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Abstrakt

Preimplantacni genetické testovani je jednou z hlavnich klinickych procedur, které probihaji
v centrech asistované reprodukce na celém svété. Vyhledavaji ho pary z mnoha rlznych
dlvodu. Pficiny pfichodu paru se mohou tykat dédi¢nych chorob, které budouci rodice
nechtéji prenést na potomky, ¢i mohu zahrnovat riziko pfenosu chromozomalnich prestaveb.
Dale se mlze jednat o neplodnost zplUsobenou zvySsenym rizikem aneuploidie embryi, ktera
koreluje s vyssim vékem pacientky a dalSimi faktory. Prace se tedy soustfeduje na nové
pfistupy u cytogenetickych vysetfenich pro reprodukéni genetiku. Dale diskutuje klinické
metody pouZivané ke zlepSeni diagnostiky a terapie neplodnych pard, a také metody
experimentalni, které by mohly do budoucna byt zdkladem novych diagnostickych postup.
To jsou napfiklad metody single nukleotidovych polymorfismi, array Cipové metody Cci
sekvenovani nové generace a celogenomové amplifikace. Ohlizi se po metodach, od kterych
se postupné odpousti, jako napfiklad fluorescentni in situ hybridizace a porovnava jejich
vyhody a nevyhody.

Klicova slova: preimplantacni genetické testovani, aneuploidie, strukturalni prestavby,
monogenni choroby, biopsie



Abstract

Preimplantation genetic testing is one of the major clinical procedures that takes place in
centres of assisted reproduction all around the world. It is sought out by couples for many
reasons discussed in this paper. The causes of couples’ arrival to the centres might vary from
inherited diseases that future parents do not wish to transfer to their offspring to the risk of
transfer of chromosomal structural rearrangements. What’s more, infertility might be caused
by the greater risk of aneuploidy in embryos which correlates with higher maternal age and
other factors. This paper also focuses on new approaches in cytogenetic examinations for
reproductive medicine. Furthermore, it discusses clinical methods used to improve diagnosis
and treatment of infertile couples and experimental methods that could become the base of
new diagnostic tools. These are for example single nucleotide polymorphism methods, array-
based methods, new generation sequencing and whole genome amplifications. It also looks
back at methods that became old-fashioned, just like for example fluorescent in situ
hybridisation, and states its pros and cons.

Key words: preimplantation genetic testing, aneuploidy, structural rearrangements,
monogenic diseases, biopsy
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Historie IéCby neplodnosti

Rodicovstvi je instinktivné fizend fyziologicka potfeba!, kterd hraje velkou roli v procesu
nesmrtelnosti2. O neplodnostia jeji pfipadné 1é¢bé lidé uvaZovali jiz od praddvna. Prvni zminky
o umélém oplodnéni, jakoZzto o procesu injikovani semene do reprodukéniho traktu Zeny,
byli riznorodé magické smési i ,lektvary’ pfipravované tehdejSimi mudrci. Samoziejmé,
v této dobé si podobnou pomoc nemohl dovolit kazdy. Lektvary mudrc byly podavany
pfedevsim bezdétnym krdlovnam, aby otéhotnély a tim udrZely pokrevni linii na triinu3.

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

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

Dalsi vyvoj rlznych technik lécby priSel spolecné svédeckym pohledem na divody
neplodnosti. Nejvétsi pokrok v pochopeni reprodukéni fyziologie nastal s objevem
spermatozoa. V roce 1677. Antonie van Leeuwenhoek jako prvni uvidél spermatozoa pod
mikroskopem a uril jejich zdsadni dualeZitost ve formovani embrya®. Tim zadal proces
objevovani interakce gamet a moznych zpGsobu 1é¢by a nasledného feseni infertility!.



Vyznamnost spermatozoa pro reprodukci demonstroval italsky fyziolog Lazzaro Spallanzani.
Uk&zal, Ze spermatozoa maji jadro a cytoplazmu®. Poprvé bylo potvrzeno, 7e embryo se vyviji
diky fyzickému kontaktu vaji¢ka se spermii'?. Spallanzanimu se diky jho objevu povedlo
Uspésné inseminovat psi'3. Také ukazal, Ze spermatozoa mohou byt zchlazenim inaktivovana
a nasledné reaktivovdna, coz byl zdsadni objev pro budouci uchovavani spermii a tedy i pro
umélé oplodnéni'#. Dalsi velmi vyznamny pfinos pro embryologii byl objev Carla Ernsta von
Baera, ktery v roce 1827 objevil sav¢i vaji¢ko®.

Artificidlni inseminace

Prvni snahy o zavedeni artificidlni inseminace (Al) jako normalni procedury zacaly v Rusku
s Ivanovem?®>, Déle se technika rychle rozsifila i do zapadnich zemi. Nicméné, i kdyZ byla
procedura jiz znacné rozvinuta pro pouZiti na zvifatech, zabralo fadu let, neZ se zacala pouzivat
i na lidech. Prvni zdokumentované Al provedl| skotsky chirurg John Hunter v sedmdesatych
letech 18. stoleti'®. Pravy zalatek technologie asistované reprodukce (assisted reproductive
technology, ART) vSak nastal az o néco pozdéji, a to s publikaci Guttmachera, ktery poprvé
zdokumentoval a zmapoval poufZiti Al na ¢lovéku!’. Inseminace darcovskych spermii nabyla
popularity okolo roku 190918,

Koncept kryokonzervace

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

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

Revoluce in vitro fertilizace

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



Metody soucasné asistované reprodukce

Pojem metody asistované reprodukce zastituje vSechny procedury, pfi kterych se manipuluje
s lidskymi spermiemi, vajicky a embryi s cilem zajistit téhotenstvi?®. Snazi se najit zpGsoby
|écby neplodnosti, kterou WHO definuje jako ,neschopnost mladého heterosexudlniho paru
dosdhnout otéhotnéni pfi dostate¢ném poctu pokusti?®. Nésledujici vyéet velmi struéné
popisuje jejich princip.

Intrauterinni inseminace (1UI)

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

In vitro fertilizace

In vitro fertilizace je procedura, pfi niz dochazi k fertilizaci mimo délohu pacientky. Cilem je
dosahnout vzniku Zivotaschopné zygoty s intaktnim genomem a epigenomem, a to bez pouziti
mikromanipualce. Tato metoda vyZaduje velmi kvalitni spermie?’. Ejakuldt musi obsahovat
progresivné pohyblivé spermie s normalni morfologii. Takovéto oplozeni vyZaduje fertilizacni
médium a suspenzi oisténych spermii v ném, které se ptidaji ke skupiné nékolika oocyt2°.
Od oplozeni in vivo se lisi diky tomu, Ze neni potreba, aby spermie absolvovaly cestu pres
cervikaIni hlen a déloZni dutinu do ampuly vejcovodu?’.

Embryotransfer (ET)

Procedura, pti které je jedno nebo vice pfipravenych a vyselektovanych embryi zavedeno
pfimo do délohy nebo do vejcovodu Zeny. Predstavuje finalni krok IVF cyklu. VyZaduje uzkou
spolupraci embryologa a |ékafe, ktery dostava pfipravend embrya v katetru na sal®®. Vybér
nejlepsiho embrya je kliCové pro uspésnost embryotransferu, pfedevsim kdyz je zaveden
postup single-embryo transfer (SET). Embrya jsou hodnocena zkuSsenymi embryology podle
zakladnich charakteristik, jako je pravidelnost nebo rychlost déleni, mira fragmentace
cytoplazmy, pfitomnost jader v jednotlivych bunkach atd. V ryhujicim se embryu je hodnocen
pocet bunék, jejich symetrie a pfitomnost bunéénych fragmenta. Blastocysty jsou hodnoceny
na zakladé expanze a vzhledu vnitini bunééné masy (inner cell mass, ICM) a trofoektodermu?2,
V soucasné dobé se zacaly aplikovat i neinvazivni metody pozorovani morfologického vyvoje
embryi. Radi se zde napfiklad morfokineticka technologie time-lapse?°. Dale bylo navrhnuto
provadét proteomické3® a metabolické3! studie pro zjisténi kvality embrya. Po zavedeni do
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délohy pacientky jiz dale probihd vyvoj embrya in vivo. Paty az Sesty den po oplozeni vajicka
dochazi ke spontannimu hatchingu — praska zona pellucida — a embryo pfichazi do pfimého
kontaktu s délozni sliznici. Nasledné miZze dojit k implantaci embrya, a to diky komunikaci
trofoektodermu a endometria prostfednictvim adhezivni molekuly glykokalyxu?®. V asistované
reprodukci se provadi transfery i vice embryi najednou, coZ je postup, ktery sice ma prindset
lepsi klinické vysledky, ale zaroven je spojovdn se zvySujicim se rizikem viceCetného
téhotenstvi®2,

Intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI)

Tato metoda vyuzivad injekci jednoho spermatozoonu do cytoplazmy vajicka a vyzaduje
mikromanipulaéni techniky?>. Diky tomu je tfeba manudlni zru¢nost embryologa, pfesnost a
soustredéni, jelikoZ se jednd o Cisté mechanické vpraveni jedné spermie do ooplazmy. Déle
musi vykon probihat co nejrychleji, aby nebyla vajicka vystavena prostfedi mimo kultivacni
systém po pfilis dlouhou dobu. Od pfirozeného oplodnéni se tato technika lisi tim, Ze se
spermie nemusi sama navazovat na zonu pellucidu ani pozdéji na oolemu, aby byla
internalizovana do oocytu. Proto je také ¢astou indikaci pro tuto metodu neschopnost spermii
proniknout do oocytu. Také se pouziva vice neZ klasické in vitro oplozeni bez manipulace,
protoZe ma vyssi vytéZnost a zabrafiuje polyspermiiZ®,

Kryokonzervace gamet a embryi

Obecné kryokonzervaci oznacujeme mrazeni a uchovavani biologického materidlu pfi velmi
nizkych teplotach. Jde o rutinni metodu pfimo navazujici na techniky asistované reprodukce.
Zarodecné buriky a embrya jsou uchovavany v kapalném dusiku o teploté -196°C. Diky takto
nizké teploté jsou pozastaveny vsechny fyziologické bunééné aktivity. Takovéto bunky, i kdyz
mrazené, zachovavaji svlj reprodukéni potencidl i po velmi dlouhé dobé skladovani. V
soucasné praxi se vyuzivaji dva rtdzné zplsoby mrazena lidskych reprodukcnich bunék —
pomalé mrazeni a vitrifikace. Pomalé mrazeni je praktika historicky starsi a je zalozena na
pomalém zchlazovani vzorku az do -150°C. Vitrifikace je oproti tomu ultrarychly zplsob
kryokonzervace, kdy jsou vzorky rychle zmrazeny ve velmi malém objemu mraziciho média na
specidlnich nosic¢ich a rovnou ponorfeny do tekutého dusiku. Dalsi vyhodou je, Ze metoda
vitrifikace nevyZaduje Zadné pristrojové vybaveni laboratore, narozdil od pomalého mrazeni,
které vyZaduje mrazici pfistroj. Diky prevazujicim vyhodam metody vitrifikace se proces
rychlého mrazeni vyuZiva v souasné dobé nejéasté;iZ.

Preimplantacni genetické testovani

Preimplantacni genetické testovani definujeme jako sérii genetickych vysetfenich oocytu
zygot a embryi, které maiji za cil najit chromozomové vady nebo genové mutace. Tyto mutace
by po implantaci daného embrya mohly vést ke vzniku genové vady nebo zaniku téhotenstvi?’.
Testy se provadi na rdznych bunkach z rdznych stadii vyvoje — k analyze Ize pouZit polarni
téliska, blastomery ¢ trofoektoderm?®. Pfedpokladem pro provedeni preimplantaéniho
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genetického testovani je oplozeni a péstovani embrya in vitro. Material se ziskava biopsii a
dale je podroben metoddm molekularni genetiky.

Dalsi metody

V asistované reprodukci se provadi napfiklad i metoda GIFT (gamete intrafallopian transfer),
¢im? se oznacuje prenos pohlavnich bunék do vejcovodu. Zena v tomto procesu taktéi
podstupuje ovaridlni hormonalni stimulaci jako pfi IVF cyklech, jsou ji odebrany vajicka a
nasledné jsou se spermiemi zavedena zpét do vejcovodu, kde mUZe dojit k oplozeni pfirodni
cestou. Metoda ZIFT (zygote intrafallopian transfer) zahrnuje stejné kroky, ale misto
pohlavnich bunék je prenasen do vejcovodu jiz zarodek. Mezi metody asistované reprodukce
je Fazeno i nahradni matefstvi a darcovstvi oocytt a embryi®>. O téchto metodach se ale tato
prace dal zminovat nebude.

Preimplantacni genetické vySetreni

Konstitutivni chromosomalni vady jsou velmi dalezitou soucasti indikaci vySetfeni spermii a
preimplantacniho vySetieni embryi. Podil genetickych pfi¢in na vzniku neplodnosti se obtizné
stanovuje, jelikoZz dédi¢nost ma svUj podil i na onemocnénich jako je syndrom polycystickych
ovarii, obezita, endometriéza, poruchy spermiogeneze a r(zné defekty imunity?6. Je
odhadovano, Ze u cca 10 % Zenské neplodnosti a 15 % muzské neplodnosti se na jejim vzniku
podileji genetické abnormality zahrnujici chromozomadlni aberace a mutace jednotlivych
genu?®. Z toho vyplyva nutnost testovat na tyto molekularni anomalie s cilem sniZeni pfenosu
raznych genetickych vad na budouci potomky a zlepSeni klinickych vysledk( jako je implantace
embrya, klinické téhotenstvi a podil Zivych zdravych porodu (live birth rate, LBR). Jak uz bylo
zminéno vyse, preimplantacni testovani se provadi na biologickém materidlu odebraného z
embrya, tudiz jasnou podminkou pro takové testovani je Uspésné oplozeni oocytu in vitro a
nasledna maturace embrya in vitro. To, jak moc chromosomalni abnormality ovliviuiji lidskou
reprodukci je pozoruhodné. Dokonce i na vrcholu Zenské plodnosti neni vyskyt
chromozomalnich abnormalit zanedbatelny — jedna se o cca 20 % vSech oocyti33. ento jev
mQZeme porovnat s my$imi embryi, kde chromozomalné abnormalni je pouhé 1 % embryi34.
To vse naznacuje, Ze do jisté miry je chybovost béhem segregace chromozom v gametogenezi
vyhodna pro nas druh. Embryonalni chromosomalni abnormality by tedy nemély byt brany
jako aberace, ale jako integralni a naprogramované komponenty v pfirodnim procesu lidské
reprodukce®>.

Preimplantac¢ni genetické testovani se dfive rozdélovalo na dva terminy. Preimplantacni
geneticka diagnostika (PGD) a preimplantacni geneticky screening (PGS). PGD zahrnovala
testovani polarnich télisek, blastomer nebo trofoektodermu pro detekci specifickych
genetickych alternaci?®>. Dnes se tomuto pfistupu fikd PGT-M — preimplantaéni genetické
testovani na monogenni genetické choroby. PGS zahrnovala analyzu téch stejnych bunék pro
detekci aneuploidii a strukturdlnich pFestaveb?. PGS nahradily terminy PGT-A



(preimplantation genetic testing for aneuploidy) a PGT-SR (preimplantation genetic testing for
structural rearrangements), které jsou provadéné bud samostatné nebo soucasné. Celkové se
tedy v soucasné dobé pouZiva termin preimplantalni genetické testovani3®. Prace bude déle
rozebirat indikace a metody pravé PGT-A, M i SR.

Biopsie pro PGT

Biopsie je technika umélého oplodnéni, kdy je odebirano jedna &i vice bunék pro potreby
genetické analyzy. Provadi se rizné a nasledujici vyCet popise rlizné techniky biopsii.

