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Abstrakt

Poslanim asistované reprodukéni mediciny je pokud mozno co nejvyssi UspéSnost implantace a
nasledné narozeni zdravého ditéte. Soucasnym standardem je prenos pouze jednoho embrya a
tim je dany poZadavek na vyzkum a vyvoj objektivnich a pfesnych metod evaluace embryi.
Bakalarska prace tvofi prehled nékolika vybranych metod a postihuje jejich vyhody a nevyhody.
Vybér metod pro potfeby této prace spociva v jejich potencidlnim pfinosu pro hodnoceni
embryi, v mnozstvi a dostupnosti pojedndvajicich studii. Cilem prace je porovnani klasického
morfologického pfistupu s nové vyvinutymi metodami sledujicimi biomarkery Zivotnosti embrya,
véetné genetické, metabolické a proteomické analyzy. V dlsledku deficitu informaci o vSech
metodach z klinické praxe a velkych randomizovanych studii je srovndvani novych a starych
metod diskutabilni. Srovndvat momentalné Ize jejich principidlni rozdily. Konvenéni
morfologické hodnoceni se zaklada do velké miry na subjektivnim Usudku hodnotitele a oproti
tomu, metody sledujici biomarkery jsou zaloZené na empirickém méreni dat. Vyhledem do

budoucna je komplementarita metod sledujicich biomarkery vici morfologickému hodnoceni.

Klicova slova: ¢asné embryo, ¢lovék, vyvojova kompetence, hodnoceni.



Abstract

The mission of assisted reproductive medicine is to achieve the highest success rate of
implantation and the subsequent birth of a healthy child. The current standard is the transfer of
only one embryo and thus there is a great effort to develop an unbiased and accurate embryo
assessment methods. This bachelor thesis is an overview of several selected techniques and
their advantages and disadvantages. The selection of methods included in this thesis is based on
their potential contribution to embryo assessment and the number and availability of relevant
studies. | tried to compare the classical morphological approach with the newly developed
methods monitoring vitality biomarkers, including genetic, metabolic and proteomic analysis.
Because of the lack of information concerning techniques from clinical practice and large
randomized trials, the comparison of new and old methods is questionable. Nevertheless, their
principal differences can be compared. Conventional morphological assessment is based on the
large extent of the subjective assessment by the assessor. On the other hand biomarker
monitoring methods are based on empirical data. The outlook for the future is the

complementarity of biomarker monitoring to morphological assessment.

Key words: early embryo, human, developmental competence, evaluation.



Seznam zkratek

IVF in vitro fertilization

P zona pellucida

ICM inner cell mass- embryoblast

TE trophectoderm- trofoblast

ICSI intracytoplasmic sperm injection- intracytoplazmaticka injekce spermii

beta hCG free beta human chorionic gonadotropin- volny beta lidsky choriogonadotropin
ATP adenosin triphosphate- adenosintrifosfat

PAF platelet activating factor- faktor aktivujici desticky

HLA-G human leukocyte antigen-G- lidsky leukocytdrni antigen-G

BRCA1/BRCA2 breast cancer 1/2- tumor supresorové geny

PGD preimplantation genetic diagnosis- preimplantacni genetickd diagnéza
PGS preimplantation genetic screening- preimplantacni geneticky screening
PB polar bodies- polarni téliska

PCR polymerase chain reaction- polymerazova fetézova reakce

ADO allele-drop out- ztrata jedné ze dvou alel

FISH fluorescent in situ hybridization- fluorescenéni in situ hybridizace

CGH comparative genome hybridization- komparativni geneticka hybridizace
aCGH microarray comparative genome hybridization- komparativni geneticka

hybridizace na Cipech

NGS next generation sequencing- sekvenovani nové generace
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1 Uvod

In vitro fertilizace (dale jen IVF) je jednou z nejrychleji rozvijejici se oblasti mediciny. Od svého
zavedeni bylo pocato in vitro 3% déti ze vSech narozenych v Evropé. | pres neustaly vyvoj v
této oblasti je Uspésnost narozeni Zivého ditéte po IVF [éCbé relativné nizka. Priblizné dva ze tfi
IVF cykld nevedou k uspésnému téhotenstvi, coz zplsobuje fyzické, emocni a financni potize
pacientim podstupujicim lé¢bu neplodnosti. Statistiky ESHRE (European Society of Human
Reproduction an Embryology) zroku 2013 dokladaji pfiblizné 30 % UspéSnost v dosazeni
klinického téhotenstvi béhem jednoho cyklu po IVF. Za ucelem maximalizace Uspésnosti se dfive
prenaselo vice embryi béhem jednoho cyklu. Od této praxe se v nynéjsi dobé ustupuje, jelikoz
viceCetné téhotenstvi predstavuje zdravotni riziko predéasného porodu a zvySenou
pravdépodobnost celoZivotniho postizeni ditéte. Pfenos jednoho embrya je jedind Ucinna
strategie pro zabranéni viceCetnému téhotenstvi po asistované reprodukci. Z tohoto dlvodu je
vyvoj pfesného a objektivniho evaluacniho systému, ktery snizuje vznik vice¢etnych téhotenstvi,
ale zaroven zvysuje celkové procento Uspésnosti, jednim z nejvyznamnéjsich cilG asistované
reprodukce. Vétsina soucasnych klasifikacnich systém(, které se opiraji o vizudlni kontrolu
morfologickych vlastnosti embrya, je zaloZzena na subjektivnim hodnoceni a mizZe tak vést k
variabilité zdvérl mezi embryology. V poslednich letech se vyzkum zaméfil na nalezeni
biomarkerU Zivotaschopnosti embryi a rozvoj novych metod pro vybér nejvice Zivotaschopného
zarodku. Tyto metody vyuZivaji data ziskana z méreni vyvojové kinetiky, metabolismu, analyzy
sekretomu embryi a genetické diagnostiky. Nékteré jsou vice slibné, jiné méné pro uziti
v asistované reprodukci. Otazkou je zda dokazi nové technologie prekonat léty provérené

morfologické hodnoceni a zkusenosti embryologu.



2 Blastogeneze
Terminem blastogeneze myslime pribéh od oplozeni pres ryhovani az po vznik blastocysty. Nize

si stru¢né popiSeme stadia raného vyvoje lidskych embryi.

Lidsky oocyt je oligolecitalni a izolecitalni, coZ znamena, Ze obsahuje malé mnozstvi Zloutku,
ktery je rovhomérné rozloZzeny v cytoplazmé oocytu. Z tohoto divodu se ryhuje holoblasticky,
tzv. déli se cely objem embrya. Rozdéleni vajicka na dvoubunécné stadium bylo zaznamenano
cca 24-30 hodin po oplozeni. Buriky ¢asného embrya nazyvame blastomery. Savéi ryhovani je
asynchronni, cozZ je pravdépodobné zplsobeno inkluzemi Zloutku v cytoplazmé. Mlzeme tedy
béhem vyvoje sledovat tfibunééné i pétibunécné stadium. Vétsi blastomera se vidy za¢ne délit o
néco dfive (Vacek, 2006). Do osmibunééného stadia tvofi bunky shluk a ryhy jsou lehce
znatelné. Od tretiho ryhovaciho déleni zac¢ina proces kompaktace, kdy se mezi burikami za¢nou

vytvaret tésné kontakty (Sadler, 2011).

