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Souhrn:

Bakalarska prace se zaméfuje na preimplantacni genetické vySetfeni aneuploidii
(PGT-A), které muze byt soucasti cyklu IVF, pokud se paru nedati ot€hotnét ani po opako-
vanych IVF cyklech. Béhem vysetfeni PGT-A geneticka laboratof narazi i na embrya, kte-
ra nejsou klasifikovana jako euploidni — normalni (vhodna k embryotransferu (ET)). Mo-
hou narazit na aneuploidni embrya, ktera nejsou vhodna k transferu, ale i na tzv. mozaiko-
va embrya, u kterych je vice bunécnych linii (napf. euploid — aneuploidni linie) pochézejici
z jedné zygoty. Mozaiky jsou novym fenoménem provazejici vySetteni PGT-A a jsou spo-

jeny se zahajenim uzivani metody sekvenovani nové generace (NGS).

Vyzkumny soubor tvofilo 2 775 embryi vySetfenych metodou NGS, kitem VeriSeq
na platformé MiSeq (Ilumina) za roky 2016-2022 pochézejicich z riznych IVF klinik a
vySetfovanych v Laboratofi reprodukéni genetiky Genetika Plzen s.r.o. Nasledné probéhlo

vyhodnoceni téchto dat.



Usp&sné vysetienych embryi bylo 90,2 % (2 503/2 775). Z tohoto poétu bylo 33,4
% (836/2 503) embryi euploidnich, 45,1 % (1 128/2 503) aneuploidnich a 21,5 % (539/2

503) s euploid-aneuploidni mozaikou.

Mozaikova embrya se dale d¢€li dle vhodnosti k embryotransferu na vysoce rizikové
mozaiky (242/539, 44,9 %), u kterych doslo k aberacim na chromozomech 13, 14, 15, 18,
21, X, Y, a proto nejsou dle internich pravidel Genetika Plzen vhodna k embryotransferu, a
na nizko rizikovd mozaikova embrya (297/539, 55,1 %), u kterych vySe zminéné aberace
nenalézdme a jsou tedy po zvazeni rizik a doporuceni od mezinarodnich odbornych spo-

le¢nosti vhodna k transferu.

Po analyze byla k transferu doporu¢ena vSechna euploidni embrya (33,4 %, 836/2
503) a dale byla k transferu podmine¢né doporucena nizko rizikovd mozaikovd embrya,
ktera tvotila 297/2 503 (11, 9 %) ze vSech Uspésné vysettenych embryi. Po slouceni eu-
ploidnich embryi a nizko rizikovych mozaik z celého sledovaného souboru se vyznamné
zvysuje pocet embryi (podmine¢n€) vhodnych k embryotransferu z 33,4 % (836/2 503) na
45,3 % (1 133/2 503).

Mozaikova embrya maji dle odbornych spolecnosti Sanci na implantaci i a na naro-

zeni zdravého ditéte, a proto by se méla zacit vice transferovat i v naSich podminkéach.
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Summary:

The bachelor's thesis focuses on pre-implantation genetic testing for aneuploidy
(PGT-A), which can be part of an IVF cycle if the couple is unable to conceive even after
repeated IVF cycles. During the PGT-A examination, the genetic laboratory also encoun-
ters embryos that are not classified as euploid-normal (suitable for embryo transfer (ET)).
They may come across aneuploid embryos, which are not suitable for transfer, but also so-
called mosaic embryos, in which there are several cell lines (e.g. euploid - aneuploid line)
originating from one zygote. Mosaics are a new phenomenon accompanying the examina-
tion of PGT-A and are associated with the start of the use of the next generation sequenc-
ing (NGS) method.



The research set consisted of 2,775 embryos examined by the NGS method, the
VeriSeq kit on the MiSeq platform (Illumina) for the years 2016-2022 originating from var-
ious IVF clinics and examined at the Laboratory of Reproductive Genetics Genetika Plzen

s.r.o. This data was subsequently evaluated.

Successfully examined embryos were 90.2% (2,503/2,775). Of this number, 33.4%
(836/2,503) of embryos were euploid, 45.1% (1,128/2,503) were aneuploid, and 21.5%
(539/2,503) were euploid-aneuploid mosaics.

Mosaic embryos are further divided according to suitability for embryotransfer into
high-risk mosaics (242/539, 44.9%) in which aberrations occurred on chromosomes 13, 14,
15, 18, 21, X, Y and therefore they are not suitable for embryotransfer according to the
internal rules in Genetika Plzen, and for low-risk mosaic embryos (297/539, 55.1%), in
which we do not find the above-mentioned aberrations and are therefore suitable for trans-
fer after considering the risks and recommendations from international professional socie-

ties.

After analysis, all euploid embryos (33.4%, 836/2,503) were recommended for
transfer, and low-risk mosaic embryos, which constituted 297/2,503 (11.9%) of all suc-
cessfully screened embryos, were conditionally recommended for transfer. After combin-
ing euploid embryos and low-risk mosaics from the entire monitored group, the number of
embryos (conditionally) suitable for embryotransfer increases significantly from 33.4%
(836/2,503) to 45.3% (1,133/2,503).

According to professional societies, mosaic embryos have a chance of implantation

and the birth of a healthy child, and therefore more should be transferred in our conditions.



Predmluva

Téma bakalatské prace jsem zvolila hlavné proto, ze mé genetika a jeji zdkony
vzdycky fascinovaly. Chtéla jsem se dozvédét vic, tak jsem vyuzila tématu preimplantac-
niho genetického testovani a vybéru vhodnych embryi k transferu se zamétenim na embry-
onalni mozaicismus. Cilem prace je zjistit procentualni zastoupeni mozaikovych embryi

v souboru embryi vySetifenych v letech 2016-2022 metodou PGT-A.
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UVOD
S neplodnosti nebo s problémovym pocetim se v dnesni dob¢ potyka stale vice pa-

ri. Kdyz se poté rozhodnou navstivit centrum asistované reprodukce je mozné, ze za ne-

schopnosti ot€hotnét stoji abnormalni karyotyp embryi.

Pfesné na tento problém se zaméiuje preimplantacni genetické testovani aneu-

ploidii (PGT-A).

V této bakalarské praci s ndzvem ,,Preimplantacni vySetfeni chromozomovych ane-
uploidii metodou sekvenovani nové generace‘‘ se nechci vénovat pouze principu tohoto
vySetfeni, ale i stale méné vzacnému mozaicismu embryi, tedy vyskytu vice bunétnych
linii, kdy jedna linie mize obsahovat normalni karyotyp a druha v sobé mtize ukryvat na-

piiklad trizomii chromozomu 21 (Downtv syndrom).

Dukladné poznani a prozkoumani tohoto jevu dava parum vétsi Sanci pro narozeni

zdravého ditéte a pro vytvoreni tplné rodiny.
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TEORETICKA CAST

1 ZAKLADY CYTOGENETIKY

1.1 DNA aRNA

DNA (deoxyribonukleova kyselina) je polymerni makromolekula nukleové kyseli-
ny, nositelka genetické informace vSech organismu s vyjimkou nékterych nebunéénych
organismil. U eukaryotickych organismi je DNA hlavni slozkou chromatinu a je uloZena

zejména uvnitt bunééného jadra, zatimco u prokaryot se DNA nachazi volné v cytoplazmé.

Molekula DNA se sklada ze tii zakladnich jednotek: z cukru deoxyribdzy, dusika-
tych bazi a fosfatovych skupin. Baze jsou dvojiho druhu, a to puriny (adenin (A), guanin
(G)) a pyrimidiny (thymin (T), cytosin (C)). Nejcastéji je vidét makromolekula DNA
V nativnim stavu, tedy ve tvaru pravotoc¢ivé dvousroubovice. Protilehlé baze jsou spojeny
vodikovymi mustky na principu komplementarity bazi (A-T, G-C). Nukleotidy polymeri-

zuji do dlouhych polynukleotidovych fetézcl ve sméru ,, 5' -> 3" .

Struktura DNA dovoluje pfesny pfenos genetické informace. Nukleotidova sekven-

ce DNA urcuje potadi aminokyselin, které se fadi do proteinu béhem proteosyntézy.

Znalost sekvence nukleotidli u jednoho vladkna dovoluje stanovit sekvenci druhého

vlakna na zaklad€ komplementarity bazi.

Ribonukleova kyselina (RNA) je nukleova kyselina tvofena vldknem ribonukleoti-
da, které obsahuji cukr ribozu, fosfatovou skupinu a nukleové baze adenin, guanin, cytosin
a uracil. Je zodpovédna zejména za pienos informace z urovné DNA kyselin do proteintl.
V mnoha ohledech je podobnd DNA, od které se li§i jednak pfitomnosti ribdzy, kterou ma
ve své cukr-fosfatové kostfe namisto deoxyribdzy, a také tim, ze vyuZziva nukleovou bazi

uracil namisto thyminu. Molekula RNA je také na rozdil od DNA obvykle jednovldknova.

RNA ma i fadu jinych funkci, napf. je nositelkou genetické informace u nékterych

virti nebo nebunéénych organisma (Nussbaum, 2004).

19



1.2 Chromozom

Chromozom je barvitelny utvar skladajici se z DNA a proteinti (histonit, kolem kte-
rych je obmotané vlakno DNA). Chromozomy se nachézeji v jadie bunék. Tuto jadernou
hmotu oznacujeme jako chromatin. Kazdy chromozom nese linearné¢ za sebou usporadané

geny, které se nachazi v presné definovaném misté¢ vyskytu konkrétniho genu (lokusu)

(Nussbaum, 2004).

1.2.1 Stavba chromozomu
Eukaryoticky chromozom je vétSinou rozdelen centromerou na kratké (p) a dlouhé

(q) raménko. Centromera mé vyznam pii jaderném déleni. Konce ramének se nazyvaji te-
lomery. Vldkna DNA tvofici chromozom se nazyvaji chromatida. Chromozom mtize byt
sloZen z jedné nebo ze dvou chromatid. Dvouchromatidovy chromozom se vytvoti zdvoje-
nim jednochromatidového chromozomu pted za¢itkem jaderného dé€leni procesem zvanym
replikace. Obé chromatidy nesou obvykle zcela identickou genetickou informaci a jsou

spolu spojeny prostiednictvim proteinového komplexu pouze v oblasti centromery.

Obrazek 1 niZe znazoriuje, jak postaveni centromery rozdéluje jednotlivé chromo-
zomy do urcitych skupin, protoze raménka chromozomu byvaji, az na vyjimky, nestejné

dlouha.

Na chromozomu A vidime centromeru zhruba uprostfed chromatid a nazyvame ho
metacentricky. U submetacentrickych chromozomi (B) pozorujeme jedno del§i raménko.
Akrocentricky chromozom (C) se vyznacuje vyrazné delSim g-raménkem, protoze p-
raménko je redukovano pouze na maly Usek nad centromerou. Telocentrické chromozomy

(D) obsahuji pouze g-raménka, zatimco p-raménka zcela chybi (Kocarek, 2007).

Obrazek 1 - Stavba chromozomu

Zdroj: https://cit.vfu.cz/opvk2014/?title=teorie-

cytogenetika&lang=cz
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1.2.2 Karyotyp
Karyotyp je soubor vSech chromozomti v bunécném jadfe. Normalni somaticka

bunika ¢lovéka ma 46 chromozomi, z toho je 22 parti autozomi a jeden par gonozomi
(pohlavnich chromozomu), viz obrazky 2 a 3. V kazdém paru je vzdy jeden chromozom
maternalniho (od matky) a druhy paternalniho (od otce) pivodu. Autozomy jsou v karyo-
gramu Cislovany podle velikosti od nejvétsiho (chromozom 1) po nejmensi (chromozom
22). Gonozomy se zna¢i X a Y. Zapis normalniho karyotypu Zeny je 46,XX a muze 46,XY
(Nussbaum, 2004).

Obrazek 3 - Karyotyp zdravy muz,
46,XY

Zdroj: https://www.genetika-
plzen.cz/vysetreni/cytogeneticka-laborator

Obrazek 2 - Karyotyp zdrava Ze-
na, 46,XX

Zdroj: https://www.genetika-
plzen.cz/vysetreni/cytogeneticka-laborator
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1.3 Chromozomové aberace

Chromozomové aberace jsou mutace na chromozomové trovni. Rozdé€luji se na
strukturni (napf. rizné delece ¢i inverze chromozomt), nebo numerické. K numerickym
aberacim se fadi bud’ aneuploidie, kdy se pocetni odchylka tykd pouze nékterého chromo-
zomu (trizomie, monozomie), nebo polyploidie, kdy je znasobena cela chromozomova
vybava (triploidie, tetraploidie). Polyploidie patii mezi tzv. euploidni stavy, které jsou
vZzdy celym nasobkem zakladni chromosomové sady n. Mezi euploidni stavy tedy patii 1
diploidni stav (46 chromozom, normalni somatick4 bunka) a haploidie (23 chromozomii,

normalni gameta) (Kocarek, 2007).
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1.3.1 Numerické aberace
Jako numerickou aberaci oznacujeme jakoukoliv odchylku od normalniho poctu

chromozomt (46,XX; 46,XY).

1.3.1.1 Polyploidie

Polyploidie je abnormalni zmnoZeni celé chromozomalni sady. Zakladni normalni
chromozomalni sadou je 23 chromozomi (n), vyskytujici se v gametach (haploidie). Nor-
malni somatickd buitka se 46 chromozomy je diploidni (2n). Nejcastéjsi polyploidii je
triploidie s 69 chromozomy, tedy trojnasobek haploidni sady (3n), a tetraploidie s 92

chromozomy — étyfnasobek haploidni sady (4n).

Triploidie i tetraploidie jsou letalni; vyjime¢né se sice mize narodit jedinec
s triploidii, ale umira zahy po porodu. Triploidie je nejcastéji je zpuisobena poruchou ferti-
lizace, tzv. dispermii (oplozeni vajicka dvéma spermiemi naraz), tetraploidie poruchou
mitdzy (Snustad, 2017).

1.3.1.2 Aneuploidie
Aneuploidie jsou takové zmény poc¢tu chromozom, kdy jsou zmnoZeny nebo chy-
bi pouze urcité chromozomy, nikoli celé chromozomové sady. NejCastéji se setkavame

s trizomiemi a monozomiemi.

Trizomie je chromozomova abnormalita, pii niz je urcity chromozom v buice pfi-
tomen v poctu tfi (misto normalniho poctu dvou). Konkrétnimi piiklady mtizou byt
Downtv syndrom (trizomie chromozomu 21), Patauiv syndrom (trizomie chromozomu

13) a Edwardstiv syndrom (trizomie chromozomu 18).

