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Abstract

The evaluation of the incidence of balanced chromosomal aberrations

in the couples with fertility failures

Constitutional aberrant karyotypes can account for infertility or recurrent pregnancy loss.
Cytogenetic studies were performed over a period of 10 years (January 1998-Decembre 2007)
in The Institute of Biology and Medical Genetics — The University Hospital Motol by 2nd
School of Medicine of Charles University on 2121 patients diagnosed as infertile.

Each partner of 815 infertile couples and single each one of 305 women and 186 men was
screened for karyotype changes by GTG-banding technique on peripheral lymphocytes. No
subject presented with obvious phenotype of chromosomal rearrangement. A total
of 126 aberrant karyotypes (5,9 %) was diagnosed, corresponding to an abnormality frequency
of 4,6 % (46/1001) for men and 7,1% (80/1120) for women.

These chromosomal abnormalities were found in our study: gonosomal mosaicism in 74
cases, Robertsonian translocations in 8 cases, autosomal reciprocal translocations in 16 cases,
inversions in 6 cases, Klinefelter syndrom in 9 cases, Turner syndrom in 1 woman, some other
aberrations in 9 cases, a marker chromosome in one case, one case of 46,XY female and one
case of 46,XX male. Chromosomal variants (pericentric inversion of the chromosome 9) found
in 13 women and 14 men were not included in the above percentages.

Result: Partners of infertile couples appear to be affected by higher frequency

of chromosomal rearrangements than the general population.

Key words: chromosome abnormalities; chromosome analysis; infertility; FISH; genetic
counselling; reproductive counselling
Klic¢ovd slova: chromozomové aberace; analyza karyotypu; neplodnost; FISH, genetické

poradenstvi; reprodukcni poradenstvi
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Seznam pouzitych zkratek

AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndrome
APA - antiphospolipid antibodies

AR - androgen receptor

CGH - comparative genome hybridization
DAPI - 4'-6-diamidino-2-phenylindole
DHEAS - dehydroepiandrosterone sulfate
DNA - deoxyribonucleotid acid

FISH - fluorescence in situ hybridization
FSH - follicle-stimulating hormone

GnRH - gonadotropin-releasing hormone
hCG B - human choriogonadotropic hormone
HRT - high resolution technique

IVF —in vitro fertilization

LH - luteinizing hormone

M-FISH — multicolour fluorescence in situ hybridization
PCR — polymerase chain reaction

PGD - preimplantation genetic diagnosis
RCP - reverse chromosome painting

RNA - ribonucleotid acid

SKY - spectral karyotyping

TSH - thyroid-stimulating hormone

WCP — whole chromosome painting
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1. Uvod

Jednim z fenotypovych projevii balancovanych chromozomovych aberaci je omezeni
reprodukéni schopnosti prenaSecii aberaci, nebot’ takovéto aberace zpulsobuji opakované
spontanni aborty az Gplnou sterilitu. Teoretické riziko poskozeni plodu prenasece balancované
aberace je 50%, empiricka rizika jsou nizsi.

Predmétem predloZzené diplomové prace bylo ovéfeni statisticky vyznamné zvySené
frekvence  zachytu balancovanych aberaci v karyotypu pacientt indikovanych
k cytogenetickému vySetfeni z divodu poruch reprodukce, tedy opakovanych spontannich
abortl ¢i dlouhodobé neplodnosti oproti zachytu v bézné populaci.

Pacienti genetické ambulance s poruchami reprodukce byli vySetfteni G pruhovaci metodou
a zjisténé aberace byly upfesnény podle nutnosti metodou subtelomerické nebo mnohobarevné
FISH. Ke kone¢nému vyhodnoceni byly mimo vlastni vysledk( pouzity i vysledky Oddéleni
Iékatské cytogenetiky UBLG 2. LF UK a FN Motol za poslednich 10 let a zavér prace bude

zavzat do statistickych charakteristik v ramci $koliciho pracovisté.



Hodnoceni vyskytu balancovanych chromozomovych Zuzana Zmitkova
aberaci u partd s poruchami fertility 2008

2. Literarni prehled

2.1. Poruchy reprodukce a jejich pticiny

Schopnost reprodukce plati v pfirodé za nejvyssi princip uréujici fitnes kazdého jedince
v§ech zivoc¢isnych druhil. Je smyslem a u nékterych druhii dokonce jakymsi vyvrcholenim
celého zivota, po kterém nasleduje rychla smrt. I u ¢lovéka je plodnost od pradavna uctivana
jakozto imanentni vlastnost a vyhledavana p#i vybéru vhodného partnera, i kdyz dnes spise
podvédomé.

V rozvinutém lidském spolecenstvi je vSak patrnd snaha o porozuméni vSem procesim
doprovazejicim tuto zdkladni vlastnost zivého organismu. Toto Usili lidského spolecenstvi
bylo zahajeno na racionalni Girovni na pielomu 19. a 20. stoleti, kdy byla objasnéna fyziologie
a patologie rozmnoZovacich organi a jeho d&ju i zasahG do nich. Tento pokrok vedl
k G¢innému zabranéni nechténému poceti a rozvoji antikoncepcnich metod na jedné strang,
na stran¢ druhé pak k porozuméni preventivni péci o reprodukéni zdravi kazdého jedince,
k rozpoznani a v€asnému léceni chorob pohlavniho traktu. V poslednich desetiletich se
pozornost odbornikli obratila k objasnéni a léceni poruch reprodukce. Tento zdjem
o problematiku poceti byl vyvolan zejména zjisténim, ze dochazi k postupnému naristu poctu
parh s poruchami plodnosti a téz vzristajicim zajmem o 1é¢bu téchto poruch. Z riznych studii
vyplyva, Ze asi patnact az dvacet procent pari neni schopno samostatné reprodukce,
tj. bez lékaiské intervence. AvSak asi u péti procent téchto infertilnich pari nelze jakkoli zjistit
pfi¢inu poruchy plodnosti. O poruse plodnosti se uvazuje po roce pravidelného nechranéného
styku, kdy stale nedoslo k otéhotnéni. O poruse plodnosti mluvime i v pfipadé potracivosti,
tzn., ze zena neni schopna donosit Zivotaschopny plod a opakované dojde k samovolnému
potratu. Pfi¢iny jsou obvykle multifaktorialni, proto 1ze jen obtiZzné jednozna¢nou pficinu urcit
(jde-li o chromozomové normadlni plod). Podilet se mohou jak defekty plodového vejce, tak
vlastni organismus matky (patologické nalezy na déloze, vlastni onemocnéni matky) ¢i faktory
zevniho prostiedi. Neplodnost a jeji 1é¢ba je spojena s celou fadou problému a tézkosti, hlavné
emocionalniho, etického a socialniho charakteru — at” osobniho nebo celospole¢enského
(KONECNA et al. 2005).

10
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Pochopeni, diagnostika i terapie poruch plodnosti vychazi ze znalosti zakladnich procesi
fyziologie lidské reprodukce. Morfologie a fyziologie Zenského a muzského rozmnozovaciho
ustroji, ac¢ se oboji vyviji ze spoleéného embryonalniho zékladu, je zcela odli$na. Pfi¢iny jeho
poruch a s nim spojené poruchy plodnosti jsou tedy téZ u obou pohlavi zasadné odlisné, ackoli
pusobici faktory (naptiklad enviromentaini) mohou byt tytéz.

Na zakladé tohoto poznatku lze problematiku lidské neplodnosti rozdélit na dvé podjednotky,
a sice problematiku Zenské neplodnosti a problematiku neplodnosti muzské.

Rovnéz ptic¢iny poruch plodnosti u obou pohlavi Ize rozdélit na pfi¢iny genetické, kdy ma
primarni vada genetické informace, at uz na Grovni genl ¢i chromozomi, dopad
na schopnost vytvéret Zivotaschopné gamety nebo ptimo na spravny vyvoj rozmnoZovacich
organu. Dalsi kategorii tvofi pficiny negenetické, kdy je neplodnost zplsobena fyziologickou,
anatomickou, endokrinni, hematologickou ¢i imunologickou poruchou, infekci nebo
psychosocialni zatézi. A nemOZeme opomenout neplodnost idiopatickou, kdy nelze Zadnou

dostupnou metodou zjistit pri¢iny poruchy plodnosti.

11
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wvrwe

2.1.1. Negenetické pric¢iny poruchy plodnosti u Zen

2.1.1.1. Faktory ovliviiujici plodnost Zeny
Yek

optimalni vék pro zplozeni potomka je mezi dvacatym az tficatym rokem Zivota, nejlépe vSak
kolem dvacatého patého roku. Po tficatém roce zivota fertilita pozvolna klesa,
po tficatém patém roce se vyrazné propada. V poslednim obdobi dochézi k posunu véku,
ve kterém zeny maji své prvni potomky. Pokles byl zaznamenan v kategorii od patnacti
do devatenicti a od dvaceti do dvaceti ¢tyf let. Nartst byl naopak zaznamenan v kategorii
od dvaceti péti do tficeti let a mirny nartst v kategorii od tficeti do tficeti péti let

(KONECNA et al. 2005).

Zenskou plodnost ovliviiuje predeviim zdravotni stav ovarii a uteru. Kvalita oocyti
a ovarialnich funkci s vékem klesa. S postupujicim vékem Zeny narlstd pravdépodobnost
rozvoje endometridzy, myomatozy, posSkozeni vejcovodil na podkladé infekce a prodluzuje se
doba expozice negativnim faktorim Zivotniho prostiedi. Dilezita je téZ endokrinni odpovéd’,
ktera je nutnd k udrZeni t€hotenstvi, a kterd mize byt u starSich Zen sniZena. Se zvysujicim se
matefskym vékem se zvySuje riziko spontdnniho abortu a selhdni implantace a ryhovani
(FON a MC GOVERN 2004). Mira potratovosti vyrazné vzristd ve vékovych skupinach
od tficatého péatého do tficatého devatého roku a od ¢tyficatého do Ctyficatého Ctvrtého roku.
Po ptekroceni Etyficatého patého roku je jiz pravdépodobnost donoseni ditéte miziva
(NYBO ANDERSEN et al. 2000).

Se zvySujicim se vékem téz dochazi ¢astéji k nondisjunkci chromozomi pii dozravani oocytl
vlivem abnormalniho déliciho vieténka. Zeny ve véku tiiceti az tiiceti péti let maji o pét
procent vyssi pravdépodobnost, Ze poc¢nou aneuploidni plod, nez zeny ve véku dvaceti Ctyf
az dvaceti deviti let; ve vékové skupiné od tficeti Sesti do tficeti deviti let je toto riziko deset
procent (HASSOLD a CHIU 1985). Nejcastéj§i aneuploidii je trisomie chromozomu 21,

zpusobujici Downlv syndrom.

12
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Enviromentdlni negativni viivy

Negativni vlivy prostiedi maji téZ prokdzany vliv na reprodukéni schopnosti Zeny. Jsou jimi:
kontaminace tézkymi kovy (rtut, kadmium, mangan, olovo, chrom), dale radiace, drogy
(lehké 1 tvrdé). Reprodukéni schopnosti téZ velmi negativné ovliviluje koufeni i1 pasivni

vystaveni cigaretovému dymu. Ze soucasné dostupnych udaji se ma za prokézané, Ze koufeni:

e zvySuje riziko spontannich potratd
e sniZuje porodni hmotnost novorozence

o méni pomér pohlavi novorozenat v neprospéch chlapc.

Koufeni miize zplsobit destrukci oocytu jiz ve folikulu, nikotin plsobi negativné
na hormonalni rovnovahu organismu kutacky, byl prokdzan vliv nikotinu na spravnou funkci
vejcovodil, coz muze vést k mimodéloznimu téhotenstvi. U kutracek také castéji dochazi
k potraceni chromozémové normalnich plodi (KUKLA et al. 2001). Koufeni byva spojeno
1 s fadou jinych rizikovych zpasobi chovani, jako je konzumace alkoholickych napoj,
Castéj$i konzumace zdravotné nevhodnych potravin, vy$§i konzumace kavy. Samotny vliv

kouteni na reprodukéni schopnost Zen se proto hodnoti jen obtizné.

Stav vyZivy

Stav vyzivy je fyziologickym faktorem, ktery mize ve svych extrémnich podobach
(podvyziva, obezita) vyznamné ovlivnit reprodukéni zdravi Zeny. U obezity je na viné
hormonalni nerovnovaha, u podvyzivy pfedev§im sekundarni amenorhea, ktera je vlastné

ochrannou reakci proti pravidelné ztrat€ krve pfi nedostatku zZivin.

13
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Psychosocidlni faktor

Psychosocialni faktory, jakymi mohou byt stres, duSevni piepracovanost, nervové vycerpani,
mohou promlouvat do reprodukéniho zdravi. Jsou popsany piipady potratu plodu
po intenzivnim negativnim zaZzitku, ale i vlivem chronického stresu. Vysoké hladiny stresu
mohou byt vlivem psycho-neuro-imunologické zavislosti odpovédny za imunologické
dysbalance, coz mizZe byt divodem spontanniho potratu (LI et al. 2002). Byly provedeny
studie, zda opakované potraceni mize byt zpusobeno stresem z piedchoziho potratu
(BERGANT et al. 1997). Zavérem ovSem zistdva, ze hlavni pfic¢inou neplodnosti
¢i opakovanych reprodukénich ztrat je fyzickd porucha, ackoli ji velmi casto doprovazi

psychické obtize (deprese, pocity Gzkosti, strachu).

Zdravotni stav

Zdravotni stav Zeny, zejména nékteré nemoci (diabetes mellitus, lupus, poruchy §titné zlazy,
chronickd hypertenze a choroby ledvin) pfedstavuji zvySené riziko spontannich potrath
v prvnim trimestru. Je vSak znamo, Ze toto riziko je u dobfte sledovanych a Ié€enych pacientek
zanedbatelné (LI et al. 2002). Jsou znama i onemocnéni, pii kterych t¢hotenstvi, s ohledem na

rizika, ktera predstavuje pro matku, nelze doporucit (roztrousena sklerdza,..)

Infekce v téhotenstvi

Infekce rodidel v dobé téhotenstvi, zejména v prvnim trimestru miZze zplsobit samovolny
potrat, ovSem sporadicky. Nebylo prokdzano, ze by infekce mohla zplsobit opakované
potraty. Jedna se pfedevs§im o nakazu toxoplasmozou, zardénkami, cytomegalovirem, herpes
virem, chlamydiovou infekci. Z bakteridlnich nakaz jde predev§im o bakterie Mycoplasma
hominis a Gardnerella vaginalis. Pfenos infekci se déje nejcastéji na zakladé nechranéného

pohlavniho styku (L/ et al. 2002).
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2.1.1.2. Faktory zpiisobujici neplodnost u Zeny

Na snizené plodnosti se obecné podle etiologie podili ze 40 % procent poruchy funkce
vajecniku, pak vejcovodi, délozniho téla, pochvy, ze 40 % ,,nabidka* patologickych spermii,
z 20 % tzv. ,neznamé pfic¢iny”, mezi nimiZ dominuje imunitni systém, vSechny uvedené

piiciny mohutné doprovazi psychogenni alterace (ULCOVA — GALLOVA 2003).

2.1.1.2. 1. Anatomické faktory

Ovaridlni faktor

Vlivem poruchy funkce hormont, které se podileji na regulaci menstruac¢niho cyklu,
nedochazi v ovariich k dozravani folikul®i a uvoliiovani zralych oocytd (ovulaci). Napfiklad

u syndromu polycystickych ovarii (PCO).

Tubdrni faktor

Tuba uterina (vejcovod) zajiStuje transport zarode¢nych bunék a také oplozeného vajicka
do délohy. Nutnd je tedy pruchodnost vejcovodi a fungujici mechanismy, podilejici se
na transportu. Pfi¢iny uzavéru jsou: vyvojové odchylky, nadory, poSkozeni pii vySetfenich
a operacich, endometrioza — viz dale, appendicitis — zanét slepého stfeva a pozanétlivé
uzavéry (sexualné prenosné choroby - kapavka, chlamydiovd a mykoplasmova infekce,

smisSené infekce).

Uterinni faktor

V déloze dochdzi k uhnizdéni vajicka a nasledné k vyvoji nového jedince. Déloha miize byt

postizena n¢kolika poruchami: vrozené vyvojové vady (aplazie — nevyvinuti, porucha vyvoje
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délohy, porucha prichodnosti), délozni myom, Ashermantv syndrom — sristy uvniti délohy

nasledkem lékatského nitrod€lozniho zakroku, polypy sliznice.

Endometrioza

Endometrioza je onemocnéni, které je zplsobeno zanétem dé€lozni sliznice (endometria)
uvnitf nebo tézZ mimo dutinu délohy. Tato loziska endometria mimo délozni dutinu podiéhaji
stejnym cyklickym zméndm jako endometrium uvniti délohy a pisobi napfiklad sristy
v dutiné bfidni, uzavéry vejcovodd, poruchu vyvoje folikuld. Jedna z teorii vzniku
endometriozy se opirda o autoimunitni podstatu jako selhani imunologickych vztahd
k endometriu, ke sliznici dutiny délozni. V ptipadé, Ze pacientka s prokdzanymi lozisky
endometriozy neot¢hotni, je na mist¢ IVF vhodné kombinovand hormonalni pfipravou,

imunosupresi a dlouhodobou Ié&bou antioxydanty (ULCOVA — GALLOVA et al. 2002).

Cervikdlni faktor

Cervix — hrdlo déloZni mize byt rovnéz postiZzeno vrozenymi vyvojovymi vadami,
nebo zde hraji roli faktory ovliviiyjici kvalitu hlenu, ktery je ptili§ husty a tvofi tak pfekazku

pro spermie (KONECNA et al. 2005).

2.1.1.2.2. Imunologické faktory
Pricinou poruch plodnosti, tedy dlouhodobé neschopnosti otéhotnét a donosit Zivotaschopny

plod, mize byt i imunitni systém Zeny, ktery sviij atok smé&fuje proti vlastnim pohlavnim

buitkdm, partnerovym spermiim, ale i proti vzniklému plodu.
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Neplodnost a protildtky proti spermiim

Spermie jako takové jsou pro Zenu antigenné i geneticky cizi burky. V pfipadé poruchy
pfirozené snaSenlivosti (muZe byt zplsobena naptiklad precitlivélosti po opakovanych
zanétech rodidel) se uz pii prvnim setkani se spermiemi mohou vytvofit protilatky, a to nejen
v oblasti cervixu, ale i v prostoru uteru, v tubarnim i peritonedlnim prostoru a v séru. Plné
rozvinuti imunologické reakce zavisi jednak na povrchu spermii, na imunogennich latkach
obsazenych v semindlni plazmé, ale pfedev§im na proménlivé vnimavosti rozpoznavacich
imunitnich mechanismd, kterych je celd fada a které jsou geneticky podminéné.

Existuje-li pak poruseni fyziologického vztahu ovulac¢ni hlen-spermie, v pfitomnosti
spermaglutinacnich protilatek spermie aglutinuji (hlavickami, bi¢iky, hlavickami a bi¢iky), tim
ztrati svoji progresivni pohyblivost. V pfitomnosti immobiliza¢nich protilatek spermie ztraci
motilitu, aniz by se shlukly, v pfipadé cytotoxickych protilatek jsou naruSena enzymatickd
vybaveni hlavi¢ek spermii.

Tuto imunitni reakci Ize u mladého paru ponékud utlumit dlouhodobym stykem s kondomem

wewr

(ULCOVA -~ GALLOVA 1997).

Neplodnost a protildtky proti zona pellucida

Zona pellucida, deset mikrometrt ,,silna“ glykoproteinova matrix obalujici dozravajici oocyt,
slouzi v podstaté jako ochrannd vrstva a je také zdkladem pro inicidlni vyvoj granulézovych
bunék. Je také mistem setkani spermie s oocytem. V ptipad€, Ze organismus Zeny vytvari
antizonalni protilatky, zona pellucida se jimi v silné vrstvé obali a tim zabrani ptistupu
spermie k oocytu.

Tento stav Ize terapeuticky vyfesit intracytoplazmatickou injekci spermie do oocytu a IVF

ve spojeni se zalé&enim kortikoidy (ULCOVA — GALLOVA a MARDESIC 1996).
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Opakované potraty a antifosfolipidovy syndrom

Po vylou¢eni znamych pfi¢in opakovaného potraceni (inkompetence hrdla, hypoplazie
délohy, hormonalni, infekéni a geneticka pfi¢ina) pomyslime na antifosfolipidovy syndrom,
ktery souvisi s nalezem vysokych titri riznych antifosfolipidovych protilatek (APA - patfi
mezi autoprotilatkovou skupinu imunoglobulini namifenych proti negativné nabitym
bunéénym fosfolipidiim), s opakovanymi spontannimi potraty, trombocytopenii (z divodu
autoimunitni pfi¢iny) a trombozou (vendzni nebo arteridlni, nejcastéji anamnestickou).
Dalsimi komplikacemi jsou opakovana rustova retardace plodu, preeklampsie, pred¢asné
porody, endometridza a hypertenze v gravidite.

Sekundarni antifosfolipidiovy syndrom se vaze k zakladni autoimunitni chorobé, nejcastéji
myastehnia gravis, Sjogrentiv syndrom, revmatoidni arthritis apod.

(ULCOVA — GALLOVA et al. 1998).

Pritomnost vysokych hladin antifosfolipidovych protilastek muaze ovlivnit 1 normalni
fertilizaci tim, ze se tyto protilatky navazi na fosfolipidy ovaridlni tkané tak, Ze zabranuji
vytvofeni auvolnéni funkéniho oocytu. Vlastni fertilizacni proces miZe byt ovlivnén
1 pfimymi vazbami antifosfolipidovych protilatek na povrchové komponety oocytu a spermie
(BIRDSALL et al. 1996).

Lécba antifosfolipidového syndromu se tradi¢né opird o glukokortikoidy s davodu jejich
imunosupresivniho plsobeni. ProtoZe existuji néktera samovolna potraceni z imunologickych
pfi¢in z diivodu nedostatku vlastnich blokujicich protilatek, 1ze takto postizené pacientky 1é¢it
pomérné velkymi intravenéznimi ddvkami imunoglobulini nebo intravendzni aplikaci

pfipravenymi partnerovymi leukocyty (TAKESHITA 2004).

2.1.1.2.3. Endokrinologické faktory

Hypotalamus — sou¢ast mezimozku, hypofyza — podvések mozkovy a ovarium tvofi systém,
ktery reguluje reprodukéni funkce Zeny. Regulace jsou uskute¢tiovany pomoci hormoni
a neurotrasmiteri — prenaSecii. Z hypotalamu se uvoliiuje GnRH — gonadoliberin, ktery

ovliviiuje hypofyzu.
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Ta poté vylucuje dva hormony FSH — folikulostimula¢ni hormon a LH — luteinizaéni hormon,
které fidi ¢innost ovaria. V ovariu se tvofi zenské pohlavni hormony — estrogen a progesteron.
Jednotlivé urovné této kaskady se ovliviiyji i opacnym smérem. Cyklické zmény, které jsou
zpusobeny vylucovanim jednotlivych hormonil ptredstavuji opakovanou pfipravu organismu
k fertilizaci — oplodnéni a téhotenstvi. Poruchy v sekreci hormoni mohou vést k dlouhodobé

neplodnosti 1 k opakovanym reprodukénim ztratam.

