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Abstrakt

Cilem dizerta¢ni prace je zduraznit vyznam prodlouzené kultivace embryii do
stadia blastocyst a jeji vliv na uUspéSnost asistované reprodukce, umoznéni
praeimplantacni diagnostiky, analyzy kultivaCnich medii a derivace lidskych

embryonalnich kmenovych bunék.

Autor shrnuje soucasné literarni poznatky v asistované reprodukci a rozebira
soucasné metody. Predklada vlastni experimentalni prace, ve kterych srovnava
vlastni vysledky lé€by neplodnosti s pouzitim prodlouzené kultivace do blastocyst
s vysledky jinych technik. Dale predklada vlastni experimentélni publikované prace
vyuZzivajici prodlouzené kultivace pro preimplantacni diagnostiku a jeji zdokonaleni.

DalSi experimenalni prace se dotykaji moznosti derivace kmenovych bunék.

Pouziti prodlouzené kultivace do blastocyst presvédCivé vede jak na zakladé
vlastnich experimentd, tak dle literarnich poznatkd k vySSi UGspésnosti lécby
neplodnosti. Tato skute¢nost je zvlasté vyrazna u matek vyssSiho véku. Dostate¢na
doba kultivace umoznuje nejenom jeho selekci, ale také biopsii a jeji genetické
vySetfeni. Dlouhodobé kultivace umoznuje téz analyzu kultivaénich medii, ktera spolu
se zdokonalovanim vySetfovacich technik proteonomiky, metabolomiky a respiracni

analyzy bude hrat v neinvazivnim urceni viability embrya vyznamnou roli.

Soucasna sofistikovanost analyzy embryi vnesla do asisitované reprodukce
znacné zvySeni UspésSnosti, stale vSak je neuspokojivé a diskutované naruSeni
integrity embrya biopsii a zatim neuspokojivé diagnostikovatelny vliv mozaicismu.
Vyslednym feSenim by mély byt dalSi experimenty, s cilem popsat pravé viabilitu

embrya, a tim neinvazivné vyselektovat nejlepSi embryo pro single embryotransfer.
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Abstract

The aim of this dissertation thesis is to emphasize the sense of extended
cultivation of embryos to the stadium of blastocyst and its influence on success of
assisted reproduction and facilitation of pre implantation diagnosis, analysis of

cultivation media and derivation of human embryonic stem cells.

Author summarizes current literary findings in assisted reproduction and
examines the currently used methods. Author also submits his own published
experimental works, in which he compares his own results of infertility treatment with
usage of extended -cultivation to blastocyst with results of other techniques.
Furthermore author submits his own published experimental works which are using
extended cultivation for pre implantation diagnosis and its improvement. Another

experimental works includes possibility of stem cells derivation.

Usage of extended cultivation to blastocyst convincingly leads, according to
author’s own experiments and simultaneously to available literary findings, to higher
success of infertility treatment. This is especially significant by middle-aged mothers.
Sufficient term of cultivation enables not just selection, but also biopsy and its generic
treatment. Long-term cultivation also enables analysis of cultivation media — but

these didn’t met the expectations for increase of treatment successfulness.

Current sophistication of embryonic analysis brought into assisted
reproduction significant increase of successfulness. But still remains a few critically
discussed facts such as disruption of embryonic integrity when performing pre
implantation genetic analysis and also yet unexplained influence of mosaicism on
results of this technique. The resulting solution should be further experiments with
aimed to describe viability of embryo and by that non-invasively select the best

embryo for single-embryo-transfer.
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Seznam pouzitych zkratek

aPLs antifosfolipidové protilatky

AP alkalicka fosfataza

ART techniky asistované reprodukce

DIR Deutsches IVF Register

DKB dospélé kmenové buriky

DNA deoxyribonukleova kyselina

EKB embryonalni kmenové bunky

ELISA enzymatickd imunoanalyza

FSH folikuly stimulujici hormon

GnRH gonadotropin-releasing hormon, uvolfovaci hormon pro
gonadotropiny

HKB hematopoetické kmenové buriky

ICSI intracytoplazmaticka injekce spermie

IL interleukin

IL-1 interleukin 1

IL-6 interleukin 6

IVF in vitro fertilizace

LH luteotropni hormon

LIF leukemia inhibitory factor, leukemicky inhibi¢ni faktor

MEKB mySi embryonalni kmenové buriky

MRNA messengerova = informacni ribonukleova kyselina

PB polarni télisko

PCOS syndrom polycystickych ovarii

PGD preimplanta¢ni geneticka diagnostika

PGS preimplanta¢ni geneticky screening

ZP zona pellucida
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1 Uvod

Soucasné metody asistované reprodukce jsou vysoce sofistikované, presto
ale je efektivita IéCby neplodnosti jen méalo uspokojiva — procento embryi, jeZz se po
transferu implantuji, se pohybuje v nejlepSich centrech mezi 20 az 30%. Z toho
divodu Fada pracovist i neplodnych para voli transfer vice nez jednoho embrya, coz
vSak vede k ¢astému vyskytu viceetnych téhotenstvi.

Aktualnim ukolem reprodukéni mediciny je tedy zdokonalit metody evaluace
embryi a vybirat tak Zivotaschopné embryo s nejlepSim vyvojovym potencialem, a
pak pro jasné definované podskupiny optimalnich pacientek provadét transfer pouze
jednoho embrya. Tzv. single embryo transfer je jedina cesta k omezeni vice€etnych
téhotenstvi, ktera jako zavazna komplikace |éCby neplodnosti ovlivauji jak matku, tak
plody.