Monozomie se vyznacuje piitomnosti pouze jednoho chromozomu misto normalni-
ho poctu dvou. Ptikladem je Turneriv syndrom (monozomie chromozomu X). Jedinci
s touto vadou jsou Zenského pohlavi, ve vét§in€ piipadi sterilni s malou postavou a srdecni

vadou (Kocarek, 2007).

Vyse uvedené pocetni zméeny jsou viabilni (trizomie chromozomt 21, 13, 18 a mo-
nozomie chromozomu X), ostatni pocetni zmény chromozomti obvykle viabilni nejsou

(Nussbaum, 2004)
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1.3.1.3 Mozaiky

Chromozomovy mozaicismus je piitomnost dvou (nebo vice) bunéénych linii
s riznym karyotypem. Mozaiky s numerickou zménou vznikaji pfi vyvinu embrya nondis-
junkci nebo ztratou chromozomu pii mitotickém déleni blastomer, viz také kapitola 4. Em-

bryonalni mozaicismus.

Chromozomova mozaika (v postnatalnim stavu) postihuje relativné ¢asto gonozo-
my (Turnertiv syndrom), méné ¢asto autozomy (trizomie 21, 13, 18). Je zndma téz trizomie
8, ktera se u zivé narozenych déti vyskytuje pouze v mozaice. U embryi se mize vyskyto-
vat mozaika jakéhokoliv chromozomu, Vviz kapitola 4 Embryonalni mozaicismus, a pomér
bunécnych linii pak zavisi na tom, ve kterém déleni k nondisjunkci nebo ztraté¢ chromozo-

mu doslo a na tom, jak jsou abnormalni buniky viabilni.

Dale se mohou vyskytovat i mozaiky se strukturnimi chromozomovymi zménami,
tedy s linii, kde doslo k inzerci, inverzi ¢i translokaci, viz kapitola 1.3.2, ale jedna se o vy-

jimecné stavy (Kocarek, 2007).

1.3.2 Strukturni aberace
Pro vznik strukturnich aberaci musi nejprve dojit ke zlomtiim, které jsou poté chyb-

né znovuspojeny na jiném misté stejného nebo jiného chromozomu za vzniku chromozo-

mové aberace (Nussbaum, 2004).

K chromozomovym zlomim mize dochdzet kdykoli béhem bunécného cyklu
(v€etné mitdzy 1 meidzy), a to bud’ spontanné (bez jakéhokoliv vnéjSiho zasahu), anebo
dasledkem ptisobeni faktorti zevniho prostiedi, které zlomy zptisobuji (napf. ioniza¢ni za-

feni, chemické latky nebo nekteré virové infekce) (Nussbaum, 2004).

Strukturni aberace se rozliSuji primarné na dva druhy a to: balancované a nebalan-
cované. U balancovanych aberaci nedochdzi ke ztraté ¢i zmnoZeni genetického materidlu a
na prvni pohled ani nelze poznat jedince s touto vadou. Fenotypové téméf vzdy vypada
normalné. Zato u nebalancovanych aberaci dochdzi ke ztraté nebo nadbytku genetického

materialu, coz je obvykle spojeno s abnormalnim fenotypem (Nussbaum, 2004).

1.3.2.1 Balancované strukturni aberace
U balancovanych aberaci nedochézi ke ztraté¢ nebo nadbytku genetického materidlu.
Hlavnim diivodem, proc¢ je identifikace balancované ptestavby dulezita, je riziko pro po-

tomstvo, protoze muze dochazet k tvorbé nebalancovanych gamet.
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Jako balancované strukturni aberace rozeznavame:
e Inverze
e Inzerce
e Translokace (viz kap. 1.3.2.3 Translokace)

Pti vzniku inverze dochazi ke dvéma zlomtim na jednom chromozomu, k pietoceni
segmentu mezi zlomy a naslednému spojeni s distalnimi segmenty. RozliSujeme dva typy
inverze: pericentrickou inverzi, kdy invertovany Gsek chromozomu centromeru obsahuje, a

paracentrickou inverzi, kdy invertovany tsek centromeru neobsahuje.

Inzerce vznika jako nasledek minimalné 3 chromozomovych zlomi, kdy dojde
k zaClenéni urcité Casti chromozomu do jiného chromozomu. Vlozeny tsek mize byt na

novém misté v normalni nebo obracené poloze (Nussbaum, 2004).

1.3.2.2 Nebalancované strukturni aberace
U nebalancovanych strukturnich aberaci dochazi ke zménam, které vedou ke zisku ¢i

ztrat€ genetické informace. NiZe nékolik ptiklada.

Duplikace — zdvojeni useku chromozomu. Miize byt zptisobeno mimo jiné nerovno-
mérnym crossing-overem, jehoZ nasledkem dojde na jednom chromozomu k duplikaci sle-

dovaného tseku, zatimco na druhém je tentyz Gisek deletovan (odstranén).

Delece — chybi ¢ast chromozomu. Odstranén muze byt terminalni konec raménka
(termindlni delece) nebo sttedni ¢ast nékterého z ramének chromozomu (intersticialni dele-
ce). Delece vznikaji jako nasledek zlomu (termindlni delece), dvou zlomu (intersticidlni

delece) nebo nerovnomérného crossing-overu.

Dicentricky chromozom — tento chromozom vzniké jako disledek zloml dvou chro-
mozomu a fuze (spojeni) chromozomut zlomenymi konci, takhle vznikly abnormalni chro-
mozom ma dvé centromery. Pokud se vyskytuje jako vrozena chromozomalni aberace, je
jedna z centromer inaktivni, pak se chromozom chova jako monocentricky a mize piezivat

opakovand bunécna déleni.
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Izochromozom — je takovy chromozom, ktery je tvofen pouze kratkymi nebo dlouhy-
mi rameny spojenymi v centromefe. Vznikd chybnym (pfi¢nym) $tépenim centromery
(namisto podélného) v druhém meiotickém déleni nebo v mitdze. NejCastéjSim piipadem

izochromozomu u Zivé narozenych déti je izochromozom pro g ramena chromozomu X.

Ring chromozom — pokud dojde u chromozomu k deleci koncti obou ramének, muize
se chromozom stocit, zZlomené konce se spoji a vznikne kruhovy chromozom. Tato neba-
lancovana aberace je spojena se ztratou distalnich ¢asti obou ramen. Jednim z nejcastéjSich
nalezi této aberace je ring chromozom X, ktery mize byt pfitomny u mozaikové formy

Turnerova syndromu.

Marker chromozom — je maly, nadpocetny chromozom, jehoz ptivod nelze standard-
nimi cytogenetickymi technikami uréit. Jeho ptivod je rizny (reciproky produkt Robert-
sonské fuze, tvofeny oblastmi kratkych ramen akrocentrd, nebo izochromozom kratkych
ramen nebo pericentromericka oblast néjakého chromozomu atd.). Dle toho, zda obsahuje,
¢i neobsahuje euchromatin (obohacen o geny, tvofen pouze nukleosomy navinutymi do
formy solenoidu, déle spiralizace nepokracuje. Euchromatin je rozvolnény, Spatné se barvi
a hojné se transkribuje), muze, ale nemusi byt spojen s klinickymi projevy. Relativné Cas-

ty je vyskyt marker chromozomu v mozaice (Snustad, 2017).

Nebalancované translokace — viz kapitola 1.3.2.3 Translokace.

1.3.2.3 Translokace

Translokace je strukturni pfestavba, u které¢ dochazi k vzajemné vyméné ¢asti mezi
dvéma (nebo vice) chromozomy. Nejcastéji se setkdvame s balancovanymi translokacemi,
nebalancované translokace se v klinické genetice vyskytuji az v gametach v dasledku Spat-

né meiotické segregace. RozliSujeme dva typy translokaci: Robertsonské a reciproké

(Snustad, 2017).

Robertsonska translokace

Robertsonska translokace vznika zlomem dvou akrocentrickych chromozomu v oblasti
centromery a naslednym spojenim dlouhych ramen — pfestavbu oznac¢ujeme jako centric-
kou fazi. Jedinec s takovouto translokaci ma o jeden chromozom méné (45), nebot
Z odstépenych kratkych ramen (obvykle) nevznikd chromozom a tato sekvence je ztracena.

Pavodni mnozstvi genetické informace tak neni uplné zachovano, ale nosic této transloka-
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ce nema zadné klinické projevy (kratka ramena nesou geny jen pro rRNA, které se vysky-

tuji 1 na ostatnich akrocentrickych chromozomech) (Snustad, 2017).

Reciproka translokace

Reciproké translokace jsou vzajemné vymény segmentl mezi dvéma nebo vice neho-
molognimi chromozomy se zlomy mimo centromerickou oblast. Pocet chromozomt zGsta-
va stejny. Napf.: nejcastéjsi translokace v klinické genetice je t(11;22)(923;q11) (Kuraha-
shi, 2010).

1.3.3 Uniparentalni dizomie
Uniparentalni dizomie (UPD) je definovana jako pfitomnost dvou homolognich

chromozomt (nebo jejich ¢asti), které pochazeji od jednoho rodi¢e. Uniparentalni dizomie
byla popsana napt. u ¢asti pacientd s Prader — Williho syndromem (UPD matetska — oba
chromozomy 15 pochazeji od matky) a s Angelmanovym syndromem (UPD otcovska —
oba chromozomy 15 od otce). Dale UPD chromozomu 14, ktera vede k mentalnimu posti-

zeni jedince (Nussbaum, 2004).

Mechanizmil, kterymi UPD miiZe vzniknout, je nékolik. Patrn€ nej€astéj$im je ztra-
ta jednoho chromozomu z trizomické zygoty (korekce pomoci Anaphase lag), kdy se ztrati
ten chromozom, ktery je z hlediska rodi¢ovského ptivodu zastoupen jednou. Dikazem to-
hoto mechanizmu je ndlez mozaiky trizomie 15 pfi prenatalnim vySetfeni bun¢k chorio-
vych klka. Opakované vySetfeni bun€k plodu (amniovych bun€k) prokazalo normélni ka-
ryotyp, u ditéte pak byl zjistén Prader — Williho syndrom s matefskou UPD. Dalsim duka-
zem existence tohoto mechanismu je popsany neobvykly pfenos hemofilie z otce na syna,
kdy muselo dojit ke vzniku zygoty s XXY chromozomy a pak ke ztrat¢ matefského chro-
mozomu X, nebo ptenos homologni translokace 22/22 z rodi¢e na dit¢ v balancované po-
dob¢, kdy se z trizomické zygoty ztratil volny 22. chromozom. Dlkazem ztraty chromo-
zomu z trizomické zygoty je 1 vySsi vék rodic¢i u déti s UPD. Dal§im moznym mecha-
nizmem je gametickd komplementace (splynuti dizomické a nulizomické gamety — ob¢
vzniklé nondisjunkci), duplikace chromozomu monozomické zygoty nebo postfertilizacni
chyba, kdy dojde k postzygotické nondisjunkci a nasledné duplikaci chromozomu nebo k

mitotické rekombinaci (Nussbaum, 2004).
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Uniparentalni dizomie je jednim z pritkazl existence imprintovanych gent — gent,
které maji aktivni jen jednu alelu, a to alelu urcitého rodi¢ovského ptivodu. Kdyby neexis-
tovaly imprintované geny, velmi pravdépodobné¢ by UPD byla bez klinickych projevii a
ziejm¢ mnohé UPD chromozomt, na kterych nejsou imprintované geny, zlstavaji nepo-

znany (Nussbaum, 2004).

Klinické projevy UPD téch chromozomu, které nesou imprintované geny, jsou spo-
jeny s chybénim funkce aktivnich alel (Prader — Williho a Angelmantv syndrom), eventu-
eln¢ s nadbytkem funkce aktivnich alel (Beckwithiv — Wiedemanntuv syndrom) pii UPD.
Existence UPD prokazuje, Ze pro normalni vyvoj je potfeba komplementarniho piisobeni
obou rodi¢ovskych sad chromozomi. Za situace, kdy tato podminka neni splnéna, dochazi
k poruchdm vyvoje i pfi numericky a strukturné zcela normélnim karyotypu, nebot je na-
ruSen dulezity mechanismus regulace genové exprese, kterym je imprinting geni

(Nussbaum, 2004).
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2 MEIOZA A MITOZA

Meibdza a mitdza jsou oznaceni pro dvé moznosti déleni se bun¢k v lidském téle. Pti
meidze vznikaji pohlavni buiiky a pfi mitdze buiikky somatické. Pfi obou typech déleni mo-

hou vznikat chromozomové aberace (Snustad, 2017).

2.1 Meiéza

Meioza je proces redukcniho d€leni buiiky, ktery probihd ve dvou po sobé nasledu-
jicich dé€lenich a jehoz vysledkem jsou bunky s haploidnim (n) poétem chromozomii. Mei-
otickym dé€lenim vznikaji pohlavni buiiky (gamety). Vyznam meidzy spociva v rozdéleni
chromozomu z daného homologniho paru, kdy jsou do pohlavnich bun¢k nahodné vybrany
chromozomy maternalniho nebo paternalniho piivodu, ¢imz vznika geneticka variabilita,

ktera je dale posilena rekombinaci mezi maternalnimi a paternadlnimi homology.

Béhem meidzy mize dojit ke vzniku gamet s abnormalni chromozomovou vybavou

(Snustad, 2017).

Meidza (gametogeneze) u Zen a u muzi probihd rozliSnym zptsobem. U muzi do-

chazi k tzv. spermatogenezi a u zen k oogenezi.

Spermatogeneze probiha v toéitych kanalcich testes a z kazdé diploidni prekurzo-
rové buniky vznikaji Ctyfi rovnocenné spermie. Kazdy muz je schopen vyprodukovat az

stovky milionti spermii denné.

Oogeneze zadina jiz v embryu, kde se urcité buiky diferencuji v oogonia. Oogoni-
um brzy vchazi do meidzy, ktera se vSak zastavi v profazi I (primarni oocyty). Primarni

oocyty jsou kryty obalem z bunék zvanym folikul a ziistavaji v klidu az do puberty.