Hormonalni divody zenské neplodnosti (WISCHMANN et al. 2001):

e hyperprolaktinémie (prolaktin > 500mlU/1)

e hyperandrogenémie (testosteron > 600pg/ml a/nebo DHEAS > 3500 ng/ml s nebo
bez polycystickych ovarii)

e poruchy §titné zlazy (hypertyre6za ¢i hypotyredza, bazalni TSH > 4 mlU/I)

e primarni ovarialni nedostate¢nost (estradiol < 30 pg/ml, FSH > 20 mIU/ml)

e hypofyzealné - hypotalamicka porucha (oligoamenorhea nad 35 dni, hormony v normé,
gestagenovy test negativni, nebo pozitivni)

e preklimaktericky stav (FSH > 20 mIU/ml, estradiol > 30 pg/ml)

e deficience lutedlni faze (vSechny hormony v normé, ale progesteron < 10 ng/ml a/ nebo

estradiol < 80 pg/ml)

V piipadé endokrinologickych studii Zen postizenych opakovanym potracenim byla zjisténa
(LIetal 2002):

® vysoka hladina luteinizaéniho hormonu (LH > 10 1U/1)
® vysoka hladina androgenu

* nepotvrdila se ptitomnost vysoké hladiny prolaktinu ve spojitost s opakovanymi

potraty
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2.1.1.2.4. Hematologické faktory

Normalni t€hotenstvi je spojeno s velkymi zménami vSech aspekti hemostaze — zvySeni
koncentrace vétSiny srazlivych faktor, sniZzeni koncentrace né&kterych piirozenych
antikoagulanti a redukce fibrinolytické aktivity. V prubéhu téhotenstvi je vSeobecna
rovnovaha tedy posunuta ke stavu hyperkoagulability. Tento stav je téZ dilezitym znakem
v patogenezi mnohych komplikaci téhotenstvi, zahrnujici zilni trombdzy, preeklampsii,
intrauterinni ristovou retardaci plodu a spontanni potraty.

Trombofilii 1ze definovat jako predispozici k tromboze. Abnormality v hemostaze spojené
s klinickou trombofilii zahrnuji dédi¢né poruchy, jakymi jsou mutace v genech pro pfirozené
antikoagulanty antitrombin, protein C, protein S nebo srazlivé faktory protrombin a faktor V
a ziskané poruchy (tvorba antifosfolipidovych protilatek). Svij dopad mé i enviromentalni
prostfedi, jako naptiklad vyziva nebo dal§i faktory obecného Zivotniho stylu, v interakci

s danym genetickym zakladem.

Dédicné trombofilie

Existuje hned nékolik genetickych abnormalit prokazatelné spojenych se vznikem stavu Zilni
trombozy. Tyto abnormality zahrnuji mutace geni kddujicich ptirozené antikoagulanty
antitrombin, protein C a protein S, jejichz nasledkem je ztrata antikoagulacni funkce,
a v genech kodujicich srazlivé faktory — faktor V, protrombin a vzacné fibrinogen.

Rutinni screening vSech Zen na trombofilni mutace neni doporucovan, ale protoze nékteré
trombofilni poruchy jsou spojeny s vysokym rizikem opakovanych tromb6z nebo komplikaci
t¢hotenstvi, jsou do screeningu zafazeny Zeny s opakovanymi potraty ¢i s Zilnimi trombdzami
v osobni nebo rodinné anamnéze, coz umozni vhodné planovani a klinické sledovani pfistiho

t€hotenstvi (WALKER 2000).
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2.1.2. Negenetické priciny poruch plodnosti u muzi

2.1.2.1. Faktory ovliviiujici plodnost muze

Vék

Poznatky o vyvoji plodnosti muzi v zavislosti na véku jsou méné utfidéné. Zda se, ze vétsina
déji doprovazejici starnuti muze ma minimalni, pokud vibec néjaky vliv na jeho schopnost
reprodukce. Do puberty dojde k tficeti bunéénym délenim, které jsou zakladem velkého
objemu nediferencovanych spermatogonii. Tato zadsoba podstupuje dvacet tfi déleni za rok.

U dvacetiletého dojde k dvéma stiim délenim a u pétactyficetiletého k sedmi stim sedmdesati
délenim. Toto velké mnozstvi bunéénych déleni poskytuje mnoho moznosti pro mozné chyby
v replikact DNA. Vieobecné jsou muzi nad ¢tyficet pét let povaZovani za rizikoveéjsi vékovou
skupinu, jejiz potomci mohou byt ohroZeni autozomalné¢ dominantnimi poruchami, jako je
achondroplazie, polypdza stfeva, Marfaniv syndrom, Apertiv syndrom, retinitis pigmentosa
a osteogenesis imperfecta (KUHNERT a NIESCHLAG 2004). Bylo zjisténo, Zze u muzl
nad Ctyficet Ctyfi let obsahuje chromosomadlni poruchu 13,6 % spermatozoi ve srovnani
s 2,8 % u muzi ve v€ku dvaceti az dvaceti ¢tyf let (MARTIN a RADEMAKER 1987).
Prokazéana byla i spojitost zvySujiciho se rizika postiZzeni potomki schizofrenii se zvySujicim
se vékem otce (MALASPINA et al. 2000). Co se tye spermatogeneze, dochazi u muzi se

zvySujicim se vékem k jistému poklesu pohyblivosti spermii, ov§em stale v rozmezi normy.

Enviromentdlni negativni viivy

Mnohé soucasné studie dokazuji béhem poslednich &tyi desetileti pomalou, ale setrvalou
tendenci ke snizovani kvality muZského ejakulatu. Za pfi¢inu je povazovan zvySeny vyskyt
a tedy 1 uCinek umélych estrogend v prostredi i v organizmu muze. Jde zde o latky estrogentim
jen vzdalené podobné, syntetické, které ale mohou velmi U¢inné neptiznivy vliv estrogeni

na muzsky organizmus napodobovat (YEH a BARBIERI 1989) .
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Rovnéz koutfeni negativné ovliviiuje kvalitu semene. V nékolika studiich se nezavisle

opakované ukazalo, Ze kuidci mivaji ve srovnani s nekufaky:

sniZzeny objem ejakulatu (HOLZKI et al. 1991)

e snizeny pocet spermii (v priméru o 22%, ale i az 0 57%)

e sniZenou hustotu spermii, (VINE et al. 1994)

e snizenou prevalenci normalné vyvinutych spermii (o 17%),

e sniZenou motilitu spermii a zkracenou dobu pohyblivosti spermii

(STILLMAN et al. 1986).

Kromé kouteni cigaret, vysoké teploty, alkoholu, drog, ¢etnych druhil zafeni a chemickych
latek mohou hrat roli i faktory fyzické zatéze — sporty ¢i jind fyzicka aktivita nadmérné
zatézujici brisni svalstvo, ktera zhorSuje odtok zilni krve z panevnich organti (zdvihani Cinek,
zavazi). Podobné sporty, pti nichZ je nadmérné zatézovana oblast hrdze (rozkroku) — napf.

dlouhé jizdy ¢&i terénni jizdy na kole, motocyklu i na koni (KONECNA et al. 2005).
Psychosocidlni faktor

Porucha reprodukce psychosocidlniho charakteru je u muzi spojena s poruchou sexualnich
funkci. Zplsobuje je chronicky stres, pfepracovanost, nedostatek spanku, téZ pocity deprese,
zklamani z opakovanych neuspéchi reprodukce. Poruchy sexudlnich funkci mohou byt

kombinovéany s poruchami tvorby ¢i transportu spermii.

Zdravotni stav

Jsou znamy choroby a poruchy, které mohou vyrazné ovlivnit plodnost muze. V minulosti
byly velmi c¢asté poruchy prichodnosti vyvodnych cest semennych po zanétech. Nyni, v dobé

1éCby zanéti antibiotiky jsou tyto pficiny ziidkavé.
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VEétsinou je problém ve tvorbé spermii, ktera mize byt poskozena poruchou prokrveni
pfi kieCové Zile Sourkové (varikokéla), po operaci, zanétu €i pfi poruse sestupu varlat, pfi
poruchach hormonalni regulace funkci varlat nebo jako nasledek uzivani nékterych 1€ki.
Zavaznym onemocnénim se téZ pro mladé muze mize stat nakaza pfiuSnicemi, jejimz

vysledkem muze byt pii zasazeni varlat celozivotni a nezvratna sterilita.

2.1.2.2. Faktory zpiisobujici neplodnost u muze

Mezi znamé pii¢iny neplodnosti u muze patii patologicky spermiogram, ktery mize byt
ovlivnén hormonalné, geneticky nebo imunologicky. Jako patologicky je hodnocen

spermiogram s nasledujicimi charakteristikami (WISCHMANN et al. 2001):

e denzita spermii < 20x10%/ml,
e obecnd pohyblivost < 50%,

e morfologie (normalni formy < 30%).

I kdyZ je vySetieni spermiogramu klicem v hodnoceni muzského faktoru, Spatné hodnoceni
ani nizky pocet nevylucuji moznost ptirozené koncepce. Obdobné ani normalni spermiogram
nezaruéuje, ze spermie partnera budou schopny fertilizovat vajicko Zeny. Casto se stava, Ze
1 muzi s extrémné nizkym poctem spermii nemaji problém s oplodnénim partnerek, zatimco
u malého procenta cykld IVF s Uplné normalnim spermiogramem k fertilizaci nedojde
(DEVROEY et al. 1998).

2.1.2.2.1. Imunologické faktory

Buriky reprodukéniho ustroji muze, tedy spermie maturované i nezralé, Leidigovy a Sertoliho
buriky jsou pied autoimunitni reakci chranény jednak svou nizkou antigennosti a jednak
tlumivymi plsobky pfimo ve tkdni. Navic seminarni plazma muze obsahuje fadu

imunosupresivnich faktor( a tlumivych cytokini. Pti poruseni hematotestikularni bariéry

23



Hodnoceni vyskytu balancovanych chromozomovych Zuzana Zmitkova
aberaci u pard s poruchami fertility 2008

(urazy nebo punkce varlat, zanéty, nadorova onemocnéni, AIDS apod.) dochézi ke kontaktu
doposud privilegovanych a imunologicky chranénych povrchovych epitopli spermii
s imunokompetentnimi burikami, které produkuji pfislusnou protilatku. Tyto protilatky se
navazi na povrch spermie a zpusobi tak jejich aglutinaci nebo imobilizaci ¢i cytotoxicitu.
Protilatky proti spermiim tedy brani progresivnimu pohybu spermii Zenskym pohlavnim
traktem, dokéazi ovlivnit i kapacitaci a akrozomalni reakci spermii, zasahuji i do ptimé

fertilizace oocytu (BRONSON a FUSI 1995).

Lécebné ovliviiovani imunokompetentnich bunék u sterility imunologicky podminéné
je u muzi piisné individualni. Zalezi vzdycky ptredev§im na typu a hladiné protilatek
a zpusobu a procentu aglutinovanych spermii v dasledku imunologického konfliktu.
S uspéchem vyuzivame ucinkd kortikoid( ve spojeni s antioxidanty a vhodné nacasovanou

asistovanou reprodukci (ULCO VA — GALLOVA et al. 1999).

2.1.3. Genetické p¥iciny poruch plodnosti

Neplodnost, at’ jiz v podobé opakovanych spontannich abortd ¢i dlouhodobé neschopnosti
otéhotnét, mize byt zapfi¢inéna i zménami v genetické vybavé jednoho ¢i obou z partneri.
Jedna se jednak o monogenné podminéné poruchy, jejichz pfi¢inou je ztrata funkce nékterého
z genl, ktery se svou ¢innosti podili na spravném fungovani reprodukéni soustavy. Poruchy
reprodukce mohou byt téz zpusobeny chromozomovymi aberacemi, tedy pocetnimi
¢1 strukturnimi zménami autozomu ¢i gonozomdl.

Obe¢ tyto vySe zminéné pii¢iny se mohou prolinat a navzajem ovliviiovat, napt. pokud vlivem
zlomi predchazejici translokaci dojde k poruseni struktury genu ovliviiujiciho reprodukéni

funkce.

24



Hodnoceni vyskytu balancovanych chromozomovych Zuzana Zmitkova
aberaci u pard s poruchami fertility 2008

2.1.3.1. Monogenné dédi¢né poruchy reprodukénich funkei

Mutace genil, na jejichZz expresi je vazana spravna funkce osy hypotalamus - hypofyza
— gonada — vyvodny trakt, mohou zpiisobit poruchy plodnosti. Mnoho téchto mutaci mé vliv
na spravny priubéh puberty a tedy vyvoj a dozravani gonad i pohlavniho ustroji. Nékteré
mutace ovSem zpusobuji infertilitu bez piedchoziho vlivu na pubertdlni vyvoj. Mutace

zpusobujici neplodnost 1ze rozdélit podle afekce do Ctyt kategorii, a sice:

e mutace hypotalamické
e mutace hypofyzealni
e mutace gonadalni

e mutace vyvodného traktu

Hypotalamus produkuje gonadotropin releasing hormon (GnRH), ktery reguluje hladinu
gonadotropinii, uvolfiovanych hypofyzou. Gonadotropiny - folikulostimulaéni (FSH)
a luteinizacni hormon (LH) nasledné stimuluji gonady, jejich sekreci steroidnich hormont
a téz produkci gamet. Spravna funkce vyvodnych cest umozni uvolnéni gamet z gonad

a nasledné setkéni a splynuti oocytu se spermii za vzniku zygoty (LAYMAN 2002).

2.1.3.1.1. Mutace hypotalamické

Mutace v genech exprimovanych v hypotalamu obvykle vedou k hypogonadotropnimu
hypogonadismu zplGsobenému velmi nizkou hladinou gonadotropini. Tento stav vede

k nedostatecné produkci steroidnich hormonti (estrogenii u Zen, testosteronu u muzi),

neumoznujici spravny pubertalni vyvoj.
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gen Kall 1

Muzi s Kallmanovym syndromem jsou postiZzeni X vazanym recesivnim hypogonadotropnim
hypogonadismem doprovazenym anosmii (poruchou ¢ichu). Porucha je zplisobena mutaci
v Kall 1 genu lokalizovaném na kratkych raménkach chromozomu X. Protein anosmin vytvari
oporu pro neurony ¢ichovych vldken a GnRH neurony. Pokud je protein defektni, neurony

ztraci schopnost synapse, vysledkem je Kallmantv syndrom.

Gen AHC

Muzi s vrozenou adrenalni dysplazii jsou od détstvi postiZeni ztratou sekrecni funkce
nadledvin a tedy deficienci mineralokortikoidd i glukokortikoidi. Nelécené stavy mohou
v obdobi puberty vyustit v hypogonadismus. Gen AHC na chromozomu X koduje protein

DAX1, transkrip¢ni faktor pro vyvoj kiry nadledvin a tvorbu gonadotropint hypofyzy.

Geny LEP a LEPR

Protein leptin hraje velikou roli v metabolismu a v puberté. Pacienti s mutaci v genu pro
leptin jsou postizeni extrémni obezitou, hyperinzulinémii a hypogonadismem. Mutace v genu
pro leptinovy receptor zplsobi podobny fenotyp, ovSem bez vysokého titru leptinu v séru
(LAYMAN 2002).

2.1.3.1.2. Mutace hypofyzedlni
Mutace v hypofyzeélnich genech zpUsobujici neplodnost maji za nasledek deficienci viech

nebo jen nékterého z hypofyzealnich hormoni (tyreostimulaéni hormon - TSH, prolaktin,

ristovy hormon, FSH a LH).
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Gen GNRHR

Mutace v genu receptoru pro GnRH jsou nalézany sporadicky u pacientll s nekompletnim

hypogonadismem, u kterych lze vysledovat znamky pubertalniho vyvoje, a¢ ¢asto opozdéné.

Gen FSHp

FSH je dimericky protein, sloZzeny ze dvou podjednotek, a podjednotka kddovana jedinym
genem a specifickou podjednotkou B. V podjednotce o nebyla u ¢lovéka popsana Zadna
mutace, mutace v podjednotce B u Zen zplsobuje nekompletni vyvoj prsou, nizkou hladinu
FSH a estradiolu, vysokou hladinu LH a sterilitu. U muzi pak zplsobuje azoospermili,
ale pubertalni vyvoj mize byt normalni. Nékteré mutace jsou manifestovany nizkou hladinou

testosteronu a opozdénym néastupem puberty.

Geny LHb/hCGb

Genovy komplex LH B /hCG B, slozeny zjediného genu LH B a Sesti gend hCG B, je
polymorfni, ale je popsana pouze jedina mutace LH B genu. Proband mél opozdénou pubertu
a mala varlata, nizkou hladinu testosteronu a naopak vysokou hladinu gonadotropint. U Zeny
dosud mutace nebyla zaznamendna, ale ptedpoklada se, ze by byla postizena opozdénou

pubertou a anovulaci.

Gen PROPI

Mutace v PROP1 genu u c¢lovéka zpusobi kombinovanou deficienci hypofyzealnich
hormon(: rGstovy hormon, TSH, prolaktin, FSH a LH. Jedinci s mutaci v tomto genu jsou
postizeni hypothyroidismem, jsou malé postavy a nedochazi u nich k nastupu puberty
(LAYMAN 2002).
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2.1.3.1.3. Mutace gonaddlni

Mutace v genech pro vyvoj a spravnou funkci gonad ptedstavuji nejvétsi skupinu poruch,
jejichz molekuldrni pivod je znam. Mutace postihuji funkci gonadotropnich receptord,
syntézu steroidnich hormonid a funkci steroidnich receptord. Gonadalni mutace lze zhruba

rozdélit podle lokusu na gonozomové a autozomové.

Gonozomové gonaddlni mutace

Gen DIAPH?

Byla popsana disrupce tohoto genu vlivem translokace, jejimZz nasledkem byla porucha
funkce ovarii. Funkce tohoto genu, lokalizovaného na Xq22 vSak neni zndma a nebyla

popsana Zadna bodova mutace (BIONE et al. 1998).

Gen FMR1

Syndrom fragilniho chromozomu X je X vazana porucha snekompletni penetranci
charakterizovana mentalni retardaci, makro-orchidismem, velkymi u$nimi boltci a vyraznymi
¢elistmi u postizenych chlapci. Fragilni misto v genu FMRI1 je v oblasti Xq27 vytvareno
mnohonasobnym zmnoZenim CGG tripletu bazi. Zeny nejsou obvykle timto syndromem
postizeny, ale nékteré Zeny — pienaSeCky premutace mohou dosahovat niz§iho stupné
inteligence ¢i mohou mit poruchy ucéeni. Bylo téZ objeveno, ze prenaSecky premutace maji

zvySené riziko pfedcasné ztraty ovarialni funkce jiz pfed ¢tyficatym rokem Zivota.

Gen SRY

Gen SRY je lokalizovan v distalni oblasti kratkych ramének chromozomu Y. Okolo deseti
az patnacti procent pacientd s karyotypem 46,XY a gonadalni dysgenezi (Swyertv syndrom)

vykazuje mutaci v tomto jednoexonovém genu.
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U vétSiny téchto pacienti nedo$lo k nastupu puberty, méli dokonale vyvinutou vaginu

a délohu, ovsem listovité gonady s rizikem nadorového bujeni.

Geny AZF

Oblast genti AZF na dlouhych raménkach chromozomu Y sestdva ze tii regioni: AZFa,
AZFb, AZFc (v soucasnosti se predpoklada existence i ¢tvrtého azoospermatického faktoru
AZFd). Muzi s deleci v oblasti AZF, pfedev§im v regionu AZFc jsou postizeni azoospermii

¢i kryptozoospermii (méné€ nez 1 milion spermii na ml) (LAYMAN 2002).

Autozomové gonaddini mutace

Gen FSHR

Mutace v genu receptoru pro FSH byly popsany u muzii i Zen. Zeny jsou postiZzeny
hypergonadotropnim hypogonadismem v disledku FSH rezistence. Fenotyp miZe byt
variabilni od uplné absence vyvoje prsou po normalni vyvoj a od primarni amenorhey
az po sekundarni. Estradiol mtize byt nizky az normalni.

U muzi je pubertalni vyvoj normalni, stejné jako hladiny testosteronu, ale varlata zistavaji
mala, velmi variabilni miZze byt koncentrace spermii v ejakuldtu — od velmi nizké

az po normalni.

Gen LHCGR

LHCGR receptor na sebe vaze jak LH, tak hCGH. Konstitutivni aktivace tohoto receptoru
zplsobuje autozomalné dédi¢nou familiarni muzskou piedéasnou pubertu, u Zen nebyl fenotyp
této poruchy dosud popsan. Inaktivace receptoru LHCGR mutaci naopak zptsobuje infertilitu

u muzi i Zen.
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Geny steroidnich enzymi ( CYP17, CYP19, HSD17B3, a SRD5A2 )

Mutace v nékolika enzymech produkce steroidnich hormoni mohou zpisobit autozomélné
recesivni infertilitu.

CYPI7, gen koédujici enzym s 17-hydroxyldzovou aktivitou konvertujici progesteron
na 17-hydroxyprogesteron . Mutace v tomto genu midze u muzl i zZen zplsobit deficienci
estrogenu, progestinu, androgenu. Zeny s mutaci v tomto genu a s karyotypem 46,XX nemaji
vyvinutd prsa, jsou postizeny amenorheou, neplodnosti a maji zvySenou hladinu
gonadotropinii. Muzi s karyotypem 46,XY maji podobny fenotyp, ale nemaji délohu
ani ovaria, ale normalni testes. U nékterych muzl je zevni genitdl Zensky, u jinych

ambivalentnii.

CYP19, gen kodujici enzym aromatazu konvertujici testosteron na estradiol. Zeny
s normalnim karyotypem maji ambivalentni zevni genital. V puberté se sice vyvijeji ovaria,

ale jsou polycysticka a nedochazi k oogenezi.

Gen autoimunitni regulace (AIRE)

Mutace v genu AIRE zplsobuje autozomalné recesivni onemocnéni APECED, také znamé
jako autoimunitni polyglanduldrni syndrom. Toto onemocnéni je b&zné ve Finsku, Irdnu
a na Sardinii. Mezi pocate¢ni symptomy patfi monilidza, ale velmi casté jsou téZ endokrinni

abnormality: hypoparathyroidismus, adrenélni poruchy, ovaridlni a testikularni poruchy.