Nazorl, jakym zpusobem zdokonalovat vybér embrya, je mnoho — néktefi
autofri spoléhaji pouze na vybér morfologicky nejlepSich oocytd, jini na prodlouzenou
kultivaci do stadia blastocyst, dalSi doufaji v pozitivni efekt preimplantaéniho
genetického screeningu ¢i analyzy raznych predikénich faktort z kultivacnich médii.

Tato prace si klade za cil popsat sou€asny stav védéni na tomto poli mediciny

a predlozit nékteré aktualni vysledky naseho vyzkumu v této oblasti.
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2 Cile prace

Tato prace si klade za cil popsat nejpouzivanéjSi a nejdiskutovanéjsi
souCasné techniky asistované reprodukce se zvlastnim dlrazem na potvrzeni
vhodnosti a uzite€nosti dlouhodobé kultivace embryi do stadia blastocyst jak pro
zvySeni Uspésnosti IéCby sterility, tak pro moznost jejiho vyuZziti pro praeimplantacni

genetické vysetreni.

Konkrétni cile prace |ze shrnout do ¢tyf oblasti:
1. Studium pfinosu kultivace embrya do stadia blastocyst pro zvyseni
uspésnosti IéCeni neplodnosti.

2. Srovnani morfologickych kritérii a genetické analyzy embryi.

3. Studium interakci embryonélnich kmenovych bunék a hematopoetickych
kmenovych bunék.

4. Zvysovani efektivity a spolehlivosti PGD/PGS metodou rehybridizace pomoci
subtelomerickych sond.
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3 Souhrn sou €asnych poznatk G
3.1 Vyvojembrya p fed implantaci

3.1.1 Oocyt a zygota

Kmenové pohlavni buriky (oogonie) vstupuji do prvniho meiotického déleni
béhem rané oogeneze. Pfed vstupem do prvniho meiotického reduk&niho déleni je
v oocytu diploidni sada chromozomua (chromozomy jsou bézné duplikované pr

ocesem zvanym replikace v syntetické fazi bunééného cyklu).

Dokonceni meidzy je zastaveno ve stadiu profaze a to az do doby predovula¢niho
zvySeni hladiny luteiniza¢niho hormonu (LH), jenZ iniciuje dokonceni prvniho
meiotického déleni. Pod vlivem tzv. mitosis/meiosis promoting faktoru dojde
k rozpusténi jaderné membrany a oocyt vstupuje do prvniho redukéniho déleni, pfi
némz je vylou¢eno prvni polarni télisko jako odpadni produkt. Tento proces se za
fyziologickych podminek in vivo uskute€huje uvniti folikulu pfed tim, nez dojde
k ovulaci oocytu.

Nasledné po fertilizaci a aktivaci oocytu vstupuje oocyt do druhého
meiotického déleni, ve kterém dojde krozdéleni duplikovanych chromatid
haploidniho oocytu. Jedna sada zlstane v oocytu a druh& je vylou¢ena jako druhé
polarni télisko, dale potom dochézi k formaci prvojader, kdy fyziologicky fertilizovany
oocyt obsahuje jedno prvojadro s genetickym materidlem od otce a druhym od
matky. Toto stadium je definovano jako prezygota, jenz vstupuje do syngamie (= fuze
prvojader = parovani maternalnich a paternalnich chromozému a syntéza DNA).

Béhem téchto procest dochazi k ¢astym chybam.

Bylo potvrzeno, Ze abnormalni morfologie prvojader koreluje s nizkou
hodnotou tvorby blastocyst, s tvorbou arestovanych, pomalu se vyvijejicich
chromozomalné abnormalnich embryi. Statistickd analyza potvrdila silnou korelaci
mezi morfologii prvojader a jadérek a aneuploidiemi vembryich i vjinych
publikovanych studiich [Gianaroli et al., 2003; Gianaroli et al., 2007, 2007a].
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3.1.2 Buneééné stadium embrya

Prvni kroky embryogeneze jsou u savcl fizeny genetickymi informacemi
ziskanymi od matky a ovlivhovany epigenetickymi faktory okoli. Exprese genomu
vlastniho embrya zacina u riznych sav€ich druhua rdzné, u ¢lovéka je tento proces

zatim ne zcela objasnén, ale predpoklada se, Ze k tomu dochézi kolem tfetiho dne
vyvoje.

Kromé genetické regulace ma vyznamny vliv na vyvoj embrya jeho okoli — napf.
koncentrace kysliku, pH, hormonalni prostfedi atd. Bylo prokdzano, Ze epigenetické

vlivy, pusobici v periimplantaénim obdobi, mohou ovlivnit jak prenatélni, tak dokonce
i postnatalni vyvoj [de Kloet et al., 2005].

V IVF praxi dobfe se vyvijejici embrya dosdhnou 4 a 8 buné€ného stadia v den 2
az v den 3. To znamena, Ze Cas, ktery je u lidskych embryi nutny k dokon&eni
prvnich tfi bunécénych cyklu, je v praiméru 60 hod.. Opozdéné a asynchronné se
délici embrya, a to jak rychleji tak pomaleji, jsou povazovana za embrya ne zcela
optimalni kvality, jeZ v menSim procentu dosédhnou stadia blastocyst, nez ta embrya,
kterhd se déli synchronné [Sermon et al., 2004]. Dr. Kahraman [Kahraman et al.,
2007] analyzovala hodnoty aneuploidii v pomalu a v normalné se vyvijejicich
embryich. Pomalu se vyvijejici embrya méla hodnotu chromozomalnich abnormalit

65% oproti 58% u normalné se vyvijejicich embryi.

3.1.3 Blastocysta

Ve stadiu moruly dochazi ke kompaktaci a k dokoncCeni aktivace
embryonalniho genomu. Rozdéleni bunék v blastocyst¢ do dvou linii — do
embryoblastu a trofoblastu, je zapocato v raném osmibunééném stadiu. Bunky jsou
pak dale polarizovany, a to jak na membrané tak v cytosolu [Antzak et al. 1999].
Polarizace je regulovana rozsahem kontakti mezi blastomerami.

