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Souhrn

1.Souhrn

Uvod

Doktorska diserténi prace se zabyva vypracovanim a zavedenim zdtekoiedn molekularé
cytogenetickych vysétni pro reprodutni genetiku. Zahrnuje metody Klinick&mo uzivané
ke zlepSeni diagnostiky a terapie padienneplodnych pdri metody experimentalni, které
pokud se jejich finos prokadze, mohou byt zakladem novych diagnogtitkpostug. Prace
se sougeduje na studium aneuploidii, naebgredstavuji zavaznou komplikaci lidské
reprodukce a jsou zasadnim problémethyémetodami asistované reprodukce.

Cile

Z klinického hlediska bylo hlavnim cilem prace bykavedeni vySégni chromosoii
spermii, polarnichétisek a blastomer pomoci fluores¢enin situ hybridizace (FISH) pro
prefertilizatni a preimplanténiho diagnostiku aneuploidii

Hlavnim vyzkumnym cilem bylo provedeni studie lokate chromosotn v jadrech
blastomer odebranych pro preimplamtiavySeteni po mimoinim oplozeni. Zagrem bylo
Zjistit, zda pro polohu chromosdnz hlediska umighi ve stedu nebo na periferii jadra plati
u blastomer podobna pravidla jako u jinych &tnych typi v pozdijSich stadiich vyvoje a
zda je poloha chromosdnovlivnéna aneuploidii. Dale jsme si dali za cil patrat peosiferni
lokalizaci chromosomu X v lilkach s vice kopiemi chromosomu X. Ta by mohla byt
projevem inaktivace chromosomu X, ktera dle nefjgieh vyzkuni na mySich embryich
muze zainat jiz v preimplanténi fazi vyvoje.

Metody

Pro vySeteni spermii, polarnickélisek a blastomer byla pouzita FISH s DNA sondami n
chromosomy 1, 13, 16, 18, 21, 22, X a Y. Bylo tégstovano pouziti PNA sond (peptide
nucleic acids) na chromosomy 1, 4, 9, 16, 18, XanMetody 3-roz#rné paitacové analyzy
mikroskopického obrazu pomoci gitace pro hodnoceni vysledkFISH (3D-FISH). Pro
hodnoceni lokalizace chromosdm jadrech blastomer byla vypracovana metodikgemi
polohy jejich signdl pomoci pditacové obrazové analyzy a metoda porovnani nalezeného
rozlozeni signdl s matematickym modelem ndhodného rozlozZeni.

Vysledky

Uspsdns jsme do Klinické praxe zavedli vyehi aneuploidie spermii, polarniclisek a
blastomer a ukazali jsme, Ze FISH s PNA sondamb&IBH jsou metody, které mohou
umoznit vyseit vice chromosorina tuto diagnostiku zgsnit.

V normalnich blastomerach se lokalizace chromds@8) 16, 18, 21, 22, X a Y z hlediska
umiseni od stedu k periferii neli§i od nahodného rozrafst Podobs se v aneuploidnich
blastomerach od ndhodného rozemstneliSi poloha chromosaml3, 16, 21, 22, X a Y.
OvSsem u chromosomu 18 jsme Vv aneuploidnich blastwhe nasli vyznamny posun
k periferii jadra. V blastomerach svice chromosomy jsme nenaSli posun tohoto
chromosomu k periferii

Zavery
Vysledky dosazené vy§enim aneuploidie spermii, polarnichiigek a blastomer odpovidaji
vysledikiim ve s¥tové literatute.
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Vysledky studie lokalizace chromosamv jadrech blastomer ukazuji rozdil v jaderné
topologii mezi chromosomainnormalnimi a aneuploidni blastomerami. Tento roadiZze
byt jednim z prvnich projévgenomové nerovnovahy v aneuploidnich embryicbzeéMale
také ukazovat na souvislost mezi narusenim meamanigdicich polohu chromosama
vadami mitotického aparatufipporuchach¢asného embryonalniho vyvoje doprovazenych
postmeiotickym vznikem aneuploidii. V praxi se tytgsledky mohou stat zakladem novych
metod pro selekci nejvhodgich embryi pro fenos do dohy.
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2.Summary

Introduction

The thesis deals with improvement and clinical egapibn of molecular cytogenetic methods
for reproductive genetics. These methods includén bdinical investigations used for
improvement of diagnostic and therapeutic care ifdertile couples and experimental
methods that can become the basis of new diagntostis. The thesis concentrates on the
study of aneuploidies, because they constitute jarncamplication of human reproduction
especially by means of assisted reproductive tdogres.

Aims
The main practical aim was the introduction of fiescence in situ hybridization (FISH) for

evaluation of chromosomes in sperm, polar bodiek ldastomeres for prefertilisation and
preimplantation diagnosis of aneuploidies.

The main scientific objective was the study of chosome localization in nuclei of

blastomeres, that are removed from human embryqgsé&mplantation diagnosis. The aim of
this study was to find, whether the localizationchfomosomes in relation to the nuclear
center and periphery is ruled by the same rulesnasther cell types in later stages of
development and whether the localization is infaezh by aneuploidy. Next aim was to
search for peripheral localization of chromosoma Xmbryos with more than one copies of
the chromosome X. This could be a manifestatioX afactivation, that according to recent
studies in mouse embryos, can be initiated alr@atlye preimplantation phase.

Methods

We have used DNA probes for chromosomes 1, 1318621, 22, X and Y for FISH analysis
of sperm, polar bodies and blastomeres. We hawetatted PNA probes (peptide nucleic
acids) for chromosomes 1, 4, 9, 16, 18, X and & Zudimensional digital image analysis of
microscopic image. We have developed a method @sorement of chromosome signals
localization using digital image analysis and ahuodt of evaluation of the localization by
comparison with a mathematical model of randonritistion.

Results

We have introduced clinical investigation of aneigy in sperm, polar bodies and
blastomeres. We have shown that FISH with PNA pabel 3D-FISH are methods that can
allow an increase in the number of analyzed chremes and in precision of the analysis.

Localization of chromosomes 13, 16, 18, 21, 22, id & in chromosomally normal

blastomeres does not differ from the model of randdistribution. The distribution of

chromosomes 13, 16, 21, 22, X and Y in aneuploa@ktbimeres is also not significantly
different from the random distribution, but chrommo® 18 is significantly shifted to the
periphery. We have not found peripheral shift ofochosome X in blastomeres with more
copies of chromosome X.

Conclusions

The results of aneuploidy detection in sperm, pbtaties and blastomeres are in agreement
with results of published studies.

We have found a difference in nuclear topology mewuploid blastomeres compared to
chromosomally normal blastomeres. This differen&e lbe one of the first signs of genome



Summary

imbalance in aneuploid embryos. But it can alsoashorelationship between defects of the
mechanisms of chromosome positioning in the nucénd failures of mitotic apparatus in

embryos with early developmental disorders thatam@mpanied by aneuploidies of post-
meiotic origin. These results can provide new tdols optimal selection of embryos for

transfer into uterus.
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3.Uvod

3.1. Vymezeni tématu prace

Doktorska diserténi prace se zabyva vypracovanim a zavedenim zdtekoiedn molekularé
cytogenetickych vysétni pro reprodudni genetiku. Tyto metody zahrnuji metody klinické
piimo uzivané ke zlepSeni diagnostiky a terapie pécie neplodnych pér i metody
experimentalni, které pokud se jejickinms prokaze, mohou byt zakladem novych
diagnostickych metod. Hlavnim vysledkem prace jeedani preimplantamiho vySeteni
aneuploidii a studie lokalizace chromogowmjadrech lidskych preimplantaich embryi.

3.2. Prehled molekularn é cytogenetickych metod

3.2.1. Fluorescen €ni in situ hybridizace (FISH)

Zakladem molekulagncytogenetickych metod je denaturace a hybridizdadované cilové
DNA se sondou (Liehr et aR002) — viz Obrazek 1.

3.2.1.1. Sondy pro FISH
Pti standardni FISH je sondou fluoreséeh znatend DNA. Pro pouZiti v reproddi
mediciré se uzivaji sondy centromerické a lokusspecifické.

Centromerické sondy odpovidaji repetitivnim sekuen@-satelit, 3-satelit, satelit 11l) (Liehr
et al, 2002), které jsou specifické pro centromery jetimgth chromosom. Negastji se
pouZzivaji sondy zaloZzené na-satelitni DNA. V centromerach jefippmna v tisicich
tandemov se opakujicich kopii zakladni jednotky o délce b@Lkteré tvéi bloky o velikosti
250 kb az 5 Mb (Lee et all997). Vysledkem hybridizace s centromerickymidami jsou
tedy obvykle velké silné signaly. Pro jednotlivéraimosomy byly popséany specifické
odchylky v sekvenci zakladniho monomeru nebo repstisihoradu,¢imz je umoZzano tyto
sekvence pouzivat jakozto sondy pro rozliSeni jdohygh chromosom pii FISH. Mezi
nékterymi chromosomy (13 a 21, 14 a 22) ale tyto fiyzdou tak malé, Ze centromery nelze
pomoci FISH s&mito sondami rozliSit.

Lokusow specifické sondy sestavaji ze zeaé DNA odpovidajici kratkému tseku (1 kb — 2
Mb) (Liehr et al, 2002) daného chromosomu. Jejich signaly byvaji§harmén intenzivni,
podle velikosti detekované oblasti. Pouzivaji se getekci &ch chromosorin které nelze
detekovat pomoci centromerickych sond nebo pro kdetgiestaveb danych Usik
Specialnim typem lokus@év specifickych sond jsou sondy pro subtelomerické&kys
jednotlivych chromosovych ramének. Vzhledem k torbe, jsou komemné dostupné pro
vSechny chromosomy, daji se pouzivat pro dete&nstokaci i na interfaznich jadrech.

JelikoZ po replikaci DNA se detekované sekvence DNéhou od sebe v interfaznim féd
oddalit, mize byt vysledkem misto jednoho signalu dvojice &ign V pripad
centromerickych signal by takovyto dvojity signal neéh byt zcela rozdleny, v gipac
lokusow speifickych sond mohou byt signaly i zcela &lddé - viz ukazka (Obrazek 2).

Pro preimplanténi diagnostiku, kdy vySsdvanym materidlem je jedna jedinanka je
dulezité @i jedné reakci analyzovat co nejvice chromosonPro kazdy studovany
chromosom nebo lokus tedy sonda musi byt¢en@ jinym fluorochromem. V praxi jsou
dostupné sady s maximél® rnizné znaenymi sondami. Aby bylo dosazenétsiho pd@tu
vySetenych chromosoin je nutno sondy odmyt a FISH reakci opakovat Sidsddou sond.

-9-
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Pti tom ovSem doché&zi k postupné ztriavality cilové DNA a pdet kol FISH je omezen na
2-3.

Obrazek 1.Schéma fluorescami in situ hybridizace (FISH)

A. Denaturace DNA a hybridizace cilové DNA se smund
B. FISH na metafdzickych chromosomech
C. FISH na interfaznich jadrech

A) = | = |
;; Denaturace ; ; Hybridizace ; g
= — —> =

Cilovda DNA Sonda

B)

Ie— =
| __— FISH signaly
Centromericka Lokusové
sonda specificka sonda
Chromosom
FISH signal
C) 9
—
}"'

Spermie

Sonda
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Obrazek 2.Fluorescekini in situ hybridizace na metafdzickych chromosomdt
kultivovanych lymfocyti.

Pouzity byly sondy na centromeru chromosomu 16gpcgubtelomerickou oblast 16p
(zelend) a subtelomerickou oblast 16gr¢ena). DNA byla obarvena DAPI (modrd).
Pacientka s translokaci t(1;16)(p11;911) videdna v rdmci fipravy ged eventudlini
preimplanté&ni diagnostikou.

-11 -
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3.2.1.2. PNA-FISH

Peptide Nucleic Acids (PNA) jsou syntetické oligageanalogy DNA, ve kterych je
fosfodiesterova pa&tenahrazena repetitivnimi jednotkami N (2-aminoétlyycinu, na které
jsou purinoveé a pyrimidinové baze navazany metyéaylovou vazbou (viz Obrazek 3).

Obrazek 3.Srovnaniretézci DNA a PNA

A. A) DNA
B. B) PNA
A) 5 B)
0— lfz o)
o NH
O B \ B
e
0
|
0—P=0
| O \H
O |
O B \ B
{
O O
|
0—-P=0
| O \H
O |
@) \
{
O ; O
o
Vyswetlivky:

B - baze

Pro FISH se pouzivaji PNA sondy temé kratkymi oligonukleotidy (15-25 bp). Tim je dan
jejich pouZzitelnost pouze pro repetitivni sekven@entromerické a-satelitni sekvence,
telomerické sekvence), kde diky g opakovani sekvence, na niz se sonda vaze, vznika
velky fluorescedini signal. Mezi vilastnosti PNA sond piabeutralni pateietézce a tim dana
stabilita v Sirokém rozmezi pH a teplot, vysokaelar specifita a vysoka stabilita komplexu

-12 -
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PNA-DNA, kratka doba hybridizace a rezistenéinukledzam a protedzam (Nielsen et al.
1991). Z praktického hlediska to znamena, Ze proyadni nespecificky navazynych sond po
hybridizaci stai mére stringentni roztoky a nizsi teplotai By m¢lo dojit k menSi poskozeni
cilové DNA. To znamenda, Ze by na jednom preparathlon byt provedeno vice kol
hybridizace nez ip standardni FISH. Problémem je, Ze kratké oligéentidové sondy
nejsou, vzhledem k podobnosti sekvenci mezi cerdrami rekterych chromosof) schopné
rozliSit vSechny chromosomy (viz 3.2.1.1). Pro pduZpreimplanténi diagnostice je tedy ve

vétSing pripadi nutnd kombinace s lokus®gpecifickymi DNA sondami.

3.2.1.3. PRINS

Primed in situ labeling (PRINS) je metoda detekbeomosoni zaloZzend na hybridizaci
cilové DNA s primery nasledované elongaci s inkooganim zn&enych nukleotid (Koch et
al, 1995). Jako sondy se tedy pouZzivaji kratké n@ama oligonukleotidy specifické pro
repetitivni oblasti centromer chromosniKe zn&eni dochazi azdhem elongace. Vzhledem
k tomu, Ze k reakci dochazi najednou na mnoha afisteramci centromerické repetitivni
sekvence, vysledkem je velky intenzivni fluoreseersignél. Limitem PRINS je ovSem &p
pouzitelnost pouze pro ty chromosomy, které Ize nged@né odliSit kratkymi
oligonukleotidy. Vyhodou je snadné dostupnost &&tzna primé.

Obrazek 4.Schéma PRINS

== - = R = R 3
— - = g R E% R - =
—— - = - = = - = =
&= @ = ® = = @ = =
= - = - = = - = - =
E —* % E —* % = E % = - =
— — - — = . - — = =
= - Denaturace E —| Hybridizace = — —  Elongace - =
= @~ —» ¢ 3 ® - = @ = % =
| - = * T3 = -+ 13 =
== 3 - & - 3 j @ - - =
E5 = = = = - =
&= - ® cE -@® = S = =
—— —* E * = e~ = - =
;; = ; - ; ; — ! ; - —3¥ ;
Vysveétlivky:

- cilova DNA

- oligonukleotidovy primer

- DNA polymeraza

+ @

- fluorescenéné znaceny nukleotid (dUTP)

J

=1 - neznacené nukleotidy (dATP, dCTP, dGTP)

-13-
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3.21.4. 3D-FISH

Rada problém diagnostiky pomoci FISH na interfaznich jadrecbzwést v situacich, kdy
je dilezity vysledek pro kazdou bku jednotli, je dana tim, Ze pro mikroskopickou analyzu
je zapotebi dvojrozndrny preparat. Vysledkem fixace hiknna skléko je jejich casté&né
zploSgni a roztazeni.itom si ovSem jadra bék urgitou vySku ponechavaji (viz Obrazek 5).

Obrazek 5.Schéma zploghi spermie p¥i fixaci na sklicko

A. Pred fixaci
B. Po fixaci
A) B)

Pti hodnoceni jsou pak problémem jalekryv signal, tak vyskyt signdl v riznych rovinach
ostrosti. Aby nebyl zadny ze sigigirehlédnut, je nutné plvé prohlizeni s feostovanim.
MoZnym reSenim &chto probléni je 3-roznérnd mikroskopick& analyza prepargo FISH
s pomoci poitace (3D-FISH).

Zakladem 3D mikroskopie je paeni série obrdz (optickych fezi, ,z-stack®) v tiznych
rovinach ostrosti. Ktomu je nutnyrgsny motorizovany pohyb stolku v ose z. NejlepSich
vysledii je dosahovano s pomoci konfokalni mikroskopie, ptlemenSich poZzadavcich na
rozliSeni v ose z Ize pouZzit i standardni mikroskgpipadré dekonvoluci (Maierhofer et al.
2003). Pro pesné intervaly mezi jednotlivymi snimky je nutnéupivat mikroskop

S motorizovanym a gdtacemiizenym pohybem stolku v ose z.

Obrazek 6.Schéma snimani preparatu po vrstvach odp@dajicich sérii rovin ostrosti

</ & “

4. vrstva 5. vrstva 6. vrstva
1. vrstva 2. vrstva 3. vrstva

-14 -
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Série optickychrezl je mozné prohlizet pomoci fitece a prova&t s nimi fadu dalSich

operaci:

e Simulace proogbvani pomoci animace jednotlivych snimkéimz je napodobeno
prohlizeni v mikroskopu

* Projekce — 3 rozamna zobrazeni umagjici pohled z#iznych Uhh na jednotlivé objekty
pro analyzu vzdjemnych prostorovych vitah

» Sestaveni obrazu s ro#iou hloubkou ostrosti (Extended focus), ktery bbgapouze
ostré objekty z jednotlivych vrstev

e Dekonvoluce — odstr&ni neostrychiasti obrazu z jednotlivych vrstev pro lepsi analyzu
ve trech rozmirech. Dekonvoluce je zaloZzena na matematické amabgrie obrak
porizenych vi#znych rovindch ostrosti s cilem odstranitttky pochazejici z objekt
mimo rovinu ostrosti (McNally et al.1999). Pro dekonvoluci existuj@da algoritr.
z nichZz rkteré jsou vysoce n&né na vypoetni vykon. Diky pokroku ve vykonu
pocitact je v sodasné dob tyto vypaity mozné provaEt na standardnim osobnim
pocitati.

3.2.2. Kvantitativni fluorescen ¢éni PCR

Kvantitativni fluorescetni polymerazovaretézové reakce (QF-PCR) je molekularn
cytogenetickda metoda umagici detekci aneuploidii na zakkadamplifikace specifickych
alel mikrosatelitovych polymorfistn(STR — short tandem repeats) v DNA (Pertl et18194).
Jednotlivé alelydchto polymorfnich markérse liSi délkou PCR produktu. Zakladem tohoto
polymorfismu je pitomnost variabilniho pidu zakladnich 2-4-nukleotidovych repetic uynit
amplifikovaného Useku. PCR je provad s fluorescemé znaenymi primery, takze

s pomoci kapilarni elektroforézy s detektorem fasmence je moznégsré stanovit délku
PCR produki a relativié kvantifikovat mnozstvi PCR produktu od kazdé alely

Pro praktické pouZziti je nutné vybrat STR markeryysokou mirou heterozygozity ve
sledované populaci, aby byla co ng$i Sance, Ze se ve studovaném vzorku ve studoanyc
lokusech budou nachazeizné alely a markery tedy budou informativni. Pre¢otaké vzdy
vySetuje vice lokus, aby alespb nékteré byly informativni.

Zjisteéni aneuploidie je zaloZeno na detekci nagpoych alel nebo na relativni kvantifikaci
produktu PCR. Nalez 3 alel daného STR markeru riebtel, mnozstvi jejichz produktu je
v porreru 2:1, ukazuje, Zze dany marker se ve studovanérkuavyskytuje 3-krat. Pokud je
tento nalez potvrzen i na dalSich lokusech na dacémmosomu, d¢i to pro trisomii.
Obdobny nalez na vSech chromosomech ukazuje HaidiiipNalez pouze jedné alelyihe
swedéit pro monosomii nebo uniparentalni isodisomii. \gek je vzdy nutné potvrdit
vySetenim ¥tSiho p@&tu marketi na daném chromosomu.

