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2. ABSTRAKT

Fertilizace in vitro je jednim z né€kolika typu asistované reprodukce a v nékterych
ptipadech byva doplnéna o cilenou preimplantacni genetickou diagnostiku.

Diky této metod¢ jsou selektovana postizena embrya, at’ uz se jednad o embrya nesouci
monogenni onemocnéni, nebo embrya s numerickymi ¢i strukturdlnimi chromosomalnimi
pfestavbami. Kazdé z téchto embryi je analyzovano jinou metodou — monogenni choroby
zkouma PGT-M, aneuploidie PGT-A a strukturdlni chromosomové aberace PGT-SR. PGT
vzniklo zejména ke sniZzeni poctu uméle ukoncenych t€hotenstvi, pro které se Zeny mnohdy
rozhodnou po sdéleni nepiiznivé diagnozy prenatalni diagnostiky, a ke snizeni samovolnych
potrati a mrtvé narozenych déti. Jeho princip totiz spocivd v selekci vadnych embryi
a zavedeni pouze zdravych embryi do délohy matky.

Na pocatku kazdé preimplantacni diagnostiky stoji nejcastéji biopsie n€kolika malo
bun¢k trofoktodermu daného embrya a jejich nasledna analyza. Analytické metody napfi¢
PGT-M, PGT-A a PGT-SR se mnohdy dopliuji, jinak feceno, pii pouziti jedné metody lze
vysledky soucasné interpretovat pro potieby PGT-M, PGT-A a PGT-SR.

Mezi nejpouzivanéj$i analytické metody v PGT patii FISH (fluorescent in situ
hybridization), celogenomovéa amplifikace (WGA), DNA mikro¢ipy (DNA microarrays),
SNP microarrays, sekvenovani nové generace (NGS), haplotypizace a karyomapping.

Strategie genetického testovani pfi IVF je demonstrovdna na vySetfeni manzell
Neznamych, kteti pfichazeji ke genetickému vySetfeni pro hypokalemickou periodickou
paralyzu (autosomalné dominantné dédi¢né onemocnéni) pana Neznamého. Metoda PGT-M
byla vzhledem k této diagnéze doporucena pied samotnym zahdjenim procesu IVF.
Kazuistika se zabyva pfesnym stanovenim genotypu postizeného a néasledného provedeni
PGT vyuzitim metody karyomappingu. Nésledné je zhodnocen geneticky stav embryi
a stanoveni dal§iho postupu v procesu IVF. Ackoliv byla embrya, postizend zkoumanou
chorobou, selektovana, byla zbyld dvé zatizena numerickou chromosomalni abnormalitou
a ve vysledku nebyla doporucena pro transfer. V kazuistice je tedy i demonstrovano riziko
odhaleni jinych genetickych zmén, nez byla ptivodné stanovovéana a jez vylucuji transfer.

Jinymi slovy, PGD nemusi zarucovat Gspésny cyklus IVF.



3. ABSTRACT

In vitro fertilization is one of several types of assisted reproduction and in some cases
it is complemented by targeted preimplantation genetic diagnosis.

Through this method, affected embryos are selected, whether they are embryos with
non-monogenic disease or embryos with numerical or structural chromosomal
rearrangements. Each of these embryos is analysed by a different method - monogenic
diseases are examined by PGT-M, aneuploidies by PGT-A and structural chromosomal
aberrations by PGT-SR. PGT was developed primarily to reduce the number of artificially
terminated pregnancies, which women often opt for after being told of an unfavorable
prenatal diagnosis, and to reduce spontaneous abortions and stillbirths. Its principle is to
select defective embryos and introduce only healthy embryos into the mother's womb.

At the beginning of each preimplantation diagnosis, a biopsy of a few trophoctoderm
cells of the embryo in question and their subsequent analysis are usually the starting point.
The analytical methods across PGT-M, PGT-A and PGT-SR are often complementary, in
other words, using one method the results can be interpreted simultaneously for PGT-M,
PGT-A and PGT-SR. The most commonly used analytical methods in PGT include FISH
(fluorescent in situ hybridization), whole genome amplification (WGA), DNA microarrays,
SNP microarrays, next generation sequencing (NGS), haplotyping and karyomapping.

The genetic testing strategy in [IVF is demonstrated by the examination of Mr. and Mrs.
Doe who present for genetic testing for Mr. Doe's hypokalemic periodic paralysis (an
autosomal dominantly inherited disease). Due to this diagnosis, the PGT-M method was
recommended before the actual IVF process was initiated. Kazuistics deals with the accurate
genotyping of the affected person and the subsequent PGT using the karyomapping method.
Subsequently, the genetic status of the embryos is evaluated and the next course of action in
the IVF process is determined. Although the embryos affected by the disease under study
were selected, the remaining two embryos were burdened with numerical chromosomal
abnormalities and as a result were not recommended for transfer. Thus, the case report also
demonstrates the risk of detecting genetic changes other than those initially determined,

which preclude transfer. In other words, PGD may not guarantee a successful IVF cycle.



4. CIL PRACE
Cilem této prace je na zdklad¢ literarnich poznatkl pfedstavit téma preimplantacni
diagnostiky a demonstrovat jeho vyuziti na piikladu kazuistiky paru s hypokalemickou

periodickou paralyzou.



5. UvoD

Na samotném zacatku vzniku nového jedince stoji dvé pohlavni buiky, muzska
spermie a zensky oocyt. Po jejich spojeni vznika tzv. zygota, coz je diploidni buiika, ktera

nasledné podléha procesu ryhovani.

5.1 Spermie

Na muzské pohlavni buiice, spermii, je mozno rozlisit tfi jeji ¢asti — hlavicku, kréek
a bicik.

Hlavicka je kryta akrozomem, jenz obsahuje proteolytické enzymy a hyaluronidazu,
které jsou potiebné pro prinik spermie do vajicka pii oplozeni. [ 1] Uvnitt hlavicky se nachazi
jadro s haploidni sadou chromosomil a dvojici centriol, kdy distalni centriola slouzi jako
bazalni télisko biciku. Kréek je tvofen axonemou biciku a pochvou se spirdlovité
uspofadanymi mitochondriemi. Bi¢ik se déli na stfedni, hlavni a koncovy usek. [2] Stavba je
z nékolika thli pohledu zndzornéna na obrazku 1. [2]

Pohyb spermie je zajiStovan zejména kyvavym pohybem hlavicky oproti bic¢iku,
z mens$i ¢asti je pak dopliiovan Sroubovitym pohybem biciku. [2] Pohyblivost spermie je az
do ejakulace inhibovana inhibi¢nimi proteiny. V1iv na pohyb ma i pH, ve kterém se spermie
nachdzi — alkalické a neutralni pH mirn¢ zvySuje pohyb, zatimco lehce kyselé prostiedi

pochvy jej zpomaluje. [1]

osové vlakno

/‘\

mikrotubuly

Obrazek 1 - Stavba spermie [3]



5.2 Oocyt

vvvvvv

proto je potiebné stavbu oocytu popsat véetné jeho vyvoje.

Prvni vyvojové stadium, primordialni folikul, vznikd jiz v intrauterinni ¢asti vyvoje
zeny a v tomto stadiu zstava az do puberty. Jeho stavba, jak je zndzornéno na obrazku 2, je
tvofena primarnim oocytem, na néjz tésné ptiléha bazalni membrana, na kterou naseda jedina
vrstva granuldznich bunék. [1, 2]

V puberté¢ dochazi k paralelnimu zrani primérnich folikul, coZ znamend, Ze ve
vajecniku soucasné nalezneme riiznd vyvojova stadia folikult. Prvnim krokem dalSiho
vyzravani je zvétSeni bunck jedné folikularni vrstvy do kubického tvaru a nasledné déleni
téchto bunék tak, aby kolem vajicka vznikl vicevrstevny obal, jenz je kryt vazivovou vrstvou
(theca folliculi). [2]

V dal$im stadiu dochdzi k vytvoteni dutiny (antrum folliculi) s excentricky uloZzenym
oocytem a vyplnénou tekutinou (liguor folliculi). [2]

Nejzralejsi stadium, znazornéno taktéz na obrazku 2, se oznacuje jako Graafiiv folikul
neboli folliculus ovaricus vesiculosus. V tomto stddiu tvoii folikularni bunky 4-5 vrstev,
které se oznacuji jako membrana granulosa. Membrana granulosa je dale kryta dvéma
vrstvami — theca folliculi interna a theca folliculi externa. Vajicko je ulozeno v membrana

granulosa, kde vytvari hrbolek zvany cumulus oophorus. [2]
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granulézni buriky

Obrazek 2 - Vyvoj oocytu [1]

Aby se vajicko uvolnilo z ovaria, musi Graafitv folikul prasknout. Dojde tak k vyliti
liquor folliculi a oocytu k bfisnimu usti vejcovodu, kde je zachyceno pomoci fimbriae tubae
uterinae a nasledné putuje vejcovodem az do delohy. Cely tento déj je znam pod
jednoduchym pojmem — ovulace. Membrana granulosa se po prasknuti folikulu svrasti
a vytvoii se tzv. corpus luteum (zluté télisko), které¢ se v zavislosti na oplozeni méni na
corpus luteum menstruationis nebo corpus luteum graviditatis. Kone¢nym stadiem zaniku

zlutého téliska je vytvoreni jizvy neboli corpus albicans. [4]
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5.3 Fyziologie oplozeni

Samotnému oplozeni oocytu piedchdzi pohlavni styk mezi muzem a Zenou, pii némz
jsou do pochvy zeny ejakulovany muzské pohlavni buiiky. K oplozeni vajicka dochézi
zpravidla az ve vejcovodu (ptesnéji v ampulla tubae uterinae). Do vejcovodu se uvoliuje
sekundarni oocyt z Graafova folikulu, ktery je kryt vrstvou sacharidii a proteini (zona
pellucida) a granuldznich bunék (corona radiata). [1]

