ptfenosu zarodecného
vacku oocytu darkyné do cytoplazmy pifijemkyné. Tato metoda nejenze pomahd piekonat
chromozomalni abnormality, ale také umoziuje prevenci aneuploidii u Zen s DOR pokrov souvislosti s
vekem. Schopnost zrani a meiotického déleni lidského oocytu vyzaduje jak cytoplazmatickou, tak

jadernou Cast.

4.1.2.1 PRENOS MYSICH ZARODECNYCH VACKU

H. Liu et al. (1999) provedli studii zaméfenou na schopnost zrani u mysich oocytu, které byly
zrekonstruované pomoci GVT. V tomto experimentu byla ¢ast zarodecnych vacka prenesena do oocytil
v GV stadiu a ¢ast do MII oocytli nebo zygot. Zkoumalo se, zda takto zrekonstruované oocyty jsou
schopny zrat a normalné se vyvijet do stadia blastocysty. Po in vitro kultivaci nebyl zaznamenan vyrazny
rozdil v mife zrani oocytl. Nicméné z vysledkl vyplynulo, Ze pouze 20 % oocyti zrekonstruovanych
prenosem GV do MII oocytti podstoupilo GVBD a zadny z téchto oocytli nedosahl MII stadia, piestoze
hladina MPF (maturation promoting factor: proteinovy komplex slozeny z cyklin-dependentni kinazy 1
a cyklinu B, ktery reguluje iniciaci meidzy) byla vysoka. Toto zjisténi bylo prekvapivé, jelikoz MPF je
klicovy pro zahajeni meidzy. Na druhou stranu zérode¢né vacky pienesené do oocytl stejného stadia
vykazovaly ptitomnost prvniho polarniho téliska (H. Liu et al. 1999). Ztoho vyplyva, zZe
zrekonstruované oocyty stejného vyvojového stadia jsou schopny podstoupit GVBD a vstoupit do
prvniho meiotického déleni. Dale bylo prokazano, ze tato metoda nijak nenarusuje strukturalni a funk¢ni
integritu zarode¢ného vacku a pfijimaci cytoplazmy. Toto ndm umoziuje pienaset zarodecné vacky mezi
riznymi oocyty, napfiklad mezi oocyty riznych ve€kovych kategorii nebo kvalit. To dava této technice
potencial v oblasti reprodukéni mediciny, coz mize byt dialezité pti 1€cbé neplodnosti spojené

s vysokym vékem nebo DOR, jak bylo uvedeno v uvodni sekci. Na druhou stranu tato studie
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jednozna¢né ukazuje, Ze je nutné dodrzet kompatibilitu mezi genetickym materialem (jadrem) a
cytoplazmou. V ramci pfenosu genetického materialu nelze tedy pouzit rizné stadia darcovskych a

oocytl darkyné, naptiklad GV-MIL.

4.1.2.2 PRENOS ZARODECNYCH VACKU NA LIDSKYCH OOCYTECH
Prvni pokus o GVT na lidskych oocytech provedli Zhang et al. (1999). Ve své studii zkoumali schopnost

zrani zrekonstruovanych oocytii po podstoupeni mikromanipulace. Pro tento experiment byly pouzity
oocyty zen v rizném veékovém rozmezi (25-42 let). Oocyty ve stddiu GV (profaze meiozy 1) byly
rozdéleny na dvé skupiny podle véku zen, prvni skupina zahrnovala oocyty mladsich Zzen (<31 let) a
druhé skupina zahrnovala oocyty starSich Zen (>38 let), ndsledoval GVT (Zhang et al. 1999). Studie byla
rozde¢lena do dvou experimentt. V prvnim byly zarode¢né vacky pieneseny do stejnych oocytil, aby se
zjistilo, zda tento postup neovliviiuje schopnost oocytil zrat. Ve druhém experimentu byly zarode¢né
vacky pochazejici od star§ich Zen pfeneseny do enukleovanych oocytll mladych zen. Vysledky ukazaly,
ze v prvnim experimentu se uspésné podatilo zfuzovat 14 oocytl, pficemz se u 9 z nich objevilo prvni
polarni te€lisko, mira zrani tedy dosahla 64 % (Zhang et al. 1999). Ve druhém experimentu se podafilo
zrekonstruovat 12 oocytll, u 7 z nich bylo pozorovano prvni polarni télisko (58 % uspés$nost zrani) a u
80 % zrekonstruovanych oocytd autofi pozorovali normalni pribéh druhého meiotického déleni (Zhang
et al. 1999). Tato studie prokazala, ze zrekonstruované oocyty jsou schopny vstoupit do prvniho
meiotického déleni. Vysledky také naznacuji, Ze GVT mezi oocyty rizné starych Zen mize potencialné

zlepsit kvalitu oocytu, coZ by mohlo byt vyznamné pfi 1€cbé neplodnosti zejména u starsich Zen.