Ctvrty den po oplozeni, ve stadiu moruly (16 blastomer), vstupuje zarodek do délozni dutiny.
Ryhy na jeho povrchu jiz nejsou tak zfetelné a povrch se jevi hladsi. V této dobé jsou buriky
kompaktni a zacinaji prvni kroky diferenciace (Vacek, 2006). BEhem tohoto procesu se vycleni
bunky vnitfni, které spolu zacnou komunikovat pfes propustnd spojeni (gap junction) a vnéjsi

buriky, které vytvori tésna spojeni (tight junction)(Sadler, 2011).

Zdéna pellucida (ZP) se po vstupu embrya do délohy stane propustnéjsi pro tekutinu, kterd se
za¢ne hromadit mezi burikami vnitfni bunééné masy a vnéjsimi obalovymi burfikami. Takto se
transportem Na® iontll do blastocoelu. Na bazalni membrané vné&jdich obalovych bunék se

nachazi Na/K ATPazova pumpa, kterd pumpuje intraceluldrni Na* do dutiny. Sodné ionty vytvofi

vsve

Buniky vnitfni bunééné masy se dale preméni na embryoblast (ICM) a vnéjsi blastomery na
trofoblast (TE). Zona pellucida, kterd obalovala blastomery, se na konci ¢tvrtého dne rozpada.
Daldi dva dny existuje blastocysta volné. Sesty a? sedmy den se zaéne implantovat do délozni

sliznice (Vacek, 2006).



3 Morfologické hodnoceni ranych embryi

Morfologické hodnoceni gamet a embryi se pouzivd uz od pocatku zavedeni technik asistované
reprodukce. Nejdfive Slo o studium prlbéhu vyvoje embrya, aktudlné se pouziva k vybéru
nejkvalitnéjsSiho embrya s nejvysSim implantaénim potencidlem (Machtinger et. al 2013). NizZe
popisuji zakladni kvalitativni parametry pouzivané pro hodnoceni embrya v raném stadiu vyvoje

a vybrané systémy vyvinuté pro hodnoceni embrya ve stadiu blastocysty.

3.1 Morfologické hodnoceni embrya ve fazi ryhovani

Faze déliciho se embrya se pohybuje v ¢asovém rozmezi od prvniho déleni az po zhutnéni
moruly sloZzené z 8-16 bunék (Prados et. al., 2012). Obecné jsou za kli¢ova kritéria pfi vybéru
nejzivotaschopnéjsiho embrya povaZzovana: morfologie blastomer (pocet, velikost, soumérnost),

stupen fragmentace, vyskyt vicejadernych blastomer, kompaktace a anomdlie v cytoplazmé.

3.1.1 Synchronizace déleni a pocet blastomer

Pocet bunék je zakladni morfologicka charakteristika pouZivana pfi hodnoceni kvality embryi.
Signifikantni je nacasovani déleni a pocet blastomer v dané fazi vyvoje. V roce 2011 byl na
konferenci v Istanbulu pfijat ¢asovy plan déleni optimalniho zarodku (Alpha Scientists in

Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology et al., 2011).
1. den (261 hod. post-ICSI, 28+1 hod. post-IVF), 2-buriky
2. den (44+1 hod.),4-buriky

3. den (68+1 hod.), 8-bunék
Nékolik studii prokazalo, Ze embrya, u kterych doslo k prvni mitdze mezi 24-27 hod., koreluji
s lepsi kvalitou a implantaci zarodk(. Takovd embrya se nazyvaji early cleavage, embrya
s pozdéjSim nastupem déleni oznacujeme jak non-early cleavage (Shoukir et al., 1997). Kromé
toho embrya s ¢asnym délenim maji rovhomérnéjsi ryhovani, coz souvisi s nizSim vyskytem
chromozomadlnich abnormalit (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special
Interest Group of Embryology et al., 2011). Na druhou stranu embrya, ktera se zacala délit drive

nez 20h. po oplozeni maji horsi prognézy (Hardarson et al., 2006).



3.1.2 Fragmentace

Fragmentace definujeme jako malé ¢dasti cytoplazmy ohraniéené plazmatickou membranou
obvykle neobsahujici DNA. Fragmentace vznikaji pfevazné v souvislosti s délenim bunék (Alikani
et al., 1999). Nejjednodussim systémem hodnoceni fragmentace je porovnani jeho

procentudlniho zastoupeni v cytoplazmé embrya (Machtinger, 2013).

e 0% - zadné fragmenty
e <10% - méné nez 10% fragmentd
o 10-25% - vice nez 10% ale méné nez 25% fragment(

o >25% - vice nez 25% fragment(

Bylo prokazano, ze vysoky stupen fragmentace souvisi s nizkymi hodnotami implantace a vétsi
pravdépodobnosti vyskytu aneuploidie (Ebner et al., 2001; Racowsky et al., 2011), zatimco u
zarodka s nizs$im poctem fragmentaci (<10%) nebyl nalezen Zadny negativni dopad (Alikani et al.,
1999). Zasadni vliv ma i typ fragmentace. Pfi tvorbé velkych fragmentl v rané fazi vyvoje pfrijde
embryo o znacné mnoizstvi cytoplazmy s dllezitymi organelami napf. mitochondrie. Pokud
dojde k fragmentaci prvni nebo druhy den vyvoje embrya, mlze dojit ke ztraté regulacnich
proteinli, coz mlzZe podstatné ovlivnit dalsi rozvoj zdrodku (Alikani et al., 1999). DalSim
dilezitym faktorem je rozmisténi fragmentace. RozliSujeme dva typy: koncentrované a
rozptylené fragmenty. Rozptylené fragmenty po celém embryu se spojuji se zvysenym vyskytem
chromozomadlnich abnormalit, napf. mozaicismus, jelikoZz vznikaji z nékolika nebo ze vsech

blastomer, a proto je povazujeme za zavaznéjsi (Magli et al., 2007).

3.1.3 Velikost a tvar blastomer

Symetrie déleni ndm definuje velikost a tvar blastomer. Nepravidelné ryhovani tvofi rozdilné
veliké bunky, coZ mlzZe vést k nerovhomérnému rozdéleni cytoplazmatickych molekul, jako jsou
proteiny a mRNA apod. (Hardarson et al., 2001; Magli et al.,, 2001). Blastomery 2-, 4-, 8-
bunééného embrya by mély byt v idedlnim pripadé stejné velké. V dlsledku asynchronniho
rozdéleni jedné nebo vice blastomer mUiZe vznikat napf. 3- bunécné embryo, které by mélo mit

naopak jednu velkou a dvé mensi blastomery. 5- bunééné embryo by mélo mit tfi velké a dvé
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malé blastomery atd. Takovéto velikosti jsou specifické pro danou fazi vyvoje a hodnotime je

kladné. Nicméné embrya s vyrazné asymetrickymi blastomerami nespecifickymi pro danou fazi

evvs

3.1.4 Vicejadernost (Multinukleace)
Multinukleaci hodnotime 1. 2. a 3. den vyvoje. Klasifikace 3. den je obtiznéjsi kvili sloZitéjsi
morfologii embrya (Royen, 2003). Sledujeme pfitomnost jader v blastomere, kdy vice jak
jednoho jadro alespon v jedné burice povazujeme za neobvyklé. V mnoha studiich se prokazala
souvislost mezi multinukleaci a snizenym potencidlem implantace, klinickym téhotenstvim a
Zivym narozenim fetu (Jackson et al., 1998; Royen, 2003). Procento vyskytu multinukleace na
pacienta (IéCbu) se znacné lisi. Ve studii Balakier and Cadesky (1997) uvedli, Ze alespon 44%
procent pacientl mélo jedno nebo vice vicejadernych embryi, zatimco Royen et al. (2003)
objevili az 87% vyskytd multinukleace u vsSech pacientd a 33.6% vicejadernych embryi z
celkového poctu.
Multinukleace je vice c¢astd uembryi snesoumérnymi blastomerami vzniklymi béhem
nepravidelného déleni, coz vede k chromozomdlnim aberacim (Hardarson et al., 2001). Byly
navrzeny 3 mozné mechanismy zpUsobujici multinukleaci:

e karyokineze bez cytokinene

e (Castecna fragmentace jader nebo

e defektni migrace v anafazi (Staessen and Van Steirteghem, 1998).