U spermie je dllezita jednak jeji pohyblivost, zejména proto, aby se dostala az pravé
do zminovaného vejcovodu, jednak kapacitace a reakce akrozomu. Pokud spermie nema
dostate¢nou pohyblivost nebo nese jiny defekt, je eliminovana periovulacnim cervikalnim
hlenem — ten tedy pomaha zajistovat, aby se k vajicku dostaly pouze ,kvalitni* spermie.
Kapacitace je soubor déji, které predchazi vlastnimu splynuti pohlavnich bunék. Béhem ngéj
dochazi ke zvyseni pohyblivosti spermii, zvySuje se permeabilita akrozomalni plazmatické
membrany pro vapenaté ionty a uvolni se stabilizujici glykoprotein. Aby pohlavni buiky
splynuly, musi byt spermie schopna rozpoznat oocyt od ostatnich bunék. K tomu ji slouzi
specifické glykoproteinové receptory corona radiata. Akrozomélni reakce poté zajisti
rozruSeni tésnych spojli mezi builkkami tvoficimi corona radiata. K tomu je spermie
vybavena proteolytickymi enzymy, které taktéz umozni spermii priuchod pies zona pellucida

az k plazmatické membrané oocytu. Cely tento proces je znazornén na obrazku 3. [1, 5]

spermie

jadro obsahujici

chromozomy  akrozom

corona radiata

zona pellucida

Obrazek 3 - Proces oplozeni oocytu [1]
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V momenté, kdy dojde k fuzi akrozomu s oocytarni membranou, z vajicka se zacne do
extracelularniho prostoru uvoliiovat obsah granul, jenz zamezuje dalSimu priniku spermii do
oocytu. [1]

V tomto okamziku dochazi k samotnému oplodnéni vajicka. Mikroklky oolemmy
(cytoplazmatickd membréana oocytu) obklopi hlavicku spermie, kterd se nyni dostava dovnitf
oocytu. Pozdéji se do nitra vajicka dostava i bic¢ik. Nasledné dojde ke zvySeni intracelularni
koncentrace iontl kalcia, které jsou diilezité pro dokonceni druhého meiotického dé€leni
vajicka, které bylo zastaveno v pribé¢hu metafaze jeste pii svém vyvoji. [1]

V poslednim stadiu oplozeni dochazi ke vzniku muzského a zenského prvojadra, coz
jsou jadra piivodnich pohlavnich bunék, a nasledné k jejich splynuti do jednoho jadra buniky.
V tomto moment¢ jiz nazyvame tento Utvar zygotou, kterd ndsledné prochéazi procesem
ryhovani — stddium moruly a blastocysty. Buiiky blastocysty se jiz diferencuji na buiky
budouciho embrya (embryoblast) a buiikky budouci placenty (trofoblast). Ve stadiu
blastocysty navic dochdzi k nidaci do stény delohy, a to pravé stranou embryoblastu (viz

obrazek 4). [1]

trofoblast

vnitini skupina bunék
embryonalni ¢ast

délozni Zlazky

Obrazek 4 - Nidace vajicka do délozni sliznice [1]
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5.4 Indikace k in vitro fertilizaci

In vitro fertilizace je indikovana z n€kolika rtiznych ditvodi, prvnim z nich je geneticka
zatéz rodict. Touto problematikou se zabyva predevsim genetické poradenstvi, Cemuz se
vénuje jedna zs dalSich kapitol, a vysetieni pted provedenim IVF. Druhou indikaci k pouziti
IVF je sterilita, kterd mize mit nékolik pficin. Ackoliv neni hlavni tématikou této prace, je
na misté ji zbézné predstavit.

Sterilita je definovdana podle WHO jako onemocnéni Zenského nebo muzského
reprodukéniho systému, pfi¢emz se danému paru nedaii dosdhnout t¢hotenstvi ani po vice
nez 12 meésicich, kdy péar provozuje pohlavni styk nejméné jednou za tii dny (bez pouziti
jakychkoliv antikoncepénich metod). [6] Sterilitu paru lze také rozdé€lit na primarni
a sekundarni s tim rozdilem, Ze u primarni sterility se zené nikdy nepodatilo otéhotnét,
kdezto u sekundarni se Zen¢ diive s jinym partnerem otéhotnét podaftilo. [7]

Muzska neplodnost je Casto zplsobena anomaliemi ve tvaru spermii nebo jejich
snizenou pohyblivosti. Taktéz ke sterilit¢ muza piispiva nizké mnozstvi spermii ve spermatu
nebo problémy s jeho vyronem (napft. obstrukce reprodukéniho traktu). [7]

Prvnim z nékolika aspektli Zenské neplodnosti je neprichodnost vejcovodii. Ta mize
byt zptisobena neléCenymi pohlavnimi nemocemi, komplikacemi po nebezpe¢ném potratu,
poporodni sepsi nebo operaci v oblasti bficha nebo panve. Dal§im divodem miizou byt riizné
poruchy délohy a vajecnikli, at’ uz se jednd o endometriézu, myom nebo polycystické
vajecniky. Posledni skupinou pfi¢in Zenské neplodnosti je dysfunkce endokrinniho systému,
coz zpusobi nerovnovahu v hladinach reprodukénich hormoni. Schopnost otéhotnét mize
byt také komplikovanéjsi ve vyssim véku pacientky. [7]

Dalsi indikaci k in vitro fertilizaci mize byt podstoupeni chemoterapie, kterd mize mit
vliv na ovaridlni tkan a dojde tak ke snizeni zasoby folikuli. Tento stav mtze logicky vést
ke snizeni plodnosti nebo k uplné neplodnosti. Existuje nékolik metod, jenz dovoluji
neplodnost v takovém piipadé¢ fesit. Prvnim z nich je kryokonzervace oocytl. Ta probiha
pomoci odebrani zralych oocytli po pfedchozi ovarialni stimulaci. Dal$im z nich je in vitro
maturace, coz je metoda, pii které jsou odebrana nezrald vajicka. Ta pak maturuji mimo
lidské télo ve zralé oocyty. Posledni metodou je kryokonzervace ovarialni tkan¢€. Nicméné
vSechny tyto metody jsou zna¢né omezeny aktudlnim stavem pacientky, vékem nebo typem

nadorového onemocnéni. Cytostaticka 1é€ba nebo chemoterapie se muze tykat i muzq.
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Vtomto piipadé¢ je kryokonzervace o néco méné slozitd, je totiz jednodusSe
kryokonzervovano sperma (uchovavani pfi teploté -196 °C) a poté pouzito v momente, kdy

se pacient s partnerkou rozhodnou pro oplodnéni touto cestou. [4, 8]
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6. FERTILIZACE IN VITRO

Fertilizace in vitro je jednim znékolika typl asistované reprodukce a v nékterych
ptipadech byva doplnéna o preimplantacni genetickou diagnostiku. Jeji vyvoj nebyl zejména
kvtli jeji kontroverzi nejjednodussi. I v dnesni dobé se IVF potyka s mnohymi etickymi
otazkami. Mezi nejrozsifenéjsi etické otdzky patii status embrya — neboli zda je embryo
biologicky materidl, nebo jiz plod, ptfipadné dité. Dalsi etickou otazkou muze byt praveé

pohled na preimplantac¢ni diagnostiku.

6.1 Historie
Historie IVF saha az do 30. let 20. stoleti, kdy doktor Gregory Pincus experimentalné

potvrdil, Ze se po oplodnéni krali¢ich vajicek in vitro narodila zivd mlad’ata. V roce 1944
doktor John Rock a jeho kolegyné Miriam Menkinovéa publikovali vysledky experimentovani
s oplozenymi i neoplozenymi lidskymi vajicky z extrahovanych lidskych ovarii pii operaci,
z nich se tfi in vitro rozstépila. O par let pozdéji byla nezavisle na sobé dvéma védci objevena
kapacitace spermie. To je d¢j, kterym musi spermie projit, aby byla schopna akrozomalni
reakce a nasledné fize s oocytem. [9]

Tento posledni objev vedl k pfehodnoceni dosavadnich tvrzeni a bylo stanoveno pét
kritérii pro oplodnéni vajicka in vitro. Doktor Min Chueh Chang tak v roce 1959 prokazal
uspésnost IVF, kdy odebral krali¢i samici neoplozena vajicka, in vitro je oplodnil kapacitnimi
spermiemi, inkuboval a vznikld embrya byla pfenesena do jiné krali¢i samice, ktera poté
porodila zivotaschopné potomky. [9]

V nésledujicich nékolika letech se zacalo schylovat k udélosti, kterou dnes jiz
popisujeme jako nejvétsi uspéch vyvoje IVF. Predtim se ovSem gynekolog Patrick Steptoe
a zejména fyziolog Robert G. Edwards museli potykat s n¢kolika dilezitymi faktory, jako
bylo financovani vyzkumu nebo zisk ovarialni tkdn¢. Béhem toho ovsem Edwards dokazal
mimo jiné, Ze pro metodu IVF neni nutné pouzit spermie odebrané z reprodukéniho systému
zeny (tedy spermie ejakulované pii soulozi), ale povedlo se oplodnit vajicka vlastnimi
spermiemi Edwardse. [10]

Den 12. listopadu 1977 sice neni oznacovan jako nejprilomovejsi, ale tento den bylo
Lesley Brown implantovano do délohy osmibunééné embryo, coz uz kone¢né piimo vedlo

ke stézejnimu datu 25. Cervence 1978, kdy se narodila Louise Brown, tedy prvni clovék
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narozeny pomoci [IVF. Na tomto vyznamném procesu se nejvice podileli, jak jiz bylo fe¢eno,
gynekolog Dr. Patrick Steptoe a védec Sir Robert Edwards, jemuz za tento ispéch byla v roce

2010 udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu. [10, 11]

6.2 IV'F jako jeden 7 druhit metod asistované reprodukce

Metoda IVF je jednim z druhti asistované reprodukce. Jeho princip ovSem na rozdil od
ostatnich druhli spoc¢iva v oplodnéni oocytu mimo délohu matky. Tato metoda byva casto
doplnéna o preimplantacni genetické testovani.