4.1.2.3 PRENOS STARYCH ZARODECNYCH VACKU DO MLADE CYTOPLAZMY

Prestoze vyse zminéné studie ukazuji potencidlni pozitivni vysledek postupu, tato metoda muze byt
spojena i s jistymi riziky. Cui, Huang, a Sun (2005) ve svém studiu zkoumali, zda je cytoplazma oocytu
z mladé mysi je schopna piekonat chybné chromozomalni uspoifaddni béhem meidzy v oocytu staré
mysi. Ke studiu slouZzily mysi oocyty, které byly nasledovné rozdéleny do tfi skupin: mlady GV —mlada
cytoplazma (YY: Young GV-Young cytoplasm), stary GV — mladéd cytoplazma (AY: Advanced Age
GV - Young cytoplasm), mlady GV — stara cytoplazma (YA: Young GV — Advanced Age cytoplasm).
Podle téchto skupin byly pomoci mikromanipulace a elektrofiize zrekonstruovany oocyty. Data ziskané
v této studii ukazuji, ze mlada cytoplazma nemohla zabranit chybnému chromozomalnimu uspotadani
béhem meidzy pochazejici ze star$i mysSi. Existuji dv€é mozna vysvétleni, pro¢ tomu tak mohlo byt.
Prvnim diivodem muize byt absence jaderného materialu v cytoplazmé oocytu mladé mysi. Pti enukleaci
doslo k odstranéni celého zarode¢ného vacku z cytoplazmy a je znamo, ze uspofadani chromozomu
prevazné zavisi na zarodecném vacku (Gao et al. 2002; Cui, Huang, a Sun 2005). Druhym moznym

vysvétlenim je, Ze chybné faktory pochazejici ze zarode¢ného vacku staré mysi mohou byt navazany na
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chromozomy a d€lici vieténko, a tim tak omezit ,,zachranny efekt* z cytoplazmy mladé mysi. U oocytil
skupiny AY nebyla zjiSténa zvySena mira chybnych uspotfaddani chromozomi. Z toho vyplyva, Ze pro
urceni integrity chromozomi a vieténka je zasadni jaderny materidl, nikoliv cytoplazma. Tato studie
tedy ukazuje hlavni limitaci metody GVT. Vyuziti této metody tak miize byt problematické predevsim

u lécby neplodnosti spojené s vékem.

413 VYHODY ANEVYHODY PRENOSU ZARODECNYCH VACKU

Prestoze nekteré vysledky studii potvrzuji efektivitu této metody, je dilezité zohlednit i komplikace,
které muize tato metoda piinaset. Jak jsem jiz zminila na zac¢atku, technika GVT je stale v experimentalni
fazi, a stejn¢ jako u kazdé experimentalni reprodukéni technologie i zde existuji obavy tykajici se

bezpecnosti a ucinnosti.

Jednou z hlavnich vyhod této metody je nacasovani GVT. Chybné uspoiaddni chromozomi béhem
metafaze I mize vést k chybné segregaci chromozomti a vzniku aneuploidii (L. Liu a Keefe 2004). Mira
aneuploidie roste a vékem, coz prispiva k nizké kvalité oocytli zplisobujici neplodnost spojenou s AMA
(Hassold a Chiu 1985; Navot et al. 1991). Jelikoz GVT probiha jesté pred znovuzahajenim meiotického
déleni, mohlo by se tim pfedchazet pfenosu aneuploidie pfitomné v jadfe oocytu. Zarovei se jedna o
techniku, kterda je méné invazivni v porovnani s pfenosem chromozomi zralych oocyti, jelikoz je
zarode¢ny vacek chranén jadernym obalem (Zhang 2015. Jaderny obal hraje roli v organizaci a ve
spravné funkci jadra, dava mu tvar, tvoti jeho mechanickou ochranu a také funguje jako bariéra mezi
jadernymi a cytoplazmatickémi procesy (Burke a Ellenberg 2002; Fulka et al. 2019). K jeho rozpadu

dochazi az tésné pred prvnim meiotickym délenim.

Hlavni nevyhodou této metody je nutnost zrani oocytd in vitro. In vitro zrani snizuje potencial rdstu
oocytl, coz muze byt zplisobeno fadou faktort, jako jsou podminky, metoda nebo délka doby kultivace
(Yang et al. 2021). Oocyty, které nemaji moznost optimalné zrat, mohou mit omezenou schopnost
spravné segregovat chromozomy béhem meidzy, a to mize vést ke vzniku aneuploidii nebo Spatné
kvalité embryi. Pokud bychom byli schopni urcit optimalni podminky pro in vitro zrani, mohli bychom
byt o krok blize k uspéSnym vysledktim GVT a jeho §irsi aplikaci v klinické praxi. Pfi manipulaci oocytl
se také pouzivé cytochalasin B — metabolit produkovany nékterymi houbami. Tato latka inhibuje tvorbu
filamentarniho aktinu (F-aktin) a tim potlacuje bunééné pohyby véetné cytoplazmatického déleni,
umoznuje tak snaz§i manipulaci s oocyty (Smith, Ridler, a Faunch 1967; Carter 1967; Stossel 1978). Je
dilezité zminit, ze cytochalasin B je toxicky a pfi vdechnuti nebo pozieni miize mit vazny vliv na zdravi,

proto manipulace s nim musi byt opatrna.

V piipadé pouziti GVT za tcelem potlaceni mitochondridlnich chorob muze byt dalsi komplikaci

spojenou s touto metodou riziko pfenosu mitochondrii nachazejicich se vedle zarode¢ného vacku. To je
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dano predevsim velikosti manipulacni pipety, ktera musi pojmout cely zarodecni vacek a neposkodit ho.
Takovy pfenos miize vést k mitochondridlni heteroplasmii (pfitomnost vice mtDNA druht v buiice)
(Zhang 2015). Stupeini heteroplasmie by mohl mit vliv na vyvoj oocytu a potomstvo (Yabuuchi et al.
2012%*). Zamezeni pfenosu mtDNA vyzaduje zdokonaleni jednotlivych postupti, coz vyzaduje vysokou

technologickou ptesnost, kterou v souc¢asné dobé zatim nesplituji.
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4.2 PRENOS DELICIHO VRETENKA