Gen GALT
Galaktosemie je autozomdlné recesivné dédiéné onemocnéni zpusobujici, ze galaktdza

nemize byt konvertovana na glukézu. Fenotyp postizenych pacientll zahrnuje hepatomegalii,

nevolnosti a zvraceni, katarakty, mentalni retardaci, problémy s fe¢i a hemolytickou anémii.
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Bezgalaktézova dieta zlepSuje progndzu pro jaterni funkce a inteligenci, ale ne az k normalu.
Zeny s mutaci v tomto genu mohou byt téZ postizeny predéasnou ztratou ovaridlni funkce

nebo dokonce primarni amenorheou. Pti¢iny nejsou dosud znamy.

Gen FOXL2

Mutace vtomto genu zpusobuje autozomalné¢ dominantni syndrom (BPES), jehoZz prvni
forma zpulisobuje poruchy ovaridlni funkce, druha forma pouze defekty utvafeni o€niho vicka.

Mechanismy plisobeni mutace nejsou znamy.
Geny WTI a SOX9

Geny WT1 a SOX9 zplsobuji mimo jiné pohlavni ambigozitu u muzi s normalnim

karyotypem.

WT1 je gen na chromozomu 11, a jeho porucha mize zptisobit bud’ Denys-Drash syndrom
nebo Frasier syndrom, podle typu mutace. Cast&ji Denys-Drash syndrom je charakterizovan
Wilmsovym  tumorem, poruchou ledvin, sexudlni ambigozitou, s pfidruZenym
gonadoblastomem. Frasiertiv syndrom je vzacnéjsi, asociovany téz s Wilmsovym tumorem
(ale v porovnani s Denys-Drash syndromem méné casto), rendlni poruchou a pohlavni

ambivaletnosti.

SOXO9, gen, jehoz porucha je zodpovédna za vyvoj ambigotniho genitdlu u 46,XY muzi,

doprovazeny kampomelickou dysplazii (LAYMAN 2002).
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2.1.3.1.4. Mutace vyvodného traktu

Gen pro androgenovy receptor (AR)

Androgenovy receptor patfi mezi jaderné hormonalni receptory, jeho gen koduje doménu
umoziujici vazbu pfimo na DNA, kde pisobi jako transkripéni faktor. Pfi poruse receptoru
vlivem mutace v AR genu dochézi u plodi s karyotypem 46,XY k vytvofeni zcela norméiniho
zenského genitdlu, ovéem s primarni amenorheou. Nevytvati se totiz déloha a vagina konci
slepé. Normalné vyvinuta varlata jsou uloZena v bfisni duting a vytvaii normalni hladinu

testosteronu. Byly popsény i ptipady nekompletni insenzitivity s obojetnym genitalem.

Gen HOAX 13

Mutace v tomto genu postihuje vyvoj délohy a tim zplsobuje opakované reprodukeni ztraty.
Disledkem poruchy HOAX 13 genu je hand-foot-genital syndrom, postizené Zeny maji malé
ruce a nohy vlivem abnormélniho utvafeni metakarpu, metatarsu a ¢lankd prstii a soucasné
maji abnormélné utvaienou délohu (nejcastéji rozdeleni uteru nad cervixem ve dva rohy, méné
Casto rozdéleni jiz v oblasti cervixu). MuzZi jsou postizeni hypospédii v rizném rozsahu.

Absence délohy vlivem mutace v tomto genu nebyla dosud popsana.
Gen CFTR

Vrozena oboustranna absence chamovodil je nalézana asi u jednoho procenta neplodnych
muzi. Nejméné osmdesat az devadesat procent téchto ptipadi je zplisobeno heterozygozitou
pro mutaci v genu CFTR. Tito muzi téZ mohou byt postizeni uzavéry vyvodnych cest a tedy
retrakci spermii. U homozygotd nasledkem zvySené produkce a viskozity hlenu dochazi

az k azoospermii (LAYMAN 2002).
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2.2. Lékarska genetika, reprodukéni genetika a genetické poradenstvi

2.2.1. Lékarskd genetika

Lékarska genetika je medicinskd specializace zabyvajici se diagnostikou, léCenim
a komplexni péc¢i o pacienty s dédi¢nymi chorobami. Zamétuje se na celkové porozuméni
urujici role genu v zakladnich zivotnich procesech, napf. reprodukci. Specialisté v lidské
a lékarské genetice stoji v popfedi vyzkumu lidské dédicnosti a variability, soucasné se
podileji na vyzkumu molekularni biologie, biochemie a bunééné biologie a na praktickém
vyuziti rychlého pokroku poznani v genetice.

Lékaiska genetika je zaméfena nejen na samotného pacienta, ale i na celou jeho rodinu.
Zevrubna rodinna anamnéza je dilezitym prvym krokem pfi analyze kteréhokoli onemocnéni,
nezavisle na tom, jedna-li se o znamé genetické onemocnéni, ¢i nikoli. Rodinna anamnéza je
nesmirné dllezitd pti diagnostice, miZe prokdzat, Zze onemocnéni je dédi¢né, poskytnout
informaci o pfirozeném vyvoji onemocnéni a jeho variabilni expresi, mize prokazat i typ
dédicnosti. Uréeni typu dédi¢nosti pak umozituje stanovit riziko pro dalsi ¢leny rodiny, takze
dovoluje pacientovi a jeho rodin€é nabidnout genetické poradenstvi, zvolit pfisluSnou pé¢i,

véetné preventivnich opatieni.

Obor Iékarské genetiky v sobé soustfed’uje mnoho oblasti odrazejicich rizné sméry vyvoje

genetiky. Hlavni specializa¢ni oblasti predstavuje:

e cytogenetika (studium chromozémui)

e molekuldrni a biochemicka genetika (studium struktury a funkce jednotlivych gent)

e genomika (studium genomu, jeho organizace a funkci)

e populacni genetika (studium genetické proménlivosti lidskych populaci a fektort
ovliviiyjicich frekvenci alel)

e vyvojova genetiké (studium genetického fizeni vyvoje)

e klinicka genetika (aplikace genetiky v diagnostice a 1é¢ebné preventivni péci)
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e genetické poradenstvi (kombinuje stanoveni rizik s psychologickou a edukacni

¢innosti)

Neopomenutelnou soucasti ¢innosti klinickych genetikli je téZ vedeni screeningovych
programil populaci, pomoci nichZ identifikuji pacienty, u kterych je zvySené riziko vzniku

nebo prenosu geneticky podminéného onemocnéni (NUSSBAUM et al. 2004a).

2.2.2. Reprodukéni genetika

Reprodukéni genetika je dal§im novym odvétvim 1ékarské genetiky, integrovanym
s reprodukéni medicinou, asistovanou reprodukci a vyvojovou genetikou. Reprodukéni
genetika je Uzce vazdna na perikoncepéni a perinatologickou prevenci, ultrazvukovy
a biochemicky screening v I. trimestru a na zacéatku II. trimestru. Je zaloZena na systému
specializovaného genetického poradenstvi, klinické cytogenetiky, molekularni cytogenetiky
a molekularni genetiky, aby bylo mozZno zajistit prefertilizacni, preimplanta¢ni a klasickou
prenatdlni diagnézu od 1. do III. trimestru gravidity. Stava se tak soucasti fetdlni mediciny
a terapie.

V ramci reprodukéni genetiky je zajistovano specializované genetické poradenstvi, které by
mélo byt poskytovano v§em partnerim s tézkymi poruchami reprodukce, rovnéz tak darkynim
oocyth (MACEK et al. 2002).

2.2.3. Genetické poradenstvi v pripadé neplodnosti

Ucelem genetického poradenstvi je poskytnout informace a podporu rodinam s genetickym
rizikem, jakoz i parim postizenym opakovanymi potraty ¢i dlouhodobou sterilitou. Genetické

poradenstvi pomahd roding, param ¢i jednotlivei (NUSSBAUM et al. 2004h):

e porozumét Iékaiskym udajlim véetné diagnoézy a mozné péci
e porozumét, jak dédi¢nost prispiva k postizeni a jaké je riziko rekurence pro né
a pro ostatni ¢leny rodiny

e porozumét moznostem, jak fesit riziko rekurence
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e urcit, jaké hodnoty, nadéje, cile a vztahy budou rizikem nebo pfitomnosti genetické
poruchy ovlivnény.

e vybrat zplsob, jakym se bude situace fesit, s ohledem na to, aby jim nejvice
vyhovoval z hlediska rizika, cilii rodiny a jejich etickych a nabozenskych priorit

e najit nejlep§i mozné uspotddani vzhledem k chorobé, riziku rekurence nebo
obojimu poskytnutim odborné konzultace rodindm a doporucit vhodné svépomocné

sluzby, skupiny nebo oboji.

Genetické poradenstvi je zasadné nedirektivni. Pacientim lze pouze nabidnout a vysvétlit

vSechna mozn4 feSeni, moznosti a vysetieni, popf. sdélit rizika spojend s tou kterou variantou

feSeni. Pacient se rozhoduje sdm, bez jakéhokoli tlaku vyvijeného ze strany lékare.

Metody a postupy genetického poradenstvi v ptipadé neplodnosti se lidi od genetického

poradenstvi zaméfeného na genetické poruchy a onemocnéni v téchto zakladnich

charakteristikach (BOIVIN et al. 2001).

Predmétem konzultace je dosud nevyplnéné piani ¢i dokonce cil Zivota, zplodit
potomka. Konzultujici 1ékafi tedy tolik nepracuji s objektivnimi nalezy a ptiznaky jako
spiSe se subjektivnimi pocity Uzkosti obou partneri, zna¢né ovlivnénymi osobnimi
a psychosocialnimi faktory.

Spornou otazkou, ktera ale nemize byt opomenuta, je absence tieti osoby, které se
poradenstvi tyka a jejiz nejlep$i zdjem musi mit konzultujici stdle na paméti. Touto
tfeti osobou je dosud nenarozené dité, které je pifedmétem konzultace. Je tfeba zvazit
charakter rodinného prostfedi, do kterého se dité¢ zplozené pomoci metod umélého
oplodnéni narodi, a dal$i pfipadné kontraindikace.

Léceni neplodnosti obvykle zahrnuje mnoho cykld opakovanych lé¢ebnych postupti
a zasahi, které mohou, ale nemusi byt uspésné. Tento dlouhodoby proces piedstavuje

Casto emociondlni stres doprovazeny pocity zklamani a beznadéje.
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e Diagnostika a léceni neplodnosti ma dulezity dopad na intimni Zivot partnert.
Genetické poradenstvi je tedy v pfimé ndvaznosti na psychologickou podporu
partnerskych a sexuologickych poraden.

e Neni-li jindA moznost a je potieba pfistoupit na variantu ptipadné adopce ¢i pfijeti
darovaného oocytu ¢i spermie, byvaji obé tyto skute¢nosti obvykle spojeny s nejistotou
a obavou z moznych rizik, at’ jiz zdravotniho ¢i psychosocidlniho charakteru.

e Sterilita mze byt projevem geneticky pfenosného onemocnéni a pouzitim metod IVF

existuje redlné riziko pfenosu na potomstvo.

P#i 1é¢eni neplodnosti tedy musi byt bran zfetel na psychologické a emocionalni potreby

obou partnert stejné€ jako na jejich potieby z hlediska lécebné péce.

2.3. Cytogenetika a jeji moznosti

Klinicka cytogenetika je v&dni obor, zabyvajici se studiem genetiky na buné¢né trovni, tedy
studiem chromozom a jejich struktury. Moderni cytogenetika ma svij pocatek v roce 1956,
kdy bylo objasnéno, Ze normalni lidska burika ve svém jadfe obsahuje 46 chromozomi.
Az do této doby byl, vzhledem k nedokonalym zobrazovacim technikdm predpokladan pocet
vy$§i, az 48 chromozomil. V soucasné dobé se chromozomova analyza, dnes jiZz s vyrazné
zvySenou presnosti a spolehlivosti, stala nepostradatelnou diagnostickou metodou v mnoha
klinickych odvétvich moderni mediciny. Cytogenetika byla v pribéhu minulych let vyrazné
obohacena o metody molekularni biologie. Zejména hybridizace in situ nalezla na poli
cytogenetiky Siroké uplatnéni, ¢imZ umoznila velmi komplexni, citlivou a pomérné rychlou

analyzu lidského genomu.
2.3.1. Lidsky chromozom

Lidsky genom je predstavovan velkym mnozstvim DNA (deoxyribonukleové kyseliny),

nesouci ve své struktufe informaci pottebnou k piesné determinaci embryogeneze, vyvoje,
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ristu, metabolismu, reprodukce a vSech dalSich funkci a struktur fungujiciho organismu
lidského jedince.

Jadernd DNA je v kazdé burice organismu uspofadana do podoby fady vldknitych atvart
nazyvanych chromozomy, coZ umozni jeji kompaktni sbaleni a nasledné rovnomérné
rozdéleni do dcefinnych bunék pii bunééném déleni, ptipadné do gamet pii déleni redukénim.

V pribéhu déleni jaderny chromatin (zaklad struktury chromozomi, ve kterém je jaderna
DNA vazana na nékolik typt chromozomovych proteinti), homogenné rozloZeny v celém
jadre, kondenzuje. Vytvaii tak mikroskopicky pozorovatelné chromozomy (Viz obr.c.1).
Ackoli jsou chromozomy viditelné pouze v délicim se jadfe, neztraceji svou integritu ani

v obdobi mezi délenimi.

Chremozom

Chiomatidy | Bunétné jadro

»

i

Buiika
ﬁ(} Chromatin

Pary bazi

Obr. ¢. 1:Schéma struktury chromozomového materidlu .

(Prevzato z http://www.biologie.de/biowiki/Chromatin, upraveno)
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Kazdy biologicky druh méa svou vlastni chromozomovou specifickou vybavu, kterou
oznacujeme jako karyotyp. Tento pojem zahrnuje specificky pocet chromozémi a jejich
morfologii. Somatické buiiky lidského t¢la obsahuji ve svém jadfe diploidni pocet
chromozomi (obsahuji dvé sady homolognich chromozomi), tedy 46.

U haploidnich bun¢k zarodeéné fady (obsahuji pouze jednu sadu chromozom) je tento pocet
poloviéni, tedy 23 chromozomi. Z celkového poctu 23 part homolognich chromozomi je 22
parh stejnych pro obé pohlavi, nazyvaji se autozomy a jsou v karyotypu o€islovany sestupné
podle velikosti od nejvétsiho (chromozom 1) az po nejmensi (chromozomy 21 a 22). Zbyvajici
par tvofi pohlavni chromozomy (gonozomy). Dva stejné chromozomy X nalezneme u Zen
a konstituci XY u muzského pohlavi. Dle své morfologie se chromozomy déli do sedmi
skupin oznacenych pismeny A — G. Parové chromozomy, oznacované jako homologni, nesou
stejnou genetickou informaci, obsahuji tedy shodné geny ve shodném potadi. Jeden

chromozom z paru je zdédén od otce, druhy od matky.
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Obr. €. 2: Karyotyp muze s G-pruhy, linkou oznaceno umisténi centromer chromozomii

(Prevzato z https:/ members.aol.com/ chrominfo/bigktype.htm.)

2.3.1.1 Struktura a morfologie lidského chromozomu

Cytogenetika vyuziva pro svou analyzu délici se buriky v prometafazi, ¢astéji v metafazi.
V téchto fazich jsou chromozomy pod mikroskopem dobfte viditelné a lze snadno rozpoznat
vSechny atributy zakladni chromozomové struktury, tedy obé€ ramena (kratkd oznacujeme
znakem p, dlouhd znakem q), centromeru (primarni konstrikci), satelity oddélené sekundarni
konstrikci, telomery. V metafazi jsou navic dobfe postiehnutelné obé sesterské chromatidy
déliciho se chromozomu spojené v centromete (Viz obr.¢. 1).

Podle polohy centromery a tedy i vzajemném poméru délky obou ramen je definovana

zakladni morfologie chromozomil (Viz obr.¢. 3).
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V lidském karyotypu mizeme rozli§it chromozomy metacentrické (ramena takika stejné
dlouhd, centromera uprostied, chromozom 1,..), submetacentrické (ramena jiZ nejsou stejné
dlouha, centromera mirné posunutd od stiedu, chromozom 4,..), akrocentrické (dlouhé

raménko vyrazné del$i nez kratké, centromera u konce chromozomu, chromozom 13, 14,
21,..).

Metacentricky Submetacentricky Akrocentricky

Obr. ¢. 3: Klasifikace chromozomové morfologie

( prevzato z http://www.iupui.edu/~wellsctr/MMIA/htm/cytogenetics.htm , upraveno )

Chromozomové poruchy predstavuji dilezitou kategorii genetickych chorob projevujicich
se poruchami reprodukce, vrozenymi malformacemi, zvla§tnimi obli¢ejovymi rysy
(stigmatizaci), mentdlni retardaci rtzného stupné, Cetnymi nadorovymi onemocnénimi
a fadou dalSich vyznamnych poruch. Cytogenetické poruchy jsou nachazeny pfiblizné
u 1% zivé narozenych déti, asi u 2% téhotenstvi Zen starSich nez 35 let (u nichz byla
provedena prenatalni diagnostika) a u plné poloviny vSech spontdnnich potratii v prvnim
trimestru (NUSSBAUM et al. 2004b).

Tento fakt ukazuje na zasadni vyznam pritomnosti cytogenetické laboratofe jako
nepostradatelné soucasti kazdého vétSiho pracovisté Iékarské genetiky. Pracovnici
cytogenetické laboratofe se zabyvaji diagnostikou chorob podminénych chromozomovymi

aberacemi, tedy zmé€nami poctu ¢i struktury chromozomd. V jejich snaZeni jim vyznamné
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napomaha vyuziti konvenénich postupii umoziujicich vizualizaci metafazickych chromozomui

a v neposledni fad¢ i zpfistupnéni modernich metod molekularni biologie.

2.3.2. Konvenéni cytogenetické metody

Do této kategorie spadaji metody vizualizace chromozomu casto vyuZivané v bé€zné

cytogenetické praxi pro rychlé a efektivni stanoveni karyotypu pacienta. Jejich podstatou je

barveni chromozomi jadernymi barvivy (Giemsou, orceinem, fluoreskujicim chinakrinem,..).

S metodami seznamuje Tab.¢. 1.

Nazev metody

Provedeni

Vysledek

Vyuziti

Klasické barveni

piimé barveni roztokem
Giemsa - Romanowski

na zdklad¢ velikosti,
vzhledu a vzajemného
poméru p- a g- ramének
1ze uréit jen nékteré
chromozomy

stanoveni frekvence
chromatidovych zlomi
a dalgich aberaci
pii diagnostice syndromil
chromozomové instability

G — pruhovani
( G -banding)

kratké ptsobeni trypsinu,
k barveni roztokem
Giemsa - Romanowski

chromozomy lze rozlisit
na zakladé usporadani
svétlych a tmavych pruhi

pro spolehlivost,
pomérnou snadnost a
materialovou nendro¢nost
nejcastéji pouzivana
metoda k diagnostice
numerickych
i strukturalnich aberaci

Q - pruhovani

barveni fluorescen¢nim
barvivem chinakrinem
(,,Q* od angl. Quinacrine)

rozliSeni chromozomi
podobné jako
u G - pruhovani

ke stejnym Géeltim jako
G - pruhovani, vyZaduje
vsak fluorescenéni
mikroskop

R — pruhovani
( reverse banding )

kratké pusobeni vysoké
teploty, pak barveni
roztokem
Giemsa - Romanowski

R — pruhy maji opa¢né
zbarveni nez G — pruhy.
Tmavy G - pruh je
v R — pruhovani svétly
a naopak

doplnék jinych barvicich
metod, zejména pii
analyze strukturdlnich
chromozomovych
aberaci; metoda vSak
vyZaduje znacnou
zruénost a zkuSenost
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C — pruhovani
( constitutive
chromatine
banding)

kratké pisobeni
nasyceného
roztoku hydroxidu
barnatého, pak barveni
roztokem
Giemsa - Romanowski

tmavé se barvi oblasti
konstitutivniho
heterochromatinu,
ostatni ¢asti jsou svétlé

analyza strukturalnich
aberaci postihujicich
heterochromatinové

oblasti chromozomu

barveni koloidnim

selektivné zvyraziuje

analyza aberaci

stéibrem vyplyva z nazvu p- ramgnka} akrocentrickych
akrocentrickych .
(Ag-NOR) chromozomi: chromozomu

Tab. ¢. 1: Prehled cytogenetickych metod slouzicich k vizualizaci chromozomii

(Prevzato z: Kocarek, Novotna a kol., 2003 )

2.3.2.1. G - pruhovani

Nejcastéji vyuzivana metoda v klasické genetice je G — pruhovani (G — banding). Spociva
ve specidlnim postupu, pfi némz jsou chromozomy vystaveny kratkodobému pulsobeni
enzymu trypsinu a pak obarveny roztokem Giemsa — Romanowski. Po obarveni jsou
na chromozomech patrné napadné pticné pruhy (Viz obr.¢. 2), jejichz nasledné vyhodnoceni se
odehrdvd za pomoci svételného mikroskopu s vyuzitim imerzniho 100krat zvétSujiciho
objektivu (KOCAREK et al. 2005).

Kombinace a pocet pruhtl jsou pro kazdy chromozomovy pér specifické, a proto vyuZitim
této metody a dalSich pruhovacich technik lze individualné rozli§it a popsat kazdy
z chromozom a odhalit ptipadné zmény v poctu ¢i struktuie daného chromozomu. Jednotlivé
pruhy se podle mezinirodné platné nomenklatury oznacuji ¢isly a oznaCeni mista ptipadné
strukturalni aberace je sjednocené a tedy vseobecné srozumitelné (MITELMAN et al. 1995) .

Ke stanoveni strukturdlnich aberaci malého rozsahu lze vyuzit techniky HRT (,High
Resolution Technique®), kterd spociva ve zvlastnim zpasobu kultivace perifernich lymfocyta.
Tato metoda umozni ziskani a nasledné hodnoceni protahlych prometafazickych chromozomt,
na kterych Ize rozlisit 550 az 850 pfi¢nych pruhi v celém karyotypu na rozdil od 400 pruhd,

které 1ze rozlisit vyuzitim metody klasického G — pruhovani na metafazickych chromozomech.
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2.3.3. Molekuldarné — cytogenetické metody

Nespornou vyhodou uziti molekularné — cytogenetickych metod je spojeni prednosti
cytogenetického a molekularné biologického vysetfeni. Umoziluji rychlé a presné zjisténi
ptitomnosti chromozomu ¢i jejich ¢asti nebo dokonce jednotlivych genl v riznych tkénich,
a to bez nutnosti preparace chromozomu ¢i izolace DNA. Lze je dokonce vyuzit i tehdy,
mame-li k dispozici pouze bunééna jadra v interfazi (napf. pti vySetfeni spermii, fixovanych
tkani a pod.).

Z molekularné — cytogenetickych metod ma nejvétsi vyznam hybridizace in situ. Tato
metoda vyuziva tzv. sondy, tedy malé uméle pfipravené Gseky DNA (vzacnéji RNA), které
Jsou komplementarni k ur¢itym partiim chromozomové DNA.