Kompaktace a nasledné kavitace je v savéim embryu zakladni jev, ktery vede
k tvorbé trofoblastu (trofoektodermu), embryoblastu (inner cell mass = ICM) a

blastocoely. VSechny procesy jsou prostorové a cCasové vzajemné zavislé a

10
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mezibunécéné aparaty, specialné tight a gap junctions, jsou povazovany za zakladni
elementy v téchto mezibunéénych interakcich.

3.1.4 Implantace embrya

Implantace blastocysty je unikatni proces savéi reprodukce, jez vyzaduje pfisné

koordinovanou souhru mezi embryem a matefskou délohou.

Probih&a ve tfech fazich oznaCovanych jako apozice, adheze a invaze. Apozice
znamena orientaci blastocysty v délozni dutiné kendometrialnimu epitelu.
V adhezivni fazi se blastocysta pfichycuje a vinvazivni pak embryonalnim
trofoblastem prorista do materské deciduy, pficemz spoluptsobi fada komplexnich

interakci mezi adhezivnimi molekulami embryonalni a matefské tkané.

Uspé&3na implantace je podminéna optimalné vyvinutym Zivotaschopnym
embryem, adekvatné pfipravenym endometriem a jejich vzajemnou komunikaci a

recipro¢nim ovlivihovanim.

Morfologické a funkéni zmény endometria v prdbéhu menstruaéniho cyklu jsou
regulovany ovarialnimi steroidnimi hormony. Jejich efektory, to znamena molekuly,
jejichz expresi ovliviuji, a které pak zabezpecuji vlastni morfologické a funkéni
zmény endometria, nejsou presné popsany. Mnoho z nich je znamo, ale mnoho

dalSich se kazdym rokem objevuje v literatufe zcela nové.

Jak vyplyva z fady praci, je to predevSim leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF),
interleukin 11 (IL-11) a tridda IL-12/IL-15/IL-18, které jsou témi KkliCovymi
signaliza¢nimi vektory, produkovanymi endometriem [Stewart et al., 1992; Stewart,
1994, Kimber, 2005].

Pochopeni déju spojenych s implantaci embrya a porozuméni komunikaci mezi
embryem a endometriem v periimplantacnim obdobi je dnes jednim z hlavnich
problému reprodukéni biologie. K jeho feSeni pfispivd mimo jiné identifikace gend,

sehravajicich klicové role v regulaci a uskute¢riovani prvnich fazi embryogeneze.

11
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3.2 Prodlouzena kultivace embrya — definice, histor  ie. Vyznam a vyuZziti
prodlouzené kultivace

Pojem ,prodlouZzena kultivace embrya“ se v prabéhu poslednich 15 let
postupné meénil a vyvijel a kultivani doba, ktera tak byla oznacovana, se
prodluzovala. Dnes se pod prodlouzenou kultivaci rozumi kultivace embrya do stadia
blastocyty, tedy 5 az 6 dni od zahajeni IVF/ICSI/IMSI.

Od pocatku 90. let minulého stoleti se zacali objevovat autofi [Lopata et al.,
1996; Olivennes et al., 1994], ktefi dokazali péstovat embrya déle, nez bylo ptvodné
mozné a dosli ve vyvoji embrya az do stadia blastocyty. Nejprve se za timto ucelem
pouzivaly kultivacni systémy vyuZivajici ko-kultivace s bunkami, které nahrazovaly
embryu stimula¢ni a ristové podnéty, které jsou za normalnich podminek pfitomné
v okoli embrya v pribéhu jeho in vivo vyvoje. Tyto systémy vSak mély mnoho rizik —
pfedevSim prenos vird a priond ze zvifecich tkani. Zacatek 21. stoleti je jiz
charakterizovan Sirokou Skalou bezpecnych a velmi kvalitnich médii, jez poskytu;ji

embryim dostateCnou vyzivu i stimulaci [Summers et Biggers, 2003].

Od zavedeni prodlouzené kultivace byla olekavana pfedevSim moZznost
dokonalejSi selekce embryi dle morfologie. Cilem byla identifikace embryi
s nejvysSim vyvojovym potencialem, zlepSeni synchronizace stadia transferovaného
embrya a stimulovaného endometria a tim padem zvySeni Uspésnosti |éCby

neplodnosti.

3.2.1 DokonalejSi selekce embryi s cilem zvySovani  efektivity IVF

Transfer blastocyst byl od zaatku pokladan na vhodny nastroj pro zvySovani
pregnancy rate (PR) a snizovani frekvence vice€etnych téhotenstvi [Garcia-Velasco
et Simon, 2001; Mercader et al., 2003]. Procento vice€etnych téhotenstvi po IVF je
vysoké - vroce 2004 to bylo v Evropé 26,4% a v USA 35,5%. Ztoho vyplyvaji

zdravotni rizika pro déti i matku a také vzrlstajici ekonomické naklady na zdravotni

12
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péci [Society for Assisted Reproductive Technology and American Society for
Reproductive Medicine, 2000; Papanikolaou et al., 2005].

Rada praci dokéazala vyhody kultivace do blastocyst a jeji vliv na efektivitu
[éCby neplodnosti. Sou¢asna reprodukéni medicina se domniva, Ze vyselektované
blastocysty maji lepSi vyvojovy potencial a navic pozdéjSim transferem (az 5. &i 6.
den) je vyvoj embrya a pfipravenost endometria Iépe synchronizovan [Fanchin et al.,
2001; Galan et al., 2000; Gardner et al, 2003].