3.1.5 Cytoplazmatické anomalie

Morfologické vlastnosti jako jsou prohlubné v cytoplazmé, granulocyta ¢i pfitomnost vakuol, se
mohou pouzivat jako aditivni faktor pfi hodnoceni embryi. Nicméné neexistuji studie, které by
prokazovaly jejich vyznam pfi vyvoji embrya (Prados et al., 2012). Pfitomnost vakuol je
pravdépodobné nejbézinéjsi odchylkou nachazejici se v cytoplazmé lidskych embryi. Vakuoly se
lisi ve velikosti a mnozstvi. Na konferenci v Istanbulu bylo stanoveno, Ze mensi vakuoly o
praméru (5-10 um) nemaji negativni dopad na vyvoj embrya, zatimco vétsi vakuoly o priméru
(>14 um) mohou zasahovat do déleni zarodku (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and

ESHRE Special Interest Group of Embryology et al., 2011).



3.1.6 Kompaktace

Mira kompaktace bunék se hodnoti ¢tvrty den vyvoje embrya tj. ve stadiu moruly. Kvalitni
morulu tvori 16-32 blastomer, které jsou vSechny zapojeny v procesu kompaktace (Tao et al.,,
2002). Nékolik malo vylouc¢enych blastomer nepovaZujeme za signifikantni, jelikoZz mohou byt
opozdéné ve vyvoji a mohou projit procesem kompaktace pozdéji. Vyjimkou jsou zarodky, které
maji vice jak polovinu blastomer vylouéenych z procesu zhutfiovani, ty spojujeme se Spatnou
progndézou (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of
Embryology, 2011). ZvySena pfilnavost mezi burikami zacind v 8-bunécném stadiu a zrychluje se
s dalS$im vyvojem. Studie provedena Skiadas et al. (2006) ukdzala, Ze brzky zac¢atek kompaktace
(faze 8 bunék) zvySuje pravdépodobnost implantace. Nicméné to plati jen pro embrya
s fragmentaci mensi nez 10%. Naopak uembryi sfragmentaci vétsi nez 10% byla casnd
kompaktace spojena s nizSim implantanim potencidlem. MozZna vysvétleni jsou: fragmentace
poskozuje kompaktacni procesy nebo predstavuje mechanismus apoptdzy.

ZvySend adheze bunék zacind ve chvili, kdy se zméni distribuce adhezivniho proteinu E-
kadherinu a postupuje z cytoplazmy k membranam bunék (Alikani, 2005). Tento proces je
spojen s aktivaci genomu embrya a z toho dlvodu je povazovan za dobry signal v dalSim vyvoji

(Desai et al., 2000).

3.2 Morfologické hodnoceni blastocysty

V nasledujici kapitole si popiSeme dva znamé klasifikacni systémy navriené Dokrasem et al.
(1993) a Gardner and Schoolcraft, (1999a). Mnoho dalsich studii vychazi z téchto dvou systémi
a modifikuje je napt. systém podle Richardson et al. (2015a) viz nize.

Prodlouzena kultivace embryi do stadia blastocysty se stala rutinni praxi v IVF centrech uz od
roku 1999. Zasluhu na tom md mimo jiné modifikace medii pro kultivaci embryi. Vétsina
soucasnych kultiva¢nich medii umoznuje dosahnout stupné blastocysty vice jak 50% embryim
(Kovacic et al., 2004). Jedna z hlavnich vyhod kultivace blastocyst je moznost vybéru embrya s jiz
aktivovanym embryonalnim genomem, coz je dobry indikator Uspésnosti implantace. Celkové se
prenos embrya do délohy ve stadiu blastocysty ukazal byt Gc¢innéjsi nez prenos embrya ve tretim

dni vyvoje. (Braude et al., 1988; Kovacic¢ and Vlaisavljevié¢, 2012).



3.2.1 Dokrastiv systém

Prvni hodnotici systém blastocyst vytvofil Dokras et al. (1993). Parametry hodnoticiho systému
jsou kavitace, expanze dutiny blastocoelu a ICM. Platnost této klasifikace byla potvrzena
zmérenim sekrece beta-hCG jednotlivych blastocyst rostoucich na burikach v kultufe (Balaban et
al.,, 2000). Balaban et al. (2006) zkoumali dopad Dokrasova hodnoticiho systému na klinické
vysledky po transferu. Zajimavé bylo zjisténi absence podstatného rozdilu mezi 1. a 2. stupném,
co se tyCe uUspésnosti nidace a klinického téhotenstvi. Transfer blastocysty 3. stupné vedl

k nizkym klinickym vysledkim (Balaban et al., 2006).

e Blastocysty 1. stupné jsou charakterizovany ¢asnou kavitaci vedouci k vytvoreni vnitfni
dutiny s vyraznou oblasti vnitfni bunééné hmoty a vrstvou trofoblastu;

e Blastocysty 2. stupné vykazuji prechodnou fazi, kde jsou viditelné jednotlivé nebo
vicendsobné vakuoly, poté se ale vyvinou do blastocysty 1. stupné;

e Blastocysty 3. stupné jsou definovany jako blastocysty s degenerativnimi loZisky v ICM, s

burfikami tmavymi a nekrotickymi.

3.2.2 Gardnerav systém

Podrobnéjsi a v praxi vice uZivany bodovaci systém navrhnul Gardner and Schoolcraft, 1999.
Systém pracuje se tfemi morfologickymi parametry: expanzi blastocoelu, velikosti a soudrznosti
ICM a TE. Expanzi blastocoelu a stav hatching popisuje ¢iselnd hodnota 1-6. Hodnoceni stavu
ICM a TE je mozZné jen u zralych blastocyst (3-6) a bodujeme je pomoci pismen A, B a C dle jejich
morfologie (Balaban et al., 2006). Gardner and Schoolcraft, (1999) ve své studii se 48 zdravymi
Zenami dosahli az 60% uspéchu v implantaci a klinickém téhotenstvi po prenosu jedné

blastocysty se stupném kvality 3AA a lepsi (Balaban et al., 2006).

Stupen vyvoje blastocysty:
e 1 -rana blastocysta: blastocel zabird méné nezZ polovina objemu embrya;
e 2 - blastocysta: blastocel je vétsi nebo roven poloviné objemu embrya;
e 3 -plna blastocysta: blastocel zcela vypliuje embryo;
e 4 - expandovana blastocysta: objem blastocelu je vétsi nez casné embryo a ZP se

ztencuje;



e 5 -lihnouci se blastocysta: trofoblast se protlacuje skrz ZP;

e 6 - blastocysta se vylihnula a Uplné se zbavila ZP.

Stupen kvality ICM:

e A -dobre kompaktni, obsahujici mnoho bunék;
e B -volné seskupené, obsahujici nékolik bunék;

e C-tvoreno jen velmi malo bufkami.

Stupen kvality TE:
e A -mnoho bunék tvofici pevné spleteny epitel;

e B - nékolik malo bunék tvofici epitel;

e C-velmi malo bunék tvofici volny epitel.