Polarni téliska

Poldrni téliska jsou vedlejsi produkty meiotického déleni oocytu. Nemaji Zddnou reprodukéni
funkci, a proto mohou byt jednoduse odebrdna bez jakéhokoliv zasahu do embryonalniho
vyvoje. Biopsie polarnich télisek mlze byt provddéna jednokrokové nebo dvoukrokové. Budto
jsou odebrana obé téliska ve stejném case a to 16 hodin po inseminaci anebo je odebrano
prvni poldrni télisko jesté pred intracytoplazmatickou injekci spermie (ICSI). Druhé jé opét
v tomto pfipadé odebrano 16 hodin po inseminaci?®. Zd4 se, Ze zkombinovanim obou biopsii
se zvySuje pocet spravnych detekci chromozomdlnich abnormalit®’. Limitace této techniky
spoCiva ve faktu, Ze poldrni téliska reflektuji pouze materndini genetickou informaci a
parentdlni abnormality & chyby mitotického déleni jsou zanedbany3®. Nicméné
randomizovana studie pro zjiSténi efektivnosti PGT-A provadéného na poldrnich téliskach,
kterou zastitila Evropska spole¢nost pro lidskou reprodukci a embryologii (ESHRE), neukazala
zadny signifikantni rozdil v LBR mezi Zenami s vysokym maternalnim vékem s PGT-A a bez PGT-
A3, Hlavni vyhodou poufZiti poldrnich télisek nadéle z(stava to, Ze tento zplGsob biopsie
poskytuje klinickym pracovnikiim dostatek casu na provedeni genetického testovani bez
nutnosti kryokonzervace3® a tim padem je nadéle taky jedinou moZnosti v zemich, kde plati
pFisna legislativni pravidla ohledné genetického testovani a manipulace s embryi?8.

Blastomery

Blastomery se odebiraji v momenté, kdy je embryo tvofeno Sesti az osmi burikami. Tento stav
nastava zhruba 72 hodin po inseminaci. Prvnim krokem byva otevieni zony pellucidy. Otevieni
z6ny se muzZe provadét pouZitim tyrodové kyseliny, mechanickym propichnutim anebo
propaleni laserem (laser-assisted hatching). Nejvice pouzivand metoda ve svété je pouziti
laseru k otevieni zény a vyuZiti média bez vapniku a hotéiku k oslabeni bunéénych spoji.
Otazkou je také, kolik blastomer je moZzno odebrat. Obvykle se odebirad bud jedna nebo dvé.
Pokud embryolog odebere pouze jednu, vysledky genetickych test mohou byt zavadéjici Ci
dokonce nekorektni. Odebirani dvou blastomer zase $kodi embryu, protoze se jedna o skoro
30% bunécnou ztratu®l. Ackoliv je sbér blastomer z ¢asné se $tépicich embryi kompatibilni
s embryotransferem ¢&erstvého embrya bez mraZeni®?, technika se ukdzala jako Skodici
embryondlni vitalité. Proto se muselo nacasovani pro provadéni biopsii pozménit*3.



Trofoektoderm

Blastocystu tvofi dva bunécéné typy — ICM (bude tvofit budouci fetalni tkan) a trofoektoderm
(tvori budouci placentu). Poprvé byla izolace trofoektodermu popsana v roce 1990 Dokrasem
s kolegy**. Pfechod k fazi blastocysty byl umoinén zejména dvéma pokroky. A to vyvojem
média, které v mnohem vétsi mife napodobuje fyziologické podminky, diky ¢emuz byl
umoznén konsistentni rlst embrya®4¢, A také vylepsenim metody kryokonzervace, znamé
jako vitrifikace, ktera zajistuje mnohem vyssi miru preZiti blastocyst?’. Je tedy standardem
ponechat embryo dorlist do patého, Sestého ¢i az sedmého dne, nasledné jej podrobit biopisii
trofoektodermu a blastocystu vitrifikovat do doby, nez jsou vysledky PGT-A k dispozici.
Pacientkdm se nasledné m(iZe napldnovat transfer.

Hlavnich vyhod spojovanych s trofoektodermni biopsii spatfujeme pét. (1) Trofoektoderm se
odebira z faze blastocysty, kdy jiz embryo aktivovalo embryondlni genom, tudiZ je analyza
presnéjsi®’. (2) Trofoektoderm se nijak nepodili na tvorbé fetdlni tkdné, protoZe tvofi pouze
extra-embryonadlni tkan. (3) Odebrani péti az osmi bunék je zdaleka dostacujici pocet pro
analyzu, a to je zhruba pouhd 10% ztrata vSech bunék, coZ v porovnani se ztratou masy bunék
pfi biopsii blastomer je o dost méné invazivni*®. (4) Analyza vicero bunék umoziiuje detekovat
mozaicismu v ramci biopsie3>. (5) Pravdépodobnost falesnych vysledk( se snizuje diky tbytku
vyskytu mozaicismu ve fazi blastocysty3? v porovnani s mozaicismem ve fazi blastomer®.
Embrya vitrifikovana v této fazi vykazuji vyssi miru preziti v porovnani s vitrifikaci blastomer,
coz umoznuje odlozZeni transferu a adoptovani single-embryo transfer (SET) strategie s cilem
snizit viceetné téhotenstvi>°.

Pfi biopsii z trofoektodermu, se uplatiuji tfi hlavni postupy. Prvni spociva v otevirani zony
pellucidy ve fazi blastomer laserovym vrtanim a poté v éekani na vytvoreni expandované, nebo
herniované blastocysty v patém dni vyvoje>l. Prodéravéni zony se provadi ve fazi ¢asného
embrya scilem snizit Sanci kolapsu. Nicméné tento pfistup ma limitace spocivajici
ve dvojnasobné manipulaci s embryem mimo inkubator. Také je zde riziko, Ze se par bunék
miZe vytratit ze zény pellucidy do média?8. Druhy pfistup zahrnuje jen jednu manipulaci
s embryem, protoZe se vse provadi najednou, v€etné laserem asistovaného hatchingu. Vyhoda
tohoto pfristupu spociva ve faktu, Zze zéna pellucida muize byt oteviena v misté vzdaleném od
ICM, coz snizuje riziko jejiho zapojeni do biopsie. Treti a posledni pfistup kombinuje prvni dva.
S otevfenim zény se €eka az do faze, kdy je blastocysta expandovand a na odbér se ¢ekd az do
herniace trofoektodermu?®. Vybér vhodného postupu ovlivriuje klinické vysledky®2.

Dalsi kontroverze ohledné trofoektodermni biopsie je ta, zdali by se mély analyzovat Sesti—a
sedmidenni embrya. Ackoliv pétidenni embrya maji vyssi miru euploidie, vztah vidi
embryonalnimu vyvoiji je stdle nejasny. Na druhou stranu, sedmidenni embrya mohou také
byt dobré kvality a morfologie, pficemz stale dokazi vyustit v Zivy plod. Z toho vyplyva, Ze
péstovani embryi o jeden den déle nejen zvySuje pocet pouzitelnych embryi na jeden cyklus,



ale také dava vétsi Sanci pacientim, ktefi maji jen par embryi, pripadné embrya Spatné
kvality?8.

Neinvazivni techniky

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

Prvni koncept minimalné invazivniho postupu pro biopsii, se objevil spole¢né s objevem DNA
v blastocoelové tekutiné (blastocoel fluid, BF) a pouZitém péstovacim médiu (spent culture
medium, SCM)>3. BF je izolovana procesem zvanym blastocentéza>* a provadi se zavedenim
velmi tenké jehly skrz zéonu pellucidu a mezi bunéénymi spoji trofoektodermu do
blastocoelové kavity, kde je tekutina (1 mirkolitr) odebrana a blastocysta zlstava
kolapsovana>. To, zdali je PGT-A z BF spolehlivym ukazatelem embryonalni ploidie, se snaZilo
ukazat mnoho studii. Napfiklad studie provedena v roce 2015 Toblerem analyzovala BF z 96
embryi. Embryondlni DNA byla izolovana, podrobena celogenomové amplifikaci (WGA) a v
63 % pfipadd byla provedena microarray-komparativni genomova hybridizace (aCGH).
Vysledky se shodovaly s opravdovymi karyotypy ICM jen v pouhych 48,3 % analyzovanych
embryich. Ztohoto dlvodu autofi nedoporucuji pouZiti této neinvazivni metody jakozto
alternativy v PGT-A%®. Pravé mira nelspés$nosti amplifikace po blastocentéze je o dost vyssi,
nez po tradiéni trofoektodermni biopsii®’. Do budoucna bude dule?ité prokazat, zda ztrata
tekutiny neovliviiuje bunécnou komunikaci a zda je tato DNA opravdu reprezentativni
embryonalni DNA?8,