3.2.2 Analyza kultiva €nich médii s cilem zvySovani efektivity IVF

Prodlouzena kultivace embryi a selekce blastocyst zna¢né zvedla Uspésnost IVF
23% (DIR) a priblizila se skoro 50% [Zech et al., 2002]. Rada klinik v3ak stale hleda
cesty k dalSimu zvySovani PR a to pfispiva k boomu vySetfovani prediktivnich
faktor z kultivaénich embryi, jejichz stanovovani by korelovalo s vyvojovym

potencialem embrya a tak zvysilo efektivitu IVF.

Na konci 20. stoleti, v dobé maximalniho rozkvétu imunologie, podporovala Siroka
védecka obec hypotézy, v nichZz vyznamnou roli hraly rdzné plsobky a burky
imunitniho systému. Imunologicka slozka etiologie a patogeneze neplodnosti byla
pokladana za pfi¢inu nejen idiopatické infertility, ale i endometridzy, nizké uspésnosti

IVF/ICSI, opakovanych spontannich potrata atd.

Ackoliv bylo v mnoha pfipadech prokazano, Ze protilatky (napf. antifosfolipidovée)
¢i imunocyty (napf. NK bunky) hraji roli v patogenezi infertility, celkové je nutno fici,
Ze imunoterapie zatim oCekavani nesplnila a tyto identifikované faktory nepfispély ani

k lepSi diagnostice.

DalSi imunogeneticka vySetfeni, ktera se provadéji v sou¢asnosti (napf. stanoveni
leptinu ¢€i rdznych cytokini a rastovych faktor( v kultivaénich médiich a folikularni
tekutiné jako predikce vyvojového potencialu a uspésnosti implantace embrya), jsou
jiz ve svych vyhlidkach a progn6zach daleko stfizlivéjSi nez ta, kterd byla provadéna

a zavadéna v 80. a 90. letech 20. stoleti. To je i pfipad cytokinu leukemického
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inhibi€¢niho faktoru (LIF). KdyZ byl poprvé popsan a byly publikovany prvni studie na
lif-gen knock-out mySich, byla oCekavani velka - existovala hypotéza, Ze LIF bude
ustfednim regulatorem vyvoje embrya a implantace, a bude potencionalnim
terapeutickym prostfedkem. Bohuzel, tyto nadé&je byly naplnény jen ¢aste¢né — ve
veterindrni mediciné je LIF pouzivan k optimalizaci vyvoje embryi nékterych druh(, u
mySich embryonalnich kmenovych bunék (EKB) byl zjistén jako nezbytny faktor pro
udrzeni pluripotence bunék, ale v humanni mediciné jeho pfinos tak zasadni neni -
LIF neudrzi lidské EKB v nediferencovaném stavu a ani neni jedinym Kkli€ovym
faktorem ovliviiujicim implantaci embrya — je spiSe jen zapojen do celé kaskady
regulacnich déju.

A tak se vyzkum pozvolna posunuje z ,imuno-“ do ,-genetické” roviny a zvysSenéa

pozornost je vénovana zkoumani genetického pozadi infertility.

Nadéji predstavuje v souCasné dobé napf. charakterizace transkriptomu
v individualni burice. Studiem genové exprese byly nalezeny nové markery vztahujici
se kviabilitt embrya. Nejkomplexné&jSi microarraye v soucasné dobé dovoluji
soucasné testovani pfiblizné 30 000 genu, coz je témér cely genom [Wells, 2007a,b;
Wilton, 2007; Huges, 2007]. Studie jsou provadény s cilem vytvofeni pokud mozno
jednoduchého testu, jenz umozni embryologlim vybrat ze skupiny embryi vhodnych
k transferu to nejvice Zzivotaschopné embryo. V souCasné dobé je technologie
microarray analyzy jen malo vyuzivana k PGD/PGS, ale zadlenéni této technologie
do IVF a PGD muZe vést ke zvySeni pregnancy rate, coZ by mohlo byt prospésné jak
infertilnim, tak PGD pacientiim [Wells, 2007a,b; Cram, 2007].

3.2.3 Preimplanta €ni genetick& diagnostika a preimplanta  €ni geneticky
screening

Preimplantacni geneticka diagnostika (PGD) a preimplantaéni geneticky
screening (PGS) umozniuji vysSetfit specifické vady v genetické vybavé embrya jesté

pfed jeho implantaci do délozni sliznice.
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PGD byla poprvé provedena pred 20 lety [Handyside et al., 1990,1992,
Verlinski, 1990], jako alternativa prenatalni diagnostiky. Od té doby se neustéle
vyvijeji techniky pro molekularni a cytogenetickou analyzu na urovni testovani jedné
bunky, coz umozruje v soucasné dobé vySetieni polarnich télisek z oocytl a zygoty,
vySetfeni bunky (blastomery) odebrané zembrya vbunééném stadiu nebo
trofoektodermu z blastocysty [Sermon et al., 2004]. A tak se sezham onemocnéni,

ktera mohou byt vySetfena pomoci PGD, kazdy rok rozsifuje.

PGD je zaméfena prfedevSim na plodné pary, které maji vysoké genetickeé
riziko, Ze jejich potomci budou poSkozeni chorobou, jiz trpi jeden nebo oba rodice, at
uz se jedna o poruchu monogenné, chromozomalné ¢&i jinak vazanou. Mezi indikace
k PGD tedy patfi monogenni onemocnéni, X-vazana genetickd onemocnéni nebo
autosomalné dominantni onemocnéni s pozdnim pocCatkem a plnou penetraci
mutace - napfiklad Huntingtonova chorea a dalSi neurodegenerativnhi onemocnéni.
Diskutovana je diagnostika suspektnich genu zpUsobujicich onemocnéni v pozdnim
véku a jejich dédi¢nych podskupin (BRCa) a nebo PGD — HLA typizace v rodinach,
kde neni HLA kompatibilni sourozenec.