Na zacatku puberty zacne pracovat hormon FSH — folikulostimula¢ni hormon, kte-
ry periodicky stimuluje jeden z folikulii, aby rostl a dokoncil meiézu I a zacal meidzu II.
Meioza 11 se ale zastavi v anafazi a z primarniho oocytu se stane sekundarni. K dokonceni
zenské meidzy dochazi az po oplodnéni. Na konci kazdého dé€leni vznikd polarni télisko

(PB) (Rezabek, 2004).
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Oogeneze se lisi od spermatogeneze v n¢kolika dalezitych bodech:

1. Pfi oogenezi dochazi k nerovnomérné cytokinesi, pii které je vétSina Cyto-

plazmy monopolizovana jen jednou z dcefinych bunék,

2. zatimco spermie vznikaji neustale, divka ma jiz pfi svém narozeni kone¢ny po-

cet oocytl,

3. spermatogeneze je kontinudlni, zatimco jedna oogeneze je roztaZzena v Case na

mnoho let a jsou zde dlouh¢ klidové pauzy,

4. zatimco muzi produkuji spermie neustale, Zena uvolni jen jeden oocyt (nebo

vzacnéji n€kolik) béhem jednoho cyklu,

5. hormonalni kontrola cyklu u zZeny je neobycejné komplexni (Kocarek, 2006).

2.1.1 Meiotické déleni I
Béhem prvniho meiotického déleni dochazi k redukci poctu chromozomii na polo-

vinu, z rodi¢ovské diploidni (2n) buiky vznikaji dvé dcefiné haploidni (n) bunky. Toto

redukéni déleni pohlavnich bunék je tak zcela odlisné od déleni somatickych bunék (mito-

zy), na rozdil od druhého meiotického déleni (viz nize).

Prvni fazi meiotického déleni I je protaze I, kterd je oproti profazi v druhém meio-

tickém déleni mnohem komplikovanéjsi a déli se na 5 stadii:

Leptotene, kdy dochézi ke spiralizaci vlaken DNA a diferenciaci chro-
mozomu.

Zygotene, kde se vytvari tzv. synaptonemalni komplex, ktery zipovym zpt-
sobem spojuje oba homology. Pfislusné lokusy se paruji vzdy vedle sebe.
Na konci jsou sparovany vsechny homology — bivalenty. Proces tvorby sy-
napse je komplikovangjsi v pfipadé chromozomovych strukturnich aberaci,
kdy jsou pfi parovani homolognich oblasti vytvafeny struktury odliSnych
tvart (v pfitomnosti inverze zplisobuje synapse vznik inverzni smycky, u
reciproké translokace vznika tetravalent a u Robertsonovy translokace triva-
lent).

V pachytene dochazi, v misté prektizeni, ke zlomu a znovu spojeni neses-
terskych chromatid (chiazmata), a ke crossing-overu, ktery vede

k rekombinaci ¢asti homologd.

Diplotene, ve kterém dochézi k rozruseni synaptonemalnich komplex.
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e Diakinéza je pfechod do metafdze |. Probiha zde silnd kondenzace chroma-
tid, jejich déleni a uvolnéni jejich koncovych c¢asti od jaderného obalu. Ses-
terské chromatidy jsou spojeny v oddalenych centromerach obou ptvodnich

homolognich chromozomi. Jaderny obal se rozpada.

Po dokonceni profaze I nastupuje metafaze |, kdy dochazi k napojeni vlaken délici-
ho vieténka na centromery chromozomi. Chromozomy se pfed tim seskupily

V ekvatorialni roving.

Anaféaze I je proces, pii kterém se dvouchromatidové chromozomy rozchazeji k

opa¢nym p6lim bunky — jsou pfitahovany pomoci déliciho vieténka.

Posledni fazi prvniho meiotického déleni nazyvame telofaze I (chromozomy v jadre
buiky se despiralizuji, vznika jaderna membrana a jadérko — délici vieténko mizi — buitka

se zaskrcuje a dé€li se na dvé dcefiné buiky (cytokineze)) (Snustad, 2017).

2.1.2 Meiotické déleni II
Druh¢é déleni nastupuje po kratké interfazi, pti které nedochézi k replikaci DNA, pouze

k dekondenzaci chromatinu a syntéze RNA a histonti. Nasledné déleni je pribéhem velmi

podobné mitoze, viz kapitola 2.2 (Snustad, 2017).

2.1.3 Poruchy meidzy
Poruchy meidzy vedouci k chromozomové abnormalni gameté maji dopad na cely

organismus z této gamety pocaty. Takto postizené zygoty obvykle ztraceji viabilitu v ¢as-
ném embryondlnim nebo fetadlnim vyvoji, ktery vede ke spontannimu potratu. Nékteré
chyby v meiéze mohou byt nicméné slucitelné se zivotem, tzv. viabilni trizomie, popf. né-
které nebalancované translokace, viz kapitola 1. Chromozomové aberace. Tyto poruchy se
projevi tézkym postizenim — vrozenymi vyvojovymi vadami a/nebo riznym stupném men-

talniho postizeni (Snustad, 2017).

2.1.3.1 Poruchy synapse

Poruchy parovani homolognich chromozomu v profazi | (Synapse) stoji za vznikem
mikrodele¢nich/mikroduplikacnich syndromti, napt. syndrom Cri du Chat (delece kratkého
raménka 5. chromozomu) nebo Prader-Williho syndrom (delece 15g11-13 na paternalnim
chromozomu), mikrodelece téZze oblasti na maternalnim chromozomu zptsobuje Angelma-

nlv syndrom (Snustad, 2017).
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2.1.3.2 Poruchy déliciho vireténka

Porucha funkce déliciho vieténka, kterd miize byt zplisobena poruchou kinetocho-
ru, vede k nondisjunkci (nespravnému rozestupu chromozomii do dcefinych bungk), ale
také k ,,anaphase lag* (zdrzeni nenapojené¢ho chromozomu/chromatidy v ekvatorialni rovi-
n¢, vedouci k chybéni chromozomu v jedné z dcefinych bun€k) a jinym pocetnim zménam.
Pti poruse funkce kinetochoru nedochézi ke standardnimu oddéleni homologickych chro-
mozomu (anafaze I) nebo sesterskych chromatid (anafaze II). U nosi¢l balancovanych
strukturnich aberaci muaze také dojit k chybné segregaci chromozomu do bunék. Tato chy-
ba vede ke vzniku nebalancovanych gamet u potomkt. Na obrazku 4 nize je vidét chybny
rozestup chromozomi do dcefinych bunék, vlevo je nondisjunkce v meidze 1 a vpravo
v meidze II (Snustad, 2017).

Obrazek 4 — Meioticka nondisjunkce

Zdroj: https://dokumenty.upce.cz/FCHT/kbbv-vk/zaklady-genetiky/pohlavni-rozmnozovani-cloveka.pdf
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2.2 Mitéza
Za mitdzu oznacujeme bunécéné déleni, pii kterém z jedné matetské diploidni bunky
vznikaji dvé dcefiné buiiky s identickou genetickou vybavou. Timto zptisobem se d€li so-

matické buiiky. Mit6za je posledni fazi bunééného cyklu nasledujici za G2 fazi. Zajistuje

rust, diferenciaci bunék a jejich obnovu (Snustad, 2017).
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2.2.1 Faze mitézy
Profaze:

Béhem této faze dochazi ke spiralizaci vlaken DNA a diferenciaci chromozomt, u
kterych jsou patrné dvé chromatidy. V zavéru této faze se rozpada jadernd membra-
na (presnéji feceno, v€leni se do membranového systému endoplazmatického retikula) a

chromozomy se rozptyluji v cytoplazmé bunky (Kocarek, 2007).

Centrozom se rozdé¢li a takto rozdélené centrozomy se zacnou vzdalovat a vytvaret

délici vieténko (Kocarek, 2007).
Prometafaze:

Pokracuje kondenzace chromozom a dochdzi k jejich rozptyleni v celé buiice. Mi-
krotubuly aktivné vyhleddvaji chromozomy, ke kterym se pfipojuji prostfednictvim kineto-
chorti. Kinetochory se nachazi parové v oblasti centromery kazdého chromozomu a pfipo-
jeni k nim musi byt bipolarni, tzn. mikrotubuly z obou po6li se musi pfipojit soucasné (Ko-

carek, 2007).
Metafaze:

Chromozomy se seskupuji v ekvatorialni rovin€ buniky a vznika tak charakteristicka
metafazova destiCka (chromozomy jsou tvofeny dvéma chromatidamia spoje-
ny centromerou). Tato faze je nejvhodné&jsi pro pozorovani chromozomt a cytogeneticka

vySetieni (Kocarek, 2007).
Délici vieténko je jiz pln€ vyvinuto (Kocarek, 2007).
Anafaze:

Chromozomy jsou v oblasti centromer napojeny na vlakna vychazejici z opacnych
poli déliciho vieténka. Centromera se rozpada na dvé ¢asti a chromozomy se rozpadaji na

dve chromatidy, kter¢ jsou ptitahovany k opaénym poéliam buiiky (Kocarek, 2007).
Telofaze:

Chromatidy jsou nahlouceny u bunécnych poli a despiralizuji se, vytvaii se kolem nich
jadernd membrana. Na konci telofaze dochazi k zaSkrceni buiiky a vzniku dvou dcefinych
bunék, z nichz kazdd ma jedno nové jadro. Nasledn¢ buiika vstupuje do Gi faze, piipadné
(jde-li o jiz terminaln¢ diferencovanou, dale se nedélici buniku) mize vstoupit do Go faze.
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V takovém piipad¢ jejich bunécny cyklus konéi — butika plni svoji funkéni llohu (Kocarek,

2007).

2.2.2 Poruchy mitézy
Za postzygoticky vznik mozaikového embrya muiize mitoticka chyba (napt. nondis-

junkce) béhem stadia ryhovani, pti¢inou pietrvavajici aberantni linie (nestability chromo-
zomu) je oslabeni kontroly buné¢ného cyklu — v tomto stadiu je fizen pouze mRNA a pro-

teiny ooplasmy (Nussbaum, 2004).

K nondisjunkci béhem mitézy mize vést chyba délici vieténka nebo anaphase lag.
Pti chybé déliciho vieténka nedojde ke standardnimu rozestupu chromozomi do dcetinych
bungk, ale v jedné bunice bude chromozom chybét a v druhé zase piebyvat. Dusledkem je

mozaika nebo zanik buiky.

Bé&hem anaphase lag se zpomali nebo uplné zastavi piirozené migrovani chromozo-
mu béhem anafdze, coZ ma za nésledek vylou€eni takovych chromozomi z jedné z dcefi-

nych bunék (Nussbaum, 2004).

Obrazek 5 ukazuje spravny rozchod chromozomi (A), mitotickou nondisjunkci (B) a

mitoticky anaphase lag (C).

Obrazek 5 - Chyby mitozy

Zdroj: TAYLOR, Tyl H., 2014
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3 ASISTOVANA REPRODUKCE

Asistovana reprodukce je jednou z metod 1é¢by neplodnosti.

Pti¢inou neplodnosti mohou byt problémy na stran¢ zeny i muze a neni vyjimkou
ani kombinace faktori na obou stranach nebo neplodnost bez zjevné pfi¢iny. Nejdiive je

potieba rozlisit primarni a sekundarni neplodnost.

Primarni neplodnost znamend, ze dana zena neni schopna otéhotnét do jednoho ro-
ku pii pravidelném pohlavnim styku bez antikoncepcnich pfipravkti nebo neni schopna

donosit dité (Doherty, 2006).

Sekundarni neplodnost znamena, ze v minulosti uz k t€hotenstvi a porodu uspésné
doslo, ale dalsi téhotenstvi se nedafi. Misto terminu neplodnost se I1ze setkat i s terminy
sterilita nebo infertilita. Tato oznaCeni znamenaji totéz, avSak nékdy se pouziva termin
sterilita pro neschopnost paru ot¢hotnét a infertilita pti problémech se schopnosti donosit

plod, nebo pti opakovanych potratech (Doherty, 2006).

V Ceské republice za rok 2020 navstivilo 1ékai'ské zafizeni vénujici se 16¢b& ne-

plodnosti 9 981 parti (UZIS CR, 2020).

Diky metodam asistované reprodukce se dafi zajistit vlastni déti parim, kterym se
to nepodafilo pfirozenou cestou. Manipuluje se pii nich vzdy se zdrode¢nymi buiikami,
v piipadé IVF s embryi a obvykle se k nim pfistupuje po selhani medikamentozni ¢i chi-
rurgické 1€cby (Doherty, 2006).

Nejcasteji uzivanou lécbou neplodnosti pomoci technik asistované reprodukce je in
vitro fertilizace (IVF), coz doslovné znamena oplodnéni ve skle, zkumavce. V uréitych
ptipadech je lécba IVF spojena s provedenim preimplantacniho genetického testovani

(PGT, viz kapitola 5) (Doherty, 2006).

3.1 Postup pri IVF lécbé

Podanim hormont jsou stimulovany Zeniny vajecniky, takze v nich dozraje vice oocy-
tl najednou. Ty jsou pak z vajecnikl biopsii odebrany a pozdéji oplodnény mimo télo ze-
ny. Pfi odbéru oocyti je zena v celkové anestezii. Odbér trva cca 15-20 minut a provadi se
ambulantné. Po zakroku Zena dvé hodiny odpocivéa na lizku, a pokud je vSe v poradku,

mize odejit domt (Doherty, 2006; Rezabek, 2004).
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Spermie jsou ziskavany masturbaci nebo metodami MESA ¢i TESE — odebrani ptimo
z varlat (TESE) ¢&i nadvarlat (MESA). Tento zakrok provadi urolog (Doherty, 2006; ReZa-
bek, 2004).

Oplodnéni (fertilizaci) odebranych oocytii je mozno provést dvéma zpusoby. Prvni
Z nich (mén¢ Casty) je takovy, Ze smisime oocyt se spermiemi pouze v Petriho misce a
moment oplozeni je ponechédn ,,pfirodé”. Jedna ze spermii Se navaze na povrch vajicka
(zona pellucida) a béhem tzv. akrozomalni reakce se postupné propracuje k membrané va-
jicka a prostoupi ji, ¢imz vlastné dochazi k oplozeni. Druhy zpisob (mnohem uzivanéjsi)
zahrnuje intracytoplazmickou injekci spermie piimo do cytoplasmy vaji¢ka (ICSI); tento
zpusob fertilizace je povinny V piipadé nasledné provadéného preimplantacniho genetické-
ho testovani. Z dvou pohlavnich bun¢k, které obsahovaly kazda polovi¢ni (haploidni) ge-

netickou informaci, vznika diploidni zygota (Doherty, 2006; Rezabek, 2004).

Kultivace oplodnénych vajicek (zygot) probiha po dobu 5-6 dni v laboratofi v inkuba-
torech/kultivatorech (teplota 37 °C, spravna koncentrace Oz a CO2), kde jsou pod neusta-

lym dohledem a jejich vyvoj je zapisovan a hodnocen embryologem.