Metoda pienosu déliciho vieténka (ST) je pokrocild metoda, ktera se vyuziva k 1écbé genetickych
onemocnéni, predev§im mitochondrialnich poruch, ale mize byt vyuzita i k [é€bé nékterych typt
neplodnosti (Zhang et al. 2017; Costa-Borges et al. 2023). K ptenosu slouzi délici vieténko, jez ziskame
behem druhého meiotického déleni z oocytu pacientky (Tachibana et al. 2009; Costa-Borges et al. 2020).
Délici vieténko je mozné vizualizovat pomoci dvojlomu polarizovaného svétla, coz umoziuje prenos
déliciho vieténka spolu s chromozomy (Herbert a Turnbull 2018). Konkrétné se pfi této metode prenasi
délici vieténko z vajicka zeny, které obsahuje napiiklad poskozenou mtDNA, do oocytu darkyné
obsahujici zdravou mitochondridlni populaci. Tento zrekonstruovany oocyt je nasledné oplodnén
pomoci ICSI nebo IVF. Cilem této metody je snizit riziko pfenosu mutantni mtDNA, a tedy
mitochondridlnich onemocnéni na dit¢é. Umozni parim, jez maji genetickou predispozici

k mitochondrialnim chorobam, mit zdravé potomky.

Velka Britanie byla prvni zemi, kterd oficiadln€ povolila klinické vyuziti metody ST a PNT (Newson,
Wilkinson, a Wrigley 2016). Kliniky poskytujici tyto nové metody asistované reprodukce, musi byt
licencované a podléhaji piisné regulaci HFEA (Human Fertilisation and Embryology Authority)
(Mitalipov a Wolf 2014). Zajimavé je, ze prvni ST vedouci k narozeni zdravého ditéte byl tspésné
proveden v Mexiku, kde dosud neexistuje zadny zakon regulujici tuto techniku (Zhang et al. 2017).
Oproti tomu klinické vyuziti této metody je piisn€ zakazané ve Spojenych statech americkych (Palacios-

Gonzalez a Medina-Arellano 2017).
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pathologic mtDNA
{ Karyoplast Reconstituted
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functional mtDNA
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Obrazek 3 schéma ST, kdy dochazi k prenosu déliciho vieténka v podobé karyoplastu jednoho oocytu do
cytoplastu druhého oocytu (Sendra et al. 2021%*)

15



4.2.1 POSTUPPRACE

Postup metody ST je popsan podle studii Tachibana et al. (2009), Zhang et al. (2017) a Costa-Borges et
al. (2023), ktefi pracovali s oocyty primatii nebo lidi. U nich ma pravé tato metoda vyznam z hlediska
budouciho klinického vyuziti zejména v oblasti prevence dédicnych mitochondrialnich chorob. Postup

u oocytd jinych zivoéisnych druht je velmi podobny, i kdyz s nékterymi modifikacemi.
ytu jiny y J p y y y

4.2.1.1 HORMONALNI{ STIMULACE A ODBER OOCYTU

Stejn€ jako u mySich modelt pacientky i darkyné podstoupily minimalné dva cykly hormondlni
stimulace a odbér oocytt, které byly provedeny podle standartnich protokolt a postupd IVF (Zhang et
al. 2017; Costa-Borges et al. 2023). Odebrané oocyty byly zbaveny kumularnich bun¢k a kultivovany.

4.2.1.2 1ZOLACE A PRENOS DELICIHO VRETENKA

Oocyty jsou umistény do HEPES pufrovan¢ho média s 10 % proteinovym doplitkem a 5-7,5 pg/ml
cytochalasinu B pifi 37 °C, aby doSlo k naruseni mikrofilament a zvySeni pruznosti plazmatické
membrany (Tachibana et al. 2009; Zhang et al. 2017). ST je proveden pomoci inverzniho mikroskopu
vybaveného mikromanipulatory. Laserem se vytvoii Stérbina v zoné pellicudé (Zhang et al. 2017). Skrz
tento otvor projde pipeta, ktera nasledné nasaje délici vieténko spole¢né s chromozomy matky a prenese

ho do perivitellinniho prostoru pfijimajiciho enukleovaného oocytu.

4.2.1.3 FUZE MEMBRAN

Nasleduje fuze membran mezi délicim vieténkem a cytoplazmou, tedy cytoplastem a karyoplastem,
ktera mize byt provedena dvéma zpusoby. Bud® pomoci elektrofuze vyuZzivajici vysokonapétové
elektrické pulzy k naruseni membrany nebo pomoci inaktivovaného viru HIV-E, ktery jez podporuje
bunécné splynuti (Zhang et al. 2017). Avsak druha moznost se u lidi nepouziva. Oocyt je pied
elektrofuze vlozen do fGzniho media (0,3 M mannitolu, 0,1 mM CaCl, a 0,05 mM MgSO4) mezi
platinové elektrody. Elektrofuze je provedena pomoci jednoho elektrického impulsu (1,4 kV/cm, 50 ps)
(Zhang et al. 2017). K fuzi membran dochézi zpravidla 30 minut po aplikaci elektrické¢ho impulsu.

4.2.14 IVFAKULTIVACE

Zrekonstruované oocyty jsou inkubovany v Global Total mediu pii 5 % COa, 5 % O,a 37 °C (Zhang et
al. 2017). Oocyty jsou nasledné oplozeny jednou spermii pomoci ICSI a dale kultivovany v Global Total
mediu pii 5 % COz, 5 % Oz a 37 °C do stadia blastocysty (Tachibana et al. 2009; Zhang et al. 2017)

16



4.2.2 POKUSY

Prevence pfenosu mitochondridlnich chorob neni jedinym pfinosem, ktery mtize ST nabidnout. Nékteré
studie prokazaly, Zze tato metoda ma potencial také v prevenci specifickych typii neplodnosti.