Typy asistované reprodukce se 1isi podle situace, v niz se par nachézi. Tuto situaci je
potieba vyhodnotit jeSté pfed samotnym zacatkem celého procesu, jelikoz se dané postupy
razni.

Prvnim ztéchto postupli je intravaginalni, intracervikdlni nebo intrauterinni
inseminace. Tato metoda se pouziva pfi vaginismu nebo poruchich erekce ¢i ejakulace
a spociva ve vpraveni kryokonzervovaného spermatu do reprodukéniho traktu Zzeny.
Nedochézi tedy k vyjmuti oocytii ven ztéla Zeny, pouze je usnadnéna cesta spermiim
k vajicku. Proces inseminace musi byt spravné nacasovan dle ovulace zeny, kterd mtze byt
detekovana nebo indukovdna pomoci hormonélni substituce. Zdroje se ovSem nemohou
shodnout, zda je ptithodngjsi provést inseminaci v dobé ovulace, 24 hodin nebo 48 hodin po
ovulaci. Tak ¢i onak je tedy okolo doby odbéru zavedeno sperma pomoci mekkého katétru
do de€lohy Zeny (v pfipadé intrauterinni inseminace). Co se spermatu tyce, dochazi i k jeho
upraveé. Sperma neni na rozdil od oocytli stimulovano hormony, ale musi podstoupit tzv.
proces €isténi. To znamena, Ze z odebraného sperma musi byt odstranény vSechny nezadouci
buiiky, jako naptiklad leukocyty, epitelidlni buitky mocového traktu nebo buiiky prostaty,
protoze vSechny tyto buiiky mohou snizovat schopnost spermii oplodnit vajicko. Dale musi
byt odstranény mrtvé spermie a faktory dekapitace obsazené v semenné plasmé (tyto faktory
zabrafuji plné kapacitaci spermii). U darovaného spermatu navic dochédzi k procesu
kryokonzervace, protoze darované sperma musi byt ptl roku v karanténé, dokud neni
proveden kontrolni test infekce HIV darce. Pokud je vysledek vySetteni v poradku, mize byt
sperma rozmrazeno a pouZito k inseminaci. Ackoliv je inseminace mén¢ invazivni a levnéjsi,
doporucuje britsky Narodni institut pro zdravi a péci (NICE) pouzivat fertilizaci in vitro jako

primarni 1é¢bu neplodnosti nejasného ptivodu. Oproti tomu nové smérnice z roku 2023,
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vydané Evropskou spolecnosti pro lidskou reprodukci a embryologii (ESHRE), doporucuji
intrauterinni inseminaci jako primarni lécbu. [6, 12, 13]

Fertilizace in vitro je naopak metoda, pfi niz musi byt oocyty vyjmuty z ovarii. Ty se
poté ve zkumavce (odtud in vitro) bud'to smisi se spermiemi, nebo je spermie piimo
vpichnuta do oocytu (intracytoplasmatickéd injekce spermie (ICSI)). Metoda ICSI se ze
zacatku vyuzivala zejména u spermii se snizenym potencidlem. Doslo tak k obejiti kapacitace
a akrozomové reakce. Detail metody ICSI je zndzornén na obrazku 5. Pomoci mikrojehly je
nasata jedna vybrand spermie. Mikrojehlou je poté propichnuta corona radiata, zona
pellucida a cytoplazmatickd membréana oocytu (tzv. oolema). Nasledné je spermie vypuzena
do cytoplasmy oocytu, kde navazuji procesy jako pii fyziologickém oplodnéni — tedy
splynuti jader a zapoceti procesu ryhovani. V dnesni dob¢ se ICSI vyuziva v drtivé vétsing
cykli IVF (v USA vice nez 90 % cykll). Vznikla embrya jsou nésledné 2—6 dni kultivovana
a posléze je jedno ¢i n¢kolik embryi vpraveno do délohy. Pied zavedenim do délohy jsou
selektovana ta embrya, kterd neodpovidaji fyziologii morfologickym vzhledem nebo jsou
vyfazena pro genetickou patologii. Transfer probihd pomoci tenkého katétru skrz délozni
hrdlo do d€lozni dutiny. Tento vykon neni nijak bolestivy a trva nékolik malo minut. Indikaci
pro pouziti této metody miize byt patologicky spermiogram, nepriichodnost vejcovodu,
endometri6za nebo nutnost vznikla embrya geneticky vySettit pfed jejich implantaci. [4, 6,
14]

Obrazek 5 - Schéma ICSI [15]
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Kryokonzervace se da provést jak u embryi, spermii, oocytl, nebo také u ovaridlni ¢i
testikuldrni tkdné. Provadi se zchlazenim kapalnym dusikem na -196 °C za pouziti
kryoprotektiv a dodrzeni ptfesnych laboratornich postupii. Takto zmrazeny biologicky
materidl ma relativné neomezenou zivotnost. Divodem pouziti této metody muize byt
napiiklad nutnost odebrani spermii ¢i oocytii pfed zahdjenim 1écby, ktera by pohlavni buiiky
poskodila (napf. 1écba cytostatiky). [6]

Kryoembryotransfer pfimo navazuje na metodu kryokonzervace, jelikoz spociva
v rozmrazeni diive zmraZeného embrya a jeho implantaci do délohy. Dulezité je ovSem také
nacasovani transferu. Endometrium délohy totiz musi byt pfipraveno na implantaci embrya,
¢ehoz jde docilit poddvanim gestagent tolik dnti, kolik dni je staré embryo. Samoziejmée je
mozno provést transfer pii plné€ nativnim cyklu nebo pfi jinak zajisténych cyklech. [6]

K déarcovskému programu musime pfistoupit v piipad¢, kdy neni viibec mozné pouzit
gamety jednoho nebo obou partnert, at’ uz z diivodu jejich absence, nebo dysfunkcee. [6]

V nékterych ptipadech je nutné vyuzit tzv. nahradni matku. K této metodé se ptistupuje
zejména pokud Zena zadnou délohu nema nebo je nemocna zplsobem, ktery by ji neumoznil
otéhotnét (napt. kardiomyopatie). V Ceské republice je tato metoda sice mozn4, ale neni
legislativné oSetfena. [6]

Preimplantacni genetické testovani (PGT) dopliluje samotnou fertilizaci in vitro, jen
s tim rozdilem, Ze embryo je testovano na pfitomnost ¢i nepfitomnost urcité genetické mutace

nebo jsou testovany chromosomalni abnormality.

6.3 Strategie vySetieni pvi IVF

Pied kazdym cyklem IVF je potfeba zdkladniho genetického vySetfeni zeny a vySetieni
spermiogramu muze. U muze i Zeny je jako prvni zhodnocena anamnéza, ve které se posuzuje
pocet narozenych déti kazdého z partnerii (i v pfedchozich vztazich), prodélané operace,
uzivani navykovych latek, ptipadné obtiZe pfi pohlavnim styku a dal$i parametry. Zpravidla
se jako prvni provadi vysetfeni spermiogramu, zejména kvili jednoduchosti odbéru vzorku
a menSimu dopadu na psychicky stav pacienta, nez jsou mnoha gynekologickd vySetfeni
Zeny. Spermiogram je stanoven z ejakuldtu ziskaného zpravidla masturbaci. U ejakulatu jsou
nejprve zhodnoceny fyzikalni vlastnosti (vzhled, objem, pH atd.), a nasledné je stanoven

pocet spermii a zhodnocena jejich morfologie / fyziologie. Na zéklad¢ téchto znakl jsou

19



spermie rozfazeny do tii skupin: progresivné pohyblivé spermie (linearni pohyb nebo pohyb
ve velkém kruhu), neprogresivné pohyblivé spermie (vSechny ostatni druhy pohybu spermii)
a nepohyblivé spermie. Dle referen¢nich hodnot WHO zroku 2010 by mél byt podil
progresivné a neprogresivné pohyblivych spermii ku poctu vSech spermii vétsi nebo roven
40 % a podil zivych spermii ku poctu vSech spermii > 58 %. VySetfeni muze je taktéz
provéazeno fyzikalnim vysetfenim, kdy je zhodnoceno, zda muz netrpi napiiklad rakovinou
varlat, malformaci penisu nebo odchylkami velikosti a tvaru varlat. Klasické gynekologické
vySetieni Zeny neni nijak zv1ast’ odli$né od preventivni prohlidky. Zhodnoti se tedy pfipadné
malformace genitalu, jsou odebrany cytologické vzorky zdé€lozniho hrdla (vylouceni
rakoviny délozniho hrdla nebo prekancer6zniho stavu). Déle je toto vysetfeni doplnéno
vySetienim pomoci ultrazvuku. Intravagindlni ultrazvukovou sondou je lékai schopen
zhodnotit stav folikulll v ovariich, stav délohy a vejcovodl. Pokud neni pfic¢ina nalezena,
muze byt provedeno jesté napiiklad hormonalni ¢i imunologické vySetieni, tuto problematiku
ale neni nutné pro tuto praci vice predstavovat. [4, 16]

Soucasti IVF miize byt i genetické poradenstvi poskytované rodiciim casto jesté pred
zahdjenim samotného procesu IVF (prekoncepéni poradenstvi). Béhem tohoto poradenstvi
tak nadchdzejici rodice dostavaji informace o onemocnéni, kterym jiz sami jsou postizeni
nebo mohou byt ohrozeni, ptipadné pokud jsou postizeni jejich potomci. Nasledné jsou
pfipadné pfedany informace o mozném pienosu, 1é€bé a prubéhu daného onemocnéni. [17]