Nasledujicim stadiem vyvoje je ryhovani, které obvykle zahrnuje asi 3 nebo 4 repli-
kacni cykly (bunééna déleni). V prvnim cyklu vznikd dvoubunééné embryo, pfi druhém
Ctyfbunécné, po tietim déleni se morula (pfipomina tvarem 1 velikosti plod moruse, odtud
vznikl nazev morula) skldda z osmi bunék zvanych blastomery a po ¢tvrtém obsahuje Sest-

nact bun&k. Asi 3. den po oplozeni je ryhovani dokonéeno (Rezabek, 2004).

V priibéhu dalsiho vyvoje se zona pellucida (stale pfitomna na povrchu moruly)
stdva mnohem propustnéjsi. Tim se do vnitini bunééné masy moruly dostane velké mnoz-
stvi tekutiny a vznikaji mezibunécné prostory vyplnéné vodou, ze kterych se nakonec
zformuje tzv. blastocoel. Timto okamzikem (v 5.-6. den vyvoje) se morula méni v blasto-
cystu. V blastocysté jsou pritomné dvé skupiny bunék: vnéjsi masa — trofoektoderm, ze
kterého vznika pozdgji placenta, a tzv. vnitini bundéna masa, ze které vznika plod (Reza-
bek, 2004).

Nasledné jsou vybrana vhodna embrya k transferu do délohy matky. V tuto dobu na-
stava tézky ukol pro embryologa, musi vybrat nejvhodnéjsi embryo. Samotné hodnoceni je

slozité, ale pokud bylo provedeno preimplantacni genetické testovani aneuploidii, embryo
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prvni volby je euploidni embryo a za nim jsou embrya, kterd byla hodnocena podle morfo-

logickych znakii a oznagena za vhodna K transferu (Rezabek, 2004).

Embryotransfer, tedy pieneseni embrya do délohy zeny, je poslednim krokem umé-
1ého oplodnéni. Embryo se pfendsi tenkou kanylou pies délozni hrdlo do délohy zeny.
Zéakrok je podobny jako u odbéru oocytu, tedy kratky, a u vétSiny zen se jedna o nebolesti-

vy ambulantni vykon (ReZabek, 2004).

Po pieneseni do délohy se blastocysta vyzivuje jejim sekretem, az dojde K jejimu
ptichyceni k epitelu endometria a k postupnému uhnizdéni (nidaci neboli implantaci) (Re-
zabek, 2004).
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4 EMBRYONALNI MOZAICISMUS

Mozaicismus je u lidskych embryi vzniklych procesem IVF casty jev (Vanneste,
2009). Jako mozaiku oznacujeme embryo s vice nez jednou bunéénou linii s jinou chromo-

zomovou (genetickou) vybavou, kterd ovSem pochazi ze stejné zygoty.

4.1 Preimplantac¢ni vyvoj a mozaicismus

Pokud se embryo vyviji s n¢kolika bunéénymi liniemi, Ize rozlisit tfi druhy mozai-
cismu, a to mozaiku (embryo) s euploidni a aneuploidni linii, mozaiku bez euploidni linie
(bez normalniho po¢tu chromozomii) (tzv. aneuploid-aneuploidni mozaika). Tretim dru-

hem mozaiky je embryo s mixoploidii (mozaika riznych pocti haploidnich chromozomo-
vych sad) (Queremel, 2023).

Ptic¢inou vzniku embryondlnich mozaik je nejcastéji mitotickd chyba (nondisjunkce
¢1 anaphase lag, viz kapitola 2.2.2). Pfirozend chromozomova nestabilita béhem procesu
ryhovani moruly je zplsobena ,,0oslabenim* kontroly bunécného cyklu pied aktivaci em-
bryonalniho genomu, ktery je fizen pouze mRNA a proteiny ooplasmy (Queremel, 2023).
V den 3 od oplozeni lze zachytit mozaicismus az u 90 % embryi (Vanneste, 2009). Zaji-
mavosti je, Ze u embryi dochazi k postupnému vyhojeni mozaik a v den 5 od oplozeni na-

1ézame pouze 30 % mozaicismus (Munné,2016).

4.2 Implantace a postimplantacni vyvoj mozaik

Postimplantaéni vyvoj lidskych mozaikovych embryi nemize byt pifimo experi-
mentalné studovan, nicméné z velmi nizké incidence mozaikovych nélezli v prenatdlnich a
postnatalnich vysetfenich (Greco, 2015) lze usuzovat, Ze abnormalni linie dale postupné

mizi.

Pro ovéfeni Sance na implantaci embrya s mozaikou byl udélan pokus na mys$ich
chimérickych modelech, kde byla studovana implantace embryi s riiznym zastoupenim

mozaik a nasledn¢ se sledoval jejich postimplanta¢ni vyvoj, viz obrazek 6 (Bolton, 2016).
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Pro pokus byla uméle vytvorena ,,mozaikova‘“ mysi embrya (ve skute¢nosti chimé-
ry ,,normalnich* embryi a embryi po ptisobeni reversinu (inhibitor kontrolniho bodu sesta-
veni déliciho vieténka), a to v poméru 1:1 a 1:3). Béhem implantace embryi ,,1:1° byla
zjisténa stejna (100%) uaspéSnost implantace jako u normalnich embryi (bez jakékoli ab-
normalni linie); to uz ale neplatilo u chimér v poméru 1:3, kde doslo k pouze castecné

uspésné implantaci.

Postimplantacni vyvoj byl plné€ uspéSny pouze u embryi s < 50% zastoupenim ab-
normalniho klonu. Zastoupeni abnormalni linie dale vyznamné klesalo, avsak pietrvavalo

(s rovnomérnym rozlozenim) (Bolton, 2016).

Obrdazek 6 - Mysi chimérické modely

Zdroj: Bolton, 2016

Proportion of abnormal cells décréase:

® & & OB

Reversine-treated  1:3 reversine 1:1 reversine Control embryo
embryo chimera chimera or chimera

|
@@@@
L

?5"15

&

O

0/20 wable 11/25 viable 74/74 viable 57/57 viable
Early post-implantation Partial rescue = Complete rescue Normal
lethal development

Embryo viability increases

38



Studie Fragouli et al. (2017) se zabyvala NGS re-analyzou archivovanych vzorki
embryi, které byly diive uzivanou vysetfovaci technikou oznaceny za euploidni a transfe-
rovany. U casti znich (44) byla re-analyzou nalezena ecuploid-aneuploidni mozaika.
Uspé$nost vyvoje téchto embryi byla porovnana se skupinou embryi, potvrzenych NGS
jako euploidni (51). U mozaikovych embryi bylo niz§i procento implantace nez u euploid-
nich embryi (30,1 % vs 55,8 %). Potrat byl u 55,6 % mozaik oproti 17,2 % u euploidnich
embryi, pokracujici t¢hotenstvi bylo u 15,4 % mozaik vs 46,2 % u euploidnich embryi.
Tyto vysledky ukazaly, Ze mozaikova embrya maji Sanci na usp€Snou implantaci a naroze-
ni ditéte, ale tato Sance je niz§i nez u euploidnich embryi. Bohuzel zde nebyl ani v jednom

pripad¢ prenatalné ¢i postnatalné vysetien karyotyp plodu/novorozence.

4.3 Rizika u mozaik
Vyse uvedené studie davaji Sanci k transferim mozaikovych embryi, nicméné je

nutno respektovat rizika s tim spojena.

Témito riziky jsou nelspéSna implantace embrya, potrat nebo narozeni ditéte
s genetickou vadou. Stale se jedna o mozaiku nékolika bunéénych linii, u které je nizsi
Sance na implantaci a nasledné t€hotenstvi nez u pln¢ euploidniho embrya a ani podrobné
prenatalni vysetieni plné nevylouci pfitomnost dané¢ chromozomové abnormality ve tkani
plodu/ditéte, tedy zde je stale (nizké) rezidualni riziko, ze by narozené dit€ mohlo byt po-

stizen€ (tj. s vrozenymi vyvojovymi vadami, mentalni retardaci apod.).

Rizika vyplyvaji z vySetfeni jenom malého mnozstvi bun¢k (5-8 bunék) trofoek-
todermu (budouci placenty) a nevime piesné rozloZeni bunék linii, jestli se jedna o pravi-
delné nebo nepravidelné rozlozeni, nalez v odebraném vzorku tedy nemusi byt informativ-

ni pro celé embryo.

Embryotransfer mozaikového embrya s sebou nese vyse zminéna rizika, ktera by
méla byt prokonzultovana s pacientkou/parem a klinickym genetikem. Po konzultaci by
par m¢l podepsat informovany, pisemny souhlas s transferem mozaikového embrya, ktery

zahrnuje detailni vysvétleni daného jevu a rizika s nim spojena.

Par dostava podepsanim informovaného souhlasu doporuceni 0 provedeni invaziv-
niho prenatdlniho vySetieni z plodové vody (aminocentéza), kterd umoziuje vysetieni ka-

ryotypu plodu a nejlépe vylouéi pfitomnost mozaiky.
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Pro ovéfeni vymizeni abnormalni linie by byla velice vhodna i postnatalni analyza
karyotypu narozeného ditéte. Postnatalni analyzu vSak bohuzel vzdy neni mozno provést

pro obtiznou dosazitelnost pacientii po ukonceni IVF 1é¢by a porodu zdravého ditéte.

4.4 Klinicka doporuceni k transferiim/naleziim mozaikovych embryi
Transfery mozaik se stavaji béznym standardem a je mozné je transferovat pii zo-

hlednéni rizik a pfi respektovani doporuceni od odbornych spolecnosti.

Podle Position statement (PGDIS, 2016) by pacienti méli byt informovani o moz-
nych mozaikovych nalezech pti PGT a potencionalnich rizicich. Dale by méli byt informo-

vani o riziku misdiagnézy plynouci z vySetfeni malého poc¢tu bunék.

Reportovani mozaik je mozné, pokud je bioptovano vice nez 5 bunck trofoek-
todermu, je omezeno uziti laseru pii biopsii, je uzita validovana platforma sekvenovani
nové generace (NGS) a pokud jsou reportovany euploid-aneuploidni mozaiky v rozmezi

20-80 %.
Vzdy by pro transfer méla mit pfednost euploidni embrya.

Tento Position statement vytvofil 1 navrh prioritizace mozaikovych embryi pro
transfer a to takto: vzdy upfednostnit mozaiku monozomie pied trizomii (s vyjimkou mo-
nozomie 45, X), pokud se jedna o mozaiku trizomie, vzit do ivahy zastoupeni abnormalni

cvwvr

zomie) a chromozomu 14, 15 (pro riziko uniparentalni dizomie) (PGDIS, 2016).

CoGEN Statement 2016 pftiSel s nékolika doplnénimi: netransferovat ,,komplexni*
mozaiky, v ptipad¢ t€¢hotenstvi pozadovat provedeni prenatalni diagnostiky z bunék plodo-
vé vody a, pokud je to mozné, po narozeni ditéte doplnéni 1 postnatalni diagnostiky. Dale,
par musi podepsat informovany, pisemny souhlas s transferem. Vzhledem k mozné skryté
ptitomnosti trizomické linie je tieba povazovat za rizikové i mozaiky monozomii (zejména

u chromozomu 13, 14, 15, 18, 21) (CoGEN, 2016).

Podle PGDIS Position statement z roku 2019 je incidence mozaikovych embryi vy-
Setfovanych metodou NGS vysoce variabilni a pohybuje se mezi 2 % - 40 %. Pokud by se
méla transferovat mozaika, tak pouze nizko rizikova. Embrya s potencionalni UPD by mé-

la mit rovnéZ nizkou preferenci (Cram, 2019).
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Position statement PGDIS z roku 2021 dopliuje, Ze stale pfetrvava nejistota spoje-
na s transferem mozaikovych embryi a disledkem toho je, Ze spousta IVF klinik se tomuto

transferu vyhyba.

Chromozomové mozaiky, které jsou nizsi nez 20 % lze reportovat jako euploidni,
zmény nad 80 % zase jako aneuploidni. Nékteré laboratofe maji jinak stanovené hodnoty

(30 %/70 %), coz vede k nepfesnym reportiim nalezu.

Laboratofe by nem¢ly mozaikova embrya klasifikovat jako pln€ aneuploidni, ale

méli by jim dat Sanci k transferu.

IVF kliniky by méli bioptovat 5-10 bun¢k a mély by dbat na zasady spravného

odbéru a minimalizovat poskozeni genetického materidlu.

Dale se doporucuje prenatalni diagnostika u vSech téhotenstvi, ktera vznikla po

IVF cyklu a u v8ech té€hotenstvi, kde bylo indikovano vysetieni PGT-A (Leigh, 2022).
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5 PREIMPLANTACNI GENETICKE TESTOVANI

Preimplantacni genetické testovani (PGT) je v nékterych indikovanych piipadech
soucasti IVF 1écby. Cilem tohoto vySetfeni je nalézt vhodné embryo bez genetickych vad a
onemocnéni jesté pred samotnym transferem do délohy zeny. V odborné literatuie se mi-
zeme setkat i se starSimi ndzvem, a to preimplantaéni geneticka diagnostika (PGD) nebo

preimplanta¢ni geneticky screening (PGS).

5.1 Odbér materialu

Pomoci biopsie Ize pro PGT odebrat tfi druhy materialu. Jedna se o odbér pélovych
télisek, blastomer nebo trofoektodermu (TE). Kazdy typ odebraného materialu ma své vy-

hody a nevyhody, které budou popsany nize.

Prvni typ materialu pro preimplanta¢ni testovani jsou pélova téliska (PB), jejichz
biopsie probiha ve dnech 0 (PB1) a 1 (PB2) po oplozeni. PB obsahuji jen malé mnozstvi
genetického materidlu pro vysetfeni, je to tim, Ze PB1 mé jen 23 dvou chromatidovych
chromozomti a PB2 pouze 23 jedno chromatidovych chromozomi. Malé mnozstvi vstup-
niho materidlu znamena zvySené riziko selhani nasledné analyzy. Dale je tu riziko posko-
zeni déliciho vieténka a odbér musi byt naplanovany spolecné s intracytoplazmatickou
injekci spermii (ICSI). Z pdlovych télisek lze ziskat a vySetfit pouze maternalni jaderny
genom, coz omezuje moznosti preimplanta¢niho testovani. Karyomapping, ktery ptredsta-
vuje ,,zlaty standard* pro preimplantacni genetické testovani monogennich onemocnéni,
pro nepfitomnost paternalniho genomu nelze provést vibec. Z toho vyplyva, ze polova

téliska jsou nejméné vhodny material a jejich odbér se jiz skoro neprovadi (Brdicka, 2020).