-15-
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Obrazek 7.Schéma detekce trisomie pomoci kvantitatni fluoresceréni PCR (QF-PCR)

A. Dialelicka forma
B. Trialelicka forma
A) B)

Znaceny primer Znaceny primer

P i . —— Neznaceny primer
~~Neznaceny primer i

(VP I tinmmmm——— B

PCR produkty PCR produkty

+ Kapilarni elektroforéza + Kapilarnf elektroforéza

MnozZstvi PCR produktu
MnozZstvi PCR produktu

Délka PCR produktu Délka PCR produktu

Vysweétlivky:

Znaeny primer — fluorescéné znateny PCR primer

Nezn&eny primer — standardni PCR primer

P — paternakhzdedény chromosom

M1, M2 — maternaka zdédéné chromosomy

PCR produkty — produkty PCR reakce

Kapilarni elektroforéza — elektroferetogram z gmatoru s kapilarni elektroforézou a
detekci fluorescamich PCR produkit

QF-PCR se v praxi pouziva k rychlé prenatalni disgine nejastjSich aneuploidii (trisomie
13, 18, 21 a gonosamyv pripadech kdy je vysledek nutnyide, nez jej mze dat standardni
chromosomalni vySgni. Pro QF-PCR Ize pouZit nativni material bezikate a st& ho
velmi malé mnoZstvi.

Je-li k dispozici DNA rodiu, Ize vpomoci QF-PCR zjistit, od kterého z tadibyla
nadp@&etnd kopie chromosomu ¥ipact trisomie ziskdna. Nalez tri-alelické formyitpm
ukazuje, Zze aneuploidie vznikla jizgu meiézou nebo non-disjunkci v prvnim meiotickém
déleni jednoho z rodi. Dialelicka forma mze byt zfisobena fedtasnou separaci chromatid
jiz v prvnim meiotickém é&eni, non-disjunkci v druhém meiotickéntlehi nebo post-
meiotickou non-disjunkci v embryu (viz 5.1.3 a 8)1.

Vysledky dosaZzené metodou QF-PCR bylyiey@ny v publikacich 2.1, 3.1, 4.1, 4.2, 6.2,
6.4,6.7,7.3,7.5a 7.6 - vizibha 2.
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3.3. Chromosomalni vady u muz 0 a Zen se snizenou

plodnosti

Konstitutivni chromosomalni vady jsou jednou z dekgch @icin neplodnosti muz i Zzen.
Jejich disledkem niZze byt takeé riziko chromosomalnich vad u potérpkcatych metodami
asistované reprodukce. TiWo tedy dileZitou c¢ast indikaci vySdeni spermii a
preimplant&niho vySeteni embryi.

3.3.1.  Vyskyt chromosomalnich vad

Vyskyt konstiténich chromosomalnich vad u partinerpaf se snizenou fertilitou je nutné
porovnavat s vyskytem chromosomalnich vad u nowndiz (0,6%), neb6 presny vyskyt
chromosomalnich vad v dad¢ populaci neni znamy.

Muzi s azoospermii(negitomnost spermii v ejakulatu) — chromosomalni veoy nalézany
v 15%, ¢astji u neobstrukni azoospermie. Jdégqalevsim o vady pohlavnich chromosom

MuZi s oligozoospermii(snizena koncentrace spermii v ejakulatu) — 886€jSi jsou vady
autosoni, predevsim translokace.

Infertilni Zeny — 4-5%, zvySeny jefpdevsim vyskyt translokaci autosonvyskyt je vysSi u
Zen, u nichz opakovardoslo k selhani IVF nebo k opakovanym spontanratragiim.

3.3.2.  Jednotlivé vady

3.3.2.1. Klinefelter v syndrom (47,XXY a mozaiky 47,XXY/46,XY)

Nachéazi se asi u 0,2% novorozénmuzského pohlavi. iPazoospermii je to n&pstji
nalézana vada (10% pacigntvari 2/3 vSech chromosomalnich vad u azoospermik muz
s oligozoospermii je mértasta (5%) (Mau-Holzmanr2005).

U nemozaikové formy je obvykle moZzné spermie zigi@ize mikrochirurgickym odipem

z varlete, u mozaikovych forem se spermidizngch koncentracich nachézeji v ejakulatu. Z
dosavadnich vysledk ICSI s takto ziskanymi spermiemi nevyplyva zvySeimko vad
pohlavnich chromosoinu potomk (Bielanska et al.2000). VySetenim takto ziskanych
spermii byl také zji#n pouze miré zvySeny vyskyt spermii aneuploidnich pro pohlavni
chromozomy. MoZznym vykladengdhto nales je, Ze spermatogonie nesouci sadu pohlavnich
chromosom XXY casre odumiraji (Mroz et al. 1999) a spermie z nich nevznikaji.
Spermatogeneze tthe probihat pouze pokud dojde ke vzniku linie sw@ni sadou XY.
Pricinou mirného zvySeni vyskytu aneuploidie u vzniklyspermii (jak pro pohlavni
chromosomy, tak autosomy) by potom byl spiSe vielkaw naruSeného prastdi

v semenotvornych kanalcich (Hall et ,aR006). Nekteré studie ovSem ukazuji, Ze i
spermatocyty s karyotypem 47,XXY mohou meidézu dékofForesta et al.1999). Tomu
také odpovida vakterych studiich nachazeny vyssi vyskyt disomii 2XY oproti disomii
YY a vysSi vyskyt normalnich spermii s chromosonimez normalnich s Y (Ferlin et al.
2005)

3.3.2.2. Syndrom 47,XYY a mozaiky 47,XYY/46,XY

Zavaznost postiZzeni tvorby spermii jizma, cast postizenych mizma plodnost normalni.
Vyskyt aneuploidie spermii maji pouze ngizvySeny (1-2% spermii s disomiemi XY a YY),
a zvyseni rizika gonosomalnich vad u potomstva leebyraxi dosud prokazano (Shi et, al.
2000). Divodem nfize byt, podob# jako u Klinefelterova syndromu, ztrata nademého
chromozomu Y v é&kterych spermatogoniich, fipemz tyto spermatogonie mohou mit
selekni vyhodu oproti abnormalnim a mohou repopulovarzau ¢ast semenotvornych
kanalki. Ucastnit se téz fize zastava v metafazi prvnino meiotickéhdledi u &ch
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spermatocyt, u nichz astal nadpdetny chromosom nesparovany. Tyto spermatocyty jsou
eliminovany apoptozou (Eaker et,&1001).

3.3.2.3.  Mozaiky 46,XY/46,XX

Tyto mozaiky jsou sice mezi neplodnymi muzi naldzéale zavaznost postizeni jgzna a
vétSinou jde o mozaiky sipvazujicim zastoupenim normalni linie. Vyznam t&dy je tedy
obtizné stanovit (Mau-Holzmang005).

3.3.24. Muzi 46,XX

Pricinou muzského fenotypurigkaryotypu 46,XX niZze byt translokace&asti chromosomu Y
obsahujici gen SRY na jiny chromosom {asgji X) nebo mutace &kterého z dalSich gén
podilejicich se na determinaci pohlavi. Pacientchybi ostatni genyutezité pro tvorbu
spermii, které se nachézeji na chromosomu Y, takZledkem je kompletni azoospermie bez
Sance na nalezeni spermii ve varlatech (Mau-Holan2005).

3.3.2.5.  Strukturni vady chromosomu Y

Na Yq je rkolik lokusi, zvanych AZF (AZF — azoospermia factor), v niclsby geny
diulezité pro spermatogenezi. Jejich ztratausgbuje azoospermii nebo zavaznou
oligozoospermii (Vogt 1998). Casgjsi nez mikroskopicky viditelnéipstavby nebo delece
jsou mikrodelece, které je mozné diagnostikovatzeomnolekulard genetickymi metodami
(Simoni et al. 1999). Vyskytuji se u 10% mas azoospermii nebézkou oligozoospermii.
Pokud jsou ziskany spermie a pouzity I€SI, vSichni gipadni muZzsti potomci tuto vadu
zdkdi. Navic u muiz s ®mito delecemi mZe casgji dochazet ke kompletni ztgat
chromosomu Y ve spermiich (Siffroi et ,aR000) i ke zvySeni vyskytu disomie XY ve
spermiich (Ferlin et g12005)

3.3.2.6. Syndrom 47 ,XXX

Tato chromosomalni vada bez klinickych prdjeneni u neplodnych Zen nachazena ve
zvySené frekvenci ani nebyl prokazan zvySeny vyskytomosomalnich vad u potomstva
(Mau-Holzmann 2005).

3.3.2.7.  Turner Gv syndrom

Pri klasické forng s karyotypem 45,X maji pacientky nefink vajeniky a jedinou terapii je
pouziti oocyli od darkyg. U forem se strukturalnimi aberacemi, z nichzcas§jSi je
izochromosom i(X)q, je postizeniar¢ zavazné (Mau-Holzman2005).

3.3.2.8.  Mozaiky gonosomalnich aneuploidii (45,X/46 XX nebo 45,X/47,XXX/46,XX)
Zavaznost postizeni je dchto vad tzna a zavisi na procentudlnim zastoupeni jednactiivy
linii v raznych tkanich. Samotnafippmnost minoritni linie 45,X (do 10%) se nemusi
fenotypow projevit. Tyto buiky jsou nalézany i u zdravych plodnych Zen, &stji u zen

z neplodnych pdir Ztrata jednoho z pohlavnich chromosomnekteré bugcné linii je také
béZnym projevem starnuti a to jak Zen tak i g@uttenbach et al1995).

3.3.2.9. Translokace mezi X a autosomem
U muzi vétSinou zpisobuje neplodnost, u Zenige byt bez klinického projevu. V Zenskych
buikach je obvykle inaktivovdn normalni chromosom XagMHolzmann2005)

3.3.2.10. Translokace mezi Y a autosomem

Pokud je translokovan heterochromatin dlouhého k€Y na kratka raménkakterého

z akrocentrickych chromosain nejsou zadné Kklinické tdledky. V ostatnich fijpadech
dochazi k naruseni parovani X a Y v meibze a timdJaznému postiZzeni spermatogeneze
(Mau-Holzmann 2005).
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3.3.2.11. Robertsonské translokace

Vyskyt robertsonskych translokaci u novoroZerje 0,1%, nejastjSi jsou t(13;14) a
t(14;21). U mu s azoospermii se nachazeji v 0,2%, ale uunsudligozoospermii v 1,5%
(Mau-Holzmann 2005). U neplodnych Zen je vyskyt stejny jako uarozend.

Zavaznost postizeni spermatogeneze u muZzskychéindsanslokace je iznd a jeho
mechanismus neni zcela znamy, podgbko u reciprokych translokaci, viz 3.3.2.12.

3.3.2.12. Reciproké translokace mezi autosomy
Vyskyt v populaci je odhadovan na 0,25%, u fhugazoospermii je 0,5%, u muz
s oligozoospermii 0,7% a u infertilnich Zen 1%.(Méoizmann 2005)

U muZl noststvi translokace e zpisobovat zastavu spermatogeneze, ale zavaznigst m
byt rizna i u pibuznych nosia téZe translokace. U Zen se nachazeji po opakokanyc
spontannich potratech a opakovanych selhanich Pvibéh oogeneze nenarusuji, projevuji
se az vznikem nebalancovaného karyotypu v embryRddstatou tohoto rozdilu mezi
pohlavimi mohou byt dvzasadni odliSnosti v fip¢hu meidzy (Oliver-Bonet et alk005):

» PXi spermatogenezi dochazi k parovani chromazeha Y v sex body (SB), zatimcadip
oogenezi se normalrparuji dva chromosomy X. SB je tmo z hlediska genové exprese
inaktivnim heterochromatinem z nespérovanyakti obou pohlavnich chromosténro
vznik SB je Zejm¢ zasadni pra&yv pritomnost &chto asynaptickych usékchromosor.

V kvadrivalentech tvitenych parujicimi se translokovanymi chromosomy wloknist
zlomi také parovani selhava. Tyto asynaptické oblastiauanteragovat s proteiny SB,
coZz miZze mit za nasledek represi transkripce. Pokud zesa&Zené oblasti nachazi geny
potiebné pro spravny pibch meidzy, nize dojit k zastaymeidzy a apoptoze.

» P¥i spermatogenezi na rozdil od oogeneze funguiji ld@rolni body — v pachytene a
v metafazi prvniho meiotickéhasldni. Oba dva jsou zodp&iné za to, ze pokud meidza
neprobiha sprawn je zastavena a pokud se problémy te$ly spermatocyt odumira
apoptézou. Pachytenni kontrolni bod detekuje abalitynv rekombinaci a synapsi.
Kontrolni bod ve metafazi, zvany té¥eténkovy, blokuje nastup anafaze, pokud neni
spravi vytvorené dlici vieténko nebo pokud jim nejsou vSechny chromosomévspr
zachyceny. Reciproka translokadegstavuje fekdzku jak pro synapsi, tak pro spravnou

7 v Z

orientaci chromosofnv metafazi, znénacast spermatocittedy meiézu nedokein

3.3.2.13. Komplexni chromosomalni aberace

Jde o vzacné strukturalni aberace zahrnujici ate§a@hromosomy. Jsou nachazeny po
narozeni postizeného #i¢ nebo u neplodnych miZa Zen s opakovanymi spontannimi
potraty. Etiopatogeneze je podobna jako u reciprbkyanslokaci.

3.3.2.14. Inverze

Vyskyt v populaci je odhadovan na 0,05%, u infefth mu# i Zen se nachazi v asi 0,3%. U
muzl mohou zfisobovat zastavu spermatogeneze. Riziko nebalanébwakaryotypu u
potomka je obvykle nizké, ale riziko spontannich pairatize byt zvySené (Mau-Holzmann
2005)

3.3.2.15. Marker chromosomy
Nachazi se u asi 0,04% novoroziend muzi z neplodnych pérse nachazeji v asi 0,3%, u
Zen nebyl zvySeny vyskyt nalezen (Mau-Holzma2e05).
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3.4. Funk €éni topografie bun ééného jadra

3.4.1. Chromosomova teritoria

Chromosomy v interfaznim jadru zaujimaji ohtamié oblasti zvané chromosomova teritoria
(CT) (Cremer et 8l.2001b). Poloha jednotlivych CT v j@dzavisi na velikosti chromosomu a
mnoZzstvi gef. MenSi chromosomy jsou prefeted lokalizovany ve sedu jadra, zatimco
vétSi chromosomy jsou spiSe na periferii (Sun et24000). Zarov# plati, Ze chromosomy
s vy§Si genovou denzitou (riddad chromosom 19) jsou lokalizovany veestu, zatimco
chromosomy s relativn mensSim pétem gerfi (nagiklad chromosomy 18 a X) jsou
preferegné na okraji jadra (Boyle et al.2001, Kreth et al.2004).Toto usp@dani je
evoluiné konzervované, nachazi se jakélovéka, tak u pték (Habermann et al.2001).
V nadorovych bitkach je korelace mezi genovou denzitou a redidlngpadadanim také
castén¢ zachovana, ale mérvyrazré (Cremer et al.2003), coZz nazr@aje spojitost mezi
lokalizaci chromosofha nadorovym bujenim.

Topologie CT je ovliviuje bureny typ, stadium vyvoje i furdni stav buky. Dilezitou roli

hraje tvar biikky (Cremer et al.2001a). V kulovych jadrech lymfodytjsou chromosomy
uspdadany podle obsahu gertakZze chromosom 18 je na periferii. V plochycipsgvitych

jadrech amniocyt a fibroblast prevazuje uspi@dani podle velikosti chromos@amOvSem
v téchto plochych jadrech jsou i chromosomy ugristve stedu jadra satasré v kontaktu

s jadernym obalem.

Lokalizace chromosomovych teritorii se dynamickyénin béhem bugcného cyklu.
V klidnych nedlicich se biikach jsou centromery na periferii. Viitkych proliferujicich je
na z&atku Gl faze zrmd ¢ast centromer ve igdu a na periferii se if@psouvaji az
v pozdjSich fazich (Solovei et al.2004). V proliferujicich lidskych fibroblastech je
chromosom 18 nachazen perifgrale fesouva se do centra, kdyz segtanou é&it (Bridger
et al, 2000).

Na vyznam periferni zény b&#ného jadra ukazujgada studii. Periferni lokalizace
chromatinu uSaccharomyces cerevisiae vede k represi transkripce (Andrulis et, d/998).

V fak riznych lidskych bu&nych typi jsou netranskribované sekvence DNA nachazeny
prednostl na periferii jadra nebo u jadérek, zatimco genynakézaji spiSe na povrSich
chromosomovych teritoriifivracenych do vniku jadra (Scheuermann et,&004).

Sekvence Alu, které jsou v genomu rozgmist podobd jako house-keeping geny, jsou
soustediny ve vnitku jadra (Bolzer et 312005).

3.4.2. Inaktivace chromosomu X

Dulezitym pikladem funkniho vyznamu lokalizace chromosbije inaktivace X v saniich
buinkach u placentarnich savcleden ze dvou chromosbid je transkrigné inaktivni a tvdi
pozdré se replikujici a kondenzovany sex chromatin. livaktchromosom X se od aktivniho
li5i i metylaci DNA, acetylaci a metylaci histo(Chow et al. 2003) a navic i lokalizaci a
tvarem. Inaktivni X je typicky na periferii jadrdyer et al, 1989). Inaktivace postihuje i
nadp@etné chromosomy X u jedifics aneuploidiemi pohlavnich chromosbrjako jsou
Klinefelteriv syndrom nebo syndrom 46,XXX. iBledkem je tak i wv&chto gipadech
piitomnost pouze jednoho glraktivniho chromosomu X. Nejspi$ je to takéaldem, prd,
ve srovnani s autosomalnimi trisomiemi, nesgbuji trisomie pohlavnich chromosortak
zavazné postizeni (litsuka et,&001).

Stabilni inaktivace jednoho X chromosbrdoprovazena vznikem sex chromatinu nastava
v jednotlivych butkdch nahodé Jednim z prvnich projévije transripce genu XIST a
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hromadni jeho RNA na tom chromosomu, ktery bude nasiedaktivovan (Clemson et al.
1996). U mysi se také@e v jednotlivych tkanich embrya wanou dobu, vzdy ovsem az po
implantaci embrya vdoze (Tan et al. 1993). U kralik je sex chromatin fiitomny jiz

v bunkach 5-dennich blastocyst (Kinsey@67, Zybina1965). Nekolik studii v posledni dab
ovSem ukazalo, Ze v mysSich embryich k inaktivadhdai jiz v preimplantai fazi, ale tato
inaktivace je pouze @asna a fed nastupem stabilni inaktivace je zruSena (Ferg&soith
2004). Tato inaktivace Zaa jiz v 2-bugcném embryu (Huynh et aR003) a vzdy postihuje
paternalg zdédény chromosom X (Okamoto et a2004). Na rozdil od tkani embrya, kde je
nasledy reaktivivan a dochézi k ndhodné inaktivaci, v axtebryonalnich tkdnich mysi
zistava inaktivni pravpaternaini X (Takagi et all975).

V lidskych preimplanténich embryich neni sex chromatititpmny, ale z funkniho hlediska
neni stav inaktivace X znamy. Stoupajici expres&TXlgenu byla v lidskych embryich
nalezena jiz v obdobi mezi zygotou a 8<8tnym embryem a to jak u embryi muzského i
Zenského pohlav,i tak z paternalniho i maternaleifimmosomu X (Daniels et all997).
Tyto nélezy jsou v protikladu k vysletiin z mySich embryi, u nichZ je tato exprese nalézana
pouze v embryich Zenského pohlavi a pouze na p@dibémm chromosomu X. Preferam
inaktivace paternalniho chromosomu v extramebrydoBl tkdnich nebyla ucloveéka
jednozn&n¢ prokazana, dosavadni studie d#gk riznym vysledim (Goto et al. 1997,
Zeng et al.2003).

3.4.3.  Studium jaderné topografie

Pro studium jaderné topografie jsou idealni metadipZené na fixaci, kter4 zachovava
puvodni 3-rozmdrnou strukturu jadra (Kozubek et,a2000). Tyto metody nejsou pouzitelné
pii klinické preimplant&ni diagnostice, o niZ je nutné minimalizovat riziko ztraty odebrané
buiiky nebo diagnostické chyby. Nicm€bylo prokdzano, Ze i po standardni cytogenetické
fixaci, kter4 vede ke zplo3ii a roztazeni jadrapgtava relativni organizace jadra nérna
(Croft et al, 1999)

3.4.4. Jaderna topografie v bu nkéch lidskych embryi.

Prvni zvéejnéna studie lokalizace chromosénmi3, 16, 18, 21, 22, X and Y viikAch
lidskych preimplantenich embryi (McKenzie et al.2004) naSla, Ze vSechny tyto
chromosomy jsou v aneuploidnich jadrech uénmigtperifer® a Zze chromosomy 13, 18, 21 a a
22 jsou na periferii, je-li jadro pro tyto chromasp monosomické nebo trisomické. Dle
autofi by vyswtlenim mohlo byt, Ze se jednd ousiedek apoptotickych proaes
v abnormalnich embryich.
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4.Chromosomalni vady ve spermiich
4.1. Uvod

4.1.1. Spermatogeneze
Vyvoj spermii Ize rozdit do tii fazi:

4.1.1.1. Proliferativni faze
Spermatogonie prochatadou buacénych dcleni kEhem nichz se postuprdiferencuji do
spermatocyt.