Obr. 1: Stupné kvality ICM (Cerna Sipka) a TE (bila Sipka). Prevzato z Kovacic¢ and Vlaisavljevi¢,

(2012).

3.2.3 ZjednodusSeny systém dle Richardsonové

GardnerQv systém hodnoceni pouziva vétsina IVF klinik. Na druhou stranu touto klasifikaci
dosdhneme aZz 54 rlznych permutaci, coz vede kvariabilit¢ hodnoceni embryologl (inter-
observacni variace) a také k variabilité hodnoceni jednoho embryologa, ktery ohodnoti stejné

embryo pfi jiné pfrilezitosti (intra-observacni variace)(Richardson et al., 2015b).



Ve studii se kolektiv Richardsonové pokusil o zjednoduseni Gardnerova systému. Jakékoliv
blastocysté s Uplnou expanzi (stupné 4, 5, 6 Gardnerova systému), s ICM a TE ohodnocenymi A
nebo B byla pfifazena tfida A. Blastocysta, kterd nebyla pIné rozsifend, ale méla kvalitni ICM a TE
(stupné A nebo B), byla zafazena do tfidy B. Blastocysta s ohodnocenim ICM nebo TE stupném C
C. Vysledky studie Richardsonové prokazaly, Ze diky zjednoduSenému systému jsme schopni
predikovat miru implantace, klinického téhotenstvi a Zivého porodu. Dale se diky
zjednoduSenému systému snizila inter-observacni i intra-observacni variabilita (Richardson et

al., 2015a).

3.2.4 Morfologické charakteristiky a jejich vliv na implantaci

Individudlni morfologické parametry blastocysty byly dale predmétem zkoumdni vicera
vyzkumnych skupin, které si daly za cil zjistit souvislost individudlnich parametrd s klinickymi
uspéchy.

Dle vysledkd Richter et al. (2001) je nejdllezitéjsi morfologie ICM. Zjistili, Ze velikost ICM u
implantujicich se blastocyst je signifikantné vétsi nez u neimplantujicich. Optimalni velikost ICM
kvalitni blastocysty byla definovana vétsi néz 4500 um2 a velikost ICM u nekvalitni blastocysty
jako mensi nez 3800 um2. Dulezitou roli také hraje tvar ICM. Kvalitni blastocysta s optimalni
velikosti a s ovalnym (optimalnim) tvarem ICM méla pravdépodobnost implantace 60%, kdezto
blastocysta vykazujici pouze optimalni velikost méla pravdépodobnost 29% a blastocysta
pouze s optimdalnim tvarem méla 32% (Richter et al., 2001).

Vlivem jednotlivych morfologickych parametr(i se pozdéji zabyvali také Van den Abbeel et al.
(2013). V jednoduché logistické regresi vysly vSsechny tfi parametry (expanze blastocoelu, ICM,
TE) statisticky vyznamné (P <0,005). Signifikantni zjisténi je, Ze kvalita ICM (P = 0,033) byla
vyznamné spojena s mirou predcasnych potratl. Po prevedeni blastocysty s ICM stupné A byly
hodnoty prfedcasné ztraty téhotenstvi pfriblizné o polovinu mensi nez po prenosu blastocysty
s ICM stupné B nebo C. Po zahrnuti vSech tfi parametr( do vicenasobné logistické regrese vysla
mira expanze blastocoelu (P = 0,002) jako jediny signifikantni prediktor Zivého porodu. Dle Van

den Abbeel et al. (2013) by se mél nejprve zvazit stupen expanze blastocoelu pfi vybéru



nejkvalitnéjsSiho embrya a pak az dalsi morfologické parametry, viz vySe (Van den Abbeel et al.,
2013).

Ahlstrom et al. (2011) popsal korelaci mezi expanzi blastocysty s kvalitou bunék TE, které
zabranuji Uniku kapaliny a iontl sodiku z blastocoelu. Kvalita TE miZe tedy odrazet schopnost
blastocysty uc¢inné Cerpat ionty do dutiny. Tim se indukuje osmotickd akumulace vody v dutiné a

vysledkem je lepsi expanze blastocoelu (Ahlstrom et al., 2011).

3.3 Morfologické hodnoceni embryi pomoci Time-lapse

Time-lapse (¢asosbérny) monitoring vyvoje embrya je neinvazivni metoda slouzici k hodnoceni
jeho kvality z morfologického a morfokinetického hlediska. Vyhodou je kultivace embryi ve
standardnim prostfedi inkubatoru, tudiz za dodrzeni konstantnich in vitro podminek (Kirkegaard
et al., 2012). V soucasné dobé jsou nejvice pouzivané systémy Primo Vision a Embryoscope. Oba
pouzivaji technologii svétlého pole (nejstarSi metoda optické mikroskopie). Dalsi casto
pouzivany systém je EEVA, ktery naopak vyuZiva technologie tmavého pole, vhodného zvlasté
pro lepsi zvyraznéni membrdan. VSechny vySe zminéné systémy obsahuji inkorporovany digitalni
invertovany mikroskop, ktery vytvari snimky v predem definovaném ¢ase 5 az 20 minut. Obrazy
jsou zpracovany a prevedeny do videosekvenci, coz umozZniuje detailnéjsi analyzu. Systémy se lisi
maximalni kapacitou embryi, které jsou schopny pojmout a zplisobem, jakym je monitoruji. V
embryoscopu se nachazi zasobnik, ktery konstantné pohybuje kultivacnimi destickami tak, aby

se kazdé jednotlivé embryo dostalo do zorného pole (Kovacs, 2014).

3.3.1 Kinetické parametry

Potencialni roli time-lapse v klinickém hodnoceni se zabyvalo nékolik neddvnych studii.
V retrospektivni studii Lemmen et al. (2008) zjistili korelaci mezi ¢asnou ztratou viditelnosti
prvojader a kvalitou bunék ke druhému dni vyvoje u dobfe se implantujicich embryi. Dalsi
spojitost nalezli mezi wvysSi UspésSnosti klinického téhotenstvi a synchronizovanym
znovuobjevenim jader v blastomerdch po prvnim déleni (Lemmen et al., 2008).

Wong et al. (2010) studovali vyvojovou kinetiku do stadia blastocysty u zarodk(, které byly
kryokonzervovany ve stadiu zygoty. Vysledkem vyzkumu jsou tfi signifikantné prediktivni
parametry: (i) doba prvni cytokineze (priimérny ¢as 14.3 + 6 min); (ii) doba mezi prvni a druhou
mitdzou (pramérny ¢as 11.1 + 2.2 hod.); (iii) doba mezi druhou a tfeti mitézou (priimérny cas 1
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+ 1.6 hod.). Tyto tfi parametry byly pouZity pro vytvoreni automatického modelu, schopného
predpovédét vznik blastocysty. Zadné z embryi v této studii nebylo transferovano, nelze proto
predpovidat schopnost implantace zarodku a klinického téhotenstvi (Wong et al., 2010).