V nasledujici ¢ast je zaméfena na tyto piipady.

4.2.2.1 PRENOS DELICIHO VRETENKA NA LIDSKYCH OOCYTECH

Pokus o prevenci pienosu mitochondrialni choroby pomoci ST podstoupil 36 letd zena, nositelka
mitochondridlni mutace zptisobujici Leightiv syndrom (Zhang et al. 2017). Tato zena méla za sebou Ctyii
predCasné ukoncena tc¢hotenstvi a dvé deti, které podlehly tomuto onemocnéni. Z celkovych 29
odebranych oocytii bylo pét podrobeno metods ST a ICSI. Ctyfi z péti oocytil byly Gspéiné oplozeny a
vyvinuly se az do stadia blastocysty, pfi¢emz u jednoho nebyla zjisténa aneuploidie. Diky této technice
se povedlo na svét privést zdravého chlapce, ktery mél pouze 5,7 % mutantni mtDNA. Pokud by se u
chlapce v budoucnu objevily klinické pfiznaky, musel by podstoupit testovani na drift heteroplasmie
mtDNA. Chlapec do sedmého mésice Zivota vSak neprojevil zadné ptiznaky. Tato studie predstavuje
prvni klinicky pokus o ST s cilem minimalizovat pfenos matef'ské mitochondrialni mutace na potomky

a zaroven zajistit jejich zdravi.

4.2.2.2 PRENOS DELICIHO VRETENKA JAKO TECHNIKA PREKONAVAJICI ZASTAVU
VYVOJE EMBRYA

Ptestoze pivodni vyuziti ST mélo slouZit jako prevence pfenosu mitochondrialnich onemocnéni, Costa-
Borges et al. (2020) prokazali, Ze tato technika miize slouzit i k prekonani problémi s neplodnosti, které
jsou spojeny se zastavenim embryonalniho vyvoje v dusledku cytoplazmatické deficience. Ve své studii
pouzili autofi dva mysi kmeny, z nichz jeden mel dobrou reprodukéni schopnost a slouzil jako darce
cytoplazmy, zatimco druhy kmen vykazoval problémy s oplozenim oocytll nebo vysokou frekvenci
neuspésné se vyvijejicich embryi. Z odebranych oocytl se u vice nez 95 % podafilo GspéSné provést
enukleaci a rekonstrukci (Costa-Borges et al. 2020). Biopsie embryi ve stadiu moruly nebo blastocysty
vykazovaly minimalni Groven heteroplasmie (<2,9 % mtDNA od darkyné déliciho vieténka) (Costa-
Borges et al. 2020). Nizka hadina heteroplasmie byla potvrzena u dospélych jedincli a napfic¢ péti
generacemi potomkd, ktefi navic vykazovali norméalni plodnost. Tento vysledek poukazuje nejen na
efektivitu v prevenci prenosu mitochondridlnich nemoci, ale také na potencial obnovit embryonalni

vyvoj a zachovat plodnost napfi¢ generacemi.
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4.2.2.3 PRENOS DELICIHO VRETENKA K LECBE IDIOPATICKE NEPLODNOSTI

V roce 2023 pouzili Costa-Borges et al. metodu ST ke studiu lécby idiopatickych neplodnosti
v ptipadech opakovaného selhdni IVF. Do studie se zapojilo 25 zen (part)) mladSich Ctyfticeti let bez
mitochondridlnich onemocnéni. U vSech Zen byla zaznamenana sniZzend kvalita oocytl, kterd byla
oznacena jako hlavni faktor pfispivajici k jejich neplodnosti. Metoda byla provedena podle postupti
popsanych Tachibana et al. (2009). Ze vSech 28 provedenych cykld ST se narodilo Sest déti, u nichz
nebyly zaznamenany zadné vyvojové ani zdravotni komplikace (Costa-Borges et al. 2023). Pii DNA
fingerprintingu bylo navic zji$téno, ze tyto déti nesly vyhradné DNA svych biologickych rodict, bez
pritomnosti DNA darkyné oocytu. Z téchto vysledkl lze usoudit, Ze embrya zrekonstruovana touto
metodou jsou schopnd implantace, vyvoje az do porodu a mohou vést k narozeni zdravych déti. Pii
biopsii blastocyst bylo zjisténo méné nez 1 % mtDNA darkyné cytoplazmy, avSak pii narozeni se tato
hodnota zvysila na 30-60 % (Costa-Borges et al. 2023). Z toho vyplyva, Ze i kdyz lze timto zplisobem
vyrazné snizit mnozstvi prenesené mitochondrialni DNA, existuje riziko, Ze se hodnota mutantni

matetské mtDNA mulze vyrazné€ zvysit jesté pred narozenim.

4.2.3 VYHODY ANEVYHOY PRENOSU DELICIHO VRETENKA

Zminéné studie poukazuji na pozitivni vysledky a skute¢ny potencial této metody. Je vSak nezbytné vzit
v tvahu i mozna rizika a komplikace. Nasledujici ¢ast je zamétena na kli¢ové vyhody a nevyhody této

techniky.