Genetické poradenstvi zacina prekoncepénim pohovorem, pfi kterém je s obéma rodici
probrana jak osobni, tak rodinnd anamnéza a dalsi faktory, které by mohly ovlivnit budouci
téhotenstvi / potomky. Béhem tohoto pohovoru byvaji poloZeny otazky, zda se jiz v minulosti
narodilo paru postizené dité, zda Zena opakované potratila ¢i porodila mrtvé dité, zda se
v rodin€ nevyskytuje néjaké postizeni, nebo zda nejsou partnefti v ptibuzenském vztahu. Tyto
otazky jsou klicové a dle povahy jejich odpovédi je ptipadné pfistoupeno ke genetickému
testovani nebo screeningu. [17]

Genetickd diagnostika se uplatiiuje zejména pro odhaleni autosomalné recesivné
pfenosnych chorob, jako je napftiklad cystickéd fibroza, srpkovitd anémie nebo talasemie.
Rodice jsou totiz velmi Casto pienaSeci neboli heterozygoti a o svém pienasSecstvi zpravidla

vibec netusi. Nicméné pokud oba rodice jsou prenaseci, maji 25% pravdépodobnost, Ze se
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jejich dit€ narodi postizené. Mohou ale vyuzit pravé preimplantac¢ni genetické diagnostiky,
aby pfenosu postizeni zabranili. [17]

Pokud z prekoncep¢niho pohovoru vyplynulo, Ze jeden nebo oba rodice jsou prenaSeci
nebo postizeni urcitou genetickou chorobou a existuje urcitd pravdépodobnost pienosu

postizené alely na dité, pfistoupi se ke genetickému testovani.
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7. PREIMPLANTACNI GENETICKA DIAGNOSTIKA (PGD)

Preimplantacni genetické testovani (PGT) se skladd z n¢kolika soubort vysSetieni.
Prvnim z nich je preimplantacni geneticka diagnostika (PGD), ktera se sklada z vySetieni
monogennich chorob nebo chromosomalnich aberaci. Dal§im souborem je preimplanta¢ni
geneticky screening (PGS), jenz se snazi co nejlépe selektovat embrya s patologickym
poctem chromosomti (aneuploidii). Oznaceni preimplanta¢niho genetického testovani
aneuploidii jako screening je ovSem sporné, nékteré zdroje jej jiz povazuji za diagnostickou
metodu, jiné se stdle drzi nazvu PGS kvuli jeho kontroverzi, jak bude popséno nize.
V soucasné dob¢ je ale vice vyuzivan termin PGT jako synonymum pro PGD a PGS
z literatury jiz t¢éméf vymizelo.

PGT se v dnesni dobé d¢li na tii zékladni typy: PGT monogennich chorob (PGT-M),
PGT aneuploidii (PGT-A) a PGT chromosomovych aberaci (PGT-SR).

Na pocatku PGT stoji biopsie jedné ¢i n€kolika bunék embrya vytvoteného in vitro.
Dale jsou tyto buiiky testovany jednou nebo né¢kolika metodami a ptipadné selektovany. [18]
Do délohy matky jsou poté tedy implantovana pouze embrya, kterd nejsou postizena danym
onemocnénim nebo aneuploidii. PGT se tak i pfes svou naro¢nost stalo mnohdy nedilnou
soucasti procesu IVF, zejména proto, ze se jedna o neinvazivni metodu, a navic diky nému

doslo k vyraznému snizeni terapeutickych ukonceni gravidit. [ 18]

7.1 Diagnostické metody pouZivané v PGD

Pouziti diagnostickych metod se napfi¢ druhy PGT 1i8i, ale né€které¢ jsou shodné,
pfipadné se vzajemné dopliuji.

FISH (fluorescent in situ hybridization) je metoda pouzivand zejména pro geneticky
screening aneuploidii a diagnostiku chromosomovych aberaci, hlavné translokaci. Principem
FISH metody je specifické navazani fluorescenéné zna¢enych DNA sond na komplementarni
usek chromosomu — centromery nebo specifické chromosomové lokusy. Ve fluorescenénim
mikroskopu poté pozorujeme signaly, které jsou pfimo umérné poctu chromosomi nebo
poctu vysSetfovanych chromosomovych tsek. [19]

PCR nebo jeji modifikace se vyuzivaji zejména pii metodé PGT-M. Principem PCR

metody je pomoci specifickych primerd namnozeni konkrétniho tiseku DNA, ktery se
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nasledné analyzuje pomoci elektroforetické separace. Modifikacemi PCR vznikly naptiklad
multiplex-PCR nebo real-time PCR. [19]

Celogenomovéa amplifikace (whole genome amplification (WGA)) se vyvinula,
protoze PCR nelze pouzit ve vSech ptipadech kviili nedostatku mnozstvi DNA ve vzorku.
WGA je totiz schopna namnozit az stovky kopii DNA, které jsou nasledné vyuzity pro
analyzu. WGA je naprosto nezbytnou metodou pro nasledovné pouziti mikroc¢ipovych metod
a sekvenovani nové generace a stejné¢ jako PCR je vyuzivana hlavné pii diagnostice
monogennich chorob. [19]

DNA mikro€ipy (DNA microarray) se déli na dvé zékladni kategorie — aCGH (array
comparative genomic hybridization) a SNP microarray (single nucleotide polymorphism
microarray). Principem aCGH je fluorescen¢ni znaceni DNA, nasledna aplikace na mikrocip,
ktery obsahuje cilené sondy a nasledné detekce intenzity fluorescen¢niho signalu. aCGH je
Casto pouzivana metoda pro diagnostiku chromosomalnich aberaci typu delece / duplikace a
pro screening aneuploidii. Tato metoda neni schopna detekovat polyploidie. SNP microarray
se sice fadi mezi DNA mikroCipy, ale jeji princip se fadi spiSe mezi celogenomové
sekvenovani. [19]

SNP microarray spociva v principu Whatson-Crickova péarovani bazi. MikroCip je
vybaven az stovkami tisic nukleotidovych sond, které se specificky vadzou na zkoumanou
DNA. Signal, jenZ je posléze méfen, je pfimo imérny mnozstvi cilové DNA. Tuto metodu
lze pouzit jak pro PGT-M, tak pro PGT-A, jelikoz ziskdme jak informace o genotypu, tak
informace o poctu kopii chromosomi. NGS naopak vyuziva fragmentaci DNA, ptipravu
knihovny templat (k tomu slouzi PCR nebo hybridiza¢ni zachyt) a nasleduje analyza dat.
Vystupem je nejcastéji sekvence cilové DNA. I tato metoda je vhodna jak pro provedeni
PGT-M, tak pro PGT-A. [18-21]

Haplotypizace je metoda urcujici skupinu alel na jednom chromosomu, ktera se dédi
soucasné (tzv. haplotyp). Haplotyp, ktery maji spolecny ptibuzni jedinci trpici danym
onemocnénim, se oznacuje jako vysoce rizikovy haplotyp, zatimco opacnym ptikladem, tedy
haplotyp bez pfitomnosti patogenni varianty, je nizkorizikovy haplotyp. Béhem ptedklinické
diagnostiky se ve vzorcich obou rodi¢ii a rodinného piislusnika, ktery taktéz trpi zkoumanou
chorobou, genotypuji genetické markery v blizkosti defektniho genu. V klinickém testovani

pak zkoumame informativni genetické markery, taktéz v okoli zkoumaného genu, coz ndm
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poskytne informace o materndlnim ¢i paternalnim ptivodu haplotypu. V tomto bod¢ se
analyza miZe vydat dvéma riznymi sméry — pfima analyza a nepfima analyza. Pfi pfimé
analyze se hodnoti pfitomnost nebo nepfitomnost patogenni varianty a jeji souvislost
s informativnimi genetickymi markery. Nepfima analyza je zaloZena pouze na haplotypizaci.
Podminkou ale pro tento typ analyzy je, aby byl rizikovy haplotyp stanoven jiz b&hem
predklinického vySetteni. [22]

Karyomapping je zaloZen na principu SNP mikro¢ipli, kterymi se genotypizuje
300 000 SNP po celém genomu, a na Mendelovské analyze. Dale je princip stejny jako
u haplotypizace. Jsou odebrany tii vzorky DNA — DNA matky i otce a vzorek DNA
ptibuzného, ktery je postizeny. Pfi klinickém vySetfeni jsme pak schopni diagnostikovat
pivod haplotypt. Karyomapping je taktéz schopen identifikovat aneuploidie nebo
strukturalni chromosomalni pfestavby. Pokud se genotypicky otisk ve zkoumané oblasti
shoduje s otiskem u referen¢niho vzorku, miZeme prohlésit, Zze dané embryo zdédi patogenni
variantu. Pokud se naopak neshoduje, nezdédi ji. Tato metoda je navic schopna detekovat

monogenni choroby i aneuploidie. [22-25]

7.2 PGT-M (PGT monogennich chorob)

PGT-M dovoluje odhalit témét vesSkeré dédicné monogenni choroby, u kterych je
pfesn¢ znam jejich lokus. Tyto lokusy mohou byt jednak jaderné, jednak mitochondrialni
(dédény pouze po matce). Jaderné lokusy pak mohou byt gonosomadlni, autosomalni
a dominantné ¢i recesivné vazané. [18]