Dalsi alternativni PGT-A strategii je analyza pouzitého péstovaciho média. Tato metoda se da
oznacovat za Uplné neinvazivni, protoZe se odebird pouze cell-free DNA z média, ktera do néj
byla vypusténa po apoptdze, nekrdze ci aktivnim vylitim z makrovack(. Tato DNA mlze mit
vice plGvod(, a to maternadlni, paterndlni, embryondlni nebo extra-DNA. Technika nevyzaduje
zkuseného embryologa, ani zZadné specialni pfistroje. Tudiz embryo zlstavda nedotceno.
Nicméné existuje par vlivnych faktoru: zdali je to kultura ¢erstvého ¢i mrazeného embrya, zda
byla pouZita média jednokrokova nebo vicekrokova, zda se v kulture péstuje jedno nebo vice
embryi a také objem média hraje roli*®>°. Vysledky studie provedené v roce 2018 naznaduiji,
Ze existuje optimalni nacasovani pro odbér média pro vyssi vytézek DNA a spolehlivéjsi
analyzu. Porovnavali vysledky z médii odebranych z tfi dennich a péti dennich embryi. Autofi
oznacili pétidenni médium jako vyhodnéjsi, diky vyssi mife amplifikace a vysSim vytézku DNA
pro spolehlivé provedeni PGT-A°. V poslednich letech bylo zvefejnéno mnoho studii, které
prinaseji pomérné Uspésné vysledky minimalné invazivnich a neinvazivnich technik. Ackoliv se
zdaji velmi slibné, jsou stale jesté ve fazi raného vyvoje a bude nejspiSe potreba jesté vice
studii a standardizovanych protokol( pro klinické vyuZitiZ®.



Indikace ke genetickému vySetifeni chromozoml

Diploidni buriky obsahuji 46 chromozom, takovy stav je zndmy jako euploidie. Aneuploidie je
pozménény stav, kdy se pocet chromozomi odchyluje od normalniho poctu 23 par(. Je to
nejvyskytovanéjsi geneticka abnormalita u lidi a je také je hlavnim dlsledkem chyb v segregaci
pfi meidze. Typickymi pfiklady je pak trisomie nebo monosomie, vyplyvajici z 47 nebo 45
chromozomU. Aneuploidie mlze postihnout vicero chromozom(, nékdy je tento stav
oznacovan jako komplexni aneuploidie, pfipadné nastane nulisomie nebo polysomie, kde neni
pfitomna Zadna nebo vicero kopii jednotlivych chromozom3°. Nejvétsi ¢ast meiotickych chyb
pochdzi z materndini meidzy (90 %-99 %). Aneuploidie ze strany otce je daleko méné
pravdépodobnd®®,

Indikaci je spoustu a mohou pochazet ze strany muze, zeny, popfipadé mohou postihovat cely
par. Dllezité také je posoudit rodinnou anamnézu. Indikace ze strany muze mUze pochazet
naptiklad z patologického spermiogramu. U muil s azoospermii, kterd se definuje
nepfitomnosti spermii v ejakulatu, jsou chromosomalni vady nalézany u 15 % muzu a jedna se
zejména o vady pohlavnich chromosom(. U muz(i se snizenou koncentraci spermii v ejakulatu
(pod 10 miliona/ml), které se tika oligozoospermie, je vyskyt chromosomalnich vad 5%. U téch
pak ¢astéji nachazime vady autozomu®l. Jesté vy3si vyskyt chromosomalnich vad maji muzi s
tézkou oligozoospermii (<5 milionl/ml) spojenou s patologickymi hodnotami FSH, LH
(luteinizaéni hormon), testosteronu a nizkym objemem varlat (a to cca 19 %)%°. Muii s
abnormalnimi karyotypy a s delecemi Y chromozomu castéji produkuji spermatozoa s
aneuploidiemi. | faktory jako endokrinni ¢i imunologické onemocnéni, Zivotni styl, varikokéla,
kryptorchismus, |é¢ba chemoterapii, a vék mohou negativné ovlivnit meiotické déleni v ramci
spermatogeneze®. Jsou zde ale i studie, které naznacuji, Ze ,male factor’ by nemél byt
povazovan za kriticky parametr pro uréovani euploidie embryi, jako napf. Mazzilliho studie
zaloZena na pozorovani 1 219 ICSI cykl( s trofoektodermni biopsii za pouZiti real-time PCR, kde
se nenasel signifikantni rozdil v podilu euploidnich embryi na blastocystu mezi muzi s
normozoospermii a muZi s neobstruktivni azoospermii®3. Je moiné, Ze oocyt ma potencial
zabranit daldimu vyvoji aneuploidnich embryi pfed aktivaci embryonélniho genomu®. Jako
dalsi vysvétleni se nabizi moznost, Ze aneuploidie vzniklé na zakladé chybé ve spermii maji za
nasledek ¢asné preruseni embryondlniho vyvoje®. Infertilni Zeny maji zvySen predevsim
vyskyt translokaci autozomd, a to ve 4 az 5 %. Tento vyskyt stoupa, doslo-li opakované ke
spontdnni ztraté téhotenstvi, nebo k opakovanému selhdni IVF %,

Opakovanou ztratou téhotenstvi se mini dva a vice konsekutivnich potratli do 20. tydnu
téhotenstvi. Timto uUkazem je postizeno cca 5 % vSech par(i podstupujicich 1é¢bu v IVF
centrech. Divody mohou byt riizné, az nezname. Jako priciny se uvadi genetické, anatomické,
endokrinologické a imunologické abnormality®®. V 50 % pfipadd ma prvotrimestrdini
téhotenskd ztrata za pfi¢inu pravé chromosomalni vadu?®. Pravé potraty s nevysvétlitelnou
pri¢inou prinaseji param velky stres, a to ztéZuje cely proces |éCby. Bianco ve své retrospektivni
studii pozoroval vysledky karyoptypovani témér 47 tisic Zen a poznamenal, Ze vyskyt
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aneuploidie u Zen, u kterych nebyl Zadny zaznam o predeslém potratu, byl 1,3 %. Naopak u
Zen s jednim potratem byl vyskyt 1,6 %, se dvéma 1,8 % a se tfemi dokonce 2,1 %%’. Z toho
vyplyvda, Ze genetické preimplantacni testovani by mélo byt doporucovdno parim s
nevysvétlenymi opakovanymi potraty, aby bylo vybrano euploidni embryo. Tato domnéka byla
podporena studii. kde bylo prokdzano snizeni poctu potratl, diky genetickému testovani u
pard s touto indikaci®®. Vyskyt aneuploidii je zvy$en u Zen do 35 let s idiopatickou ztratou
téhotenstvi, které podstoupily PGT na blastocystadch, zatimco u Zen nad 35 let se stejnou
indikaci a Ié€bou uz navyseni neni zdaleka tak signifikantni. Mladé pacientky tedy nehledé na
to, Ze jim bylo transferovano euploidni embryo, maji vyssi pocet potratd. To ukazuje, Ze u této
skupiny pacientd mUzZe existovat i jind pficina opakovanych ztrat téhotenstvi, neZz jen ta
geneticka®.

Také opakované selhdni implantace (repeated implantation failure, RIF), se uvadi jako jedna z
indikaci pro genetické testovani a je definovdno jako neptitomnost téhotenského vacku na
ultrazvuku v patém, nebo vysSim tydnu téhotenstvi po tfech embryo transferech s vysoce
kvalitnimi embryo, pfipadné po transferu deseti a vice embryi ve vice cyklech®. Vysvétleni pro
tuto skute¢nost mize byt zavislé na materndlnich i na embryondlnich faktorech?®. U pacientd,
kteFi maji historii s RIF, je zvy$eny vyskyt chromozomdlnich abnormalit’® a s kazdym dal$im
nepovedenym IVF cyklem stoupd’®. A proto se u téchto pacientt zacaly aplikovat pFistupy jako
kultivovani blastocyst nebo asistovany hatching. Zda se, Ze timto se implantaéni schopnost
embryi zvysuje’?. Nicméné studie zaloZené na studovani efektivnosti genetického testovani za
pouziti metody fluorescentni in situ hybridizace pro zvyseni poctu Zivych porod( neukazuji
statisticky signifikantni rozdil mezi RIF pacienty, ktefi podstoupili PGT a mezi témi, ktefi ho
nepodstoupili’?. Z toho je moiné usoudit, Ze pFicina infertility v téchto pfipadech je
multifaktoridlni a chromozomalni abnormality s ni nemaji moc spole¢ného. Naopak u studii,
které ke svému genetickému testovani pouzivaji metodu aCGH, se klinické vysledky pfriklani k
nazoru, Ze to jsou pravé aneuploidie, které jsou vyznamnou pficinou pro opakované selhani
implantace’4.