Sondy mohou byt znac¢ené radioaktivné, imunohistochemicky, ale nejcastéji fluorochromem
a to bud’ pfimo, kdy je fluorochrom navazany na nukleosid DNA sondy, nebo nepfimo, pfes

protilatku nesouci fluorochrom, ktera se vaze na sondu.

2.3.3.1. Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Metoda je zalozena na vyuziti sond znacenych fluorochromem (napft. fluoresceinem — zelena
fluorescence, rhodaminem nebo cyanomycynem —  Cervend  fluorescence,...),
komplementarnich k vySetfovanym oblastem chromozomii a soucasném obarveni
chromozomi jinym fluorochromem (napt. DAPI — modré fluorescence ¢i propidium jodid
— cCervend fluorescence) pro usnadnéni lokalizace signalu fluorochrom sond (sonda
na obarvenych chromozomech fluoreskuje v jiné oblasti svételného spektra).

Metoda sama pak spociva nejprve v denaturaci (rozvolnéni fetézci dvousroubovice DNA)
sondy 1 cilové vySettované DNA pomoci vysokych teplot a nasledném navazani
(hybridizaci) jednotlivych fetézci sondy ke komplementarnim fetézcim cilové DNA
a vytvoreni hybridnich dvouSroubovic. P#i kone¢né analyze pomoci fluorescenéniho
mikroskopu je mozné pfitomnost znacené sondy na konkrétni oblasti cilové DNA odhalit
Jakozto napadny svételny signal. Vizualizace navazanych fluorochromi je umoznéna diky UV

lampé a specidlnim filtrim, které pohlcuji nékteré oblasti svételného spektra.
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Vysettfujeme-li karyotyp lidské somatické buiiky, ktera je diploidni, nalézame pro kaZzdou
oblast jednotlivych chromozomt dva signaly, jeden na kazdém z homologniho péru.
Absence jednoho signalu znamend, Ze chromozom, ¢i jeho konkrétni tisek neni v buiikach
pfitomen, tedy monozomii kompletni i parcialni. T¥i signaly misto dvou naopak znamenaji
trizomii daného chromozomu ¢i jeho &asti.

Existuje cela fada modifikaci zdkladni metody FISH, coz umoziuje jeji vyuZiti pro riizna,
velmi specifickd vySetfeni. Charakteru vySetfeni pak odpovida i vybér sondy s potfebnou

specifitou. Pfehled nejuzivanéjsich sond pro FISH podava Tab.é. 2.
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Obr.¢. 4: Obecné schéma metody FISH.

(Prevzato z http://www.pathology.washington.edwgalleries/Cytogallery/insitu_cartoon.jpg, upraveno)
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Typ sondy Charakter hybridiza¢niho vyuziti
signalu
vySetfeni aneuploidii chromozom,
hybridizuji s repetitivnimi detekce chromozomtii nezndmého
centromerické

satelitnimi sekvencemi predev§im
v centromerickych oblastech

puvodu,moznost interfazni FISH,
Siroké vyuZiti v prenatalni a
preimplantaéni diagnostice

lokus — specifické
(tzv. genové)

hybridizuji s jedine¢nymi
sekvencemi DNA

vysetieni mikrodeleci
u mikrodeleénich syndromi
a malignit, zji§téni amplifikace
onkogent a nékterych specifickych
translokaci, moznost interfazni
FISH

celochromozomové
(tzv. malovaci)

hybridizuji s mnohoéetnymi
chromozomovymi sekvencemi, lze
Jimi oznagdit cely chromozom

vySetieni chromozomovych
piestaveb, interfazni FISH neni
moznd (signal Ize hodnotit pouze
na chromozomech)

Tab.c. 2: Typy, charakter a vyuziti sond pouzivanych pro hybridizaci in situ

(Prevzato z: Kocarek, Novotna a kol., 2003)

2.3.3.2. Modifikace zakladni metody FISH

Whole chromosomal painting (WCP)

Pouzitim barevné sondy interagujici specificky s povrchem jen ur¢itého chromozomového

paru je mozné snadno odhalit i maly usek barveného chromozomu translokovany na jiny,

heterologni chromozom (MUNNE et al. 1998). Metodu lze téz vyuzit pro detekci aneuploidii,

nikoli v8ak pro odhaleni inverzi, deleci ¢i amplifikaci.
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Obr.c. 5: WCP, vlevo normalni karyotyp, vpravo patrnd translokace oznacenad Sipkami
(Prevzato z http://www.vysis.com/WCPWholeChromosomePaintDNAFISHProbes _21.asp,
http:/ www.genteq.de/ images/fish.jpg)

Multicolour FISH (M-FISH)

Tato metoda pouzivéa k detekci smés malovacich (celochromozomovych) sond specifickych
pro ruzné pary chromozomi. Lze tedy barevné odliit vSech 23 part lidskych chromozomi
pomoci péti riznych fluorochromi a jejich kombinaci. K vyhodnoceni preparatu je potfeba
fluorescenéniho mikroskopu s alespori $esti filtry pro oddélené pozorovani viech ptitomnych
fluorochromti a specialniho pocitaového programu pro citlivé rozliSeni vsech barev
a barevnych odstinii. Metoda M-FISH se pouZivd zejména pii identifikaci a objasnéni
sloZitych chromozomovych pfestaveb, které i ptesto, Ze do nich mize byt zapojen vétsi pocet
riznych chromozomi, mohou byt balancované (UHRIG et al. 1999) . Své uplatnéni nachazi

metoda piedevsim v onkogenetice pii diagnostice hematologickych malignit.
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Obr.¢. 6: M-FISH, vpravo patrna translokace (Prevzato z

http://www.vet.cam.ac.uk/research/cytogenetics/images. html, http.//cambiocat.co.uk/starfish_human.php )

Multicolour banding (M-band)

Na podobném principu jako je multicolour FISH je zaloZena metoda ,,multicolour banding®,
jejiz podstatou je oznaceni jednoho konkrétniho chromozomu rizné€ znaenymi sondami,
z nichZ kazda je specificka pro jinou oblast chromozomu. Vysledkem aplikace této metody je
vytvofeni riznobarevnych pticnych pruhii po celé délce chromozomu. Touto metodou lze
pomémeé citlivé odhalit a lokalizovat translokace i jiné strukturdlni aberace daného
chromozomu, jakymi mohou byt inverze, delece ¢i amplifikace ¢asti chromozomového

materialu
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Obr.¢. 7: M-banding, vpravo schéma umisténi sond

(prevzato z http://www.imas.co.uk/pages/cytogenetic_img/mband/mbandhome.htmi)

Spectral karyotyping (SKY)

Metoda SKY je pouhou variantou metody m-FISH. Vyuziva péti specifickych
chromozomovych sond, z nichZz kazd4 je znafena jinym fluorochromem. Diky riznému
obsahu repetitivnich sekvenci tyto sondy hybridizuji rizné silné¢ k riznym chromozomtiim. Dle
intenzity signalu je pak specialnim softwarem pfidélena kazdému typu chromozomi jina
barva, coz umozni snadnou detekci aberaci. Narozdil od metody m-FISH se zde k odliSeni

jednotlivych barviv pouZiva misto klasickych UV filtrd spektrofotometr.
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Obr.¢. 8: SKY (prevzato z http.//www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/images/sky.gif)

Komparativni genomovd hybridizace (CGH)

Principem metody CGH je soucasna hybridizace dvou vzorki DNA (DNA pacienta, znacené
zelené a kontrolni DNA, znacené Cervené) na normalni metafizni chromozomy. Metody

slouzi k odhalovani deleci a amplifikaci chromozomového materialu.

Microarray (array — CGH) a jeji modifikace

Podstatou metody microarray, ktera vychazi z metody CGH, je hybridizace velkého poctu
malych asekil genomu, ¢asto reprezentujicich jednotlivé geny nebo jejich &asti.
Ty jsou navazany v podobé nepatrnych mikroskopickych tecek na nevelké ploSe podlozniho
skla, tzv. ¢ipu. Kazdy z téchto isekl zde ma své piesné umisténi v ramci miizky.

V piipad¢é metody microarray s témito Gseky hybridizuji sondy ziskané z DNA probanda
a normalni DNA, znacené riznymi fluorochromy a lze ji zjistit drobné delece ¢i amplifikace,

nikoli v§ak balancované translokace.
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Obr.¢. 9: CGH a array - CGH (Prevzato z http.//www.advalytix.com/hybridisation_330.htm)

Array painting

Celochromozomovych sond vyuZivd i metoda nazyvana array painting, kterda slouZzi
k odhaleni translokaci, ale mechanismus je ponékud odlisny, zaloZeny na specialnim postupu
»reverse chromosome painting (RCP)“. Postup RCP spociva nejprve v oddéleni aberantnich
chromozomd od normalnich pomoci pritokového cytometru, ktery tfidi chromozomy dle
jejich obsahu DNA. Nasleduje namnoZeni DNA aberantnich chromozomi pomoci metody
PCR (polymerase chain reaction). Takto ziskanda DNA se pak oznaéi fluorochromy
a hybridizuje s DNA metafaznich chromozomt jako v ptfipadé¢ metody FISH. Vzorec
vytvoieny znacenou sondou na struktufe normalnich metafaznich chromozomt nam odhali

povahu aberace, strukturu aberantnich chromozomi a téz polohu zlomovych mist.
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Array painting vyuZiva tohoto postupu jen s jednim rozdilem. TéZ se oddéli oba derivativni
chromozomy, jichz se translokace tykd, a namnoZi se pomoci PCR. DNA kazdého
z derivativnich chromozoml se vSak ozna¢i celochromozomovou sondou nesouci jiny
fluorochrom. Nésleduje hybridizace, ov§em nikoli s metafdznimi chromozomy, ale s tzv. DNA
arrays, tedy s mnoha kratkymi iseky DNA, klony (viz metoda microarray).

Pouze klony odpovidajici sekvencim ptitomnym na derivativnich chromozomech budou
fluoreskovat. Klony ndlezici témuZz chromozomu (naptiklad chromozomu 17) budou tedy
fluoreskovat bud’ jednou, nebo druhou barvou v zavislosti na tom, zda k nim komplementarni
sekvence lezi na centromerickém chromozomovém segmentu, ¢i na translokovaném, ktery byl
obarven jinou barvou (Obr.¢. 10). Klon, jehoz sekvence odpovida té sekvenci na derivativnim
chromozomu, kde doslo ke zlomu, bude nést signal vznikly kombinaci obou barev. Je to
(pfed mistem zlomu a za nim) a oba tedy s danym klonem hybridizuji.

Array painting je perspektivni metoda umoziujici rychlou a pfesnou analyzu struktury
derivativnich chromozomt a mapovani zlomovych mist (FIEGLER et al. 2003,

GRIBBLE et al. 2004).
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Obr.¢. 10: Schéma provedeni metody Array painting
(prevzato z Gribble, Fiegler a kol., 2004, upraveno)

2.4. Chromozomové aberace spojené s poruchami reprodukce

Chromozomovymi aberacemi oznaujeme zjisténé abnormality v poétu ¢&i struktuie
chromozomd, jeZ mohou zahrnovat jeden ¢&i vice autozomi, popt. gonozomd, anebo autozomy
i gonozomy soucasné. Konkrétni aberace mtize byt ptitomna ve vSech burikach vSech tkani
probanda, ovSem nékdy se mohou vyskytnout bunééné linie odlisné chromozomové

konstituce. Tento jev je oznaCovan jako mozaicizmus.
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Pficinu je tfeba hledat v prub&hu ¢asného postzygotického mitotického déleni blastuly, kdy
muze dojit k chromozomové nondisjunkci, coZ se nasledné projevi mozaicizmem euploidnich
a aneuploidnich bunék vjednom organismu. V ¢asném dé¢leni blastuly téz muize dojit
k de novo strukturni aberaci, coZ se projevi strukturnim mozaicizmem bunék organismu, tento
jev je ovéem vzacnéjsi a dochazi k nému méné ¢asto nez k mozaicizmu pocetnimu.
Chromozomové aberace obvykle nalézané u parti indikovanych pro cytogenetické vySetteni
z divodu opakovanych reprodukénich ztrat ¢i infertility tvofi specifickou skupinu takovych
chromozomovych zmén, které se na fenotypu prenasece této aberace nijak zdsadné neprojevi.
Probandi ziji plnohodnotny zivot bez jakéhokoli postizeni a néktefi dokonce mohou mit
i zdravé potomky, neZ jsou pro opakované spontanni aborty ¢i dlouhodobé obtize s dalSim
pocetim indikovani k cytogenetickému vySetfeni. Ne&ktefi probandi jsou vySetfovani
pro obtiZe, které v budoucnosti s nejvétsi pravdépodobnosti k porucham plodnosti povedou.
Patfi k nim primarmni ¢ sekunddrni amenorhea (absence menstruace) u Zen, sniZeni
pohyblivosti, Zivotaschopnosti ¢i podtu spermii nebo jejich uplnd absence u muzi

a abnormality vyvoje genitalu a pohlavnich Z14z u obou pohlavi.

2.4.1. Aberace autozomii spojené s poruchami reprodukce

V ptipadé chromozomovych zmén autozomu, zjiSténych v burikach probandid s opakovanymi
fetalnimi ztratami ¢i dlouhodobou infertilitou, se jedna obvykle o aberace strukturni. Ty jsou
téméf ve vSech pripadech tzv. balancované (vyvazené).

Nazyvame takto prestavby, které nemaji zadné fenotypické vyjadieni, nebot ve vsech
burikach je veSkery chromozomovy material pfitomen v nezménéném mnoZstvi, piestoze je
odlisné uspofadan. Balancované pfestavby svého pienasede zdanlivé nijak neznevyhodnuji,
oviem mohou znamenat riziko pro dal$i generaci z divodu vysoké frekvence vytvafeni
nebalancovanych gamet. Tim se velmi zvySuje riziko vzniku abnormélniho potomstva
s nebalancovanym karyotypem a z toho vyplyvajicich disledki: opakované spontanni potraty,

narozeni postizeného ¢i mrtvého ditéte.
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2.4.1.1. Zdanlivé balancované chromozomové prestavby

Je ovSem nutné rozliSovat mezi skute¢né balancovanou prestavbou a ptestavbou, ktera se sice
z cytogenetického hlediska jevi jako balancovana (nejcastéji vlivem pouzité vysetfovaci
metody s nedostatecnou rozliSovaci schopnosti), ale méa fenotypicky projev a z molekularné
biologického hlediska balancovana neni (tzv. zdanlivé balancovana pfestavba).

Pojmem zdanlivé balancovana pfestavba oznacujeme jev, kdy pacient je postizen genetickou
chorobou, ackoliv metodami klasické cytogenetiky se piestavba v karyotypu pacienta jevi byt
balancovanou. Dal$im studiem a uzitim metod s vétsi rozliSovaci schopnosti 1ze vSak prokazat
drobné abnormality v genotypu pacienta.

Postnatalné zjisténé balancované de novo strukturalni pfestavby jsou spojené s abnormalnim
fenotypem asi u 6% ptipadi. Abnormalni fenotyp u pacientli se zdanlivé balancovanou
de novo translokaci je zapfiCinén , jak se pfedpoklada, disrupci genu ¢i gend v misté zlom
nebo malou duplikaci ¢i deleci pod hranici rozliSitelnosti svételnym mikroskopem. Eventualné
vztah mezi abnormalnim fenotypem a karyotypem miiZe byt spiSe ndhodny nez pfi¢inny. Tyto

malé aberace jsou detekovany metodou FISH (Fluorescenéni In Situ Hybridizace), CGH
(Komparativni Genomova Hybridizace) a microarray (GRIBBLE et al. 2005).

Mezi prestavby, které se mohou nachazet v balancované formé, fadime ptedevsim reciproké
translokace a inverze. Specifickym typem translokace bez fenotypického vyjadieni je
robertsonska translokace, kterd se odehrava vzdy mezi dvéma homolognimi ¢i heterolognimi

akrocentrickymi chromozomy (NUSSBAUM, R.L. et al. 2004d).

2.4.1.1.1 Reciprokd translokace

Jako balancované reciproké translokace oznatujeme vymény chromozomovych segmentl
mezi dvéma (vzacnéji vice) zpravidla nehomologickymi chromozomy bez fenotypického
projevu. K tomuto typu translokace dochazi v duasledku zlomi na nehomologickych
chromozomech a naslednou vyménou nehomologickych segmentl. Tato vyména se mize

odehrat mezi libovolnymi dvéma chromozomy a zlomy se mohou objevit v libovolném misté
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po celé délce chromozomu. Translokovat se pak miZe termindlni segment zahrnujici
i telomeru (Viz obr.¢. 11), nebo libovoln¢ dlouhy integralni segment bez telomery.

Délka terminalniho translokovaného segmentu se miZe pohybovat v rozmezi od pouhého
telomerického segmentu az po délku celého ramene chromozomu s misty zloml v oblasti
centromery. Na vysledném derivativnim, translokaci zménéném chromozomu muizeme rozlisit
centromericky segment (CS) a translokovany segment (TS).

Reciproké translokace jsou pomérn€ bézné a nalézame je asi u jednoho z 600 novorozenc.
Takovéto translokace jsou obvykle neskodné, fenotypicky se vétSinou neprojevi, i kdyZ jsou
Cast&j$i u mentalné retardovanych jedinct hospitalizovanych v Gstavech nez u bézné populace.
Ovsem stejné jako jiné balancované prestavby jsou translokace spjaty s vysokym rizikem
vzniku nebalancovanych gamet a poceti abnormalniho potomstva. Balancované translokace
jsou castéji zjiStény u parl, které prodé€laly jeden nebo vice spontannich potrath

a u infertilnich muzi nez u celkové populace (NUSSBAUM et al. 2004c).

Reciproka translokace

doomozom
4

Obr. ¢. 11: Schéma reciproké translokace

( pFevzato z http://images.clinicaltools.com/images/gene/4_8_derivative jpg , upraveno )
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Viiv balancovanych reciprokych translokaci na reprodukci

PfestoZze balancované translokace svého pienasece nijak fenotypicky neznevyhodmuji, ¢asto
jejich pfitomnost velmi ztizi, v nékterych piipadech dokonce uplné znemozZni zplozeni
zdravého potomstva.

Divodem je vysoka frekvence vytvafeni nebalancovanych gamet a tim vyrazné zvySené
riziko zplozeni potomkid s nebalancovanym karyotypem, kteti se zahy narodi s vdZznymi
defekty fenotypu, nebo plody intrauterinné odumiou a dojde ke spontannimu potratu.

Okamzikem rozhodujicim o balancovanosti gamet je meioticka segregace chromozomi

(FARAUT et al. 2000).

Segregace chromozomui s reciprokou translokaci

Béhem prvniho meiotického déleni bunék zarode¢né tady nosice balancované reciproké
translokace vznika vlivem parovani segmenti derivovanych chromozomi s homolognimi
segmenty normalnich chromozom k#izovy utvar — kvadrivalent, namisto dvou normalnich
bivalentd. Z tohoto uspofadani chromozomy v anafazi meidzy vétSinou segreguji tfemi

zplsoby, popsanymi jako:

e Stfidava segregace (alternate segregation)
e Segregace ptilehlych chromozomu 1. typu (adjacent-1-segregation)

e Segregace prilehlych chromozomii 2. typu (adjacent-2-segregation)
Stridavd segregace
Stfidava segregace je béZznym typem rozchodu chromozomi. V priubéhu segregace se
oddé€luji dva normalni chromozomy od dvou derivovanych. Vytvareji se gamety s normalni

chromozomovou sadou nebo s obéma chromozomy s reciprokou translokaci. Oba typy gamet

pochazejici ze stfidavé segregace jsou balancované. Pouze v tomto piipadé se narodi zdravy
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jedinec s vyvazenym fenotypem. Ostatni typy segregace oznacujeme jako malsegregace

vedouci k imbalancim (GARDNER a SUTHERLAND 2004).

Segregace prilehlych chromozomii 1. typu

Na rozdil od stfidavé segregace segreguji derivované a normalni chromozomy pii segregaci
prilehlych chromozomil spole¢né. Segregace 1. typu se pfednostné odehravéa u reciprokych
translokaci s dlouhymi centromerickymi segmenty a kratkymi translokovanymi segmenty.
Vede k duplikaci jednoho translokovaného segmentu a deleci druhého. Homologické
centromery se zde rozchazeji do odlisnych dcefinnych bunék. Tento zpiisob malsegregace je

nalézan u potomku ptenaseci balancovanych reciprokych translokaci nej¢astéji.

Segregace prilehlych chromozomi 2. typu

Tento typ malsegregace se piednostné odehrava u reciprokych translokaci s dlouhymi
translokovanymi segmenty a kratkymi centromerickymi segmenty. Vede k duplikaci jednoho
centromerického segmentu a deleci druhého. Homologické centromery zde segreguji spolu
do jediné dcefinné buiiky. Tento mechanismus se podoba nondisjunkci a je nalézan vzacné,
mozna téZz z divodu pfili§ rozsdhlé imbalance, kterd nebyvé slucitelnd se Zivotem a vede

k spontadnnimu potratu plodu.

VysSe zminéné zplsoby segregace se vSechny odehravaji podle konzervativniho vzorce 2:2
(ke kazdému polu buiky prechazeji dva chromozomy). Chromozomy s reciprokou
balancovanou translokaci mohou ale také segregovat podle vzorce 3:1, coz vede k produkci
gamet, nesoucich 22 nebo 24 chromozoma.

K tomuto typu segregace dochazi, pokud jeden z chromozomii kvadrivalentu je maly nebo
akrocentricky. Monozomie u takto vzniklého plodu je pomérné vzéacna, ale oblas lze
pozorovat trizomii. Segregaci typu 3:1 pozorujeme u 5 — 20% spermii nosi¢i balancovanych
translokaci. Konkrétni podil aberantnich spermii ale zavisi na rozsahu a lokalizaci specifické

translokace (NUSSBAUM, R.L. et al. 2004d). Tento typ segregace také nalézame u pfipada
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pomérné frekventované translokace t(11;22)(q25;ql1). Prenase¢ této translokace produkuje
nebalancované Zivotaschopné potomky s derivovanym chromozomem 22 jakozto
nadpocetnym, vzniklym duplikaci 11g25qter a 22pllqter. Tento markerovy chromozom je
nalézan u S — 10% déti prenaseci translokace (WARBURTON 1991, LASSOTA et al. 2005).

2.4.1.1.2. Robertsonskd translokace

Robertsonské translokace (Viz obr.¢. 12) jsou nejbéznéjsi balancovanou chromozomovou
prestavbou u ¢lovéka a jsou nalézany u jednoho z 1000 novorozenct (Viz tab.¢. 3). Tento typ
prestavby zahrnuje dva akrocentrické chromozomy (lidské chromozomy 13, 14, 15, 21, 22)
bud’ heterologni, nebo vzacnéji homologni. Oba chromozomy ztraceji v disledku zlomt sva
kratka raménka se satelity a fuzuji v blizkosti centromerické oblasti. Protoze kratka raménka
vSech péti parh akrocentrickych chromozomli obsahuji mnohacetné kopie genl
pro ribozomalni RNA a nikoliv kodujici sekvence DNA, jejich ztrata nema Skodlivé nasledky.