Mezi nejcastéjsi indikace vyzadujici PGT-M patii z autosomalné recesivné dédicnych
chorob cystickd fibréza a hereditarni hemoglobinopatie, z autosomaln¢ dominantné
dédénych chorob poté Huntingtonova choroba, myotonickd dystrofie typu 1
a neurofibromatéza. U X-vazanych chorob je PGT-M provadéno zejména u hemofilie nebo
Duchennovy svalové dystrofie. U gonosomalné dédénych chorob se ovsem pohybujeme na
hranici etiky. VétSina zemi totiz neumoziuje vybér embrya na zédkladé pohlavi a uvadi se, ze
by to ani nebylo eticky spravné. U téchto chorob jsou tedy situace, kdy se daji embrya rozlisit

na postizena a zdrava (ptipadné zeny prenaSecky) a etika tak neni porusena, ale jsou ovSem

i situace, kdy lze implantovat naptiklad pouze muzska embrya. [18]
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7.2.1 Vyvoj metod pouzivanych pro PGT-M

V roce 1990 byla publikovana prvni zprava o ditéti narozeném po pouziti PGT-M.
Védci pod vedenim prof. Handyside tehdy popsali pouziti PCR amplifikace, kterd byla
vyuzita k rozliSeni embryi nesoucich muzské a zenské chromosomy. Indikaci k tomuto
vySetieni bylo onemocnéni vazané na X-chromosom. Nejcastéji tak byvaji postizeni
hemizygotni muzi, zatimco heterozygotni Zeny jsou pienasecky. PCR amplifikace tak
detekovala specifické Y-sekvence a embrya muzského pohlavi (neboli postizena embrya)
byla eliminovéana a nebyla pouzita pro naslednou implantaci do délohy matky. [18]

Pfi prvnim pouziti PGT-M byla pouzita simplexni PCR, ta byla pozd¢ji nahrazena
multiplexni PCR. Pfi provedeni multiplexni PCR 1ze narozdil od simplexni amplifikovat
vicero sekvenci najednou. [18, 26]

Jednobunécénd biopsie, provedend tifeti den po oplozeni vajicka, s néslednou
multiplexni PCR se stala zlatym standardem. Az v poslednich né¢kolika letech ji pomalu
zacala konkurovat biopsie provedend az ve stadiu blastocsyty (piesnéji biopsie 5-8
trofoktodermu) s naslednym pouzitim genomovych technologii. Celogenomové metody tak
umoziuji spojeni PGT-M i PGT-A, jelikoz poskytuji informace o genotypizaci i poctu kopii
chromosomti. [18, 22]

Dals$im diivodem, pro€ se upustilo od ptivodni PCR metody, je moznost tzv. vypadnuti
alely (allele dropout (ADO)), coz je jev, ktery nastava béhem analyzy, zpravidla pii malém
vzorku DNA. Tento problém byl vyfeSen s pfichodem metody WGA, at’ uz se jedna o
amplifikaci s vicendsobnym posunem (MDA), amplifika¢ni cykly zaloZené na vicenasobném
zihani a smyckovani (MALBAC) nebo PCR s degenerovanymi oligonukleotidy (DOP-PCR).
V Evropé a USA se nejvice pouziva metoda MDA. Hlavnim posunem, ktery metoda WGA
pfinesla, byla moznost analyzy z jediné bioptované bunky. [22, 27]

Nyni je hlavni metodou pro provedeni PGT-M WGA s naslednou NGS nebo SNP,
ktera je schopnd kombinovat PGT-M a zarovenn PGT-A, jelikoz ziskd i informace

o chromosomalni aneuploidii. [22, 27]
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7.2.2 Proces provedeni PGT-M

Pfed samotnym pfistoupenim k PGT-M je nutno provést genetickou konzultaci
s obéma nastavajicimi rodici. Ta se sklada ze sestaveni osobni i rodinné anamnézy, odbéru
vzorku krve a nasledného genetického vysetieni. VySetieni je ¢asto doplnéno o screeningové
vySetieni nosi¢stvi n€kolika zékladnich hereditarnich onemocnéni (napfi. cysticka fibroza,
hereditarni hemoglobinopatie nebo spinomuskularni atrofie). [ 18]

Pfi nalezu néjaké indikace ze strany alespont jednoho nastévajiciho rodi¢e se mohou
rozhodnout pro darcovsky program pohlavnich buné€k, nebo jim je nabidnuta moznost PGT-
M. Pokud se pro ni rozhodnou, zahdji se proces IVF s PGT-M a PGT-A diagnostikou. Ten
zacina tedy samotnym procesem IVF, kdy jsou odebrany oocyty a oplodnény in vitro pomoci
metody ICSI. Nasledné se nechévaji kultivovat a poté jsou bioptovany bunky trofoktodermu.
Pomoci diagnostické metody, kterd je stanovena na zadkladé¢ konkrétni situace, jsou
selektovana embrya nesouci patologickou variantu genu. Néasledn€ jsou embrya testovana na
pfitomnost aneuploidii. Ostatné piesné tento proces je detailnéji demonstrovan na piikladu

kazuistiky nize. [28]

7.3 PGT-A (PGT aneuploidii)

Muzské i Zenskd pohlavni buiika prochazi pfi svém vyvoji dvéma procesy meiozy.
Meidza je jeden ztypt déleni bun€k, pfi kterém dochazi k redukci poctu chromosomd.
Vysledkem je tedy haploidni gameta s 23 chromosomy, oproti somatické buiice, kterd je
diploidni a ma tudiz 23 parG chromosom (celkem tedy 46 chromosomit). [ 1] Nicmén¢ pokud
dojde pii meiotickém dé€leni v procesu gametogeneze k chyb¢, dojde ke vzniku aneuploidii,
jinak feceno k abnormalitdm v poctu chromosomil (numerické aberace chromosomt) — ty
délime na dva zdkladni typy: pii jednom dojde ke ztraté chromosomu (monosomie), pii
druhém naopak chromosom nebo vice chromosomi piebyva (nejcastéji trisomie).
Nejznamé;jsi priklad je Downtv syndrom, kde dochazi k trisomii 21. chromosomu.

Je také znamo, ze i v€k matky hraje vyraznou roli v Cetnosti vyskytu aneuploidii
(u vSech chromosomil rovhomérné), pficemz prevalence se zvysuje z 30 % u zen ve véku 30
let na témet 90 % u Zen ve veku > 44 let (tyto podily znac¢i pomér aneuploidnich embryi
maternalniho pivodu ku vSem aneuploidnim embryim). Nicméné tento problém muze

postihnout jakoukoliv zenu bez ohledu na jeji vék nebo rasu. Dal$im faktorem vzniku
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aneuploidii je typ gamety — riziko vzniku chromosomalnich abnormalit je daleko vy$si
v oocytech nez ve spermiich. [29, 30]

K chromosomalnim abnormalitim mulze ovSem také dojit béhem mitotického déleni.
Pokud pfi prvnim déleni po oplozeni dojde k chyb¢, vznikne tzv. mozaicismus neboli smés
bunek s rozdilnou chromosomalni ploidii. Mit6za vede ke klonalni proliferaci, jinymi slovy
se bunika mitdzou déli na dvé burnky dcefiné. Pokud se tedy v prvnim mitotickém déleni stane
chyba, vzniknou dva sousedici shluky bungk, které jsou aneuploidni, jelikoz jedna dcetina
vétev bunck ziskd chromosom nebo vice navic, zatimco druhd vétev deefinych bunék o toto
mnozstvi chromosom ptisla. Mozaicistni embrya maji sice niz§i miru implantace, ale vedou
ke zdravym plodim. Tvofi tedy skupinu druhé priority, hned po fyziologickych embryich,
vhodnych embryi pro transfer. [30, 31]

Aneuploidie chromosom se pii metodé IVF vyskytuji velmi ¢asto a ve vétSing pripada
vedou k potratu nebo k celkovému neuspéchu IVF. Naopak u Zivé narozenych déti neni
vyskyt tak vysoky a podil postizenych déti €ini cca 1:150. [29]

Nicméné na potratovost ma vliv i typ aneuploidie, jelikoz vSechny monosomie
a trisomie autosomi (vyjma trisomii na chromosomech 13, 18 a 21) jsou embryonalné
smrtelné, oproti tomu monosomie nebo trisomie gonosomu nejsou embryonalné smrtelné.
Dutlezité je, aby zlstal zachovan gonosom X, u embryi s jedinym gonosomem Y dochazi
totiz taktéz k uhynu. [31]
transferu, coz mnohdy vedlo k vicecetnym té€hotenstvim, a tim padem také ke klinickym
problémim s timto spojenych. Difive se totiz embrya hodnotila velmi casto dle
morfologického vzhledu, coz ovSem neodhalilo skutecnost, Ze velké mnoZzstvi Casnych
embryi obsahuje chromosomalni abnormalitu. [31]

Proces vysetifeni PGT-A spociva v biopsii trofektodermu s jeho néslednou analyzou.
Ta zahrnuje v prvni fadé DNA amplifikaci, na kterou navazuje samotnd DNA analyza.
Z geneticky-molekuldrnich analytickych metod se pouZzivaji zejména SNP array, modifikace
PCR, aCGH nebo NGS. Diky tomuto procesu jsme schopni embrya roziadit do ¢tyt skupin:

euploidni, aneuploidni, mozaikové a segmentalné abnormalni. [31]
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7.3.1 Vyvoj metody PGT-A

Abychom se ovSem dostali az k této pokrocilé diagnostice, museli jsme ujit velky kus
cesty. Vyvoj PGT-A zacinal spolecné s PGT-M, tedy v roce 1990, kdy profesor Handyside
a jeho kolegové analyzovali vzorek z ¢asného embrya (3 dny po oplozeni) pro X-vazanou
genetickou mutaci. K této analyze bylo pouzito PCR. Tato metoda byla o dva roky nahrazena
metodou FISH, kterd ale opét zkoumala pfitomnost X-vdzaného onemocnéni. AZ o rok
pozdéji byla tato metoda pouzita k diagnostice aneuploidii — tady tedy dochéazi k vymezeni
vyvoje PGT-A a PGT-SR. Nicméné tato technologie je omezena poctem chromosomt, které
je schopna analyzovat v jednom cyklu méteni. Toto omezeni dovoluje diagnostikovat
maximalné polovinu zkoumanych chromosomt, coz vedlo k upusténi od této metody. [31]

