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Souhrn:

Bakalatskd prace se zabyva problematikou nebalancovanych chromozomovych
aberaci u embryi, jejichZ rodi€e jsou nositeli reciprokych ¢i robertsonskych balancovanych
translokaci. Nositelé téchto translokaci maji ¢asto problémy s reprodukci, které jsou spjaty

s nebalancovanymi formami familiarnich translokaci u jejich potomkd.

Vyzkumny soubor tvofilo 383 Usp&$né vysetfenych embryi pochdzejicich
od nosici translokaci. Nebalancované aberace byly vySetfovany z odebranych bunck
trofoektodermu a detekovany pomoci specidln¢€ upravené molekularni metody sekvenovani

nové generace (NGS) v ramci preimplantacniho vySetfeni strukturdlnich piestaveb
(PGT-SR).

V préci jsem chtéla ovéfit, Ze nosic¢i reciprokych balancovanych translokaci maji
vyssi podil embryi s nebalancovanymi formami translokace nez nosi¢i robertsonskych

translokaci. Podil nebalancovanych forem familiarnich translokaci u embryi od nositelt



reciprokych translokaci byl témét dvakrat vyssi nez u embryi od nositelt robertsonskych
translokaci (53,6 % vs 28,4 %). Statisticky signifikantné vyssi podil nebalancovanych
embryi od nositelti reciprokych translokaci byl potvrzen pomoci Fisherova exaktniho testu
(p <0,00001). Muzi i zeny nesouci jakykoli z obou typt translokace maji témef stejny podil
nebalancovanych embryi, na pohlavi nosice translokace tudiz nezalezi. P¥i PGT-SR mtizeme
zachytit mnoho riznych meiotickych segregacnich vzoru, nékteré z nich byly v praci
zdokumentovany. Kvili aneuploidnim zménam vzniklym de novo nemohlo byt doporuc¢eno

k transferu 26,9 % uspé&sné vysettenych, v ramci PGT-SR balancovanych, embryi.



Abstract
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Summary:

This bachelor's thesis addresses the issue of unbalanced chromosomal aberration
of embryos, whose parents are carriers of balanced either reciprocal or Robertsonian
translocations. Carriers of these translocations often experience reproduction problems,

which are related to unbalanced forms of the familiar translocations in their offspring.

The research cohort consisted of 383 successfully examined embryos originating
from carriers of the translocations. Unbalanced aberrations were examined
from trophectoderm cells using a special modification of new generation sequencing (NGS)
molecular method, in frame of preimplantation genetic testing for structural chromosomal

rearrangements (PGT-SR).

The aim of my thesis was to verify the hypothesis that carriers of balanced reciprocal
translocations have a higher proportion of embryos with unbalanced forms

of the translocation than carriers of Robertsonian translocations. The percentage



of unbalanced forms of familiar translocations in embryos of carriers of reciprocal
translocations was nearly double than in embryos of carriers of Robertsonian translocations
(53.6 % vs 28.4 %). Statistical significance of the higher proportion of unbalanced embryos
in carriers of reciprocal translocations was confirmed using Fisher's exact test (p < 0.00001).
Men and women carrying any of both translocation types have nearly the same proportion
of unbalanced embryos, therefore the gender of carrier is not significant. Many different
meiotic segregation patterns may be observed within PGT-SR, some of them were
documented in the thesis. 26.9 % of successfully examined embryos with balanced results
within PGT-SR could not be recommended for embryotransfer due to aneuploidies arisen

de novo.
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UvVOD

Vétsina lidi nasi populace by si piala byt ve svém zivoté alespon jednondsobnym
rodi¢em. Bohuzel toto prani nemusi byt vzdy a vS§em splnéno. Nejen veék, ale i vrozené
genotypové vady, o kterych mnohdy ani nevime, ndm mohou branit stat se rodi¢em. Casto
se setkavame s pripady, kdy zena opakované potraci nebo si muz mysli, ze je neplodny,
protoze se partnerce stale nedafi ot€hotnét. V tomto piipadé je vhodné vyhledat 1¢katskou
pomoc a zjistit, v ¢em spociva problém, kvuli kterému se zena nemuze dostat do jiného

stavu.

S ptipady neschopnosti otéhotnét jsou uzce spjaty balancované chromozomové
translokace, at’ uz robertsonské nebo reciproké, které nese alespon jeden z rodicu. Jestlize
dojde ke Spatnému rozchodu chromozomu zG¢astnénych v téchto translokacich
v meiotickém déleni, v gametach vzniknou nebalancované formy familiarni translokace
a pii oplodnéni jsou poté pieneseny do embrya. Nebalancované formy familidrnich
translokaci mohou zpusobit samovolny potrat nebo postizeni potomka. Pti opakovanych
potratech je proto vhodné provést vySetieni karyotypt obou rodi¢li pomoci cytogenetiky.
Po pfipadném odhaleni balancované translokace u jednoho z partnerti miiZze byt provedena
metoda in vitro fertilizace, neboli oplozeni ve zkumavce, a genetické vySetieni embryi
pred jejich zavedenim do délohy matky. Jednim z typd preimplantaéniho genetického
testovani (PGT) je pravé vySetfeni zaméfené na odhaleni nebalancovanych forem
familiarnich translokaci u embryi nosi¢t balancované translokace (PGT-SR).

In vitro fertilizace je v dnesni dob¢ velice uspésna. Provadi se v reprodukénich centrech.

Kazdé reprodukcni centrum spolupracuje s genetickou laboratofi, jez je schopna
odhalit vybrané genetické abnormality u embryi pomoci preimplanta¢niho vySetieni. Timto
vySetienim dochédzi ke sniZzeni poctu narozenych déti s postizenim a také diky tomu
nedochazi k tak ¢astym potratim. PGT se zacalo vyvijet piiblizné v 80. letech 20. stoleti

a od té doby jeho kvalita rapidné roste.

Tato bakalafska prace, nesouci nazev ,,Preimplanta¢ni diagnostika nebalancovanych
chromozomovych aberaci metodou NGS‘‘, se zabyva genetickym vySetfenim embryi
ve stadiu blastocysty upravenou metodou sekvenovani nové generace (NGS). Metoda NGS

je specidln€ upravena tak, aby dokazala detekovat nebalancované chromozomové aberace,
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jez se mohou vyskytnout ve vySetfovanych embryondlnich vzorcich, vcetné
nebalancovanych forem familiarnich translokaci. V této praci bych chtéla porovnat podil
nebalancovanych forem familiarnich translokaci u embryi nositeli balancovanych
reciprokych a robertsonskych translokaci a ovéfit vyssi incidenci nebalancovanych forem
familiarni translokace u embryi rodict, kteti jsou nositeli balancovanych forem reciprokych
translokaci. Rada bych také zjistila, zda pochazi vice embryi s nebalancovanou formou
familiarni translokace od muze s balancovanou translokaci nebo od zeny s balancovanou
translokaci a kolik embryi nemohlo byt doporuc¢eno k embryotransferu kvuli
nebalancovanym aberacim at’ uz vzniklym de novo nebo v disledku nebalancované formy

familiarni translokace.
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TEORETICKA CAST

1 ZAKLADNI POZNATKY Z CYTOGENETIKY

1.1 Eukaryota

Eukaryota jsou bunky, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi od 5 mikrometri
do jednoho centimetru. Mohou byt az 1000 krat vétsi nez prokaryota. Tyto buiky se déli
na buiiky zivocisného a rostlinného typu. V této podkapitole budou probirdny pouze bunky
zivocisného typu. Diky veétsi velikosti se do eukaryotni bunky vejde slozitéjsi systém
organel. Stejn¢ jako u prokaryotickych bun¢k se nachazi uvnitt jadro, které je vSak odlisné.
Eukaryotické jadro obsahuje chromatin, jenz je ohrani¢eny jadernou membranou.
Chromozomy vyskytujici se v chromatinu jsou dilezitou soucésti eukaryot. Dale miZeme
Vv buiice nalézt Golgiho aparat, jenz hraje vyznamnou roli v chemickych procesech
probihajicich uvniti eukaryot, lysozomy odstépujici se z Golgiho aparatu a regulujici travici
enzymy nezbytné pro zivotaschopnost bunky, peroxizomy ftidici metabolismus tukt
a aminokyselin, mitochondrie vytvaiejici ATP. Ribozomy, které jsou téZ uvniti burky, jsou
nezbytné pro vyrobu bilkovin — proteosyntézu a jsou velice uzce spojeny
s endoplazmatickym retikulem. Endoplazmatické retikulum délime na hladké a hrubé. Mezi
dalsi potiebné organely nachazejici se v eukaryotickych bunikach fadime mikrofilamenta,
intermedialni filamenta a mikrotubuly. Tyto casti bunky se podileji na stavbé
tzv. cytoskeletu neboli kostry. VSechny vyse zminéné organely se vyskytuji stejné jako
u prokaryot v cytoplazmé. Cela eukaryota maji na povrchu plazmatickou membranu.

(Snustad, 2017)

1.2 Chromozom

Chromozom byl objeven a pojmenovan pfiblizné v druhé poloviné 19. stoleti
cytologem W. Waldeyerem. Jak jsme se mohli dozvédét v piedchozi kapitole, chromozomy
jsou obsazeny v jadrech bungk. Jejich nejdilezitéjsi ilohou, nejen v lidském organismu, je

nosiéstvi genetické informace a urc¢ovani pohlavi jedinci. (Snustad, 2017)

1.2.1 Stavba chromozomu
Nejdalezitejsi casti chromozomu je DNA, kterou popsal v roce 1953 James Watson

a Francis Crick. Zakladni stavebni jednotkou nukleovych kyselin je nukleotid, ktery se

sklada ze 3 slozek — molekuly cukru, molekuly fosfatu a cyklické organické molekuly
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obsahujici dusik (tzv. dusikaté baze). DNA nebo RNA vznikaji spojenim velkého poctu
nukleotidi. Nukleotidy mohou obsahovat baze bud’ pyrimidinového nebo purinového
puvodu. Mezi purinové baze patii adenin (A) a guanin (G), zatimco mezi pyrimidinové se
fadi thymin (T), cytosin (C), v piipadé RNA uracil (U) stfidajici thymin. Komplementarita
nukleotidii spo¢iva v parovani adeninu s thyminem (uracilem) ¢i guaninu s cytosinem. Vzdy
musi byt sparovana baze vychazejici z purinu s bazi, ktera ma puvod pyrimidinovy.
Vysledny produkt, DNA, ma tvar dvousroubovice. Tato DNA spolecné s proteiny,
konkrétn&ji histony, tvoii jednu chromatidu (Snustad, 2017). Stavba chromozomu je

zobrazena na Obrazku 1.

Na zakladé umisténi centromery rozliSujeme chromozomy metacentrické, jez jsou
charakteristické tim, Zze centromera je umisténa pfiblizné v poloviné chromatid.
Submetacentrické chromozomy se vyznacuji vyrazné kratsim p raménkem nez je dlouhé
raménko. Akrocentrické chromozomy jsou takové, u nichz je kratké raménko tvoiené pouze
geny pro rRNA. Posledni v fadé jsou chromozomy telocentrické. Témto chromozomim

zcela chybi kratké raménko. (Kocarek, 2007)

Chromozom

Jadro

Telomery

Centromera

Burika ~ Telomery

Dvojice bazi

) fﬁ}u‘ﬁ
~—__\ DNA-
Dvojita Sroubovice

Obrdazek 1- Stavba chromozomu

Zdroj: https://trombofilik.cz/geny/

1.2.2 Karyotyp
Lidsky karyotyp je Soubor vSech chromozomi v buice a se sklada z 23 para

chromozoml. Tyto chromozomy dé¢lime na autozomy (nepohlavni chromozomy)

a gonozomy (pohlavni chromozomy). Autozomy se vyskytuji v jadie v poctu 22 part.
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Zbyly jeden par chromozomi jsou gonozomy, na kterych zavisi pohlavi jedince. Pokud je
jedinec nositelem dvou totoznych gonozomii XX, jde o jedince Zenského pohlavi
(Obrazek 2). Nese-li jedinec gonozomy XY, jedna se o muze (Obrazek 3). Karyotyp
zdravého jedince zapisujeme 46,XX v piipadé Zeny, 46,XY v piipadé muze. Chceme-li

graficky znézornit cely karyotyp, zobrazime ho pomoci karyogramu. (Kocarek, 2007)

a9 2 i y )
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: g' { ’\ “ %: '“. o 1. 7§ &!‘ LA (
pl ) a & % 2
§i¥ % 23 %2 AL e 1t - i [ . [
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Obrazek 2 - Normalni Zensky karyotyp Obrazek 3 - Normalni muzsky karyotyp
Zdroj: https://www.genetika- Zdroj: https://www.genetika-
plzen.cz/vysetreni/cytogeneticka-laborator plzen.cz/vysetreni/cytogeneticka-laborator

1.3 Numerické chromozomové aberace
Jak uz z nazvu vyplyva, v piipadé numerickych aberaci mluvime o pocetnich
zménach V lidském karyotypu. Pfedstavuji zmnozeni ¢i ubytek chromozomu. Tyto zmény

rozdélujeme na aneuploidie a polyploidie.