Biopsie blastomery se provadi 3. den od oplozeni, kdy se embryo nachazi ve stavu
ryhovani. Bezpecnost odbéru je vysoka. Odebird se pouze jedna builka (vyjimecné dve
b.), ze které se zjisti choroby spojené s maternalnim i paternalnim genomem. Biopsie blas-
tomery ma nékolik nevyhod: odebira se pouze jedna diploidni butika (vyjimecné dv¢), je
zde tedy vétsi mnozstvi materialu pro analyzu nez u PB, ale stale vyrazné¢ mensi nez u tro-
foektodermu (TE, viz dale) a vySetieni je tedy stale pomérn€ obtizné (nicméné vysledky
preimplanta¢niho genetického testovani strukturnich chromozomovych aberaci (PGT-SR)
a preimplantaéni genetické testovani monogennich onemocnéni (PGT-M) jsou plné valid-

ni). Dalsi nevyhodou je nemoznost provést spolehlivé PGT-A, protoze z jedné (ani ze 2
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bun¢k) neni mozné zachytit mozaiku (zdanlivé euploidni nebo aneuploidni nalez miize

znamenat mozaikové embryo).

wevr

na provedeni, ale stale bezpecna pro embryo. Odbér se provadi 5. az 6. den po oplozeni,
kdy lze bioptovat vice bun¢k (cca 5-8), ¢imz se ziska vice materialu vhodného pro naroc-
néjsi analyzu. Trofoektoderm je nejvhodnéjsi geneticky material i pro PGT-A, které je zde
jiz dobte proveditelné, protoze je k dispozici n€kolik bun¢k pro vySetfeni a nejmensi vy-
skyt mozaik; vysledek je proto nejrelevantnéjsi — jak pro meiotické, tak pro mitotické zmé-
ny (Brdicka, 2020).

5.2 Druhy preimplantacnich testi

Preimplantacni genetické testovani (PGT) mtzeme rozdélit do tii specializaci. Pro
nalezeni sporadickych aneuploidii v embryu slouzi preimplanta¢ni genetické testovani
aneuploidii (PGT-A). K nalezeni familiarnich monogennich onemocnéni se vyuziva pre-
implanta¢ni genetické testovani monogennich onemocnéni (PGT-M) a nebalancované fa-
miliarni strukturni chromozomové aberace odhali preimplantacni genetické testovani struk-

turnich chromozomovych aberaci (PGT-SR).

5.2.1 Preimplantacni genetické testovani aneuploidii
Preimplantacni genetické testovani aneuploidii (PGT-A) se zabyva vySetfenim a

naslednym zachytem de novo vzniklych embryonalnich aneuploidii, nejedna se tedy o
chromozomalni pfestavby, které by byly geneticky dédény po rodi¢ich. Skoro za polovinu
spontannich potratii miizou vzniklé aneuploidie, tudiz patii mezi nejcastéj$i divod potratu

(Harris, 2020).

Indikaci k vySetieni PGT-A je n¢kolik. Patii sem napf. vys$si v€k Zeny (tficet pét a
vice let), opakované potraty, neuspésné embryotransfery béhem predchozich cykla IVF,
potrat nebo porod ditéte s vyvojovou vadou, abnormalni spermiogram partnera nebo onko-

logické onemocnéni a 1é¢ba chemoterapii nebo ozafovanim (SLG CLS JEP, 2014).

Pro vysetieni PGT-A se ukazala jako nejvhodnéjsi analyza pomoci NGS, které se
zda byt nejvhodnéjsi, protoze metoda méa dobry zachyt mozaik a vySetfovany jsou vSechny
chromozomy. Dale lze vyuzit i array komparativni genomovou hybridizaci (aCGH), array

detekujici jednonukleotidové polymorfismy (aSNP) a fluorescencni in situ hybridizaci
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(FISH), které uz vsak nejsou tak specifické a/nebo citlivé, viz také kapitola 6. Vysetiovaci

metody pouzivané pro PGT (Harris, 2020).

5.2.2 Preimplantacni genetické testovani strukturnich chromozomovych aberaci
Vysetieni preimplantacni genetické testovani strukturnich chromozomovych abera-

ci (PGT-SR) je vhodné pro pary, kdy jeden z budoucich rodi¢t je nositelem balancované

chromozomové piestavby.

V karyotypu nositele balancované chromozomové aberace je tedy mozné narazit
napf. na translokaci bez ztraty genetického materialu, ale s velkym rizikem pro potomstvo
v disledku rizika chybné segregace, ktera vede ke vzniku nebalancovanych forem translo-

kace v gametach béhem meiotického déleni, viz kapitola 2.

Pro detekei téchto nebalancovanych forem se nyni nejvice uziva NGS, dalsi meto-
dou mohou byt aCGH a aSNP. Pro mensi ptestavby je nékdy nutno pouzit metodu FISH.
S PGT-SR se zaroven provadi i PGT-A pro vylouceni aneuploidii de novo (Harris, 2020).

5.2.3 Preimplantacni genetické testovani monogennich onemocnéni
Mezi monogenni onemocnéni fadime ta, ktera jsou geneticky pfenaSena z rodice na

potomka s klasickym monogennim vzorem dédi¢nosti. Jedna se konkrétné o autozomalné
dominantni, autozomaln¢ recesivni nebo 0 X-vazana onemocnéni. Rodina o riziku pted
provedenim PGT-M vzdy vi, a v nékterych ptipadech dokonce podstupuji IVF 1écbu i zce-

la plodné pary prave€ pro moznost provedeni PGT-M.

Rodina s takovou genetickou zatézi se uchyluje k vySetieni PGT-M, aby zajistila

transfer embrya, které tuto mutaci nenese a je tudiz zdravé.

Vysetiovaci metodou prvni volby (,,zlatym standardem®) pro PGT-M je v soucas-
nosti aSNP, resp. metoda Karyomapping. Nové muze byt vySetieni provedeno i sekveno-
vanim nové generace (NGS). Diive bylo bézn¢ provadéno pomoci PCR (polymerazova
fetézova reakce), eventuelné¢ metodou FISH (pouze selekce pohlavi u X-vazanych one-

mocnéni), viz kapitola 6. Vysetfovaci metody pouzivané pro PGT (Harris, 2020).

Spole¢n¢ s PGT-M se obvykle provadi i PGT-A abychom vyloucili mozné de novo

vzniklé chromozomové zmény (Harris, 2020).
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6 VYSETROVACI METODY POUZIVANE PRO PGT

6.1 Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace (Next generation sequencing — NGS) piedchazelo San-
gerovo sekvenovani, které bylo vyvinuto v roce 1977 Frederickem Sangerem. Brzy bylo
Sangerovo sekvenovani nedostacujici, a proto muselo vzniknout masivné paralelni sekve-

novani neboli sekvenovani nové generace (Zhong, 2021).

6.1.1 Princip metody
Existuji rizné platformy NGS, nize je popis aktudlné nejrozsifenéjsi platformy

IHlumina.

Vysetieni NGS je slozeno ze ¢tyt kroku: ptiprava knihovny, amplifikace na flow-

cell, samotné sekvenovani a ndsledné analyza.

Prvnim krokem je pfiprava knihovny. Tento krok zahajujeme fragmentaci DNA,
poté musi dojit k ligaci adaptérii ve sméru 5° -> 3", MiZe byt provedena i tzv. indexace,
ktera slouzi k odliSeni vzorkl od riznych pacienti. Vzorky jsou amplifikovany a preciste-
ny. Pfi jiném typu NGS, nez celogenomovém je dale provadén tzv. enrichment (nabohace-

ni urcitych oblasti genomu pro vySetfeni panelu gentl, atd.).

Druhym krokem je amplifikace na flow-cell, ktera probiha uvnitt analyzatoru.
Fragmenty DNA, pfipravené v piedchozim kroku, jsou pfichyceny na povrch flow-cell.
Pomoci bridge PCR jsou vSechny fragmenty vySetiované DNA piichycené na flow-cell

mnohonasobné zmnoZeny, coZ je zadsadni pro optickou detekci popsanou niZe.

Po amplifikaci pfichazi na fadu samotné sekvenovani. Ke kazdému fragmentu je
syntetizovano komplementarni vlakno, které je zakonceno chemicky upravenym nukleoti-
dem. Kazdy nukleotid vyzatuje jinou fluorescencni barvu, kterd je sniméana a tim je ur¢eno
poradi bazi v sekvenci (tzv. sekvenace syntézou). Zjisténa sekvence odpovida pivodnimu

vladknu vySetfované DNA.

Poslednim krokem NGS je analyza. Detekovand DNA se porovna s lidskym geno-
mem a piifadi se k odpovidajicimu regionu genomu. Dle typu experimentu je provedena
naslednd SW analyza, kterd mlize nachazet sekven¢ni zmény v ur€itém genu, panelu gent

nebo celém genomu. Zaroven mize byt provedena i tzv. analyza poc¢tu kopii (CNV, z angl.
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Copy Number Variant), tedy detekce ztrat ¢i duplikaci genetického materialu, tj. nebalan-

covanych chromozomovych aberaci (Illumina, 2017D).

6.1.2 VyuZziti v preimplantaénim testovani
Aktudlné patii sekvenovani nové generace mezi nejvice vyuzivané metody

Vv preimplanta¢nim testovani, a to pro PGT-A a PGT-SR. Abychom mohli vysetfit nebalan-
cované chromozomové aberace, napi. aneuploidie nebo strukturni piestavby, pomoci NGS,
je zapotiebi nejprve provést celogenomovou amplifikaci (WGA) a poté pouzit tzv. low-
pass (technika, kdy neni kazda baze celého genomu nékolikrat sekvenovana) CNV NGS
(Ye, 2021). Tato metoda je schopna analyzovat vSech 23 pari chromozomu zaroveii. NGS
dokaze sekvenovat mnoho vzorkt PGT soucasné, na platformé VeriSeq od firmy Illumina
Ize napt. sekvenovat 24 vzorkd, Vv prubéhu jednoho vysetfeni. Diky témto vlastnostem je

vvvvvv

moznost detekovat mozaikovéa embrya.

Pfi kombinaci low-pass celogenomové CNV analyzy s podrobngj$im namnoZenim
urc¢itého genu/t je mozno NGS (v budoucnu) pouzit pro PGT-M kombinované s PGT-A a
ptipadné i s PGT-SR (Brdicka, 2016).

6.2 Array komparativni genomova hybridizace

Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu neboli arrayCGH (aCGH) slouzi k vySetieni

nebalancovanych chromozomovych celogenomovych zmén (Prochazka, 2018).

6.2.1 Princip metody
K vySetfeni pomoci aCGH je potieba dvou vzorkd, vySetfované DNA a referencni

DNA s normalnim nalezem, které jsou spolecné hybridizovany na array, kde jsou uchyce-
ny useky genomové DNA (,,sondy*). Prvni (vySetfovany) vzorek je oznacen pomoci jed-
noho fluorochromu a druhy (referen¢ni) vzorek je oznacen fluorochromem rozdilné barvy.

Nejcasteji se pouZzivaji fluorochromy Cervené a zelené barvy.

Oba barevné oznacené vzorky se smichaji ve stejném poméru a celd smes se hybri-
dizuje na ¢ip. Hybridizace probiha na zakladé¢ komplementarity k sondam, které se nacha-
zeji na povrchu Cipu. Intenzitu fluorescence obou fluorochromti detekujeme pomoci lase-

rového skeneru a data analyzujeme pomoci specidlniho softwaru.
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Podle poméru intenzity jednotlivych fluorochromt je detekovana ztrata ¢i zisk ge-
netického materialu, jednd se tedy o CNV analyzu. U aCGH rozliSujeme dva druhy cCipii
dle pouzitych DNA sond a jejich vyuziti — BAC ¢ipy a oligonukleotidové Cipy. V dnesni
dobé¢ se od BAC arrayi nicméné jiz ustupuje a jsou pouzivana hlavné oligo aCGH (Brdic-

ka, 2016).

,,BAC Cipy jsou zalozené na umélych bakteridlnich chromozomech o délce cca 80-
200 kb. Vyuziti BAC c¢ipt o rozliSeni 50-100 kb poskytuje dostatecné intenzivni signaly
pro detekci chromozomovych aneuploidii, chromozomalnich piestaveb nebo geneticky
nebalancovanych embryi od rodict s balancovanou translokaci, a je tedy vhodna pro scre-

ening embryi‘* (Brdicka, str. 37, 2016).

»Na rozdil od BAC ¢ip maji oligonukleotidové Cipy kratsi sekvence sond. Veli-
kost oligonukleotidovych sond se pohybuje v rozmezi od 25 do 85 nukleotidt. Tento typ je
velice piesny a ma vysoké rozliSeni, dokaze zjistit nebalancované zmény, které jsou v fa-
dech desitek kilobazi. Balancované zmény a bodové zmény v sekvenci DNA vSak deteko-

vat nelze* (Brdic¢ka, str. 37, 2016).

6.2.2 VyuZiti v preimplantacnim testovani
Pro PGT neni moZzno pouzit €ipy s vysokou rozliSovaci schopnosti, nebot’ vstupnim

materidlem je embryonalni DNA, kterou je pied zahijenim nutno amplifikovat, coZ miZze

piinést jisté odchylky. Proto by zde mohly byt s vyhodou pouzity BAC ¢ipy.

6.3 Fluorescen¢ni in situ hybridizace
Jedna se o molekularné-cytogenetickou metodu, ktera vyuziva pfesné zvolené flu-

orescencni sondy k rozeznavani poctu kopii v predem vytipovanych lokusech v karyotypu
(Snustad, 2017).

6.3.1 Princip metody
Zékladem pro vysetteni FISH je ptiprava vzorku, tedy fixace vzorku (cytogenetické

suspenze z riznych tkani, nativni tkané€, otiskové preparaty atd.) na mikroskopické sklo.

Na fixovaném materialu je provedena ,, in situ “ hybridizace.

Sondy, oligonukleotidy komplementarni ke zvolenému vySetfovanému tseku —
centromery, telomery, geny, které jsou fluorescencné oznaceny, se ptidavaji hned na zacat-

ku k dehydratovanému vzorku.
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Denaturace vzorku a sondy probiha na ohiivaci desticce pfi teploté 70-80°C. Sté-
zejnim roztokem je formamid, ktery vyznamné pomahd snizit teplotu potiebnou
k denaturaci. Bez formamidu bychom museli dosdhnout teploty 90-95°C. Cas denaturace
je razny, lisi se druhem sondy, ale nemél by piekroc€it limit 5 minut. Kdyby byla vySetto-
vand DNA vystavena vyss$i teploté delsi dobu, mohlo by dojit k rozpadu jejich vnitinich

struktur. Nékdy se denaturace sondy a vzorku provadi zvlast’ (Koc¢arek, 2007).