4.1.1.2. Mei6za

Diploidni primérni spermatocyty vstupuji do prvnilrécného aleni, kterym vznikaji
sekundarni spermatocyty nesouci kazdy chromosorednéj kopii tvéené d¥ma
chromatidami. Druhym meiotickymétenim z nich vznikaji haploidni spermatidy majici o
kazdého chromosomu jednu chromatidu.

4.1.1.3. Spermiogeneze

Béhem zrani spermatid ve spermie dochazi igjddnahrazeni&tSiny historii prechodnymi
proteiny a naslednprotaminy a tim k celkové kondenzaci jadra (Sasgdaorsj 2002). Ri
tom ustava transkrimi aktivita a zarovei schopnost reparace DNA (Olsen et 2005).

Spermatida m& centrosom teay d¥ma centriolami a centrosomalnimi proteiny¢hBm
zrani se centrosom rozpada (Manandhar et 2005). Z distalni centrioly vystaji
mikrotubuly vznikajici axonemy biku a centriola takéasté&éné degeneruje. Proximalni
centriola fistava intaktni a jessné u jadra. Centrosomalni proteiny se ztraci s caspbu
prostednictvim rezidualnichetisek.

4.1.2. VySetfeni chromosom u ve spermiich

Chromosomy v jadru spermie jsou kondenzovany, tajtEo ma zmenseny objem a
hmotnost. Nejsou tak dostupné pro standardni cyitgké vySaeni. Aby je bylo mozné
vySetit standardnimi pruhovacimi metodami, je nutné spieflzovat s oocytem, coz vede
k dekondenzaci jejiho jadra, které se nasiedid nafixovat ve stadiu metafaze mitézy. Pro
vySeteni jiz @ilis neprovadi. Pro stanovenidio kopii rekolika chromosora (nebo lokus)
Ize totiz pouzit i fluoresceni in situ hybridizaci (FISH), ifjpadré PRINS (Pellestor et al.
1996) na chemickygasté&né dekondenzovanych jadrech spermii (Wyrobek et18190). Ri
tomto vySeteni se na ja@ kazdé hodnocené spermie sledujéepdluoresceénich signail —
normalini je nalez jednoho signalu pro kazdy vdetny chromosom. Nevyhodou FISH je,
Ze neumoituje najednou stanovit kompletni karyotyp spermigorai Ize najednou vySdt
maximalré 3-5 chromosotiin V zadném fpad: také neni mozné vy¥enhou spermii imo
pouzit pro oplozeni. VZzdy jde o stanoveni vyskythromosomalnich vad ve vysetaném
vzorku, konkréta frekvenci aneuploidii gitych chromosor. Strukturélni vady lze touto
metodou analyzovat jen obt&a se znénymi omezenimi.

Vzhledem k riziku ztraty chromosomiutiptizi s kiec¢imi oocyty a riziku selhani hybridizace
pii FISH se v obou typech studiétginou nehodnoti vyskyty nulisomii, ale pouze vygky
disomii. Celkovy vyskyt aneuploidie je pro jednedlichromosomy je pak odhadovéan jakozto
dvojnasobek vyskytu disomie. Vyskyt diploidie Izearsovit pouze pomoci FISH, protoze
v kie¢¢im oocytu se neda odliSit od oplozenémha spermiemi najednou.
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Vysledky ziskané aima gistupy se lisi. Metodou FISH je nachazeétsvvyskyt aneuploidii
(viz 4.1.3). Givodem by mohlo byt to, Ze¢které abnormalni spermie nejsou schopné s
kie¢éimi oocyty fuzovat. Metoda FISH neni na schopndstgrermii zavisla a umadije tedy
vySeftit i tyto spermie neschopné fertilizace. Z toho tmvodit, Ze situaci ifp ptirozeném
oplozeni nebo oplozeni metodou IVF spiSe odpovidikor na arovni vysledk studii

s kkec¢imi oocyty. Ri oplozeni metodou ICSI se teoretické rizikaiza blizit vysledikm
studii s FISH. Ani pi ICSI ale neni usfsnost fertilizace 100%. dkteré abnormalini spermie
nejsou ani touto metodou schopné oocyt oplodnih BY riziko aneuploide v embryu mohlo
byt opst 0 nEco nizsi.

4.1.3.  Vyskyt chromosomalnich vad ve spermiich zdra ~ vych muz 4

4.1.3.1. Numerické vady

Ve studiich pomocitize spermii siet¢imi oocyty byla nalezena jmeérna frekvence
disomie autosoin0,03% a pimérna frekvence disomie pohlavnich chromogaiil1%. Ve
studiich metodou FISH byla zj@gta pamérna frekvence disomie autosan0,09% a
pramérnd frekvence disomie pohlavnich chromofdiR26%. Diploidie se nachazitpnérné

v 0,19% spermii (Templado et,a&005).

| mezi zdravymi muzi je zray rozptyl v €chto hodnotach, fitemz u gkterych jinak
zdravych mui je frekvence &kterych aneuploidii zvySena dlouhodod je nachazena iip
opakovanych vysé&tnich (Rubes et aR005).

4.1.3.2.  Strukturélni vady

Pomoci fuze spermii gé¢¢imi oocyty byla zjis&¢na ptmérna frekvence strukturalnich
aberaci ve spermiich 6,6%iigemzZ nalezeny byly vSechny typy aberaci (Templadal.et
2005). Mista zlorm odpovidaji pestavbam, které jsou nalézany prenatéinich vySégnich.
De novo vzniklé aberace jsou obecrtastji paternalniho fivodu. VSechny tyto Udaje
ukazuji, Ze g spermatogenezi je z&@e riziko vzniku strukturdlnich vadi®inou mize byt
vysoky pa@et burénych dleni, jimz linie muzskych pohlavnich btknprochazeji a to, Ze
v dozravajicich spermiich nejsou aktivni mechanigeyarace DNA (Estop et all995).
K opraw defekti v DNA spermii dochazi aZz po oplozeni ptedhictvim reparanich
mechanism piavodem z oocytu. # opraw zlomi v DNA miZe dojit k chybnym napojenim
fragmenti a tim ke vzniku chromosomovychgstaveb.

4.1.4. Vyskyt aneuploidie ve spermiich muz G s poruchami fertility

U muzi z rfiznymi formami sniZzeni plodnosti bylo zjg&b 2-10ti ndsobné zvySeni vyskytu
aneuploidie ve spermiich (Tempest et @004). NejvySsi vysSi vyskyt aneuploidii je ve
spermiich ziskanych odiem z tk&s varlat (Gianaroli et al.2005).

Pricinami tohoto zvySeni mohou byt:
» zvySeny vyskyt konstiitnich chromosomalnich vad u neplodnych tn(uiz 3.3)

* neplodnost imo zpisobena narusenim meidzy. Ve spermatocytech (ndraadaiocyti)
jsou funkni kontrolni mechanismy, takZze pokud mei6za nedlIspravs, mohou byt
eliminovany apopt6zou (Odorisio et,d1998). Do spermii dozraji jen ty spermatidy, které
bud'to sprave proSly kontrolnimi body &hem obou deni meidzy (viz 3.3.2.12) , nebo u
nichz kontrolni mechanismy selhaly. To je také jedrz divodi, praé je vyskyt
aneuploidii ve spermiictradow nizSi nez v oocytech. U mizse strukturalnimi
aberacemi, kterérpdstavuji pekazku parovani v meidze, probiha armaselekce spermii.
Maji proto nizSi vyskyt spermii s nebalancovanynry&typem, nez by odpovidalo
nahodné segregaci.iBledkem ov3em zaroftebyva vyrazné sniZzeni celkového ¢po
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dozravajicich spermii a tedy oligozoospermie aZosgermie (viz 3.3.2.12). Podabn
mutace v tkterych genech pro proteingastnici se meidzy agobuji fedevsSim zastavu
spermatogeneze a infertilitu a pouze mirné zvy3grskytu aneuploidnich spermii
v ejakulatu (Hunt et 3l2002).

* naruSeni progedi v semenotvornych kanalcich varlat peplodnosti z jinych fi¢in
(napr. endokrinologickych, infekcich, vlivech zevnihmptedi)

ZvySeny vyskyt aneuploidii je také nalézan u emppgatych metodou ICSI. Tato metoda je
uzivana pedevsim u muk se zavaznym postiZzenim spermatogeneze. ¥a3éjh pipadech,
kdy v ejakulatu nejsou zadné spermie, 8kdg daji spermie ziskat z chirurgicky odebrané
tkarg varlat. V €chto gipadech je riziko aneuploidie nejvysSi. Mezi moZdévody
aneuploidie v embryich po ICSI ale krémiitomnosti aneuploidie ve spermii nebo oocytu,
pafi i zvySené riziko chyb v prvnich b&mych clenich (viz 6.1.3.2).

4.1.5. Vyskyt nebalancovanych karyotyp G ve spermiich nosi €a
translokaci

4.1.5.1. Robertsonské translokace
VysSetenim spermii pomoci FISH byl zjit vyskyt nebalancovaného karyotypu u t(13;14)
mezi 9-23%, pimeérné 14,2% a u t(14,21) mezi 7-18%aprné 10,4% (Roux et gl2005).

4.1.5.2. Reciproké translokace

Vyskyt jednotlivych variant segregace ve spermid u nosit riznych reciprokych
translokaci zn&n¢ 1iSi. Normalni a balancované karyotypy itv@8,6-80,7%, prmérné 40%
(ve studiich vyuzivajicich FISH) a 44% (ve studidioZenych natki s kecéimi oocyty)
(Benet et al.2005). Vyskyt nebalancovanych karyotyje tedy vy$Si neZ u Robertsonskych
translokaci, podokinjako postizeni spermatogeneze.

4.1.6. Vliv v éku

Na rozdil od ¥ku matky, nebyl u ofic zjiSten Zadny vliv jejich ¥ku na vyskyt aneuploidii u
potomki ani u potracenych pldd Oproti aneuploidiim, které jsouwtéinou maternalniho
puvodu, \&tSina strukturalnich vad jeapodu paternalniho. Ani weh ale nebyl viiv ¥ku otce
prokazan.

Studie zaloZzené na fuzi g&k¢imi oocyty nenasly jasné zvySeni frekvenci aneulilove
spermiich pi vy§Sim ¥ku (rekteré dokonce nasly sniZzeni frekvence), ani skakipt
vyznamneé zvySeni frekvence strukturalnich vad.

VétSina studii s pouzitim FISH také nenalezla zvyJeskvence aneuploidii ve spermiich
starSich muZ Nekolik studii naSlo zvySeni frekvence aneuploidékterych chromosoin
(predevsim disomii YY) u muizvysSiho ¥ku, ale nelze vylotit, Ze Fic¢inou tchto nales je
¢astjSi vyskyt chromosomovych zlaimve vySSim ¥ku (Buwe et al.2005). Studie sledujici
skupinu mu# v pravidelnych intervalechéhem 5 let (Rube$ et al2005) ovSem u této
skupiny prokézala zvySeni celkového vyskytu disochiiomosom 8, 18 a 21, aneuploidii
pohlavnich chromosoimi diploidii. Oproti tomu velkad studie (Wyrobek etl., 2006)
provedena na 97 muzich ve&ku 22-80 let zvySeni vyskytu aneuploidii ve vy3SSitku
nepotvrdila.
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4.2. Cile

Cilem prace bylo zavedeni a zdokonaleni metody FIftd stanoveni frekvence
aneuploidnich spermii v ejakulatu nu® poruchami &etné vyvoje a testovani metod 3-
rozmerné mikroskopické analyzy chromosoispermii.

4.3. Material a metody

Pro molekulara cytogenetické vySgtni spermii byla vyuzZita metoda fluoreséeinin situ
hybridizace (FISH). Celé vy§eni sestava z nasledujicich kiiok

4.3.1. Odbér ejakulatu

Odbir ejakulatu pro molekulaencytogenetické seidi stejnymi pravidly jako odiv pro
standardni vySégni spermiogramu (WHQO1999). Provadi se po 3-5-denni sexualni
abstinenci do sterilni nadobky.

4.3.2.  Zpracovani ejakulatu

Ejakulat se nechava 20-30minufi gpokojové teplo zkapaldt. Nasleds je pomoci
Maklerovy kontirky vyhodnocena koncentrace a pohyblivost spermidychom ziskali
informace o zékladnich parametrech ejakulatu. izgeenasled#é prenesen do zkumavky,
promichan s PBS a zcentrifugovan po 10 mirfutl 000 ot. (140 g) Po odséti supernatantu
se X zopakuje proplach PBS a centrifugace. Vzorek gy fmoplachnut celkem 3-krat. Tim
dojde k odstragni semenné plazmy, jejiZkteré sodasti by mohly, obzvlastu ejakulat

s vySS§i viskozitou, naruSit hybridizaci a mikroskidg hodnoceni. DalSim krokem je fixace
pomoci roztoku methanolu a kyseliny octoveé (v pan8:1). Fixativum se nejprveigava po
kapkach, postugnse dopini do celé zkumavky. Po centrifugaci seamdsupernatant a
zkumavka doplnicerstvym fixativem. Proplach se &pprovede celkem 3-krat. Po odsati
vétSiny supernatantu se pelet spermii rozmicha \20rB} ¢erstvého fixativa a ibd¥e se
uchovavat v mrazakuip-20°C.

4.3.3.  Priprava skli éek

Pomoci automatického pipetéru se 1Qd3uspenze seprmii ve fixativu kdpne na namrazené
sklicko a necha se zaschnout na plotynée 37°C. Hustota spermii se kontroluje pod
mikroskopem s fazovym kontrastem. Pokud je hustetiostaténa, gikapnou se na skiko
dalSi kapky suspenze a nechaji se zaschnout.

Sklicka se spermiemi se jednou oplachnouwx83C a naslednse dokondenzuji roztokem
1mmol DTT v TRIS pufru (pH 8). Cilem tohoto krokeal paruseni disulfidovych vazeb mezi
molekulami protaminu v j&@& spermie a tim jeji dekondenzace a umnZmpriniku DNA
sond i FISH. Po dekondenzaci se skih 2-krat oplachuji v2SSC a provede se post-fixace
pomoci 4% paraformaldehydu v PBS. Tim je z&ji8t Ze pi dalSich krocich nedochéazi
k dalSimu rozpadu spermii a zachovavaji si, s \Wgimzwtsené hlaviky, pivodni tvar. Tim
je umozrno jednozn&né odliSeni spermii od ostatnich Bamych elemernt dle tvaru
hlavicky a gritomnosti béiku. Po post-fixaci se skka 2x oplachuji 2SSC a dehydratuji
alkoholovouradou (70, 80 a 100% alkohol).

4.3.4.  Fluorescen ¢€ni in situ hybridizace (FISH)

Podle typu pouzité sondy je tuto nutno dle instiukeobce n#&edit hybridiz&nim roztokem,
nebo je dodavana jiz v koncentraci pro pouziti.abuice (Tabulka 1) je seznam sond
otestovanych a pouzivanych pro stanoveni chromézeen spermiich. Mnozstvi sondy
odpovidajici oblasti se spermiemi na &kili a vybranému rozénu kryciho skléka je
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naneseno na kryci skko a na to se sklopi podlozni skib. Timto postupem je
minimalizovano nebezgébublin pod krycim skéikem. Aby nedoSlo k vysychani sondy nebo
jejimu n&edéni kondenzujici vodou ve vihké hybridézd komirce, je nutno kryci skiko
oblepit lepidlem nebo zakryt parafimem.

Denaturace a hybridizace je prov¥ad v gistroji Vysis Hybrite (Abbott Laboratories, Abbott
Park, IL, USA). Pro #Sinu sond je pouzivana denaturace 5 niirvp°C a hybridizace 4-20
hodin (ges noc) p 37°C.

Odmyti nenavdzanych molekul sondy je prawad v roztoku dle instrukci dodavatele. Je
pouzivan vysoce stringentni roztok bez formamidbyykle 0,%SSC nebo 0XSSC

s pridavkem detergentu (0,3% NP-40 nebo 0,3% TweenpaQobu 1-4 minut. Nasleduje
oplach ZSSC jenz slouzi pouze k ochlazeni&di a zamezeniipiSnému odmyti sondy. Na
sklicko je aplikovdn montovaci roztok Vectashield (Vect@aboratories, Burlingame, CA,
USA)chranici fluorochromyied vysvicenim obsahujici navic DAPI, které nespagifbarvi
veSkerou DNA motk.

Tabulka 1. Seznam sond pouZzivanych pro vyS&ni aneuploidie spermii

Chromosom Band Lokus Znéeni Vyrobcs
1 lcen D171 FluorX JuroV
1 lcen D172 Biotin Jurov
7 7cen D771 Rhodamine Qbiogéne
8 8cen D871 Fluorescein | Qbiogéne
13 13914.3 D13S319 — D13S262 FITC Ongor
13 1314 RB SpectrumGreen Vys|s
14 14qter STS-X5839A?A’\OS?:A?9%36156’ STS-SpectrumOrange Vysis
15 15cen D1571 SpectrumOrange  Vygis
16 16cen D16Z3 SpectrumAqua Vys|s
17 17cen D17z1 SpectrumGregn  Vyqis
18 18cen D1871 Cy3 Juro
18 18cen D1871 SpectrumAqua Vys|s
21 21g22.2 D21S270 — D21S339 TexasRed Orjcor
21 21022.13-g22|2 D21S259, D21S341, D21S342 SpectrumOrange  Vysis
22 22q11.2 BCR SpectrumGreen  Vydis
X Xcen DXZ1 FITC Qbiogene
X Xcen DXZ1 SpectrumGreer Vysi$
X Xcen DXZ1 FITC Cytocel|
X Xcen DXZ1 FluorX Jurov
X Xcen DXZ1 Biotin Jurov
Y Ycen DYZ3 Rhodamine Qbiogene
Y Ycen DYZ3 SpectrumOrange  Vysi$
Y Ycen DYZ3 TexasRed Cytocell
Y Ycen DYZ3 Cy3 Jurov
Y Ycen DYZ3 Biotin Jurov

Vyrobci:

Cytocell - Cytocell Technologies Ltd., Cambridges U
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Jurov - Prof. Jurij B. Jurov, Narodni centrum ménritio zdravi, Ruska akademi
lékarskych ¥d, Moskva, Rusko

Oncor - MP Biomedicals, Morgan Irvine, CA, USA

Qbiogene - MP Biomedicals, Morgan Irvine, CA, USA

Vysis - Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA

4.3.5. Fluorescen €ni mikroskopie

Pro prohlizeni vyslednych prepatrgé pouzivan fluoresceéni mikroskop Zeiss Axioplan 2
imaging mot (Carl Zeiss Jena, SRN) issjusSnymi fluorescamimi filtry. Pro nalezeni
spermii a rychlé vyhodnoceni sigingé pozivan 4-pasmovy filtr Blue/Aqua/Green/Orange,
ktery umo#uje sowdasné nalezeni spermii i hodnoceni signéé 3 barvach. Pokud je
nalezena suspektnabnormdlni spermie, je nutné jednotlivé signalyphfgdnout v 1-
pasmovych filtrech (Yellow, Red, Green, Aqua, Blugby vysledek nebyl ovlivm
piekryvem jednotlivych signal

4.3.6.  Pravidla hodnoceni spermii

Normalre by kazda spermie &a byt monosomicka pro vSechny vy@&stané chromosomy, a
tedy mit jeden signal pro kazdy vy&stany chromosom. Abnormalnim je nalez nulisomie
(chybsni signalu pro dany chromosom) nebo disomisitgmnost dvou signal pro dany
chromosom). Vzhledem k tomu, Ze nalez nulisomiézZenbyt téZ artefaktem #pobenym
selhanim hybridizace, vychazi hodnoceni vyskytuuplwadie spermii pouze z nalezané
frekvence disomii.