Mnoho robertsonskych translokaci méa svij ptivod ve zlomech v oblasti kratkych ramen,
vysledny sfizovany chromozom ma obvykle dvé centromery, z nichZ jedna byvé zpravidia
neaktivni (pseudodicentrickd robertsonska translokace). Nékdy je ale pfitomna centromera
pouze jedna (monocentricka robertsonska translokace).

Vysledny balancovany karyotyp obsahuje 45 chromozom, véetné chromozomu vzniklého
translokaci, ktery je ve skute¢nosti tvofen dlouhymi raménky fuzujicich akrocentrickych
chromozomil. Ttebaze jiz byly zaznamenany ptipady kombinaci vSech lidskych
akrocentrickych chromozomi v robertsonské translokaci, dvé znich jsou vice Casté nez
ostatni. Jedna se o kombinace: der(13q;14q) a der(14q;21q), jeZ zastupuji vice nez 80% vsech
robertsonskych translokaci. Translokaci 13q a 14q nalézame u jedné osoby z 1300 a jde tedy
0 nejcastéjsi chromozomovou prestavbu u naseho druhu (GARDNER a SUTHERLAND 2004,
NUSSBAUM et al. 2004e).
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Robertsonska translokace

Normalni Normalni Robertsonska
chromozom13 chromozom 14 translokace
rob(13;14)

Obr. é. 12: Schéma robertsonské translokace

( pFevzato z http://images.clinicaltools.com/images/gene/13 _14_derivative. jpg, upraveno )

K robertsonské translokaci miiZze dochazet i mezi homolognimi chromozomy jednoho péru.
Nasledkem takové translokace vzniké izochromozom ze dvou stejnych ramen. Ptikladem
muze byt i(21q) nalézany n€kdy u pacientid s Downovym syndromem. VétSina té€chto ptipadi
vznikd de novo, ale jsou znamy i familiarni ptipady. U velmi malého pocétu pacientt
s Downovym syndromem byl prokdzan transloka¢ni derivativni chromozom 21q21q, tedy
chromozom slozeny jen z dlouhych ramen dvou chromozomi 21. Ale pfedpoklada se, ze
vznika spiSe jako izochromozom, tj. pfi¢nym délenim namisto podélného v midze (popf.
v mitdze), neZ ze by vznikl robertsonskou translokaci (ANTONARAKIS et al. 1990).

Tiebaze ptenase¢ robertsonské translokace je fenotypicky normalni, existuje i v tomto ptipadé

riziko vzniku nebalancovanych gamet a tedy i potomstva s nebalancovanym fenotypem.
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balancovana 0,9 na 1000
Reciproka translokace frekvence u novorozenci
nebalancovana 0,03 na 1000
balancovana . 1,0 na 1000
Robertsonska translokace frekvence u novorozenct
nebalancovana 0,06 na 1000

Tab. ¢. 3: Frekvence translokaci
(Podle: Konstantin  Miller, 2005  http://www.charite.de/ch/medgen/eumedis/cytogenetics05/chromosomal-

translocations.html)
Viiv robertsonskych translokaci na reprodukci
Segregace chromozomii s robertsonskou translokaci

B¢hem prvniho meiotického déleni v buiikdch zéarode¢né fady nosi€h robertsonské
translokace dva normdlni akrocentrické chromozomy vytvareji trivalent s derivovanym

chromozomem.

StFidavad segregace

Stfidava segregace vede k balancovanym gametam s jednim derivovanym chromozomem

nebo s dvéma normélnimi akrocentrickymi chromozomy.
Segregace prilehlych chromozomu

Segregace prilehlych chromozomid vede k produkci étyé riznych typl nebalancovanych
gamet. Dva typy nesou pouze jeden z normalnich akrocentrickych chromozomd, coz vede
ke kompletni monozomii. Zadna z monozomii akrocentrickych chromozoma neni slucitelna se
zivotem. Dva dalSi typy nesou derivovany translokovany chromozom spole¢né s jednim
normalnim ze zucCastnénych akrocentrickych chromozomi. Tyto dva piipady vedou
ke kompletni trizomii. U robertsonské translokace der(14;21) miize mit potomek s imbalanci

der(14;21) ve svych burikdch tfi chromozomy 14 nebo téi chromozomy 21. Trizomie
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chromozomu 21 vede k projevu Downova syndromu. Robersonské translokace zahrnujici
chromozomy 13 a chromozom 21 jsou prakticky jediné, které daji vzniknout nebalancovanym
Zivotaschopnym potomkim.

V ptipadé trizomie chromozomu 13 se narodi jedinci postiZzeni Patauovym syndromem,
u trizomie 21 jedinci s Downovym syndromem. Pouze 4% ptipadi karyotypti Downova

syndromu ma sviij piivod v robertsonskych translokacich (HOOK, E.B. 1981).

2.4.1.1.3. Komplexni translokace

Komplexni chromozomové piestavby jsou definovany jako reciprokd vyména genetického
materidlu mezi tfemi a vice chromozomy. I velmi komplikovana vyména zahmujici vétsi
pocet chromozomi miiZze byt balancovana. Nosi¢i jsou v8ak zpravidla postizeni neplodnosti

¢i opakovanymi spontannimi potraty (CAI et al. 2001, LESPINASSE et al. 2003).

Vliv balancovanych translokaci na Zivotaschopnost plodu

Chromozomové aberace jsou podle riznych autorti nachdzeny u 27% part s reprodukénimi
problémy (DANIELY et al. 1998). Ze studie, zabyvajici se problematikou parti s opakovanymi
potraty, vyplyva, Ze pouze u 4,7% part se dvéma a vice prodélanymi potraty zpisobila jejich
potize balancovana strukturalni aberace (DE BRAEKELEER a DAO 1990).

Jak bylo jiz zminéno, pfenaSeci balancovanych strukturnich aberaci maji zvysené riziko
zplozeni potomstva s nebalancovanym karyotypem, nasledkem ¢ehoZz u nich dochazi k ¢astym
potratlim, obvykle v pribéhu prvniho trimestru, ¢i ke zplozeni postizeného ditéte. Typickou
imbalanci u potomkl pfenaseci reciproké translokace je parcidlni trizomie a parcialni
monozomie oblasti chromozomu zasaZenych translokaci. U potomki pfenasect robertsonské
translokace se jedna o kompletni trizomii ¢i monozomii nékterého akrocentrického
chromozomu.

U prenaSeCt balancované reciproké translokace je riziko potratu odhadovano na 5 — 6%,
ale pokud je pfenaSe¢ Zenského pohlavi, riziko mize byt vyssi (GARDNER a SUTHERLAND

2004). Riziko pro pienaSece robertsonské translokace — Viz tab.¢. 4.
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Typ translokace / .
Ptena$e¢ muzského pohlavi Prenase¢ zenského pohlavi
pohlavi pfenasece
Robertsonska translokace
) méné nez 1% 10-15%
zahrnujici chromozom 21
Robertsonska translokace
o méné nez 1% 1%
zahrnujici jiné chromozomy

Tab.¢. 4: Riziko zplozeni potomkii s aneuploidii u prenasecii robertsonské translokace
( Podle: Konstantin Miller, 2005

http://www.charite.de/ch/medgen/eumedis/cytogenetics05/chromosomal-translocations.html )

Analyza cytogenetickych nalez obou druht balancovanych translokaci ukazuje, Ze nékteré
chromozomy jsou zahrnuty v translokaci preferované, castéji nezli jiné, a Ze v reciproké
translokaci jsou mista zlomG na ramenech chromozomi rozmisténa nendhodné a zfejmé
souvisi s fragilnimi misty chromozomu, vice nachylnymi ke zlomiim. Ve zna¢né mife dochazi
ke zlomim na chromozomech 6, 7 a 22 a naopak zfidka na chromozomu 12. Distribuce
zlomovych mist chromozomii u dysfertilnich pard, nosi¢l balancovanych translokaci, se
signifikantné li§i od rozlozeni zlomovych mist u reciprokych translokaci nalezenych u déti

s vrozenymi vadami.

2.4.1.1.4. Balancované inverze

K této aberaci dochézi vlivem dvou zlomi ve struktufe jediného chromozomu, jimi
ohrani¢eny segment je invertovan (pfetocen) a opét vloZzen do stejnych mist ptvodniho
chromozomu. RozliSujeme dva typy inverzi a sice paracentrickou inverzi (pfetoceny segment
neobsahuje centromeru, k obéma zlomim doslo na stejném raménku) a pericentrickou
inverzi (pfetoceny segment zahrnuje i centromeru, kazdy ze zlomii se odehrdl na jiném
raménku). Z cytogenetického hlediska se snaze odhaluji pericentrické inverze, nebot’ u nich
dochazi ke zméné vzajemnych délkovych poméri chromozomovych ramének a vyrazné se
méni 1 uspofadani G — pruhl. Vlivem paracentrickych inverzi se vzajemny pomeér délky

ramének neméni.
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Nejbéznéjsi inverzi pozorovanou na lidskych chromozomech je maléd pericentricka inverze
chromozomu 9. Je pfitomna u vice nez jednoho procenta vSech jedincli vySetfenych
v cytogenetickych laboratofich. U této aberace neni znama zadna spojitost se spontannimi
aborty ani vznikem nebalancovaného potomstva. Proto je v§eobecné povazovana za normalni

variantu.

Viiv balancovanych inverzi na reprodukci

Inverze u svych pienaSel zpravidla nezpisobuje abnormalni fenotyp, nebot se jedna
o balancovanou prestavbu. Existuje vSak redlné riziko pro reprodukci ptenasece, z ditvodu
zvysené tvorby abnormalnich gamet hrozi vznik nebalancovaného potomstva.

Okamzikem, rozhodujicim o balancovanosti potomstva, je opét meidza, ovSem nikoli
segregace, jak tomu bylo u translokaci. Kritickym se stava jiz prubéh prvniho meiotického
déleni a sice okamzik tvorby bivalentu a nasledné rekombinace chromozomového materialu
homologniho paru, z néhoz jeden chromozom je zménény inverzi. V oblasti inverzni klicky je
sice rekombinace ponékud pozastavena, pokud kni vSak presto dojde, vzniknou
nebalancované gamety. Zalezi pfitom velice na misté, kde k rekombinaci doslo. V pfipadé
paracentrickych inverzi po prob&hlé rekombinaci vznikaji mimo normalni a balancované
formy chromozomul téZz typické formy acentrické a dicentrické. Zygoty vzniklé z gamet
nesoucich tuto konstituci nejsou zpravidla Zivotaschopné a dochézi k potratu. Riziko vzniku
Zivotaschopného jedince s nebalancovanym karyotypem je tedy velmi nizké.

V ptipadé pericentrickych inverzi dochazi po prob€hlém crossing-overu k vytvareni
nebalancovanych gamet s duplikaci jednoho a zaroveri deficienci druhého termindalniho
segmentu leziciho distalné od oblasti inverze daného chromozomu. Celkové riziko narozeni
ditéte s nebalancovanym karyotypem je znatelné vys$§i neZ tomu bylo v ptipad€ paracentrické
inverze a odhaduje se asina 5 — 10 % (NUSSBAUM et al. 2004c).
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2.4.2. Aberace gonozomii spojené s poruchami reprodukce

Normalni muzské a Zenské buriky maji odli$nou konstituci pohlavnich chromozomd, které se
od sebe zasadné 1isi strukturou i tvarem. Pfesto jsou schopny se v prvnim meiotickém déleni
parovat. Dé&je se tak pomoci pseudoautozomalni oblasti na distdlnich koncich dlouhého
i kratkého raménka chromozomi X i Y, kde si sekvence odpovidaji.
Diky pseudoautozomalnim oblastem si mohou oba chromozomy vyménit material pfi
crossing-overu.

Aby bylo dosazeno vyrovnani genové davky mezi obéma pohlavimi, vzhledem k tomu, Ze
v Zzenskych burikach se nachazeji dvé kopie chromozomu X a v muzskych pouze jedna kopie,
dochazi v ¢asném stadiu embryonalniho Zivota k inaktivaci jednoho z obou chromozomi X
ve vSech bunkach vSech tkani Zenského organismu. V kazdé zbun€k pfitom mize byt
inaktivovdn chromozom X materndlniho nebo paterndlniho plivodu se stejnou
pravdépodobnosti, vybér je zcela ndhodny. Pfi mitotickém déleni se vSak jiZz inaktivace
neméni a vSechny dcefinné buriky budou mit neaktivni tentyz chromozom X jako burika,
ze které vzesly.

Sekvence na chromozomu X, které jsou homologni se sekvencemi na Y jsou z inaktiva¢niho
procesu vyjmuty. Tento fakt je obecné povazovan za divod nebalancovaného fenotypu Zen
s Turnerovym syndromem, které nesou ve svych burikach pouze jeden chromozom X a jsou
tedy monozomické pro tyto homologni sekvence.

Abnormality pohlavnich chromozom patii k nejCastéjSim genetickym porucham u ¢lovéka,
nebot’ jejich celkova incidence je odhadovéana na 1 na 400 az 500 porodu.

Narozdil od autozomovych aneuploidii i strukturnich aberaci maji pocetni a strukturni zmény
pohlavnich chromozomi jen pomérné mirny vliv na utvéafeni fenotypu muzi i Zen, coZ ma
svou pfi¢inu jednak v inaktivaci chromozomu X a jednak v nizkém obsahu gent
na chromozomu Y. Maji vSak zasadni vliv na spravné utvafeni rozmnoZovaci soustavy
—na vyvoj a zrani gonad a na diferenciaci a spravny rozvoj genitalu (SIMPSON a RAJKOVIC
1999). Tento jedine¢ny vyvoj kazdého z obou pohlavi je zakladnim predpokladem budouci

fertility i schopnosti donosit zdravé dité.
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Podobné jako je tomu u autozomi, i u pohlavnich chromozoml nachazime aberace
numerické i strukturni. Oba typy abnormalit se mohou vyskytovat ve vSech bufikach

organismu nebo v podobé mozaiky (NUSSBAUM et al. 2004f).

2.4.2.1. Numerické aberace gonozomii

Aneuploidie pohlavnich chromozomii jsou pomérné ¢asté. Drobnd mozaika chromozomu X
byva pak nejcastéjsim cytogenetickym nalezem pti vySetfovani infertilnich part. Nejcast&jsim
mechanismem vzniku aneuploidii je nondisjunkce (porucha oddéleni chromozomu
z bivalentu) chromozomi v prvnim meiotickém déleni, coz ma za nésledek, Ze homology
segreguji do dcefinné buriky spole¢né. Sklon chromozomového paru k nondisjunkci se odviji
od prodélané rekombinace v pribéhu crossing-overu. Probéhne-li pfili§ malo rekombinaci
a prevazné pobliz centromery, bude tento chromozomovy par nachylné€j$i k nondisjunkci
nez par s vétsim poctem rekombinaci rovnomérnéji rozmisténych po celé délce chromozomi.

Nondisjunkce pohlavnich chromozomi se téz objevuje v prubéhu mitotického déleni
po vzniku zygoty. Pokud k ni dojde v ¢asné fazi ryhovaciho déleni, je vysledkem klinicky
vyznamny mozaicismus. Mald mozaika aneuploidie chromozomu X pak patii mezi nej¢asté)si
nélezy v karyotypu infertilnich pacientii. Za malou mozaiku je obecné povazovan nalez bunék

patologické linie do 10 % ze vSech hodnocenych bunék.

Nasledujici syndromy ¢i jejich mozaiky jsou soucasné klinicky vyznamnymi pfi¢inami

infertility.
2.4.2.1.1. Monozomie X (45,X) — Turneruv syndrom

Monozomie X, tedy pfitomnost pouze jednoho chromozomu X v jadie buiiky je jedinou
aberaci tohoto typu slucitelnou se zivotem. Pfesto je tento syndrom daleko vzacnéjsi nez jiné

aneuploidie pohlavnich chromozomd. Jeho incidence je odhadovana na 1 na 4000 porodi.

Na viné je pomérné vysoké zastoupeni této aberace u spontannich aborti.
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Uvadi se, Ze tato abnormalita se vyskytuje ptiblizné u 1 az 2 procent vSech zarodki. Pieziti
plodu s monozomii X az do porodu je vsak vziacné, nebot’” 99 procent téchto ploda se
spontanné potrati. Diivod, pro¢ je tento syndrom vysoce letalni in utero a plné slucitelny se
Zivotem po narozeni, neni dosud znam.

Jiz pti narozeni lze dobfe identifikovat specificky fenotyp divek s Turnerovym syndromem.
Na novorozenci je patrny poporodni lymfedém na koncetinach, ktery se ¢asem vytraci. Dobte
rozpoznatelnd je i1 kozni duplikatura v oblasti krku (tzv. pterygium colli). Pozdéji lze
pozorovat neobvyklou facies, nizkou hranici vlast na $iji. Napadna je malad postava, §titovity
hrudnik s oddalenymi bradavkami a zpozdéné pohlavni vyzrivani. Zeny postizené
Turnerovym syndromem jsou normalni inteligence, jsou schopny plnohodnotného Zivota,
ovSem kvili li§tovitym gonddam jsou neplodné. Pacientky byvaji rovnéz postizeny zvySenym
vyskytem ledvinovych anomalii a kardiovaskularnich chorob, zejména koarktaci aorty.

Turneriiv syndrom muize byt v§ak zpisoben i jinou chromozomovou konstituci, nez je prosta
monozomie X. Tento néalez je zaznamenan asi v 50 procentech v3ech pfipadii Turnerova
syndromu. Monozomie X se v§ak mize vyskytovat i v podobé mozaiky s normalnim zenskym
karyotypem 46,XX. Dal§imi castymi nalezy jsou pak izochromozom dlouhych ramen
chromozomu X, delece v oblasti kratkych nebo dlouhych ramen ¢i kruhovy chromozom X.
Zjisténi  konkrétni pfi¢inné aberace ma klinicky vyznam, protoze i rozsah postiZeni

u jednotlivych forem Turnerova syndromu je vyrazné odlisny.
2.4.2.1.2. Trizomie X (47,XXX)

Zeny, postizené timto syndromem, ktery se vyskytuje zhruba u jednoho novorozence z tisice,
nejsou nikterak fenotypicky abnormalni. Patrna snad mize byt pouze priméré vyssi postava
a v nékterych pripadech i nepatrné niz$i 1Q , doprovazené poruchami uéeni. Casto je tato
chromozémové konstituce odhalena az ve chvili, kdy je probandka indikovana
k cytogenetickému vySetfeni z divodu infertility. Zeny s trizomii chromozomu X prodélaji
normalni vyvoj gonad a narozdil od Zen s Turnerovym syndromem jsou jejich gonady schopné
produkovat gamety. Vlivem abnormalni konstituce chromozomi v3ak u nich dochazi

ve zvySené mife k vytvafeni gamet nesoucich nadpoetny chromozom X ¢i naopak tento
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chromozom v gametach chybi. Nasledkem je zvySené riziko tvorby chromozomové
abnormalniho potomstva, vedouci k opakovanym spontannim potratim ¢&i dlouhodobé
neschopnosti otéhotnét. Trizomie X se téZz muze vyskytovat ve formé mozaiky a to Casto

spole¢né s buiikami monozomickymi.

2.4.2.1.3. Tetrazomie a pentazomie X (48,XXXX a 49,XXXXX)

Ackoli u bunék s konstituci 48, XXXX jsou v jadfe pfitomny tfi inaktivované chromozomy
zpravidla projevi vyrazné opozdénym fyzickym 1 psychickym vyvojem. Pacientky
s pentazomii X jsou jiz obvykle postizeny téZkou vyvojovou retardaci a mnohocetnymi

télesnymi vadami.

2.4.2.1.4. Klinefelteruv syndrom

Vys8i pocet chromozom X v buitkdch za soudasné piitomnosti chromozomu Y vede
k vyvoji chlapce postizeného Klinefelterovym syndromem. Tato bunéfna chromozomova
konstituce nejcastéji vznika v disledku poruchy prvniho meiotického déleni u otce. Plivod
nadpocetného chromozomu ale mize byt i maternalni opét vlivem poruchy segregace
chromozomil v pribéhu prvniho meiotického dé¢leni. Konstituce 47,XXY se téZ mize
vyskytovat ve form€ mozaiky, kterd nejCastéji vznika v disledku ztraty jednoho X v né&které
burice s puvodni konstituci 47,XXY v obdobi ¢asného mitotického postzygotického déleni.
V burikach probanda postizeného Klinefelterovym syndromem mlZeme pozorovat ptitomnost
jednoho Barrova téliska — interfazniho inaktivovaného chromozomu X.

Incidence tohoto syndromu se odhaduje na 1 na 1000 zivé narozenych chlapct. Celkova
incidence je tedy kolem 1 na 2000 novorozencu.

Fenotyp tohoto postiZzeni je pomé&rné€ variabilni, plati vSak, ze pacienti byvaji vysoci, hubeni,
s pomérné dlouhyma nohama. Do puberty je jejich vyvoj normalni, ojedinéle mohou mit

poruchy uceni ¢i lehce snizené 1Q.
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V prubéhu puberty lze v8ak pozorovat vyrazné zpozdéné pohlavni dozravani, objevuji se
znaky hypogonadismu, varlata zistdvaji mald a sekundarni pohlavni znaky jsou malo
vyvinuty. U nékterych jedincli miize dojit k vyvoji gynekomastie.

Pacienti s timto syndromem jsou neplodni, nebot’ se v jejich gonadach nevytvareji zZadné
spermie. Neobvykld konstituce chromozomut v jejich burikdch je v dospélosti zpravidla
odhalena az cytogenetickym vySetfenim, indikovanym z dvodu primérni sterility. Vyjimkou
mohou byt nékteré pfipady nizkofrekven¢éni mozaiky, kdy se navzdory aberaci vyviji normalni
testikularni tkan.

I u Klinefelterova syndromu existuji varianty, kdy se vyskytuje u postiZzenych jedinch jiny
karyotyp nez 47,XXY. Jsou jimi napt.: 48, XXYY, 48, XXXY, 49, XXXXY a jiné. Kazdy dalsi

nadpocetny chromozom X zplisobuje prohloubeni dismorfickych znakli, zhorSeni vyvoje

wewr

2.4.2.1.5. Syndrom 47, XYY

Pfic¢inou této chromozomové imbalance je tfeba hledat v pribé¢hu druhého meiotického
déleni u muze, kdy vznikd nondisjunkci spermie nesouci dva chromozomy Y. Nasledkem
nondisjunkci v prvnim i druhém meiotickém déleni mize téZ dojit ke vzniku méné Castych
variant tohoto syndromu, a sice konstituce XXYY nebo XXXYY.

Incidenci 1ze odhadnout na 1 na 1000 zivé narozenych chlapcii. Neni vSak mozné ji
odhadnout pfesné, protoZe tato chromozomova konstituce neni obvykle spjata s abnormalnim
fenotypem, neni snizené 1Q mimo ojedinélé poruchy uéeni a nebyly prokazany ani poruchy
fertility. Pouze u vySe zminénych méné obvyklych variant této konstituce lze pozorovat

vlivem nadpocetnych chromozomi X znaky Klinefelterova syndromu.