Jako dalsi velky faktor a také indikator ke genetickému vySetfeni se povazuje vyssi vék matky,
protoZze v oocytech a embryich se hromadi chromosomalni abnormality. Déle se také s vékem
matky sniZuje ovaridlni rezerva’. Zeny ve vy$$im véku produkuji vy$$i pocet embryi s
chromosomalnimi aberacemi — pocet aneuploidnich oocytd ve véku po 30. roku véku je 10-25
% a po 40. roku véku roste az pfes 50 %2%°. Zajimavé je, ze velka ¢ast aneuploidnich embryi
vykazuje dobrou morfologii a nékteré studie poukazuji na to, Ze pravé blastocysty dobré
kvality mohou vyustit v aneuploidni embryo v 44,9 % pfipadi’®”’. Velky rozdil je u
paternalniho faktoru, kde vyskyt aneuploidie nekoreluje s vékem otce’2.

Spoleénost lékarské genetiky a genomiky tedy doporucuje genetické vysetfeni embryi
preimplantacnim genetickym testovanim na aneuploidie (PGT-A) infertilnim pacientkdm ve
véku od 35 let, pacientkdm s opakovanymi t&éhotenskymi ztrdtami v prvnim trimestru”®, s
opakovanym selhdanim implantace, s nalezem chromosomalnim vady v predchozi gravidité a
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taky po probéhlé onkologické |éCbé jednoho nebo obou partneri. Toto opatfeni je to
podloZzeno mnoha duvody, které jiz zde byly zminény.

Jednotlivé chromozomalni vady pfi infertilité
47,XXY - Klinefeltertiv syndrom

Klinefeltertv syndrom se vyskytuje u 1 : 600 muzu a je také nejcastéjsi pfiCinou azoospermie.
U muZd s oligozoospermii je to méné &asta pricina®. V ejakulatu se Zivé spermie nachdazi jen u
8 % muzl s nemozaikovou formou a vtakovém pfipadé se spermie odebiraji pomoci
mikrochirurgické techniky z varlat nebo nadvarlat. Nicméné i presto nalezeni pouZitelné
spermie neni zajisténo. Jedna se o Uspésnost cca 30 %2%°. Mozaikova forma 47,XXY/46,XY ma
prevalenci u 10-20 %%® a spermie dosavadné nevykazuji zvySené riziko vad pohlavnich
chromozom( u déti po cyklech provadénych sICSI metodou®’. Riziko pro potomky takto
postizeného muze je mirné zvySeno a moznym vysvétlenim je, Ze i spermatocyty s karyotypem
47,XXY mohou meiézu dokon¢it®?. Nasledné je pak nadpocdetny chromosom X ve
spermatogoniich vétsinou eliminovan béhem spermatogeneze?® nebo spermatogonie ¢asné
odumira®. Je tedy i tak silné doporucovdno podstoupeni preimplantaéni a prenatélni
diagnostiky.

Syndrom 47,XXY

Takovyto karyotyp se vyskytuje u 1 : 1000 muzl a velka ¢ast postizenych muzi ma plodnost
normalni®l. Zvy$ena rizika gonosomalnich vad u potomkd nebyla zjisténa a vyskyt aneuploidii
je pouze mirné zvysen®. Nicméné muzi s tézkou oligospermii mohou mit vyskyt aneuploidii
zvysen az na 38 % dlsledkem rudznych abnormalit meiotického parovani. Tyto hodnoty uz
mohou pfedstavovat riziko pro potomky?.

Muzi 46,XX

Karyotypovy nalez 46,XX u muzl je velmi vzacny (1 : 20 000). Pacienti mivaji translokovan SRY
gen (normalné se nachazi na chromozomu Y), vétsinou na chromozom X a nebo na autozom?®.
Chybi i dalsi geny potfebné pro tvorbu spermii, a z toho vyplyva kompletni azoospermie. Tito
muZi své vlastni genetické potomky mit nemohou®® a jedind $ance je vyuZiti ddrcovskych
spermii.

Strukturalni prestavby chromozomu Y

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

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

47,XXX — triple X syndrom

V 95 % procentech pfipadu triple X syndrome, je nadpocetny X chromosom materndlniho
plvodu. Pacientky mohou trpét pred¢asnym ovaridlnim selhanim. Vzhledem k vy$simu riziku
aneuploidie pohlavnich chromozom(, se silné doporucuje preimplanta¢ni a prenatdlni
diagnostika?®.

Translokace mezi Y a autozomem

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

Translokace mezi X a autozomem

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

Robertsonské translokace

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

Reciproké translokace

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

Komplexni strukturalni prestavby

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

Inverze

Inverze vznikaji jako znovu napojeni ulomené ¢asti chromosomu v opacné orientaci. Ddle se
také rozdéluji 2 typy inverzi: paracentrické a pericentrické?®. U neplodnych Zen i muz( se
nachazi ve stejné mife, a to v 0,3 %. M(Ze byt dale zvysené riziko spontdnnich abort(®°,

Marker chromosomy

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

Indikace pfi monogennich genetickych chorobach

V rodinné nebo v osobni anamnéze u jednoho nebo obou partnerll se mlze vyskytnout
genetické onemocnéni; dédi¢nost onemocnéni mlze byt bud autosomalné recesivni,
autosomadlné dominantni, mitochondridlni nebo X-vazanda. Ddle |ékar hledd vyskyt nadoru,
které spliuji kritéria pro vysetfeni syndrom s hereditarni nadorovou predispozici, Jsou to
napfiklad LiGv-Fraumeniho syndrom, Lynch(iv syndrom nebo hereditarni syndrom karcinomu
prsu a ovarii. Vyskyt vyvojovych a smyslovych vad nebo mentalni retardace v anamnéza také
bude naznadovat nutnost preimplantaéniho testovani’®. Nutnost preimplantaéniho
genetického testovani na monogenni genetické choroby (PGT-M) mize byt u velmi béznych
chorob i u téch vzacnéjsich. Nejcastéjsimi indikacemi jsou v soucasné dobé cysticka fibroza a
dédi¢né hemoglobinopatie z autozomalnich recesivnich chorob, myotonicka dystrofie typu I,
neurofibromatdza, Huntingtova choroba a dédi¢né rakovinné syndromy z autozomalné
dominantnich chorob. Vramci X-linked chorob se PGT-M zaméfuje na Duchennovu
muskuldrni dystrofii, hemofilii a syndrom kiehkého X®8,

Existuji také monogenni genetické choroby s pozdnim nastupem. Jedna se o napfriklad
Huntingtovu chorobu a spinocerebeldrni ataxii®®. Pro pary s takovouto historii v rodinach,
které si zaroven nepreji znat svij vlastni geneticky ndlez, je mozné provést nepfimé genetické
preimplantacni testovani, které zahrnuje transfer embrya nesouci haplotyp nezasazeného
prarodi¢e®. To je proto, Ze embrya s haplotypem zasazeného prarodi¢e maji 50% $anci zdédit
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chorobu. V soucasné dobé, ale bohuzel nejde presné vymezit choroby s pozdnim nastupem ve
srovnani s témi s éasnym?®. Jednd se o kontroverzni téma vzhledem k tomu, Ze cca polovina
par( podstupuje IVF/PGT lécbu zbytecné a vystavuje se tak vedlejsim Gcinkm a rizikim pro
Zenu a embryo. Proto je toto vylu¢ovaci testovani v nékterych zemich zakazano®°.