Metoda ST zGstava kontroverznim tématem a mtze u né€kterych lidi vyvolavat etické obavy spojené
s jejim vyuzitim. Ve srovnani s metodu PNT mtze byt vnimana jako etict&jsi alternativa, jelikoZ prenos
probiha jesté pfed samotnym oplozenim a nedochdzi tak k manipulaci a naruseni vzniklého embrya.
Podle né€kterych nazori maji i rand embrya hodnotu srovnatelnou s lidskym jedincem. Jako ptiklad 1ze
uvést matku, ktera z nabozenskych presvédceni preferovala metodu ST pfed PNT (Zhang et al. 2017).
Cilem této metody je sniZit riziko pfenosu mutantni mtDNA a zaroven potencialné pfekonat urcité typy
neplodnosti. Umoziiuje param, které jsou nositeli mitochondrialnich chorob, mit vlastni biologické déti,
které tyto choroby nezdédi. Tim nabizi realnou prileZitost pro rodiny ohrozené pfenosem zavaznych
mitochondrialnich chorob a nadé&ji pro déti, které by jinak trpély tézkymi zdravotnimi komplikacemi.
Na druhou stranu vSak muiize byt tento zasah do ptirozené reprodukce nékterymi lidmi vniméan jako
nepfirozeny. Takova obava neni ojedinéla a principu se miize vztahovat na jakoukoliv formu asistované

reprodukce.

Prestoze vyse uvedené studie podporuji tcinnost této metody, je dilezité zvazit i mozné komplikace a

rizika.
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Vysledky dosavadnich studii sice naznacuji vysokou efektivitu, av§ak metoda ST s sebou nese urcita
rizika, které nelze opomijet. Stejné jako u metody GVT, dochazi i zde k manipulaci s oocyty jeste pied
jejich oplozenim. Tyto dvé metody sdili nékteré klicové kroky procesu, jako je naptiklad pouziti
inhibitort a jinych chemickych latek nebo prodlouzeny pobyt oocytl v in vitro podminkéch. Jak jiz bylo
feceno, tyto faktory mohou negativné ovlivnit vyvoj oocytl a jejich kvalitu, coz nasledn€ vede ke snizeni
pravdépodobnosti uspéSného embryondlniho vyvoje, a tim i celkové uspéSnosti metody. Dalsi
technickou vyzvou je samotny ST, jehoz chromozomy nejsou chranény jadernym obalem, coz zvySuje
riziko jejich poskozeni nebo ztraty (Tang et al. 2020). Pokud by k takové chybé doslo, mtze dojit
k naruseni vyvoji embrya ¢i ke genetickym abnormalitam. Z tohoto hlediska je efektivnéj$i metoda PNT,
ktery bude podrobnéji popsan v nasledujici sekei, jelikoz pfenaSend prvojadra jsou chranéné jadernym

obalem a pfipadné posSkozeni nebo ztrata jsou minimalizovana.

Krom¢ technickych obav vyvolava tato metoda i pravni otazky. Stejné jako u ostatnich technik pti ST,
dochazi k manipulaci stfemi riznymi genetickymi materidly (matky, otce a mtDNA darkyné
cytoplazmy). Tento proces vede k vytvofeni embrya, které nese tii riizné genetické informace, to miize
vyvolat otazky tykajici se identity ditéte a dédicnosti. Jakou roli bude hrat mtDNA darkyné na
genetickou identitu ditéte? Jaky to bude mit vliv na socialni vnimani ditéte? Z pravniho hlediska se
muzeme ptat, kdo je povazovan za pravniho rodice ditéte? A jakd prava a povinnosti ma darkyné
cytoplazmy? Je dulezité si tyto otdzky polozit pro pochopeni této metody a jejiho dopadu na rodinné a
pravni vztahy. Béhem ST dochéazi k manipulaci s genetickym materidlem, to znamena, ze jakakoliv
zmeéna se prenese na dal$i generaci (Palacios-Gonzalez 2017). To vyvolava obavy z dlouhodobych

nasledkti a potencidlnich negativnich vlivl této metody.
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4.3 PRENOS PRVOJADER

Ptenos prvojader (PNT) patii mezi dal$i techniky pfenosu genetického materidlu, které maji za cil
predejit mitochondridlnim chorobdm zptsobenym mutacemi v mitochondrialni DNA matefského
puvodu (Craven et al. 2010; Znachorova et al. 2024). Kromé toho umoznuje piedejit uréitym typtim
neplodnosti, kdy nefunkéni cytoplazma brani spravnému vyvoji embrya (Zhang et al. 2016) (Craven et
al. 2017). Tato metoda pracuje s oplozenymi oocyty/zygotami, pficemz k pienosu slouzi jedno ¢i obé
prvojadra. Ta Ize vizualizovat pomoci bézné svételné mikroskopie. Vzhledem k obtiznému rozliSeni
jednotlivych prvojader v lidskych embryich pfenos zahrnuje obé dvé prvojadra zaroven (Herbert a
Turnbull 2018). Tato technika vyZaduje oplozeni jak zdravého darovaného oocytu, tak oocytu zamyslené
matky spermatem zamysleného otce (Reznichenko, Huyser, a Pepper 2016). Oplozené zygoty jsou
kultivovany do stadia, kdy jsou viditelna prvojadra. Pomoci mikromanipulace se nasledné odeberou v
podobé karyoplastu. Béhem tohoto procesu dochazi k piesunu obou rodicovskych prvojader z defektni
zygoty do enukleované zygoty darkyné. Vysledna zrekonstruovana zygota obsahuje jadernou DNA obou

biologickych rodi¢ti a mitochondrialni DNA darkyné cytoplazmy.