Nehodnotise spermie:

* bez béiku — miZe jit o jinou buiku (epitelie, leukocyt, spermatogonie, spermatocyt,
spermatida)

» ve shlucich, s hlavkami p‘es sebe — pokud nelze j&snzeznat okraje hlasek

e se d¢ma hlavékami nebo d¥ma btiky — miZze se jednat o vice spermii na&ob

» s @ilis malou hlavikou, nenabarvena DAPI — neobsahuje jadro, mohteoSkodit Ehem
FISH

» s velkou hlawikou s nejasnymi konturami +ippS dekondenzovana

* pokud se v zorném poli nachazi vice nez 1 sperezesipnal — Spats hybridizovana
oblast, okraj

» s diftznimi neohradenymi signaly

Aby bylo spermie hodnocena jaklisomicka pro uréity chromosom, musi mit

bi¢ik

» tvar a velikost vyldujici, Ze jde o d¥ hlavicky pres sebe (proast, zhodnotit kontury)

» oba signaly fiblizn¢ stejreé velkou plochu a intenzitu

e signaly vzdalené alespgramer signalu

Aby bylo spermie hodnocena jaktiploidni, musi byt disomick& pro vSechny vy&estané
chromozomy resp. par XY

4.3.7. Dokumentace
Pro dokumentaci kazdé nalezené a hodnocené spgrpigivan program Anomaly Counter

takZze zaznamenava pro kazdou nalezenou spermipijeginé sotadnice. U normalnich
spermii se zaznamenava, zda nese chromozom X nef@oRkad byly sondy na X a Y)
pouzity. U abnormalnich spermii se zaznamenava agpmalie, zda je tato anomélie
jednozn&na nebo suspektni, zda ma jadro northdkm barvici DAPI, zda ma jednu hiéki
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a jeden hiik. Pro dalSi hodnoceni se berou jen spermie pwnymi anomaliemi,
s jadrem normakhse barvicim DAPI, s jednou hlgkou a jednim Kiikem (viz 4.3.6).

K archivaci vysledik a sestaveni vysledkové zpravy pouzivame databézapbkaci AR4
(viz 7).

4.3.8. Obrazova dokumentace a po ¢ita€ova analyza obrazu

Pro obrazovou dokumentaci jsou pouZivana kamerac&xn MRm (Zeiss) a software
Axiovision (Zeiss) nebo ISIS (Metasystems, Altlusislh, Nemecko). Oba tyto programy
umoziuji nasnimat viislusnych fluorescemich filtrechéernobile obrazy, které zachycuji
intenzitu signédl v odpovidajicich vinovych délkach. Kazdénternobiléemu obrazu je
nasleds prirazena barva (ktera e odpovidat emisni vinové délce) a je z nich sioze
vysledny obraz. Dlezité je, Ze i nadale je mozné pracovat s kazdyw®thto barevnych
kanadli nezavisle a tim dejmit vztahy dotykajicich se neborgiryvajicich se signal
odpovidajicich #¥zr¢ znaenym sondam. Navic, vzhledem ktomu, Ze nespeéifick
fluorescence pozadi je nejlépe viditelna filtremuAgje mozné nasnimanim v tomto kanal
ziskat i obraz iku a gipadnych rezidui cytoplazmy spermii.

4.3.9. Analyza ve 3rozm érech (3D)

Pouziti mikroskopu s motorizovanym jemnym posuneps& Z umo#uje nasnimat obraz
v presré definovanych rovinach ostrosti. V softwaru Axidgeis je pak mozné nejenom takto
vzniklymi vrstvami prochézet, ale i je prohlizetoanich projekcich a jako 3-rozimé
modely. Zné&nou ¢ast neostrého obrazu od objekinimo rovinu ostrosti Ize odstranit
zvySenim prahu intenzity. Pokud toto néftaze uzit specialni matematické postupy
dekonvoluce pro odstrani neostrych¢asti obrazu. Timto postupem lzefaek pripadi
zpresnit hodnoceni dotykajicich gefryvajicich se signal

4.4. Vysledky

Vysledky vySeteni chromosoifn 1, 7, 8, 18, X a Y jsou shrnuty v tabulkdch (T&buR,
Tabulka 3, Tabulka 4). Ukazky hodnocenych sperswiiljna obrazku (Obrazek 8).

Pri vySetenim chromosoml a 18 byl zji&n vyskyt disomie 1 grmeérné v 0,16% spermii,
median 0,11%, maximum 0,59, vyskyt disomie 1&nmrné v 0,22%, median 0,13%,
maximum 1,57% a vyskyt diploidie fimérné v 0,19%, median 0,10%, maximum 0,80%.

Ve skupit muzi s oligozoospermii (koncentrace spermii pod 20/mi). byla disomie 1
v 0,15%, median 0,10, maximum 0,58, disomie 1L8rgrné¢ 0,25%, median 0,17, maximum
0,50, diploidie pimérn¢ 0,17%, median 0,14, maximum 0,59.

Ve skupirt muAi s normalni koncentraci spermii (od 20 mil./ml) ébylalezena disomie 1
v 0,18%, median 0,12, maximum 0,59, disomie 18mgrn¢ v 0,19%, median 0,10%,
maximum 1,57 a diploidie pmérné v 0,20%, median 0,07%, maximum 0,80.
Chromosomy 7 a 8 byly vy§etvany pouze ve skupirmuzi s normalni koncentraci. Disomie
7 byla nalezena pmérn¢ v 0,05%, median 0,04%, maximum 0,08, disomie 8mgrné

v 0,07%, median 0,07, maximum 0,22 a diploidi&gnmirn¢ v 0,05%, median 0,04, maximum
0,23.

VySettenim chromosoi pouze chromosoinX a Y nelze odlisit disomii gonosamod
diploidie, vysledky jsou proto uvedeny podle jedngth abnormalnich naléz Kombinace
XX byla nalezena gimérné v 0,12% spermii, median 0,07, maximum 0,43, koatBnXY
pramérné v 0,39, median 0,27, maximum 1,11%, kombinace Y¥grné v 0,10%, median
0,10%, maximum 0,25.

-28-



Chromosomalni vady ve spermiich

Ve skupirg muzi s oligozoospermii byla kombinace XXapnérné v 0,10% spermii, median
0,10, maximum 0,20, kombinace XY uonérné v 0,27, median 0,21, maximum 0,49%,
kombinace YY pitmérné v 0,07%, median 0,09%, maximum 0,10.

Ve skupirt muzi s normalni koncentraci byla kombinace XX nalezprianérné v 0,13%,
median 0,05, maximum 0,43, kombinace XYipérné¢ v 0,47%, median 0,34%, maximum
1,11% a kombinace YY pmeérné v 0,12%, median 0,10%, maximum 0,25%.

Tabulka 2. Vysledky vySefeni chromosoni 1 a 18 ve spermiich

Konc. Nalez
Koéd spermii 1,18 1,1,18 1,18, 18 1,1,18,18 | Celkem
[mil./ml] [ poget % Podet| % |Pocéet| % |Poéet| %
F592 1,2 2013 || 98,63% 3 0,15% 2 0,10% 1 0,05% | 2041
F332 1,8 1989 | 97,93% 3 0,15% 7 0,34% 16 0,79% | 2031
F418+515 2 5991 || 99,25% 7 0,12% 7 0,12% 7 0,12%| 6036
F635 3,6 2767 || 98,72% 2 0,07% 0 0,00% 5 0,18% | 2803
F560 4 1592 | 95,96% 1 0,06% 26 1,57% 3 0,18% 1659
F556+559 4,4 4946 | 98,08% 4 0,08% 7 0,14% 6 0,12% | 5043
F367 5,5 1067 | 99,16% 3 0,28% 0 0,00% 0 0,00% 1076
F366 6 1015 | 98,64% 3 0,29% 5 0,49% 0 0,00% 1029
F636 6 1154 | 97,38% 7 0,59% 2 0,17% 8 0,68% 1185
F581 7 1494 | 99,34% 2 0,13% 2 0,13% 1 0,07% 1504
F582 7,5 5001 | 99,64% 2 0,04% 3 0,06% 1 0,02% | 5019
F531+532 8 5007 || 98,41% 1 0,02% 10 0,20% 2 0,04% | 5088
F307 10,4 1002 | 97,19% 6 0,58% 1 0,10% 6 0,58% 1031
F664 11,1 2956 || 98,40% 8 0,27% 5 0,17% 24 0,80% | 3004
F513 13 4999 | 99,58% 3 0,06% 3 0,06% 2 0,04% | 5020
F549 13 5004 | 99,58% 3 0,06% 1 0,02% 1 0,02% | 5025
F379 13,7 1140 | 97,94% 4 0,34% 0 0,00% 0 0,00% 1164
F331+363 14 3016 | 98,98% 1 0,03% 0 0,00% 1 0,03% | 3047
F574+F570 14 5039 || 98,46% 3 0,06% 1 0,02% 5 0,10%| 5118
F514+517 30 8842 || 98,90% 18 0,20% 11 0,12% 29 0,32%| 8940
F731 34,3 1321 | 94,76% 5 0,36% 2 0,14% 0 0,00% 1394
F326 35 2008 || 98,72% 4 0,20% 1 0,05% 1 0,05% | 2034
F548 41 1080 | 99,63% 0 0,00% 1 0,09% 0 0,00% 1084
F311 43 1018 | 98,36% 0 0,00% 1 0,10% 3 0,29% 1035
F314 52 1021 | 98,74% 2 0,19% 3 0,29% 1 0,10% 1034
F329 52 1982 | 98,95% 2 0,10% 10 0,50% 1 0,05% | 2003
F324 53 1000 | 99,40% 1 0,10% 2 0,20% 0 0,00% 1006
F364+535 56,3 4580 | 99,26% 5 0,11% 6 0,13% 8 0,17%| 4614
F323 65 1001 | 97,75% 2 0,20% 1 0,10% 6 0,59% 1024
F330 71,5 2000 || 98,72% 3 0,15% 2 0,10% 1 0,05% | 2026
F321 72 998 | 97,37% 0 0,00% 5 0,49% 2 0,20% 1025
F327 91 1002 | 98,72% 0 0,00% 3 0,30% 2 0,20% 1015
F320 93 1018 | 99,32% 1 0,10% 4 0,39% 0 0,00% 1025
F306 126 1000 | 96,34% 1 0,10% 5 0,48% 3 0,29% 1038
F316 180 1000 | 97,47% 6 0,58% 5 0,49% 4 0,39% 1026
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Tabulka 3. Vysledky vySefeni chromosoni 7 a 8 ve spermiich

Konc. Nalez
Kod spermii 7,8 7,7,8 7,8,8 7,7,8,8 Celkem
[mil./ml] | poget % Poéet % Poéet % Po éet %
JO01 30 5800 99,81% 1 0,02% 2 0,03% 2 0,03% 5811
J002 78 10029 99,79% 3 0,03% 7 0,07% 4 0,04% 10050
J004 91 10000 99,79% 4 0,04% 5 0,05% 3 0,03% 10021
JO05 56 10163 99,79% 4 0,04% 6 0,06% 1 0,01% 10184
JO06 52 10011 99,81% 4 0,04% 5 0,05% 2 0,02% 10030
JO07 28 9998 99,80% 3 0,03% 5 0,05% 3 0,03% 10018
JO08 37 10004 | 99,60% 5 0,05% 13 0,13% 2 0,02% 10044
JO09 98 9987 99,40% 7 0,07% 22 0,22% 5 0,05% 10047
JO010 203 9953 99,31% 7 0,07% 18 0,18% 23 0,23% 10022
JO11 59,5 10051 99,71% 6 0,06% 7 0,07% 7 0,07% 10080
J012 41,5 10018 99,70% 5 0,05% 8 0,08% 5 0,05% 10048
JO013 75 10005 99,65% 8 0,08% 11 0,11% 4 0,04% 10040
Tabulka 4. Vysledky vySefeni chromosoni X a Y ve spermiich
Konc. Nalez
Kaéd spermif Y X, X X, Y Y,Y Soucet
[mil./ml] | poget % Podet % Po&et % Po &et % Po&et %
F551 0,8 995 | 49.75% | 998 | 49,90% 1 0,05% 4 0,20% 2 0,10% 2000
F419 2 518 | 51,08% | 488 [ 4813% 2 0,20% 5 0,49% 1 0,10% 1014
F484 13 718 | 5169% | 666 | 47,95% 2 0,14% 2 0,14% 1 0,07% 1389
F552 13 1770 | 50,40% | 1732 [ 49,32% 1 0,03% 8 0,23% 1 0,03% 3512
F482 30 806 | 4997% | 792 [ 4910% 7 0,43% 4 0,25% 4 0,25% 1613
F670 34,3 2111 | 5311% | 1806 | 4543% 10 0,25% 44 1,11% 4 0,10% 3975
F547 41 482 | 4806% | 519 [ 5174% 0 0,00% 2 0,20% 0 0,00% 1003
F483 56,3 492 | 4819% | 521 [ 51,03% 0 0,00% 6 0,59% 2 0,20% 1021
F302 61 492 | 4847% | 519 [ 51,13% 0 0,00% 3 0,30% 1 0,10% 1015
F301 65 510 | 49.18% | 521 [ 50,24% 1 0,10% 4 0,39% 1 0,10% 1037
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Obrazek 8.FISH na spermiich. Pouzity sondy na chromsomy 1 (zelend) a 1&érvend),
jadro obarveno DAPI (modra)

A. A) Normalni nalez
B. B) Disomie 1

C. C) Disomie 18

D. D) Diploidie
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Obrazek 9.3D-FIAH na spermiich. Pouzity sondy chromsomy 13 ¢ervena), 16 (aqua),
18 (fialova), 21 (zelend) a 22 (Zlutd), jAdro obaeno DAPI (modrd). Abnormalni nélez -
disomie 22.

Povrchova projekce, pohled ze strany
Povrchova projekce, pohled shora
Pihledna projekce, pohled ze strany
Piithlednéa projekce, pohled shora

oOw»

B)

4.5. Diskuse

Nami modifikovany postup fixace a dekondenzace rmapeje zaloZen na fixaci spermii
metanolem s kyselinou octovou. Spermie je pak maiot@vavat v suspenzi ve fixam
roztoku. Po nakapéni na sid je nutné provést dekondenzaci dithiothreitoldviartini et
al, 1995). Problémem této dekondenzace je, Zenpdochazi k naruSeni struktury jadra
spermie. B nasledné denaturaci a hybridizaci tatkay dochazi k dalSimu rozpadu jadra a
signdly FISH mohou byt dikni a obtiza hodnotitelné. Zavedenim post-fixace
paraformaldehydem po dekondenzaci jsme dosahli,tdkojadra spermii jsou ideéln
dekondenzovand, takZze sondy mohou pronikat k DN&,nedochazi k dalSimu rozpadu a
degradaci signal Tim je dosaZzeno maximalni @Smosti hybridizace a spolehlivosti
vySeteni.
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Analyza pomoci 3D-FISH umagje rozliSit signaly které se dotykaji nebtekryvaji. Tim
maze pomoci obzvlastv piipadech vzork s extréma nizkou koncentraci spermii, kdy je
nutné vySdit analyzovat kazdou nalezenou spermii a kdy jeer potreba pouZzit sondy na
co nejvice chromosaoimnajednou. Tato metoda ale satt@ae nenmize byt standardem pro
studie sledujici vyskyt aneuploidii u zdravym riauzebo mu# s jen mirnym postizenim
spermatoegeneze, u nichz je pro spolehlivé stamdwekvence aneuploidii nutné vysiet
alespa 10 000 spermii.

Dosazené vysledky odpovidaji Utla ve s¥tové literatie, ale zatim neumaaji dalSi
hodnoceni a stanoveni refetafth hodnot pro studovanou populaci.

4.6. Zavery

Molekularré cytogenetické vyS&tni spermii je jednou z metod, které podavaji tlgfdi
informace o ejakulatu muz s poruchami plodnosti. Umaidje odhadovat riziko
chromosomalnich vad po oplozetiirpzenou cestou nebo metodami asistované reprodukce

Vysledky vySeteni aneuploidie spermii byly ziegnény v publikacich 3.1, 6.3, 6.5, 7.4, 8.1,
9.2,9.3,10.1 a 10.4 - vizi®bha 2.
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5.Chromosomalni vady v oocytech
5.1. Uvod

5.1.1. Oogeneze

Primarni oocyty vstupuji do profaze prvniho meiodico cleni jiz ve 13. tydnu prenatalniho
obdobi (Gondos et all986). Postupnhprochazi jeho jednotlivymi stadii az do faze diplee,
ze které pechazi do faze dictyotene. V ni se chromosomy didwazruji,¢imz je umozana
genova exprese. Oocyt vtomto stavu setrvava akgldst do okamzikudsre pred ovulaci,
kdy dokortuje prvni meiotické &eni a vypuzuje prvni polarnélisko. Spoléné s prvnim
polarnim tliskem se v perivitelinnim prostoru obvykle nachazizbytky burénych
fragment (interbodies) (Sathananthan et 2D06).

V sekundarnim oocytu zbyvad 23 chromosortvorenych déma chromatidami. Oocyt
okamzit vstupuje do druhého meiotickéhélehi a v metafazéeka na oplozeni spermii. Po
oplozeni je dokoteno druhé meiotické &kni a oddluje se druhé polarniélisko.
Chromosomy, kteréigstavaji v oocytu se dekondenzuji aif\eangi prvojadro zygoty.

V sawich oocytech sednem dlouhé faze diktytotene rozpadaji centrosomgn@®hdhar et
al., 2005). Centrosomalni proteinyistavaji rozpu&hé v cytoplasi Meioticka dleni tedy
probihaji bez &asti centrosoifn Jako nukleéni centra mikrotubul déliciho weténka misto
nich slouzi pimo kondenzované chromosomy. Mikrotubuly se nasledrganizuji do
vieténka, které postrada astralni mikrotubuly.

5.1.2.  VySetfeni chromosom U v oocytech

Narozdil od spermii neni prakticky mozné k analgiskat oocyty zdravych plodnych Zen,
neba’ dozravaji po jednom v kazdém cyklu. Zakladem me&tBde ovarialni hyperstimulace,
jejimz cilem je sotasné dozravani a nasledny &dlvice oocyt najednou. Obvykle je
ziskano od 0 do 20 oodytJe teba mit na pa#ti, Ze tyto oocyty maji za sebou dozravani
béhem nefyziologické ovarialni hyperstimulace, ktemdize pfibéh meibzy a vznik
chromosomalnich vad ovhwvat. Situace vifrozere dozravajicich oocytech a u zdravych
Zzen se rize lisit.

Pred oplozenim Ize od oocytu mikromanipulaci odeprani polarni élisko a jeho analyzou
negimo vySetit oocyt (Verlinsky et al. 1995). Chybni nékterého chromosomu v prvnim
polarnim tlisku znamena, Ze nejspigepyva v sekundarnim oocytu a naopak. Poddba
také po oplozeni odebrat druhé polagtisko a z vysledku jeho analyzy usuzovat nabgin
druhého meiotického &kni. VySefeni obou polarnichélisek tedy poskytuje néfmou
informaci o chromosomech, kteréstaly v oocytu.

U nekterych oocyli oplozeni selhava aigtavaji ve stadiu metafaze druhého meiotického
déleni. Ty Ize analyzovat i s jejich prvnim poléarnitéliskem (Pellestor et al.1988).
Vzhledem k vzacnosti oodytje WtSina studii zaloZzena pré&wa analyze échto zbylych
oocytl nebo na analyze odebranych polarnédisek.

Chromosomy neoplozeného oocytu sice jsou v metafii se tedy jednotlévanalyzovat,
ale jejich kvalita neumaije jednozn&nou identifikaci pruhovanim. @bpolarni €liska
rychle odumiraji, takZze ani u nich nelze pouzihgtadni cytogenetické metody. Pro klinické
Ucely se tedy pouzivA FISH a &aaji se objevovat i studie zalozené na komparativn
genomové hybridizaci (CGH) (Fragouli et, &1006).
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5.1.3. Mechanismy vzniku aneuploidie v oocytech

5.1.3.1. Germinalni mosaicismus

Vzacre mize @icinou aneuploidie v oocytech chyb&hem rikterého z bu&nych dleni
behem vyvoje zarodmé (germinalni) linie. V takovén¥ipad mohou ovaria obsahovat linii
aneuploidnich primarnich oody{Mahmood et a).2000).

5.1.3.2.  Non-disjunkce chromosom U

Tradiné byva vznik aneuploidii vystlovan tzv. non-disjunkci, tedy neo#lenim
chromosom v anafazi. V prvnim &eni meidézy ktomu dochazéastji, pokud mezi
chromosomy daného paruibec nedoslo k rekombinaci, nebo pokud k rekombirtadlo
pouze jednou a to pobliz telomer (Sherman et2805). Nerekombinované chromosomy se
rozchazeji ndhodn a snadno se e stat, Ze obaigtanou v oocytu nebo naopak v polarnim
télisku. Osamocena rekombinace pobliz telonfejn® také chromosomy nedrzi dostai&
pevre.

5.1.3.3. Pred€asné separace chromatid

Pokud v jednom z chromosane péru, ktery se rozchazi v anafazi prvniho mekétio
déleni, nejsou chromatidy pe¥nspojené progednictvim centromery, @iZe se tento
chromosom rozgit jiz v prvnim c&leni (Angell 1997).0isledkem je, Ze v sekundarnim
oocytu Aistanou bdto tfi nebo jedna chromatida misto dvou. Volna chronaapdtom ve
druhém dleni bul'to zistane v oocytu nebo sk&inve druhém polarninglisku.