1.3.1 Polyploidie

Na rozdil od aneuploidii se polyploidie vyznacuji zmnoZenim celého genomu,
tj. vSech chromozomu v karyotypu, jinak téz feceno chromozomové sady. Nejcastéji se
setkdvame s triploidii a tetraploidii. Tyto zmény se u Zzijicich jedincti nevyskytuji, zatimco
U spontannich abortd se objevuje polyploidie az ve 20 %. Stejné jako je tomu v piipadech
aneuploidii, jsou polyploidie disledkem $patnych rozchodii chromozomi v pribehu mitozy

¢i meidzy. (Kocarek, 2007)

1.3.2 Aneuploidie
Pojem aneuploidie pojednava o pocetnich zménach v karyotypu tykajicich se

zmnozeni ¢i ubytku jednoho nebo i vice chromozomtl. Na rozdil od polyploidii se nejedna
0 zmnozeni nebo ubytek celé chromozomové sady. S aneuploidiemi se setkavame ve dvou

verzich:
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Pii monozomii chybi jeden chromozom z chromozomového paru. Za nejcastéjsi
monozomii je povazovan TurnerGv syndrom, kde dochazi ke ztrat¢ jednoho gonozomu X.
| ptes ztratu jednoho chromozomu X je jedinec zenského pohlavi, avsak syndrom je vzdy
spojen se sterilitou. Zeny jsou malého vzriistu a mohou byt postizeny srde¢ni vadou a dal§imi

vyvojovymi poruchami. Turnertiv syndrom zapisujeme 45,X.

Pokud je chromozom zmnozen, a karyotyp obsahuje tii kopie daného
chromozomu, mluvime o trizomii. Nejcastéjsi trizomii vyskytujici se v lidské populaci je
Downtiv syndrom. Downtiv syndrom je zptsoben trizomii 21. chromozomu, jeho karyotyp
je zapisovan 47,XX,+21 nebo 47,XY,+21. Tento syndrom neni letalni, postizeni jedinci se
mohou dozivat dospélého véku. Jsou nositeli typickych fenotypovych znakt, napiiklad
tzv. mongoloidniho postaveni o¢nich §térbin, opici ryhy na dlanich, Sirokého jazyka a jsou
nizkého vzrustu. Tito jedinci maji téZ Casto srde¢ni vady (Snustad, 2017). Mezi znamé
trizomie se fadi i Edwardstuv syndrom (trizomie 18. chromozomu) a Patautv syndrom
(trizomie 13. chromozomu). Novorozenci s obéma témito Syndromy maji kratkou dobu
preziti, jedna se o tydny, vyjimeéné mésice. Dalsi trizomie tykajici se nepohlavnich
chromozomtl jsou letdlni, tedy smrtelné. Vyskytuji se také trizomie gonozomd.
nositeli dvou chromozomu X. Setkavame se také se syndromem supermale (47,XYY) a
superfemale (47,XXX). (Kocarek, 2007)

1.3.3 Mozaicismus
Dvé a vice bunéénych linii v lidském téle se oznacuje jako mozaicismus. Pokud se

u jedince vyskytuje mozaicismus, znamena to, ze se v organismu onoho jedince vyskytuji
dva nebo vice odlisnych karyotypt. Karyotypy v tomto téle jsou jeden fyziologicky a ostatni
patologické, nesouci n&jakou chromozomovou aberaci. Problémy, které mohou mozaiky
zpusobit, zavisi na zastoupeni patologické bunééné linie. Cim vice je zastoupena normalni

linie, tim mensi postiZzeni jedince (Kocarek, 2007).

Pfitomnost vice bunécnych linii je disledkem chybného mitotického déleni, které je
typické zejména pro obdobi ryhovani embrya. Mozaicismus casto pietrvava
I v blastocystach, coz muze ovlivnit vysledek vysetfeni embryonalnich aneuploidii, které je
Vv soucasnosti standardn¢ provadéno praveé na buikach odebranych z trofoektodermu
blastocysty. Pfedpoklada se vSak, ze mozaiky jsou v trofoektodermu a vnitini buné¢né mase

rovnomeérné rozlozeny, proto pii odebrani 5-8 bunék trofoektodermu by nemél byt vysledek
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vySetieni aneuploidii pfipadnou mozaikou vyznamné zkreslen. (Mozaicismus embrya ve
stadiu blastocysty a jeho vliv na vySetieni PGS (PGT-A), 2017)

1.4 Strukturalni chromozomové aberace
Strukturalni chromozomové aberace jsou zmény struktury chromozomu v Karyotypu.
Podle toho, zda doslo ke zménam v poctu kopii chromozomovych segmentil, rozliSujeme

strukturalni odchylky balancované a nebalancované.

1.4.1 Nebalancované aberace
Nebalancované odchylky jsou charakteristické tim, Zze v chromozomech chybi

nebo naopak piebyva geneticky material. Tyto odchylky mohou zplsobit vazné problémy.

Nevyvazené odchylky se rozdéluji na:

Delece, uz z nazvu vyplyva, Ze je ur¢ity geneticky material deletovan. Delece se déli
na termindlni a intersticidlni. Termindlni delece je takova, kde chybi koncové Ccast
chromozomu, zatimco intersticidlni se vyznacuje absenci segmentu, jez se nachazi uprostred

chromozomového ramena.
Duplikace je opakem delece. V ptipad¢ duplikace je material zmnoZzeny.

U ring chromozomu, neboli chromozomu uspofadaného do kruhu, dochazi
ke zlomtim Vv telomerickych oblastech chromozomu, které se nasledné spoji. Koncové ¢asti

obou ramének jsou deletovany.

Marker chromozom se pii sestavovani karyotypu objevuje jako nerozlisitelny

chromozom, ktery nedokazeme presnéji uréit. Casto jde o material, ktery je duplikovany.

Izochromozom ma jedno raménko zcela deletované, pfi¢emz druhé je zmnozené.

Duplikované raménko je pfichycené zrcadloveé k centromefe.

Posledni zde uvedenou nebalancovanou aberaci je dicentricky chromozom,
ktery je specificky tim, Ze je nositel dvou centromer. Aby mohlo dojit k bunéénému déleni,
méla by vSak byt jedna centromera nefunkéni, inaktivovana, a mélo by se jednat
0 tzv. pseudodicentricky chromozom. Pseudodicentricky chromozom dokaze sva ramena

ptimét ke spravnému rozchodu ve tieti fazi mitozy. (Nussbaum R. L., 2004)
1.4.2 Balancované aberace

Vyvazené aberace jsou takové, u kterych nechybi ani nepiebyva Zadny geneticky
material. Mize chybét na konkrétnich mistech, ale vzdy se v karyotypu najde, byt na jiném

25



misté nez tam, kde by m¢l byt. Nositelé téchto aberaci nemaji vétSinou zadné fenotypové

projevy. Mezi balancované ptestavby patfi:

Inverze, které jsou diisledkem otoCeni segmentli chromozomu o 180°. Délime je
na paracentrické, kdy otoCeny usek nedosahuje do centromery a na pericentrické, kde je

obsaZena centromera.

Dalsi aberaci je inzerce, kdy je ¢ast jednoho chromozomu od$tépena a poté se

nachazi na chromozomu jiném. Tento druh aberaci se pfilis§ nevyskytuje.

V posledni fadé se mezi balancované aberace fadi translokace, o kterych bude

samostatna podkapitola. (Nussbaum R. L., 2004)

1.5 Translokace

Translokace znamenaji pfesun ¢asti (nebo celého) chromozomu na jiny chromozom.
Tento d& se mlze tykat dvou nebo i vice chromozomil. Dé&lime je na robertsonské
a reciproké. V piipad¢ vyskytu balancovanych translokaci u zeny, muze ¢i obou v paru je
vhodné provedeni preimplanta¢niho genetického testovani strukturalnich ptfestaveb a tim se

vyhnout t¢hotenskym ztratam nebo narozeni postizeného potomka. (Hruba, 2021)

1.5.1 Robertsonské translokace
Robertsonské translokace jsou zptsobeny fuzi dvou akrocentrickych chromozomu.

Dochazi ke zlomu v misté centromery a ndslednému spojeni dlouhych ramének
(Kocarek, 2007). Pokud je jedinec nositelem robertsonské translokace ptedpoklada se,
Ze ma o jeden chromozom méné&. Pienasec takovéto strukturalni aberace je bezptiznakovy,
avsak nasledek balancované translokace miize byt velice nebezpecny pro jeho potomky.
Chybny rozchod pii meiotickém déleni, ktery je zndzornén na Obrazku 4, mize zpUsobit
chromozomové numerické abnormality, naptiklad trizomii 21. chromozomu, tedy vyse
zminény Downtiv syndrom. V piipadé nosicstvi robertsonské fuze mize dochazet i k castym
spontannim potratim, nebo nemusi dojit ani k samotnému poceti (pii zastave
spermatogeneze). Pii takovychto problémech je vhodné nechat vysetfit karyotyp a zjistit,

zda jejich pficinou neni nosicstvi translokace (Prochazka, a dalsi, 2018)
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Piena3et balancované roberstonské translokace

Chromozom 13 ' Chromozom 21

Vznik gamet pFfenadeée balancované
robertsonské translokace

AR

Splynuti gamet

(vznik zygoty)
Normaini karyotyp Karyotyp Karyotyp Karyotyp s Karyotyp s Karyotyp s
s balancovanou s nebalancovanou nebalancovanou nebalancovanou nebalancovanou
translokaci translokaci translokaci translokaci translokaci
(monozomie 21) (trizomie 21) (monozomie 13) (trizomie 13)

Obrazek 4 - Vznik nebalancovanych gamet

Zdroj: Viastni

1.5.2 Reciproké translokace
Reciproké translokace vznikaji diisledkem dvou ¢i vice zlomd na nehomolognich

chromozomech, které se poté mezi sebou vyméni (Obrazek 5). Reciproké translokace mohou
postihnout v§echny chromozomy, jak autozomy, tak i gonozomy. (Prochazka, a dalsi, 2018).
Na Obrazku 6 jsou zobrazeny nejcastéj$i meiotické segregace, které se mohou pii tvorbé
gamet vyskytnout. ,,Bezpeéné® jsou stiidavé segregace, které po splynuti gamet vedou
bud’ k normalnimu karyotypu nebo k nosiéstvi balancované translokace. Ostatni segrega¢ni
vzory vedou Kk nebalancovanym gametam, ze kterych vznikaji embrya s nebalancovanymi
formami familiarni reciproké translokace. Nejcastéji se vyskytujicimi chybnymi
segregacnimi vzory jsou prilehlé segregace 1. nebo 2. typu. Existuje mnoho dalSich

(chybnych) segregacnich vzord, které jsou uvedeny v ptiloze A.

Chromozom 9 ' ‘ Chromozom 22

Reciproka translokace
Obrazek 5 - Reciproka translokace

Zdroj: Vlastni
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Obrazek 6 - Nejcastejsi segregace

Zdroj: Nussbaum R. L., 2004
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2 BUNECNY CYKLUS A MITOZA
Bunéény cyklus zajistuje déleni matetskych bunék na buiiky dcetiné v lidském téle.
Hraje dtlezitou roli nejen v mnozeni bunék, ale také v zachovani genetické informace. Tento

d¢j probiha v lidském téle opakované a je slozen ze Ctyt fazi (Obrazek 7).

2.1 Interfaze

V interfazi setrvava bunka vétSinu bunééného cyklu. Jedna se o neviditelny d¢j uvniti
bunky, mize to tedy vypadat, ze Se v bunce nic ned&je. Opak je pravdou. Mnoho
mechanisml se podili na tfech jednotlivych na sebe navazujicich fazich, kterymi jsou

G faze, S faze a G2 faze, souhrnné se oznacujici jako interfaze. (Kocarek, 2007)

2.1.1 G faze
Po pfedchozim ukonc¢eném jaderném déleni vznika dcefina buika, ktera se ti¢astni

nového bunééného cyklu. Prvni faze bunééného cyklu se nazyva Gi faze. Pismeno G je
odvozeno z anglického slova gap, jeZ zna¢i mezeru. V této fazi se buiikka nachazi nejdelsi
dobu bunécéného cyklu. Gi faze je urend pro opravovani chyb v DNA, které vznikly
v pfedchozim d€leni, pomoci repara¢nich mechanismt. V této fazi se nachazi jeden
a bunécny cyklus probihal déale bez chyb v genetické informaci. Pokud by doslo k selhani
reparacnich mechanismi a DNA nebyla fadn¢ opravena, z ptivodni buiiky se mtize stat buika
nadorova (Kocarek, 2007). MlzZe nastat 1 stav, kdy nelze rozsahl¢ Skody napravit,

a proto dochazi k apoptoze buriky, tzn. programované smrti buriky. (Nussbaum R. L., 2004)

2.1.2 Sfaze
Po G: fazi buiika pfechazi do S faze, kdy se zacina syntetizovat nové vlakno podle

opravené DNA (odtud S faze). Puvodni dvousroubovice DNA je rozpletena pomoci
specialnich enzymii a k pivodnim vlaknim jsou vytvofena nova vlakna DNA diky
komplementarité nukleotidi (viz kapitola 1.2.1). Vznika tak nova identicka chromatida
nesouci jedno puvodni vlakno a jedno vldkno nové nasyntetizované. Vysledkem je

chromozom obsahujici dvé stejné chromatidy spojené centromerou. (Kocarek, 2007)

2.1.3 G faze
Vznikem dvouchromatidového chromozomu interfize nekonéi. Butika se dostava

do G: faze, kde se pfipravuje na své déleni. G2 faze obsahuje téz repara¢ni mechanismy

a kontrolni uzel, podobn¢ jako G; faze. (Kocarek, 2007)
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2.2 M faze

M féze vychazi z feckého slova mitos znacici vlakno, odtud mitdza. Je posledni fazi
bunécného cyklu a jiz nespada do interfaze. Samotné jaderné déleni se dale diferencuje

do ¢tyt fazi — profaze, metafaze, anafaze a telofaze. Buika stravi v mitdze nejkrat$i dobu.
(Passarge, 2019)
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Obrazek T - Bunécny cyklus

Zdroj:https://www.genome.gov/genetics-glossary/Cell-

Cycle
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3 MEIOTICKE DELENI

Pojem redukéni déleni, meidza, byl poprvé pouzit v roce 1884 Strasburgem. Meioza
je stézejni pifi rozmnozovani eukaryot. Cilem meidézy je redukce chromozomul
v pohlavnich bunkéach. Vychézi z diploidnich (4¢c) zarodecnych bunék, jejichz pocet je snizen
na polovinu, tedy na 23 chromozomu. Vysledkem meidzy jsou ¢tyii haploidni () buriky.
Schéma meidzy je vyobrazeno na Obrazku 8. Meidza je tvofena dvéma meiotickymi
délenimi, ale dochazi pouze k jedné replikaci DNA ptfed prvnim meiotickym délenim
(Passarge, 2019). Meiotické déleni je u muzi a Zen rozdilné. Meiotickym délenim v zenském

téle je oogeneze, zatimco u muzu je to spermatogencze (Obrazek 9).