Na kinetiku vyvoje embrya a jeho implantacniho potencidlu se zaméfila studie Meseguer et al.
(2011). Byla provedena retrospektivni analyza 247 time-lapse embryondlnich pozorovéni, u
kterych jsou znamé vysledky implantace. Na zakladé méreni postulovali autofi tfi hlavni
kinetické parametry: (i) doba déleni do stadia 5 bunék, t5 (48.8-56.8 hodin po ICSI); (ii) doba
trvani déleni 3. mitézy, s2 (< 0,76 h) a (iii) doba druhého bunééného cyklu, tzn. ¢as mezi prvni a
druhou mitézou, cc2 (< 11,9 h). Analyza dat za pouziti logistické regrese identifikovala jako
nejvyznamnéjsi parametr t5 ze vSech vySe zminénych nezdavislych proménnych. Vedle toho
probéhl vybér dvou kvartill s nejvyssi frekvenci implantace pro kazidy parametr, pro t5
prostiedni dva kvartily, pro s2 a cc2 prvni dva kvartily. Velmi kratké dvoubunécéné stadium
embrya (<5 hodin), nerovhomérné blastomery v dvoubunééném stadiu (> 25% rozdil ve
velikosti) a mnohojadernost blastomer ve ¢tyfbunééném stadiu jsou defekty spojované
s minimalni Sanci na implantaci a byly autory navrZzeny jako kritéria pro vylouceni. VySe zminéné
kinetické parametry a kritéria pro vylouceni se staly zdkladem pro vytvoreni hierarchického
modelu klasifikace embryi (Meseguer et al., 2011). Autofi skupiny Rubio et al. (2014) testovali
ucinnost tohoto algoritmu v prospektivni randomizované studii s 843 pary postupujici ICSI.
Vysledkem byl signifikantni narGst Uspésnych téhotenstvi u embryi vybranych diky algoritmu

(51.4%) ve srovnani s embryi hodnocenymi dle klasickych morfologickych systém (41.7%).
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A (Wong etol. 2010)
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Obr. 2: Grafické srovnani dvou algoritm( a jejich kinetickych parametr( uréenych pro vybér
nejkompetentnéjsiho embrya. (A) Algoritmus navrieny Wong et al. (2010) zahrnuje dobu trvani
prvni cytokineze, dobu mezi prvni a druhou mitdézou a dobu mezi druhou a tfeti mitozou (B)
Algoritmus navrzeny Meseguer et al. (2011) zahrnuje t5: celkova doba déleni do stadia 5 bunék,
cc2: doba mezi prvni a druhou mitdzou, s2: doba trvani tfeti mitdzy. Prevzato z Aparicio et al.

(2013).

3.3.2 Bezpecnost time-lapse systémii

DuleZitou otazkou je bezpecnost time-lapse analyzy pred implementaci do klinického prostredi.
Pfi time-lapse monitoringu dochazi s vétsi ¢i mensi mirou k periodickému vystavovani svétlu a
akumulaci tepla z pohyblivych ¢asti vybaveni (Kirkegaard et al., 2012). Ottosen et al. (2007)
porovnali doby expozice ve vSech dostupnych time-lapse systémech se standardnim
pozorovanim, kdy musi byt embrya vyjmuta z inkubatoru a jsou vystavena pUlsobeni svétla
v laboratofi. Celkové vysla doba expozice svétla v ¢asosbérnych systémech mensi nez pfi
hodnoceni pod elektronovym mikroskopem. Time-lapse systémy by mély minimalizovat expozici
embryi kratkym vinovym délkam, které mohou negativné ovlivnit jejich vyvoj. Nékolik dalSich
studii potvrdilo zavér, Ze ¢asosbérny monitoring neposkozuje kvalitu embrya (Cruz et al., 2011;

Kirkegaard et al., 2012).
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4 Hodnoceni kvality embryi pomoci biomarkeri

Prediktivni moZnosti morfologického hodnoceni fyziologického stavu embrya jsou znacné
omezené. Zarodky se stejnym morfologickym skére mohou mit r(izné metabolomické,
proteomické a genomické profily. Klicovy je vyvoj novych hodnoticich metod zaloZenych na
genomové, transkriptomové, proteomické a metabolomické analyze, které jsou neinvazivni a
schopné stanovit markery Zivotaschopnosti embrya (Gardner and Wale, 2013). V nasledujici

kapitole si pfiblizime hlavné metabolickou a genomickou analyzu.

4.1 Metabolismus embrya jako prediktor kvality

Metabolicky obrat je esencidlni pro zachovani Zivotaschopnosti preimplatanéniho embrya.
Nékteré nutrienty jsou nezbytné v rliznych fazich vyvoje zarodku. Z tohoto divodu je studium
Zivin a metobolitd v kultivacnim mediu embrya povazovano za perspektivni diagnostickou

(neinvazivni) techniku.

4.1.1 Metabolismus sacharidi

V ranych stadiich vyvoje zarodku je metabolismus zaloZzeny na aerobni glykolyze a navazujicim
Krebsové cyklu. Hlavnim zdrojem pro vyrobu energie je pyruvat, zatimco spotieba glukdzy je v
tomto obdobi zanedbatelna (Botros et al., 2008). Gardner et al. (2001) zkoumali metabolismus
pyruvatu ve vztahu k vyvoji do stadia blastocysty. Zjistili, Ze pfijem pyruvatu ve 4. den je vétsi u
embryi schopnych vyvoje do stadia blastocysty ve srovnani s témi, ktera se ve vyvoji zastavila.
Stejny vysledek zaznamenali u metabolismu glukdzy, jejiz zvySena absorpce ve 4. dni také
korelovala s Uspésnym progresem. Zajimavé je zjisténi signifikantné vyssiho pfijmu glukdzy u
nejkvalitnéjsich blastocyst, zatimco mnozstvi pfijimaného pyruvatu bylo podobné bez ohledu na
kvalitu blastocysty. Vysledek tedy prokazuje, Ze glukdza je podstatnéjsi nutrient pro vyvoj
embrya (Gardner et al., 2001).

Narast prijmu glukdzy byl prokazan od stadia moruly az do vyvoje v blastocystu. Jeden z hlavnich
dlvodu je aktivace embryonalniho genomu, kdy se zvySuje potfeba energie pro biosyntézu a
tvorbu blastocoelu (prostfednictvim aktivity Na*/K* ATPas) (Donnay and Leese, 1999). Gardner
and Leese, (1988) poukazali na vyznamné vyssi absorpci glukdézy ve 4. dni vyvoje u mysich

embryi, vedouci k Uspésné implantaci zarodku. Nicméné nékteré starsi studie zabyvajici se
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lidskymi embryi nezaznamenaly korelaci mezi pfijmem glukdzy a vyvojem blastocysty (Gott et
al.,, 1990; Hardy et al., 1989). MoZnym vysvétlenim je skutecnost, Ze ve studiich pouZivali
kultivaéni média snedostatkem pyruvatu, laktatu a dalSich Zivin, coz mohlo vést
k metabolickému stresu embryi a k Spatné interpretaci vysledk( (Seli et al., 2010). Naopak v
pozdéjSim vyzkumu, viz vySe (Gardner et al., 2001), se projevil vyznamny narGst glukdzy ve 4.
den vyvoje lidskych embryi, kterd se formovala do stadia blastocysty. Na zadkladé tohoto
vysledku a studie metabolismu mysSich embryi povazujeme pfijem glukdzy za signifikantni

marker.