2.4.2.2. Strukturni aberace gonozomi

Strukturni abnormality pohlavnich chromozomi jsou ponékud vzacnéj§i neZ pocetni aberace.
Nejcastéjsi poruchou z této skupiny je izochromozom dlouhého raménka X, i(Xq). Nalézame

Jjej ve viech burikdch &i mozaikové formé u 15 procent Zen s Turnerovym syndromem.
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Obecné se da ftici, Ze jakakoliv strukturni aberace, vedouci k imbalanci, predevsim k deleci
genetického materidlu chromozomu X a specifickych regioni chromozomu Y ohrozuje
fertilitu svého pienaSece. Je tomu tak vzhledem k dilezitym genetickym oblastem, nesoucim
geny, které se pfimo podili na pfeméné indiferentni zarode¢né gonady v konkrétni muzskou
¢i zenskou pohlavni Zlazu, na jejim spravném utvafeni a rozvoji a kone¢né€ na jeji schopnosti
vytvafet Zivotaschopné gamety. U Zen se tato imbalance nejéastéji projevi pritomnosti znaki
Turnerova syndromu, ptedevsim li§tovitymi gonadami, neschopnymi vytvaret oocyty. U muzi
pak imbalance v genetickém materialu pohlavnich chromozomu zpiisobi sniZeni poétu spermii
v ejakulatu (oligospermie — méné€ nez 20 miliond spermii na mililitr ejakulatu), ¢i uplnou
absenci spermii (azoospermie). Postizena miZze byt i pohyblivost spermii (asthenospermie

— méné neZz polovi¢ni motilita spermii) ¢i jejich morfogeneze (teratospermie).
2.4.2.2.1. Izochromozom X

Izochromozomem nazyvdme takovy chromozom, u néhoZ jedno rameno chybi, zatimco
druhé je naopak duplikovéno a vysledny metacentricky izochromozom je tedy tvofen pouze
raménky téhoZ typu. Byly popsény dva mozné mechanismy vzniku této piestavby. Jednim
z nich je porucha déleni centromery pii oddélovani homologti v pribéhu druhého meiotického
déleni. Druhou moznosti, ke které dochazi Castéji, je vyména celého ramene za rameno
druhého typu mezi dvéma homology.

Osoba nesouci ve svém karyotypu izochromozom pii nezménéném poctu chromozomi ma
tedy jednu kopii genetického materialu z jednoho raménka (parcialni monozomie) a tii kopie
materidlu z druhého raménka (parcialni trizomie).

Zena, nesouci izochrozom X ve svém Karyotypu, je tedy &asteéné trizomicka nejéast&ji pro
oblast dlouhého ramene X, ale jak jiz bylo fefeno, trizomie tohoto chromozomu neni
doprovazena abnormalnim fenotypem a nemda Zadny vliv ani na schopnost gametogeneze.
Pacientka je vSak postizena sterilitou vlivem parcidini monozomie kratkého ramene
chromozomu X, kterd je doprovdzena znaky Turnerova syndromu, zejména pFitomnosti

liStovitych gonad, neschopnych gametogeneze.
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2.4.2.2.2. Dicentrické chromozomy

Jako dicentry ozna¢ujeme chromozomy vyniklé vzacnym typem strukturalni aberace, pfi niz
dochézi k fazi dvou chromozomovych segmentd, pficemz kazdy z nich nese centromeru.
Vysledny chromozom tedy obsahuje dvé centromery, z nichZ jedna je zpravidla inaktivovana.
Tyto dicentry tedy mohou byt mitoticky stabilni a mohou ohroZovat fertilitu nosice pfedevsim
vlivem ztraty genetického materialu acentrickych fragmenti, které jsou v bunééném déleni

eliminovany.

2.4.2.2.3. Marker chromozomy a kruhové chromozomy

Markery nazyvame malé nadpocetné chromozomy nejasného ptvodu, které se prtilezitostné
vyskytnou v jadrech bunék, nejcastéji v mozaice, tedy ne ve vSech burnikach pacienta.
Vzhledem k jejich nadpocetnosti piedstavuji markery ptitomnost nadbyteéného genetického
materidlu a tedy trizomii vSech genu, které jsou ve struktufe markeru obsazeny. Piivod téchto
nadpocetnych strukturné abnormadlnich chromozoml se jen velmi téZko upfesfiuje. Tyto
chromozomy byvaji tak malé, Ze béZzné pruhovaci techniky nemohou uspofadani pruht
jednoznacné prifadit konkrétnimu chromozomu. Jejich ptivod ndm muze osvétlit pouZziti
mnohobarevné FISH ¢i spektralni karyotypizace. Pokud lze na markeru rozlisit satelity, je
mozné téz pouzit FISH se sondami specifickymi pro oblast centromery akrocentrickych
chromozomi, z nichz mohou satelity pochézet. Pomérné vysoky podil téchto marker pochazi
z chromozomu 15 (VULCANI-FREITAS et al. 2006). Velmi casto se zde jedna o bisatelitovy
pseudodicentr.

Specifické syndromy jsou spjaty s markery tvofenymi z materidlu chromozomu Y
a s markery obsahujicimi centrickou oblast chromozomu X. Byly zaznamenany ptipady, kdy
cytogenetické vySetieni indikované z diivodu indiferentniho genitalu u novorozence odhalilo
chromozomovou konstituci 47,XX,+mar. Pomoci metody FISH lokus specifické pro oblast
genu SRY na chromozomu Y byla tato oblast prokdzana ve struktufe markeru. Nékdy vlivem

oblasti SRY pfitomné na markeru dochazi az ke zvratu pohlavi, nebot’ tento gen je pfimo
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zodpovédny za spusténi kaskady vyvojovych procesti vedoucich k utvareni muzského pohlavi
(SARAFOGLOU a OSTRER 2000).

Mnoho markerd neobsahuje telomerické sekvence a predpoklada se, Ze se jednd o malé
kruhové chromozomy. Kruhovy chromozom se vytvati, dojde-li k odlomeni distalnich oblasti
chromozomu a jejich fuzi za sou¢asného vzniku acentrickych fragmentd, které jsou nasledné
eliminovany. U pacientek s malou postavou, dysgenezi gonadd a mentélni retardaci 1ze obcas
nalézt malé kruhové chromozomy X. Mentdlni retardaci, kterda neni obvyklym priivodnim
jevem Turnerova syndromu, a také obcasné fyzické anomélie pacientek s malym kruhovym
chromozomem X lIze vysvétlit selhdnim inaktivace, v disledku ztraty inaktivacniho centra

spolu s acentrickymi fragmenty.

2.4.2.2.4. Delece chromozomu X

Delece a sni spojend parcidlni monozomie byla popsana u velikého poctu pacientl
postizenych neplodnosti. Delece postihujici oblast Xpll u poloviny popsanych piipadi
pacientek zplsobila dysgenezi ovarii, u druhé poloviny byla zachovana menstruace, av§ak
i u té€chto Zen byla fertilita ojedinélym jevem. Dochazi-li k deleci vice distalné, v oblasti Xp21,
fenotyp se zda byt mirné;jsi, aviak i zde je infertilita spolu se sekundarni amenorheou b&znym
jevem. VétSina Zen s deleci v oblasti kratkych ramen je malé postavy s vazné postiZzenou
fertilitou. V ptipadé delece v oblasti dlouhych ramen chromozomu X zaleZi na zasaZeni
kritického regionu Xql3 — q26. Delece v distaln&jsi oblasti mimo tento region obvykle

dysgenezi ovarii nezpisobi (LAYMAN a REINDOLLAR 1994a, LAYMAN 1997).
2.4.2.2.5. Translokace X;autozom

Také translokace ¢asti chromozomu X na jiny nehomologicky chromozom mizZe zpisobit
poruchy reprodukce. Zavaznost postiZzeni pfitom p¥imo zavisi na umisténi zlomui ve struktuie

chromozomu X. PfevdZna vétSina muzi a polovina Zen s translokaci X;autozom je postiZena

sterilitou (LAYMAN 1997). U Zen je fenotypové vyjadfeni takovéto balancované translokace
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zavislé nejen na misté zlomu, ale také na procesu inaktivace chromozomu X, ke kterému
dochazi v ¢asném embryonalnim vyvoji.

Ackoli u normalnich embryi postihuje inaktivace se stejnou pravdépodobnosti jeden i druhy
chromozom X, v buiikdch pfenaSecek balancované translokace X;autozom je selektivné
inaktivovan normalni, netranslokovany chromozom X. Oba segmenty chromozomu X, jehoz
se translokace tyka, zGstavaji aktivni a funkén€ balancovany. Toto pfednostni vypnuti
normalniho X se odehrava asi ve tfech ¢tvrtinach v8ech piipadl translokace X;autozom.

U Zen saktivnim translokovanym chromozomem X a soucasné¢ s mistem zlomu
neposkozujicim zadny gen ma piesto polovina Zen poruchu funkce vajecnikd (misto zlomu
lezi v kritické oblasti Xq13 — q26) a polovina ma normélni fenotyp (misto zlomu lezi mimo
kritickou oblast), fertilni prenasecky translokace maji vSak zvySené riziko narozeni
fenotypicky abnormalniho ditéte. Porucha funkce vaje¢niki miZze byt také zplisobena
pozi¢nim efektem ¢i deleci geni ucastnicich se procest souvisejicich s vyvojem vajecnika.

U muzh translokace X;autozom obvykle zplsobi azoospermii, t.j. absenci spermii
v ejakulatu. Mechanismus tohoto plsobeni neni dosud pfesné znam (LAYMAN 2002). Tato
translokace se nejcastéji odehrava mezi chromozomem X a jednim z akrocentrickych
chromozomu 15, 21 nebo 22 (LAYMAN 1997). Diivodem mohou byt pericentrické oblasti
téchto chromozomi, které jsou svou strukturou ¢astené homologické s oblastmi

na chromozomu X a tim usnadriuji nespecifické parovani téchto chromozomt.

2.4.2.2.6. Delece chromozomu Y

Intersticialni delece chromozomu Y jsou asi v 10 procentech spjaty s neobstrukéni
azoospermii. Dosud byly zjistény tfi nepiekryvajici se regiony na Yq, které jsou pro svou
nezbytnost oznaCovany jako azoospermické faktory AZFa, AZFb a AZFc. V téchto oblastech
je mozné najit kauzalni geny, které jsou svym pisobenim esencidlni pro spravny vyvoj
muzského pohlavniho ustroji a pro tvorbu a dozravani pohlavnich bun¢k. Prikladem muize byt
gen DAZ (Deleted in Azoospermia), lezici v dele¢nim regionu AZFc (ORESTA et al. 2001).

Ne vSechny pfipady muzské infertility jsou vyvolany delecemi v oblasti AZF. Nezastupitelné

misto ma ve vyvoji muzské pohlavni zlazy pfedevsim gen SRY, leZici na kratkych raménkach
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chromozomu Y. Pokud dojde k deleci ¢i mutaci v SRY regionu, bez ohledu na ptfitomnost
vSech ostatnich gentl na deletovaném chromozomu Y se vyviji pohlavi Zenské s karyotypem

46,XY. Tyto Zeny jsou v8ak sterilni v disledku chybégjiciho druhého chromozomu X.

2.4.2.2.7. Translokace Y; autozom

Balancovana translokace Y; autozom byla identifikovana u 1 - 2% muzi postiZenych
oligospermii a azoospermii (LAYMAN 1997).

Zdanlivé balancované reciproké translokace Y;autozom jsou nalézané u plodnych
i neplodnych muzt (LAURIE et al. 1984). Obecné lze soudit, Ze u plodnych muzi jsou mista
zloml umisténa v geneticky inertni oblasti chromozomu Yql2, tvofené heterochromatinem,
zatimco u sterilnich muz porusil zlom nékterou z euchromatinovych oblasti na Yqll,
nesoucich pro fertilitu dilezité geny, tzv. AZF oblasti (VOGT et al. 1995). Byl ale také popsan
pfipad infertilniho muze s translokaci t(Y;6)(q11.23 - q12;pl1.1) s mistem zlomu v oblasti
Yql2 (DELOBEL et al. 1998).

VétSina translokaci Y;autozom predstavuje vyménu heterochromatinového materidlu
chromozomu Y s kratkym raménkem nékterého z akrocentrickych chromozomt, nejcéastéji
chromozomu 15 nebo 22. Tyto translokace nemivaji obvykle Zadny efekt. Oproti tomu muzska
infertilita je nejCastéji zaznamendna u translokaci odehravajicich se mezi chromozomem Y
a neakrocentrickym chromozomem, napfiklad chromozomem 16 (GILTAY et al. 1998).

Translokace segmentu chromozomu Y zahrnujici i oblast determinujici vyvoj muzského
pohlavi SRY na autozom nebo chromozom X muze vést k narozeni potomki muzského
pohlavi, u nichZz neni Y - chromozomovy material detekovatelny konvenénimi
cytogenetickymi metodami. Karyotyp takového jedince s muzskym pohlavim je pak nejéastéji

stanoven jako 45,X nebo 46,XX (DOMENICE et al. 2001).
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3. Material a metody

Cil prace

Cilem prace bylo zhodnoceni frekvence nékterych genetickych zmén, které mohou zvy3Sovat
riziko opakovanych fetalnich ztrat, nebo které mohou vést k dlouhodobé neplodnosti.

Vybrala jsem si sledovani vyskytu chromozomovych aberaci v souboru pacientli obojiho
pohlavi, vysetfenych na Oddéleni lékaiské cytogenetiky Ustavu biologie a Iékaiské genetiky

FN Motol v Praze pro poruchy reprodukce v letech 1998 az 2007.
3.1. Soubor vySetienych pacientti

3.1.1. Zakladni charakteristika souboru

Soubor tvoii 2121 pacientd s poruchami reprodukce, kteti byli vySetfeni v letech 1998

az 2007 v cytogenetické laboratoti Ustavu biologie a lékaiské genetiky FN Motol v Praze
(UBLG FN Motol). K statistickému zpracovani souboru byly mimo vlastni vysledky pouZity
i data z databaze Oddgleni 1ékatské cytogenetiky UBLG FN Motol.

3.1.2. Rozdéleni souboru

V letech 1998 az 2007 bylo vySetieno 2121 pacientl. Tento soubor predstavuje 1120 Zen

a 1001 muzi a je rozdélen do dvou skupin:

1. skupina, ve které byli vySeteni oba partneti z paru postizeného poruchou reprodukce

2. skupina, ve které se k vySetfeni dostavil pouze jeden partner z péaru.

Prvni skupinu pfedstavuje soubor 815 para (1630 pacientd, 815 muzi a 815 Zen).
Druhou skupinu tvofilo 491 pacientti (186 muzi a 305 Zen).

Vékové rozmezi u Zen obou skupin se pohybovalo od 15 do 56 let, celkovy primérny

74



Hodnoceni vyskytu balancovanych chromozomovych Zuzana Zmitkova
aberaci u part s poruchami fertility 2008

vék Zen byl 30,3 let a celkovy median véku Zen byl 30 let.
Vékové rozmezi u muzii obou skupin se pohybovalo od 13 do 56 let, celkovy primémy vék

muzi byl 32,86 let a celkovy median véku muzi byl 32 let.

Tab. ¢. 5 : SloZeni souboru pacientii s poruchami fertility

3.2. Metodika

U vsech pacientli ze souboru byla provedena nejprve genetickd konzultace, pfi niz byla
sestavena podrobna anamnéza se zaméfenim na gynekologickou, resp. andrologickou
a pracovni anamnézu a na Zivotni styl, s cilem zjistit pfipadné rizikové faktory z té€chto oblasti
a byl sestaven minimalné tfigenera¢ni rodokmen. Déle byl proveden odbér Zilni krve
na cytogenetické, po pfipadé molekularné — cytogenetické vySetieni. V cytogenetické
laboratoti UBLG FN Motol bylo u viech vysetfovanych osob ze souboru provedeno stanoveni
karyotypu metodou G-pruhovani a v ptipadech, kdy bylo nezbytné upfesnéni nalezu, i pomoci

metod molekularni cytogenetiky, fluorescenéni in situ hybridizace (FISH).
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3.2.1. Cytogenetické vysSetfeni

Klasické cytogenetické vysetfeni metodou G — pruhovani i molekuldrné — cytogenetické
vysetfeni pomoci metody FISH bylo u vSech pacientd provedeno v cytogenetické laboratofi

UBLG FN Motol.

3.2.1.1. Kultivace a pFiprava suspenze pro cytogenetické vysSetieni

Cilem kultivace je zajistit dostatek bunétného materidlu pro nasledna vySetfeni, jak
cytogenetickd, tak i molekularné cytogenetickd. Predpokladem uspéSnosti kultivace je
dostatek zivotaschopnych, neposkozenych bunék ve vzorku materidlu, na jejichz zakladé je
zalozena kultivace v tkanové kultufe. Samotné kultivaci a naslednému vySetfeni predchazi

odbér primarniho vzorku, transport a ptijem materialu do laboratore

Odbér primarniho vzorku a transport
Venodzni krev se odebira obvykle v mnozstvi 3 ml do LH Lithium Heparinu (zkumavka
Vacuette zelené vicko — sterilni). Odebrana krev je uchovéavana pted a po transportu v chladu

pfi teploté +4 az +8 °C, nejdéle vsak 72 hodin od odebrani.

Kultivace

U vendznich vyuzivame kratkodobé, suspenzni, kultivace, kdy nedochazi k uchyceni
kultivovanych bunék ke kultivaéni plose nadobky. Kultivace probiha béhem 48 hodin.

Ptipravime kultivaéni médiu RPMI dle popisu ptipravy ke kultivaci. Médium rozplnime
do kultivaénich zkumavek po 8 az 10 ml. Do kazdé zkumavky pfiddme 0,1 az 0,2 ml
fytohemaglutininu, ktery slouzi ke stimulaci proliferace lymfocyti. Krev pridavame
v mnozstvi ptiblizné 1 ml na zkumavku, po pfedchozim dikladném promichani nesrazlivé,
heparinizované krve. Zbytek krve ponechavame v pivodni odbérové zkumavce po dobu 14
dni pro ptipadné opakovani nebo doplnéni vySetieni, uchovavame pti teploté +4 az +8 °C.

Kultivujeme v inkubétoru, pro cytogenetické a molekularné cytogenetické vySetfeni po dobu

48 hodin. Béhem kultivace je vhodné 1x za 24 hodin promichat obsah kultivaéni zkumavky.
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Na posledni 2,5 hodiny kultivace ptidavame 0,1 ml roztoku kolcemidu o koncentraci 2,5 pg/
1 ml na zkumavku. Pfidanim kolcemidu je blokovano bunééné déleni v metafazi. Zbyla
nepouzitd krev je likvidovana vloZzenim odbérovych zkumavek do kontejneru pro likvidaci

biologického materidlu.

Pristroje a pomiicky

e laminamni box Forma Scientific Biohazard BIO II - Telstar

e inverzni opticky mikroskop Telaval (objektiv 6,3, 10 nebo 3,2x )
e CO; inkubator Forma Scientific, SalvisLAB

e (O, tlakové lahve a pfepina¢ tlakovych lahvi

e centrifuga NF-800R - Niive

e chladnicka Samsung, CALEX 275R

e mrazak Liebherr beznamrazovy

e pipetovaci zatizeni Pipette mate - Nichiryo

e pasteurky s vatovym jisténim

e laboratorni sklo

e stojanek na zkumavky

e plynovy kahan (zemni plyn)

e popisovace skla a plastu

e sterilni nizky, skalpel, pinzeta

e digitalni teploméry pro sledovani teplot v lednicich, mrazacich a inkubétorech

e koS na odpad s automatickym oteviranim vika pfi sterilni praci, bezdotykovy

Reagencie a chemikdlie

e kultivaéni médium RPMI-1640

e kultivaéni médium AmnioMax C-100 Basal Medium
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e kultivaéni médium AmnioMax C-100 Supplement
e kultiva¢ni médium M-AC

e kultiva¢ni médium GPM3E

e kultivaéni médium AmnioGrow

e kultiva¢ni médium LymphoGrow

e fetalni bovinni serum (inaktivované)
e sterilni Gentamicin

e sterilni Fytohemaglutinin (M forma)
e sterilni heparin

e sterilni Versen

e sterilni trypsin 2,5 %, 2 %

e sterilni pufr PBS

o sterilni fyziologicky roztok

e sterilni Kolcemid

e sterilni voda pro tkanové kultury

L C02 led
Spotrebni material

e sterilni plastové pipety 1 ml, 5 ml, 10 ml

e sterilni centrifugacni zkumavky plastové

e sterilni plastové kultivaéni lahvi¢ky 25 cm?, 75 cm?, 175 cm? a steril. silikonové zatky
e kultivaéni lahvic¢ky typu ambitube

e sterilni platky staniolu

e sterilni chirurgické rukavice

e sterilni §picky do automatickych pipet (100, 200, 1000 pl)

e sterilni plastové Petriho misky

e sterilni injekéni jehly
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3.2.1.2. Piiprava a vyhodnocovani preparati

Z bunécné suspenze jsou pfipraveny nabarvené preparaty, které jsou dale hodnoceny
pod mikroskopem a pomoci poé¢itatového karyotypovaciho programu. U kazdého pacienta
bylo provedeno klasické cytogenetické vysetieni pomoci metody G — pruhovani pfi¢emz bylo
hodnoceno miniméalné¢ dvacet mitoéz, v pfipadé podezfeni na mozaiku bylo hodnoceno
minimalné tficet pét mitéz. Jako mozaika byl vyhodnocen nédlez minimalné tfi procent

patologické linie.

Priprava preparatu

Materidl s médiem pielijeme zkultivacnich lahvicek do centifugaénich zkumavek
a centrifugujeme 10 minut pfi 1000 otaCkach. odsajeme supernatant. Resuspendujeme
sediment v hypotonickém roztoku 0,075M KCl, zahtatém na 37 °C a inkubujeme v termostatu
pii 37 °C. Ptidanim 15 kapek fixacniho roztoku (kyselina octovd s metanolem, 1:3)
na zkumavku provedeme piedfixaci a inkubujeme, centrifugujeme 1000 ot. /10 min. Odsajeme
supernatant a za soucasného protfepavani pfiddivame po kapkach ledovou fixac¢ni smés.
Centrifugujeme 1000 ot/10 min. Opakujeme fixaci, dokud neni supernatant ¢iry a bezbarvy.
Po poslednim odsati pifiddme nékolik kapek fixace.