3.1 Meiotické déleni 1.

Prvni meiotické dé€leni je tzv. redukéni. Profaze 1 je slozity proces,
ve kterém dochdzi k vyméné chromozomovych useki mezi homolognimi chromozomy.
Po profazi nasleduje metafaze I, ve které jsou chromozomy setazeny do ekvatoridlni roviny,
poté jsou homologni chromozomy pfitahovany na opacné konce dé¢liciho vieténka,
aby mohlo dojit k jejich rovhomérnému rozdéleni, coz probiha v anafazi 1. Konecnou fazi
prvniho meiotického dé€leni je telofaze I, kdy zanika dé€lici vieténko a vznikaji nové dcefiné
buitky pomoci cytokineze. Dcefiné buiiky obsahuji zdvojené chromatidy, které jsou od sebe

oddé¢leny az v meioze I1. (Snustad, 2012)

3.1.1 Profazel
Profaze I se rozdéluje do 5 stadii.

Prvni stadium profaze I je stadium leptotene. V leptotene jsou jiz chromatidy

zdvojeny po pfedchozi replikaci. Nitkovité chromozomy od sebe vSak nelze rozlisit.

V nésledujicim stadiu zygotene dochazi k synapsi, neboli parovani homolognich

chromozomuti pomoci synaptonemalniho proteinového komplexu. Vznikaji tzv. bivalenty.

Bivalenty ve stadiu pachytene dale kondenzuji a zaéinaji byt pozorovatelné jako

tetrady, které se skladaji ze ctyf sesterskych chromatid. V tomto stddiu dochazi

vvvvvv

rekombinace se méni segmenty chromozomli mezi materndlnim a paterndlnim

chromozomem, a vznika tak unikatni chromozom s jedine¢nymi vlohami.
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V diplotennim stadiu se proteinovy komplex zacina rozpadat a chromozomy jsou

spojeny pouze chiasmaty, v mist¢, kde doslo ke crossing-overu.

V poslednim stadiu, diakineze, dochazi ke kondenzaci chromozomui. (Otova, a dalsi,

2020)

3.2 Meiotické déleni II.

Druhé meiotické dé€leni, ekvacni, neni zdaleka tak slozité a dlouhé. V tomto déleni
probihaji obdobné procesy jako v mitoze. Pied druhym meiotickym déleni jiz nedochazi
k replikaci DNA. V profazi Il vznikaji nova délici vieténka, ktera pomahaji rozdélit
chromozomy. V metafazi II jsou, stejné jako je tomu v prvnim déleni, chromozomy sefazeny
do ekvatorialni roviny. Pti anafazi II dochazi k rozdé€leni sesterskych chromatid k opaénym
polim d¢liciho vieténka. V telofazi Il vznikaji nové dcefiné chromatidy, které jsou

haploidni. Vznik novych dcefinych bun¢k je oznaovan jako cytokineze. (Snustad, 2012)

Obrazek 8 — Meiotické déleni
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A — Replikace DNA (4c), B — Meiéza I, C — Meisza 1l (c)

Zdroj: http://www.genetika-biologie.cz/meioza

3.3 Spermatogeneze

Spermie zacinaji vznikat u muzského pohlavi v dobé& dosaZeni pohlavni dospélosti.
Primarni spermatocyt, slozeny ze dvou sad dvouchromatidovych chromozomi, se i¢astni
meiozy |. V meidze I vznikaji sekundarni spermatocyty. Sekundarni spermatocyty jiz
obsahuji pouze jednu sadu dvouchromatidovych chromozomi. Ze sekundarnich
spermatocytll vznikaji v meidze II haploidni spermatidy. Spermiogeneze zajist'uje pfeménu

spermatid na funkcni spermie. (Pritchard, a dalsi, 2021)

32



3.4 0Oogeneze

Vznik zenskych pohlavnich bun€k zacina jiz pied narozenim. Ze zarodecnych bunék
vznikaji primarni oocyty. Primarni oocyty ve stadiu diplotene, konkrétnéji ve stadiu
diktyotene (prodlouzené klidové fazi), setrvavaji az do doby, kdy dojde k pohlavni
dospélosti. Kdyz zenské télo dosahne pohlavni dospélosti, za¢ina proces ovulace. Teprve
pii ovulaci se oocyt dostdva do dalSi faze meiotického d€leni. Priméarni oocyt se déli
na sekundarni oocyt a prvni pélové (polarni) télisko. Sekundarni oocyt se dale meioticky
déli az do metafaze II, kde opét dochazi k zastavé az do fertilizace. Pokud k oplodnéni
nedojde, oocyt odchazi z zenského téla v dobé menstruace. Po oplodnéni vznikd ovum
a druhé polové télisko (Pritchard, a dalsi, 2021). Vznikla polova téliska mohou byt

bioptovéna a pouzita k vySetfeni materndlniho genomu Vv preimplantacnim testovani.

oogonie

|
7 mitdza

primarni oocyt
(oocyt I, Fadu)

palovétélisko

oocyt 11, Fadu

Obrazek 9 - A - Oogeneze, B - Spermatogeneze

Zdroj: https://cit.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-rozmnozovani_a_vyvoj&lang=cz
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3.5 Meioticka nondisjunkce

Meioticka nondisjunkce miiZe nastat jak v prvnim meiotickém déleni, tak ve druhém
(Obrazek 10). Pii Spatném rozchodu chromozomt v mei6ze | nedochazi k jejich redukci
v gametéach, proto mize mit tento rozchod za nasledek nebalancované aberace v zygoté.
V piipadé, ze dojde k nondisjunkci v meidze II, riziko vzniku nebalancovanych gamet je
nizsi, ale stale zastava 50% pravdépodobnost, Ze k oplozeni dojde $patnou gametou a tim
opét vznikne zygota s nebalancovanou aberaci. Meiotickych nondisjunkci pfibyva s vékem,
zejména U meidzy, jez probiha v téle Zeny. Zenské meiotické déleni je zapocato jiz
Vv prenatalnim obdobi a ukonceno oplozenim oocytu. V profazi meidzy | oocyt setrvava
od prenatalniho obdobi do ovulace vaji¢ka. Cim déle zde vajicko setrvava, tim vice mohou

byt naruSeny nasledné meiotické procesy a tim zvyseno riziko nondisjunkce. (Snustad, 2012)
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Obrazek 10 - Meioticka nondisjunkce

Zdroj: https://kreacionismus.cz/meioticka-rekombinace-projekt-k-
navozeni-genomicke-zmeny/
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4 RANY EMBRYONALNI VYVOJ

Vznik embrya je slozity proces, ktery vSak neni pouze slouc¢eni muzské spermie
a zenského vajicka, ale obsahuje mnoho postupii a procesi, které se odehravaji v zenském

téle.

Pted samotnym procesem oplodnéni dochazi ke styku vajicka se spermii, kdy se
spermie ptichyti na zoénu pellucidu. Zona pellucida je glykoproteinovym obalem zenského
oocytu. Spermie jsou nositeli specialnich enzymd, které¢ dokdzi umoznit prinik spermii skrz
glykoproteinovy obal. Po proniknuti do vajicka dochdzi k rozpadu hlavicky spermie
a naslednému ptechodu chromozomi do vaji¢ka (Khan, 2021). Oplodnéni, neboli vznik
zygoty nastdva pravé v tento okamzik. Prvnim délenim zygoty vznikaji dvé totozné
blastomery. Poté se blastomery rychle mitoticky d€li po dobu pftiblizn€ jednoho dne a nasobi
tak pocet bun€k, ze kterych nasledné vznikd embryo. Buiiky postupné vytvari kouli a jsou
u sebe drzeny pomoci adhezivnich molekul. Kdyz mitotické déleni dosahne poctu 32 bun¢k,
jednd se o morulu. Nazev morula je odvozen od plodu moruse, ktera je svym tvarem
podobna. Proces probihajici doposud se miize oznacovat téz jako ryhovani vajicka. Morula
je zhruba stejné velka jako pocatecni zygota a to proto, ze pii rychlém déleni nestihaji

jednotlivé buiiky nabyt vétsi velikosti a zona pellucida neumoznuje rust.

Po 4 dnech se zacinaji buiiky rozdé€lovat a stavat se funkéné odlisné. Diferencuji se
do dvou vrstev na trofoektoderm a vnitini buné¢nou masu. Trofoektoderm (TE) neboli
trofoblast pfedstavuje vngj$i obal. Vnitini bunénd masa (embryoblast) je umisténd na jedné
stran¢ trofoektodermu, protoze je utlaCovéna tekutinou zvanou blastocoel. Vnéjsi
trofoektoderm se vyviji v placentu. K tomu, aby se mohla masa uvnitf zvétSovat, ménit sviij
tvar, jenz byl piivodné uspotadany do koule, je nutné, aby doslo k rozkladani zony pellucidy.
Az poté dochazi k dal§imu déleni vnéjsi bunééné masy. Mizeme se setkat téZ s terminem
vznik embryoblastu. V tento okamzik jiz nemluvime o morule, ale nasledujicim stadiu,
stadiu blastocysty. Blastocysta je termin pouzivajici se pouze V pfipadé savcl. Buniky vnitini

bunééné masy jsou pluripotentni. (Khan, 2021)
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5 PORUCHY REPRODUKCE

Poruchy reprodukce mohou byt jak problémem na strané muze, tak na stran¢ Zeny.
Pokud se vyskytne porucha reprodukce u Zeny, jednd se zejména o nepriichodnost
vejcovodi. Miize byt zpusobena i1 Spatnou funkCénosti d€lohy, poruchou hormont
a imunologickymi problémy. Imunologicka sterilita nastava ve chvili, kdy si télo zeny
vytvaii protilatky proti spermiim partnera. U muzii se setkavdme s neprichodnosti
chamovodu, problémy s pohyblivosti spermii, ¢i azoospermii. Azoospermie je stav, kdy se
Vv ejakulatu nenachazi spermie (Kocarek, 2007). Na spermatogenezi, vyvoj a vznik spermii
u muze, muze mit vliv i balancovana translokace (Travnik, 2019). Dulezité je si uvédomit,
ze vliv na uspésnost oplodnéni mohou mit téz psychické problémy a genetické vlohy u obou
pohlavi. Opakované potraceni miize byt zpiisobeno i balancovanymi translokacemi u rodica.
Nositelé téchto translokaci maji riziko vzniku nebalancovanych forem familidrni translokace

u embryi, které ¢asto vedou ke spontdnnimu potratu nebo k postizeni ditéte.

Pti feSeni poruch reprodukce je podstatné rozliSovat pojmy sterilita a infertilita.
Termin infertilita oznacuje stav, kdy dochézi k t¢hotenskym ztratdm. Oproti tomu sterilita je
stav, kdy neni mozné oplodnéni po dobu delsi nez dva roky probihajiciho nechranéného

styku. (Koéarek, 2007)

Pokud se objevi u paru porucha reprodukce, poté je mozné vyuzit metody asistované

reprodukce.
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6 ASISTOVANA REPRODUKCE

6.1 Invitro Fertilizace

In vitro fertilizace je synonymem pro mimotélni oplodnéni. Kdybychom chtéli
doslovné pielozit nazev metody, ziskali bychom nazev oplozeni ve skle, pficemz sklem je
myslena zkumavka. Déti, které vznikly touto metodou, jsou nékdy oznacovany jako ,,déti

ze zkumavky*‘.

6.1.1 Princip metody
Tato metoda se skldda ze sedmi krokti, které budou nasledné rozepsany.

Prvnim krokem je stimulace rustu folikulii. Stimulace spoc¢iva ve zvySeni hladiny
folikostimulaéniho hormonu (FSH) pomoci 1ékt, jez se zadinaji podavat prvni den cyklu.
Vysledkem tohoto kroku je zvySeni poctu vajicek a jejich kvality, které budou pozdéji

potiebné pro mimot&lni oplodnéni. (Rezabek, 2004)

Je nutné sledovat uéinnost FSH 1éki. Lidé¢ jsou odlisni, proto 1 kazdé Zena potiebuje
odlisnou davku 1ékd, aby se zacaly folikuly zvétSovat. ZvétSovani folikulti se pozoruje
pomoci ultrazvuku, nebo mizeme méfit hladiny hormonti. K procesu dozravani vajicek

dochazi v momentg, kdy maé folikul praimér nejéastéji 18mm. (Rezabek, 2004)

Choriovy gonadotropin (hCG) se pouziva pro zahajeni dozravani vaji¢ek. Hormon
hCG ma stejny Gc¢inek na dozravani jako LH, proto je nutné, aby se jeho podéani uskutecnilo
V pfesny Cas, ktery stanovil oSetfujici Iékat, a to z ditvodu presného nacasovani dozrani

vaji¢ek a jejich naslednému odbéru. (Rezabek, 2004)

Odbér vajicek z folikulii je mozny po jejich dozrani. Je uskute¢nén v pfipade,
ze folikul nabyde potiebné velikosti. Odbér se provadi pomoci jehly, nejcastéji v narkdze,
a cely proces musi byt neustale kontrolovan ultrazvukem. Z folikulu se odebird oocyt
spole¢né s tekutinou, kterd se nachdzi uvnitf. Po odbéru se dostava vaji¢ko do laboratofe,
kde je zkontrolovano. Po kontrole pod mikroskopem dochéazi k pifesunuti vajicka
do prthledné misky s médiem, které je svym slozenim velice podobné piirozenému

prostiedi, krvi a tekutinam v téle matky. (Rezabek, 2004)

Po vyndani misky z termostatu nasleduje krok obnasejici pFidani spermii k vaji¢ku.