PGS je poskytovan infertiinim param k detekci moznych chromozomalnich
anomalii embrya, jez mohou veést k selhani léCby neplodnosti nebo k opakovanym
spontannim potratim a to hlavné pfi vy$Sim véku matky nebo i otce a pfi poruchach

spermatogeneze partnera. [Thornhill et al., 2005]

Vyhody provedeni PGD/PGS

Neni zadnych pochyb, Ze PGS sniZzuje opakované spontanni potraty, tzv.
recurrent pregnancy loss (RPL) u idiopatickych spontannich potratl (vice jak 50%
RPL je idiopatickych) na 19,5% spontannich potratd oproti oCekavanym 41%
u pacientek s tfemi az péti potraty [Munné et al., 2007b]. Také u nosi¢l translokaci
snizilo PGS procento potratl na 12 % oproti 39 % ve skupiné zen bez PGS [Munné
et al., 2007a,c,d].
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DalSi indikaci k provedeni PGS je porucha spermatogeneze, kterou trpi
priblizné 15 - 20% muzd. U infertilnich muzd s oligo-, astheno-, teratoazoospermii je
signifikantni narust aneuploidie pfiblizné 4 x oproti kontrolnim (plodnym) muzim
[Martin et al., 2007]. Nejvice je zvySena frekvence aneuploidii chromozému skupiny
21 a 22 a X - Y bivalenti, coz bylo prokdzano jak karyotypovanim, tak FISH

analyzou.

PGS je povazovan za efektivni nastroj k selekci embryi vhodnych pro transfer,
zvySujici implantation i pregnancy rate, a to pfedevsSim ve skupiné pacientek ve
vySSim véku a jeSté zretelngji pfi opakovanych abortech a u partnerd
s oligoastenozoospermii [Verlinsky et Kuliev, 2004; Munne et al., 2005; Gianaroli et
al., 2005; Ferraretti et al., 2004].

UNESCO/IBC povazuje screening aneuploidii za eticky akceptovatelny
[UNESCO/IBC, 2003]. ZkuSenosti se spolehlivosti, efektivnosti a bezpecnosti PGS
neustale rostou, ale zdaleka ne vSechny problémy jsou dofeSeny [Briggs et al., 2000;
Staessen et al., 2004].

ESHRE a PGDIS zaradili PGS do svych smérnic [Thornhill et al., 2005; PGDIS
Guidelines, 2004], ale v posledni dobé je stale vice volano po randomizované studii,
prokazujici jak efektivitu metod, tak pfinos PGS pro zvySeni healt baby take home
rate [task force ESHRE, 2009].

3.2.4 Derivace embryonélnich kmenovych bun  ék (EKB)

Totipotentni embryonalni kmenové buriky (EKB) jsou nediferencované buriky,
které se mohou vyvijet v jakykoli bunécny typ a jsou pfechodné pfitomny béhem
embryogeneze v preimplantaénich embryich a fetalnich gonadach. Jejich linie tedy
mohou byt odvozeny bud z primordialnich germinélnich bunék blastocyt,
z vyvijejicich se gonad ¢&i z bunék germinélnich tumort. EKB mohou rast v kultufe
bez ztraty totipotence, jsou schopné se nekonecné symetricky délit bez diferenciace,
uchovavaji si normalni karyotyp a mohou se diferencovat v burky ektodermu,

entodermu €i mezodermu, a to jak in vitro, tak i in vivo.
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Odvozeni linii EKB u savcu bylo poprvé demonstrovano u mysi [Martin et al.,
1981; Evans et al., 1981], pak u nehuméannich primatd, kosmana a makaka rhesus a

posléze u lidi [Thomson et al., 1998].

Prvni linie lidskych EKB byly odvozeny zembryoblastu normalnich
nadpocetnych blastocyst darovanych pary, které podstoupily IVF |éCbu a sva embrya
jiz nehodlaly k lé¢bé vyuZzit, ani je neminily dale uchovavat v zamrazeném stavu.
V soucasné dobé se kromé téchto vysoce kvalitnich embryi pouZivaji embrya nizké
kvality, jez by pro léCbu neplodnosti nebyla nikdy vyuZzita, geneticky abnormalni

embrya a embrya partenogeneticka.

Multipotentni dospélé kmenové buriky (DKB) se in vivo Uc€astni regenerace
a hojeni tkani [Bunting et Hawley, 2003]. Uskute¢néni trans — a dediferenciace in
vitro a jeji plné porozuméni by mélo Siroké praktické pouziti v bunééné terapii [Heng
et al., 2005; Pessina et Gribaldo, 2006].

K dediferenciaci se kromé kokultivacnich technik pouzivaji i jiné metody -
enukleace EKB a jejich nasledna fuze s DKB, permeabilizace bunéénych membran
DKB néasledovana opét bunéénou fuzi €i pouziti nékterych cytokin a rdstovych
faktorl [Heng et al., 2005; Skottman et al., 2006].
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4 Souhrn vlastnich vysledk

4.1.1 Studium interakci embryonalnich kmenovych bun ék a hematopoetickych
kmenovych bun ék

Cilem naSi prace bylo optimalizovat podminky kokultivaéniho in vitro systému,
jez by umoznil dediferenciaci hematopoetickych kmenovych bunék (HKB), coZz by

vedlo k jejich vétsi dostupnosti pro klinické pouziti.