Po denaturaci nasleduje hybridizace, kdy dochazi k navazani sondy na DNA vyset-
fovaného vzorku. Tento proces miize trvat od ptl hodiny az po cely den, zalezi na konkrét-
nim typu sondy. Cely proces hybridizace probihd v termostatu pfi teploté 37 °C (Kocarek,
2007).

Nespecifické signaly (pokud se sonda navazala na tisek DNA, ktery neni zcela
komplementarni) je potieba opatrné odstranit za pouziti horkého pufrovaného solného roz-

toku.
Predposlednim krokem je podbarveni interfaznich jader pomoci barviva DAPI.

Nasleduje uz pouze vyhodnoceni preparatu pod fluorescenénim mikroskopem (Ko-
carek, 2007).

6.3.2 VyuZiti v preimplanta¢nim testovani
Pro PGT je vzorek pfipraven z nedé€licich se bun€k embrya, které jsou fixovany na

podlozni sklo a jsou dehydratovany pomoci vzestupné fady alkohold.

V preimplanta¢nim testovani diive FISH hrala velkou roli pii PGT-A a PGT-SR.
Metoda dokaze detekovat nebalancované ptestavby zplisobené chybnou meiotickou se-
gregaci u vSech typi reciprokych i robertsonskych translokaci (PGT-SR). U PGT-A bylo
vySetieni provadéno obvykle pro chromozomy 13, 18, 21, X a Y, n¢kdy rovnéz i pro
chromozomy 15 a 16. V uplnych pocatcich PGT byla FISH vyuZivana pro selekci pohlavi

u X-vazanych monogennich onemocnéni.

Nyni je FISH pouzivana pouze pro detekci nebalancovanych forem strukturnich
familiarnich prestaveb, které jsou malého rozsahu a nejdou vysetfit pomoci NGS (Hruba,

2021).
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6.4 Polymerazova retézova reakce

V roce 1983 dospél K. Mullis k objevu polymerazové fetézové reakce, zkracené
PCR. Jednalo se o revolucni objev, ktery slouzi k amplifikaci vybraného tiseku DNA in
vitro. K amplifikaci ur¢itého tseku je potieba znat sekvence nukleotidd, které chceme vy-

Setiit a sekvence, které tomuto Gseku predchazeji (Smarda, 2005).

6.4.1 Princip metody
Zakladnim principem PCR je opakovana fizena denaturace dvouietézcové DNA a

naslednd renaturace osamocenych fetézct se specifickymi oligonukleotidy, které jsou v
reakéni smési v nadbytku. Tyto oligonukleotidy slouzi jako primery pro syntézu nového

fetézce DNA. Amplifikace DNA probiha v opakujicich se cyklech, které maji tfi kroky.

Prvnim krokem je denaturace. Zahiatim DNA na teplotu kolem 95 °C se rozpadnou
vodikové mustky mezi vlakny DNA, ¢imz se dvouvlaknovd DNA rozdéli na jednovlakno-

vou DNA (Smarda, 2005).

Druhym krokem je tzv. annealing (hybridizace primer na komplementarni cilové
useky vySetfované DNA). Probiha nejcastéji pii teplotach kolem 50-60 °C. Molekuly jed-
nofetézcové DNA po ochlazeni opét renaturuji. Pokud jsou ve smési v nadbytku specifické
oligonukleotidy, budou hybridizovat se svou komplementéarni sekvenci rychleji nez dlouhé
jednofetézcové molekuly, jejichz koncentrace je mnohem niZsi. Teplota, pfi niz hybridiza-
ce probihd, je pro vysledek PCR kritickd a musi byt vhodné¢ nastavena pro pouZity par pri-
meru. Pii pfili§ nizké teplot€ mohou primery nasedat i na sekvence, které jsou komplemen-
tarni jen z Casti, a vytvoii se tak nespecificky produkt. Pti ptili§ vysoké teploté zase budou

primery malo hybridizovat a produktu se nevytvoii dostate¢né mnozstvi (Smarda, 2005).

Poslednim krokem je elongace. Syntéza novych fetézcl probihd pii teploté 65—
75°C. Oligonukleotidy, které¢ dosedly na jednotetézcovou DNA (templéat) v pfedchozim
kroku, slouzi v tomto kroku jako primery pro DNA-polymerazu. Od jejich 3" konce zacina

syntéza nového fetézce komplementarniho s templatem (Smarda, 2005).

Po prvnim cyklu PCR se pocet fetézci DNA ve smési zdvojnasobi. V dal$im cyklu
mohou jako templat pro polymerazu slouzit i nové vytvorené fetézce, takze se nasyntetizu-
je dvojnasobné mnozstvi produktu. Pii opakujicich se cyklech bude mnozstvi vytvotenych

fetézch pribyvat exponencialng (Smarda, 2005).
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6.4.2 VyuZziti v preimplantaénim testovani
Vyuziti PCR je mozné i v preimplantaénim genetickém testovani pii vySetiovani

monogennich onemocnéni (PGT-M). Analyza je vzdy zaloZena na nepiimé diagnostice,
tedy vyuziti detekce nékolika polymorfisml ve vazbé s kauzalni mutaci. V tomto ptipadé
jsou vySetiovany tzv. kratké tandemové repetice (STR markery). PCR se takto vyuzivala

pouze na pocatku preimplanta¢niho testovani.

Aktualné se PCR vyuziva pro celogenomovou amplifikaci (pfed NGS, aCGH,
aSNP) a zaroven se opakované uplatiiuje pii pripravé NGS knihovny a sekvenace (Harris,
2020).

6.5 Array detekujici jednonukleotidové polymorfismy

SNP array je molekularné cytogenetickd metoda, kterd umoznuje zjistit kromé ce-
lochromosomovych aneuploidii, rozsahlych deleci ¢i duplikaci a nebalancovanych submi-
kroskopickych aberaci (desitky az stovky kilobazi) také oblasti homozygozity (neboli ob-
lasti ztraty heterozygozity) (RepromedaLab, 2020).

6.5.1 Princip metody
Zakladnim principem metody aSNP je amplifikace, fragmentace a precipitace DNA

vzorku, kterd hybridizuje k jednofetézcovym oligonukleotidovym sondam DNA ukotve-
nym na partikulich rozesetych v komurkach ¢ipu. K detekei jednonukleotidovych polymor-
fisma vzorku dochazi mechanismem jednobazové extenze vyuzivajici DNA vzorku jako
templat a inkorporujici fluorescen¢né znacené nukleotidy. Intenzity signalli obou flu-
orochromt se odecitaji pomoci skeneru a vyhodnocuji se softwarem k tomu uréenym. Po-

rovnani s referenci probiha in sillico (RepromedaLab, 2020).

6.5.2 VyuZiti v preimplanta¢nim testovani
Na principu aSNP je zaloZen Karyomapping, metoda umoznujici na zakladé detek-

ce jednonukleotidovych polymorfisml provést haplotypovou analyzu, ktera je podkladem

pro nepiimou diagnostiku monogennich onemocnéni (Repromedalab, 2020).

Karyomapping je oznacovan za ,,zlaty standard* preimplanta¢niho genetického tes-

tovani monogennich onemocnéni.
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PRAKTICKA CAST

7 CIiL A UKOLY PRACE

7.1 Hlavni cil
Zhodnotit zastoupeni mozaikovych embryi v souboru dat PGT-A (2016-2022).

7.2 Dildi cile
1. Zhodnotit zastoupeni uspésné vysetfenych embryi.
2. Zhodnotit podil embryi s vysoce rizikovou mozaikou.

3. Zhodnoceni vysledkti u embryotransferu mozaikovych embryi.

4. Prezentace kazuistik — transfert mozaikovych embryi.

o1



8 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1.

Jaké bylo zastoupeni mozaikovych embryi pfi vySetieni PGT-A v letech 2016-
20227

Kolik bylo celkové aspésné vysetienych embryi?
Jaky byl podil embryi s vysoce rizikovou mozaikou?
Jaka byla tspésnost embryotransferi u mozaikovych embryi?

Jaké byly vysledky u kazuistik?
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9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Kovéteni vSech cili této bakaldiské prace byla vyuzita data vySetfeni PGT
v Laboratofi reprodukéni genetiky Genetika Plzen s.r.o. (resp. v Genetické laboratofi IVF
Zentren Prof. Zech — Pilsen) za roky 2016-2022.

Bylo vysetfeno 493 pacientek/part. Vek pacientky v dobé vysSetfeni byl v priméru
38,9 let (median veku 39,5 let). Mezi hlavni indikace k vySetfeni PGT-A byl vyssi vék
matky, opakované potraty nebo opakované neuspé$né implantace embrya. VSechna vySet-
feni byla provedena vzdy s informovanym souhlasem, ktery obsahuje souhlas 1

S anonymnim pouzitim vysledk v medicinském vyzkumu.

Celkové bylo vySeteno 2 775 embryi. K analyze byly pouZzity buiiky trofoektoder-
mu, které byly odebrany v 5.-6. den embryonélniho vyvoje v riznych IVF centrech (Ra-
kousko, Italie, Ceska republika). Pfevazné se jednalo o IVF centra Next-Clinics

v Evropské unii, event. 0 dal$i zadatele mimo tuto sit’.
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10 METODIKA PRACE

Metodika (v¢etné¢ podminek odbéru vzorkl) vychazi z laboratorni pfirucky PGT
(Hruba, 2021), standardnich opera¢nich postupt (SOP) vysetfovacich a pracovnich postu-
pt, které jsou pouzivany v Genetika PLZEN s.r.o. (interni nevefejnd dokumentace) a nava-
zuji na postupy doporucené vyrobcem pouzivanych reagencii — llluminou (Illumina, 2021,
2020, 20173, 2017b, 2018 a 2014).

10.1 Druh a odbér vzorku

Pied samotnym odbérem vzorku pro vySetieni PGT podstupuje pacientka IVF
1é¢bu — ovarialni stimulaci, odbér oocytt, in-vitro oplodnéni a event. kultivaci embryi (viz
kap. 3.1). Biopsie polarnich télisek nebo embryi se provadi v IVF centrech. Geneticka la-
boratof piijima pro PGT-A tyto vzorky: 1. a 2. polarni télisko, bioptované 0. a 1. den vyvo-
je embrya, blastomery ¢i vice blastomer, které je potieba bioptovat 3. den vyvoje embrya a

trofoektoderm, odebirany 5.-6. den vyvoje embrya a odebira se piiblizné 5-8 bunék.

10.2 Priprava odbérového pufru

Po odbéru je bioptat vlozen do piipraveného odbérového pufru, dodavaného gene-
tickou laboratofi. Odbérovy pufr se pfipravuje z fosfdtového pufru PBS a je uchovavan
v lednici pfti teploté 2-8 °C. Pred expedici pufriit do IVF center Geneticka laboratot vzdy

kontroluje ¢istotu pufri provedenim celogenomové amplifikace (WGA, viz také nize).
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10.3 Zvlastni opatieni pri manipulaci se vzorky

Kazdy ukon potiebny k vysetieni vzorku je provadén v odliSnych prostorach, a to
z divodu, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku cizorodou DNA a ke kontaminaci pfistrojo-
vého vybaveni. Pokud by se tak stalo, vysledek vySetieni by mohl byt zkresleny, nebo by
mohlo celé vySetfeni selhat. Abychom piedesli této situaci a vySetfovana DNA se nekon-

taminovala, je nutné dodrzovat nékolik nasledujicich pravidel:

e Pouzivat jednorazové ochranné pomucky — tj. ochranny plast, rukavice,

ustenka, Cepice,

e Je vhodné pouzivat rukavice, které neobsahuji pudr; pti podezieni na zne-

v

i$téni je nutné rukavice okamzité vymenit,

e Provadeét celé vysSetfeni v laminarnim boxu, ktery je sterilizovan UV germi-

cidni lampou (30 min pied i po pouziti),

e Pouzivat dekontaminovany spotfebni material a sterilni média, ideédIn¢ jed-

norazove,

o Hlidat, aby nepfisla Spicka pipety do kontaktu s ni¢im, co neni soucasti kro-
ku, ktery nasleduje (Spicka se mize dotknout pouze uzivané reagencie a
vnitini strany mikrozkumavky), pfi podezieni styku $picky s né€im jinym

radéji vymeénit stavajici Spicku za novou,
e Centrifugovat mikrozkumavky vzdy poté, co je dovnitf pfidand reagencie,
e Nechavat mikrozkumavky oteviené co nejkratsi dobu.

10.4 Celogenomova amplifikace
Celogenomova amplifikace (WGA) slouzi k namnozeni DNA celého genomu. Po-

stup je provadén dle internich dokument Genetika Plzen, vychazejicich z manuala vyrob-

ce (Illumina, 2020).

PocateCni mnozstvi materialu je velice malé (v ptipadé¢ TE 5-8 bunék, u ostatnich
materidli mén¢€) v pouhych 2,5 pl, proto mize snadno dojit ke kontaminaci ¢i selhdni celé
amplifikace. Tomu piedchdzime dodrzovanim protikontaminac¢nich opatfeni (viz vyse) a
daslednym ptesnym postupem prace dle laboratorniho protokolu. Pti provadéni WGA jsou

pracovnici povinni dodrzovat pravidla, ktera jsou stanovena pro uskutecnéni vySetfeni
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(enzymy ponechame v mrazaku a vyndavame vzdy az té€sné pied jejich pouzitim, ostatni
rozmrazené reagencie (tj. kromé enzymi) a vzorky uchovavame pied bezprostiednim pou-
zitim bud’ v lednici anebo v namrazeném kryostojanku, béhem vlastni prace v laminarnim
boxu (michdni mixi, pipetovani ke vzorkiim) jsou reagencie (véetné enzymu) i vzorky
ulozeny v namrazenych kryostojancich (tzv. prace ,,na ledu®), zasobni enzymy se zdsadné
nevortexuji, promichaji se invertovanim nebo poklepanim na zkumavku, ostatni reagencie
se jemn¢ vortexuji, Vzorky se promichéavaji poklepanim na zkumavku, invertovanim (pii
veétsim objemu), event. velmi jemnym vortexem, vesSkeré reagencie a vzorky je nutno sto-

¢it, vzdy pipetujeme na sténu mikrozkumavky).
Nedilnou soucasti kazdého béhu WGA jsou povinné tii kontroly:

e Pl - vyfedénd genomickd DNA, kontrola spravnosti provedeni amplifikace
pracovnikem genetické laboratofe; tzv. pozitivni kontrola (ocekdvame vzdy

zisk amplifika¢niho produktu);

e C —vzorek z posledni promyvaci kapky nahodné vybraného vzorku, vzorek
dodany embryologem, kontrola Cistoty prace v IVF laboratofi (ocekédvame

»~DNA-free* vysledek),

e N — ¢isty alikvot odbérového pufru (ze zasob genetické laboratoie), kontrola
Cistoty reagencii a pufri pouzitych pii WGA, kontrola cistoty prace
Vv genetické laboratofi; tzv. negativni kontrola (ocekdvame ,,DNA-free vy-

sledek).