Otec ditéte by mél dat k dispozici své spermie v den odbéru vajicek. Pokud to situace
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neumoznuje, mohou se pouzit jeho piedem odebrané, zmrazené spermie. K vajicku do misky

se ptidava vice neZ jedna spermie z ditvodu vétsi $ance na oplodnéni. (Rezabek, 2004)

Naésledujici den je provedena kontrola oplodnéni, pii které by méla byt pozorovana
Vv zygoté pfitomnost dvou prvojader. Pti abnormalnim poétu prvojader se sice mize embryo

dale vyvijet, neni viak vhodné k transferu do délohy. (Rezabek, 2004)

Transfer do délohy se uskute¢tiuje nejdiive po tfech (a obvykle po péti) dnech
kultivace. Probiha pomoci katétru, uvnitf kterého je nasata tekutina spole¢né s embryem.
Katétr je zaveden pochvou do dé€lohy, kde je embryo vypusténo. VEtsSinou se prenasi jedno,

v n&kterych ptipadech dvé embrya. Ostatni embrya se kryokonzervuji. (Rezabek, 2004)

6.2 Intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI)

Tento typ oplozeni spo¢ivd ve vybrani vhodné spermie a ndsledného vlozeni
do cytoplazmy vajicka. Vlozeni se provadi pomoci velice tenké jehly, ktera slouzi téz
k odbéru spermie. Cely proces ICSI musi byt provadén velmi peclivé a opatrné. Pii priniku
jehly do cytoplazmy a vlozeni spermie do oocytu se nesmi poskodit délici vieténko, které je
stézejni pro spravny rozchod chromozomu v prubéhu meiotického déleni. Pokud dojde
K naruSeni onoho vieténka, musi se provést preimplantacni vySetieni, které vylouci

chromozomov¢ aberace. (Kocarek, 2007)
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7 PREIMPLANTACNI GENETICKE TESTOVANI (PGT)

S preimplanta¢nim genetickym testovanim se miizeme setkat také v podob¢ zkratky
PGD, ktera se pouzivala diive a vychazela z nazvu Preimplantation Genetic Diagnosis. Jedna
se o vySetieni embryi pied transferem do délohy matky. PGT (PGD) je pouZzivano zejména
u pard, ktefi jsou nositeli chromozomovych odchylek nebo jsou v riziku narozeni ditéte
S monogennim onemocnénim. VySetfeni brani pfenosu mutovanych alel ¢i aberaci
na potomky. Tato diagnostika dokaze odhalit zavéasu chromozomové aberace ¢i variace
v obdobi embrya ¢i jesté diive, a to ve stadiu vajicka. (Kocarek, a dalsi, 2006) Preimplantacni
genetickd diagnostika se da rozd¢lit do tii skupin, podle toho, co chceme z vySetfovaného

vzorku detekovat, na PGT-A, PGT-M a PGT-SR. (Benjamin S. Harris, 2020)

7.1 Historie preimplanta¢niho testovani
V roce 1937 John Rock piedpovédél, ze budou lidska in vitro fertilizace, detekce
pohlavi a pienosy aberaci vyuzivany v reprodukéni medicing. Véda v budoucnosti,

dle Rocka, dosahne takové urovné, ze bude mozné vyloucit aberace pomoci PGT.

(Franasiak, a dalsi, 2008)

V roce 1967 popsal Robert Edwards a Richard Gardener pouziti PGT pfi detekci
pohlavi u kréli¢ich blastocyst. Marilyn Monk pokracovala v pouziti PGT na zvifatech
a roku 1987 prokazala Lesch-Nyaniv syndrom na mySich. Leeanda Wilton se stala
prikopnici biopsie blastomer v roce 1986, o rok pozdéji nasledovaly biopsie pdlového
téliska Yurim Verlinskym a biopsie trofoektodermu Audrey Muggleton-Harrisovou.
(Franasiak, a dalsi, 2008)

V roce 1991 byla ve spojeni s PGT vyuzita metoda FISH. Cysticka fibréza se stala prvnim

autozomalné recesivnim monogennim onemocnénim stanovenym pomoci PGT. (Brdicka, a

dalgi, 2015)
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7.2 Odbérovy material

K vysetieni pomoci PGT je mozné odebrat tii typy biologického materialu. Je mozné

provést biopsii polovych (polarnich) télisek, blastomer nebo trofoektodermu.

Nejvhodnéjsim materialem k vysetfeni je trofoektoderm, ze kterého lze odebrat
nejvice (n€kolik) bunék. Trofoektoderm se odebira 5.-6. den embryondlniho vyvoje,
ve stadiu blastocysty. Z tohoto druhu odbérového materialu se da vysettit jak maternalni,
tak paterndlni genom. Trofoektoderm je téz vhodnym materialem pro vySetfeni mozaik.
Avsak 1 pfesto, Ze je mozné bioptovat vétsi mnozstvi bunék, mohou byt vysledky ovlivnény

pfipadnym nerovnomérnym rozlozenim bunécénych linii S riznou chromozomovou vybavou.

Biopsie blastomery se provadi 3. den, kdy se embryo nachazi ve stadiu ryhovani.
Biopsie spoc¢iva v odbéru pouze jedné bunky, ze které neni vysetieni ptili§ presné. Dalsi
nevyhodou je chromozomova nestabilita ve stadiu ryhovani, kvili které miize byt vySetieni
zkresleno. Z téchto divodid neni odbér blastomery pfili§ vyuzivany. Stejné jako

u trofoektodermu lze z blastomery vysetfit maternalni i paternalni genom.

Odbér polovych télisek se provadi v den 0 a 1 po oplozeni. Pti biopsii pdlového
teliska 1ze vySetfit pouze maternalni genom. Polova téliska maji jeste¢ méné genetického
materidlu nez blastomery, proto se biopsie polovych télisek témét neprovadi. (Brdicka, a

dalgi, 2020)

7.3 Druhy preimplanta¢niho testovani
Preimplanta¢ni geneticka diagnostika se rozdéluje na subspecia podle toho,

co chceme ve vySetfovaném embryu nalézt. Déli se na PGT-A, PGT-M a PGT-SR.

7.3.1 Preimplanta¢ni genetické testovani aneuploidii (PGT-A)
Tento druh preimplantaéniho testovani se zabyva vySetfenim aneuploidii,

které vznikaji de novo, nejsou tedy nasledkem chromozomovych piestaveb, které nesou
rodice. Aneuploidie jsou zodpovédné piiblizné za 50 %-70 % spontannich potratd, tudiz se

fadi mezi nejcastéjsi divody potrati. (Benjamin S. Harris, 2020)

Indikace:
e Opakované spontanni potraty
e matka je ve vysSim véku (35 let a vice)

e opakované neuspesny IVF cyklus
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e po chemoterapiich.

Transfer mozaikovych embryi do délohy matky je mozny pouze v ptipad¢€, Ze neni
k dispozici embryo, které by neslo pouze euploidni buné¢nou linii. Vznik mozaik je
v priabéhu vyvoje plodu pomérné Castym ukazem. Postihne celkem az 60 % embryi,
ktefi jsou nositeli alesponl jedné aneuploidni buiikky v obdobi moruly. Zhruba 2/3 embryi
s mozaikou nesou vice odliSnych aneuploidnich linii, zbyld 1/3 je mozaika abnormalni
a normalni bunééné linie. Pfedpoklada se, ze se mozaiky v embryu dokazi samy opravit
a ze tedy z embrya, pokud je zde mozaika s normalni linii, se abnormalni bunécné linie

v prubéhu postimplanta¢niho vyvoje vytrati. (Benjamin S. Harris, 2020)

Pro PGT-A se ukazalo jako nejvhodné&jsi zpusob vysetieni pomoci NGS, které se zda
byti nejcitlivéjsi a s nejvetsi specificitou. Dale lze vyuzit i aCGH, aSNP a FISH, které uz

vsak nejsou tak specifické a citlivé. (Benjamin S. Harris, 2020)

7.3.2 Preimplantacni genetické testovani monogennich onemocnéni (PGT-M)
Cilem preimplantacniho genetického testovdni monogennich onemocnéni je

zabranéni jeho pfenosu na potomka. Mezi monogenni onemocnéni se fadi onemocnéni,
kterd jsou autozomalné¢ dominantni, autozomaln¢ recesivni a mohou byt i X-vdzané.
Po vySetteni se transferuji do délohy pouze ta embrya, ktera nenesou dané monogenni

onemocnéni. (Benjamin S. Harris, 2020)

Vysettovaci metodou prvni volby pro PGT-M je v soucasnosti aSNP, resp. metoda
Karyomapping. Nové miize byt vySetieni provedeno i NGS. Diive bylo bézné provadéno

PCR, event.. FISH (zde pouze selekce pohlavi u X-vazanych onemocnéni).

Spoleéné s PGT-M se obvykle provadi i PGT-A abychom vyloucili mozné de novo

vzniklé chromozomové zmény.

7.3.3 Preimplantacni genetické testovani strukturnich chromozomovych aberaci
(PGT-SR)
Jde o vySetfeni embryi u paru, kde nese alespon jeden z rodic¢i balancovanou

chromozomovou aberaci. V dasledku téchto prestaveb mohou v gametach vznikat chybnym
meiotickym rozchodem chromozomt nebalancované aberace. Pro detekci téchto
nebalancovanych forem se nyni nejvice uziva NGS, dalsi metodou volby jsou aCGH a aSNP.
Pro mensi prestavby je n€kdy nutno pouzit FISH. Transferovana jsou embrya, jeZ nejsou

nositeli nebalancovanych aberaci (Benjamin S. Harris, 2020).
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S PGT-SR je v soucasnosti provedeno i PGT-A, abychom vyloudili i mozné de novo

vzniklé aneuploidie.
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8 METODIKY VYSETRENI UZIVANE PRO PGT

8.1 Next generation sequencing (NGS)
Predchiidcem NGS je Sangerovo sekvenovani, které bylo navrzeno v roce 1977
Frederickem Sangerem. Véda se rozvijela velice rychle, a proto doslo ke vzniku sekvenovani

dalsi generace, resp. masivné paralelniho sekvenovani neboli sekvenovani nové generace

(NGS). (Zhong, a dalsi, 2021)

Sekvenovani nové generace patii v této dob¢é mezi nejvice vyuzivané molekuldrni
metody v preimplanta¢ni diagnostice. Abychom mohli provadét vysetieni nebalancovanych
chromozomovych aberaci jako je napiiklad vySetieni aneuploidii a strukturalnich piestaveb,
musi byt NGS specialné upraveno. Tato metoda je schopna analyzovat vSech 23 part
chromozomu v buiice najednou. NGS dokaze sekvenovat az 96 vzorku v pribéhu jednoho
vySetieni. Diky této moznosti se vyrazné snizuji vydaje, které jsou potiebné K provedeni

vysetieni. VysSetieni celého genomu je pouze jednodenni zalezitosti. (Brdicka, a dalsi, 2016)

8.1.1 Princip NGS
Vysetteni pomoci NGS je slozeno ze Ctyi krokt, které obsahuji pfipravu knihovny,

amplifikaci na flow-cell, sekvenovani a analyzu.

Piiprava tzv. knihovny je zahajovacim krokem celé metody. Tento krok je zahajen
fragmentaci DNA, poté je nutné, aby doslo k ligaci adaptéri ve sméru 5°-3°. Muze byt

provedena i tzv. indexace, ktera slouzi k odliseni vzorki pochazejicich od riznych pacientu.

Metoda pokracuje amplifikaci na flow-cell. Tento krok jiz probihd v sekvenatoru.
Fragmenty pfipravené z ptedchoziho kroku jsou pfichyceny na povrch flow-cell. Poté se
vSechny fragmenty vySetfované DNA na flow-cell naamplifikuji pomoci mistkové

(z angl. bridge) PCR.

Po amplifikaci pfichazi na fadu sekvenovani. Ke kazdému fragmentu je
syntetizovano komplementarni vlakno, které je zakonCeno chemicky upravenym
nukleotidem. Kazdy nukleotid vyzatuje fluorescencni barvu, ktera je sniména a tim je ur¢eno

potadi bazi v sekvenci (,,sekvenace syntézou*®).

Kone¢nym krokem celé metody je analyza. Jednotlivé fluorescencni barvy maji svou
vlnovou délku, jez je rozliSena systémem a nasledn¢ vyhodnocena. Svou sekvenaci odpovida

puvodnimu vldknu vySetfované DNA. Analyzovand DNA se nakonec porovnava s lidskym
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genomem a tim je detekovan piebyte¢ny nebo chybéjici geneticky material. Balancované

chromozomové aberace nelze detekovat. (Illumina, 2017; Brdicka, a dalsi, 2015)

8.2 aCGH

Komparativni genomova hybridizace na Cipu, neboli arrayCGH slouzi k vySetfeni
nebalancovanych zmén celého genomu. Pomoci arrayCGH dokdZzeme najit pouze
nebalancované chromozomové aberace, stejné tak jako je tomu pfi vySetieni pomoci NGS.

