Oponentsky posudek
na diserta¢ni praci MUDr. Jana Diblika

,STUDIUM ANEUPLOIDIE V GAMETACH A EMBRYICH*

Ptedlozend disertacni prace se sklada z 83 stran textu, které shrnuji poznatky v dané oblasti,
metodiku, vysledky a diskuzi tykajici se tématu diserta¢ni prace. Z tohoto hlediska je tento
text samostatnym pojednanim, ke kterému jsou piilozeny 3 prace v impaktovanych
casopisech shrnujici nékteré vysledky predchoziho textu, jez se dosud podafilo publikovat,
dale pak publikace v domacich ¢asopisech, monografiich a sbornicich, na kterych se disertant
podilel. Nasleduji abstrakta z konferenci.

Prace ma 4 zakladni ¢asti:
chromozomalni vady ve spermiich,
chromozomalni vady v oocytech,
chromozomalni vady v embryich,
databaze klinickych a vyzkumnych tdaju.

Chromozomalni vady ve spermiich

Prvni ¢ast disertacni prace se zabyvad chromozomdalnimi vadami ve spermiich. Cilem bylo
zdokonaleni metody FISH a stanoveni frekvence aneuploidii ve spermiich normospermiki a
muzl s nizkou koncentraci spermii.

Navrzeny postup zpracovani spermii pied provedenim fluorescencni in situ hybridizace
(FISH) je velmi rozumny a fes$i dva zakladni problémy vznikajici zejména u patologickych
ejakulat. Jde o nutnost vycisténi spermii od semenné plazmy a standardizaci dekondenzace.
Je mozno jednoznacné fici, Zze metodicky byla tato problematika zvladnuta. Vyuziti 3D FISH
u spermii bude, jak sam autor uvadi, omezeno jen na velmi specialni ptipady.

V druhé ¢asti této kapitoly autor vySettil frekvenci aneuploidii chromozomu 1, 18,7, 8, X aY
u skupiny muzii s normospermii a oligospermii. Pfedpokladam, Ze zakladnim cilem bylo
zjistit, zda mezi témito dvéma skupinami je rozdil ve frekvenci aneuploidii ve spermiich. Je to
pochopitelné, protoze v literatuie byla popsana zvysena frekvence aneuploidii ve spermiich u
muzi s nékterymi formami teratozoospermie, asthenozoospermie a
oligoasthenoteratozoospermie. Obecné lze fici, ze V disertacni praci zjiSt€né frekvence
aneuploidii jednotlivych autosomti se pohybuji v rozsahu publikovanych vysledkii a
odpovidaji i nasim nalezim. Lze je tedy povazovat za vérohodné. Problematické jsou, jak sam
autor uvadi, frekvence dizomii pohlavnich chromozomi a spermii XY, protoZe nebylo moZzno
odlisit diploidni spermie. Tento problém je vSak velmi jednoduse feSitelny pouzitim tfech
sond, kdy kromé chromozomu X a Y se pouzije néktery autozom. My rutinné pouzivame
VvV tomto piipadé¢ chromozom 8. Pokud je jeden signal autozomu, jednd se o dizomii, pokud
jsou dva signaly autozomu, jedna se o diploidii, takze lze rozliSit YY8, XX8, XY8, XX88,
YY88 a XY88. Jako problém vidim, Ze u fady vzorkl nebyly vySetieny dostatecné pocty



spermii. Sdm autor uvadi, Ze u normospermikull se bézné vysetiuje 10 tisic spermii. Je jasné, Ze
tohoto poctu nelze dosahnout u silnych oligozoospermikt, avSak podle naSich zkuSenosti,
pokud je v ejakulatu alespont 5 miliond spermii na mililitr, tohoto poctu lze dosahnout.
Z tabulky 2 vyplyva, ze u fady vzorki, kde je dokonce koncentrace spermii kolem 50 mil/ml,
bylo vySetfeno jenom néco malo ptes tisic spermii. To ma zfejmé za nasledek, ze rozdily mezi
skupinou normospermikl a oligozoospermikl jsou velmi malé. Pfesto bych predpokladal, ze
se autor pokusi o n¢jaké statistické zhodnoceni a bude konstatovat, zda rozdil zjistil, nebo ne.
Velikost skupin (19 oligozoospermikii a 16 normospermiki), u kterych byl vySetfen
chromozom 1 a 18, bych povazoval za dostate¢nou pro statistické vyhodnoceni. V zévérech
vSak neni zddné stanovisko.