Dalsi metodou se stala diagnostika polarnich télisek. Polarni téliska nam sice
poskytnou informace vyhradné o aneuploidiich vzniklych meiotickymi chybami u Zen,
nicméng prave tyto chyby jsou nejcastéjsi pficinou aneuploidii embryi. Detekce spociva ve
vzéjemné aneuploidii — polarni télisko obsahuje monosomii, oproti tomu pfidruzeny oocyt
trisomii. Uskali této metody ale spo¢iva v otcovskych meiotickych chybach, nevzijemné
aneuploidii nebo mitotické chyby vzniklé zygoty. Proto je tato metoda zatizena vysokou
mirou neptesnosti, presto je vSak v nékterych zemich nadéle vyuzivéana. [31]

Nésledujici metoda se zamétila na ptechod k odbéru biopsie ve stadiu blastocsyty, tudiz
odbéru bunék trofektodermu, a na diagnostiku vSech chromosomi. K tomu bylo ovSem
potfeba namnozit mnozstvi DNA ve vzorku, coz umoznila amplifikace celého genomu
(WGA), diky které ziskdme dostate¢né mnozstvi DNA pro analyzu vSech 24 chromosomt.
Oznaceni 24 chromosomil miize byt dosti matouci a zavad¢jici, nicméné v tomto piipade se
pary homolognich autosomil pocitaji jako jeden chromosom (tedy 22 chromosomit), a k tomu
jsou pficteny dva gonosomy, které¢ se pocitaji zvlast' (tedy 2 chromosomy), ¢imz se
dostaneme na onéch 24 chromosomt. Po amplifikaci DNA je mozné provést analyzu jako
napiiklad SNP array, NGS nebo aCGH. [31]

V soucasné dob¢ se nejvice pouziva zmiiovand WGA v kombinaci s NGS, zejména

diky jeho vysoké sifce pokryti genomu. [31]
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7.3.2 Kontroverze PGT-A

Taktéz je dlilezité zminit, Ze PGT-A je doposud zahaleno jistym zdvojem kontroverze.
Nedoslo totiz ke zlepSeni GspéSnosti IVF, ba naopak u Zen mladsich 35 let snizuje Sanci na
téhotenstvi. Vzdy byla vina svalovana na technologické nedostatky, coz vyvratila metoda
NGS. Co ovsem opravdu ovliviiuje vysledek PGT-A, je samotnd biopsie. Pocet bunék
odebranych pravé pii biopsii totiz neni dostatecny pro jasnou piedpovéd’ chromosomalni
vybavy celého embrya. Dal§im aspektem je jednak schopnost embrya v nékterych ptipadech
samoopravy aneuploidii, jednak neschopnost metody rozliSit, zda jsou aneuploidie

mitotického, nebo meiotického piivodu. [32]

7.4 PGT-SR (PGT chromosomadalnich aberaci)

Pti strukturnich chromosomovych aberacich zlistava pocet chromosomil fyziologicky
— na rozdil od aneuploidii vySe, zmény ale postihuji samotnou strukturu ¢asti chromosomu.
K chromosomovym ptestavbam miize dojit de novo pfi tvorbé gamet, mohou byt zdédény po
jednom z rodict, anebo mohou vzniknout az v priibéhu zivota. [33]

Strukturni chromosomové aberace jsou dvojiho typu. Prvnim z nich jsou balancované
aberace, pfi nichz zlstava zachovano mnozstvi DNA, ktera by za fyziologického stavu tvofila
dany chromosom. Pfi druhém typu dochazi k mnoZstevnim zménam ¢asti chromosomd, at’
uz se jedna o deleci segmentti chromosomu, nebo jeji duplikaci (bude se tedy jednat o tzv.
Castecnou monosomii nebo ¢asteCnou trisomii). Tyto aberace se proto oznacuji jako
nebalancované. [33]

Mezi balancované aberace fadime nékolik podtypti. Pii inverzi dojde k otoCeni tiseku
chromosomu mezi dvéma zlomy, pficemz dany tsek mulze obsahovat centromeru
(pericentrickd inverze), nebo nemusi (paracentrickd inverze), tento jev je popsan na obrazku
6 ve schématu A. Na schématu C v obrazku 6 je pak znazornén nésledny crossing-over pfi
meidze, pokud predtim doSlo k paracentrické inverzi. Vysledkem tohoto déje je vznik
acentrické (neobsahuje ani jednu centromeru) a dicentrické (obsahuje dvé centromery)
chromatidy, coz ma za nasledek, Ze ani jedna z téchto chromatid poté nesegreguje spravné.
DalSim jevem mtize byt vznik chromatid se spravnym poctem centromer, ale ty jsou naopak
zatizeny velkou mérou delece, coz ma za nasledek ve vétsiné piipadii smrt organismu.

Translokace je vysledek déje, pfi némz dojde ke zlomim a nésledné vymeéné segmentl
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nehomolognich chromosomii. Prvnim typem translokace je robertsonska translokace, pfti
které dochazi k presunu celého raménka chromosomu na jiné. Druhym typem je reciproka
translokace, pfi niz dochdzi k vyméné velkych c¢asti dvou ramének. Oba tyto mechanismy
jsou znazornény na obrazku 6 — schéma B. Tyto translokace vétSinou neovlivni fenotyp
daného jedince, kdezto jeho gamety jsou zpravidla postizeny, coz vede k opakovanym
potratiim nebo neplodnosti. [33, 34]

K nebalancovanym aberacim fadime deleci, duplikaci nebo tzv. izochromosomy.
Delece spociva ve ztraté ¢asti ramene chromosomu a vzniké nejcastéji v disledku chyby pii
crossing-overu. Duplikace je v podstaté opacny d¢€j oproti deleci, jelikoz dojde ke zdvojeni
nebo multiplikaci useku chromosomu. Isochromosom mé obé ramena kratka nebo dlouha —
je tedy zrcadlové shodny (fyziologicky chromosom maé jedno raménko kratsi a jedno delsi).
[33]

A Paracentric inversion B Robertsonian translocation
L
Puru\r’ TF(‘ inversion ‘ Reciprocal translocation
s sy | | L1
C Crossing over within a p armmlm inversion

—.i@)«:)[hwm

(“msa\mqovvr within a pericentric inversion
R — \arge deledons,/
- ] 1 Ty Aupli cations,
C:D‘@:

@

Obrazek 6 - Schématicky prehled strukturalnich chromosomovych aberaci [34]

A — Parecentrickd inverze (paracentric inversion), pericentrickd inverze (pericentric
inversion); B — robertsonska translokace (Robertsonian translocation), ztracena centromera
(lost), reciproka translokace (reciprocal translocation); C — crossing-over s paracentrickou
inverzi (crossing over within a paracentric inversion), dicentrickd (dicentric), acentricka
(acentric), crossing-over s pericentrickou inverzi (crossing over within a pericentric
inversion), velka delece / duplikace (large deletions / duplications)
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Fenotyp nositele balancovanych chromosomalnich aberaci (zejména tedy translokaci
a inverzi) je normalni, ale na druhé strané se potyka se zvysSenou incidenci potrati nebo
pravdépodobnosti vzniku vyvojové vady u svého potomka. Nejcastéjsi chromosomalni
aberaci je translokace. Lidé s translokaci pfi gametogenezi tvoii defektni gamety, které prave
maji na svédomi zvySenou potratovost. K tomu dochazi pti segregaci chromosomt do gamet,
kdy se mohou segregovat bud’to vyvazené (pak zpravidla nedojde k projevu ve fenotypu,
pokud zlomy nejsou v misté klicovych gentl), nebo nevyvazené (v tomto piipadé dochazi
k oném potratlim, pfipadné projevu ve fenotypu). Uvadi se, Ze riziko defektnich gamet je
> 50 %, a prave proto je pro tyto pary, ve kterych je alespoii jeden z nich nositelem strukturni
chromosomové aberace, uréena PGT-SR. [35-37]

Dalsim efektem, ktery ovliviluje chromosomalni vybavu gamet jedincii
s chromosomalni aberaci, je interchromosomalni efekt (ICE). Tento efekt se projevuje tim,
ze translokace na jednom paru ovliviiuje segregaci jinych pard. Piikladem miZze byt, jak
uvadi zdroj, Zena s translokaci mezi chromosomy 2 a 22, u jejiz dcery vznikl Turnertiv
syndrom (ztrata jednoho gonosomu) a navic zdédila i matcinu translokaci. Translokace
autosomu tedy mize ovlivnit segregaci gonosomu. Souhrnné feceno, strukturalni ptrestavby
mohou vést ke vzniku aneuploidii. Kromé ICE, u kterého se v&dci nejsou schopni shodnout,
zda opravdu a v jaké mife ovliviiuje vznik aneuploidie, jsou dalsi faktory (v€k matky, misto
zlomu, kvalita embrya) stale sporné. [34, 38]

Dfive se ve velké mife pouzivala metoda FISH. U t¢ ale bylo potifeba pfipravit nékolik
sond, jez odpovidaly strukturdlnim chromosomalnim abnormalitdm. Pozdé&ji doslo k rozvoji
metod jako aCGH nebo NGS, kter¢ sice, jak uz bylo vysvétleno dfive, pro svoje samotné
provedeni vyzaduji celogenomovou amplifikaci (WGA), ale oproti tomu diky nim doslo ke
zlepSeni klinickych vysledkit PGT-SR. Hlavnim divodem je, zZe zejména NGS je schopna

diagnostikovat v§echny chromosomy. [36]
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8. KAZUISTIKA

Pani ,,Nezndma“ a pan ,,Nezndmy* pfisli na genetickou konzultaci jesté pied zahdjenim
cyklu IVF. Divodem navstévy genetické ordinace bylo onemocnéni hypokalemickou
periodickou paralyzou pana Nezndmého. Toto onemocnéni se v jeho rodin€ vyskytuje

opakovang.