K predtasnému odtleni chromatid mize dojit i v metafazi druhéhcsléni, v niz oocyteka
na oplozeni. Volné chromatidy se naskedpét rozchazeji ndhoan

5.1.3.4. Opozdéni v anafazi

Pokud v metafazi druhého meiotickéhdleshi rektery chromosom neni napojen ndlidi
vieténko, nebo se v anafazi odoge, Zistava v fivodni poloze odpovidajici metafazi a neni
nasledy zavzat do obnovujiciho se jadra. Dojde tedy k jebpletni ztrét (Cupisti et al.
2003).

5.1.4.  Vyskyt chromosomalnich vad v oocytech

Odhady vyskytu chromosoméalnich vad v oocytech smami€ liSi podle toho zda vychazeji
z analyzy polérnichétisek nebo z analyzy neoplozenych odcyMezi pi¢inami €chto
rozdili mohou byt jak technické problémy, které ¢Zafi ol metody, tak rozdily ve
studovanych populacich, protoZze preimplantavySeteni polarnich dlisek je provadno
praw u Zen s vysokym rizikem aneuploidie.

Mezi neoplozenymi oocyty byva nachazeno kolem 20%hremosomalnimi vadami
(Pellestor et al.2002). Z vySeeni polarnichdisek vyplyva aneuploidie ve vice nez 60%
oocyti (Kuliev et al, 2005). V obou polarnich¢liscich je nachdzen podobny vyskyt
aneuploidie (kolem 50%). ChAsti oocyti jsou nachazeny chyby v obou meiotickyatedich,
které se projevi abnormalitou obou polarnictisek. Nekdy téZz dochazi ke korekci
aneuploidie vzniklé v prvniméteni ndslednou ogaou chybou ve druhéntigni.

Oba typy studii nachazeji v prvnim meiotické#éedi vyraznou fevahu chromatidovych vad
(vzniklych predtasnou separaci chromatid) nad celochromosomovynziniK&jicimi
nondisjunkci).

VySetrenim polarnich disek nosiek robertsonskych translokaci bylo nalezeno u 14)3;
33% nebalancovanych, 51% normélnich a 16% balamgota a u t(14,21) 42%,
nebalancovanych, 37% normalnich a 21% balancovafMahne et al.2000).
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V prabéhu meidzy v oocytech se, na rozdil od spermatogentetik neuplatuji burééné
kontrolni mechanismy. Poruchy v parovani chromaso(apisobené nagklad jejich
strukturalnimi vadami, mutacemi v genech pro protepodilejici se na meiéze nebo
pusobenim v§jSich vlivii) tedy nemusi vést k zastavyvoje a apoptdze. Tim je nejspis dan
vySSi vyskyt aneuploidii v oocytech ve srovnangsermiemi.

5.1.5. Vliv v éku

VSeobects znamy vliv wku matky na vyskyt aneuploidii u potoinke dan zvySenym
vyskytem aneuploidii v oocytech Zen vySSilikw Z analyz neoplozenych oogywyplyva,

Ze do 30. roku je aneuploidnich odcwsi 5-10%, n&Z nasleduje prudky vzestup, takze,
v 35 letech,je jich kolem 15%, ve 40 letech 30%4b\etech vice nez 50% (Pellestor €t al.
2005a) .

Pricina zavislosti vyskytu aneuploidie nakw Zeny neni znama, ale prapddobr se podili
vice faktofi. NejrozSfersjSi vyklad je zaloZzen na teorii dvou zagathamb et al. 1996).
Prvnim je vznik nachylné meiotické konfigurace, @aatem a polohou rekombinacighem
profaze prvniho meiotickéhctléni, ktera probihd jiz prenatélnrDruhym zdsahem je chybné
rozckleni chromosorin v dozravajicim oocytu, na&émz se nize podilet degradace protéin
nezbytnych pro spravny fgoch meiozy i fizné inzulty nasbiranéébem celé doby, kdy byl
oocyt v klidu.

Roli maze hrat i £asem klesajici get folikuli v ovéariich. Jednotlivé folikuly odumiraji
apoptézou a tento procescéha jiz kEhem prenatalniho obdobi (De Pol et, d997).

Z celkem asi 1 000 000 folikiulvzniklych lEhem prenatalniho vyvoje, jich v 25 letech zbyva
kolem 100 000 a v 45 letech jiz jen 1 000 (Gougd®@98). Pdet antralnich folikul, z nichz

se khem cyklu selektuje jeden, ktery dozraje, tak kie€®d mezi 20-30. rokem na 10 mezi
30-40. rokem a 2-3 po 40.roce (Gougetf98). Tyto ve vySSimeéku dozravajici oocyty
mohou byt mé&kvalitni a zarova je jich mért k selekci.

5.2. Cile

Cilem prace bylo zavést metodu FISH pro Vgt oocyli analyzou polarnichélisek a
piimé vySeteni oocyt, u nichZ selhala in vitro fertilizace

5.3. Material a metody

5.3.1. Material

Pro vySeteni chromozorin oocyti lze pouZzit pouze neoplozené oocyty v metafazi 2.
meiotického dleni nebo 1. a 2. polarnéliska (viz 5.1.2). Jedna se tedy o oocyty u nichz
oplozeni selhalo a které neni mozné v rami metstioagné reprodukce pouzit.

5.3.2.  Fixace neoplozenych oocyt

Pro fixaci neoplozenych oodytjsme testovali dv metody: klasickou metodu fixace se
schnutim na vzduchu (Tarkowski996)a metodu postupné fixace (Kamiguchi et 93,
Pellestor et al.2005b). Postup dle Tarkowského je stejny jakiofigpovani blastomer (viz
6.3.2.1). B postupné fixaci je oocyt nejprve na 15 minigmesen do hypotonického roztoku
citratu sodného (0,9% roztok), naslédio fixace | (metanol s kyselinou octovou a vodou
v porreru 5:1:4) na 5 minut. Poté je oocytepesen na podlozni sktb a kapne se nagp
fixace Il (metanol s kyselinou octovou v pé&mn 3:1). Skiéko se ihned umisti do kadinky
s fixaci Il na 10 minu a poté do kadinky s fixati (imetanol s kyselinou octovou a vodou
v poneru 3:3:1) na 1 minutu. Naslegise necha zaschnout.
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5.3.3.  Biopsie polarnich t élisek

V naSich podminkach je idealni pro¢édiopsii obou polarnichétisek najednou 20-24 hodin
po inseminaci oocytmetodou IVF nebo ICSI, tedy ve stadiu zygoty. Biege provadna na
invertovaném mikroskopu Nikon TE300 (Nikon, Toky@gponsko) s mikromanipgiaim
za'izenim Narshige (Narshige, Japonsko) a mikroinjgkEppendorf Celltram (Eppendorf ,
Hamburg, Nmecko) v kapce media pod mineralnim olejem na plaEstmisce. Zygota je
uchycena pomoci holdingové mikropipety a nastavieka aby ob polarni Eliska byla
Vv roviné ostrosti v poloze odpovidajici 1 nebo 5 na cifaur(viz Obrazek 10).

Otvor v zona pellucida je vytven pomoci infréerveného laseru Octax (MTG). Polarni
téliska jsou aspirovana pomoci bioptické mikropipeppendorf Custom Tip (Eppendorf).

Miska se zygotou je na mikroskopickém stolku nabnazskikkem Superforst Plus (Menzel
Glaser, Nmecko) s 0,2ul destilované vody. Do ni jsou polarniliska genesena idmo
bioptickou mikropipetou. V kapce vody dojdéi gasychani k rozpadu membran polarnich
télisek a k jejich pischnuti ke sktiku. Vzhledem k tomu, Ze maji jen zcela minimalnjeoi
cytoplasmy, mohou se takto nechat zaschnout adisacprovadi az dodét€ kapnutim 2-
krat 10 ul fixativa (methanol + kyselina octova v pérma 3:1). Skiéka se dehydratuji
oplachem v methanolu.

Obrazek 10. Schéma biopsie polarnichélisek

A. Po oteveni zona pellucida laserem
B. Po odbru polarnich glisek
A) B)

_ 7

5.3.4. Fluorescen €ni in situ hybridizace (FISH)

Pro vySeteni polarnichdlisek je uzivana sada sond Vysis Multivision PB l§ath) obsahujici
sondy na chromosomy 13 (Spectrum Red), 16 (Spec&qua), 18 (Spectrum Blue), 21
(Spectrum Green) a 22 (Spectrum Yellow). Denaturpogbiha 5 minut f 75°C a
hybridizace 4 hodinyi 37°C. Oplach provadime roztokem 8E5C s 0,3% NP-40ip72°C
po dobu 3 minut. Jako montovaci medium pouzivametashield bez DAPI, protoZze modra
barva by branila hodnoceni sigh@hatenych Spectrum Blue.

5.3.5.  Fluorescen €éni mikroskopie

Pti mikroskopické analyze je hlavnim problémem natézehromatinu polarnichélisek,

ktery je casto fragmentovany, nebge jedna o degenerujici nevitalninky. Déle je pateba

rozliSit prvni polarni dlisko od druhého. Ktomu slouzi rozdil ve velikogtrvni polarni
télisko ma ¥tsi jadro, obsahuje dvojnasobek chromatinu) atypaignal (prvni polarni
télisko obsahuje v normalnimiipact pro kazdy chromosom dvchromatidy, druhé jen
jednu)..
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5.3.6.  Hodnoceni polarnich t élisek

Hodnoceni fluorescenich signal na polarnichdiscich je zatizeno velkou nespolehlivosti
danou tim, Ze se jedna o chromatin ve stadiu dege@elJe nutné pro kazdditko sprava
piitadit vSechny fipadné fragmenty.

V 1. polarnim &lisku ma normal& kazdy chromosom @vchromatidy. Tyto d& chromatidy
ovSem mohou byt jaksn u sebe nebo zta¢ vzdalené, fipadré kazda v jiném fragmentu.
Pozorovat bychom tedydi bud’to jeden velky dvojity signal nebo dva nezavistfnaly a to
jak pro sondy centromerické tak pro sondy lokuscHip&é. Odchylka od tohoto néalezu
(pritomnost 0, 1, 3 nebo 4 sigiaknamena abnormalitu.

Ve 2.polarnimdlisku je normalni nalez jednoho signal pro kazdpatozom.

Pro celkové hodnoceni jedl@Zité kombinovat vysledky z obowlisek. V reékterych
piipadech rmiZze dojit ve druhém meiotickémgldni ke korekci chyby vzniklé v prvnim
meiotickém dleni (viz 5.1.4). Vysledna zygota potom pro danyrochozom nenese
chromozomalni vadu ze strany oocytu. Ale vzhledetanhu, Ze se jedna o zygotu, v niz
piinejmensim k jedné chyby meidze doslo, je Iépe pro transfer vybrat jioénmalni embryo,
je-li k dispozici.

5.3.7. Dokumentace a obrazova analyza

K dokumentaci a obrazové analyze pouzivame softwarevision (viz 4.3.8). K archivaci
vysledki a sestaveni vysledkové zpravy pouzivame databéazapitkaci AR4 (viz 7).

5.4. Vysledky

5.4.1. VySetfeni neoplozenych oocyt

Ukézka vySeteni neoplozeného oocytu v metafazi druného meidhickitleni je na obrazku
(Obrazek 11). Dokladd mechanismus vzniku aneumopiediasnou separaci chromatid
chromosomu 22, které by v této fazélgnbyt spojené v oblasti centromer. Dojde-li k ¢éji
predtasnému odéeni, rozchazi se do ddenych burk nahod®. Dusledkem mze byt
aneuploidie ve vzniklé zyget
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Obrazek 11. Chromosomy neoplozeného oocytu s

Chromosomy oocytu v Ml fazétverec ukazuje polohu detailu na obr. Ba C
B. Detail chromosofi obarvené DAPI (modra)

FISH na chromosomy 16 (aqua), 21 (zelend) @223)
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5.4.2.  VySetfeni polarnich t élisek pro screening aneuploidii

VySetreni polarnichdisek bylo provedeno v 5 cyklech IVF s intracytgolatickou injekci
spermie (ICSI). Indikace zahrnovaly vys$éky opakované potraty a selhani IVF a
mozaicismus 45,X/46,XX. Biopsie byla provedena eyklu pred oplozenim metodou ICSI,
ve 4 cyklech druhy den po oplozeni. Vy&eb bylo 46 oocyi/zygot. Bylo analyzovano 42
PB1 a 27 PB2.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 5). Nomiahalez byl u 16 ze 41 Gspe
vySetenych PB1 (39%) a 19 z 27 @Sp vySetenych PB2 (70%). Celk@vbyl normalni
nalez u 14 z 43 (33%) uspe vySetenych oocyi/zygot. Transfer byl proveden ve 3 cyklech
z 5 (60%), v jednom cyklu nebyla Zzadna embrya vidditransferu po PGS, v jednom cyklu
pro kvalitu embryi. K&hotenstvi nedoslo u Zzadného z dykl

Obrazek 12. Ukazka vySatenych polarnich €lisek, FISH na chromosomy
(chromosomy 13 ¢ervend), 16 (aqua), 18 (modra), 21 (zelenad) a 22u¢a).

A. 1. polarni&lisko, normalni nalez — pro kazdy chromosondtoudvojity signal
nebo dva od&ené signaly

B. 2. polarni&lisko, normalini nalez — pro kazdy chromosom jedgnéd

B)

Tabulka 5. Vysledky vySeteni polarnich €lisek

Odebrano |VySetfeno Normalnich
PB1 42 41 |97,6% 16 |39,0%
PB2 27 27 1{100,0% 19 |70,4%
Dohromady zygoty |46 43  193,5% 14 |32,6%

VySetteni polarnich dlisek bylo navic provedeno v 1 cyklu IVF po kompiet selhani
fertilizace metodou ICSI, jakoZto pokus o &deni pricin tohoto selhani.

5.5. Diskuse

NaSe vysledky potvrzuji, Ze vy$ehi oocyli, u nichz selhalo oplozeni, e poskytnout
dilezité informace o poruchach meidzyét$ina aneuploidi matwod ze strany matky a
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vznikd tedy pra¥ béhem meidzy oocytu. Toto meiotick&leni z&ina jiz v prenatalni fazi
vyvoje Zeny, ale dokawmije se az po Ugpném oplozeni oocytu spermii. Vyi&atim 1.
polarniho tliska ziskame informaci pouze o vysledku 1. mek@tio d¢leni. Pro kompletni
zhodnoceni gib¢hu meidzy je tedyieba analyzovat i 2. polarnilisko, které se odduje az
po oplozeni. Z technickychigodi je idealni provést odb obou €lisek najednou po kontrole
vysledku oplozeni pozorovanim prvojader. Metodagadls pomoci laserového otewni zona
pellucida (Montag et al.1998) se nam osucila jakoZto rychla a relativh jednoducha,
obzvla§ v kombinaci s penesenim polarnickltsek na podlozni skiko pfimo bioptickou
mikropipetou . Tim je minimalizovano riziko jejicttraty. Ri mikroskopickém hodnoceni je
nutno rozliSit 1. a 2. polarndlisko. 1. polarnidlisko je ¥tSi a pro kazdy chromosom byim
mit dva signaly nebo jeden dvojity odpovidajici¢uha chromatidam. V tomtoélisku,
obdobr jako v oocytu v této fazi, se neobnovuje interf§adro. Jednotlivé chromosomy si
tedy Zistavaji ve formy metafazickych chromosam Rychle ale nastava jejich degenerace,
takZze obvykle nachazime spiSe nepravidelné strpkfiené fragmentovaného chromatinu.
V druhém polarnimdisku sice nastavéast&na obnova interfazniho jadra, alecbpe jedna
o nekompletni degenerujici tiku, takZze ani jeho chromatin nebyvéa ideéabachova. Tim je
dana hlavni technick&d nevyhoda vysef polarnichdisek. Ri Spatné kvali vySetovaného
materialu hrozi selhani hybridizace, r@&p&ni i fFekryvy signad.

5.6. Zavery

Owtili jsme, Ze biopsie polarnicklisek po laserovém ot&eni ZP je vhodn& metoda. Cub
20 hodin po oplozeni umaidje ziskat ob polarni Eliska najednou. Ziskané vysledky
umoziuji zdokonalit vylr embryi vhodnych k transfier vyiazenim embryi s jasn
prokazanou aneuploidii oocytu. Biopsie PB je v kogdanych pipadech dlezitou sodasti
asistované reprodukce.

Vysledky vySeteni aneuploidie oocta polarnichdlisek byly zvéejnény v publikacich 3.1,
9.1 a 10.1 - viz Aloha 2.
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6.Chromosomalni vady v embryich
6.1. Uvod

6.1.1.  Fertilizace a prvni bun é¢ény cyklus

Teprve po fertilizaci haploidni spermii dochazi dkdnieni meidzy oocytu a vyl@eni
druhého polarniho ¢tiska. Vznikd tak haploidni maternalni prvojadro.bdobré
z kondenzovaného jadra spermie vznikd paternalndjgadro. To se &hem G1 faze
dekondenzuje a protaminy jsou nahrazeny histoiyogem z oocytu. Replikace DNA
v zygot probiha v obou prvojadrech zvfa¥e splynuti obou genaimdochazi az po prvni
mitoze.

Spermie do zygoty kroénchromosom vnasi i proximalni centriolu, ktera se stava zd&la
centrosomu zygoty (Manandhar et, &005). Centrosomalni proteiny pochézi z cytoplasmy
oocytu. Duplikace vzniklého centrosomu unioje vznik mitotického é&iciho weténka
zygoty a prvni bukné cleni.

6.1.2.  VySetfeni chromosom @ v embryich

Pro preimplanténi genetickou diagnostiku Ize itky embrya odebrat hkito 3. den po
oplozeni (Handyside et all990) nebo 5. den (Dokras et, dl990). Teti den je sprawnse
vyvijejici embryo tvéeno 8 blastomerami, five by odlr jedné ze 4 nebo 2 btk
predstavoval fili§ velkou ztratu pro embryoCtvrty den se embryo &ni v morulu, jejiz
bunky velice €sre priléhaji k sok pomoci mezibuitnych spoj a odlér neni mozny. Paty
den vznik& blastocysta, kterd ma uirdutinu (blastocel) a hitky dvou typi: zevni vrstva
(trofoblast) a k ni v jedné&asti naléhajici vnihi buréénd masa (embryoblast). V této fazi lze
odebrat skolik burek trofoblastu bez poskozeni embryoblastu. Jelikoibrgo je nutné
nejpozaji 6.-7. den penést do é&ohy, je z hlediskatasu potebného pro diagnostiku
vyhodrgjSi pouZivat odér blastomer 3. den. Pouze embrya s abnormalninzew@lenebo
celkow narusenym vyvojem Ize analyzovat celd, pokud gtidiEe souhlasi.

Ve v8ech pipadech se obvykle jedna oy v interfazi, takZze se k analyze pouziva FISH.
Tuto metodu v fipact analyzy jednotlivych interfaznich jader provdaida technickych
problénmi jako ne zcela 100% spolehlivost a omezenyeponajednou vyS#telnych
chromosom. Do budoucnu by mohlo byt vyho#jgi ji nahradit metodami zaloZzenymi na
CGH.

Existuji i postupy pro kompletni karyotypizaci diaser v metafazi mitotického ékni
zaloZené ndizeném urychleni kondenzace chromog@umoci kyseliny okadaické (Hlinka
et al, 2001) nebo fuzi se zxdcim oocytem (Willadsen et all999), ale v praxi se pro
technickou narénost a nizsi spolehlivostifis nepouZivaji.

Pri vySeteni numerickych aberaci se nachazeji jak jednoduadg (izolované trisomigi
monosomie), tak komplexni aneuploidie zahrnujic€evichromosoin a vady poétu
chromosomovych sad (haploidie, triploidie, tetragik). Casty je téZ vyskyt mozaicismu
(Munne et al. 1993). Pro jeho detekci je ale nutné odebrat ia&plouiky, coz jiz pro embryo
Znamena zn@ou ztratu.

6.1.3.  Mechanismy vzniku chromosomalnich vad v embr  yich

Chromosomalni vady v embryich mohou pochazet ztao¢y spermie a nebo mohou
vzniknout az fi oplozeni a dleni burgk embrya.
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6.1.3.1.  Poruchy fertilizace
Pri abnormalnim prbéhu fertilizace nize dojit k vadam piiu chromosomovych sad.

Haploidie vznika, pokud se oocyt aktivuje partensgeky bez oplozeni spermii.