Zabrousené podlozni sklo namrazime na tuhém CO, ,pasteurkou na né kapneme dvé kapky
suspenze a dosuS$ime na ploténce pii 37 °C. Hustotu a kvalitu mitéz zhodnotime
pod inverznim mikroskopem, suspenzi pfipadné nafedime. Nakapeme timto zplsobem
minimalné 5 skel, provedeme dehydrataci preparati vliozenim do suSicky zahiaté na 100 °C
na | hodinu, tento se vynechdva u preparati uréenych pro barveni pouze Giemsou nebo

pro FISH. Zbylou suspenzi uchovame v lednici.
Klasické cytogenetické vySetieni metodou G - pruhovdni, modifikace dle Wrighta
Pracovni postup

Nakapana skla vlozime do kyvety sroztokem trypsinu, ktery slouzi k natraveni proteint

ve struktufe chromozomi, na ¢as vytipovany dle minulého barveni (fadové sekundy).
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Thned po vytazeni skel z kyvety s trypsinem je vloZzime na kratky ¢as do kyvety s roztokem
Sorrensenova pufru a teleciho séra a nasledné je oplachneme v kyveté se Sorrensenovym
pufrem. Pfes hrany Siroké, nizké nddoby umistime sklenéné ty€inky tak, abychom na né mohli
pokladat preparaty vodorovné a ptelit roztokem Wrightova barviva — €as opé€t zkouSime
(fadové sekundy az desitky sekund). Pro v§echny barvici postupy plati, Ze nejprve vyzkousime
barveni na jednom preparatu a podle vysledku upravujeme Casy, event. i koncentraci a teplotu
reagencii, dokud nedosdhneme optimalniho vysledku. Potom nabarvime dalsi preparaty.

Pfi G pruhovani nechame 1 — 2 preparaty nenabarvené pro piipadné dalsi pouziti, napt. pro C

pruhy. Pracovni roztoky se pfipravuji (s vyjimkou trypsinu) denn¢ Cerstvé.

Hodnoceni preparati

Nabarvené podlozni sklo je vloZeno na stolek optického mikroskopu a postupné posunovano
tak, aby bylo prohlédnuto se zvétSenim okular x objektiv = 100 az 150 W. pfi zachyceni
potencialné vhodné metafaze je na preparat prikapnut imerzni olej a metafize zvétSena pomoci
imerzniho objektivu na celkové zvétSeni 1000 az 1500x. Metafdze nevhodna k dalSimu
hodnoceni je pominuta, metafaze vhodna k dalS$imu hodnoceni je zapsdna do pracovniho
protokolu pomoci polohy na stolku mikroskopu a zhodnocena. Tti vybrané mitozy se nasledné
nasnimaji pomoci CCD kamery do pocitate a po sestaveni karyotypu prostiednictvim
programu MetaSystems lkaros se uchovavaji v elektronické podob€. Po prohlédnuti preparatd

Jsou tyto oplachnuty od imerzniho oleje benzinem a uloZeny do krabic na preparaty.

Pristroje a pomiicky

centrifuga NF-Niive

e laminarni box s odsavanim Gelaire, - Flow Lbs.
e centrifuga Megafuge, - Heraeus

e termostat 37°C - Heraeus

e suSicka

¢ lednice s mrazakem Samsung, - Calex

e termostatickd ploténka - Medax
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e vyvéva - Laboport

e vodni lazen a tfepacka IKA - MS2

¢ inverzni mikroskop Weiss, - Carl Zeiss

e laboratorni optické mikroskopy — Zeiss, Leica, Olympus, vybavené imerznimi
objektivy, zvétseni 100x

e PC vybaveny softwarem: opera¢ni systém Windows XP 2000, MetaSystems lkaros

e tiskdrna laserova, Lexmark Optra

e stolni laboratorni kahan

e stojanky na zkumavky

e sklenéné kyvety

e laboratorni sklo

e pasteurky s pryZzovymi balonky

e popisovace

Reagencie a chemikalie

e pufr PBS - Iékarna FNM

e hypotonicky roztok KCl (0,075M) - Iékarna FNM
e ledova kyselina octova - Fluka

e metanol - Fluka

e destilovana voda - 1ékarna FNM

e tuhy oxid uhli¢ity (,,suchy led*) - divize Agro
e trypsin praskovy - Gibco

e Sorenseniv pufr Iékarna - FNM

e tabletovy pufr Iékarna - FNM

e  Wright stain Gurr - Merck

e 2x SSC - 1ékarna FNM

e benzin - Iékdrna FNM

e imerzni olej - Olympus
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SpotFebni material

e 1 ml plastové pipety (sterilni) - NUNC

e podlozni skla se zdbrusem - Menzel Superfrost Color
e chirurgické rukavice

e bunicita vata a gaza

e zapalky

e krabice na preparaty

Molekuldrné — cytogenetické vySetfeni metodou FISH

Analyze chromozomi molekularné cytogenetickou metodou FISH ptedchazi klasické
vySetfeni karyotypu, jimz lze identifikovat numerické nebo nekteré rozsahlejsi strukturni
resp. marker chromozomu nebo pfi podezieni na nizkofrekven¢ni mozaiku se na zakladé
klinického nalezu pacienta indikuje dal$i specializované vySetfeni pomoci neradioaktivné
znatenych komeréné dostupnych DNA sond. Jedna se o sondy pro satelitni DNA, sondy
pro jedine¢né genové regiony (lokus specifické sondy) a sondy malovaci, jimiZz 1ze oznacit
cely chromozom. VySetfeni se provadi na mitézach a v né&kterych ptipadech také
na bunécnych interfaznich jadrech. Vychozim materidlem pro vySetfeni pomoci FISH jsou
mikroskopicka podlozni skli¢ka s nakapanou suspenzi pro cytogenetické vysetieni. Analyza
FISH umoznuje verifikaci, upfesnéni ¢i doplnéni vysledk zjisténych zékladnim
cytogenetickym vySetfenim. V naSem souboru byla metoda FISH pouZita pro upfesnéni

hodnoceni mozaik nebo strukturnich chromozomovych zmén.

Pracovni postup

Metodé FISH predchazi zpracovéani vzorku biologického materidlu, jehoz postup je shodny
s postupem ptfedchazejicim klasickému vySetteni karyotypu.

Nabarvena skla se oplachnou v roztoku 2x SSC, dehydratuji v ethanolové fadé. Na pifedem

oznaCené misto preparatu se aplikuje smés komeréné vyrabéné sondy (firmy Vysis, Cytocell)

82



Hodnoceni vyskytu balancovanych chromozomovych Zuzana Zmitkova
aberaci u para s poruchami fertility 2008

s hybridizaénim roztokem. Kapka se ptekryje krycim sklem a sklo se po obvodu zajisti
vulkanizaénim roztokem. Na ploténce predehiaté na 37 °C se necha vulkaniza¢ni roztok
zaschnout pfed zapocetim hybridizace. Po zaschnuti vulkaniza¢niho roztoku se denaturuje
DNA sondy a vzorku na preparatu pii teploté 75 °C na predehtaté ploténce 3 — 5 minut a poté
se ihned pfemisti na ploténku o teploté 37 °C a nasledné do zvlhéené hybridiza¢ni komurky
a hybridizuje se v termostatu pii teplot¢ 37 °C. Po ukonceni kultivace se vyjmou preparaty
z termostatu a odstrani se kryci skla. Preparat se odmyva v predehfatém roztoku 0,4 SSC
a Tweenu, ktery zajisti odstranéni nespecifickych signali. Preparat se ochladi v roztoku 2x
SSC a po oschnuti na vzduchu se na preprét aplikuje fluorescenéni barvivo DAPI. Preparat
se prekryje krycim sklem a umisti se do temna a chladu. Preparat je pfipraven
k mikroskopické analyze.

Analyza hybridiza¢nich signdli probihd ve fluorescenénim mikroskopu vybaveném
specifickymi optickymi filtry odpovidajicimi pouzitym fluorochromtim. Fluorescen¢ni signaly
hodnotime u kazdého pacienta alespoii v 10-20 mitézach. Pfi analyze chromozomovych
odchylek v nedélicich se interfaznich jadrech hodnotime obvykle 200 jader, jedna-li se
o podezieni na nizkofrekvenéni mozaiky hodnotime podle potfeby az 1000 bunék. Obraz
vybrané mitozy nebo interfaizniho jadra s dobfe patrnymi signdly snimame CCD kamerou
pfipojenou k tubusu fluorescenéniho mikroskopu. Digitalizovany obraz v pocitaci
zpracovavame pomoci softwaru [SIS

od firmy Metasystems.

Pristroje a pomiicky

e mikrocentrifuga MicroCentaur MSE, - Sanyo

e termostat s digitalni kontrolou teploty - TCH 51, Heraeus
e 2x mrazak -20°C - Zanussi

e 4x ploténky termostatické SWHI1D, - Stuart Scientific

e tfepacka (vortex) Maxi Mix II, - Thermolyne

e 2x lednice - Calex

e 2x vodni lazefi, - Mistina
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e pH metr - WTW-pH340, W
e vyvéva - Laboport

e inverzni mikroskop - Zeiss

Zuzana Zmitkova

2008

e fluorescenéni mikroskop s prislusenstvim BX60, - Olympus, Zeiss s objektivy

20x, 40x, 60x, imerzni objektiv 100x
e fluorescencni lampa USH - 102D, - Olympus

e fotografické zatizeni k mikroskopu PM30, - Olympus

e PC, Windows XP 2000 Metasystems Isis

e tiskarna laserova Laserjet 1000, - HP

e tiskarna inkoustova Deskjet 1220 C, - HP

e termosublimacni tiskarna CP-D1E, - Mitsubishi
e stojanky na zkumavky

e sklenéné kyvety

e laboratorni sklo

e stojan na mikrozkumavky

e sada nastavitelnych mikropipet 0,1 pl-10ul, 0,5-10ul, 5-20 pl, 10-100 pl,

100-1000 pl - TW

e popisovace

Reagencie a chemikalie

e 2x SSC - lékarna FNM
e benzin - Iékarna FNM

e imerzni olej - Olympus

e DAPI - Antifade soucast souborti zna¢enych sond

e Tween 20 - Ié¢karna FNM
e znacené€ DNA sondy - Cytocell, Abbot—-Vysis

¢ vulkaniza¢ni roztok (Rubber cement) - Marabuwerke GmbH

e ethanol
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e destilovana (resp. neionizovand) voda - lékarna FNM

Spotrebni material

e | ml plastové pipety (sterilni)

e mikrozkumavky Eppendorf 0,5ml a 1,5ml, - NUNC

e $picky k pipetam

e podlozni skla s matnym okrajem, - Menzel Superfrost Color
e kryci skla 18x18mm, 22x22mm, 22x40mm, 22x60mm

e sterilni chirurgické rukavice

e bunicita vata a gaza

3.2.2. Metodika statistického zpracovani

Pro hodnoceni srovnani frekvence mutaci u jednotlivych skupin pacienti ze souboru
a v b&zné populaci byl pouzit Pearsoniiv %> test, étyfpolni kontingenéni tabulka. Testovali jsme
nulovou hypotézu nezdvislosti dvou nominalnich veli¢in — incidence chromozomovych
aberaci v souboru pacientl s poruchami reprodukce a v béZné populaci na zvolené hladiné
vyznamnosti 5%. Obé skupiny souboru byly testovany zvlast’ a nasledné byl testovan soubor

jako celek.
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4. Vysledky

Celkem bylo vySetieno 2121 pacientd s diagnézou poruch fertility, opakovanych
reprodukénich ztrat ¢i dlouhodobé neplodnosti. V priiméru bylo vySetieno 212 pacientti ro¢né,
nejvice pacienttl (311) bylo vySetfeno v roce 2001, nejméné (118) pak v roce 1999

(Viz Obr. ¢. 13).

Pocet pacientl vySetfovanych pro poruchy
fertility v letech 1998 - 2007

Pocet pacientu

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Rok

Obr.c. 13: Graf poctu pacientu vySetFovanych pro poruchy fertility v letech 1998 - 2007

4.1. Zhodnoceni indikaci k chromozomovému vySetfeni pacientd s poruchami

fertility

K nejéastéj$im indikacim k cytogenetickému vySetieni u pacienti s poruchami fertility
patiila dlouhodoba netispésna snaha o poceti (Viz Obr.¢. 14), Easto doprovazena opakovanymi
netspé$nymi cykly IVF (Viz Tab.¢. 10). Druhou nejcastéjsi indikaci byly opakované

reprodukéni ztraty (Viz Tab.¢. 8), spontanni aborty ¢i narozeni mrtvého ditéte.
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Zeny byly déle vysetfovany pro absenci &i poruchy menstruaéniho cyklu, vyvojové anomalie
reprodukéniho ustroji (Viz Tab.¢. 6), muzi pak pro poruchy spermiogeneze (Viz Tab.c. 9).
Ditvodem k vysetfeni chromozomt neplodnych pacientd byla i rodinnd anamnéza, nej¢astéji
opakované spontanni aborty u piislusniki rodiny pacienta ¢&i osobni anamnéza, nejéastéji
chromozomové aberace v karyotypu plodu v pfedchozi gravidité, onkologicka 1é¢ba

¢i profesni zatéz (Viz Tab.¢. 7).

Doba snahy o poceti

Podet paru

Obr.¢. 14: Graf zndzornujici dobu snahy pacientii s poruchami fertility o poceti
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Tab. ¢. 6: Poruchy reprodukcniho ustroji pacientek Tab. ¢ 7: Rodinnd a osobni anamnéza pacienti

Tab. ¢. 8: Opakovani abortii u pacientek Tab. ¢ 9: Poruchy spermiogeneze u pacient

Tab.c. 10: Vysledek IVF u paru s poruchami fertility
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4.2. Cytogenetické nalezy

V souboru pacientli s poruchami fertility za obdobi v letech 1998 — 2007 bylo zjiSténo
celkem 153 piipadd abnormalnich karyotypd. Bylo zjisténo 27 piipadu pericentrické inverze
chromozomu 9, ktera nema Zadny vliv na utvafeni fenotypu pacienta, a proto nemize byt
povazovana za pii¢inu poruchy reprodukce. Ve statistickém zpracovani byla proto tato
strukturni aberace pominuta. Celkovy pocet patologickych nélezi v karyotypech pacienti
proto po vy¢lenéni inverze 9 ¢inil 126 ptipadi. Z toho 80 aberaci bylo zjiSténo v karyotypu
Zen, 46 aberaci v karyotypu muzi. Vice nez polovinu vSech ptipadd patologickych nalezii

tvorila mozaika gonozomu (Viz Tab.¢. 11).

Ve skupiné 1., ¢itajici 815 paru, tedy 1630 pacienti, bylo celkem zjisténo 90 patologickych
karyotyptl, z toho 52 nélezi u Zen a 38 nalezii u muzi. Bylo zji§téno 21 pfipadll inverze

chromozomu 9.

Ve skupiné 2., ¢itajici 491 pacientl, bylo celkem zji§téno 36 patologickych karyotypt, z toho
28 nalezli u zen a 8 nalezli u muzi. Bylo zjisténo 6 pfipadi inverze chromozomu 9.
Ve tfech pfipadech byl zjistén patologicky karyotyp u obou partnerd z paru s poruchami
fertility. Obvykle se jednalo o kombinaci gonozomové mozaiky u obou partnert. Prehled

zjisténych aberaci je uveden v priloze ¢. 1.
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Tab. ¢. 11: Celkovy pFehled typu zjisténych aberaci v souboru pacientu
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12 12
1 1
2 0
0 1
9 0
1 0
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1 0
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Zuzana Zmitkova
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4.2.1. Celkové procentudlni vyjddieni zdchytu patologickych karyotypu

v souboru v letech 1998 - 2007

Primérny celkovy zachyt aberaci v letech 1998 - 2007: 5,9 %
Primérny zachyt aberaci u Zen v letech 1998 - 2007: 6,9 %
Primérny zachyt aberaci u muzi v letech 1998 - 2007: 4,7 %

90



Hodnoceni vyskytu balancovanych chromozomovych Zuzana Zmitkova
aberaci u part s poruchami fertility 2008

Zachyt patologickych karyotypt v letech 1998 - 2007 (%)

-
N

-
o

[+

pic

Podil patologickych karyotypu (%)

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Rok

m Celkovy podil patologickych karyotypl (%)"
Podil patologickych karyotypll u muzi (%)
& Podil patologickych karyotypti u Zen (%)

Obr.¢. 15: Graf, zndzornyjici zdchyt patologickych karyotypit v souboru v letech 1998 — 2007

Celkovy procentudlni zachyt aberaci v karyotypu pacienti v souboru v letech
1998 — 2007 se pohyboval v rozmezi od 4 do 8 %. Nejnizsi zachyt byl zaznamenén v letech
2004 (4,14 %) a 1999 (4,24%), nejvyssi pak v roce 2003 (7,66 %). Primérny celkovy zachyt
aberaci u vSech pacientl v souboru v letech 1998 — 2007 byl 5,9 %.

Procentuélni zachyt aberaci v karyotypu Zen byl obecné vysSi nez zachyt aberaci v karyotypu
muzi, pfi¢inou je zvySeny vyskyt drobné gonozomové mozaiky v Zenském karyotypu.
Vyjimku tvofi roky 2000 a 2006, kdy byl zachyt aberaci v karyotypu muzii vyssi

nez v karyotypu Zen. Priimérny celkovy zachyt aberaci v karyotypu Zen v souboru v letech
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1998 — 2007 byl 6,9 %. Primérmy celkovy zachyt aberaci v karyotypu muzi v souboru
v letech 1998 — 2007 byl 4,7 %. Celkové procentualni vyjadfeni zachytu patologickych
karyotypi v souboru v letech 1998 — 2007 je vyjadieno tabulkou Tab.¢: 12.

Tabulka Tab.¢. 12 je obsahem prilohy ¢. 2.

4.3. Statistické zhodnoceni

Srovnani frekvence vyskytu chromozomovych aberaci ve sledovaném souboru pacientt
s poruchami fertility a v b&Zzné populaci jsme provedli na zaklad€ zjistenych vysledki
vybranych chromozomovych abnormalit. Populaéni frekvenci jsme d&erpali z literarné
uvadénych frekvenci sledovanych zmén v bilé populaci.

Celkova incidence chromozomovych abnormalit se uvadi jako 1/160 Zivé narozenych déti
(ZND), frekvence je tedy 0,7 %. Incidence reciprokych translokaci je udavana jako 1/600
ZND a incidence robertsonskych translokaci je udavéna jako 1/1100 ZND (NUSSBAUM et al.
2004e). Incidence inverzi se pohybuje kolem 1 -5/10 000 ZND (MAU — HOLZMANN 2005).
Incidence Klinefelterova syndromu se udava jako 1/1000 Zivé narozenych chlapcii a incidence

Turnerova syndromu jako 1/4000 Zivé narozenych divek.

Tab.c. 13: Rozdéleni zachycenych aberaci podle skupin souboru pacientu
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Incidence gonozomové mozaiky neni udavana, nebot’ Ize jen obtiZzn€ provést cytogenetické
vySetfeni bez klinické indikace a klinicky normalni osoby s mozaikou byvaji zachyceny jen
vzacné. Existuje jen malo klinickych studii, které se zabyvaji prenatalné diagnostikovanymi

ptipady mozaiky u plodd. Frekvence vyskytu gonozomové mozaiky v souboru a v b&Zné

populaci proto nebyla samostatné provedena.

4.3.1. Srovndni frekvence vyskytu chromozomovych aberaci u jedincii v béiné

populaci a u jedincii s poruchami fertility

i p - hodnota
p - hodnota 0,149 0,108 0,558
p - hodnota
p - hodnota
p - hodnota

p - hodnota

Tab.¢.14: Vysledky dosazené hladiny vyznamnosti y testu

Stanovili jsme dosaZené hladiny vyznamnosti y° testu nulové hypotézy o nezavislosti
frekvence vyskytu chromozomovych aberaci v souboru pacientii s poruchami reprodukce
a v bé€zné populaci. Nulovou hypotézu jsme zamitli v deviti pfipadech. Tyto jsou v Tab. ¢. 14

zvyraznény Zlutou barvou.
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5. Diskuze

5.1. Souhrn a diskuze vysledki

Vysettili jsme soubor 2121 pacientt, indikovanych ke stanoveni karyotypu z divodu
dlouhodobé sterility, opakovanych téhotenskych ztrat ¢i z divodi, které pravdépodobné
v budoucnu Kk infertilit¢ povedou (primarni amenorhea, azoospermie,..). Pocet pacientd,
vySetienych béhem jednoho roku, se v priméru pohybuje kolem dvou set. Nepozorovali jsme
setrvaly narust poctu infertilnich pacientd v prubéhu let. K vyznamnéj$imu nartstu doslo
pouze vroce 2001, ale tento nartist mize byt zpisoben dokonalej$im vedenim zdravotni
dokumentace na naSem pracovisti, hlavné zdokonalenim databaze a uplnéjSimi informacemi
0 pacientovi, pfedevsim indika¢nimi.

Pacienti byli nejcastéji vysetiovani z divodu opakovanych spontannich abortli, dlouhodobeg,
avSak neuspésné snahy o poceti, ¢asto téZ po podstoupeni n€kolika neuspésnych cykla IVF.

U Zen byly divodem pro chromozomové vysetfeni poruchy menstruaéniho cyklu, anovulacni
cykly, amenorhea, vyvojové anomalie reprodukéniho ustroji ¢i syndrom polycystickych ovarii.
Vsechny tyto divody jsou dostateCnou indikaci pro cytogenetické vySetteni, nebot’ Casto
doprovézeji chromozomové aberace, zpusobujici neplodnost, a to predevSim aneuploidie
a strukturni aberace pohlavnich chromozomu X. Pfikladem mtze byt Turnertiv syndrom, ktery
byl v naSem souboru odhalen pouze v jednom ptipade¢.

U muzl byly nejcastéji divodem k vySetfeni poruchy spermiogeneze, nejcastéji se jednalo
o oligoasthenospermii, kdy je postizena pohyblivost i pocet spermii v ejakulatu. Vysoce
zastoupena byla i asthenospermie, sniZeni pohyblivosti spermii a azoospermie, tedy absence
spermii v ejakulatu. Také tyto poruchy Easto doprovazeji aneuploidie a strukturni aberace
pohlavnich chromozoml X a Y, ale i balancované strukturni aberace (NVAGVENKAR et al.
2005). Ptikladem mulzZe byt azoospermie v pfipadé¢ Klinefelterova syndromu, ktery byl
v naSem souboru odhalen devétkrat a byl tedy nejb€zné€jSim nalezem u celé Ctvrtiny
azoospermickych muzi, coz je plné v souladu s literarnimi Gdaji
(MAU-HOLZMANN 2005).
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Celkem bylo v souboru odhaleno 153 abnormalnich karyotypt, z tohoto poctu je vSak tfeba
vydélit skupinu 27 nalezi pericentrické inverze chromozomu 9, ktera nema zadny fenotypicky
projev a proto neni klinicky vyznamna a je povazovadna za variantu Z celkového poctu 126
chromozomovych aberaci bylo 80 odhaleno v Zenském karyotypu a pouze 46 v muzském
karyotypu. Divodem je vysoky vyskyt drobné mozaiky aneuploidie pohlavnich chromozomu
v Zenském karyotypu, zejména mozaiky aneuploidie chromozomu X, kterad tvofila bezmala
60 % vsech v souboru odhalenych aberaci a vice nez 70 % vS$ech nalezl v Zenském karyotypu.
Tento vysledek je rovnéZ v souladu s literarnimi udaji (MAU-HOLZMANN 2005).