Kokultivaci jsme provadéli na miskach Transwell® System (Corning, NY,
USA). Ty umoznuji péstovat v jednom médiu bunky ridzného pavodu i vlastnosti,
separované permeabilni membranou (péry praméru 0,4 um). Uskutecnili jsme dva

typy kokultivaénich pokusu.

Experiment €. 1. MySi embryonalni kmenové bunky (mMEKB) (MEKB Sv129
poskytnuté Dr. L. Schoonjansem, Univesity of Leuven, Belgie) byly péstovany na
podpurnych burkach, kterymi byly mitoticky inaktivované mysi fibroblasty (MIMF).
Tyto burky byly uloZeny v dolnim kompartmentu. Lidské HKB [1x10°/ml] byly
kultivovany v hornim kompartmentu. Jako kontrola byly pé&stovany podpurné buriky
bez mEKB v dolnim kompartmentu, s HKB umisténymi v hornim kompartmentu.
BohuZel k detekci jakychkoliv znamek dediferenciace nedoslo. Jedinou zménou byl
pokles intenzity hematopoetickych markerl na HKB. Exprese markeru CD45 byla
stabilnéjSi nez exprese markeri CD34 a CD133, které vymizely velmi rychle.

Kokultivaci jsme provadéli i bez mEKB a zjistili jsme, Ze vysledek je stejny. To
nas vedlo k domnénce, Ze mozna podpurné bunky prekryvaji vliiv mEKB a v pokusu

C. 2 jsme je tedy vyradili.

Experiment €. 2: MySi EKB byly péstovany bez podpurnych bunék. Stav jejich
diferenciace byl ovéfen kontrolni detekci AP, cytokeratinu a vimentinu. Nebot mysSi
EKB nejsou bez podpuarnych bunék &i pfidani LIF do média dlouhodobé stabilni, byly
do dolniho kompartmentu kazdy den dany &erstvé. Lidské HKB [1x10°/ml] byly

kultivovany v hornim kompartmentu.
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Bohuzel ani v tomto uspofadani kokultivaéniho systému nebyly detekovany
zadné znamky dediferenciace, jedinou zménou byl opét pokles hematopoetickych

markert HKB bunék.

Moznych pfi¢in nezdaru naseho kokultivaéniho systému je nékolik. Jednou z
nich maze byt fakt, Ze bunky byly pomérné vzdalené a tak naSim dalSim krokem v
optimalizaci fungovani systému je umoznit vzajemny bunécny kontakt EKB a DKB,
coz se jiz v nékterych jinych dediferenciacnich experimentech osvédcilo [Badorff et
al., 2003; Ball et al., 2004; Matsui et al., 1992; Mollah et al., 2002; Shambilott et al.,
1998; Wurmser et al., 2004].

Hlavni problém ale bude pravdépodobné vtom, Ze byly pouzity burnky od
riznych Zivo&isSnych druhd. To vede jednak k technickym komplikacim a také k ne

zcela pfirozenému prostiedi pro oba typy bunék.

Ackoliv mEKB a lidské EKB jsou oboji sav¢i, maji celou fadu rozdilnych
vlastnosti — reaguji jinak na cytokiny, ristové faktory, exprimuji rizné geny apod.
[Koestenbauer et al., 2006].

4.2 Jsou embrya vybrana 3. den kultivace dle morfol  ogickych kritérii
shledana také jako geneticky vhodna k ET?

Od roku 2007 do unora 2011 bylo provedeno preimplanatacni genetické
vySetfeni z riznych indikaci u 470 pacientek. Z tohoto souboru jsme pro nasi studii
vybrali 30 pacientek, u kterych bylo 3. den vice jak 7 embryi k dispozici jak pro
genetické vySetieni, tak pro teoreticky vybér embryi pro elektivni embryotransfer.
PGD aneuploidii bylo provedeno z indikace: pokrocily vék matky (nad 37 let) nebo
otce (nad 50 let), dale u part po opakovaném selhani Ié¢by a u infertilnich paru, ¢i na
prani rodic¢u. Toto vySetfeni provadime pomoci dvou metod. Jednak metodou FISH,
kter4d umozniuje vyloucit pfitomnost aneuploidie a translokace u chromozoma, jednak

metodou PCR, ktera slouzi k vylou¢eni monogenetickych onemocnéni.
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Po vyfazeni embryi neschopnych dalSiho vyvoje byla 3. den kultivace
provedena biopsie jedné blastomery pro preimplantaéni genetickou diagnostiku.
VySetfeno bylo celkem 7 chromozomu (X, Y, 13, 16, 18, 21, 22), jejichZ fyziologie je
z 80% signifikantni pro genetickou fyziologii celého embrya [Jobanputra et al., 2002].
Sledovali jsme, v kolika pfipadech budou 3. den vybrana embrya shodna s témi,
ktera nevykazovala Zadné genetické patologie a mohla tedy byt vybrana pro

embryotransfer.

Shoda mezi teoreticky vybranymi embryi pro transfer vden 3 a geneticky
zdravymi embryi v den 5 byla v priméru 34%. Z toho vyplyva, Ze v naSem souboru

byla v 67% transferovana zcela jind embrya nez by byla transferovana v den 3.

| pfes tuto skutec¢nost bylo v tomto souboru dosazeno Uspésnosti v priméru u
1,73 embryi, u 63% t&hotenstvi po embryotransferu, respektive u 56% téhotenstvi
celkové. Tato ¢&isla jsou vysokd a potvrzuji znamou skute¢nost vySSi

pravdépodobnosti otéhotnéni pfi vySSim poctu ziskanych vajicek

Studie potvrdila nedokonalost a snhad i nemoznost vybéru vhodnych
energeticky zdatnych a geneticky zdravych embryi podle morfologickych kritérii v den
3.