Triploidie vzniké:

e oplozenim oocytu dima spermiemi, zygota pak ma celkefnpgrvojadra, z toho dv
paternalni

 fertilizaci diploidni spermii nebo diploidniho oaay

» selhdnim vyloteni druhého polarnih@liska, zygota pak fite mit ti prvojadra, z toho
dvé maternélni

DalSi vyvoj zygot vzniklych oplozenim dwma (nebo i vice) spermiemi se zdsaddliSuje od
ostatnich typ polyploidie (Golubovsky2003). Kazd4 ze spermii totiz do oocytu vneslgisvo
proximalni centriolu, jejiz duplikaci vznika cemsmm. Ri sowasné pitomnosti vice
centrosom v zygo€ vznika abnormalni mitotickéreténko, které ma 8i vice pot (misto
normalnich dvou). Vysledkemékeni pak mohou byttt blastomery misto dvou a/nebo
chaoticky rozchod chromosdimtakze kazda démna buika ma jiny pdet chromosorin
Muze dojit i ke vzniku normalni diploidni b&mé linie nebo abnormalni diploidni linie,
tvoiené pouze paternalnigiipouze maternalnimi chromosomy.

Provojadra jsou v zygotach viditelna v obdobi 16@in po IVF. Pro dalSi kultivaci se
vybiraji pouze embrya se &wa prvojadry, aby nedoSlo k transferu abnormaleitmbrya.

6.1.3.2.  Poruchy mitotickych d éleni

Lidska embrya jsou velice nachylna k chybam v nutgich cElenich. Disledkem je, Zeip
PGD je velicecasto nachdzen mozaicismus. Vyskyt mosaicisgheim jednotlivych fazi
preimplanténiho vyvoje stoupa a ve stadiu 5-8 dkidosahuje 50% (Bielanska et, &002).

Mozaicismus se vyskytuje wiznych formach, podle toho, zda embryo bylévadns

normalni nebo abnormalni a ve kterém zduagch dcleni k chyld doslo. Vyskytuji se
kombinace dvou typ burek (euploidni/aneuploidni nebo dva typy aneuploidi#) a vice
typd, aZ po tzv. chaotickd embrya v nichiiza kazda bika mit jiny nalez (Delhanty et al.
1997).

Pro prvni bus¢né dleni ryhujiciho se embrya jeildzity centrosom vznikly z proximalni
centrioly spermie a centrosomalnich prolepiivodem z cytoplasmy oocytu (Manandhar et
al, 2005). Je mozné, Ze z@st chyb v prvnich mitézach je zodgdny pra¥ tento
centrosom (Silber et aR003) a tudiz Ze se na nich podileji i abnormalitgrmii a ooplasmy.

Pokud rktera mitdza wbec neproéhne nebo neni zavrSena cytokinefistavaji v buce 4
sady chromosotna je nalézana tetraploidie.

Na riziko de novo vznikajicich strukturalnich vad ukazuji vysledksvipich studii pomoci
CGH (Wilton, 2005), které u tési 10% embryi nalezly parcialni aneuploidi€¢etn
reciprokych ztrat a ziskchromosomovych fragment/ jednotlivych blastomerach.

6.1.4. Vyskyt chromosomalnich vad v embryich

Podil abnormélnich embryini v riznych studiich 30-65% figemZ mozaicismus je nalézan
v 15-45%. Mezi nalezenymi abnormalitaniepladaji komplexni aneuploidie postihujici vice
nez jeden chromosom (kolem 55%) nad aneuploidiedngho chromosomu (kolem 40%) a
vadami chromosomovych sad (do 10%).

Témei vSechna data pochazeji z analyzy embryi vznikiygmotéinim oplozenim v rdmci
lécby neplodnosti. VySétiji se pouze embrya sediwa prvojadry po oplozeni, kteréeti den
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maji aspd 6 burgk. Vysledky se mohou liSit podle indikace vy&eti i podle pouzitych
metod. V normalni populackpprirozeném oplozeni fize byt vyskyt niZsi.

6.1.5. Dusledky chromosomalnich vad v embryich

DalSi vyvoj embrya s chromosomalni vadou zaleztam o jakou vadu se jedna. VSechny
autosomalni monosomie &tgina trisomii znamenaji tak vazné postizeni, Zérgmbui'to
neni \ibec schopné implantace, nebagesrE potraceno (Munne et aR004). Takovyasny
spontanni potrat e prokhnout zcela nepozorové&ry ramci menstrumiho cyklu nebo
jako opozdna intenzivijSi menstruace.

V potracenych plodech z pagdlich stadii jsou néasgji nalézany trisomie 16, 21 a 22.
Porodu setastji doZivaji jen plody postizené trisomiemi chromo#o13, 18 a 21 nebo
numerickymi vadami pohlavnich chromosr@nainacast plod: s €mito vadami je ale také
spontang potracena.

Nasledky nebalancovanych strukturalnich vad jsalopaé zavislé na tom, jakéast genomu
postihuji a zda se v ni nachazeji geny citlivé raoyou davku. V fipad balancovanych
piestaveb zaleZi na tom, zda zlom naru$ézty a citlivy gen.

Mozaicismus, obzvl@sve formé chaotickych embryi s komplexnimi aneuploidiendtSinou
zpasobuje selhani implantace nehli@sny potrat. Bkdy ale niize dojit ktomu, ZzZe
mozaicismus z embrya komplétaymizi nebo #stane pouze v placeénfconfined placental
aneuploidni linie asobeni selekce uviivyvijejiciho se embrya (Los et a2004). Podob#
pusobi vigjSi selekce, takze z embryiaziji spiSe ta, u nichz doslo k eliminaci aneupidid
linie nebo k jejimu omezeni na placentiitémnost aneuploidni linie v placénale nemusi
byt zcela bez nasledkMuZze zmisobit placentarni dysfunkci a intrauterinagtovou retardaci
plodu (Kalousek et gl1991). Studie sledujici 36t s diagnostikovanym CPM ov3em tuto
asociaci nepotvrdila a nalezla pouze snizeni ptétribo fistu (Amor et al.2006).

6.1.6.  Klinické aspekty preimplanta €nich vySet Feni

Z hlediska indikace je moZzné preimplamtita vySeteni chromosoin rozclit na
preimplantani genetickou diagnostiku (PGD) a preimplaénfageneticky screening (PGS)
(Thornhill et al, 2005).

PGD se provadi u paz nichz aspd jeden partner je postizencitou chromosomalni vadou
(translokace, mozaicismus, vady gonosaad. — viz 3.3.2) a cilem je tedy vyl@mni embryi

s konkrétnimi vadami, které v této situaci mohomikmout. Pati sem i detekce pohlavi u
embryi nosiek X-vazanych onemoéni (hemofilie A, Duchenneova muskularni dystrofie
ad.). Pouziva se FISH se sondami vybranymi podie,taka je indikace vySetni. Napiklad
pro strukturaini vady se pouZivaji sondy odpovaagblastem, které se mohou dostat do
nebalancovaného stavu.

PGS se provadi u parse zvySenym rizikem vzniku aneuploidie. #asem pary
s opakovanymi spontannimi potraty, opakovanymi p&lsy IVF a Zeny vySSihoeku (>37
let). VySetuji se chromosomy, které jsou &&$€ji aneuploidii postizeny a u kterych taiae
mit zavazné nasledky (obvykle 13, 16, 18, 21, 22aX), takZe je mozZné pouZivat
standardizované sady sond. ldeélni by ovSem byketoyvat vSechny chromosomy, coz
umo#ziuji pouze metody zalozené na CGHel&zkami jejich rozéni jsou vysoka cena a
delSi doba pdebna pro vyséeni.
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Kategorie PGD a PGS se v praxi mohdekpyvat, protoZze u embryi n@8si strukturalnich
vad nebo X-vazanych chorob sgkdy vySetuji i ostatni chromosomy, aby byl Wibembryi
pro p‘enos do dohy optimalni.

Zasadnim problémem PGS je mosaicismus (viz 6.1145% Vysledek vySéeni jedné nebo
dvou blastomer wbec nemusi odpovidat situaci v ostatniciikach a i ta sednem dalSiho
vyvoje miZe podstath menit. Rada pracovi§ kterda provadi PGD pro konkrétni
chromosomalni vady, tedy ze zasady PGS neprovajlivi®et al, 2005).

6.2. Cile

Cilem préce bylo zavést metodu FISH pro Vgt chromosoiin preimplantanich embryi
po mimog&lnim oplozeni za &elem zlepSeni vydsu embryi pro transfer do¢kbhy a pro
selekci embryi nepostizenychkdi¢nou chorobou vazanou na pohlavi.

Cilem studie lokalizace chromosam jadrech preimplantaich embryi bylo zjistit, zda se
poloha vySeatbvanych chromosoinv normalnich blastomerach liSi od polohy wikéch

s chromosomalni abnormalitou. DalSim cilem bylstitji zda se liSi poloha chromosomu X
v buikach s jednim chromosomem X od polohy vikiAch s vice chromosomy X coZz by
mohlo byt z@isobeno inaktivaci chromosomu X vittdch vice kopiemi chromosomu X jiz
v takto ranném stadiu vyvoje.

Cilem bylo téZ testovat metody 3D-FISH naikéch z preimplantaich embryi pro dalSi
studium jaderné topologie pomoé&chto gesrjSich metod.

6.3. Material a metody
VySetteni embryi progednictvim biopsie blastomer bylo provedeno ve 38aoh IVF.

6.3.1. Biopsie

Klinické preimplantani vySeteni chromosoin se provadi na blastomerach odebiranych
z embrya 3.den, kdy je embryo temo ideald 8 buikami nebo na htkach trofoblastu
odebiranych 5. den z blastocysty. Embrya s abnoimahélezem z vySini blastomer
kompletrg analyzujeme 5. den (az po tom, co jsou zdrava yantvansferovana doékbhy
nebo kryoprezervovana), abychon&W spravnost vysledku.

Odbir se provadi v kapce media pod mineralnim olejermikromanipul&ni misce na
invertovaném mikroskopu Eclipse TE 300 (Nikon) &mmimanipul&mnim z&izenim Integra

s infratervenym laserem Saturn (Research Instruments, UkKjkeopipetami Cook (Cook,
Austrdlie).

6.3.1.1. Biopsie blastomer

K biopsii jsou vhodna jen u embrya, kterd dosalokypalespd 5 blastomer. Odebrat Ize 1-2
blastomery. Pro odi je nutné vybrat blastomeru, ktera je tlolavenku pistupna a ktera ma
viditelné jadro. Otvor v zona pellucida vytiee pomoci laseru pobliz blastomery, ktera se
bude odebirat (viz Obradzek 13)f#iRom by nemndlo dojit k poSkozeni membrany této
blastomery, protoze jinak hrozi jeji roztrzei lpopsii nebo nedostateé nabobtnani hiky

a rozpu&tni cytoplasmy fi fixaci. Nasled® je blastomeraast&né aspirovana bioptickou
pipetou, vytahnuta z embrya a zanechana v medidiZp@mbrya. Embryo se vrati do
kultivacni misky a blastomeraigtava v mikromaniputani misce.
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Obrazek 13. Schéma biopsie blastomery

A. Po oteveni zona pellucida laserem
B. Po odbru blastomery
A) B)

U

6.3.1.2.  Biopsie trofoblastu

Je-li biopse trofoblastu provéada po pedchozi biopsii polarnickélisek nebo blastomery, je
nutné pouzit otvor v zona pellucida vyteay @i téchto gredchozich odéyech. Jinak se otvor
umisti tak, aby byl co nejdale od \mit buré¢né masy blastocysty. Bioptickou mikropipete se
aspiruje tké& trofoblastu a vytdhne se otvorem v zona pelluckea z blastocysty. Pro
oddileni pevié spojenych buk Ize ot pouzit laser. # tom dojde ke kolapsu dutiny
blastocysty, ale jiz pogkolika hodinach se obnovi meziki¢né spoje i dutina.

6.3.2.  Priprava skli €ek pro FISH

Pro fixaci odebranych bgk na skléko a gipravu pro FISH Ize pouZzit dvou postugPro
jednotlivé blastomery pouzivame obvykle metodudex@omoci methanolu a kyseliny octové
(Tarkowskj 1996), pro biiky trofoblastu a reanalyzu celych embryi metodupudni
pomoci HCl a Tweenu (Coonen et, 4994).

6.3.2.1.  Fixace methanolem s kyselinou octovou

Odebrana blastomera je pod stereomikroskopem SN (ISikon) genesena doisté misky
se 3 kapkami hypotonického roztoku (1% citrat sodr;6% BSA) a postuprv téchto ti
kapkach oplachnuta. S minimélnim mnoZzstvim citréeu nasledh prenese na podloZni
sklicko. Tésre pred kompletnim zaschnutim citratu se na ni kapnatifixm (methanol +
kyselina octova v podénu 3:1). Tim dojde k naruSeni membrany a odplawtdplasmy.
Pritomnost jadra blastomery je mozné ihned zkontatioxa mikroskopu Eclipse 600 (Nikon)
s fazovym kontrastem. Pomoci motorizovaného stpliapojeného s pidtacem jsou pitom
do softwaru Anomaly Counter (viz 4.3.7) uloZertggné sotadnice jadra na skku.

6.3.2.2.  Rozpust éni blastomery pomoci HCl a Tweenu

Izolovana blastomera, shluk hikntrofoektodermu nebo celé embryéi peanalyze jsou pod
stereomikroskopemipneseny do kapky PBS na podloZznimékliSuperfrost Plus (Menzel).
Po oplachu v této kapce jsotepeseny do kapky rozpo&stho roztoku (0,01N HCI, 0,1%
Tween 20). V této kapce nastava rozpad membrangzpustni cytoplasmy. B tom se
z burgk uvoliuji jadra, ktera Izeifmo sledovat. Po zaschnuti Ize polohu jadefibpomoci
fazového kontrastu, ale vzhledem k zaschlym krgstajsou life viditelnd nez po fixaci
methanolem a kyselinou octovou. DalSim krokem gesice zbylych proteinpomoci roztoku
pepsinu a fixace 1% paraformaldehydem.
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6.3.3.  Fluorescen ¢€ni in situ hybridizace (FISH)

Sklicka se dehydratuji alkoholovaadou (70, 80 a 100% alkohol) a nechaji se uschirat.
klinické preimplantani vySeteni pouzivame dvou kol FISH a hodnoceni signgljednom
kole pouzivAme sadu sond Vysis Multivision PB (WZ.4) a ve druhém sondy pro
chromosomy X a Y doptmé gipadré pro kontrolu dal$i sondou na autosonti P
preimplant&nim screeningu aneuploidii &gl pouzivame sadu Multivision PB a ve druhém
kole X+Y, pii stanoveni pohlavi embryi nigggl pouZzivAme sadu X+Y a ve druhém kole
Multivision PB. Denaturace probiha po 5 mindi P65°C, hybridizace vifjpac Multivision

PB 30 minut pi 42°C a 90 minut $# 37°C nebo pes noc, v fipac sady X+Y 30 minut i
42°C nebo pes noc.Odmyvani se provadi roztokemx@SC s 0,3% NP-40ip72°C. Po
prvni hybridizaci se domyva 3:30 min, po druhé 8@ s.

Pro montovani skiek se v pipact sady Multivision pouziva pouze Vectashield, prausxY
Vectashield s DAPI.

6.3.4. PNA-FISH

Pro testovani PNA sond byly pouzity sondy na canény chromosoiinl, 4, 9, 16, 18, Xa 'Y
(Applied Biosystems, USA) Sondy na chromosomy 4 X byly zn&ené fluoresceinem
(zelena), sondy na chromosomy 16, 18 a Y rhodamif@envena) a sonda na chromosom 1
diethylaminocoumarinem. Denaturace byla pré@wadpo dobu 3 minutip75°C, hybridizace
60 minut g 37°C. Poté bylad skika oplachnuta 2 minuty v PBS s 0,1% Tweenem &0 p
58°C a néaslednl minutu v XSSC s 0,1% Tweenentipokojové teplot. Pro montovani byl
pouzit Vectashield s DAPI.

6.3.5.  Fluorescen €ni mikroskopie

Pro nalezeni jader vyuzivame uloZzenéiadunice. Aby sotadnice uloZzené na mikroskopu
Eclipse 600 odpovidaly stadnicim na mikroskopu Axioplan, je nutné vzdigg pouZzitim
oba motorizované stolky zkalibrovat pomoci kaltmio pepatitdvaciho skiika.
Souadnice uloZzené programem Anomaly Counter Ize vydgpat do souboru a importovat
do programu Axiovision. Tim je umo&no automatické prochazeni pozic nafixovanych jader.

Vzhledem k tomu, Ze spektra fluorochribrpouzitych v sa#él Multivision PB secasté&né
piekryvaji, je nutné # hodnoceni kazdy signal prohlédnout v jednopasrobvyi
vicepasmovych fluorescemich filtrech.

6.3.6. Dokumentace

K dokumentaci a obrazové analyze pouzivame kam&micAm MRm a software Axiovision
(viz 4.3.8). Karchivaci vysledk a sestaveni vysledkové zpravy pouzivame databézovo
aplikaci AR4 (viz 7)

6.3.7.  Analyza lokalizace chromosom

6.3.7.1. Material

Pro studii lokalizace chromosamyv jadrech preimplantaich embryi byly pouZity
blastomery podebrané pro preimplamtiagenetické vySéeni metodou FISH ve 32 cyklech
mimotIniho oplozeni (IVF) u 28 pér pricemz u 4 pér bylo toto vySeteni provedeno
dvakréat. Z 204 blastomer, které byly vy&aty, byly pro dalSi analyzu vybrany takové, které
mely jasné fluorescemi signaly, nerdly vice jader, newly jadra fragmentovana ani
posSkozend. Pro tuto studii tak bylo vybrano pouaélastomer z 22 cykllVF 20 pad.
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Nasledujici data fisluSeji k cykhm u nichz byla analyzovana alegip@dna blastomera.
Median ¥ku Zen v dob odkEru oocyti byl 31,5, rozmezi 22-40 let. Indikace zahrnovail v
(6/22 cykh), opakované selhani IVF (6/22), opakované potfat®2), gredchozi &hotenstvi
s anuploidnim plodem, imunologické faktory neplosting(10/22), karyotyp s mozaikou
45,X/46,XX (1/22), pedchazejici onkologicka terapie (3/22) a &ypbohlavi u penasSéky
hemofilie A (1/22). Oligozoospermie partnera bykezena v 4/22 cyl] v jednom cyklu
byla koncentrace spermii nizsi nez 1 mil./ml.

6.3.7.2.  Biopsie, FISH a fluoresen €ni mikroskopie
Viz 6.3.1-6.3.6.

6.3.7.3. Obrazova analyza

Obrazova data byla z programu Axiovision vyexpo#iw jako bitmapové soubory. Ty byly
analyzované programem ImageJ (National Instituteledlth, USA, dostupna na internetu na
http://rsb.info.nih.goV/ij/). Okraje jader byly oafeny pomoci néstroje "Freehand tool" podle
oblasti ozn&ené pomoci DAPI. Oziana oblast byla fpvedena naernobilou masku a
uloZena jako novy bitmapovy soubor. Pomoci funke&gentroid“, kterd peéitd €zist
geometrického Utvaru jakozto aritmetickytip@r sodadnic vSech badv osach x a y byl
uréen sted masky. Saadnice stedi signati a perifernich okrdj signati byly urceny
manuald pomoci nastroje “Crosshair’. Siadnice jadra a signalspol&né scernobilou
mskou byly importovany do programu, ktery jsme wwali pomoci vyvojového prostdi
Delphi 6 (Borland, Scotts Valley, California, USAY.tomto programu byly provedeny
vypocty relativnich vzdalenosti sigrialod stedu a okraje jadra. Vysledky byly uloZzeny
v databazi Firebird SQL (IBPhoenix, Massachuséisa).

Pro kazdy FISH signal byly spiddny tyto vzdalenosti:

R - polongr jadra. Pro kazdy signal byl sgithn zvlag, aby se eliminovaly népsnosti
vyplyvajici z nepravidelych tvamekterych jader

Rc - vzdalenost Btdu signalu od #du jadra

Re - vzdalenost periferniho okraje signalu dddi jadra

Rs -polongr signalu. Stanoven jakoZto vzdalenost me@d#m signalu a perifernim okrajem
signélu

RDc - relativni vzdalenostigtdu signalu od stdu jadra: RDc = Rc/R

RDe - relativni vzdalenost periferniho okraje sigr@d stedu jadra: RDe = Re/R

CRD - korigovana relativni vzdalenost signalu: CRORDc x R / (R-Rs). Tato hodnota
ukazuje relativni polohu signalu vzhledem k&edu jadra i k okraji jadra bez na velikost
signélu, picemz je eliminovan vliv velikosti signélu

Vzdalenosti RDc, RDe a CRD dosahuji hodnot mezi D, @icemZz 0 odpovida umisti
signalu ve sedu jadra a al odpovida undistna okraji jadra.