Dalsimi nejcastéj$imi nalezy byly balancované strukturni aberace, pfedev§im translokace
v poétu 24 piipadd, které se vyskytly rovnocenné u muzi i Zen ve stejném poctu dvanacti
pfipadi. Nasledovany jsou inverzemi v poltu Sesti pfipadi. Ze vzacnéjSich nalezii daného
souboru lze jmenovat pfipady reverze pohlavi (SARAFOGLOU a OSTRER 2000,

MAC LAUGHLIN a DONAHOE 2004), kdy byla roku 2005 vySetfovana sedmnactiletd divka
pro vysoky vzrist a primarni amenorheu. Jeji karyotyp byl stanoven jako muzZsky, 46,XY.
Druhym ptfipadem reverze pohlavi byl ndlez karyotypu 46,XX u muze s poruchou fertility.
Také nalez fragilniho mista na chromozomu 16 byva zaznamenavan v karyotypu infertilnich

pacientl (Viz databdze OMIM # 136580), v naSem souboru byl odhalen ve ¢tyfech piipadech.

Primémy celkovy zachyt patologickych karyotypli v souboru byl 5,9%. Literatura vétSinou
udava podil aberaci nalezenych v podobné velkych souborech nizsi, 4 % (MESCHEDE et al.
1998, CLEMENTINI et al. 2005), ale byly provedeny i vyzkumy s podobnym vysledkem,
ptiblizné 6 % (GEKAS et al. 2001).

Soubor byl rozdélen do dvou skupin. V prvni skupiné byli vySetfeni oba partneti z paru.
Ve druhé skupiné byl vySetfen vzdy jen jeden partner z paru. Vyssi zachyt patologickych
karyotypd (7,33%) byl zaznamenan ve druhé skuping, oproti prvni skupiné (5,52%). Tuto
hodnotu zvySoval pfedev§im zachyt aberaci u Zen ze druhé skupiny (9,18%). Pfi¢inou tohoto
zvySeni muze byt fakt, Ze byly pfednostné indikovany k vySetieni Zeny s primarni amenorheou

uuuuuuu

plodnosti. Tyto Zeny se k vySetfeni dostavily bez partnert.
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Naopak podil mozaik aneuploidii gonozomi odhalenych v souboru se v obou skupinach
nijak vyznamné neli8il a ptredstavoval téméf shodné 3,49% a 3,46 % vSech vySetfenych
karyotyptl (Viz Tab.¢.13). Primérny celkovy zachyt patologickych karyotypd u muzi byl
4,7 %, coz je signifikantné vys§i zachyt aberaci nez je tomu ve studii u fenotypicky
normalnich, plodnych muzi, darci spermatu. V této studii (RAVEL et al. 2006) byl zjiitén
podil patologickych karyotypd 0,37 %. Primérny celkovy zachyt patologickych karyotypl
u zen byl 6,9 %.

Provedli jsme statistické srovnani frekvenci vyskytu chromozomovych aberaci u jedinct
v bézné populaci a u jedinci ze souboru pacientli s poruchami fertility. Srovnéavali jsme
frekvence vyskytu chromozomovych aberaci v obou skupinach souboru a nasledné i v souboru
jako celku oproti literarné udavané populaéni frekvenci. V obou sledovanych skupinach jsme
zjistili statisticky vyznamné zvy$eni vyskytu vrozenych chromozomovych aberaci v souboru
pacientli vySetfovanych pro poruchy fertility oproti b&zné populaci. Zaznamenali jsme
statisticky signifikantné vyS$8i zachyt vybranych aberaci ve skupiné€ 2 oproti skupiné 1. Toto
zjiSténi ma své opodstatnéni v piipadé Klinefelterova a Turnerova syndromu, nebot’ tito
pacienti jsou indikovani k cytogenetickému vysetfeni mimo neplodnost pro abnormality
fenotypu, které oba syndromy doprovazeji. V ptipad¢ zjiSt€nych strukturnich aberaci jde

pravdépodobné o chybu malych ¢&isel, nebot’ obé€ skupiny souboru nebyly pocetné vyvazeny.

5.2. Péce o rodiny s anamnézou poruch fertility a metody umeélé¢ho oplodnéni

Péte o pacienty sporuchami fertility, které zahrnuji opakované téhotenské ztraty
¢i dlouhodobou neplodnost vyzaduje diky slozitosti a zarover citlivosti dané problematiky
Siroce multidisciplindri pfistup. Z naSich vysledkd vyplyva statisticky vyznamné zvySeni
frekvence vyskytu chromozomovych aberaci v karyotypu téchto pacientd. Proto je nutné
povazovat genetické poradenstvi a genetické vySetfeni, vcetné stanoveni karyotypu
za neopominutelnou soucast péce o infertilniho pacienta.

Vzhledem k tomu, Ze zna¢ny podil zji§t€nych aberaci v karyotypech infertilnich pacienti tvofi

balancované strukturni aberace, je dileZité nabidnout vySetfeni a komplexni péci také
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rodinnym pfislus$nikim pacienta, u kterého se tato aberace vyskytla. Dilezité je v tomto
ohledu i sestaveni minimalné tfigenera¢niho rodokmenu, které pomutze odhalit pfipadné
spontanni aborty ¢i jiné poruchy reprodukce, které se v dané rodiné vyskytly jiz v minulosti.
Timto postupem je mozné snizit riziko narozeni postiZzeného ditéte s nebalancovanou aberaci

v karyotypu ¢i riziko te¢hotenskych ztrat v §ir$i roding.

5.2.1. Prekoncepcni péce a planovdni teéhotenstvi

Zakladem prekoncepcni péce o zenu s poruchami fertility v anamnéze je gynekologicka péce,
kterd pomuze zjistit a popfipadé¢ odstranit nékteré mozné pficiny, zvlasté anatomického
charakteru. Lékaf miZe vndavaznosti na gynekologické vySetfeni Zenu odkazat
na specializovana imunologicka, endokrinologicka, hematologicka ¢i genetickd pracovisté
a tim prispét k odhaleni etiologie opakovanych spontannich aborti ¢i sterility a k zvoleni
vhodné terapie. Na mist¢ je téz planovani a sledovéni dalsi gravidity jako rizikové.

Zena by také méla zvazit vhodnost zevniho prostfedi a jeho podminek, které na ni pfi snaze
o otéhotnéni pisobi a z nichz nékteré z nich mohou mit neblahy vliv na vyvoj plodu. Méla by
zvazit svou Zivotospravu a vyvarovat se rizikovych navyku, predev$im kouteni a konzumace
alkoholu. Doporucit lze i tzv. vitaminovou clonu, jakoZto prevenci nékterych rozstépovych
vad a vad nervového systému. Piedeviim se osvéd¢ilo podavani kyseliny listové téi mésice
pfed planovanou graviditou a néasledné do dvanactého tydne t€hotenstvi. Pokud se Zena 1é¢i
na néjaké zakladni onemocnéni, napiiklad diabetes, je tfeba planované téhotenstvi konzultovat
s oSetfujicim specialistou. A kone¢né neméné dilezity je psychosocialni stav obou partnerti.
Zvlasté po prodélani opakovanych potratd ¢&i podstoupeni neuspé$nych cykld umélého
oplodnéni mohou partnefi trpét Gzkosti, ktera neblaze ovliviluje jejich fertilitu. Pfi planovani

dalSiho té€hotenstvi by neméli odmitat odbornou pomoc psychologa.
5.2.2. Prenatdlni diagnostika
Také prenatdlni diagnostika vyzaduje twzkou spolupraci mnoha Iékafskych obori:

porodnictvi, ultrasonografie, specializovanych laboratofi a klinické genetiky ke stanoveni
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diagnéz a k odhadu rizika postizeni plodu (potomka). Utelem prenatélni diagnostiky je
predevdim poskytnout parim s rizikem narozeni ditéte svrozenou vadou moZnost
informovaného vybéru dal§iho postupu, poptipadé jim poskytnout optimalni volbu postupi
z hlediska psychologické pfipravy, péce o t€hotenstvi, vedeni porodu a postnatalni péci,
zmirnit jejich Gzkost ¢i umoznit prenatalni 1é¢bu plodu. Rodi¢e musi byt srozuméni s tim, ze
podstoupeni prenatdlniho vySetfeni v zddném pfipadé neznamend zavazek ukonceni
t€hotenstvi, bude-li nalezena vrozena vada.

Metody prenatalni diagnostiky lze rozdélit na invazivni a neinvazivni vySetieni.
Neinvazivni vySetfeni:

e stanoveni alfa-fetoproteinu v mateiském séru
e screening vrozenych vad z matetského séra
e ultrasonografie

e izolace fetalnich bunék z matefského krevniho ob&hu

Invazivni vySetieni:
e amniocentéza
e odbér klki choria
e kordocentéza

e preimplanta¢ni geneticka diagnostika

Kombinace materndlniho sérového screeningu ¢i triple-testu s ultrazvukovym vysSetfenim
mize byt pouzita pro hodnoceni plodu u t¢hotenstvi snizkym rizikem, stejné jako
u t€hotenstvi vysoce rizikovych, protoze obé metody jsou neinvazivni a plod neohroZuji.
Oproti tomu amniocentéza i odbér choriovych klki jsou invazivni vykony s jistym, byt’ malym
rizikem ztraty plodu. Jejich provedeni je proto indikovano jen u malého procenta téhotnych
zen, které spliiuji kritéria pro invazivni prenatalni vySetfeni. Pfedevsim riziko ztraty plodu

nesmi nikdy prekrocit stanovené riziko vrozené vyvojové vady plodu.

98



Hodnoceni vyskytu balancovanych chromozomovych Zuzana Zmitkova
aberaci u para s poruchami fertility 2008

Preimplantacni genetickd diagnostika

Metoda PGD spociva v aplikaci molekularmé genetickych nebo cytogenetickych metod
v ramci in vitro fertilizace — IVF k tomu, aby se pro pfenos do délohy dalo vybrat embryo
bez urcité genetické vady. PGD miize byt provedena s pouzitim mikromanipulacnich technik
k odebrani jedné blastomery z 6 — 8 bunééného embrya po IVF. Chromozomové abnormality
se diagnostikuji pomoci FISH. Metoda slouzi ptedev§im pro odhaleni aneuploidii
chromozomii 13, 18 a 21 a stanoveni pohlavi plodu v rodinach s vyskytem na pohlavi
vazanych chorob, ale mize byt uspés$né€ vyuzita i pro ovéfeni balancovanosti karyotypu
embrya, jehoZ rodi¢ je pfenaSeCem balancované aberace. NepostiZzena, poptfipadé genomové
balancovana embrya jsou transferovana do délohy. Postizena embrya nevhodné k pienosu do
délohy jsou nasledné zlikvidovana, coz oviem vyvolava jisté etické znepokojeni (NVUSSBAUM
etal 2004g).

5.2.3. Metody asistované reprodukce

Dlouhodobé neplodnost a opakované aborty jsou jednou z indikaci k umélému oplodnéni,
zvlasté pokud ma neplodnost imunologickou ¢i anatomickou pfi¢inu. Jeji pouziti je také
vhodné v pfipadech, kdy je muZz postizen tézkou oligospermii, asthenospermii
¢i oligoasthenospermii. Pokud cyklus IVF podstupuje par, kde jeden z partnert je pfenasecem
balancované strukturni aberace, mize byt asistovana reprodukce spojena s vyse zminénou
preimplantaéni genetickou diagnostikou a do délohy pak budou pfenesena jen ta embrya, ktera

maji balancovany genotyp nebo chromozomovou aberaci nezdédila.

Proces metody IVF

Ovaria Zeny jsou nejprve denné stimulovana injekcemi gonadotropinii pro optimalizaci
folikularniho vyvoje. Vyvoj folikuli je sledovan pomoci transvaginalniho ultrazvuku. Vlivem
stimulace hormony dozravd najednou vice folikuli. Oocyty jsou nasledné odebrany

transvaginalné ptimo z ovéria. Odebrané zralé oocyty jsou oplodnény pfi spole¢né kultivaci
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s pohyblivymi spermiemi. Oocyt také muze byt oplodnén intracytoplazmatickou injekci
spermie, tedy technikou, kdy je jedina spermie injikovana tenkou sklenénou trubi¢kou ptimo
do oocytu. Tato metody byla plivodné vyvinuta pro pouZiti v pfipad¢ t&zké
oligoasthenospermie muZe, ale dnes je vyuzivana ve vét§iné IVF cykli. Mnoho ziskanych
embryi je kultivovano po dobu tii (osmibuné&né stadium embryonalniho vyvoje) az péti dni
(stadium blastocyty) a nasledné jsou vybrana embrya pienesena do délohy. Ostatni embrya
s dobrou kvalitou jsou uschovana pomoci kryoprezervace. Usp&nost metody prepoditana
na jeden cyklus je asi 28 %. Prestoze se zda pouziti metody IVF oproti jinym lé€ebnym
postupim vysoce efektivni a jeji UspéSnost se stale zvySuje, vétsina z provedenych IVF cykli
nekondi téhotenstvim a metodu je tfeba opakovat. Zalezi ovSem také na vé€ku matky a tedy
na celkovém stafi pouzitych oocytli. Po tficatém patém roce v€ku matky se kvalita jejich
oocytl prudce zhorSuje a Gsp&Snost metody se propada aZ na pouhych 5 % (BRADLEY, VAN
VOORHIS 2007).

Donor eggs

Own eggs

N F Live Births per Embryo
Transfer (%)

T T T T T T LI ] T 7 LI L T T

LI
25 27 29 31 33 35 37 39 4
Age ()

LIRS

T
43 45 47

Figure 2. Effect of a Woman’s Age on the Rate of Live Births per IVF Embryo
Transfer.

Data are for the United States in 2003.*

Obr.¢. 16: VIiv véku Zeny na uspésnost IVF cyklu (pFevzato z Bradley J. Van Voorhis, M.D., 2007)
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Obr.¢. 17: Provedeni metody IVF (pFevzato z Bradley J. Van Voorhis, M.D., 2007)
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Piiloha ¢. 1: Ptehled patologickych karyotypu zjisténych v souboru pacientl
v letech 1998 - 2007

Skupina 1. - skupina, ve které byli vySetfeni oba partnefi z paru postizeného poruchou
reprodukce

Skupina 2. — skupina, ve které se k vySetieni dostavil pouze jeden partner z paru.

Skupina 1.

Ve skupiné 1, ¢itajici 815 part, tedy 1630 pacientl, bylo celkem odhaleno 90 patologickych
karyotypu, z toho 52 ndlezii u Zzen a 38 nalez(i u muzi. V letech 1998 — 2007 byl u pacienti
prvni skupiny zaznamenan ndlez 57 mozaik gonozom, 1 mozaiky monozomie chromozomu
19, 16 translokaci, 2 inverzi, 5 ptipadu Klinefelterova syndromu, 2 pfipadi syndromu FRA 16
B, 1 pfipadu FRA 16 A, 2 duplikaci chromozomu 9, 2 aberaci chromozomu Y, 1 pfipadu

vyskytu marker chromozomu a 1 ptipadu reverze pohlavi ( XX male).

Ptehled patologickych karyotypl odhalenych v souboru pacienti 1. skupiny:

1998
48,XXX,+mar[1]/46,XX[37]
48 XXXX[1}/46,XX][30]
47,XXY[1)/46,XY,dup7p[1]/47,XY,+mar[3}/46,XY[35]
46,XX,t(11;14)(q14;q924)
46,X.der(Y)

1999
47,XXX[1)/46,XX[29]
45,X[5]/46,XX[60]
47,XXY[2)/46,XY[48]
46,XY.,inv(10)

2000
47,XXX[2]/46,XX[98]
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47,XXX[1]/46,XX[49]
45,X[8]/46,XX[42]
47,XXX[1]/46,XX[49]
47,XXY[2)/46,XY[98]
45,X[3)/46,XY[97]
45,X[3)/47,XY,+mar[1}/46,XY[52]
46,X[11/47,XXY[1]/47,XY,+mar[1]/46,XX[1]/46,XY[48]
46,XY,t1(2;7)(p13:932)

46,XY ,der(9)dup(9)(p11q13)
2001

45,X[2]/46,XX[48]
45,X[6]/46,XX[29]
45,X[2]/46,XX[58]
45,X[2]/46,XX[53]
45,X[6]/46,XX[54]
45,X[2]/46,XX[48]
45,XX.der(14;21)(q10;q10)
46,XY,inv(7)(p15;931.3)
47,XXY

2002
47,XXX[11/45,X[1]/46,XX[53]
48, XXXX[2)/46,XX[19]
47,XXX[3)/45.X[1]/46,XX[31]
46,X,+9[1]/45,X[3)/46,XX[46]
45,X[6]/46,XX[94]
47.XYY[1)/46,XY[36]
47.XYY[1)/46,XY[49]
46,XX,t(8;15)(q24.1;q21.2)
45,XX,der(13;14)(q10:;q10)
45,XY ,der(13;14)(q10;q10)
47,XY, +mar
46,XY,dup(9)(pl1:q12)

2003
45,X[2)/46,XX[32]
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47 XXX[11/48 XXX X[1])/46,XX[33]
46,Xdel(X)[11/45,X[11/47,XXX[1]/46,XX[47]
45,X[41/46,XX[31]

45,X[4)/46,XX[31]

48, XXX X[1])/45,X[1]/46,XX[48]
45,X[3)/46,XX [32]

45,X[2)/47,XY ,+mar[11/46,XY[47]
46,XX,1(6;21)q21;q11.2)

45,XY ,der(13;15)(q10;q10)

46,XX, FRA 16A

47,XXY

2004

45,X[2}/46,XX[48]

47,XXX[2]/46,XX[48]

45,X[3)/46,XX[37]

45,X[2]/46,XX[48]

47,XXX[2)/46,XX[52]
46,XY,t(11;17)(q13:;921)

47 XXY

46,XX ( XX male )

2005

47, XXX [11/46,XX[19]

45,X[3])/46,XX[47]

45,X[2])/46,XX[48]

47, XXX[11/52, XXXXXXXX[1]/46,XX[33]
45,X[3)/48, XXX, +17[1)/47,XX,+17[1]/46,XX[57]

45,X,inv(9)(p11:;q12){11/47,XXX,inv(9)(p11;q12)[2)/46,XX,inv(9)(p11;q12)[47]

46, XY.t(1;10)(pl2;ql 1)

47,XXY
45,XY,-19[5)/46,XY[30]

2006

46,XX[1]/46,XY[34]

48, XXXX[1)/46,XX[34]

47, XXX[1x}/45,X[1x)/46,XX[48]
47,XXY[1)/45.Y[3])/46,XY[46]
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48, XXXY[1]/46,XY[34]
46,XY,1(14:22)(q32.3;q11.2)

46,XY; ve 30 % mitoz rizné nespecifické translokace
46,XY,FRA 16 B

46,Xdel(Y)ql11.22)

47,XXY

2007
47,XXX[1)/45,X[1]/46,XX,-4,+10[1]/46,XX[32]
45,X[9}/46,XX[31]

47,XXX[3)/46,XX[32]
45,X[1}1/47,XXX[3]/46,XX[31]

50, XXXXXX[1)/47,XXX][2]/45,X[2)/46,XX[28]
49, XXXXX[11/47,XXX[1)/46,XX[33]
45,XX,der(14;15)(q10;q10)

45,XY der(14;15)(q10;q10)

45,XY . der(14,21)(q10;q10)
46,XY,1(5;12)(p13.3;q15)

46,XY,FRA 16B

Nalez patologického karyotypu u obou partneru z paru

Ve tiech pfipadech byl odhalen patologicky karyotyp u obou partnerii z paru s poruchami
fertility. Ve dvou pripadech byla gonozomova mozaika odhalena u obou partnerti a v jednom

pfipadé byla odhalena u jednoho z partnert translokace a u druhého gonozomova mozaika.

Prehled patologickych karyotypiu odhalenych u obou partneri z paru:

47, XXX[2]/46,XX[98]
45,X[3)/46,XY[97]

48, XXXX[2]/46,XX[19]
47.XYY[1]/46,XY[49]
47, XXX[3]/46,XX[32]
46,XY.1(5;12)(p13.3:q15)
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Skupina 2.

Ve skuping€ 2, Citajici 491 pacientli, bylo celkem odhaleno 36 patologickych karyotypd,
z toho 28 nalezli u Zen a 8 nalezd u muzd. V letech 1998 — 2007 byl u pacientti druhé skupiny
zaznamenan nalez 17 mozaik gonozomi, 8 translokaci, 4 inverzi, 4 ptipadi Klinefelterova
syndromu, 1 Turnerova syndromu, 1 pfipadu reverze pohlavi (XY female), 1 ptipadu
syndromu FRA 16 B.

Piehled patologickych karyotypii odhalenych v souboru pacienti 2. skupiny:

1998

47,XXX[11/46,XX[30]

47,XXX[1] /46,XX[50]
46,Xder(X),v.s.i(Xp)[1)/46,XX[45]
46,XX,t(11;14)(q14;q24)
46,XX,t(1;19)(p13.3;q13.1)

1999

47, XXX, 4(7;14)[1]/46,XX[29]
2000

46,XY,4(2;3)(p23;p26)

45X

2001

45,X[33}1/46,XX[47]
47,XXX[1)/45,X[1)/46,XX[48]
46,XX,t(5;21)(p13;q11.2)
45,XY,der(13;14)(q10;q10)
46,XX,inv(5)(p12p13)[37)/45,X[1]
2002
45,X[1)/47,XXX[1)/46,XX[53]}
45,X[2)/46,XX[49]
45,X[21/47,XXX[1}/46,X,del(Xq)[1]/46,XX[46]
47, XXY[11/48,XXXY[1)/46,XY[48]
46,XX,t(1;8)(q321;q241)

47.XXY
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47,XXY
46,XX,inv(10)(p11.2;921.2)
2003
45,X[1)/47,XX,+21[1)/46,XX[47]
45,X[41/46,XX[31]
47.XXY

47, XXY
46,XX,inv(10)(p11.2q21.2)
46,XX,inv(3)(pl2q!1.2)
2004

45,X[3)/46,XX[32]
46,XX,1(1;3)(p22.1;p23)
2005

45,X[4)/46,XX][31]
47,XXX[4)/46,XX[46]
45,X[3]/46,XX[32]

46,XY ( XY female )
46,XY,FRA 16B

2006

2007

48, XXXX[1)/47,XXX[2)/45,X[2)/46,XX[31]
45,X[2)/46,XX[33]
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Ptiloha ¢.2: Celkové procentualni vyjadfeni zachytu patologickych karyotypid v souboru v letech 1998 — 2007

% wm& %ﬂn

163/11 | 140/12 | 126/13 129710

Tab.¢. 12: Procentudini vyjddFeni zachytu aberaci u pacienti v souboru v letech 1998 - 2007