(Prochazka, a dalsi, 2018)

8.2.1 Princip aCGH
K vysetfeni pomoci komparativni genomové hybridizace na ¢ipu je potteba dvou

vzorkd, vySettované DNA a referenéni DNA, jez jsou spoleéné hybridizovany na array,
kde jsou uchyceny tiseky genomové DNA (,,sondy*). Prvni, vySetfovany, vzorek je oznacen
pomoci jednoho fluorochromu, druhy, referen¢ni, vzorek je o0znacen odlisSnym
fluorochromem (Kocarek, a dalsi, 2006). Pii metodé¢ arrayCGH se nejcastéji pouzivaji
fluorochromy ¢&ervené a zelené barvy. V pifipadé druhého vzorku, referencni DNA, jde
o vzorek, ktery je kontrolni (je s normalnim nalezem). Oba barevné oznafené vzorky jsou
smichany. Pomér smési namichanych DNA musi byt stejny, aby mohl byt vysledek spravné
odecten. Celd smés se hybridizuje na c¢ip. Hybridizace na ¢ip probihd pomoci
komplementarity k sondam, které se nachazeji na desce ¢ipu (Prochazka, a dalsi, 2018).
,.Intenzita fluorescence je detekovana laserovym skenerem. Data jsou nasledné analyzovana

(X3

pomoci specialniho softwaru.‘® Dle poméru intenzity jednotlivych fluorochromil je

detekovan zisk ¢i ztrata genetického materidlu. (Brdicka, a dalsi, 2016)

RozliSujeme dva druhy €ipt dle pouzitych DNA sond: BAC Cipy a oligonukleotidové
¢ipy.
BAC cipy

»BAC ¢Cipy jsou zaloZené na umélych bakteridlnich chromozomech o délce
cca 80-200 kb. Vyuziti BAC cipt o rozliseni 50-100 kb poskytuje dostatecné intenzivni
signadly pro detekci chromozomovych aneuploidii, chromozomalnich pfestaveb
nebo geneticky nebalancovanych embryi od rodict s balancovanou translokaci, a je tedy

vhodna pro screening embryi.© (Brdicka, a dalsi, 2016)
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Oligonukleotidové Cipy

Na rozdil od BAC ¢ipti maji oligonukleotidové Cipy kratsi sekvence sond. Velikost
oligonukleotidovych sond se pohybuje v rozmezi od 25 do 85 nukleotidi. Tento typ je velice
pfesny a ma vysoké rozlisSeni, dokaze zjistit nebalancované zmény, které¢ jsou v fadech
desitek kilobazi. Balancované zmény a bodové zmény v sekvenci DNA vsak detekovat

nelze. (Brdigka, a dali, 2016)

8.3 Karyomapping

Karyomapping je  nepiima  molekularné-genetickd  metoda,  stéZejni
pro preimplantaéni vySetieni monogennich chorob (PGT-M). Karyomapping je metodou,
zalozenou na technologii aSNP ¢ipt (RepromedaLab, 2020). Array SNP je specialni typ
¢ipového vysetieni, kterym je mozno urcit genotyp v mistech jednonukleotidovych
polymorfismi (tzv. SNP). aSNP ¢ipy obsahuji az stovky tisic unikatnich SNP pozic

rozmisténych po celém genomu.

8.3.1 Princip aSNP
K wvySetfeni pomoci karyomappingu je nutnd analyza jednonukleotidovych

polymorfismi (SNP). Kdyz jsou polymorfismy analyzovany, vznika karyomapa,
ktera zobrazuje veskeré informace o chromozomech, véetné crossing-overt ptitomnych

Ve vysetfovaném embryu.

Prvni krok spoc¢iva v analyze informativnich SNP, které pomohou urcit haplotypy

rodicu.

Detekované informativni SNP jsou porovnany s genotypem referen¢niho vzorku

a dokazi identifikovat, ktery z chromozomu rodic¢i nese kauzalni genovou variaci.

Nasledné jsou porovnany jednotlivé haplotypy s haplotypy moznych potomkd.
(Repromedal.ab, 2020)

8.4 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
Jedna se o molekularné-cytogenetickou metodu. Metoda FISH pomoci
fluorescencnich sond rozeznava cilené¢ pocet kopii pfedem vytipovanych lokusii

v karyotypu. Pokud se nachazi v karyotypu zmény mimo tyto analyzované oblasti, nebudou

detekovany. (Hruba, 2021)
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V preimplantacni diagnostice diive FISH hrdla velkou roli pfi vySetfovani
sporadickych aneuploidii i nebalancovanych translokaci. Metoda dokaze detekovat
nebalancované piestavby zptusobené chybnou meiotickou segregaci U reciprokych
i robertsonskych translokaci, pfi¢emz vzdy musi byt znama rodi¢ovska translokace a pfedem
sestavena a vyzkouSena specialni sada sond zamétenych na danou translokaci (Laboratof
1ékaiské genetiky Karlovy Vary, 2011). U PGT-A bylo vySetieni provadéno obvykle
pro chromozomy 13, 18, 21, X a Y, nékdy rovnéz i pro chromozomy 15 a 16. V tplnych
pocatcich PGT byla FISH vyuzivana pro selekci pohlavi u X-vazanych monogennich

onemocnéni. (Scriven, a dalsi, 2011)

Nyni je FISH pouzivana pouze pro detekci nebalancovanych forem strukturnich
familiarnich ptestaveb, které jsou malého rozsahu a nejdou vysettit pomoci NGS (Genetika
Plzen, 2018).

8.4.1 Princip FISH
Zéakladnim krokem pro FISH je priprava vzorku. Pro PGT je vzorek pfipraven

z nedélicich se bun¢k embrya, které jsou fixovany na podlozni sklo a dehydratovany pomoci

vzestupné alkoholové fady.

Sondy se pridavaji k dehydratovanému vzorku. Také se mizeme setkat s postupem,

kdy se sonda ptidava az po denaturaci vzorku.

Denaturace vzorku a sondy se déje na ohfivaci desti¢ce pfi teploté 70-80°C.
Stézejnim roztokem je formamid, ktery pomaha snizit teplotu potiebnou k denaturaci. Kdyby
nebyl formamid pfitomny, museli bychom dosahnout teploty na desti¢ce 90-95°C. Cas
denaturace je rizny, lisi se s druhem fluorescencni sondy, avSak by nemé¢l ptekrocit Casovy
limit 5 minut. Kdyby byla cilova DNA vystavena vyssi teploté delsi dobu, mohlo by dojit

k rozpadu jejich struktur. Nékdy se denaturace sondy a vzorku provadi zvlast.

Nasleduje hybridizace, kdy dochazi k navazani sondy a vysetfované DNA. Tento
krok muze trvat od 30 minut az po cely jeden den, zalezi na typu sondy. Cely proces

hybridizace probihé v termostatu pii 37°C.

Pii hybridizaci se miuZe stat, Ze se sonda navaze na tsek DNA, kde neni zcela
komplementarni. Takovéto nespecifické signaly musime opatrné odstranit. Odstranéni

nespecifickych signdlti probiha pomoci horkého pufrovaného solného roztoku.
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Predposlednim krokem je podbarveni interfaznich jader pomoci propidiumjodidu

¢i 4',6-diamidin-2-fenylindolu.

Nasleduje vyhodnoceni preparatu pod fluorescencnim mikroskopem. (Kocarek, a

dalgi, 2006)

8.5 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

PCR je objev Karyho Mullise v roce 1983. Metoda PCR slouzi k amplifikaci,
namnozeni, vybraného tuseku DNA in vitro. K tomu, abychom mohli dany usek
naamplifikovat, je potieba znat sekvence nukleotidi, které chceme vySetiovat a sekvence,
jez tomuto tuseku piedchazeji. Existuje databaze sekvenci GenBank, ve které jsou

nukleotidové sekvence zaznamenavany. (Snustad, 2012)

Vyuziti PCR je mozné i v preimplantacni diagnostice pfi vySetfovani monogennich
onemocnéni, tedy pfi PGT-M (Benjamin S. Harris, 2020). Analyza je vzdy zaloZena
na nepiimé diagnostice, tedy pti vyuziti detekce né€kolika polymorfismi ve vazbé¢ s kauzalni
mutaci. PCR se takto vyuzivala pouze na pocatku vzniku preimplantaéni diagnostiky, nyni
se PCR vyuziva v metodé¢ NGS, kde se uplatituje pii piipravé knihovny a jako miistkova
PCR.

8.5.1 Princip PCR
Metoda PCR je zalozena na tiech krocich, které se stale opakuji, dokud nevznikne

poZadované mnozstvi namnoZeného useku.

Proces je zahajen denaturaci DNA. Denaturaci dochazi k rozpleteni dvousroubovice

DNA pii teploté 92-95°C. Tento krok probiha ptiblizn€ po dobu 15 vtefin.

Po denaturaci nasleduje annealing primera. Primery jsou zvoleny tak, aby byly
komplementarni k sekvenci DNA, kterou chceme vySetfovat. Jsou parovany
s denaturovanou DNA a poskytuji volnou 3°-OH skupinu. Tato skupina je potfebna
pro navazani nasledujicich nukleotidi. Nukleotidy se navazuji ve sméru 5°-3°. Zahgjeni

replikace nastava pii teploté 50-60°C. Primery se navazuji asi 30-60 vtefin.

Elongace pfichazi po pfipojeni primerdt. V tomto kroku je nutné pouziti
DNA-polymerazy, ktera je potiebna k replikaci pozadovaného useku DNA. Nové DNA
vlakno se prodluzuje pii 70-72°C po dobu 1-3minut.
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Po provedeném prvnim cyklu se proces stale opakuje. Opét dochazi k denaturaci,
tentokrat jiz replikovaného DNA vlakna, annealingu a elongaci. MnoZeni pomoci PCR

exponencialné nardsta. (Snustad, 2012)
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PRAKTICKA CAST

9 CIL A UKOLY PRACE

9.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem je ovéfit vyssi incidenci nebalancovanych forem familidrnich translokaci

U embryi rodi¢t s nerobertsonskou (reciprokou) translokaci ve srovnani s translokacemi

robertsonskymi. Pro ovéfeni budou vyuzita data z vySetfeni metodou NGS v ramci PTG-SR.

9.2 Diléi cile

1.
2.

Urceni podilu uspésné vysettenych embryi.

Porovnani podilu embryi S nebalancovanymi formami translokace dle pohlavi rodice
nesouciho translokaci.

Dokumentace rozdilnych chybnych meiotickych segregacnich vzorti u embryi nosict
reciprokych translokaci.

Dokumentace rozdilnych chybnych meiotickych segregacnich vzori u embryi nosict
robertsonskych translokaci.

Uréeni podilu embryi se sporadickymi zménami (PGT-A), z toho podil mozaikovych

nalezu.
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10 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1. Vyskytuje se vice embryi s nebalancovanou formou familiarni translokace u rodica
s reciprokou nebo s robertsonskou translokaci?

2. Jaky byl podil aspésné vysetienych embryi?

3. Je nizsi podil nebalancovanych forem translokace u embryi v pfipad€, ze nositel
translokace je muz?

4. Kolik embryi nebylo mozné transferovat kviili sporadickym zméndm a mozaikdm?
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11 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

K ovéfeni hlavniho cile této bakaldiské prace byla vyuzita vysledkova data
z vySetfeni 410 vzorkli embryi od budoucich matek ve véku 27-47 let. K analyze byly
pouzity bioptaty 5-8 bunék trofoektodermu, které byly odebrany 5.-6. den embryonalniho
vyvoje.

Vzorky embryi byly vySetteny v letech 2018-2021. Pochazeji i z nékolika IVF center,

véetné zahraniénich, které spolupracuji s Laboratoii reprodukéni genetiky Genetika PLZEN
s.r.o. (diive Geneticka laboratoi IVF Zentren Prof. Zech — Pilsen).

Z celkového poctu 410 embryi pochazelo 312 (76,1 %) vzorkt od rodict, ktefi jsou
nositeli reciprokych translokaci, zbylych 98 (23,9 %) embryi pochéazelo od nositeld
robertsonskych translokaci (Graf 1).

H Reciproké translokace ~ B Robertsonské translokace

Graf 1 — Podil vzorkii pochdzejicich od nositelil reciprokych a robertsonskych translokaci

Zdroj: Viastni
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12 METODIKA PRACE

Metodika vychazi z laboratornich pfirucek, standardnich operacnich postupii
vysetfovacich a pracovnich postupi, které jsou uzivany v Genetika PLZEN s.r.0. a navazuji

na postup doporuceny llluminou. (Illumina, 2021)

12.1 Druh a odbér vzorku

Pted samotnym odbérem materidlu k vySetfeni nemusi byt pacientka nijak zvlastné
pfipravena. Biopsie polarnich télisek nebo embryi se provadi v reprodukcnich centrech.
V preimplantaénim genetickém testovani mohou byt pouzity ¢tyfi druhy biologického
materidlu. Biologicky materidl pochazi z Casnych vyvojovych stadii embrya. Mize byt

provadéna biopsie:

e 1. polarniho téliska, které je potieba bioptovat 0. den vyvoje embrya

e 2. polarniho téliska, které je potieba bioptovat 1. den vyvoje embrya

e Blastomery ¢i vice blastomer, které je potfeba bioptovat 3. den vyvoje
embrya

e Trofoektodermu, ktery je potieba bioptovat 5.-6. den vyvoje embrya, odebira

se piiblizn¢ 5-8 bunck.