8.1 Genetické vysetieni Zadatelit
Na zacatku genetick¢ého vySetfeni probéhl prekoncepéni pohovor s manzeli
Neznamymi, ze kterého vyplynuly prvotni zakladni informace:
Pani Neznama:
- Osobni anamnéza: zdrava, bez medikace, zadné alergie, zddné operace,
kutacka (5 cigaret / den), alkohol ptilezitostné.
- Gynekologicka anamnéza: menstruace od 15 let, cyklus nepravidelny, 1
spontanni potrat, porody zadné.
- Fenotyp: normalni, bez vyvojové vady ¢i genetické stigmatizace.
Pan Neznamy:
- Osobni anamnéza: hypokalemicka obrna, v détstvi zapal mozkovych blan,
medikace: Verospiron a Kalium chloratum, bez alergii, bez operaci, kutadk
(10 cigaret / den), alkohol pftilezitostn¢.
- VySetieni spermiogramu v norme.

- Fenotyp: normalni, bez vyvojové vady ¢i genetické stigmatizace.

Na zaklad¢ téchto informaci byla osobni anamnéza doplnéna o rodinnou anamnézu
a bylo pfistoupeno k odbéru vzorkli DNA k vySetfeni hypokalemické periodické paralyzy a

screeningu dal$ich hereditarnich chorob.

8.1.1 Rodokmeny Zadatelu

Rodinnd anamnéza spociva v sestaveni rodokment, ze kterych mnohdy vyplyva, jak
se onemocnéni projevuje v priabéhu nékolika generaci, nebo mtize odhalit dalsi aspekty

vhodné k vysetfeni. V naSem pfipad¢ je dulezity zejména rodokmen pana Neznamého
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(obrazek 8), vzhledem k jeho diagndze. Provéfit se ovSsem musi i rodokmen pani Neznamé

(obrazek 7).
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Obrazek 7 - Genealogicky rodokmen pani Neznamé

1 — proband — pani Neznama

2 — potrat zadatelky

3 — sestra zadatelky — sledovana kardiologem pro arytmii, bezdétna

4 — matka zadatelky — po hysterektomii pro myom

5 — otec zadatelky — po chronické hepatitid€, hypertenze, po operaci rektalniho pistcle
6 — sestra matky Zadatelky — sledovana na gastroenterologii pro polypy kone¢niku
7, 8 — dcery sestry matky zadatelky (sestienice zadatelky)

9 — dcera jedné ze sestfenic zadatelky zemfela prvni den po porodu

10 — maternalni babicka Zadatelky — po hysterektomii

11 — maternalni dédecek zadatelky — diabetes mellitus

12 — sestra otce zadatelky — deprese

13 — paternalni babicka Zadatelky — po cévni mozkové ptihodé

14 — paternalni dédecek zadatelky — porucha sluchu, po cévni mozkové piihodé
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Obrazek 8 - Genealogicky rodokmen pana Neznamého

1 — proband — pan Neznamy

2 —nevlastni bratr Zadatele — hypokalemické obrna
3 — otec zadatele — hypokalemické obrna

4 — sestra zadatele — zdrava

5 — matka zadatele — zdrava

6 — sestra matky Zadatele — détskd mozkova obrna

7 — dcera sestry matky zadatele (sestienice zadatele) — zdrava

8.1.2 Hypokalemicka periodicka paralyza

Hypokalemickéd periodicka paralyza (HypoPP) je jednim ztypi nervosvalovych
poruch, které jsou zptisobené mutaci v genu pro sodikové, vapnikové a draslikové kanaly
kosterniho svalstva. HypoPP se vyznacuje autosomaln¢ dominantni dédi¢nosti, prvni projevy
nemoci pfichdzeji zpravidla do tficatého roku zivota a je typicka opakujicimi se zachvaty
svalové slabosti, pfi nichz je nizkd koncentrace drasliku v krvi. Diagnoza je pak stanovena
pomoci specifického klinického obrazu a doplnéna o genetické testovani dané¢ho jedince.
K mutaci dochazi nejcastéji v genu CACNA IS pro vapnikovy kanél nebo v genu SCN4A4 pro
sodikovy kanal. Genetické testovani odhali patogenni mutaci v heterozygotnim stavu u 60—
70 % pacientt trpicich sttedné tézkymi az tézkymi klinickymi projevy. [39]

HypoPP se projevuje lokalizovanymi nebo celotélovymi paralyzami kosterniho
svalstva, které se periodicky opakuji v dennich, tydennich nebo az mési¢nich rozestupech
a jsou doprovazeny snizenou koncentraci drasliku v séru (mén¢ nez 3,5 mmol/l). Zachvaty

se spousti bud'to spontanné, nebo v odpovédi na spoustéc, kterym muze byt napiiklad jidlo
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bohaté na sacharidy, odpocinek po narocném cviceni nebo alkohol. Pacienti s HypoPP trpi

navic preanestetickymi nebo postanestetickymi komplikacemi. [39]

8.1.3 Vysledky genetického testovani Zadateli

Odebrany vzorek DNA byl vySetien pomoci cytogenetiky a na molekularné-genetické
urovni.

Karyotyp pani Neznamé je dle vysledku cytogenetického vySetfeni normélni Zensky —
46, XX. Karyotyp pana Nezndmého je fyziologicky muzsky — 46, XY. Cytogenetické
vySetieni tedy neprokazalo zadné strukturalni ¢i numerické aberace.

U pana Neznamého se pomoci molekularné-genetickych metod zkoumalo 34 mutaci
v genu CFTR (pti jeho poskozeni vznika cysticka fibroza). Vysledek je fyziologicky — nebyla
nalezena Zadna mutace pro toto onemocnéni.

U pani Neznamé byly na molekuldrni Grovni testovany trombofilni mutace. Konkrétné
se jednalo o diagnostiku genu F5 G1691A (mutace tohoto genu je zndma jako Leidenska
mutace faktoru V koagula¢ni kaskady) a genu F2 G20210 G>A (mutace protrombinu neboli
faktoru II koagula¢ni kaskady), kdy nebyla ani jedna z mutaci prokazana.

Zavérem téchto vySetfeni je, ze karyotyp obou partnert je v porddku a nebyly
prokézany zadné zvySe uvedenych poskozujicich mutaci. Nicméné bylo doporuceno
molekularné-genetické vysetieni genu SCN4A4 pana Neznamého.

Byl tedy odebran dalsi vzorek DNA pana Neznamého k analyze. Pomoci sekvenovani
nové generace nebyla prokdzana zadna patologickd mutace v genu SCN4A4, proto bylo
doporuceno doplnit vysetieni o analyzu genu CACNAIS. Tato analyza byla provedena
pomoci amplifikace a klasické sekvenac¢ni analyzy a odhalila pfitomnost patogenni varianty,
konkrétné varianty ¢.3716G?A p.(Argl239His) genu CACNAIS v heterozygotnim stavu.
Patogenni sekvence v tomto piipad¢ znamend, ze na pozici 3716 kddujici DNA (c), ktera je
déale prepisovana do mRNA, doSlo k ndhrad¢ guaninu (G) za adenin (A), ¢imz doslo
k projevu i pfi translaci. V proteinu je tedy na pozici 1239 arginin (Arg) nahrazen histidinem
(His).

Vzhledem k heterozygotni varianté¢ genu pro HypoPP je mozné uvazovat o PGD,

jelikoz polovina spermii pana Neznamého nebude mit ve své genetické vybave tuto
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patogenni variantu. Pokud by manzel¢ Neznami nechtéli podstoupit pii poceti potomka
metodu PGD, je mozné jesté vyuzit cesty darcovskych spermii.

Manzelé Neznami se nakonec rozhodli pro podstoupeni IVF pravé s metodou PGD.

8.2 Provedeni PGT-M

Hypokalemické periodicka paralyza je monogenni onemocnéni se zndmym lokusem,
je mozno jej u embrya diagnostikovat pomoci PGT-M. K této diagnostice byla vybrana dvé
embrya vznikla z vaji¢ek pani Nezndmé a spermii pana Neznamého. Z kazdého embrya byl
odebran biopticky vzorek z trofektodermu.

Pro diagnostiku tohoto onemocnéni byla pouzita metoda karyomappingu. Aby bylo
mozné spravné identifikovat haplotyp v embryich, bylo zapotiebi nékolik vzorkl uvedenych

v tabulce nize.

Vzorky DNA Rodinn4 vazba k embryu Genotyp
DNA partnerky Matka /

DNA partnera Otec c.[3716G>A]:[3716G=]
DNA reference Paternalni dédecek c.[3716G>A]:[3716G=]

Tabulka 1 - Prehled vzorkit DNA potiebnych pro karyomapping

Jak bylo v teoretické Casti této prace vysvétleno, je zapotiebi tif vzorki DNA. DNA
vzorek  paterndlniho  dédecka  slouzil jako  DNA  reference. = Genotyp
,»C.[3716G>A]:[3716G=]* znamen4, ostatn¢ podobné jako bylo uvedeno vyse, zZe se jedna o
mutaci v heterozygotnim stavu. Na pozici 3716 je bud’to fyziologicky pfitomen guanin (G),

nebo je guanin nahrazen adeninem (A).
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Cislo embrya

Vysledky PGT-M (CACNAIS)

Chromosomové abnormality

Ptimé detekce: nevySetfovana

Pohlavni chromosomy: XY

1 Paternalni haplotyp: ve vazbé Aneuploidie: +9 (mat), -21
s normalni variantou (mat), -22 (mat)
Ptimé detekce: nevySetfovana Pohlavni chromosomy: XY
2 Paternalni haplotyp: ve vazbé

) Aneuploidie: +9 (mat)
s normalni variantou

Tabulka 2 - Vysledky PGT-M a PGT-4 embryi

Béhem PGT byla zkouména dvé embrya. Embryo €. 1 nese pohlavni chromosomy XY,
PGT-M prokazalo nepatogenni variantu genu (dit¢ bude zdravé), ale embryo je aneuploidni.
Oznaceni ,,+9 (mat)* znamena, Ze se jedna o jeden chromosom 9 navic, a ze aneuploidie je
materndlniho pivodu. Oproti tomu oznaceni ,,-21 (mat)*“ a ,,-22 (mat)“ zna¢i monosomii
téchto chromosomtl, rovnéz maternalniho plivodu. Souhrnné se tedy jednd o trisomii
chromosomu 9 a monosomii chromosomu 21 a 22.