Jak jsem jiz zminovala v pfedchozi kapitole, Velkd Britanie byla prvni zemi, kterd legalizovala klinické
vyuziti metody PNT (Newson, Wilkinson, a Wrigley 2016). Stejné jako u pfedchozi metody, kliniky
poskytujici tuto metodu musi byt licencované. Ptesto se prvni dité pocaté pomoci této techniky narodilo
v roce 2017 na Ukrajin€ (,, World’s First Baby with DNA of Three Parents Was Born in Ukraine | Nadiya
Family Planning Clinic", b.r.). Jednalo se prvni klinické pouziti této metody za Ucelem feSeni
pred¢asného zastaveni embryonalniho vyvoje. Vzhledem k absenci specifické legislativy, ktera by tuto

metodu regulovala, bylo jeji klinické aplikace na Ukrajiné mozné (Ishii a Hibino 2018).
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Obrdazek 4 schéma PNT, kdy nejprve dochazi k oplozeni oocytii, nasleduje odbér a prenos prvojader

v podobé karyoplastu z jedné zygoty do cytoplastu druhé zygoty (Sendra et al. 2021%)
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43.1 POSTUPPRACE

Tato metoda predstavuje vyznamny potencial pro budouci klinické pouziti, i kdyz je jeji klinické vyuziti
v soucasnosti povolena pouze ve Velké Britanii. Pro popis postupu prace jsem si vybrala predev§im
studie Craven et al. 2010 Hyslop et al. 2016 Zhang et al. 2016), které popisuji jeji aplikaci na lidskych
oocytech, coz je kli¢ové pro posouzeni klinické pouzitelnosti této metody. Postup u zvifecich modelt

muze byt podobny, i kdyz byva misty modifikovan.

4.3.1.1 PRIPRAVA A ODBER PRVOJADER/OOCYTU

Pfed samotnym odbérem je opét nutné, aby zeny podstoupily hormondlni stimulaci. Oocyty ve stadiu
MII jsou odebrany pomoci ultrazvukové aspirace folikuld, pficemz prebytecné kumuldrni buiiky jsou
odstranény pomoci hyaluronidazy (Zhang et al. 2016; Hyslop et al. 2016). Oocyty, u nichz je pfitomné

prvni polarni télisko jsou nasledné oplozeny metody ICSI.

43.1.2 PRENOS PRVOJADER

Zygoty jsou pfed mikromanipulaci kultivovany v HTF mediu s 10 % sérovym doplitkem, 10 pg/ml
nocodazolu k naruseni dynamiky mikrotubuli a zéastavy bunécného cyklu v G2/M fazi a nakonec
5-7,5 pg/ml cytochalasinu B k naruSeni mikrofilament a zvySeni pruznosti plazmatické membrany.
K ptenosu slouzi inverzni mikroskop vybaveny mikroanipulatory. Laserem nebo ostrou pipetou se do
zony pellucidy vytvoii otvor, skrz ktery mlze pipeta nasat prvojadra (Hyslop et al. 2016; Zhang et al.

2016). Ta jsou poté pienesena do perivitellinniho prostoru enukleované zygoty.

4.3.1.3 FUZE MEMBRAN

Postup spojeni membran probiha obdobné jako u metody déliciho vieténka. Zygota je vlozena do
fazniho média (0,3 M mannitolu, 0,1 mM CacCl, a 0,05 mM MgSQs) mezi dvé platinové elektrody, kde
je vystavena elektrickému impulsu (1,8-2,5 kV/cm na 50 ps), ktery zahaji proces fuze (Zhang et al.
2016). K samotnému splynuti membran dochazi obvykle po 30 minutdch po ptsobeni elektrického

proudu.

43.14 KULTIVACE EMBRYA

Zrekonstruovana zygota je nasledné trikrat oplachnuta v HTF mediu a dale je kultivovana in vitro
v mHTF (modified human tubal fluid) mediu pii 5 % CO, a 37 °C az do stadia blastocysty (Zhang et al.

2016). V prubchu kultivace blastocysty je mozné genetické testovani, které zajisti minimalni prenos
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mitochondrialni DNA. To je dulezity faktor pro urceni uspé$nosti PNT, je-li tato metoda aplikovana za

timto ucelem (Hyslop et al. 2016).

43.2 POKUSY

Pro hlubsi porozuméni principu a vyuziti metody PNT bych rada ptedstavila n¢kolik studii, které se
zabyvaji jeji provedenim a U¢innosti. Vysledky téchto studii mohou piispét k lep§imu pochopeni této

techniky a jejiho potencialu v oblasti reprodukcni mediciny.

4.3.2.1 PRENOS PRVOJADER NA LIDSKYCH EMBRYI]

Zcela prvni PNT pomoci mikromanipulace byl proveden na mysich embryich (McGrath a Solter 1983).
Az 96 % zrekonstruovanych zygot se vyvinulo do stddia moruly nebo blastocysty, coz naznacuje, ze
PNT z jedné zygoty do druhé nema negativni vliv na schopnost embrya se vyvijet (McGrath a Solter

1983).