4.1.2 Metabolismus aminokyselin

Za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie zkoumali Houghton et al. (2002) 18 druh(
aminokyselin v rGznych stadiich vyvoje embrya. Prokazali, Ze embrya formujici se do stadia
blastocysty maiji rozdilny profil metabolismu aminokyselin, nez embrya se zastavenym vyvojem.
Pfesnéji, mensi prijem glutaminu, methioninu, argininu a snizend sekrece aminokyselin alaninu a
asparaginu embryi ve druhém az tfetim dni vyvoje korelovaly s UspéSnym vyvojem do stadia
blastocysty az v95% (Houghton et al., 2002). V nasledné studii stejné skupiny Brison et al.
(2004) vysetfovali spojitost mezi metabolismem aminokyselin a Uspésnosti implantace a
klinického téhotenstvi u embryi, kterd byla vybrana dle rutinnich morfologickych parametrd a
transferovana druhy den. Zjistili korelaci mezi poklesem glycinu a leucinu a nar(istem asparaginu
v analyzovanych kultivacnich mediich, spojenych s Uspésnym klinickym téhotenstvim a porodem
Zivého plodu. Podnétny je rozdil v obratu aminokyselin, predpovidajici stadium blastocysty a
aminokyselinami anticipujicimi klinické téhotenstvi po transferu. Tento jev odrazi skute¢nost, ze
ne vSechny blastocystni formy in vitro jsou Zivotaschopné (Brison et al., 2004). Obé studie
potvrdily hypotézu o tzv. tichém embryu, po kalkulaci obratu aminokyselin. Embrya s vétsi
Zivotaschopnosti méla nizsi obrat aminokyselin v porovnani s témi, kterd se ve vyvoji zastavila.

V novéjsi studii Seli et al. (2008) za pouziti protonové nukledrni magnetické rezonance naméfili
vyznamné vyssi koncentrace glutamatu v pouzitém kultivacnim mediu u zarodkd, které vedly ke

klinickému téhotenstvi a porodu na rozdil od téch, jez se nedokazaly implantovat.
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Rozdilné technologie pouZité pfi méreni aminokyselin ale také pouziti jinych kultivacnich medii a
rozdilna délka kultivace mlze vysvétlovat rozdily v identifikaci aminokyselin jako biomarker( ve

vyse zminénych studiich.

4.1.3 Metabolismus kysliku

Jednim ze slibnych biomarkerd celkové metabolické aktivity zarodku je spotfeba kysliku. Vétsina
energie je u preimplantacnich embryi uloZzena ve formé ATP, které je ziskdvano predevsim
oxidativni fosforylaci. Mnozstvi vyrobené ATP mUzeme tedy zjistit diky méreni spotieby kysliku
(Tejera et al.,, 2012). Funkce mitochondrii je nezbytnd pro bunécné preziti a vyvoj, proto
mitochondridlni dysfunkce pfispivaji ke Spatnému vyvoji embrya a mensimu poctd téhotenstvi
pozorovanych béhem IVF cykld (Dumollard et al., 2007). V nékolika studiich na sav¢ich embryich
se potvrdil narlGst pfijmu kysliku ve stadiu blastocysty v porovnani sranymi stadii vyvoje.
Dlavodem je zvySend potieba energie pro tvorbu blastocoelu a syntéza proteint pro rlist embrya

(Houghton et al., 1996; Thompson et al., 1996).

Relativni zastoupeni Zzivin, ale i koncentrace kysliku vinkubatoru, ovliviuji metabolismus
zarodku. V minulosti se pouzival atmosféricky kyslik pro kultivaci embryi ve vétSiné IVF
laboratotich (Gardner and Wale, 2013). Nicméné hladina koncentrace kysliku v samicich
reprodukcnich organech zdaleka nedosahuje atmosférické urovné (Bontekoe et al.,, 2012).
Atmosféricky kyslik ma vyznamny negativni Gcinek na expresi genl blastocysty, metabolismu a
vyuZziti sacharidd a aminokyselin. ZlepSeni kultivace pfFi koncentraci kysliku 5% ai 7%
zaznamenalo nékolik studii se savéimi embryi (Thompson et al.,, 1990; Batt et al.,, 1991). Dle
studie Kovaci¢ and Vlaisavljevi¢, (2008) ma nizsi koncentrace kysliku pfiznivy vliv na
morfologické vlastnosti lidskych embryi, ktery je evidentni jiz druhy den kultivace. Vysledky
studie s 986 oocyty po oplodnéni metodou ICSI byly nasledujici: 73.2 % embryi se formovalo do
stadia blastocysty v nizSich koncentracich kysliku, 63.1% embryi dosahlo blastocysty pfi
atmosférickém kysliku. Signifikantni je procento embryi dosahujicich expandované blastocysty
s kvalitni ICM v paty den vyvoje, 31.1% pfi nizké koncentraci versus 14.6% pfi atmosférické

koncentraci kysliku (Kovacic¢ and Vlaisavljevi¢, 2008)
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4.2 Analyza sekretomu

Vétsina metabolitll produkovana embryem jsou peptidové retézce netvorici funkéni proteiny.
Skupinu sekretovanych proteind a dalSich komponentld v kultivaénim mediu nazyvame
sekretom. Dle Katz-Jaffe et al. (2006) maji zivotaschopnd embrya jedinecny proteom a nasledné
nékteré z proteinU vylucuji do média v ramci sekretomu. V roce 2009 navrhli Katz-Jaffe et al.
potencidlni biomarkery v sekretomu zahrnujici leptin, agrokranin, faktor aktivujici desticky (PAF),
lidsky leukocytarni antigen (HLA-G) a ubiquitin. Nékolik vyzkumnych skupin se zabyvalo
vyuzitelnosti HLA-G jako biomarkeru pfi hodnoceni kvality embryi, jelikoZ je lidsky leukocytarni
antigen nesmirné duleZity vimunologické toleranci mezi matc¢inou imunitou a plodem. Ve své
studii Fuzzi et al. (2002) detekovali pfitomnost rozpustného HLA-G v kultivaénim mediu
metodou ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Vysledkem studie byl nalez pozitivni
korelace mezi pfitomnosti HLA-G a implantaénim potencidlem embrya. Navzdory slibnym
vysledklim zkoumani dalSich skupin se méreni leukocytarniho antigenu-G nepouziva v klinické
praxi (Fuzzi et al., 2002; Sher et al., 2004).

Jednim z dalSich zkoumanych biomarker( v sekretomu je leptin. Jedna se o maly pleiotropni
protein, ktery byl také pozorovan v kultivatnim mediu blastocyst. Metodou ELISA byla
prokdzana spojitost mezi vyluéovanim vyssich koncentraci leptinu do media u kompetentnich
blastocyst (Gonzdlez et al.,, 2000). Dle Cervero et al. (2005) existuje cross-talk mezi
sekretovanym leptinem blastocystou a endomteriem matky, které exprimuje leptinové
receptory béhem lutedlni faze. Byla navriena hypotéza o aktivaci leptinovych receptor(

sekretovanym leptinem, coZ usnadniuje proces implantace embrya (Cervero et al., 2005).

4.3 Genomické hodnoceni kvality embryi

Preimplantacni geneticka diagnostika (PGD) je alternativou k prenatalni diagnostice umoznuijici
detekci genetickych onemocnéni IVF embryi pred jejich prenosem do délohy. Cilem tohoto
postupu je vybrat embryo nezatizené genetickou poruchou u dvojic s rizikem prenosu tézkych
genetickych poruch na jejich potomstvo. Vysledkem je dosaZzeni zdravého téhotenstvi a
v nékterych pripadech vymazani dédi¢né nemoci zrodinné anamnézy (Fragouli, 2007). V
soucasné dobé pouzivame PGD k diagnostice vice nez 200 nemoci napf. cystické fibrézy, Tayova-

Sachsova choroby, hemofilie, Huntingtonova choroby, srpkovité anémie, syndromu fragilniho X
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a nékolika druhl dédi¢nych rakovin jako je retinoblaston a rakovina prsu s mutaci v genu
BRCA1/BRCA2 (Girardet et al., 2003; Menon et al., 2007). Technika preimplantacni genetické
diagnostiky se v soucasné dobé rozsifila na preimplantacni geneticky screening (PGS), cozZ je
metoda vyuZivand pro stanoveni pfitomnosti aneuploidie (nadpocetny nebo chybéjici jeden, i
vice chromozomu) ve vyvijejicim se embryu (Brezina et al., 2013)