6.3.7.4.  Statisticka analyza

Analyzované signaly byly rozteny do kategorii podle chromosénma podle celkového
vysledku dané blastomery (normalni / abnormalnids®mery se dima signaly pro kazdy
z vySetovanych autosofna dw¥ma signaly pro X nebo jednim pro X a jednim pro yyb
oznaeny jako normalni, ostatni abnormalni.

Spaiitané hodnoty RDc, RDe a CRD byly réfhy do 9 interval odpovidajicich 9
soustednym prstenian na kruhovém ja@& a ne centrédlni (<=0,75) a periferni (>0,75)
intervaly.

RozloZeni signdlv danych intervalech bylo porovnano mezi jedngtfiv kategoriemi testem
nezavislosti v kontingemich tabulkdch. K hodnoceni roZdinezi nalezenymi rozloZzenimi
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signéh a rozloZenim gekdvanym pi nahodném rozmishi signah byl pouzit chi-kvadrat test
dobré shody. @kavané nahodné rozlozZeni signélylo ziskano z matematickéhomodelu,
zaloZzeného narpdpokladu, Ze signaly jsou ndheédmzmistné uvnit kulového jadra a zZe
plochy tvar jadra po fixaci odpovida projekéivodre trojrozmérného jadra do dvojroz¢mé
plochy. Géekdvany podil signalv jednotlivych sousednych kruzich je pak spiban jakozto
podil objemu koule, ktery se promita na tento meste Oznaime-li horni hranici intervalu
odpovidajiciho prstenci jakel a dolni hranici jak@2, pak podil na objemu V byl spitdn
pomoci nasledujicich rovnic:

V=f(p1)-f(p2), kde
f(p)=(3/2)(p2-p2vi2+v3/6), kde
v=1-(1p2)1/2.

6.4. Vysledky

6.4.1.  Preimplanta €ni screening aneuploidii a detekce pohlavi

VySetreni embryi prosednictvim biopsie blastomer a fluoreséein in situ hybridizace
(FISH) bylo provedeno ve 38 cyklech IVF. Vysledispy shrnuty v tabulce (Tabulka 6) a
v grafu (Obrazek 15).

Pro preimplanténi screening aneuploidii bylo vyseho celkem 213 blastomer ze 185
embryi. U 91,5% vyS&bvanych blastomer byl ziskan vysledek. Z toho v 4i%centu byl
vysledek normalni a v 59% abnormalni.

Vysledky vySeteni jednotlivych chromosoinv blastomerach jsou shrnuty v tabulce (Tabulka
7) a v grafu (Obrazek 16, Obrazek 17).

Obrazek 14. Ukézka vySeatené blastomery

A. FISH se sondami na chromosomy X8ryena), 16 (aqua), 18 (modra), 21
(zelend) a 22 (Zlutd). Normalni nalez

B. FISH se sondami na chromosomy X (zelena) an@efvena). Normalini
nalez, muzské pohlavi

B)
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Tabulka 6. Vysledky vySetfeni blastomer

Pocet Procento
Celkem vySet feno 213
Bez vysledku 18 8,5%
S vysledkem 195 91,5%
Normalni 80 41,0%
Abnormalni 115 59,0%
Trisomie 28 24,3%
Monosomie 20 17,4%
Dvojita trisomie 8 7,0%
Dvojith monosomie 8 7,0%
Trisomie + monosomie 7 6,1%
Polyploidie 4 3,5%
Haploidie 1 0,9%
Komplexni aneuploidie 39 33,9%

Obrazek 15. Grafické znazoréni podilu blastomer s normalnim a abnormalnim
nalezem a blastomer bez vysledku

OBez wsledku
B Normalni

W Abnormalni
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Tabulka 7. Vysledky vySeteni jednotlivych chromosoni v blastomerach

Vysledek (po €et blastomer)
Chromosom Celkem
0 1 2 3 4 >4 Nehodnotitelné
- —————|
13 6 2,8% 11 5,2% 147 | 69,0% 17 8,0% 12 5,6% 2 0,9% 18 8,5% 213
16 16 7,2% 28 12,6% | 129 | 57,8% 17 7,6% 8 3,6% 0 0,0% 25 112% | 223
18 4 1,9% 14 6,6% 156 | 73,2% 15 7,0% 6 2,8% 2 0,9% 16 7,5% 213
21 5 2,3% 14 6,6% 148 | 69,5% 18 8,5% 10 4,7% 1 0,5% 17 8,0% 213
22 5 2,3% 14 6,6% 141 | 66,2% 21 9,9% 11 5,2% 2 0,9% 19 8,9% 213
Celkem 36 3,3% 81 7,5% 721 | 67,1% 88 8,2% 47 4,4% 7 0,7% 95 8,8% | 1075
X 10 4,9% 98 48,0% 74 36,3% 5 2,5% 4 2,0% 1 0,5% 12 5,9% 204
Y 94 46,1% 92 45,1% 5 2,5% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 13 6,4% 204
Celkem 104 | 25,5% | 190 | 46,6% 79 19,4% 5 1,2% 4 1,0% 1 0,2% 25 6,1% 408
Obrazek 16. Grafické srovnani podilu blastomer nehanotitelnych pro jednotlivé
chromosomy
250

200 A
150
100 +
50 A
0 - ‘ ‘
13 16 18 21 22 X Y

W Hodnotitelné

W Nehodnotitelné
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Obrazek 17. Graf vysledki vySetreni paiti jednotlivych chromosomi v blastomerach
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Tabulka 8. Souhrnné vysledky vySdfeni pohlavnich chromosoni v blastomerach

\Vysledek (po €et blastomer)
Normalni Abnormalni Celkem
XY XX
Podet 84 |44,0% 67 |35,1%
40 20,9% 191
Celkem ]151
Obrazek 18. Graf souhrnnych vysledk vySetreni pohlavnich chromosoni

v blastomerach

O XX
m XY
O Abnormalni
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6.4.2.  Studium lokalizace chromosom G vjadrech preimplanta ¢€nich
embryi

6.4.2.1. Vysledky screeninu aneuploidi ve studovany  ch blastomerach

Pro analyzu lokalizace chromosorbyly vybrany jen blastomery bez fragmentace jaara
FISH signal (viz 6.3.7.1). Vysledky PGS @dhto blastomer jsou shrnuty v tabulce (Tabulka
9). Z 96 blastomer bylo 49(51%) normalnich a 4R43@bnormalnich.

Tabulka 9. Vysledky preimplanta¢éniho genetického screeningu aneuploidii (PGS)
v blastomerach v nichZ byla provedena analyza polghchromosomi

Vysledek Pocet (%
Normalni A9 51,0%
Trisomie 15 15,6%
Dvoijita trisomie 3 3,1%
Monosomie 10 10,4%
Dvojita monosomie 5 5,2%
Trisomie + monosomie |3 3,1%
Komplexni aneuploidie |10 10,4%
Polyploidie 1 1,0%
Celkem 96

Obrazek 19. Hiklad analyzované blastomery

A. FISH se sondami na chromosomy X8ryena), 16 (aqua), 18 (modra), 21
(zelend) a 22 (Zlutd). Nalez trisomie 18 s perifelwkalizaci signdl pro
chromosom 18 (hodnoty CRD: 0.82, 0.86, 0.84).

B. B)FISH se sondami na chromosomy X (zelena)¥ari&ervend). Oba signaly
chromoson X jsou v relativig centralni lokalizaci (hodnoty CRD: 0.26, 0.57).

B)
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6.4.2.2. P¥imé srovnani polohy chromosom

blastomeréach

U vnormélnich a abnormalnich

Vysledky srovnani jsou shrnuty v tabulkach (Tabulka Tabulka 11).

Tabulka 10. Primé srovnani polohy stedii signak

Porovnani vyskytu ve vrtii

Porovnani vyskytu v 9

a vrejSi oblasti soustednych prstencich
Pacet Pacet
v? | stupit P v 2 stupii P
volnosti volnosti
Porovnani poloh stdi signati vSech
chromoson v normalnich a 0,08 1 0,7825 7,94 8 0,4393
v abnormalnich hikach
Porovnani poloh stdi signai
chromosomu 13 v normalnich a| 0,21 1 0,6435 10,06 8 0,2611
v abnormalnich hikach
Porovnani poloh stdi signai
chromosomu 16 v normalnich a| 0,45 1 0,5035 9,46 8 0,3052
v abnormalnich hikach
Porovnani poloh stdi signai
chromosomu 18 v normalnich a| 7,24 1 0,0071 9,45 8 0,3054
v abnormalnich hikach
Porovnani poloh stdi signai
chromosomu 21 v normalnich a| 0,06 1 0,8050 5,05 8 0,7526
v abnormalnich hikach
Porovnani poloh stdi signai
chromosomu 22 v normalnich a| 0,13 1 0,7152 16,1( 8 0,0410
v abnormalnich hikach
Porovnani poloh stdi signai
chromosomu X v normalnich a | 3,06 1 0,0804 9,02 8 0,3406
v abnormalnich hikach
Porovnani poloh stdi signai
chromosomu Y v normalnich a | 0,94 1 0,3335 10,85 8 0,2101
v abnormalnich hikach
Porovnani poloh stdi signai
chromosomu X v hﬁkach,s JednJm 0.44 1 0.5074 411 8 0.8474
chromosomem X a v likach s vice
nez jednim chromosomem X

P — statisticka vyznamnost rozdilu
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Tabulka 11. Pfimé srovnani polohy perifernich okraj signak

Porovnani vyskytu ve vrtii
a vrejSi oblasti

Porovnani vyskytu v 9

soustednych

prstencich

Pacet
stupt
volnosti

P

XZ

Pacet
stupt
volnosti

P

Porovnani poloh perifernich okiaj
signéah vSech chromosoin
v normalnich a v abnormalnich
buinkach

0,26

0,6098

11,79

0,1607

Porovnani poloh perifernich okiaj

signal chromosomu 13 v normalnicio,19

a v abnormalnich kikach

0,6593

9,96

0,2679

Porovnani poloh perifernich okiaj

signab chromosomu 16 v normalnicht,05

a v abnormalnich bikach

0,3058

8,99

0,3434

Porovnani poloh perifernich okiaj

signati chromosomu 18 v normalnictb,32

a v abnormalnich bikach

0,0211

19,63

0,0118

Porovnani poloh perifernich okiaj
signati chromosomu 21 v normalnig
a v abnormalnich hitkach

ch0,00

0,9613

3,85

0,8704

Porovnani poloh perifernich okiaj
signati chromosomu 22 v normalnig
a v abnormalnich hitkach

th0,44

0,5064

3,89

0,8668

Porovnani poloh perifernich okiaj
signati chromosomu X ynormalnich
v abnormalnich hitkach

0,77

0,3792

9,25

0,3219

Porovnani poloh perifernich okiaj
signati chromosomu Y wormalnich
v abnormalnich hitkach

0,79

0,3737

4,06

0,8518

Porovnani poloh perifernich okiaj
signal chromosomu X v hitkach
sjednim chromosomem X a v fkAch

0,06
X

s vice nez jednim chromosomem

0,7993

2,56

0,9590

Porovnani rozloZeni hodnot relativni vzdalenostedi signalu od stdu jadra (RDc) ve
vnitini (RDc<0,75) a v&Si (RDc>=0,75) oblasti neukazalo statisticky vyamg rozdil mezi
lokalizaci signdl v normalnich a aneuploidnich ikach, pokud jsou signaly vSech
chromosom sloweny dohromady (P=0,78). OvSem pokud jsou signaly jdnotlivé
chromosomy hodnoceny zviaSje rozdil v lokalizaci chromosomu 18 v normalnieh
v abnormalnich blastomerdch statisticky vyznamny0(BO71). Toto plati pouze pro
chromosom 18 a nikoliv pro ostatni chromosomy. Roxdokalizaci chromosomu X
v blastomeréach s jednou kopii chromosomu X a bfastach s vice kopiemi chromosomu X

také neni vyznamny (P=0,8).

Ani porovnani rozloZeni hodnot relativni vzdalemssitedu signalu od stdu jadra (RDc) v 9
koncentrickych prstencich neodhalilo vyznamny rbzdézi normélnimi a abnormalnimi
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blastomerami, jsou-li vSechny chromosomy sény dohromady (P=0,44). Rozdil v rozloZeni
stredil signahh chromosomu 18 v 9 koncentrickych kruzich také setioje statistické
vyznamnosti (P=0,31), ovSem rozdil v rozloZemédt signati chromosomu 22 je vyznamny
(P=0,041). Nebyl nalezen vyznamny rozdil v rozldzstredi signali chromosomu X v 9
koncentrickych kruzich mezi likami s jednim X a s vice X chromosomy (P=0,85)

Porovnani vyskytu hodnot relativni vzdalenosti feeniho okraje signalu od isdu jadra
(RDe) ve vnitni (RDe<0,75) a WwjSi oblasti (RDe>=0,75)iphodnoceni vSech chromosam
najednou neukézalo rozdil mezi normalnimi a abnorimé blastomerami (P=0,61). OvSem
pokud je chromosom 18 hodnocen zvJd® nalezen vyznamny rozdil (P=0,021). To plati
pouze pro tento chromosom. Mezitkami s jednim a vice chromosomy X é&mebyl
nalezen rozdil (P=0,8).

Pti srovnani rozlozeni signalv 9 koncentrickych prstencich &pnebyl nalezen rozdil
v poloze periferniho okraje signalu, jsou-li chraamy hodnoceny dohromady (P=0,16),
pouze je-li zvla8 hodnocen chromosom 18 (P=0,012). U chromosomu Kylnepst

v buikach s vice X chromosomy nalezen rozdil oprotikdun s jednim X (P=0,96).

V kazdém zdchto srovnani bylo provedeno 9 tiestatistické vyznamnosti. Tomu by ovSem
dle Bonferoniho principu ta byt grizpisobena hladina statistické vyznamnosti na P<0,0006
(0,05/9). Po této korekci ani jedna z nalezenychtisgickych vyznamnosti nedosahuje
stanovené hladiny. OvSem nélez rozdilu v lokalizagiomosomu 18 v 3 ze 4 provedenych
testi ukazuje na tendenci kzné lokalizaci&chto signal a Ze se chromosom 18 od ostatnich
studovanych chromosaniisi (viz téZ porovnani s modelem ndhodného raibz 6.4.2.3)

6.4.2.3.  Porovnani s teoretickym modelem nahodného rozloZzeni
Bylo provedeno 26 statistickych tésjejichz vysledky jsou shrnuty v tabulce (Tabulk?) a
grafu (Obréazek 20. Hladina statistické vyznamnoktiBonferoniho principu je P<0,002.
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Tabulka 12. Porovnani korigované relativni vzdaleosti signaii (CRD) s modelem
nadhodného rozlozeni

Chromosom Blastomefjoiet  |[Median |%>0,9 | P
Model 8,3%
VSechny |1173 0,632 [12,1% |0,0000
VSechny chromosoniyormalin 587 0,638 [10,9% 1|0,0076
Abnormalni586 0,625 [13,3% |0,0022
VSechny | 196 0,639 [15,3% |0,0096
13 Normaln |98 0,677 |17,3% |0,0027
Abnormalnios 0,607 [13,3% [0,7633
VSechny |184 0,581 [7,1% 0,9646
16 Normaln |96 0,577 |4,2% 0,5330
Abnormaln|i88 0,589 [10,2% |0,8707
VSechny | 202 0,688 [15,3% |0,0000
18 Normaln |98 0,651 [8,2% 0,0716
Abnormalni104 0,772 22,1% |0,0000
VSechny |198 0,644 [12,6% 10,4978
21 Normaln (98 0,617 11,2% 10,8361
Abnormalnii100 0,664 [14,0% (0,5826
VSechny | 199 0,617 8,0% 0,8788
22 Normaln 1[99 0,621 11,1% |0,1050
Abnormalnii100 0,615 5,0% 0,5555
VSechny | 144 0,603 [13,2% 0,1203
Normaln |72 0,655 19,7% 0,0220
X Abnormaln(i72 0,579 [16,7% 10,1387
1X 52 0,540 5,8% 0,3286
>1 X 83 0,614 9,6% 0,2812
VSechny |50 0,725 16,0% [0,0945
Y Normaln |26 0,737 23,1% |0,1387
Abnormaln|i24 0,692 18,3% 0,4719
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Obrazek 20. Grafické znazorni procenta signdli v extrémni periferii jadra
(CRD>0,9)
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VSchny
Abnormalni
VSchny ]
© Normalni —3
Abnormalni ]
VSchny
Abnormalni
VSchny ]
< Normalni ]
Abnormalni ]
VSchny ]
N Normalni ]
Abnormalni ———————]
VSchny
Normalni
X Abnormalni
> Normalni
Abnormalni

Vyswétlivky (Tabulka 12 a Obrazek 20):

Chromosom — studovany chromosom

Jadra — vysledek podle vysemi chromosoifinl13, 16, 18, 21, 22, Xa 'Y

Patet — p@et signal v dané skupi

Median - median korigované relativni vzdalenoginaiti (CRD)

%>0,9 — procento signal extrémni periferii jadra (CRD>0.9)

P — statistick& vyznamnost rozdilu v rozloZeninm/sani s modelem nahodného rozlozeni
Model — procento signélv extrémni periferii jadra dle modelu nahodnéhda®eni signai v
kulovém jade

VSechny — signély z normalnich a abnormalnich btast dohromady

Normalni — signaly z normalnich blastomer

Abnormalni - signaly z abnormélnich blastomer

1 X - chromosom X v blastomerach s jednim chromas&ninormalnich i abnormalnich)
>1 X - chromosom X v blastomerach s vice neZ jedofmomosomem X (normalnich i
abnormalnich)
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RozlozZeni hodnot korigované relativni vzdalenogth&lu (CRD) pro vSechny chromosomy
se signifikanty liSi od matematického modelu nahodného rozloZgmé$ v kulovém jade
(P=0,00002). Z toho vyplyva, Ze signaly nejsoudigarozmistny nahods. VétSi procento
signati (12,1%) nez by odpovidalo modelu (8,3%) se nach&zirgjSim prstenci (CRD>0,9)
plochy jadra.

Porovnani rozlozeni signal jednotlivych chromosofn s modelem ukazuje, Ze pouze
chromosom 18 je rozmist vyznamg odliSré (P=0,00005), ficemz ve vijSim prstenci je
nachadzeno dokonce 15,3% signalDdliSnosti v rozloZzeni ostatnich sighahedosahuji
hladiny vyznamnosti.

Jsou-li signaly roz&gleny podle chromosoina podle toho, zda jsou z chromosomain
normalni nebo abnormalni blastomery, pak pouzeasygohromosomu 18 v abnormélnich
blastomerach maji vyznarimenahodné rozloZeni (P=0,00005j¢@mz jich 22,1% procenta
je v nejperiferijSim prstenci. NejvysSi podil perifernich signélyl nalezen pro chromosom
Y v normalnich blastomerach (23,1%), ale vzhledenizkému pétu téchto signal nebyla
dosazena hladina statistické vyznamnosti (P=0,14).

Lokalizace signdl chromosomu X nebyla vyznandliSnd od modelu ndhodného rozlozeni
jak v blastomerach s jednim X, tak v blastomeraefts chromosomy X.

6.4.3. PNA-FISH

Fluorescetini in situ hybridizace s PNA sondami byla provedeaa23 blastomerach z 10
embryi. Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tabulky BBiklady vySetenych blastomer jsou
uvedeny v obrazku (Obrazek 21)

Tabulka 13. Vysledky PNA-FISH na blastomerach

Poget Vysetifené chromosomy
Embryo Vék Zeny || analyzovanych Vysledky Komenta ¥
blastomer 1 4 9 16 18 X Y

El 28 2 ? ? Abnormalni [9,9,9,16,16] Trisomie 9

E2 31 3 ? ?2 |7 Abnormalni [1,1,X,Y][1,1,X][1,1,Y] Mosaika XY/X0/YO

E3 39 2 ? ? ? Abnormalni [1,1,4,4,16,16,16] Trisomie 16

E4 26 2 ? ?2 |7 Normalni [1,1,X,Y]

E5 31 1 ? ? ? Abnormalni [1,1,18,18,18] Trisomie 18 a nulisomie X
Abnormalni . et ] .

E6 34 3 ? 2| 2| n199.1616)119,991616 | Mosakanormaini/ trsomie 9/
[1,1,9,16,16]

E7 30 2 ? ? ? Normalni [1,1,9,9,18,18]

E8 32 3 ? ? ? Abnormalni [1,1,9,9,16] Monosomie 16

E9 31 2 2 2 2 Abnormalni Chaot|9ka mlosa|kal monosomie 1

[1,9,9,18,18][1,1,1,9,9,18,18,18] / trisomie 1 / trisomie 18
E10 27 3 ? ? ? Normalni [1,1,16,16,X,X]
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Obrazek 21. Fiklady blastomer vySefenych PNA-FISH. PouZity byly sondy na
chromosomy 1 (modra), 9 (zelena) a 1&drvena). Ok blastomery pochazi z jednoho
embrya.