O nekolik let pozdéji byla tato metoda aplikovana také na lidskych zygotach (Craven et al. 2010).
Zatimco pfi podobnych studiich se bézn€ pouzivaji normalné oplozené zygoty, Craven et al. (2010) ve
své studii pouzili abnormalné oplozené oocyty, konkrétné unipronuklearni (obsahujici pouze jedno
prvojadro) nebo tripronuklearni (obsahujici tfi prvojadra), které vznikly metodou IVFE. Cilem jejich
vyzkumu bylo omezit pfenos mitochondrialnich onemocnéni z matky na dité. Z vysledkt vyplyva, ze
abnormalné oplozené zygoty mély omezeny vyvojovy potencial in vitro (pouze 17 % dosahlo stadia
blastocysty), v porovnani s normalné oplozenymi zygoty, které mely tuspe&snost 32 % (Craven et al.
2010). Presto zygoty po PNT vykazovaly normalni schopnost embryonalniho vyvoje, a to bez ohledu
na to, zda bylo pfeneseno jedno nebo dvé prvojadra. Az 8,3 % téchto zygot se vyvinulo az do stadia
blastocysty, cozZ naznacuje, Ze tato metoda je kompatibilni s dal$im vyvojem lidskych embryi. Soucasné
byla sledovana mira pfenosu mutantni mitochondrialni DNA obsazené v embryich. Klicovym faktorem
pro jeji minimalizaci je co nejmensi pienos cytoplazmy obklopujici prvojadra. Optimalizaci tohoto
postupu bylo dosazeno, ze zrekonstruovana embrya obsahovala méné nez 2 % pivodni mitochondridlni
DNA (Craven et al. 2010). Tato studie tedy potvrdila, ze metoda PNT je nejen kompatibilni s dalsim

vyvojem lidskych embryi ale zdroveil umoziiuje snizeni rizika prenosu mitochondrialnich chorob.

4.3.2.2 KLINICKE POUZITI METODY PRENOSU PRVOJADER

Zatimco PNT mezi abnormaln€ oplozenymi lidskymi zygotami byl technicky proveditelny, ukazalo se,
ze normalné oplozené zygoty tento postup hiife toleruji. Jejich omezena schopnost dalsiho vyvoje tak

muze predstavovat prekazku pro dal$i rutinnéjsi vyuziti této metody. PNT se obvykle provadi béhem

22



G2 faze prvniho mitotického bunécného déleni, kdy jsou prvojadra dobfte viditelna. Hyslop et al. (2016)
se proto zam¢fili na otazku, zda na¢asovani tohoto zasahu neni piili$ blizko prvnimu mitotickému déleni
a zdali neovliviluje negativné vyvoj embrya. Na zaklad¢ téchto tivah navrhli alternativni pfistup, tzv.
casny prenos prvojader (ePNT), ktery se uskutecnil kratce po dokonceni meidzy, ptiblizné 8 hodin po
inseminaci. Tato varianta metody vykazovala vys$si miru preziti (92 %) a dalsi optimalizace, v€etné
enukleace a kultivace embryi, vedouci ke zlepSeni vyvoje do stddia blastocysty (Hyslop et al. 2016).
Analyza aneuploidie navic ukazala, ze ePNT nezvysuje riziko chromozomadlnich abnormalit ve srovnani
s kontrolnimi blastocystami. Dal§im zajimavym zjisténim bylo, Ze pouziti vitrifikovanych oocytii
pacientky (namisto oocytii darkyn€) vedlo k niz§imu pfenosu mitochondridlni DNA. U 79 % blastocyst
byla hladina heteroplasmie nizsi nez 2 %, pfi¢emz zadné blastocysta nepiesdhla 5% podil mutantni
mitochondrialni DNA (Hyslop et al. 2016). Na zakladé predvedenych vysledku 1ze konstatovat, ze ePNT
predstavuje slibny piistup ke snizeni rizika pfenosu mitochondridlnich chorob, ackoliv nulova
heteroplasmie zatim neni zarucena. Pouziti vitrifikovanych oocytli pacientek se jevi jako efektivni

strategie pro dalsi minimalizaci pfenosu mitochondrialni DNA.

Nacasovani provedeni PNT se ukézalo jako kli¢ovy faktor ovliviiyjici vyvojovy potencial embrya. Tento
zaveér potvrdili Znachorova et al. (2024) ve své studii pomoci mySich oocyti. Ve svém vyzkumu
porovnavali dvé vyvojové faze, G1 a G2 fazi prvniho embryonalniho cyklu. Vysledky ukazaly, ze ¢im

dal se samci prvojadro nachazi a funguje v abnormalnim prostiedi, tim nizsi je jeho vyvojovy potencial.

4.3.2.3 PRENOS PRVOJADER NA ZLEPSENI KVALITY OOCYTU A ZYGOT

Pti zlepSovani kvality oocytli a embryonalniho vyvoje savci byla ve studii Tang et al. (2020) hodnocena
ucinnost dvou metod, PNT a ST. Autofi pouzili dva mysi modely, jeden s neplodnosti zplisobenou
vys$§im vékem a druhy sranou zastavou embryonalniho vyvoje. Tyto stavy piedstavuji bézné
komplikace pfti 1€bé neplodnosti metodou IVFE. V pokusu byly pouzity mysi ve vékovém rozdilu 56-70
tydnt, coz odpovida piiblizn€ 36-45 letim u ¢lovéka (Dutta a Sengupta 2016). Vysledky této studie
naznacuji, ze vyvojovy potencial embryi se zlep$il po PNT nebo ST a tedy ze tyto metody jsou uc¢inné
pro zlepSeni kvality oocytll (Tang et al. 2020). Obé metody predstavuji slibné strategie pro pacienty
potykajici se s neplodnosti spojenou s vékem a s ¢asnou zastavou embryonalniho vyvoje. Zajimavym
zjisténi také jesté bylo, ze metoda PNT vykazovala o néco vyssi ucinnost, pravdépodobné diky
jadernému obalu, ktery chrani prvojadra. Nékolik studii potvrdilo, Ze s vékem matky dochazi ke snizeni
mitochondridlniho membranového potencialu, coz negativné ovlivituje vyvoj embrya (Wilding et al.
2001). Kromé toho byly mitochondrialni dysfunkce u starnoucich oocytti spojeny s chybami pii meioze,
které jsou typické pro neplodnost spojenou s vékem (Eichenlaub-Ritter 1996; Hamatani et al. 2004).
Data ukazala, ze MII oocyty starSich mysi vykazovaly signifikantn€ niz8$i mitochondridlni membranovy

potencial nez oocyty mladych jedincii. Tento stav byl dale doprovazen poruchami dé€liciho vieténka a
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nespravnym rozdélenim chromozomi. Vysledky tedy potvrzuji, Ze pokrocily v€k matky miZze byt
spojen s mitochondridlnimi dysfunkcemi, které mohu negativné ovlivnit Gsp&Snost embryonélniho

vyvoje.