Pouze 5% az 30% embryi, ktera preziji transfer do délohy, vyusti v UspéSné téhotenstvi a
narozeni ditéte. Existuje mnoho negativnich faktor( ovliviujicich preZiti embrya, jednim z
nejdUlezitéjSich je chromozomalni abnormalita. Cytogenetické analyzy prokdazaly, Ze vice neZ

polovina vSech lidskych preimplantacnich embryi obsahuje aneuploidni buriky (Munné et al.,

1993; Harper et al., 1995; Delhanty et al., 1997).
Indikace u pacientl k PGD/PGS jsou nasledujici:

e Jsou prenase¢i monogenniho onemocnéni (mutace vjednom genu), Autozomdlné
dominantni ¢i recesivni nebo vazané na chromozom X;

e Jsou nosi¢i chromozomadlni abnormalit, recipro¢ni a Robertsonska translokace, inverze,
delece, inzerce atd.;

o VysSi vék partnerky (vice nez 35 let), u starSich Zen je vétsi incidence aneuploidie
chromozomu 13, 16, 18 a 21 (Voullaire et al., 2007);

e Opakované neuspéchy IVF léCby;

e NevysvétlitelIné opakované potraty;

4.3.1 Biopsie

Provedeni PGD zahrnuje tfi faze: proces IVF, biopsii materidlu ze zdrodku a v posledni fadé
diagndzu odebranych bunék. Biopsii je moZné provést ve tiech fazich vyvoje: odebrani prvniho
nebo druhého polarniho téliska (PB) extrudovaného z oocytll béhem meidzy, vyjmuti

blastomery ve fazi ryhovani (vétSinou 3. den) a odebrani ¢asti TE z blastocysty (Hameed and Ali,

2008).
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4.3.1.1 Biopsie pdlového téliska

Zraly oocyt se vyznacuje pritomnosti prvniho PB, které obsahuje 23 matefskych chromozémd.
Tato struktura mlze byt odstranéna a pouzita pro genetické testovani nebo aneuplodni
screening oocytl pred oplodnénim. Po fertilizaci se mlZe pouzit i druhé PB pro zlepSeni
presnosti diagndzy (Rechitsky et al., 1999). Nevyhodou této metody je, Ze poskytuje informace o
genotypu matky a pfipadné defekty z otcovy strany nejsou touto metodou zjistitelné. Pozitivem
je jednoduché odebrani vzorkd bez mozného ovlivnéni vyvoje zarodku. V nékterych zemich se

pouziva také z etickych divodu.

4.3.1.2 Biopsie blastomery ve fazi ryhovani

Biopsie ve fazi ryhovani je Siroce pouZivanou technikou v IVF centrech. ZP se narusi za pouziti
kyselého Tyrodova roztoku nebo mechanicky laserovou technologii a ndsledné jsou jemné
nasavany bioptickou mikropipetou jedna ¢i dvé blastomery. Alternativou je vytvoreni malého
otvoru v ZP a ndasledné nasati bunék, tato technika se ale u délicich se embryi Siroce nevyuziva
(De Vos and Van Steirteghem, 2001). Kontroverzni otdzkou je rozhodnuti, zdali je vhodné
odebrani dvou blastomer. Odebrani vice bunék snizuje hmotnost embrya a m(ize ovlivnit jeho
vyvojovou kapacitu. Na druhou stranu presnost diagndzy se zvySuje evidenci vysledk( z obou
blastomer vzhledem k vysoké mife vyskytu mozaicismu embryi. Ve své studii Van de Velde et al.
(2000) hodnotili implantaci po odstranéni jedné, dvou ¢i tfi bunék. Prokdzali nesignifikantni
rozdil vimplantaci embryi, kterym byly odebrany jedna nebo dvé bunky. Proto doporucuji
analyzovat dvé blastomery u embrya svic jak sedmi bunkami pro presnéjsi a spolehlivéjsi

diagnostiku.

4.3.1.3 Biopsie trofoblastu blastocysty

Hlavnim problémem biopsii ve dfivéjsSim stadiu vyvoje je nedostatek materidlu. Biopsie
blastocysty tento problém odstranuje, jelikoz mize obsahovat az 300 bunék a neni zatézi
odebrat vice bunék (Braude et al., 2002). Biopsie se obvykle provadi 5. nebo 6. den od
oplodnéni a zahrnuje naruseni ZP, nasati nékolika bunék TE a nasledné oddéleni laserem (viz
obr. 1) (McArthur et al., 2005). Jako nevyhodu odbéru materidlu v této fazi vyvoje mizeme
vnimat fakt, Ze jen malé mnoZstvi embryi se vyvine do stadia blastocysty a je tak relativné malo

Casu pro genetické testovani pred transferem embrya.
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Kryokonverzace geneticky testovanych blastocyst a pfeneseni az v dalSim cyklu je tedy nezbytné
(Seli et al., 2008). Presto je v soucasnosti vice praktikovanou technikou v IVF centrech nez odbér

blastomer ve fazi ryhovani.

Obr. 3: Biopsie trofoblastu blastocysty ve stavu hatchingu. (A) Expandujici blastocysta v 5. den
vyvoje.  (B) Detail trofoblastu. (C) Zacatek biopsie mikropipetou. (D) Nasati bunék
trofoektodermu do pipety. (E) Oddéleni bunék laserem (nezobrazen). (F) Blastocysta po biopsii a

2- az 9- bunécny vzorek. Pfevzato z McArthur et al. (2005).

4.3.2 Analytické metody

4.3.2.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerdazova retézova reakce (PCR) je technika zaloZzend na rychlém zmnozZeni urcitého Useku
DNA do té miry, Ze se mlze podrobit genetické diagnostice. PCR se v PGD pouziva k detekci
monogennich chorob. Cely postup nejprve za¢iname denaturaci odebrané bunky ve specidlnim
roztoku. Nasledné k uvolnéné DNA priddme specidlni PCR mix s primery a PCR reakce muze
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zacit. Kvali vysoké citlivosti této metody hrozi nebezpeci kontaminace cizi DNA, proto jsou
v laboratofich zavedena pFisna opatfeni (Sermon et al., 2004). Casta je amplifikace jen jedné
alely z obou pfitomnych v heterozygotnim locusu, coz muze vést k faleSnému predpokladu, zZe
allele-drop out (ADO), bylo vyvinuto nékolik technik zlepsujicich PCR analyzu: fluorescenéni PCR

a pozdéji multiplexni PCR (Rechitsky et al., 1998).

4.3.2.2 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

FISH je standardni cytogenetickou metodou uzivanou pro aneuploidni screening a detekci
chromozomadlnich translokaci (reciproké a Robertsonovy). FISH se pouZivd pro testovani
omezeného poctu chromozom (13, 16, 18, 21, X a Y) nesouci ¢asté chromozomalni abnormality
(Voullaire et al., 2007). Postup se skladd z nasledujicich kroku: fixovani jader odebranych bunék
na mikroskopické podlozni sklicko, denaturace DNA, naneseni DNA sond (oznacené
fluorochromem) specifickych pro sledované chromozomy, ochlazeni a hybridizace sond na
rozeznaném useku. Po nékolika omytich prebyteénych sond mizeme pozorovat hybridizicani
signaly ve fluorescenénim mikroskopu (Sermon et al., 2004). DalsSim vyuZitim FISH metody je
stanoveni pohlavi embrya. V rodindch s recesivni X vazanou dédi¢nosti se preferuje vybér
Zzenského embrya radéji nez muiZského. Dlvodem je az 50% pravdépodobnost narozeni
nemocného chlapce na rozdil od divek, které jsou hlavné prenasecky (Staessen et al., 1999).
Mezi problémy spojenymi s metodou FISH patfi pfekryv nebo naopak rozstépeni signalu, selhani
hybridizace, anomalni fluorescence a nedostatek specidlnich sond s nezbytnym fluorochromem

(Munné et al., 1998).