HLA typizace je jednou z dalSich specialnich indikaci, které vznesly debaty o etice procedur.
Jedna se o novy pfristup pro lécbu starSiho sourozence zasazenym, at uZ ziskanou (akutni
leukémie), nebo dédicnou chorobu (Fanconiho anémie, talasémie, Wiscottlv-Aldrichdv
syndrom ad.). Je totiz nutné pro tyto potomky nalézt vhodného darce kostni drené Ci
zérodeénych bunék z pupeénikové krve®!, jelikoZ najit HLA-kompatibilniho darce je velmi
sloZité i v fadach rodinnych pfislusnik(l. Je to tedy velice atraktivni a prakticky zplsob lé¢by
zarodeénymi burikami. Poprvé byla metoda pouzita pro Fanconiho anémii®?. Po porodu byla
odebrana pupecnikova krev, ktera po transplantaci zarodecnych bunék zajistila Uplné vyléceni
starSiho potomka. Dfive byla typizace provadéna pro zajisténi nepostizeného embrya, které
zaroven poskytovalo kompatibilniho darce, tudiz soucasné probihala s PGT-M. Nicméné
preimplantaéni HLA typizace jako samostatnd metoda, byla taktéz jiz provedena®. Jsou zde
ale zcela zasadni limitace metody HLA typizace. Napfiklad velkou nevyhodu maji pary
s vysokym maternalnim vékem, pravé kvali nizkému poctu ziskanych embryo, Také
pravdépodobnost, Ze se najde nezasazené HLA-kompatibilni embryo, u nich rapidné klesa®*.
Jedny z mozZnych postupd, které by mély tento problém vyresit, je podrobeni pacientky vice
stimulaénim cykldm pro ziskani dostate¢ného mnozstvi vajicek, a nebo ziskat darovana vajicka
od mladsi sestry pacientky®*. Také je nutné zminit, Ze je potfeba provést souc¢asné testovani
na aneuploidii, které by mélo zlepSovat vysledky PGT/HLA typizace®. Z hlediska spousty
limitaci a vzhledem ke kontroverznosti metody, je paru silné doporucovano genetické
poradenstvi. Do budoucna bude zvazovan prospekt metody CRISPR, ktera by umoznovala
genovy editing zasazenych HLA shodnych embryi pro starsi pacienty®®.

Chromosomalni mozaicismus

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

Embryonalni mozaicismu byl poprvé pospan v roce 1993, kdy Delhanty s kolegy pozoroval
metodou FISH na ryhujicich se embryi rGzné pocty chromozom( mezi burikami ze stejného
zérodku®®. Pozdéji bylo to stejné potvrzeno Evsikovem a Verlinskym na blastocystach?00,
Moderni PGT-A metody jsou v soucasné dobé schopny rozeznat mix euploidnich a
aneuploidnich bunék s vysokou presnosti, ale stale jsou zde vyrazné variace rGznych vysledk(
mozaickych embryi ve fazi blastocysty mezi klinikami — nejnovéjsi odhady se pohybuji mezi
4 % a 22 %'017193 Mozaicismus tedy stéle pfedstavuje klinické dilema, protoZze muiiZe vést ke
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diagnostickym chybam. Po provedeni PGT-A se mohou embrya jevit jako euploidni, ale
zaroven mohou mit par aneuploidnich bunék. Toto mUze dale ovliviiovat jejich implantacni
potencial®®. Medicinalni disledky mozaicismu jsou stale pfedmétem zkoumani. Z neddvnych
studii se usuzuje, Ze mozaicka preimplantac¢ni embrya mohou vyustit ve zdravé potomky, ale
stale je jejich pocet nizsi nez s plné euploidnimi embryil®. TudiZz pravy klinicky vyznam
mozaicismus u novorozenc(l z(stava nezachytitelny. Na jedné strané byl mozaicismus spojen
s rGznymi nemocemi. jako napf. psychiatrické poruchy, autoimunitni choroby a kongenitalni
malformacel®, ale na strané druhé, mozaicismus byl také zdokumentovan i ve tkanich
zdravych lidi*?’,

Cytogenetické a molekularni metody

PGT na aneuploidie a strukturdlni prestavby

Jednoduse receno, preimplantacni genetické testovani na aneuploidii ma za cil identifikovat
euploidni embrya vhodna k intrauterinnimu transferu, a tak tedy zvysit UspéSnost implantace.
Data zPGT-A cykli provedenych v nedavné dobé se lis§i markantné oproti datim
nashromazdénych pred cca 10 lety. Rozdily nastaly diky dramatickym vylepSeni aplikaci PGT-
A a diky moZnosti testovat blastocysty?®,

Prvni profilovani chromozom lidskych embryi bylo provedeno v roce 1990 metodou
amplifikovani Y-specifickych repetic pomoci PCR%, V roce 1992 se pouzZila poprvé metoda
fluorescentni in situ hybridizace (FISH) s pouzitim Y- a X-sondami pro zabrdnéni pfenosu
X-linked nemoci na potomky!!. Zrozeni metody FISH pro pfimé zjisténi embryondini
aneuploidie nastalo v roce 1993, kdy se tato metoda pouzivala na chromozomech se zndmymi
syndromy (13, 18 a 21)*1112, Metoda zahrnuje hybridizaci chromosomové specifickych DNA
sond, znacenych rlznymi barvivy, na jadra nebo chromosomy fixované na mikroskopickém
sklicku. Je rychla a funguje stejné dobre jak na metafyzickych, tak na interfaznich jadrech'3,
Tradi¢ni cytogenetické metody jsou zavislé na pritomnosti pravé metafyzickych chromozoma.
FISH se dala tedy pouZit pro zkoumani vice chromozomalnich region( najednou za pouziti
vicero sond, napf. jednu centromerickou a dvé sub-telomerické a pouZzivala se na pacientech,
ktefi byli nosi¢i balancovanych translokaci s cilem zjistit, zda jejich embrya zdédila translokaci
nebalancované®. Béhem nadsledujicich dvou dekdd se PGT-A metodou FISH na &asnych
embryich stala soucasti IVF cykld. Nicméné metoda zlstala stale limitovana poctem
chromozomd, které byla schopna zkoumat. Objevila se sice skupina, ktera navrhla moznost

114

testovani az 12 chromozomi najednoul!4, ale to stale nechavalo polovinu chromozomu

nediagnostikovanou.

PGT-A bylo velmi populdrni v devadesatych letech az do brzkych let druhého tisicileti, kdy byla
zvefejnéna Mastenbroekova kontroverze!®®. Ta vrdila, Ze dle jejich vysledkd, PGT-A provadéné
metodou FISH sniZuje LBR u Zen s vy$Sim materfskym vékem. Od té doby byla PGT-A stfedem
velkych debat mezi odborniky. FISH se tedy stala zastaralou metodou a byla postupné
nahrazovdna modernéjsimi molekuldrnimi technikami!®, které budou zminény dale. Je
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dilezité dal vést diskuze ohledné nutnosti PGT-A v IVF cyklech, zejména protoze byly
zvefejnény studie, které poukazuji na narozeni normadlnich euploidnich potomkd po
embryotransferu do déloh matek, které dle PGT-A mély viechna embrya aneuploidni''’. Tomu
vSemu ndasledovalo formalni vyjadieni profesiondlnich asociaci jako napfiklad American
Society for Reproductive medicine, American College of Obstetrics and Gynaecology a
European society for human reproduction and embryology (ESHRE), které odrazovaly od
pouZiti PGT-A8,

Znovuzrozeni PGT-A nastalo s publikaci védc( Scotta a Treffa z USA, ktefi provedli sérii velmi
dobre propracovanych studii na pouziti kvantitativni PCR pro komprehensivni chromosomalni
screening, kdy validovali jeji vysledky od roku 2010, véetné porovndni kvantitativni PCR s
metodou SNP arrray*>!19, Dalsi vyvoj technik pro genotypovani a moznost vitrifikovat embrya
pro vétsi flexibilitu genetickych laboratofi pomohlo vratit PGT-A zpatky do klinické praxe
reprodukéni mediciny. Dnes jsou molekularni metody pro PGT-A jiz schopné rozeznat vice nez
jen celo-chromozomalni abnormality (napf. monosomie/trisomie), ale také je moina
identifikace mozaicismu ¢i sub-chromozomalnich abnormalit. Také pouhé Skatulkovani do
kategorii normalni a abnormalni embryo je jiz zastaralé a bylo potteba pfifadit embryim nové
kategorie jako nap¥. euploidni, aneuploidni, mozaikové anebo segmentalné abnormalni3>.