4.3 PFinos kultivace do stadia blastocyst pro zvySeni usp ésnosti lé éeni
neplodnosti

V roce 2009 bylo v Institutu reprodukéni mediciny a endokrinologie v Plzni
provedeno 460 stimulovanych cykla. Ve 408 cyklech jsme mohli provést
embryotransfer v den 5. NaSe vysledky PR/ET jsme porovnali s hodnotami
udavanymi némeckym registrem asistované reprodukce (DIR), kam maji vSechna
némecka centra povinnost prospektivné hlasit vSechny stimulované cykly. V téchto
hlaSenych cyklech je provadén embryotransfer v naprosté vétsiné pripadu v den 3.

Soubor jsme rozdélili do skupin podle véku Zeny, ¢imz jsme chtéli lépe

znazornit vyznam kultivace do stadia blastocyst u Zen vySSiho véku. Vysledky ukazuji
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skoro dvakrat vy3Si hodnotu PR/ET pfi zavedeni embryi paty den po jejich selekci

pomoci kultivace do blastocyst oproti transferu neselektovanych embryi tfeti den.

Zvlasté je tento rozdil zfetelny u starSich Zen, kde jsme ve vékové kategorii nad 40

let dosahli 30% PR/ET oproti 15% v némeckém registru.

DalSim jasnym pfinosem kultivace do stadia blastocyst a mozZnosti selekce
embryi je skute€nost, Ze i této vyznamné vysSSi PR po ET bylo dosazeno zavedenim
mensiho poctu embryi, jen ve 11 % ze vSech embryotransferd jsme zavedli 3

embrya vzhledem k 22% v souboru DIR.

Domnivame se, Ze naSe vysledky dostateCné potvrdily vhodnost zavedeni
prodlouzené kultivace embryi do stadia blastocyst a uziteCnost jejich selekce pro
zvySeni PR na ET a zaroven sniZzeni poctu viceCetnych téhotenstvi. Jesté vétSiho
pfinosu by pravdépodobné dosahla kombinace prodlouzené kultivace s paralelnim
genetickym vySetfenim, které by jeSté lépe vyselektovalo to nejen energeticky
zdatné, ale i geneticky zdravé embryo.

4.4 ZvySovani efektivity a spolehlivosti PGS metodo  u rehybridizace pomoci
subtelomerickych sond

Cilem studie bylo analyzovat incidenci nereprezentativnich, to znamena
nejednoznaénych a tedy non-informativnich vysledkd analyzy FISH na naSem
pracovisti a zhodnotit pfinos tfetiho kola hybridizace pomoci subtelomerickych sond
v téchto nejasnych pfipadech. Smyslem prace je téZ demonstrovat zvySeni poctu
normalnich vysledkd (poctu chromozomalné normalnich embryi) pfi pouZziti této

metody re-hybridizace u vybranych kategorii nereprezentativnich vysledka.

Od ledna do prosince 2007 byla na naSem pracovisti vySetfena na pritomnost
aneuploii embrya 88 neplodnych par(, ktefi se rozhodli pro PGS. Celkem bylo u
téchto pard provedeno 95 cyklid a ziskdno 719 embryi k biopsii. Z toho bylo

analyzovano 702 embryii.
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Odbér vzdy pouze jedné blastomery byl provadén u embryi s optimalnim
vyvojem, tzn. u téch, kterd 3. den vyvoje dosahla alespon pétibunééného stadia a

byla zcela bez fragmentaci ¢i s fragmentaci nizsi nez 25%.

K hodnoceni vysledku jsme pouzili kritéria dle Munného [Munné et al., 1998,
2002b]. Embrya byla povazovana za normalni tehdy, pokud byl pfitomen signal dvou
gonozomul a vzdy paru chromozému 13, 16, 18, 21 a 22. Jako ,chaotickd" byla
oznaCena embrya s dvéma a vice abnormalnimi vysledky. Jako ,abnormalni“ byla
oznacena embrya s fragmentovanym chromatinem, to znamena, Ze bylo pfitomno

nékolik signalli, pochazejicich z téchto fragmentu.

Po dvou kolech hybridizace bylo 52,7% blastomer zhodnoceno jako

abnormalni, 27,1% jako diploidni a 20,2% mélo nereprezentativni vysledek.

Nejasné vysledky byly analyzovany pomoci tfetiho kola hybridizace a timto

zpusobem bylo objasnéno 95,8% pfipadd (P < 0,001).

Tato studie potvrdila, Ze nejCastéjSi pfipad selhani hybridizace pfi nami
pouzivané metodice (PB panel) byla monosomie a prekryv signall, zvlasté pak
u chromozoma 18 a 16. Nami pouzitd hodnotici kritéria nejsou zcela optimélni, nebot

pIné nevylu€uji subjektivitu v posouzeni napf. kvality chromatinu v jadfe.

Na zakladé literatury a vySe uvedenych vysledkd podporujeme strategii, ktera
zahrnuje v prvnim kole hybridizace 5 chromozému - 13, 18, 21, X a Y (PGT panel)
a vdruhém kole chromozomy dva - 16 a 22 (CEP 16 a LSI 22). V pfipadé
nereprezentativnich vysledkd provadime re-hybridizaci a domnivame se, Ze tato
praxe by méla byt zafazena do pokynu pro standardni laboratorni provadéni tak, jak
jiz bylo ostatné doporuceno i Mezinarodni spole¢nosti pro PGD/PGS [PGDIS 2007] a
povrzeno mnoha studiemi, kromé té nasi napf. [Colls et al., 2007]. V naSi studii bylo
provedenim re-hybridizace objasnéno 95.8% nejasnych pfipadd. Vysledky prokézaly,
Ze témér polovina suspektnich monosomii a vice nez 70% pfipadu, kdy nebyl po
dvou kolech pfitomen Zzadny signal pro dany chromozém, byly ve skuteCnosti

euploidie.
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Testovani 7 kliCovych chromozém(i a nésledné ziskani duavéryhodnych
vysledkd je dle naSeho nazoru uzite€néjsSi nez analyza vétSiho pocétu chromozémd,

jiz vSak nelze divérovat a ani re-hybridizaci potvrdit.
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5 Zaveéry pro praxi a vyhled do budoucna

Je prokdzano, zZe transfer embrya ve stadiu blastocysty zvySuje efektivitu IéCby
neplodnosti a vytvari Casovy prostor pro provedeni preimplantaéni genetické analyzy
a pro vysSetfeni kultivacnich médii za ucCelem jeSté dokonalejSi charakterizace

Zivotaschopnosti a implantacniho potencialu embrya.