4.3.2.3 Komparativni genomova hybridizace (CGH, aCGH)

Komparativni genomova hybridizace umoziiuje screening celého genomu. CGH detekuje
kvantitativni zmény v genomu, tj. nebalancované genetické prestavby (Voullaire et al., 2000).
Hlavnim principem je porovnavani genomu testovaného a referencniho vzorku. Pfedem
amplifikovand testovana DNA (neznamého karyotypu) je oznacena zelenym fluorochromem.
Referencni vzorek normalniho karyotypu je také amplifikovdn a oznacen cervenym
fluorochromem. Poté jsou oba vzorky smichany a ko- hybridizovany s normalnimi chromozomy

v metafazi. Testovaci a referenéni DNA kompetuje o hybridiza¢ni misto na kazdém z 23
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chromozomu. V ptipadé, Ze testovand DNA je karyotypicky normalni, neni pozorovan zadny
rozdil v intenzité fluorescence oproti oblastem vykazujicich zelenou fluorescenci, coz znadi vice
genetického materidlu v testovaném genomu (tzn. duplikace). Cervend barva poukazuje na
delece v genomu zkoumaného vzorku (Sermon et al., 2004). Nevyhodou CGH je, Ze cely postup
trvd 72 hod. Z tohoto dlvodu aplikujeme metodu na pélova téliska, kde na analyzu mame 5 dni.
Metodu CGH mUlzZeme pouZit i pro odebrané blastomery ve fazi ryhovani, poté se ale musi
embrya krykonverzovat a pouZzit v dalSim cyklu. PouzZitim této metody se podafilo dosahnout
nékolik Uspésnych téhotenstvi a porodd (Wilton et al., 2001, 2003). Nadéji na zjednoduseni a
zrychleni CGH je poutziti mikroCipl. Stejné jako CGH zahrnuje aCGH komparativni genomovou
hybridizaci testovanych a referencnich vzorki DNA. Hybridizace DNA probihd na DNA sondach
pfipojenych na mikroskopické sklicko narozdil od normalni CGH, ktera probihda na
chromozémech v metafazi. Cely proces aCGH trva pfiblizné 48 hodin, neni proto nutné délici se
embrya po analyze kryokonverzovat (Wells et al., 2008).

Nejnovéjsi pokrok v sekvenovani celého genomu je vyvoj metody next generation sequencing
(NGS). V porovnani s aCGH ma metoda NGS vétsi rozliSeni a poskytuje vice informaci o stavu
chromozoml, jelikoz ziskavda data ztisicd mist na chromozomu principem paralérniho
sekvenovani. Vyhodou presnosti analyzy je moznost odhaleni mozaicismu u embryi, ktera byla
prohlasend za kvalitni (Fiorentino et al., 2014). NGS umozZiiuje detekovat genové mutace a
translokace soucasné ze stejné biopsie, coz nam snizuje celkové ndaklady spojené s PGS a PGD
(Treff et al., 2013; Yin et al., 2013). Metoda se tak stava pristupna pro vice pacientl postupujici
|é¢bu IVF.
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5 Zavér
Prace poskytuje souhrn a porovnani vybranych metod vyvinutych pro evaluaci embryi. Ve své
praci jsem popsala zakladni parametry sledovanych metod, jejich praktickou vyuZitelnost,

vyhody a nevyhody.

Hodnoceni na zdkladé morfologickych parametr( je stale nenahraditelnda metoda pro evaluaci
zarodkd. VétsSina embryologli spoléha na zavedeny konvencni systém morfologického
hodnoceni, ktery navzdory své nepresnosti nese urcitou prediktivni silu. Posun v morfologické
evaluaci pfinesl vyvoj time-lapse monitoringu, ktery umoznil sledovat dynamicky proces vyvoje
embrya. Vysledky randomizované studie modelu zaloZzeného na kinetickych parametrech
prokazaly vétsi ucinnost morfokinetického hodnoceni nad statickym morfologickym systémem
hodnoceni. Avsak limitem zlstava nakladnost vybaveni. Dle mého nazoru je systém berouci
v Uvahu jak morfologii, tak kinetiku nejlepsim soucasnym pfistupem v selekci embryi. Usuzuji

takto na zakladé mnozstvi studii o bezpecnosti a prakti¢nosti metody pro klinické pouZziti.

Slibnou neinvazivni metodou zkoumajici biomarkery vitality je méreni obratu metabolit(
v kultivaénim mediu. Poskytuje bezprostiedni ndhled na vSechny biologické pochody odrazejici
aktudlni vyvoj zarodku na rozdil od genomiky a proteomiky, které poskytuji informace o
ocCekavané funkci. Hlavnim omezenim zUstava metabolickd plasticita embrya, tj. adaptabilita
vuci kultivaénim podminkdm. Z toho divodu je standardizace kultiva¢nich medii nezbytna pro
dalsi vyvoj téchto metod. Troufdm si tvrdit, Ze po vytvoreni robustniho modelu a nékolika
randomizovanych studii ma metoda méreni obratu metabolismu velky potencial byt vyznamnym

dopliikem ke konvenénimu morfologickému hodnoceni.

Pro posouzeni vyvojové kompetence zarodkl je pouZitelnd preimplantaéni geneticka
diagnostika, pomoci které se detekuji mutace a aneuploidie. PGD neaplikujeme plosné na
vSechna embrya, ale pouze na embrya pacientd s rizikovou diagndézou nebo pacientl
s opakovanym selhavanim IVF |é¢by. Ve vysledném dopadu je benefitem této metody vyhnuti se
psychické zatézi z umélého preruseni téhotenstvi. Nicméné metody PGD zahrnuji invazivni
biopsii, kterd je ¢asové narocna a muze predstavovat urcité riziko pro embryo a v neposledni

fadé je nakladna. V pripadé této metody pokladam za zfejmé, Ze vyuziti PGD spociva predevsim
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v komplementarité morfologickych metod. Je nutné zminit probihajici rychly vyvoj metod

genetické diagnostiky s vysokou presnosti identifikace vyvojové kompetentniho embrya (NGS).

Na zdkladé této prace jsem dosla ke zjiSténi, Ze komparace stavajicich morfologickych a novych
metod sledujicich biomarkery Zivotaschopnosti embryi je v mnoha ohledech diskutabilni. Jak
zminuji vySe, je to predevsim odliSnost pouZiti a zacileni sledovanych metod. Dale srovnavani
relativizuje rozdilnost znalosti spocivajici v deficitu dat z velkych randomizovanych studii a z
klinické praxe. Stavajici dynamika vyzkumu umoZniuje predpoklad komperability novych a

starych metod v fadech nékolika let.

Z mého pohledu je jediné skutecné komparativni kritérium principidlni rozdil mezi popisovanymi
metodami. V pripadé morfologickych metod to je princip hodnoceni na zakladé subjektivniho

posouzeni kvalitativnich znak( oproti empirickému méreni biomarker( embryi.

Diky této bakalarské praci jsem ziskala fadu novych poznatkd, které chci prohlubovat a rozvijet

ve své diplomové praci.
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