Vsechny tyto limitace metody FISH daly prostor vynalézani novych metod schopnych otestovat
vsech 24 chromozomdu, které jsou Casto oznacovany jako PGT-A 2.0. Hlavni komplikaci pro
celochromozomalni analyzu byl nizky vytéZzek DNA — lidskd diploidni burika totiZz obsahuje cca
6,6 pg DNA a to je moc malo (i pfi biopsii 5 aZz 10 bunék z embrya) na to, aby se daly pouZit
konvencni molekularni pfistupy. Klicovym krokem bylo vynalezeni metody amplifikace DNA.
Takovyto proces se nazyvd whole genome amplification (WGA) a generuje dostatecné
mnozZstvi DNA pro analyzu 24 chromozom3°. Dal$i moZnou strategii je cilend amplifikace. Ta
se zaméruje na strategické regiony, které jsou rozprostieny po celém genomu a produkty jsou
dale kvantifikovany metodou kvantitativni PCR (qPCR) nebo sekvenovanim?!?%1?l Tato
strategie mUze zvysit sekvenacni hloubku oproti WGA v cilovych regionech, ale to vie na ukor
$ife pokryti celého genomu3.

Jakmile je DNA amplifikovana, je moziné ji nechat podstoupit vice mozinych metod
downstream analyz. Mezi ty se fadi komparativni genomova hybridizace (CGH)*°, microarray-
CGH'%?, single nucleotide polyporphism array (SNP arrays)'?3 nebo sekvenovani nové generace
(NGS)*?4. Jejich cil je viceméné stejny — identifikovat regiony genomu, které jsou malo nebo
prilis pfitomné a tim odhalit aneuploidii. Technika microarray se zacala objevovat okolo roku
2005. Vicero laboratofi zacalo vynalézat metodu, kterd by byla schopna testovat vSech 23 para

na aneuploidii a zdroveri na chromozomalni strukturalni aberace!?.

Pro genetické analyzy
jsou soucasné dostupné dva typy microarrays. Single-nucleotide polymorphism a
komparativni genomova hybridizace. Pro oboji musi byt testované bunky (nejcastéji

trofoektoderm) zlyzované a amplifikované.
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Single nucleotide polymorphism jsou pary jednotlivych nukleotidd (A, T, C, G) v genomové
DNA, které jsou velmi variabilni mezi druhy. V kontextu PGT-A se SNPs (vyslovovano snips)
validuji v non-exonovych kdédovacich regionech a obvykle je evaluovdno az 300 000 SNPs
roztrousenych podél genomu najednou??3126, SNP array analyza trva okolo 30 aZ 40 hodin a
poskytuje genotyp pro kazdy analyzovany vzorek. Ten je nasledné porovndn s lidskym
referenénim genomem. Také dokaZe rozeznat uniparentalni dysomii a mozaicismus (pokud
bylo odebrano dostatecné mnoizstvi trofoektodermnich bunék), ale kvili poskytovani
genotypu je limitovana v identifikaci triploidie!*.

Technika aCGH umoziiuje detekci variaci v poc€tu kopii na zdkladé porovnani bioptovaného
genetického materidlu s referenénim vzorkem?® — normalnim karyotypem 46,XY a 46,XX. Po
amplifikaci je vzorek oznaden s fluorescenéni sondou a hybridizovan s DNA microarray.
Laserovy skener poté ziskdva data o kazdém bodé desti¢ky a detekuje, zda se jednd o ztratu
nebo nabyti chromozomu®?’, Oproti technice SNP array je sice aCGH schopna dokon¢it analyzu
v kratSim case, a to za cca 12-15 hodin, ale nedokaze rozeznat uniparentdini dysosmii.
Komeréné pouzivana metoda aCGH pro PGT-A dokaZe rozeznat pouze celochromozomalni
aneuploidie a neni validovana k rozeznavani strukturalnich aberaci. Ddle ma také limitovanou
schopnost rozeznat mozaicismus v trofoektodermalnich burikdch!®, Nékteré studie tudi?
vykazuji miru chybovosti aCGH az 30 %'%.

Kvantitativnd PCR (qPCR) nebo ,real-time PCR’ (RT-PCR) je jedna z dalSich metod k identifikaci
celochromozomalni aneuploidie na zakladé detekce poctu kopii. Pro zjisténi poctu kopii
vyuziva 3 aZ 4 lokus-specifické amplikony podél kazdého chromozomu, které porovnava s
referenénim genem ze stejného chromozomu?®. Je to metoda velice rychld (4-12 hodin), ale
zaroven velice vytézujici, co se tyCe narokl na pracovniky. Vzhledem k narocnosti se silné
doporucuje pouziti automatizace. Dale ma schopnost identifikovat triploidie, ale vzhledem k
tomu, Ze neposkytuje genotyp, nerozezna uniparentalni dysomii ani strukturalni
aberace!?012,

Sekvenovani nové generace (NGS) je nejnovéjsi pristup pro preimplantacni genetické
testovani. Prvni krok NGS protokolu je stejny jako u aCGH a to amplifikace pomoci WGA?8. Po
genomové amplifikaci je provedena procedura zvand ,bar-coding’, pfi které je kazdému vzorku

pfidélena specifickd sekvence!?*

— cca 50 ng kazdého vzorku DNA je enzymaticky natraveno
na miliony fragmentU a kazdy fragment je zflzovan s adaptérem a ¢arovym kédem. To vse
vytvofi robustni knihovnu, ktera je schopna produkovat reprezentativni a nezkreslené
znazornéni nukleovych kyselin!!®, Takovyto proces umozfiuje zkombinovat analyzy z 24 a7 96
biopsii a zaroven optimalizuje naklady na jedno sekvenované embryo. Kazda sekvence je poté
porovnana s referenénim lidskym genomem a specidlné naprogramovany software vyuzije
data k nalezeni variaci v poétech kopii a velkych deleci ¢&i duplikaci'?*. Metoda vyZaduje také
optimalizovanou DNA amplifikaci, aby se sniZilo riziko artefakt(i. Artefakty mohou byt také
identifikovdny a odstranény pomoci bioinformatického softwar(®3°. Nezdvisle na pouZité

platformé, analyza pomoci NGS trva cca 13 aZ 16 hodin®8,
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Diky dostupnosti mnoha molekularnich technik a pristupl se oteviela debata ohledné jejich
senzitivity a spolehlivosti pro PGT. V soucasné dobé se klini¢ti pracovnici nejvice priklani k NGS
zalozené na WGA diky jejimu Sirokému zdbéru pokryti celého genomu, i kdyz hloubka
sekvenovani neni tak vysokd?®. To vse je i presto vyhodné pro detekci poctu kopii
chromozomu. Pro pfiklad, Friedenthal et. al vykazali vy$si miru implantace a zdravych
téhotenstvi u Zen podstupujici PGT metodou NGS v porovnani s aCGH. Autofi timto dosli k
zavéru, Zze NGS zlepsuje klinické vysledky vzhledem k aCGH a metoda by mohla byt Uc¢innéjsi
pfi identifikaci mozaickych embryi a téch s &asteénou aneuploidii ¢&i triploidii*3®. Klinicti
pracovnici by méli také zvazit pravdépodobnost chyb. Mira chybovosti byla v kohorté embryi
s NGS nalezena v 0,7 % a s pouZitim aCGH v 1,3 %!32. Ukol do budoucnosti by také mél byt
snizovani naklad( na sekvenovani a dostupnosti ,deep whole genome sequencing’ (WGS) pro
kazdé jednotlivé embryo®.