12.2 Priprava a alikvotace odbérového pufru

Po odbéru musime mit pfipraveny pufr, do kterého vloZzime odebrany bioptat
potiebny k preimplantacnimu vySetfeni. Odbérovy pufr se pfipravuje z fosfatového pufru
PBS pied samotnou biopsii materialu a je uchovavan v lednici pii teploté 2-8°C. Zkumavky
musi byt popsany datem, kdy byl pufr pfipraven, jménem pracovnika, kym byl pfipraven,
ndzvem a Sarzi roztoku a nesmime zapomenout udat mnozstvi pufru. Nej€astéji se piipravuje
pufr do mikrozkumavek o objemu 0,2 ml. Posledni alikvot je doporu¢en pro provedeni
kontrolni WGA.

12.3 Specialni opatfeni pFi manipulaci a zpracovani vzorku

Kazdy ukon potiebny k vySetfeni vzorku je provadén v odliSnych prostorach, a to
z divodu, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku cizorodou DNA a kontaminaci pfistrojového
vybaveni. Pokud by se stalo, ze by byla vySetiovana embryonalni DNA kontaminovana
cizorodou DNA, vysledek vySetfeni by mohl byt nespravny, nebo by mohlo celé vySetieni
selhat. Abychom piedesli této situaci a vySetfovana DNA se nekontaminovala, je dobré

dodrzovat nékolik nésledujicich pravidel:
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e Pouzivat jednorazové ochranné pomucky — tj. ochranny plast’, rukavice,
ustenka, Cepice

e Je vhodné pouzivat rukavice, které neobsahuji pudr; pii podezieni
na zne€isténi je nutné rukavice okamzité vymenit

e Provadét celé vySetieni v laminarnim boxu, ktery je sterilizovan

e Pouzivat dekontaminovany spotiebni material a sterilni media, idealn¢
jednorazové

e Hlidat, aby nepfisla Spicka pipety do kontaktu s ni¢im, co neni soucasti kroku,
ktery nasleduje (Spicka se mize dotknout pouze uzivané reagencie a vnitini
strany mikrozkumavky); pii podezieni styku $picky s néfim jinym rad¢ji
vymenit stavajici Spicku za novou

e Centrifugovat mikrozkumavky az poté, co je uvnitf pfidana reagencie

e Nechavat mikrozkumavky oteviené co nejkratsi dobu

12.4 Celogenomova amplifikace

Celogenomova amplifikace neboli whole genome amplification (WGA) slouzi
k namnozeni DNA celého genomu. Pocate¢ni mnozstvi materialu je velice malé, 2,5 pl,
proto mize snadno dojit ke kontaminaci ¢i selhani celé amplifikace. Je vhodné provést
kontrolu pomoci elektroforézy, abychom ovéfili, ze amplifikace prob&hla spravné.
Nenaamplifikované vzorky jsou likvidovany a naamplifikované vzorky jsou uchovany

v mrazaku pii teploté < -15°C a dale pouzity pro vySetieni pomoci NGS.

Pii provadéni WGA jsou pracovnici povinni dodrZovat pravidla, kterd jsou stanovena
pro uskute¢néni vySetteni. Amplifikace se provadi v laminarnim boxu a po ukon¢eni WGA
je nutné box vysvitit UV lampou po dobu minimalné 30 minut a tim ho dekontaminovat.
TéZ je potieba vzdy pied i po vySetfeni zabranit zneCiSténi pfistroji a vybaveni tim,

ze provedeme dekontaminaci.

12.4.1 Kontroly pro WGA
Kontroly pro celogenomovou amplifikaci jsou nedilnou souc¢ésti. Povinnou soucasti

WGA jsou tfi kontroly:

e P1—kontrola spravnosti provedeni amplifikace; pozitivni kontrola
e C — kontrola ¢istoty posledni promyvaci kapky ndhodné vybraného vzorku;

negativni kontrola z kapky promyvaciho/kultivaéniho média
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e N —kontrola ¢istoty reagencii a pufrit pouzitych pii WGA ; negativni kontrola

12.4.2 Kontrola amplifikace pomoci elektroforézy
Ov¢érteni spravné celogenomové amplifikace se provadi pomoci gelové elektroforézy

za pouziti agar6zového gelu. Predem pripraveny roztok pufru, jez se lije do elektroforetické
vany, by m¢l mit pokojovou teplotu. Do gelové formy pipetujeme 7 pl pfedem stocenych,
obarvenych a zkontrolovanych naamplifikovanych vzorkt spoleéné s kontrolami. Opét je
nutné dbat na Cistotu pouzivanych $picek, na kazdy vzorek pouzijeme novou Cistou Spicku.
Po ukonceni separacniho programu vyhodnocujeme pomoci UV transluminatoru a PC.
Vysledky zaznamenavame do protokolu a zaroven potizujeme fotografii elektroforetickych

vysledkd.

12.5 Sekvenovani nové generace

Po celogenomové amplifikaci pfichazi na fadu sekvenovani nové generace.
V prubéehu celé NGS extrémné dbame na Cistotu a u dilezitych kroka jako je fedéni vzorkt
a kvantifikace, tagmentace DNA, indexace a amplifikace tagmentované DNA provadime
kontrolu druhou osobou, aby nedoSlo k zdméné vzorkl. Vzorky nenechavdme nikdy
oteviené. Otevirdme je pouze na nezbytn€ dlouhou dobu, pokud pfiddvame reagencie

nebo s nimi jinak manipulujeme.

Vysetfeni pomoci NGS je vhodné rozdélit do tii dnd. V priib&hu prvniho dne je dobré
si pfipravit veskeré reagencie, embryonalni zmnozeny material, ktery je potfeba ziedit 1:10
a kvantifikovat. Material o objemu 5 ul se fedi 45 ul Nucelase-free water. Natedény vzorek
je vhodné propipetovat, aby se dostal do zkumavky cely objem a ve Spicce nic neziistalo.
Dtkladné ho zvortexujeme, poté sto¢ime, aby nebyl vySetfovany material na vicku a nedoslo
k jeho ptipadné ztraté. U vzorkd je potieba dale zméfit koncentraci. Pro zméfeni koncentrace
je potieba smichat 90 ul TE pufru a 10 pl nafedéného vzorku. Smés zvortexujeme a sto¢ime,
nasledné pfidame 100 pl Dye, opét zvortexujeme, sto¢ime a nechdme inkubovat ve tmé
po dobu 5 minut. Koncentraci vzorkti métime na fluorimetru s pfednastavenym objemem
10 pl. Namétené koncentrace zapiseme. Ty vzorky, které maji naméfenou hodnotu < 1 ng/ul,
nejsou vhodné k piipravé knihovny. Po zifedéni vySetfovaciho materidlu ho uchovédvame
uzavieny V lednici do pfipravy knihovny. Jesté tyz den si pfipravime i pracovni protokol,

ktery bude potieba pro pozd¢jsi sekvenovani.

Druhy den réno pfipravime piistroj MiSeq k sekvenovani tim, Ze ho promyjeme

Tweenem 20. Ptichazi na fadu dal$i fedéni vzorku na koncentraci 0,2 ng/ul. MnoZzstvi
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Nuclease-free water, které mame napipetovat do nové popsané 0,2 mikrozkumavky,
vypoc¢itame z Kkoncentraci zmeéfenych Vv pfedchozim dnu. K napipetované
Nuclease-free water pridame urCené mnozstvi zvortexovaného a sto¢eného vzorku,
nejcastéji 4 ul. Ziedéné vzorky ddme vortexovat a sto¢ime. Pred zahdjenim tagmentace
spustime termocykler, aby se zahial. Do novych popsanych mikrozkumavek napipetujeme
10 ul Tagment DNA Bufferu, uzavieme a sto¢ime. Mikrozkumavky dame do kryostojanku
a napipetujeme 5 pul Amplicon Tagment Mixu, kratce vortexujeme a stocCime.
K 15 pl napipetovanych reagencii pfidame 5 ul nafedéného vzorku. Mikrozkumavky
uzavieme, dame vortexovat a poté sto¢ime. Stocené vzorky prendame do termocykleru a
provedeme tagmentaci, ktera spociva ve fragmentaci DNA. Prubéh tagmentace DNA

v termocykleru je uveden v Tabulce 1.

TEPLOTA CAS
55°C 5 minut
10°C hold

Tabulka 1 — Tagmentace DNA v termocykleru

Po vyndani z termocykleru mikrozkumavky kratce sto¢ime a piidame do kazdé
5 ul Neutralize Tagment Bufferu, abychom prerusili tagmentaci. Zvortexujeme, sto¢ime
a nechdme inkubovat po dobu 10-15 minut pii pokojové teploté. Pfed samotnou amplifikaci
tagmentované DNA je dlleZité nezapomenout oznacit jednotlivé vzorky pomoci index.
Indexace vzorkt slouzi k rozpoznani vzorkt v piipadé, Ze bude najednou sekvenovano vice
ruznych pacientll (embryi). Diky tomu mizeme provést vySetfeni mnoha pacientli (embryi)
v jednom runu. Do mikrozkumavek se vzorky piidame unikatni kombinace indexil,
které mame piedptipravené v protokolu. Kazdy index se pridava do vzorku po 5 pl. Pfi
pipetovani indexd je potieba zvySené soustiedénosti. Po indexaci kratce stocime,
mikrozkumavky ptendame na kryostojanek a pfidame 13 pl Nextera PCR Master Mixu.
Zvortexujeme a stocime. Nyni pfichazi na fadu amplifikace tagmentované DNA

v termocykleru, jejiz pribéh je zobrazen v Tabulce 2.
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POCET CYKLU [ TEPLOTA| CAS

/ 72°C 3 minuty

/ 95°C 30 sekund

95°C 10 sekund

12x 55°C 30 sekund

72°C 30 sekund

/ 72°C 5 minut
/ 4°C hold

Tabulka 2 — Amplifikace tagmentované DNA v termocykleru

Po amplifkaci vzorky sto¢ime. Mizeme se rozhodnout a amplifikované vzorky dale
nepouzit, pokracovat ve vysetieni pozdéji. V tomto piipadé mikrozkumavky fadné uzavieme
a ulozime do mrazaku s teplotou < -15°C nejdéle po dobu jednoho tydne. Pokud
pokracujeme ve vySetfeni, pfipravime si  80% EtOH, ktery se namicha
z 20 ml 100% ethanolu + 5 ml ultra-¢isté H2O. Do popsané deep well desticky napipetujeme
45 pl tadné promichanych magnetickych kuli¢ek znacky Agencourt AMPure® XP.
K magnetickym kulickdm napipetujeme 45 pl vzorku. Pipetou obsah jamek desticky
promichame. Deep well desticku uzavieme, zvortexujeme, sto¢ime a inkubujeme pii
pokojové teploté¢ 5 minut, poté opét kratce sto¢ime a desticku poloZime na magneticky
stojanek, kde ji nechame pfiblizné 2 minuty, dokud magnetické kulicky nevytvofi peletku.
Kdyz je supernatant ¢iry, odpipetujeme ho. DNA produkt zlistal na magnetickych kulickach
a pfichazi na fadu promyvani. Ke kazdému vzorku pfidime 200 pl 80% EtOH
multikanalovou pipetou tak, aby se peletka neporuSila. PO napipetovani inkubujeme
30 sekund, poté supernatant odpipetujeme a nesmime se pii tom dotknout peletky. Cely
proces promyvani provedeme jest¢ jednou. Ptfi promyvani je dilezité dodrzovat Casy
inkubaci a pipetované objemy reagencii. Po odpipetovani supernatantu musime peletky
osusit. Osusené peletky pozname tak, Ze jsou mirn¢ popraskané. Nesmi vSak byt presusené.
Odendame z magnetického stojanku a do jamek napipetujeme 50 ul Resuspension Bufferu,
ktery slouzi k uvolnéni PCR produkti z magnetickych kulicek. Promichdme pipetou.
Zvortexujeme a stoCime. Opét polozime na magneticky stojanek a ¢ekame, dokud se
supernatant nevycisti. Agregace kulicek nam umozni opatrné¢ odpipetovat do cistych

popsanych mikrozkumavek 45 ul supernatantu. Pouzité jamky v desticce piislusné
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oznacime, aby nedoslo k jejich opakovanému pouziti. Mikrokumavky sto¢ime a provedeme
méfeni koncentrace. Ke zméfeni koncentrace je zapotiebi smichat v dalsi mikrozkumavce
97 wl TE pufru a 3 pl vzorku. Promichame pipetou, zvortexujeme a stocime. Dale pfidame
100 ul Dye zvortexujeme, sto¢ime a nechame inkubovat 5 minut ve tmé pti pokojové teplote.
Takto ptipravime kontrolni mikrozkumavky pro vSechny vySetfované vzorky. Méfime
na fluorimetru pfi pfednastaveném objemu 3 pl. Koncentrace jednotlivych vzorkli nesmi byt
< 1,5 ng/ul. Mizeme pokracovat ve vySetifovani nebo jamky uzavieme a uloZzime deep well
desticku stejnym zptisobem jako Vv piedchozim kroku. Zbyva pouze manuéalné normalizovat
knihovny, poolovat a sekvenovat. Do protokolu zaznamename naméfené koncentrace
jednotlivych vzorki a zjistime primérnou koncentraci vzorkli. Normalizace spociva
ve stoCeni a smichani vzorki, ¢imz vznikne POOL 0, ktery je potieba zvortexovat, stocit
a dale ovéfit jeho koncentraci. Do nové popsané mikrozkumavky napipetujeme
10 pul POOLu 0, 90 ul TE pufru a 100 pl Dye. Zvortexujeme, sto¢ime a méfime
na fluorimetru. Koncentrace POOLu 0 by méla byt podobnd jako priimérna hodnota
koncentraci, ktera ndm vysla v protokolu. Vyslednou koncentraci zapiSeme do protokolu.
Nyni musime POOL 0 zfedit na koncentraci 1 ng/ul. Objem Nuclease-free water,
kterou fedime, vypocitame kiizovym pravidlem. Po zfedéni zvortexujeme a stoCime.
Ptipravime si roztok 0,2N NaOH namichanim 245 pl Nuclease-free watera 5 u 10 N NaOH.
Hydroxid sodny slouzi k denaturaci PCR produktii. Roztok zvortexujeme, stoCime
a napipetujeme 5 pl do novych popsanych mikrozkumavek. Do mikrozkumavek s roztokem
NaOH pftipipetujeme jesté 5 pl natedéného POOLu 0. Zvortexujeme, sto¢ime a inkubujeme
pti pokojové teploté 5 minut. Ptipravime si Kryostojanek, do kterého umistime 2 Cisté
zkumavky ur¢ené pro POOL 1 a POOL 2. Do zkumavky POOL 1 ptijde 990 pul z lednice
vyndaného Hybridization Bufferu a 10 ul POOLu 0. Nyni nesmime denaturovany mix
vortexovat, proto ho pouze n¢kolikrat jemné¢ otocime a poté sto¢ime. POOL 1 ponechame
na ledu, dokud ho nepouzijeme. Do zkumavky POOL 2 napipetujeme mnozstvi
Hybridization Bufferu a POOLu 1 dle pozadované koncentrace POOLu 2 viz Tabulka 3.