Chromozomalni vady v oocytech

Vysetfeni polovych télisek oocytl méd fadu omezeni, protoze nemlze byt analyzovan
paternalni prispévek do embrya. Jako pfijatelna indikace je vySetfeni aneuploidii, protoze
oocyt je vyznamnym zdrojem numerickych aberaci chromozomil v embryich. Tato ¢ast prace
je v podstaté metodicka a demonstruje zvladnuti odbéru polovych télisek a jejich vySetieni
pomoci FISH. K metodice mam pouze jednu pfipominku, a to K rozliseni prvniho a druhého
poélového téliska. Na zéklad¢ naSich zkuSenosti povazuji rozliSeni polovych télisek podle
velikosti za vice nez nespolehlivé. Osobné se domnivam, ze pokud proti tomu nejsou
specialni divody, je vhodné preferovat vySetfeni blastomer embrya, které je mnohem
spolehlivéjsi. V kazdém ptipadé vSak tato metoda musi byt zvlddnuta na pracovistich
reprodukéni mediciny jako metoda volby.

Chromozomalni vady v embryich

Tato kapitola je klicovou casti disertace, stejné tak jako je vySetfeni blastomer embryi
klicovou diagnostickou metodou v ramci PGD. Po metodické strance nelze mit k této ¢asti
zasadni pfipominky. V detailech se liSime v nékterych nazorech, coz je dano zkuSenosti kazdé
laboratofe. Naptiklad bych preferoval fixaci HCl s Tweenem i u tfidennich embryi a
nepovazuji za nutné pouzit pepsin a paraformaldehyd. Je jisté piinosem této prace testovani
PNA sond, ale v praxi bych se stale bal pouzit jiné sondy nez sety sond firmy Vysis pro
vySetfeni aneuploidii embryi. Pokud se tyka vysledkl, uspéSnost 91,5 % vySetfenych
blastomer je pfijatelnd. V nasi laboratofi, kde v priméru vySetiime tisic embryi rocné, jsme
dosahli maximaln€ kolem 95 %. Zjisténé frekvence abnormdlnich embryi a jednotlivych typt
aberaci odpovidaji v zasad¢ naSim naleziim a udajim z literatury. U disertacni prace vSak
nejde jenom o zavedeni metod a jejich praktické vyuziti, ale také o urcity védecky ptinos.
Z tohoto hlediska se domnivam, ze klicové je v dané disertaci studium lokalizace
chromozomll v jadrech preimplantacnich embryi. Byla navrZena vlastni precizni metoda
méfeni a ziskany prioritni vysledky. Ty byly publikovdny ve vyznamnych impaktovanych
znalosti o lokalizaci chromozomu v jadrech interfaznich bunék, které byly dosud studovany
zejména v riznych somatickych buiikdch dospélych jedincti nebo ve spermiich.

Databaze klinickych a vyzkumnych udaji

Tato Cast je zamétfena na vypracovani software pro databazi ziskanych tdaji z predchozich
studii a svéd¢i zejména o znacné pocitaCové gramotnosti autora.



Pokud bych mél dr. Diblikovi polozit n&jaky dotaz k jeho disertacni praci, pak bych rad,
kdyby se vyjadfil k problému, ktery trapi nas stejné tak jako urcité jeho, a to je problém
chimérizmu chromozomalnich aberaci u rannych embryi ve vztahu k PGD.

Na zavér konstatuji, ze disertacni prace MUDr. Jana Diblika splituje vSechny piedpoklady pro
jeji piijeti, a proto doporucuji, aby byl jmenovany pifipustén k obhajobé disertacni prace.

v Brné¢, dne 4.8.2006

Prof. MVDr. Jiii Rubes, CSc.