PGT je tedy také dulezité pro nosice chromosomalnich strukturalnich prestaveb, takové
analyze se rika PGT-SR. Kvuli faktu, Ze nosici balancovanych translokaci maji nizkou Sanci na
nepostizeného potomka, PGT-SR ma velkou vyhodu nad tradi¢ni prenatdlni diagnostikou. Co
se tyce molekularnich ptistupd, tak ackoliv je metoda FISH dnes jiz velmi zastaral3, stale hraje
roli ve specifickych pfipadech PGT-SR. Napfiklad pokud se jednd o velmi vzddlené zlomy -
takové, na které konvenéni PCR metoda nevystaéit'*. PGT-SR je provadéno i metodou aCGH,
ktera je povaZzovdna za vic spolehlivéj$i nez FISH. Vyhodou je také soucasna detekce poctu
kopii*33. Ve vétsiné pfipadd je ale pouzivano NGS®!. Nejnovéjsi metodou je specidlné
designovand technologie NGS zvana ,mate pair sequencing’ (MPS) zahrnujici sekvenovani
s vysokou mirou hloubky, které vede k definovdni presnych zlom( potfebnych pro vyvoj
specifickych primerd. Ty poté umozni rozliSeni normalniho embrya od toho, které zdédilo
translokaci'34. Aplikace vylepSenych technik PGT-SR signifikantné zlep3uje vysledky vzhledem
k mife téhotenstvich. Mira spontannich abortl se také sniZila a to aZ ¢tyfikrat®?.

PGT na monogenni genetické choroby

Preimplantacni genetické testovani na monogenni genetické choroby ma za cil zamezit rizika
prenosu znamé monogenné dédic¢né choroby v rodiné. Témér u 6000 genetickych chorob je
dnes zndm jejich molekularni podklad, tim i jejich zpisob dédi¢nosti. V rdamci genetického
poradenstvi s parem by mély byt prodiskutovany vsechny metody mozné prevence prenosu
daného onemocnéni na potomky?®. Dnes se pod pojmem PGT-M skryva také HLA typizace bud’
bez nebo se souasnym testovanim na monogenni choroby?3®.

Po prvnich zpravach z devadesatych let o genetickych analyzach detekujicich repetitivni Y-

sekvence pro determinaci pohlavi v rodindch postizenymi X-linked chorobami®?

se zacala
pouzivat metoda simplex PCR s jedinou burikou. Limitaci tohoto pfistupu je fakt, Zze vyvoj a
validace jednobunécné simplex PCR je velice naro¢na pro laboratof a to znamena dlouhou
Cekaci dobu pro pary®. Dal$im nedostatkem je moZnost nespravné diagndzy kvili erordm

v amplifikaci. Tém se fikd ,preferenéni amplifikace’ nebo také ,allele-specific amplification*?.
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Metoda byla tedy postupné nahrazena multiplex PCR testovanim. To zahrnuje ko-amplifikaci
markeru Uzce spojenych kratkych tandemovych repetic (STR) s anebo bez patogennich variant
amplikonu. Nejvice uplatfhovanym postupem pro detekci monogennich chorob se tehdy stala
biopsie jedné buriky z tfidenniho embrya nasledovana multiplexnim PCR3>, WGA nasledovana
klasickou PCR reakci velkého mnoZstvi STR markerd lemujicich regiony, které nas zajimaji, je
jednodussi a vyZaduje kratsi dobu pro validaci'3®.

V poslednich deseti letech byl tento pfistup ddle nahrazen biopsii ve fazi blastocysty a celo-
genomovymi technologiemi (SNP array nebo NGS). Pouziti metody SNP array sniZzuje pracovni
a technickou narocnost a také ¢ekaci dobu pro pary, protoze nevyzaduje zddnou preklinickou
pfipravu. SNP je metoda velice silna pfi pouziti v pfipadech, kde je pfitomna dvojitd indikace
(dvé monogenni choroby nebo jedna monogenni choroba a HLA typizace). Jeji nedostatek
spociva ve vysokych nakladech na zafizeni a spotfebni zbozi, které stoji v cesté jejimu rozsiteni
do klinické praxe®8. Existuje vice dostupnych algoritm( pro karyomapovani v ramci PGT-M.
Napfriklad Handyside s kolegy vytvofil vypocetni fazovani zaloZzené na rodiné pro rekonstrukci
SNP haplotyp(, které lemuji patogenni variantu/y*3”138, Algoritmus je aplikovatelny jak na SNP
array, tak na protokol s NGS. Komercéné dostupné algoritmy karyomapovani funguji spole¢né
se zadkladnimi Mendelovymi zakony a vyZaduji fazovani s blizkym pribuznym pacientim. Dnes
jiz také technologie umoZiuji souéasné testovani na monogenni choroby i na aneuploidie®8.

S pribyvajicimi pary, ktefi prichazeji do klinik bez genetické rodinné historie, jednou z prekazek
PGT-M se také stalo testovani na de novo mutace. Proces analyzy pak zahrnuje verifikace
mutace, evaluace polymorfnich markerd, testovani spermii nebo analyza polarnich télisek
s cilem stanovit normalni a mutantni haplotyp bez kterého nemuze byt viibec PGT-M pro de
novo mutace provedeno®l. Alkoliv se zdd metoda velmi ndroénd, jeji vyhoda spociva
v dostupnosti genetickych analyz bez ohledu na dostupnosti rodinnych dat.

PGT na polygenni choroby

Soucasna strategie pro vybrani spravného embrya pro transfer je evaluace na zdkladé jeho
ploidie, mikroskopické charakterizace a vyvojové morfologie. V posledni dobé se objevila nova
metoda, kterd umoznila charakterizovat rizika polygennich chorob u preimplantaénich embryi
zvand PGT-P'3%, Polygenni choroby jsou ovliviiovany genetickymi variantami ve vicero genech
a stoji za velkou &3sti pfedéasnych amrti u lidi'*®141, Déle se objevuje vice poznatk( a ddkaz(,
Ze pravé jednotlivci, ktefi vyhledavaji Ié¢bu neplodnosti jsou vystaveni vyssimu riziku téchto
chorob'#?, Risk polygennich chorob mulZe byt dnes zcela pfesné detekovan v DNA pro éasté
choroby jako rakovina, srde¢ni vady a diabetes!43144,

Skorovani rizika pro polygenni choroby je ale stéle kontroverzni téma. Vétsinou se provadi a
hodnoti v kontextu celych populaci nepfibuznych 1idi*3°® a to ssebou pFindsi nevyhody.
Zejména to, Ze polygenni choroby primarné ovliviuji faktory z prostiedi, ve kterém clovék zije
a také jaky je jeho Zivotni styl. TudiZ to, co mUzZe platit pro populaci lidi nad Sedesat let se
nemusi vibec nijak reflektovat na embrya. Nicméné je ale mozné provadét toto testovani pro

19



rodiny, kde jeden ze sourozencl trpi pravé polygenni chorobou a rodice si preji dalsiho
potomka, ktery by ji nebyl postizen'3®. Dal$i poznatkem proti komerénimu klinickému
pouzivani PGT-P by mohl byt uz tak nizky pocet embryi, ze kterych je mozno vybirat. Toto
skorovani by tedy jesté pocet vhodnych embryi sniZilo. Dalsi studie jsou tedy tfeba pro ovéreni
efektivnosti PGT-P.

Zaver

Molekularni a genetické pfistupy v asistované reprodukci prosly velkymi zménami za
poslednich par desitek let. Snahou do budoucna je zcela jisté vyvoj robustni, ale zaroven nizko
nakladové analyzy pro vSechny typy testovani (PGT-A, PGT-M a PGT-SR). Zde proti sobé stoji
dva opacné sméry vylepSovani celého procesu —jednoduchost a komplexnost. Na jedné strané
je vidime snahu o zjednoduseni tim, Ze jsou postupné zapojovany metody neinvazivni, které
maji za cil podstatné ulehdit sbér genetického materialu a ucinit tuto metodu dostupnéjsi pro
vice center po svété. Na stranu druhou, pozorujeme poptavku po vétsi komplexité dat diky
tomu, Ze nastalo zvySeni v rozliSeni genomu kombinovanim vicero genetickych analyz a
eventualné sekvenovanim celych genomG embryi. AZ ¢as ukaze, kterym smérem technologie
pujde a zda-li vice verzi PGT-A bude moct paralelné koexistovat®>.
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