Koncentraci POOLu 2 urc¢uje vedouci reprodukéni genetiky.

57



POZADOVANA OBJEM HYBRIDIZATION
KONCENTRACE POOLU 2 BUFFERU OBJEMPOOLU 1
1>pM 150 pl 450 pl
14pM 180 ul 420 pl
13pM 210 pl 390 ul
12pM 240 pl 360 pl
LipM 270 pl 330 pl
10pM 300 pl 300 pl
o PM 330 pl 270 pl

Tabulka 3 — Vyslednd koncentrace POOLu 2

Zbyva pouze pripravit cartridge a FlowCell. Do cartridge, konkrétnéji do jamky
,,Load sample‘*, napipetujeme Spi¢kou s filtrem 600 pul POOLuU 2. Nesmime se pfitom
dotknout ni¢eho jiného a vzorek napipetovat doprostied jamky. FlowCell vyndame z lednice
a z roztoku, ve kterém je uchovéana, fadné ocCistime a osusime specialnimi ubrousky.
Na FlowCell pied vlozenim do MiSequ nesmi byt zadna necistota. Ptistroj MiSeq musi byt
pfed zahéjenim sekvenace fadn¢ ocistén a zbaven necistot, dale musi byt pied sekvenaci

vlozen do MiSequ novy inkorpora¢ni pufr. Sekvenovani spustime pomoci piredem

ptipraveného protokolu v PC.

Posledni den slouZi k vyhodnoceni vysledki. Vysledky vzorkl jsou zaznamenany

v programu BlueFuse Multi v4.4 a vyhodnocovany pracovniky reprodukcni genetiky

v Genetika PLZEN s.r.o.
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13 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

13.1 Uspé&$né vysetiena embrya

Metoda sekvenovani nové generace byla pouzita pro vysetieni celkem 410 vzorka
embryi. Usp&$né se povedlo analyzovat 93,4 % (383/410) embryonalnich vzorkd, u zbylych
6,6 % (27/410) embryonalnich vzorki se nepovedlo vyhodnotit vysledek. Celkem bylo 312
embryi, kterd pochazela od rodi¢t s reciprokymi translokacemi, z toho bylo Uspésné
vySetieno 92,3 % (288/312) a neuspesné 7,7 % (24/312). Od rodic¢i nositelt robertsonskych
translokaci pochazelo celkem 98 embryi. Z poctu 98 embryi bylo uspésné vysetieno 96,9 %

(95/98) a neuspésné 3,1 % (3/98) (Graf 2).

100,0%
80,0%
60,0%
40,0%
20,0%

0,0%

Embrya od rodicu s reciprokou Embrya od rodict s
translokaci robertsonskou translokaci

m Usp&sné vysetiena embrya B Neuspesné vysetiend embrya

Graf 2 — Uspésné vysetiend embrya
Zdroj: Vlastni

13.2 Porovnani podilu embryi s nebalancovanou translokaci u nosica

robertsonskych vs reciprokych translokaci
Z uspésné vyhodnocenych 383 embryi bylo zjisténo, ze 50,7 % (194/383) embryi je
balancovanych, tj. ma bud’ normalni karyotyp nebo nese balancovanou translokaci stejnou
jako rodi¢ (toto zvolenou vySetfovaci metodikou nelze rozlisit), a 49,3 % (189/383) embryi

nese nebalancovanou formu familiarni translokace.

Z poctu 288 uspesné vysetfenych embryi od rodici, ktefi jsou nositeli reciprokych
translokaci, bylo 43,7 % (126/288) s balancovanym karyotypem a 56,3 % (162/288)

s nebalancovanym karyotypem.

59



Z celkovych 95 uspésné vySetfenych embryi pochdzejicich od nositelll
robertsonskych translokaci byl nalezen balancovany nalez u 71,6 % (68/95) embryonalnich
vzorkt. Zbylych 28,4 % (27/95) embryi neslo nebalancovanou formu familiarni translokace.
(Graf 3).
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m Balancovand forma translokace/Normalni karyotyp ~ ® Nebalancovana forma translokace

Graf 3 — Podil embryi s nebalancovanou formou translokace u nosicii reciprokych a robertsonskych
translokaci

Zdroj: Viastni
Fishertiv exaktni test potvrdil statisticky signifikantné vyS$si podil nebalancovanych
embryi u nosi¢l reciprokych translokaci ve srovnani s nosici robertsonskych translokaci

(p < 0,00001).

13.3 Porovnani podilu nebalancovanych embryi dle pohlavi nosica

translokace

13.3.1 Nebalancovana embrya dle pohlavi nosi¢i reciproké translokace
Celkem bylo uspésné vySetieno 288 embryi od nositelii reciprokych translokaci,

z toho od otce s reciprokou translokaci pochéazelo 38,9 % (112/288) a od matky 61,1 %
(176/288) embryi.

V piipadé otce — nosiCe reciproké translokace bylo detekovano 44,6 % (50/112)
balancovanych embryi a 55,4 % (62/112) nebalancovanych. U embryi, kde byla matka
nositelkou reciproké translokace, se naslo 43,2 % (76/176) embryi s balancovanou formou
translokace a 56,8 % (100/176) embryi s nebalancovanou formou familiarni translokace.
(Graf 4).
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Graf 4 — Podil nebalancovanych embryi dle pohlavi nosicii reciproké translokace
Zdroj: Viastni
Bylo zjisténo, Ze nezavisi na pohlavi nosi¢e translokace. Z vysledkt vyplyva, ze je
zastoupeni nebalancovanych forem familidrnich translokaci téméf stejné jak u otce, nositele

reciproké translokace, tak u matky, nositelky reciproké translokace.

13.3.2 Nebalancovana embrya dle pohlavi nosi¢u robertsonské translokace
Z celkového poctu uspésné vysetienych 95 embryi, které pochdzely od nositelti

robertsonskych translokaci, bylo 50,5 % (48/95) embryi od pard, kde byl nosi¢em
translokace otec a 49,5 % (47/95) od part, kde byla nosi¢kou matka.

U otci bylo zjisténo 77,1 % (37/48) balancovanych a 22,9 % (11/48)
nebalancovanych embryi. Obdobné u matek bylo 66,0 % (31/47) balancovanych a 34,0 %
(16/47) nebalancovanych (Graf 5).
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Graf 5 — Podil nebalancovanych embryi dle pohlavi nosicii robertsonské translokace
Zdroj : Vlastni
U robertsonské translokace je sice 0 11,1 % vyssi zastoupeni nebalancovanych
embryi pokud je nosickou robertsonské translokace matka, tento rozdil vSak neni statisticky

signifikantni (p = 0,26).

13.4 Dokumentace chybnych meiotickych vzort u embryi nosicu

reciprokych translokaci
Pro znazornéni ptikladi rozdilnych meiotickych segregac¢nich vzorl byla vybrana
pacientka, jez je nositelkou reciproké translokace vyskytujici se na chromozomech 1 a 7,
karyotyp 46,XX,t(1;7)(q32;g34). Od této pacientky bylo analyzovano 37 embryonalnich
vzorkd, u kterych se objevily rizné segregacni vzory. Do této prace bylo pouzito pouze

5 vzorkt s odlisnymi meiotickymi segregacnimi vzory.

Piiklad €. 1 — Balancovany nalez (balancovana forma familiarni translokace nebo normalni

karyotyp; 46,XX)

Tento obrazek (Obrazek 11) zndzoriiuje balancovany nélez. Z obrazku je ziejmé,
ze vSechny chromozomy maji 2 kopie, v€etné 2 kopii chromozomu X. Jedna se tedy

o embryo, které bude hol¢icka a je doporucené pro embryotransfer.
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Obrazek 11 — Vysledek NGS u balancovaného nadlezu, embryo XX

Zdroj: Archiv Genetika PLZEN s.r.o.

Priklad ¢. 2 — Nebalancovana forma familiarni translokace; 2:2 pfilehla segregace 1. typu

Mezi nejcastéjsi typy segregace vedouci k nebalancovanym gametam u nosict
reciprokych translokaci patii prilehla segregace 1. typu, kterd je zndzornéna
na Obrazku 12. Zde byla nalezena nebalancovana translokace t(1;7), ktera odpovida tomuto
typu segregace pii vzniku maternalni gamety. Na chromozomu 1 ma centrickd cast
2 kopie a terminalni (translokovana) pouze 1 kopii. Na chromozomu 7 je opét centricka ¢ast
Vv poétu 2 kopii, ale terminalni (translokovana) ¢ast obsahuje kopie 3. Cisla kopii si najdeme
Vv piiloze A a uréime typ vzoru, kdy vyjde 2:2 ptilehla segregace 1. typu. Toto embryo je
muzského pohlavi, jelikoZ se zde nachazi 1 kopie chromozomu X a 1 kopie chromozomu Y.

BohuZel nese nebalancovanou formu familiarni translokace, a proto neni vhodny k transferu.
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Obrazek 12 — Vysledek NGS u nebalancované formy familiarni translokace vzniklé 2:2 prilehlou segregaci
1. typu

Zdroj: Archiv Genetika PLZEN s.r.o.
Priklad €. 3 — Nebalancovana forma familiarni translokace; 2:2 ptilehla segregace 1. typu
V ptikladu €. 2 a na Obrazku 13 je uvedena ptilehlé segregace 1. typu. Zde je uvedena
opét prilehld segregace 1. typu, ale s obracenymi c¢isly kopii v translokovanych
chromozomech. Chromozom 1 obsahuje v centrické ¢asti 2 kopie, v terminalni ¢asti jsou

kopie 3. V tomto prikladu je opét stejna situace jako v predchozim piikladu. Na chromozomu
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7 Jsou v centrické casti 2 kopie a v terminalni ¢asti pouze 1 kopie. V pfiloze A dohledame,
ze vzor nalezi opét 2:2 prilehlé segregaci typu 1. Tento vzorek obsahuje 2 kopie
chromozomu X, je to embryo Zenského pohlavi, ale kvtli nebalancované translokaci nemtize

byt transferovano.

[ Copy Numbe +|| Chramasomal Pasitian

PR U Y R S P

P
i |
]
e VO L TV W O SIS SV N TR 1. VY DN S o
e rgw—rmrw v uvuug - WW*EWW g e vy as wgs o s\ggﬂ;s\s b it i %

200

- |

N a £ ™ ) ) A @ L) sl n - £l b Bl LG

19023 - CADIR - 06 - CNV Chart (GRCh37) - 01/03/2019

Obrazek 13 — Vysledek NGS u nebalancované formy familiarni translokace vznikleé 2:2 prilehlou segregacit
1. typu
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Zdroj: Archiv Genetika PLZEN s.r.o.
Priklad ¢. 4 — Nebalancovana forma familiarni translokace; 2:2 pfilehla segregace 2. typu

Nebalancovana translokace miize nést i vzor, ktery odpovida pfilehlé segregaci
2. typu. Tato segregace je znazornéna na Obrazku 14, kde se bohuzel vyskytuji i jiné
abnormality kromé translokace t(1;7). Chromozom 4 ve 30 % vysetfenych bunék chybi
(mozaika monozomie 4), dale je na chromozomu 6 zmnozené téméf celé p raménko.
Na chromozomu 1 je centricka ¢ast ve 3 kopiich, terminalni ¢ast ve 2 kopiich. Chromozom
7 ma v centrické ¢asti 1 kopii a u terminalni ¢asti 2 kopie. Meioticky vzor je vyhodnocen
jako prilehla segregace 2. typu. Kazdy gonozom nese 1 kopii, proto je embryo chlapecek.
Embryo neni mozZné transferovat kviili nebalancované translokaci i dal$im, nové vzniklym

chromozomovym aberacim.
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Obrazek 14 — Vysledek NGS u nebalancované formy familiarni translokace vzniklé 2:2 prilehlou segregact
2. typu

Zdroj: Archiv Genetika PLZEN s.r.0.
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Piiklad ¢. 5 — Nebalancovana forma familiarni translokace; segregace 3:1 tercialni
monozomie

Posledni ptiklad meiotického vzoru je tercidlni monozomie vyobrazena na Obrazku
15. Na tomto vzorku ma chromozom 1 v centrické Casti 2 kopie a v termindlni ¢asti kopii
pouze 1. Centrické ¢ast chromozomu 1 je pfitomna pouze Vv 1 kopii, coZ je na obrazku dobie
viditelné, termindlni ¢ast ve 2 kopiich. Dle tabulky Vv piiloze A dohledame vzor 3:1 tercialni
monozomie. Vzorek obsahuje po 1 kopii gonozomu, tudiz je muzského pohlavi. Embryo

nelze transferovat kvuli nebalancované translokaci.
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Obrazek 15 — Vysledek NGS u nebalancované formy familiarni translokace vzniklé segregaci 3:1 (tercialni
monozomie)

Zdroj: Archiv Genetika PLZEN s.r.o.