Embryo €. 2 je taktéZ vybaveno gonosomy XY a nese aneuploidii. V tomto pifipadé se
jedné pouze o trisomii chromosomu 9, opét maternalniho ptivodu.

Zdroj uvadi, Ze trisomie chromosomu 9 je letalni a vétSina plodti zmira prenatalné nebo
velmi ¢asné po narozeni. Pfi monosomii chromosomu 21 neni situace nijak vyrazné jind —
vétSina jedincli umird béhem prvnich nékolika mésict zivota. A pfi monosomii chromosomu
22, ktera je daleko méné popisovana, je prognodza taktéz podobna. [40, 41]

Z téchto diivodii nebylo tedy ani jedno embryo doporuceno k transferu.

8.3 Vysledek cyklu IVF

Vysledek tohoto cyklu IVF je negativni, jelikoz ani jedno embryo nebylo doporuceno
k transferu. Metoda PGT-M sice vyloucila embrya nesouci patogenni variantu pro gen
CACNAIS, coz bylo 1 hlavnim cilem tohoto cyklu IVF, ale nepfinesla tzv. §tastny konec.

Z rodokmenu (obrazek ¢. 5) a z osobni anamnézy pani Neznamé vyplyva, ze pani
Neznama jiz jeden potrat prodélala. Dal§im faktem je ptivod aneuploidii u obou zkoumanych

embryi, ktery taktéz odkazuje na maternalni ptivod. Mohlo by tedy do budoucna byt
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pfedmétem zkoumdni, zda pani Neznamd, i pfes sviij fyziologicky karyotyp, netvofi

aneuploidni oocyty.
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9. AKTUALNI TRENDY V PGD

Ackoliv je preimplantacni genetickéd diagnostika relativné nové odvétvi, musela projit
obrovskym vyvojem, aby piekonala prvotni skeptické nazory.

Popsané¢ metody se neustdle vyvijeji neuvétitelnou rychlosti a v posledni dobé se
uplatiiuji nové metody, jako je napfiklad sekvenovani tieti generace (TGS). Tento postup
umoznuje rozsitit PGD nejen na znamé a frekvencni mutace, ale také na uplné sekvenovani
celych genil, coz dovoluje zachyceni i raritné popsanych genetickych zmén i v neznamych

genech. [42]

9.1 Sekvenovani tieti generace (TGS)

Velka ¢ast pozornosti je v soucasné dobé vénovana NGS, zejména sekvenovani treti
generace (TGS) neboli sekvenovani dlouhého ¢teni (long-read sequencing — LRS). Metoda
kratkého Cteni je schopna generovat zhruba 100-300 bp (pard bazi). Vyhodou LRS je
schopnost generovat sekvence > 10 kb pfimo z ptivodni DNA. Jednotka ,kb*“ znamena
kilobazi, hovoiime tedy o 10 000 bazich. Dalsi vyhodou LRS je rychlost. Vyzkumnici ze
Stanfordovy univerzity neddvno ptedstavili LRS celého genomu s vyuzitim nanopori, ktera
je schopna genom sekvenovat za zhruba 8§ hodin. [21, 42, 43]

Ptestoze NGS umoznila obrovsky posun v odhalovani patogennich gent, potyka se
s n€kolika omezenimi, jako jsou napiiklad strukturalni varianty, extrémni obsah guaninu
a cytosinu v ur€ité ¢asti DNA nebo opakujici se prvky. Pro pfedstavu se jednad zhruba o
151 Mbp (151 miliont bp) nezndmé sekvence. Tato informace se zda byt pon¢kud matouci,
jelikoz je vSeobecné znamo, Ze cely lidsky genom byl jiz precten. [43—45]

Lidsky referen¢ni genom, hg38, je vysoce fragmentovany a obsahuje 349 mezer. To
znamena, Ze mezi znamymi oblastmi jsou mezery, které maji bud’ nezndmé slozeni, nebo je
tato oblast zatiZena vysokou pravdépodobnosti chyby pro standardni techniky. Sekvenovani
tieti generace umoznuje, jak uz bylo feceno, Cist delsi useky DNA, a tim padem ke snizeni
poctu mezer mezi znamymi fragmenty. [43]

LRS se nyni pouziva jednak k odhalovani onemocnéni s nezndmou genetickou
pfi¢inou, jednak ke zdokonalovani popisu kratkych tandemovych repetic (STR). STR mutace
jsou velmi ¢asto zodpovédné za neurologickd onemocnéni. Dal§imi zkoumanymi chorobami

jsou naptiklad onemocnéni ovliviiujici barevné vidéni nebo nadorova onemocnéni. [42]
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10. ZAVER

V této praci byla predstavena problematika fertilizace in vitro a preimplantacni
geneticka diagnostika.

Prace v teoretickém uvodu shrnuje anatomii a fyziologii pohlavnich bun¢k a proces
jejich splynuti, ktery je nezbytny ke spravnému pochopeni principu IVF véetné¢ moznych
komplikaci, kdy metoda IVF fesi mnohé reprodukéni piekézky pacientd. V poslednich letech
byla navic tato metoda doplnéna preimplantacni genetickou diagnostikou embryi, ktera se
sklada ze tii zakladnich diagnostickych postupti — PGT-A, PGT-M a PGT-SR. V dne$ni dob¢
je kazdé embryo diagnostikovano metodou PGT-A pro vylouceni pfitomnosti aneuploidii.
Dalsi dvé metody (PGT-M a PGT-SR) jsou provadény jen v indikovanych piipadech.
Indikace cCasto vyplyvaji z vySetfeni patologii pfedchéazejicich celému cyklu IVF (tzv.
prekoncepéni IVF) nebo z prekoncepcniho pohovoru, jinak nazyvaného genetické
poradenstvi. V samostatné kapitole byla vénovana pozornost diagnostickym metoddm
pouzivanym pro PGT. Byly vysvétleny jejich principy, vyuziti, ale i jejich limitace.

Na piikladu kazuistiky byl demonstrovan piiklad pouziti metod PGT-M a PGT-A, kdy
PGT-M byla indikovéna ze strany zadatele, ktery mél klinické projevy hypokalemické
periodické paralyzy. HypoPP je autosomalné¢ dominantné¢ dédicné onemocnéni. U zadatele
se toto onemocnéni vyskytuje v rodiné opakované, a proto bylo pfistoupeno k pouziti PGT-
M. I kdyz PGT-M vyfesila problém mozného ptenosu PGT-M, metoda PGT-A vyloucila
zdrava embrya pro jejich aneuploidii. Metoda PGT mize byt tedy velmi napomocna,
nicméné nezarucuje uspesnost cyklu IVF.

Aktudlni trendy v PGD se vénuji vsoucasné dob& sekvenovani tfeti generace
(sekvenovani dlouhého cteni). Jeho nejvétsi vyhodou je zejména piesnost, rychlost,
schopnost objevit dosud nepopsané geneticky podminéné choroby a hlavné schopnost

pteklenout piekazky, se kterymi se potykaji dosavadni metody.
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13. POUZITE ZKRATKY

aCGH

ADO
DOP-PCR

ESHRE

FISH
HypoPP
ICE

ICSI

IVF

LRS
MALBAC

MDA
NGS
NICE

PCR
PGD
PGS
PGT
PGT-A
PGT-M
PGT-SR
SMRT

SNP
STR

komparativni genomickéd hybridizace na mikrocipech (array comparative
genomic hybridization)

vypadek alel (allele dropout)

polymerazova fetézova reakce s degenerovanymi oligonukleotidovymi
primery (degenerate oligonucleotide polymerase chain reaction)

Evropska spolec¢nost pro lidskou reprodukci a embryologii (European Society
of Human Reproduction and Embryology)

fluorescent in situ hybridization

hypokalemicka periodicka paralyza

intrachromosomalni efekt (interchromosomal effect)

intracytoplasmaticka injekce spermii (intracytoplasmic sperm injection)

in vitro fertilizace

sekvenovani dlouhého ¢teni (long-read sequencing)

amplifikacni cykly zalozené na vicenasobném zihani a smyckovani (multiple
annealing and looping based amplification cycles)

amplifikace s vicenasobnym posunem (multiple displacement amplification)
sekvenovani nové generace (new generation sequencing)

Nérodni institut pro zdravi a péci o kvalitu (National Institute for Health and
Care Excellence)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

preimplantacni genetickéa diagnostika

preimplantacni geneticky screening

preimplantacni genetické testovani

preimplantacni genetické testovani aneuploidii

preimplantacni genetické testovani monogennich chorob

preimplantacni genetické testovani strukturalnich aberaci

sekvenovani jednotlivych molekul v realném case (single molecule real time
sequencing)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

kratké tandemové repetice (short tandem repeat)
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TGS sekvenovani tieti generace (third generation sequencing)
WGA celogenomova amplifikace (whole genome amplification)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Healthcare Organization)
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