Postup pro WGA je nésledovny. Zapneme termocykler a nechame ho ptedehtat.
Vyndame si kit SurePlex a vSechny komponenty, mimo enzym, a nechdme je roztat.
Vzorky s kontrolami si sto¢ime v minicentrifuze po dobu 3 minut pii 200 rcf. Stoc¢ené
vzorky vratime do kryostojanku a ke kazdému vzorku ptiddme 2,5 pl extrakéniho pufru.
Do namrazeného kryostojanku si pfipravime €istou mikrozkumavku, déle si vyndame pufr
pro extrakéni enzym a z mrazaku vyjmeme extrakéni enzym. Dle pfedpisu v amplifika¢nim
protokolu namichdme extrakéni mix. Do kazdé mikrozkumavky napipetujeme 5 pl ex-
trakéniho mixu. Vzorky jemné promichame, sto¢ime a ihned vlozime do termocykleru.

Spustime extrakéni program.
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Do namrazeného kryostojanku si dame ¢istou mikrozkumavku, zvortexujeme a sto-
¢ime rozmrazeny SurePlex pre-AMP pufr, z mrazaku vyjmeme pre-AMP enzym, promi-
chame a stoCime a pfipravime, dle pfedpisu v protokolu, pre-amplifika¢ni mix. Ihned po
skonceni extrakéniho programu vyjmeme mikrozkumavky a vlozime je do namrazeného
kryostojanku (sto¢ime). Do vSech mikrozkumavek piidame 5 pl pre-AMP mixu. Vzorky

promichame, stoc¢ime a ihned vlozime do termocykleru. Spustime pre-AMP program.

Nyni si dle pfedpisu v protokolu nachystime AMP-mix. Do ¢isté mikrozkumavky
smichame rozmrazeny amplifika¢ni pufr a Nuclease-free water. Z mrazaku vyjmeme am-
plifika¢ni enzym, promichame, sto¢ime a pifidame do AMP-mixu. Namichany AMP-mix
promichame a kratce sto¢ime. Thned po skonceni pre-AMP programu vyjmeme zkumavky
se vzorky z termocykleru, sto¢ime a vlozime do kryostojanku. Do vSech zkumavek napipe-
tujeme 60 ul AMP mixu. Vzorky promichame, vlozime do termocykleru a spustime AMP

program.

K ovéteni spravné celogenomové amplifikace se provadi gelova elektroforéza za
pouziti 1,5 % agar6zového gelu. Do jednotlivych jamek gelu pipetujeme 7 pl naamplifiko-
vanych vzorkll obarvenych ,,loading dye*. Na gel naneseme 1 kontrolni vzorky. Opét je
nutné dbat na Cistotu pouzivanych S$picek (na kazdy vzorek pouzijeme novou Cistou $pic¢-
ku). Po ukonceni separa¢niho programu vyhodnocujeme pomoci UV transluminatoru a PC.
Vysledky zaznamenavame do protokolu a zaroveil pofizujeme fotografii elektroforetickych
vysledkid. Na gelu nejprve zkontrolujeme pozitivni a negativni kontrolu (v ptipad¢ nega-
tivni kontroly a kontroly ,,C* bychom neméli vidét zddny naamplifikovany produkt, u po-
zitivni kontroly naopak vzdy standardni mnoZstvi produktu tvofici ,,smear*). Dale vyhod-
notime UspéSnost amplifikace pro jednotlivé embryondlni vzorky (optimélné¢ maji stejny
vysledek jako pozitivni kontrola). Nenaamplifikované vzorky jsou likvidovany a naampli-
fikované vzorky jsou uchovavany v mrazéku pii teploté -15 °C a nizsi a dale pouzity pro

vysetieni pomoci NGS.
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Fotografie a popis gelu

121 122 15/3 16/5 P1 N C12-1 C15-3 C16-5 Ladder

Obrazek 7 - Kontrola uspésnosti WGA

Zdroj: Genetika Plzen

Popis

Vrorku e Komentar k vysledku
121 bez amplifikace | vzorek (ID: 12), embryo ¢.: #1
(,FAILED") - vzorek nebude dale zpracovava
vzorek (ID: 12), embryo &.: #2
1212 7 - mozna slabsi amplifikace, ale vzorek je vhodny k dal§imu vysetfeni
(aCGH, NGS, PCR); poznamku o slabsim zisku uvedeme do kolonky
+Poznamka/Komentai*
153 v vzorek (ID: 15), embryo &.: #3
- vzorek je vhodny k dalSimu vySetfeni (aCGH, NGS, PCR)
16/5 v vzorek (ID: 16), embryo &.: #5
- vzorek je vhodny k daldimu vySetfeni (aCGH, NGS, PCR)
P1 v pozitivni kontrola 1 (spravny = pozitivni vysledek)
N v negativni kontrola (spravny = negativni vysledek)
gativni k la z posledni promyvaci kapky
c1241 v vzorku embrya ¢. #1 ke vzorkim s ID: 12
(sprévny = negativni vysledek)
gativni k la z posledni promyvaci kapky
C15-3 4 vzorku embrya €. #3 ke vzorkim s ID:15
(spravny = negativni vysledek)
gativni k la z posledni promyvaci kapky
C16-5 v vzorku embrya ¢&. #5 ke vzorkim s ID:16

(spravny = negativni vysledek)
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10.5 Sekvenovani nové generace
Ptiprava knihovny pro NGS je provadéna dle internich dokument Genetika Plzen,

vychazejicich z manuali vyrobce (Illumina, 2021).

V prubéhu celého postupu extrémné dbame opét na Cistotu a u dulezitych krok ja-
ko je fedéni vzorkl a kvantifikace, tagmentace DNA, indexace a amplifikace tagmentova-
né DNA provadime kontrolu druhou osobou, aby nedoslo k zaméné vzorkt. Vzorky nene-
chavame nikdy oteviené. Otevirame je pouze na nezbytné dlouhou dobu (ptidani reagencie

nebo manipulace).

Vysetfeni pomoci NGS je vhodné rozdélit do tii dnti. V pribcéhu prvniho dne je
dobr¢ si pfipravit veskeré reagencie, embryonalni zmnozeny material, ktery je potieba zie-
dit 1:10 a kvantifikovat. Materidl o objemu 5 pl se fedi 45 pl Nuclease-free water. Nafedé-
ny vzorek je vhodné promichat, aby se dostal do zkumavky cely objem a ve Spicce nic ne-
zustalo. Dikladné ho zvortexujeme, poté sto¢ime, aby nebyl vySetfovany material na vicku
a nedoslo k jeho ptipadné ztraté. U vzorki je potfeba dale zmétit koncentraci. Pro zméteni
koncentrace je potifeba smichat 90 pl TE pufru a 10 pl nafedéného vzorku. Smés zvortexu-
jeme a stocime, nasledné ptidame 100 pl Dye, opét zvortexujeme, sto¢ime a nechame in-
kubovat ve tm€ po dobu 5 minut. Koncentraci vzorkli métime na fluorimetru s pfednasta-
venym objemem 10 pl. Naméfené koncentrace zapiSeme. Ty vzorky, které maji namétenou
hodnotu <1 ng/ul, nejsou vhodné k ptipravé knihovny. Po ziedéni vysetfovaciho materialu
ho uchovavame uzavieny v lednici do ptipravy knihovny. Jesté tyZ den si pfipravime 1 pra-

covni protokol, ktery bude potieba pro pozdéjsi sekvenovani.

Druhy den rano piipravime pfistroj MiSeq k sekvenovani tim, ze ho promyjeme na-
fedénym roztokem Tweenu 20. Na fadu piichédzi dalsi fedéni vzorku na koncentraci 0,2

ng/pl.

Mnozstvi Nuclease-free water, které mame napipetovat do nové popsané 0,2 mi-
krozkumavky, vypocitime z koncentraci zmétenych v pfedchozim dnu. K napipetované
Nuclease-free water pfidame uréené mnozstvi zvortexovaného a sto¢eného vzorku, nejcas-
té&ji1 4 ul. Ziredéné vzorky dame vortexovat a sto¢ime. Pfed zahajenim tagmentace spustime
termocykler, aby se zahtdl. Do novych popsanych mikrozkumavek napipetujeme 10 pl
Tagment DNA Bufferu, uzavieme a sto¢ime. Mikrozkumavky dame do kryostojanku a

napipetujeme 5 pul Amplicon Tagment Mixu, kratce vortexujeme a stocime. K 15 pl
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napipetovanych reagencii pfidame 5 pl nafedéného vzorku. Mikrozkumavky uzavieme,
dame vortexovat a poté stocime. Stocené vzorky prenddme do termocykleru a provedeme

tagmentaci, kterd spociva ve fragmentaci DNA.

Po vyndani z termocykleru mikrozkumavky kratce sto¢ime a ptidame do kazdé 5 ul
Neutralize Tagment Bufferu, abychom pferusili tagmentaci. Zvortexujeme, sto¢ime a ne-
chdme inkubovat po dobu 10-15 minut pfi pokojové teploté. Pied samotnou amplifikaci
tagmentované DNA je dulezité nezapomenout oznacit jednotlivé vzorky pomoci indexi.
Indexace vzorkl slouzi k rozpoznani vzorki v ptipad€, Ze bude najednou sekvenovéno vice
ruznych pacientll (embryi). Diky tomu miizeme provést vySetfeni mnoha pacientll (embryi)
v jednom runu. Do mikrozkumavek se vzorky ptfidime unikatni kombinace indext, které
mame predpripravené v protokolu. Kazdy index se ptidava do vzorku po 5 pl. Pfi pipeto-
vani indexil je potieba zvySené soustfedénosti. Po indexaci kratce sto¢ime, mikrozkumav-
ky pfendame na kryostojanek a ptidame 13 pl Nextera PCR Master Mixu. Zvortexujeme a

sto¢ime. Nyni pfichazi na fadu amplifikace tagmentované DNA v termocykleru.

Po amplifikaci vzorky sto¢ime. Mizeme se rozhodnout a amplifikované vzorky da-
le nepouzit a pokracovat ve vySetreni pozdé¢ji. V tomto ptipadé mikrozkumavky fadné uza-
vieme a ulozime do mrazaku s teplotou < -15 °C nejdéle po dobu jednoho tydne. Pokud
pokracujeme ve vySetieni, pfipravime si 80 % roztok ethanolu (EtOH), ktery se namicha z
20 ml 100 % ethanolu + 5 ml ultra-¢isté H20. Do popsané deep-well desti¢ky napipetuje-
me 45 pl fadné promichanych magnetickych kulicek znacky Agencourt AMPure® XP. K
magnetickym kuli¢kam napipetujeme 45 pl vzorku. Pipetou obsah jamek desticky promi-
chame. Deep-well desticku uzavieme, zvortexujeme, sto¢ime a inkubujeme pii pokojové
teploté 5 minut, poté opét kratce stocime a desticku polozime na magneticky stojanek, kde
ji nechame piiblizné 2 minuty, dokud magnetické kulicky nevytvoii peletku. Kdyz je su-
pernatant ¢iry, odpipetujeme ho. DNA produkt zlistal na magnetickych kuli¢kach a pticha-
zi na fadu promyvani. Ke kazdému vzorku ptfidame 200 pl 80 % EtOH multikanidlovou
pipetou tak, aby se peletka neporusila. Po napipetovani inkubujeme 30 sekund, poté super-
natant odpipetujeme a nesmime se pfi tom dotknout peletky. Cely proces promyvani pro-
vedeme jesté jednou. Pii promyvani je dilezité dodrZzovat Casy inkubaci a pipetované ob-
jemy reagencii. Po odpipetovani supernatantu musime peletky osusit. Osusené peletky po-
zname tak, ze jsou mirn¢ popraskané. Nesmi vSak byt pfesusené. Sundame je z magnetic-
kého stojanku a do jamek napipetujeme 50 ul Resuspension Bufferu, ktery slouzi k uvol-

néni PCR produktd z magnetickych kuli¢ek. Promichame pipetou. Zvortexujeme je a sto-
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¢ime. Opét je polozime na magneticky stojanek a ¢ekame, dokud se supernatant nevydisti.
Agregace kuli¢ek ndm umozni opatrné odpipetovat do Cistych popsanych mikrozkumavek
45 ul supernatantu. Pouzité jamky v desticce ptislusSn€ oznacime, aby nedoslo k jejich opa-
kovanému pouziti. Mikrokumavky sto¢ime a provedeme meéteni koncentrace. Ke zméieni
koncentrace je zapotiebi smichat v dal§i mikrozkumavce 97 ul TrisslEDTA pufru (TE puf-
ru) a 3 pl vzorku. Promichame pipetou, zvortexujeme a sto¢ime. Dale piidame 100 pl Dye
zvortexujeme, sto¢ime a nechame inkubovat 5 minut ve tmé pii pokojové teplote. Takto
pripravime kontrolni mikrozkumavky pro vSechny vysSetfované vzorky. Méfime na fluori-
metru pii pfednastaveném objemu 3 pl. Koncentrace jednotlivych vzorkli nesmi byt <1,5
ng/ul. Mizeme pokracovat ve vySetfovani nebo jamky uzavieme a ulozime deep-well des-
ticku stejnym zpisobem jako v pfedchozim kroku. Zbyvéa pouze manualné normalizovat

knihovny, poolovat a sekvenovat.

Do protokolu zaznamename naméfené koncentrace jednotlivych vzorkl a zjistime
pramérnou koncentraci vzorkd. Normalizace spocCiva ve sto¢eni a smichani vzorkt, ¢imz
vznikne POOL 0, ktery je potfeba zvortexovat, sto¢it a dale ovétit jeho koncentraci. Do
nové popsané mikrozkumavky napipetujeme 10 ul POOLu 0, 90 ul TE pufru a 100 pl Dye.
Zvortexujeme, sto¢ime a méfime na fluorimetru. Koncentrace POOLu 0 by méla byt po-
dobna jako primérnad hodnota koncentraci, kterd ndm vysla v protokolu. Vyslednou kon-
centraci zapiSeme do protokolu. Nyni musime POOL 0 zfedit na koncentraci 1 ng/ul. Ob-
jem Nuclease-free water, kterou fedime, vypocitame kiizovym pravidlem. Po zfedéni zvor-
texujeme a sto¢ime. Piipravime si roztok 0,2N NaOH namichanim 245 pl Nuclease-free
water a 5 1 10 N NaOH. Hydroxid sodny slouZi k denaturaci PCR produkti. Roztok zvor-
texujeme, sto¢ime a napipetujeme 5 pl do novych a popsanych mikrozkumavek. Do mi-
krozkumavek s roztokem NaOH pfipipetujeme jesté¢ 5 ul naredéného POOLu 0. Zvortexu-
jeme, sto¢ime a inkubujeme pii pokojové teploté 5 minut. Pfipravime si kryostojanek, do
kterého umistime 2 Cisté zkumavky urc¢ené pro POOL 1 a POOL 2. Do zkumavky POOL 1
ptijde 990 pl z lednice vyndaného Hybridization Bufferu a 10 ul POOLu 0. Nyni nesmime
denaturovany mix vortexovat, proto ho pouze nékolikrat jemné otoCime a poté stoCime.
POOL 1 ponechame na ledu, dokud ho nepouzijeme. Do zkumavky POOL 2 napipetujeme
mnozstvi Hybridization Bufferu a POOLu 1 dle poZadované koncentrace POOLu 2. Kon-

centraci POOLu 2 urcuje vedouci reprodukcni genetiky.