Metoda prodlouzené kultivace embryi in vitro je vSak téZz zcela nesporné
pfinosem pro studium mechanismu pluripotence, diferenciace a dediferenciaci bunék
a umoznila mimo jiné porozumeéni nékterym aspektim genetického pozadi ¢asné

embryogeneze a embryonalnich diferenciacnich mechanisma.

Naproti tomu vSak nezapominejme, Ze stejné jako kazdé jina manipulace in vitro
¢i jako kazda jina terapeuticka metoda maze mit i své vedlejSi Gucinky. Ackoliv zatim
Zadny z nize hypotetizovanych problémd nebyl prokdzan dostateé¢né velkou a
randomizovanou multicentrickou studii, neméli bychom zastat k moznym nastraham

netecdni.

Spekuluje se, Ze prodlouzena kultivace embrya méa epigenetické vlivy a muze
vést k porucham imprintingu nékterych gend [Rinaudo et Schulz, 2004]. Mezi
poruchy zplUsobené chybnym imprintingem patfi napf. Beckwith-Wiedermannlv a
Angelmanav syndrom, které dle nékterych praci [De Rycke et al., 2002] jsou
pravdépodobné CastéjSi v populaci déti narozenych po ART ve srovnani s populaci

déti spontanné pocatych.

Kromé toho byla vyslovena hypotéza o zvySeném vyskytu monozygotickych
dvoj éat po transferu embrya ve stadiu blastocysty. PFi¢inou tohoto ,vedlejSiho
ucinku” by mohly byt mikromanipulace se ZP [Urman et al., 2002] a také prodlouzeny
~pobyt‘ embrya v médiu, jez pro néj neni zcela optimalnim prostfedim — na rozdil od
pfirozeného niveau matefrskych tkani mu chybi nékteré rlstové faktory a cytokiny a
naopak glukéza muze byt pfitomna v nadmérném mnoZstvi, coz vede ke zvySené
produkci volnych kyslikovych radikald a k metabolickému stresu pro embryo [Da

Costa et al., 2001; Menezo et Sakkas, 2002; Unger et al., 2004; Milki et al., 2003a].
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Otaznik zustava nad rovnom érnosti pohlavi — bylo prokazano, ze embrya
nesouci gonozémy XY se vyviji rychleji nez ta s gonozomy XX [Xu et al., 1992;
Richter et al., 2006]. Tim by se dal pravdépodobné vysvétlit nalez publikovany
v nékterych pracich popisujicich dysbalanci pohlavi po ART s vyuZzitim prodlouzené
kultivace [Ménézo et al., 1999; Milki et al., 2003b; Luna et al., 2007; Kausche et al.,
2001] ve prospéch potomkd muzského pohlavi. Toto vSak musi byt, stejné jako
ostatni zatim spiSe hypotetické vedlejSi efekty prodlouzené kultivace, ovéfeno

rozsahlejSimi, prospektivnimi a multicentrickymi studiemi.

Znalost moznosti téchto rizik a nutnost potvrdit €i vyvratit vySe zminéna podezieni
vede fadu velkych svétovych center 1éEby neplodnosti k trvalému a dlouhodobému
sledovani populace déti, jez se po I1éEbé u nich narodily [Verlinsky et al., 2004]. To
muaze byt jedna zcest, jak na alesporfi nékteré zatim nezodpovézené otazky

odpovédét.

DalSi vyvoj ve vyuziti prodlouzené kultivace do stadia blastocyst se bude vyvijet
hlavné v oblasti neinvazivnich metod zjistujici viabilitu nejlepSiho embrya pro singel

embryo transfer.

Neinvazivni techniky vyvijejici se v sou€asnosti jsou metabolomika, proteonomika
a studium respira¢niho potencialu jak gamet tak embryi. O téchto technikach bylo jiz
dfive Casto referovano, ale az v v dnesni dobé, kdy moderni biochemické metody
umoznuji detekci stopového mnozstvi metabolitli nebo aminokyselin se tyto techniky

rozvijeji a mohou k neinvazivnimu stanoveni viability embrya pfispét.

Progresivné se vyviji technika life cell monitoring, kterd se snazi objevit velice
jemné zakonitosti a posloupnosti vyvoje embryi. NaSe soucasné znalosti vyvoje a
také selekce embryi vyplyvaji se sekvencnich pozorovani a dlouhodobych
zkuSenosti. Nevime ale presné, které dynamické poruchy ve vyvoji maji vétSi Ci
mensi vyznam pro implantaci. Zaznamenani urcitych zmén v uréitém case a jejich
vliv na implantaci muzeme vytvofit knihovnu urcitych morfologickych znakd majici
vyznamny vliv na kvalitu embrya a jeho implantaci. Tato technika muze, podle mého
nazoru, vyznamné prispét k zvySeni uspésnosti IéCby a je v souc¢asné dobé hlavnim

védeckym programem naseho institutu.
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