43.3 VYHODY A NEVYHODY PRENOSU PRVOJADER

Studie naznacuji, Ze tato metoda ma potencial v prevenci pfenosu mitochondrialnich nemoci. Nicméné
bychom me¢li zvazit vyhody a nevyhody, které nam tato metoda mize pfinést. Mezi hlavni obavy patii

etické otazky.

V porovnani s metodou ST ma PNT dvé¢ hlavni vyhody. Zaprvé, prvojadra jsou obklopena jadernym
obalem, coz zajisSt'uje lepsi ochranu pted poskozenim nebo ztrdtou chromozomil. Zadruhé, prvojadra
jsou snadnéji viditelna pod inverznim mikroskopem, zatimco k vizualizaci dé€liciho vieténka je potieba
specialniho zafizeni pozivajici polarizované svétlo. Nevyhodou je ale vétsi velikost prvojader, coz
komplikuje manipulaci a mize vést k pfenosu vétstho mnozstvi cytoplazmy, ktera mtize potencialné
obsahovat mutovanou mitochondridlni DNA (Craven et al. 2010; Sathananthan a Trounson 2000). V&tsi
velikost prvojader miize také zptisobit bunééné a jaderné poskozeni, coz miize ovlivnit vyvoj embrya.
Existuje tedy riziko mechanického poSkozeni bunék nebo nezadoucich genetickych zmén. Eticky
problematickym aspektem je fakt, Ze k PNT jsou potfeba dvé embrya, pfi¢emz postizena zygota je po
izolaci prvojader zni¢ena. To muze byt nepiijatelné pro ty, ktefi povazuji zygotu za pocatek lidského
zivota. Jednoznaénym pfinosem, ktery ale tato metoda nabizi, je moznost zachovani genetické
informace obou rodi¢ii a zaroven nahrazeni mutované mitochondridlni DNA zdravou darkyné. Zakrok
probiha az po oplozeni, ¢imz se eliminuje potieba dlouhodobé kultivace oocytu in vitro, to zpravidla
vede ke snizenému vyvoji embryi po oplozeni. Z dlouhodobého hlediska mize byt metoda PNT
pfinosna pro rodiny zatizené mitochondrialnimi chorobami a nabizi alternativu tam, kde jsou standartni
postupy 1é¢by limitované. Predstavené vysledky jsou opravdu slibné. Je ale nezbytné pokracovat ve
vyzkumu zaméfeném na optimalizaci postupti, hodnoceni zdravotnich dopadi a zajisténi jeji

bezpecnosti.
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5 ZAVER

V této praci jsou shrnuty soucasné poznatky o technikach prenosu genetického materialu, konkrétné o
prenosu zarode¢nych vackul, déliciho vieténka a prvojader, které piedstavuji klicové metody v moderni
reprodukéni mediciné a vyvojové biologie. Zminéné technologie nam umoziuji interakce mezi
cytoplazmou a jadrem, pti¢emz kazda z téchto metod se vyuziva pro odlisna vyvojova stadia oocytl
nebo zygot. Z toho vyplyvaji rozdilna technicka provedeni a riizna mira klinického uplatnéni. Ackoliv
kazda z téchto metod vyuziva jina vyvojova stadia oocytli nebo zygot, jejich spolecnym cilem je pienos
genetického materialu za Gcelem prevence mitochondrialnich chorob a soucasné zvySeni Sance na

uspésné téhotenstvi.

Na rozdil od metody GVT, ktera je stale experimentalni, jsou metody ST a PNT povolené ve Velké
Britanii a kviili absenci specidlni legislativy i v Mexiku nebo na Ukrajiné. To umoziuje Sirokou
klinickou aplikaci téchto metod. To vedlo k vyznamnému snizeni miry pfenesené mutované
mitochondrialni DNA a naslednému narozeni zivych a zdravych potomkd, stejné jako k feSeni problémi
spojenych s pifedCasnym zastaveni embryonalniho vyvoje. Mozna optimalizace podminek tykajici se in
vitro zrani by mohla vyrazng zlepsit klinické pouziti metody GVT. Nicméné i pies slibné vysledky téchto
metod je nutné zohlednit i etické a technické vyzvy, které je provazeji. Mezi hlavni obavy stale patii
manipulace s lidskymi zygotami a dlouhodobé zdravotni dusledky potomkt. Kromé etickych aspekti
hraji velkou roli i pravni otazky tykajici se identity ditéte, pravni odpovédnosti rodicli a dédic¢nosti.
Muzeme pouze doufat, ze v prubéhu nasledujicich let budou tyto metody stale Castéji aplikovany

v klinické praxi nejen ve Velké Britanii, ale 1 v dalSich zemich, ¢imz se jejich klinické uplatnéni rozsifi.
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