A. A) Nalez monosomie 9
B. B) Nalez trisomie 9

A)

6.4.4. 3D-FISH

Priklady vysledk dosaZzenych metodami 3D-FISH nankéch preimplanteiech embryi
jsou na obrazcich (Obrazek 22, Obrazek 23).

Obrazek 22. Postranni pohled na jadra blastomer obh@eni DAPI

A. Vyrazreg zplostlé a dilatované jadro
B. Pouzeasté&ne zplostlé jadro
A) B)
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Obrazek 23. Série optickych ezl (Z-stack) blastomerou po FISH se sondami na
chromosomy 13, 16, 18, 21 a 22

.

Obrazek 24. Obraz s roz&enou hloubkou ostrosti vygenerovany ze série optigkh
feai na piredchozim obrazku (Obrazek 23)

Obrazek 25. Povrchovad 3D projekce jadra blastomery, FISH se sondami na
chromosom 18 (modré), DNA obarvena propidium jodiden (¢ervend)

A. Zobrazeny oba barevné kanaly
B. Zobrazen pouze modry kanal ukazujici polohusa EISH signél
A) B)
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6.5. Diskuse

6.5.1. Preimplanta €ni screening aneuploidii

NaSe vysledky ukazuji, Ze u rizikovych pge vysoky vyskyt aneuploidii v preimplagitdch
embryich. Z vySéenych blastomer bylo 59% abnormalnich. Mezi abnbrima nalezy
pievazuji kombinované abnormality se &asnou pitomnosti dvouci vice vad (dvojita
trisomie, dvojita monosomie, kombinace trisomie aosomie, komplexni aneuploidie, vady
poctu chromosomovych sad) v jedné blastéeng8,3%) nad vadami jednoduchymi (trisomie
nebo monosomie jednoho chromosomu) (41,7%).

Vysoky vyskyt aneuploidii v preimplariaich embryich je na jedné stéaargumentem pro
zavedeni screeningu aneuploidii jakoZto standamiésti postup asistované reprodukce za
ucelem selekce nejvhodisich embryi pro fenos do dohy. Zarove je ale znamo, Ze ztlma
¢4st aneuploidii se v embryich vyskytuje v mozaikduoémé. Z toho vyplyva, Ze nalez
v odebrané blastorre nemusi odpovidat situaci ve zbytku embrya. JakuBibzuji i naSe
vysledky, tSina blastomer s aneuploidii nese i aneuploidi§idle chromosomu. iRom
jsme vySetovali pouze chromosomy 13, 16, 18, 21, 22, X a dkuel se do praxe zavedou
metody zaloZené na CGH, bude mozZné detekovat vgemteuploidie. Dosavadni vysledky
ukazuji, Ze tim klesd get embryi s normainim nalezem. Zardvstoupd poet embryi
s abnormalitou vice neZ jednoho chromosomu. | potal zbyvaji embrya bez
chromosomalnich vad (Wells et,&000).

6.5.2.  Studium polohy chromosom G vjadrech preimplanta €nich
embryi

Vysledky ukazuji, Ze signaly fluorescem in situ hybridizace (FISH) nejsou v jadrech
blastomer z lidskych embryi rozmisy nahodd. Toto rozmisini se u jednotlivych
chromoson liSi. Chromosom 18 se vyraziiSi od ostatnich studovanych chromosodeho
lokalizace se vyraznmgni v chromosomakh abnormalnich blastomerach, kde je posunut
k periferii. U ostatnich chromosdnjsme takovyto rozdil nenasli.

NasS hlavni z&u, Ze lokalizace chromosdmje v abnormalnich embryich Zména, jev
souhlase se z&w studie McKenzie et al. (McKenzie et,aR004). Ze jsme tento rozdil
nenasli u vSech chromosémmize byt z@isobeno tim, Ze jsme pouZili jinou metoddeni
polohy chromosoih zaloZzenou na fpsném n&eni sodadnic stedi a perifernich okrdj
signati. Pouzili jsme také jak #ima porovnani na#sienych hodnot, tak srovnani
s teoretickym modelem ndhodného rozamissignali. Olkema €mito pristupy jsme dosji

ke stejnému zjigni, Ze poloha signélse mezi normalnimi a abnormalnimi blastomerani lis
pouze v pipadt chromosomu 18. Rozdily nalezené u ostatnich chsomib by statistické
vyznamnosti mohly dosédhnout, pokud by se potvnddy&tSim pd@tu meteni. OvSem zdaleka
se u vSech chromosdmnmejednalo o posun k periferii . \fipadt chromosom 13 a Y jsme
totiz nasSli ¥tSi podil perifernich signélv normalnich blastomerach nez v abnormalnich, coz
je v pFimém rozporu se studii McKenzie et al.

Nalezené rozdily mezi studovanymi chromosomy mosouviset s tim, Ze pro jednotlivé
chromosomy byly pouzity tzné typy sond. Pro studium topologie chromosojsou
nejvhodrjSi celochromosomové malovaci sondy, které éajigolohu celého chromosomu.
Tyto sondy ale nejsou vhodné pro Kklinické pouzitprgimplant&ni diagnostice, nelo
vysledkem hybridizace jsou velké signaly u ktergelsgji nastavaji pekryvy a roz&tpeni.
Misto nich jsme pouZili komeéné¢ dostupnou sadu tyenou centromerickymi sondami na
chromosomy 16, 18, X a Y a sondami specifickymi pokusy na dlouhych raménkach
chromosom 13, 21 a 22 (viz 3.2.1.1 a 6.3.3).
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DalSim omezenim studie je, Ze blastomery jsme ditgcha normalni abnormalni podle
pouze vysledk FISH se sondami na chromosomy 13, 16, 18, 21,X2 Y. Nekteré
z blastomer ve skupinnormalnich pi tom mohou nést abnormalitukterého z ostatnich
nevySetenych chromosoin coz nmize celkové hodnoceni ovlivnit a oslabit jeho &gy

Posun chromosomu 18 do periferieiza byt gimym fyziologickym projevem zgm

v genové davce, které spousti mechanismy tlumemiskripce v oblastech dotykajicich se
periferie jadra. Vzhledem k tomu, Ze jde o obdohiz#M se také jednat o projev naruSeni
mechanism zodpo¥dnych za funkni lokalizaci chromosoth v disledku nerovnovahy
genové davky. DalSi moznosti je, Ze jde o inicifdzi fragmentace a b&iné smrti. K tomu

je nutno pipomenout, Zze u 53 % (108/204) vy&stych blastomer nebyloikec mozné
lokalizaci chromosofh posoudit z dvodu fragmentace jadra nebo jeho extrémni
nepravidelnosti. Sasasti dalSich studiich by mohlo byt také hodnoceéfibmnosti signal
jednotlivych chromosoinv téchto fragmentech nebo Wixcich.

Dalsim moZnym vysitlenim nélea je, Ze aneuploidie je sekundarniristdkem zrénéné
lokalizace chromosoin v embryich s poruchou vyvoje. Chromosomy ¢&itér lokalizaci,
nag. na periferii, mohou byt nachyj$i k non-disjunkci nebo opo#di v anafazi z évodu
nespravnéhoifchyceni mikrotubul ke kinetochoru.

Vady mitotického aparatu mohou byt zarbveodpoedné za zrény v lokalizaci
chromosom, protoZe lokalizace chromosénje pinejmenSimcasténé zavisla na jejich
pozici po dokoteni gedchozi mitézy. Centrosom zygoty vznikd z centridtyerou do
oocytu vnasSi spermie (Palermo et, al994). V embryich pgatych spermiemi mui
s nejzavazgsimi poruchami fertility u nichZz se pouziva exttekspermii z varlete (TESE) je
zvySeny vyskyt aneuploidii (Silber et ,aR003). Tyto aneuploidie mohou bytimym
dusledkem aneuploidii ve spermiich, ale také mohotu n&sledkem poruch mitotického
déliciho weténka zygoty, které je organizovano gréentrosomem jvodem z centrioly
spermie. Defekty cntrosomu mohou byt jednouileZitych @ic¢in post-meiotického vzniku
aneuploidii a mosaicismu, jenz §asto v preimplantaich embryich nalézan (Silber et,al.
2003).

Inaktivni chromosom X v mySich preimplagtéch embryich samsiho pohlavi nenabyva
podoby heterochromatinového Barrowdiska, ktera je typickd pro inaktivni X v pogslich
fazich (Huynh et al.2003). Z toho vyplyv4a, Ze tatdgrhodna inaktivace chromosomu X neni
ekvivalentem pozgSi stabilni inaktivace. Periferni lokalizace ingkvaného X niZze byt
typickym projevem pouze stabilni inaktivace a nikoéto grechodné inaktivace.

Pokud bude souvislost mezi aneuploidiiaanou periferni lokalizaci chromosbrmotvrzena
dalSimi studiemi, mohla by tento poznatek vyznamiispét k lepSimi pochopeni patogeneze
¢asnych poruch vyvoje a interakci mezi chromosoriyt¢rhto djich. Mohl by vést i

k novym metoddm pro zlepSeni b nejvhodsgjSich embryi k transferu do éidhy.

V dalSich studiich je i¢tba analyzovat &Si paet blastomer rotidénych podle typu
aneuploidie, indikace preimplagtd diagnostiky, ¥ku rodit, metod a médii pouzitychip
fertilizaci a kultivaci i podle toho, jaky byl vysflek implantace embrya. PraeprgjSi
hodnoceni polohy chromosdnby bylo optimalni pouzit metody 3D-FISH, které aktim
nejsou pro klinické pouziti v ramci preimplaétd diagnostiky vhodné.

6.5.3. PNA-FISH

Owtili jsme, Ze fluorescemi in situ hybridizace s PNA sondami je metodowerdai Ize
pouzit pro preimplantai vySeteni chromosoiinv embryich. JelikoZ PNA sondy nevyzaduji
tak vysokou teplotu denaturace jako DNA sondy, ajkytadii, Ze by je bylo mozno pouzit
k vice cykiim vySeteni na jednom preparatu. S DNA sondami je moZznéjedamom
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preparatui vySéeni provést maximai2-3-krat, potom jiz kvalita materialu klesa. Jedno
z piicin mize byt pra¥ opakované i{sobeni vysoké denatwrd teploty. Zavaznym
nedostatkem PNA sond ov3em je, Zze neumpzozliSit chromosomy 13 a 21, které jsou pro
preimplant&ni diagnostiku zdsadmdulezité. Proto by pro praktické pouZiti bylo nutnid A°
sondy kombinovat s klasickymi lokusospecifickymi DNA sondami a to Hdito v jedné
reakci, nebo sekvéné. Druhym praktickym problémem je kondaf nedostupnost @enych
PNA sond pipravenych Kk pouZiti, coZz je pro rychlou a spolatli preimplanténi
diagnostiku také veliceidezité.

6.5.4. 3D-FISH

V preimplant&ni diagnostice, iy niz jsou k dispozici pouze jedna neba: dwiky, 3D-FISH
umoziuje

Presnou dokumentaci preparatu blizSi skntesti nez jeden snimek vdité rovind ostrosti
PresrgjSi naslednou analyzu digitalniho obrazu

Uchovani fluorescence. Preparat neni nutné dlouwhu osétlovat UV swtlem kEhem
prohlizeni, pi cemz dochazi ke sldbnuti fluorescence.

3D-FISH je také mozné vyuZzit pro vyuku a externntkolu kvality laboratéi, protoZze
umoziuje simulovat mikroskopickou analyzu preparétu l@rescetni in situ hybridizaci
lépe nezZ standardni 2-ro&meé obrazy.

3D-FISH méa i své nevyhody a neni standardni metoplmiozZe:

e snimani preparatu kamerou docpate ve vice vrstvach trva déle nez v jedné rdévin
ostrosti. i tom hrozi slabnuti fluorescence nejcifiich fluorochrom. Ale jakmile jsou
snimky jednou nasnimany, dalSi &dwvani preparatu UV stlem jiz neni nutné, takze
ve vysledku by rda fluorescence byt zachovana vice.

e prodlouzeni celého diagnostického postupu je wmpkint&ni diagnostice nevyhodné,
protoZe je velic&éasow limitovana.

* pro dosazeni nejlepsSich vysléde nutny motorizovany mikroskofizeny pd@itacem
(pohyb stolku v ose z, vyna fluorescetnich filtra, ovladani zagrky UV swtla) a
specialni software.

6.6. Zavery

Vysledky vySeteni embryi byly zvieejrény v publikacich 1.1, 1.2, 1.3, 3.1, 5.1, 6.1, 6.3,
7.2 a 10.3 - viz Aloha 2.

6.6.1.  Preimplanta éni screening aneuploidii

Uspsdns jsme zavedli do klinické praxe na nasem pracovigimplantani screening
aneuploidii a detekci pohlavi. Dosazené vysledi§e¥gni embryi pomoci biopsie blastomer
a vySefeni fluorescetni in situ hybridizaci odpovidaji vysletin ve s¥tové literatie a
potvrzuji vysoky vyskyt aneuploidii v lidskych pngblant&nich embryich.

6.6.2. PNA-FISH

Owetili jsme, Ze fluorescemi in situ hybridizace s PNA sondami je jednou Znyeh variant
vySeteni aneuploidie ve blastomerach.
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6.6.3.  Studium polohy chromosom G vjadrech preimplanta €nich
embryi

Chromosomal& normalni a abnormalni blastomery se liSi lokalizagnati chromosomu 18.
V abnormalnich blastomerach je posunut k periféokalizace chromosoinl3, 16, 21, 22,
X a Y se vyznam# neliSi od modelu ndhodného rozloZzeni a to jak nmadnich tak
v abnorméalnich blastomeréach.

Nebyl nalezen rozdil v lokalizaci sigiathromosomu X v blastomerach s jednim a s vice
chromosomy X. Z toho vyplyva, Ze v 3-4 dny staryiclskych embryich s vice nez jednim
chromosomem X nebyla nalezena inaktivace chromos¥mioprovazena jeho periferni
lokalizaci.
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7.Databaze klinickych a vyzkumnych Gdaj
7.1. Cile

Cilem bylo vypracovani a fipézZné zdokonalovani géacové databaze vyzkumnych a
klinickych udaj pro zlepSeni elektronické dokumentace v ramci Gemtprodukni genetiky
a pro skr dat pro vyzkumné projekty.

7.2. Material a metody

7.2.1. Verze 1

Prvni verze péitacova databaze vyzkumnych a klinickych dd&jentra reproduini genetiky
byla vytva‘ena v softwaru Access (stast Microsoft Office 97).

7.2.2. Verze 2

Pro druhou verzi byla vytwena samostatna klientska aplikace pomoci softwaziptD 6
proffessional (Borland,Scotts Valley, CA, USA¥igtupujici k databazi Access pomoci
Borland Database Engine (BDE) propojeni.

7.2.3. Verze 3

Pro teti verzi byla data fignesena na databazovy server Interbase 6 (Borl&hehtska
aplikace byla upravena pouzitim nativnich komponaterbaseExpress (IBX - Borland) pro
Interbase 6.

7.2.4. Verze 4

Posledni verze vyuziva databazovy server Fireb@d %.0 (IBPhoenix, Manchester, MA,
USA) umistny na samostatném serverovémcifegi a klientskou aplikaci vytvi@nou
pomoci Delphi 6 Proffessional. Profigmjeni k databazovému serveru jsou pouZzity
komponenty IBX. Pro tiskové sestavy jsou pouzityrmnenty Fastreport 3 (Fast Reports,
Inc., Rusko).

7.3. Vysledky

Databaze je vyuzivana pracovniky Centra reprodukenetiky a reprodgki mediciny
Ustavu biologie a lékaké genetiky a Gynekologicko-porodnické kliniky Eiki nemocnice
v Motole. Tvai ji 75 vzajemsd propojenych tabulek. Ke dni 10.6.2006 obsahujenadw o
5175 pacientech, z toho 3125 muzich a 2050 ZeZa@adnani o vySeteni spermiogramu je
3892, zaznaikho cyklech terapie metodami asistované reproduka¢téini oplodréni nebo
intrauterinni inseminace) je 4738. V dalSich tahalk jsou Udaje o ostatnich vy&stich
provadgnych na naSem pracovisti i jinde, zdznamy o vystddderapie, zaznamy o
planovanych vySéenich a zakrocich ale i zaznamy o pouzivanych dk@iuh a vybaveni.
V databazi jsou také iedpiipravené dotazy slouZici k pravidelnému ziskavadéjil o
vysledcich prace Centra reprodokgenetiky a mediciny

Pro pistup k databazi slouzi klientska aplikace. Ukar@wvatelského rozhranni jsou na
obrézcich(Obrazek 26, Obrazek 27, Obrazek 28, @kra2, Obrazek 30). Aplikace slouzi
také k tisku vysledkovych sestav.
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Obrazek 26. Startovaci formul&

% Pacienti
& 'FISH - spermie
$FISH - PGD
@ Filtry
i Zasoby
il Statistika
[ Kalend&r
& Uzivatelé
i konec
| MUDrJanDiblik 2

Obrazek 27. Formul& s Udaji o pacientech, stranka s vysledky spermiogmi

Seznam pacientu’tl El ilParl_nerkaJ @j g
Dsobni tdaje | Anamnéza  Vysetfeni l Diagnéza | Terapie |
Andhologie | Dstatri visledky | Indiace | Izolace DNA |
Spermiogramy | Marfologie | Motiita |

Datum |viskozita | Objem [mi] [Kancentrace [mil./ml] [4+B [%] [vitalita [%][pH  [1a8 [16G [Pozn. -
[»[7.10.2004 N 53 238 45
| |11112004 N 5 0,08 %6
| 12.8.2005 N 6.4 0,07 14 nemrazeno
| 1.9.2005 N 6,05 0,08 0 nemrazeno
| |30.6.2008 N £.1 0 0 |
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Obrazek 28. Formul& s Udaji o pacientech, strAdnka se zaznamy o cykleasistované
reprodukce

382005 Bezg
10.10.2005 Bez gravidity

1122005 Bez gravidity
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Obrazek 29. Formular se zaznamy o vySéeni spermii metodou FISH

! FISH

ejakulat

FM botol, UBLG, Centrum reprodukéni genetiky

3102005 13102005
3102005 3.10.2005
2102005 | 3.10.2005
2211.2005  22.11.2005
8122005 8122005
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Obrazek 30. Formul& se zaznamy o preimplant&nich vySefenich embryi

0 PGD =)
Cykly s PED:l ;I ‘
~Skhcka - Sondy ||
kiad skligka | il [5onda =] ||
G Multvision PB |
B|=centvoen ﬁ |
~Embrya i
Eisla [Wosledsk PRD [Doporgens [Foanmky | =l
| 1 Bez wizledku [Memo)
» Abrormndlni Meni vhadné k tran_sferu. [Mema)
3 Momnélni - rufzké pohlawi | Meni vhadné k transfenu. [Mema)

—Bur |k}|

PB1 I PE2 |Blastomerai Jina IFIe:anaElzaI Ddstrar‘ritl

Tyvp [Oenateni 13 18 13 [21 I [ [Malsz [Kategorie | Poznamky |
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Databéaze klinickych a vyzkumnych Gdaj

7.4. Diskuse

Pcitatové uloZeni a zpracovani klinickych a vyzkumnychajidie v dnedni dob zcela
nezbytné. Do budoucna bude nutnéedjt, zda je mozné nadale pouZzivat tento databazovy
systém nebo igjit na kometni feSeni se zatenou udrzbou a vyvojem dle naSiciapi a
potteb. Bude také idezité aby databaze byla propojena s nentmém informanim
systémem, coZ znamena Zna technickd omezeni. Podeboude nutné iesSit export dat

pro ripravovany celostatni registr asistované reprodukce

Postupnym vyvojem databazového systému bylo dosadédleni databazového serveru do
klientské aplikace. Databazovy server zajj8 mnohem lépe so¢asné pozadavky vice
uzivateh, nez jednoducha souborova databaze pouZzivananichrwerzich. Nevyhodou

tohotoieSeni je, Ze vyZzaduje pouziti specializovanychnsrfivych nastrdj. Pro sestavovani
databazovych dotézje nutna znalost jazyka SQL (Structured Query luagg), ovsem

pouzitim gFeddefinovanych dotéz s parametry Ize pigbné dotazy pro ziskavani dat
z databazeifpravit tak, Ze je mohou pouzivat vSichni uzivatelé svych paeb bez znalosti

SQL.

7.5. Zavery

Vytvoteny databazovy systém spje pozadavky vSech pracoviikCentra reproduni
mediciny a genetiky a nebylo by bes mozné plnit jednotlivé ukoly této disettd prace.
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