13.5 Dokumentace chybnych meiotickych vzori u embryi nositelu

robertsonskych translokaci
Do dokumentace chybnych meiotickych vzort byl vybran pacient s robertsonskou
translokaci, ktera se objevuje na chromozomech 13 a 14, karyotyp 45,XY,t(13;14)(g10;910).
Nositel translokace je muz. Od pacienta se vySetiilo celkem 10 embryonélnich vzorkd,
ze kterych byly pouzity 3 s odliSnymi meiotickymi vzory. Chybné meiotické vzory u nositelt

robertsonskych translokaci jsou uvedeny v kapitole 1.5.1 Robertsonské translokace.
Priklad €. 1 — Nebalancovana forma familiarni translokace, trizomie 13

V tomto piipadé, ktery ukazuje Obrazek 16, se vyskytla trizomie chromozomu 13.
Pokud by se toto embryo transferovalo, bylo by postizené Patauovym syndromem, neni tedy
doporucené k embryotransferu. Nese 1 kopii chromozomu X i chromozomu Y, proto je

embryo chlapecek.
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Obrazek 16 - Vysledek NGS nebalancované formy familidrni translokace, vznik trizomie 13 v diisledku Spatné
meiozy u rodice

Zdroj: Archiv Genetika PLZEN s.r.o.

Priklad €. 2 — Nebalancovana forma familiarni translokace; trizomie 14

Piiklad ¢. 2 zobrazuje 3 kopie chromozomu 14. Embryo neni vhodné k transferu
do d¢lohy, jelikoz by pravdépodobné doslo k jeho neuchyceni ¢i potratu v prubéhu
téhotenstvi. Vzorek opét obsahuje 1 kopii chromozomu X a 1 kopii chromozomu Y, jedna

se o muzské pohlavi.
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Obrazek 17 —Vysledek NGS nebalancované formy familiarni translokace, vznik trizomie 14 v disledku Spatné
meiozy u rodice

Zdroj: Archiv Genetika PLZEN s.r.o.

Priklad €. 3 — Nebalancovana forma familarni translokace; monozomie 14

Obrazek 18 zobrazuje dalsi odlisny piipad chybného meiotického vzoru. V tomto
embryu byla analyzovana monozomie 14, je pfitomna pouze 1 kopie chromozomu 14.

Bohuzel ani toto embryo neni vhodné k implantaci. | tento vzorek nese po 1 kopii obou

gonozomtl, opét jde o chlapecka.
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Obrazek 18 — Vysledek NGS nebalancované formy familiarni translokace, vznik monozomie 14 v diisledku
Spatné meiozy u rodice
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Zdroj: Archiv Genetika PLZEN s.r.o.

13.6 Dokumentace vysledkii PGT-A

Z celkového poctu 383 tspeésné vySetienych embryi bylo v ramci PGT-SR detekovano
49,3 % (189/383) nebalancovanych a 50,7 % (194/383) balancovanych embryi. Z pohledu
PGT-SR by vsechna embrya s balancovanym nalezem pro familiarni translokaci mohla byt
transferovana do délohy matky, avSak v piipad¢ piitomnosti jakékoli aberace vzniklé
de novo (detekované v ramci PGT-A) byla takova embrya z transferu také vylouéena. K této
situaci doslo U 26,9 % (103/383) vSech vySetfenych embryi. Jen zbyvajicich 23,8 % (91/383)
embryi bylo doporuc¢eno k embryotransferu (Graf 6).

Embrya s nebalancovanou formou familiarni translokace (PGT-SR)
B Embrya bez nebalancované formy familiarni translokace (PGT-SR)
B Embrya se zjisténou de novo aneuploidii (PGT-A)
® Euploidni embrya (PGT-SR i PGT-A)

Graf 6 — Vysledek PGT-A u embryi s balancovanym ndlezem pro familidrni translokaci

Zdroj: Vlastni
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Ze 103 embryi, u nichz byla zjisténa de novo aneuploidie, se v 51,5 % (53/103) vzorcich
jednalo o0 nemozaikové (strukturni ¢i numerické) chromozomové aberace, ve zbylych 48,5

% (50/103) vzorcich byla zjisténa ptitomnost vice bunéénych linii, tedy mozaik (Graf 7).

E Embrya s mozaikou  ®Embrya s nemozaikovou aberaci

Graf 7 — Zastoupeni mozaikovych a nemozaikovych ndlezii u embryi s de novo aneuploidii

Zdroj: Viastni
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DISKUZE

Hlavnim cilem bakalafské prace je ovétit vyssi vyskyt nebalancovanych embryi
od rodicu s reciprokou translokaci, coz je i prvni vyzkumna otdzka. K ovéfeni cile byla
pouzita data ziskana metodou sekvenovani nové generace (NGS) v ramci preimplantacniho
testovani strukturalnich prestaveb (PGT-SR). K tomu, aby mohly byt zodpovézeny
vyzkumné otazky, bylo vySetieno 410 embryi pochazejicich od nositelit reciprokych a
robertsonskych translokaci. Embrya pochazela od matek ve véku 27-47 let a vzorek

k vysetfeni byl odebiran 5.-6. den embryonalniho vyvoje.

Z analyzovanych vysledkli bylo zjisténo, Ze vyskyt nebalancovanych forem
familiarnich translokaci je ¢ast&j§i u embryi pochazejicich od nosic¢u reciprokych
translokaci. Rodice s reciprokymi translokacemi méli 56,3 % embryi s nebalancovanou
formou translokace, to je téméi dvojnasobek hodnoty zjisténé u nebalancovanych embryi
pochazejicich od nositeld robertsonské translokace. U nositeld robertsonskych translokaci
bylo detekovano 28,4 % nebalancovanych embryi. Rozdil je jasné statisticky signifikantni

(dle Fischerova exaktniho testu).

Druha vyzkumna otazka se dotazovala, kolik embryi bylo Gspésné vysetieno.
Uspé&siné se povedlo vysetiit 93,4 % vzorkt embryi, zbylych 6,6 % vzorkd se nepodafilo
analyzovat. Obvykle se nepodaii vyhodnotit 5-10 % vzorkt urcenych k vySetieni. Pficina,
kterd zplsobila nemoZzné vyhodnoceni, miize spo¢ivat v neSetrné¢ odebraném vzorku,
kdy byla DNA pii odbéru narusena a proto nedoslo k dostate¢né amplifikaci v prib&hu
metody.

I na vyzkumnou otazku, zda maji muZi, nositelé translokaci nizsi podil na vzniku
nebalancovanych forem u embryi, se podafilo ziskat odpovédét. Z vySetfenych embryi bylo
zjiSténo, ze procentudlni zastoupeni nebalancovanych forem familiarnich translokaci je
témer stejné u obou pohlavi v piipadé reciproké translokace. U nositelll robertsonskych
translokaci byl podil embryi s nebalancovanou translokaci o 11,1 % vyssi u zen, nosi¢ek
translokace. Tento rozdil vSak neni statisticky signifikantni (pfi pouziti Fisherova exaktniho

testu). Proto mizeme fici, Ze pohlavi nositele translokace nema na ptenos zadny vliv.

Posledni vyzkumnd otdzka se tykala embryi, kterd nemohla byt transferovana
do délohy matky kvili sporadickym zméndm, které byly nalezeny v rdmci PGT-A.
Takovych embryi bylo 103, coz je 26,9 % ze vSech Gspésné vysetfenych embryi a 53,1 %
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Z embryi s balancovanym nalezem pro familiarni translokaci. Sporadické zmény jsou
de novo vzniklé nemozaikové nebo mozaikové aberace. U 50 z téchto 103 embryi (tedy
u 13,1 % z celkového poctu, resp. u 25,8 % z balancovanych embryi pro familiarni
translokaci) byly nalezeny de novo aberace pouze v mozaice s normalni bunéénou linii.
Takovato embrya by mohla byt transferovana do dé¢lohy, jelikoz se pfedpoklada, ze se
patologické bunééné linie v pribéhu vyvoje samy opravi (Benjamin S. Harris, 2020).
O implantaci mozaikového embrya rozhoduje 1ékaf, ktery vSak ve vétSing piipadu transfer

takového embrya rad¢ji nedoporucuje.
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ZAVER

V bakalatské praci jsem se zaobirala preimplantacni diagnostikou nebalancovanych
chromozomovych aberaci, které jsou vySetfeny pomoci metody NGS na pfistroji MiSeq.
Hlavni cil spocival v ovéfeni vysSiho vyskytu nebalancovanych forem familiarnich
translokaci u embryi pochazejicich od rodi¢t s reciprokou balancovanou translokaci
ve srovndni s embryi od nositeld robertsonskych balancovanych translokaci. Tento cil byl
potvrzen. Z celkem 383 uspésne vysetienych embryi bylo detekovano témét dvakrat vice
nebalancovanych forem familiarnich translokaci u embryi od nositeli reciprokych
translokaci oproti embryim od nositeld robertsonskych translokaci (53,6 % vs 28,4 %). Dale
bylo zjisténo, ze nezalezi na pohlavi nositele balancované translokace. Balancované
translokace u muzl i u Zen maji téméf stejny podil na vzniku nebalancovanych forem
familiarnich translokaci u potomkd. Mezi vySetfenymi embryi se také vyskytla takova,
ktera nesla balancovanou formu familiarni translokace, ale objevila se u nich de novo
sporadicka nebalancovana zména. Kvili pfitomnosti pouze sporadickych zmén nemohla byt

doporucena k transferu vice nez ctvrtina vySetfenych embryi.

Preimplantacni diagnostika je vhodnym néstrojem pro sniZeni rizika t€¢hotenskych
ztrat ¢i narozeni postizeného ditéte u nosi¢li chromozomovych translokaci. Kromé detekce
nebalancovanych forem familiarnich translokaci, miize byt ale pouzita i pro detekci de novo
vzniklych nebalancovanych aberaci ¢i pro odhaleni familidrnich monogennich onemocnéni.
Mnoho pard, které ma rodinné genetické zatizeni, tak ma diky in vitro fertilizaci ve spojeni
s preimplantacnim testovanim moznost zalozit si rodinu a vyhnout se narozeni postizené¢ho

potomka.
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SEZNAM PRILOH

e Piiloha A — Segregacni vzory u nosice reciproké translokace



PRILOHY

Piiloha A — Segregacni vzory u nosice reciproké translokace

Normal Balanced carrier parent Segregation mode Segment copy number
Ll centric terminal centri terminal
A A cB B
chra chrB  chra derB 2:2 Adjacent-1 2 3 2 1
chra chrB  chrB derA 2:2 Adjacent-1 2 1 2 3
chri chrb chra deré 2:2 Adjacent-2 3 2 1 2
chri chrB  chrB derB 2:2 Adjacent-2 1 2 3 2
chra chrB  chrA chrB derA 3:1 Tertiary trisomy 3 2 2 3
chra chrB  chrA chrB derB 31 Teriary tisomy 2 3 3 2
chri chrE chrB deré derB 3:1 Interchange trisomy 2 2 3 3
chri chrg chra deré derB 3:1 Interchange trisomy 3 3 2 2
chri chrE derB 3:1 Tertiary monosomy 1 2 2 1
chri chrg derh 3:1 Tertiary monosomy 2 1 1 2
chra chrB  chra 3:1 Interchange monosomy 2 2 1 1
chra chrB  chrB 3:1 Interchange monesomy 1 1 2 2
chra chrB  chra chrB derA derB 4.0 Double frisomy 3 3 3 3
chri chrE 4:0 Double monosomy 1 1 1 1
chra chrB  chra chra 2:2 Adjacent-2 cross-over in A 3 3 1 1
chra chrB  dera derA 2:2 Adjacent-2 cross-over in A 3 1 1 3
chra chrB  chrB chrB 2:2 Adjacent-2 cross-overin B 1 1 3 3
chra chrB  derB derB 2:2 Adjacent-2 cross-over in B 1 3 3 1
chrA chrB  chra chra chrbB 3:1 Cross-overin A 3 3 2 2
chrA chrB  chra chra derB 3:1 Cross-overin A 3 4 2 1
chra chrB  derA derA chrg 3:1 Cross-overin A 3 1 2 4
chrA chrB  derA derA derB 3:1 Cross-overin & 3 2 2 3
chrA chrB  chra chrg chrg 3:1 Cross-overin B 2 2 3 3
chra chrB  chrB chrb derA 3:1 Cross-overin B 2 1 3 4
chri chrB  chra derb derB 3:1 Cross-overin B 2 4 3 1
chrA chrB  derA derB derB 3:1 Cross-overin B 2 3 3 2
chra chrB  chra chra derA Anaphase |l nondisjunction 4 3 1 2
chri chrE chra deré deré Anaphase Il nondisjunction 4 2 1 3
chri chrb chrb chrb derB Anaphase Il nondisjunction 1 2 4 3
chra chrtB  chrB derB derB Anaphase |l nondisjunction 1 3 4 2

(Zdroj: SOPV.GP 501, Genetika PLZEN s.r.0.)