Uz zbyva pouze ptipravit cartridge a FlowCell. Do cartridge, konkrétnéji do jamky
,,Load sample‘‘, napipetujeme Spickou s filtrem 600 pul POOLu 2. Nesmime se pfitom do-
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tknout ni¢eho jiného a vzorek napipetovat doprostted jamky. FlowCell vyndame z lednice

a z roztoku, ve kterém je uchovana, fadné ocistime a osusime specidlnimi ubrousky. Na

FlowCell pied vlozenim do MiSequ nesmi byt zadna necistota. Ptistroj MiSeq musi byt

pied zahajenim sekvenace fadné promyt, dale musi byt pied sekvenaci vlozen do MiSequ

novy inkorporac¢ni pufr. Sekvenovani spustime pomoci piredem pfipraveného protokolu
v PC (,,SampleSheet, Illumina, 2018).

Posledni den slouzi k SW zpracovani vysledki. Po dokonceni sekvenace na pfi-

stroji MiSeq jsou zkontrolovany vysledky pro cely sekvenaéni run, viz Tabulka 1.

Tabulka 1 — Hodnoceni kvality celého sekvenacniho runu

Parametr Optimalni hodnota Akceptovatelna hodnota
Hustota clusterti [K/mm2] 1200-1400 1100-1600
% clustert proslych filtrem (,,pas- 85 75
sing filter (PF) clusters®)
Celkovy pocet clustert/Cteni 30 000 000 25000 000
Celkovy pocet clustert/¢teni 25 000 000 19 000 000
proslych filtrem (PF)
% ¢teni dosahujicich Q30 (hodno- 95 90
ta Q skore ukazuje jistotu, ze dana
baze byla umisténa na spravnou
pozici; Q30 znamend, ze ve vy-
sledku je 0,1 % chybnych bazi)
% identifikovanych (rozpozna- 95 85
nych) ¢teni z clusterti/Cteni pro-
Slych filtrem
% identifikovanych ¢&teni pfipada- 5 2,5-8

jicich na individuélni vzorek
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Sekvenacni data jsou poté importovana do interpretacniho SW BlueFuse, kde je
provadéno vlastni hodnoceni vysledka (Illumina, 2018). Pro kazdy vzorek je zhodnocena

uspésnost sekvenace, viz Tabulka 2.

Tabulka 2 -Hodnoceni kvality sekvenace jednotlivych vzorkii

Parametr Optimalni hodnota Akceptovatelna hodnota
Pocet celkovych identifikovanych 1 000 000 700 000
¢teni / vzorek
Pocet ¢teni po filtrovani / vzorek 500 000 250 000
Primérné Q skore / vzorek >35 >30
Primérné skore spravného pfifa- >35 >30
zeni (,,alignment score®) / vzorek
Skore rozptylu sousedicich bodi 0,2 0,4
profilu (,,sample noisy score®,
DLR)
Duvéryhodnost sekvenacnich dat 1,0 0,7
pro jednotlivé chromosomy
(,,confidence®)

10.6 Hodnoceni vzorkii a interpretace nalezii PGT-A

Pii interpretaci nalezi, viz Obrazky 8 a 9, je vychazeno z doporuceni vyrobce kitu
,»A Technical Guide to Aneuploidy calling with VeriSeq PGS (Illumina, 2014)“. Na zakla-
dé provedené validace metody jsou v Laboratofi reprodukéni genetiky Genetika Plzen sta-

noveny pro vySetfeni PGT-A tyto referencni hodnoty:
* rozliSeni pro nemozaikové segmentalni zmény ~10Mbp,

* hranice pro urfeni mozaiky celochromozomové pocetni aberace ~20%, resp.

~80%,

* hranice pro uréeni mozaiky segmentalnich zmén ~40%, resp. ~80%.
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Obrdazek 8 - Priklad analyzy embrya metodou NGS
Zdroj: Genetika Plzen
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Mozaikami jsou zde minéna embrya, kde nalez odpovida soucasné pfitomnosti eu-
ploidni (normalni) a aneuploidni bunétné linie. Tyto mozaiky jsou V Laboratofi repro-

dukéni genetiky Genetika Plzen dale déleny na vysoce rizikové a nizko rizikové.

Vysoce rizikové mozaiky (high-risk mosaic) jsou embrya, u kterych byly v mozaice
nalezeny jakékoli pocetni zmény chromozomu 13, 14, 15, 18, 21, X a Y, at’ uZ samostatné
nebo s dalsimi aberacemi v mozaice, nebo u nich byla detekovana tzv. komplexni mozaika
(vice nez 4 jakékoli mozaikové zmény). Popsané aberace by mohly zplisobit zdvazné ab-
normality fenotypu plodu/ditéte nebo selhani implantace ¢i potrat s vys$Sim rizikem, proto

nejsou doporuceny k embryotransferu (ET).
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Nizko rizikové mozaiky (low-risk mosaic) jsou takova mozaikova embrya, u kte-
rych po informovaném pisemném souhlasu paru muze dojit k embryotransferu a je zde
Sance na uspeéSnou implantaci embrya a nasledné téhotenstvi. Jedna se o embrya, ktera ne-
odpovidaji vysoce rizikovym mozaikam. Nachazime u nich maximalné 4 zmény v mozaice
s euploidni linii (segmentdlni ¢i celochromozomové s vyjimkou chromozomi uvedenych

v odstavci vyse).
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

11.1 Uspé$né vysetiena embrya
Metodou NGS na platformé VeriSeq bylo celkové vySetfeno 2 775 embryi. Z toho
bylo 272 (9,8 %) embryi bez vysledku. Pti¢inou mohlo byt nedostate¢né mnozstvi materia-

lu nebo jeho $patna kvalita. Usp&sné bylo vySetieno 2 503 embryi (90,2 %), viz Graf 1.

Graf 8 - Uspéiné vysSetiend embrya

Uspésnost vysetieni z 2 775 embryi

m Nelspésné vySetiena embrya m Uspésné vysetfend embrya
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11.2 Zastoupeni mozaikovych embryi

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, jaké bylo celkové zastoupeni mo-
zaikovych embryi vysetfenych metodou PGT-A béhem let 2016-2022. Z poctu 2 503
uspésné vysetifenych embryi bylo 836 (33,4 %) embryi hodnoceno jako euploidnich a tedy
pln¢ vhodnych k ET. 1128 (45,1 %) embryi bylo hodnoceno jako abnormalni (aneuploidni)
a embryotransfer byl nedoporuéen vzhledem k riziku potratu nebo narozeni postizeného
ditéte. Mozaikovych embryi bylo 539 (21,5 %). Tyto mozaikové nalezy byly dale déleny

na vysoce a nizce rizikové mozaiky, viz kapitola 11.3.

Graf 2 — Zastoupeni mozaikovych embryi

Zastoupeni mozaikovych embryi z 2 503 Uspésné
vysetrenych embryi

m Euploidni embrya = Aneuploidni embrya ® Mozaikova embrya
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11.3 Rozdéleni mozaik dle vhodnosti k embryotransferu

Z celkového poctu mozaikovych embryi (539) bylo 242 (44,9 %) vysoce riziko-
vych mozaik (s aberaci na chromozomech 13, 18, 21, X, Y, 14 a 15 v mozaice) nevhod-
nych k embryotransferu a 297 (55,1 %) nizko rizikovych mozaik podmine¢né vhodnych

k embryotransferu, viz Graf 3.

Graf 3 — Rozdeéleni mozaik dle vhodnosti k embryotransferu

Rozdéleni mozaik dle vhodnosti k
embryotransferu z 539 mozaikovych embryi

m \ysoce rizikové mozaiky m Nizko rizikové mozaiky

11.4 Zhodnoceni uspésnosti embryotransferu u mozaik

Piedchozi analyzou bylo zjisténo 297 nizko rizikovych embryonalnich mozaik
podmine¢né vhodnych k embryotransferu. Z nich bylo dosud transferovano pouze 6 (2 %)
mozaikovych embryi. U 3 (50 %) ptipadl byl nasledné pozitivni t¢hotensky test a srde¢ni
akce plodu. Ztéchto tii uspé€sné implantovanych embryi V jednom ptipadé doslo
k naslednému potratu plodu a ve dvou zbyvajicich ptipadech se v roce 2018 narodily dvé

zdravé déti.

11.5 Kazuistika |

Pacientka R. E. nejdiive v roce 2007 spontanné ot€hotnéla, ale brzy nasledoval

prvni potrat. Z divodu sekundarni sterility se rozhodla podstoupit IVF cyklus.

V roce 2013 a 2015 podstoupila pacientka dva IVF cykly bez PGT-A, které nebyly
uspésné. Dalsi cykly nasledovaly v letech 2016-2017 uz s vySetienim PGT-A (k indikacim

ptibyl vyssi maternalni v€k (39 let) a opakované selhani implantace).
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Prvni cyklus s PGT-A byl v roce 2016 a byly odebrany 4 blastocysty (vzniklé z 8
zygot), ale k samotnému embryotransferu nedoslo, divodem bylo, ze Zadné embryo nebylo
plné euploidni, byla zde pouze 3 aneuploidni embrya a 1 embryo s vysoce rizikovou mo-

zaikou. Doporuceno bylo podstoupeni dal$iho cyklu 1é¢by.

V roce 2017 bylo v dalsim cyklu s PGT-A bioptovano 11 blastocyst (vzniklych ze
17 zygot) a u 8 z nich bylo pozadovano vysetieni PGT-A. Vysledek PGT-A byl nasleduji-
ci: 1 vzorek byl bez vysledku a 7 Gspésné vysetfenych vzorkd, bohuzel zadné embryo ne-
bylo plné euploidni. Ze 7 usp&$né vySetienych embryi bylo 5 embryi aneuploidnich a 2
nizko rizikové mozaiky podmine¢né vhodné k ET. Pacientka se rozhodla podstoupit trans-
fer mozaikového embrya a podepsala informovany souhlas. Nasledné byl proveden em-
bryotransfer jednoho embrya muzského pohlavi s aberaci na chromozomu 9 (ztrata 9q

V mozaice), viz Obrazek 10.

Implantace embrya byla aspésna. Byl zaznamenan pozitivni t¢hotensky test a téz
byla pfitomna pozitivni srdecni akce plodu. Bohuzel téhotenstvi skoncilo v 10. t€hoten-

ském tydnu potratem.

Zajimavé je, ze v tomto piipadé bylo v zahrani¢ni laboratofi provedeno vysetieni
tkan¢ abortu, resp. placenty, a nalez byl sice normalni, ale s Zenskym chromozomovym
komplementem (46,XX v 10ti hodnocenych mitézach). Neshodu s vysledkem PGT-A lze
vysvétlit nékolika zptisoby: bud’ se jednalo o kontaminaci vzorku placenty bunikami matky
(které se preferencné dé€lily a proto byly vySetfeny pii analyze karyotypu), nebo o (jiné)
spontanni t€hotenstvi. Vyloucit nelze ani zdménu vzorku. Forenzni vySetieni, které by dis-

krepanci vysvétlilo, bohuZel nebylo provedeno.

Pacientka se rozhodla dalsi IVF cyklus jiz nepodstoupit a v roce 2018 bylo ukonce-

no skladovani vSech embryi.

Obrazek 9 — Ztrdta 99 v mozaice
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11.6 Kazuistika 11
Pacientka L.P. pfichazi do IVF kliniky s problémem, kdy 5x spontann¢ oté¢hotnéla a

také 5x spontanné potratila.

Celkem podstoupila 2 IVF cykly v roce 2020 s vysettenim PGT-A s celkovym zis-
kem 3 blastocyst. Z prvniho cyklu s PGT-A byly ziskany 2 blastocysty (z ptivodnich 18
uspésné oplodnénych oocytli/zygot) a po vysetteni PGT-A byl vysledek 1 nizko rizikova

mozaika podmine¢né vhodna pro ET a 1 aneuploidni embryo nevhodné k ET.

Jelikoz v prvnim cyklu s PGT-A nebylo zadné plné euploidni embryo, byl prove-
den druhy cyklus IVF s PGT-A, kde byl zisk 1 blastocysty (vzniklé z 8 zygot) a po vyset-
feni PGT-A byl vysledek 1 euploidni embryo vhodné k embryotransferu. Implantace em-

brya byla Gispé$na a v roce 2021 se narodilo zdravé dité (46,XX).

Pacientka se v roce 2023 vraci pro ET mozaiky (byl podepsan informovany sou-
hlas) z prvniho cyklu, kde embryo mélo aberaci na chromozomu 13 (ztrata terminalni ¢asti
13g v mozaice), viz Obrazek 11. Implantace embrya byla ale bohuzel netispésna a nebyl

pozitivni ani t¢hotensky test.

V porovnani s pacientkou R. E. z Kazuistiky I je u této pacientky (L. P.) ziejmé, Zze

u ni dochézelo k poruse vyvoje embryi, a proto uz nebyl dalsi IVF cyklus doporucovan.

Obrazek 11 - Ztrata terminalni casti 13q v mozaice

N w B N S R NN b 0 N g = RIS et Atindnshi g drepin
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DISKUZE

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo zjistit zastoupeni mozaikovych embryi
pii vySetieni PGT-A v letech 2016-2022. Z analyzovanych dat bylo zjisténo, Zze zastoupeni
euploid — aneuploidnich mozaik bylo 539/2503 (21,5 %).

Studie Capalbo et al. (2021) dosla ale k mnohem vy$§imu procentu zastoupenych
mozaik (46 % vs 21,5 %). Divodem je zapocteni nejen euploid — aneuploidnich mozaik,
ale i aneuploid — aneuploidnich mozaik. V souboru dat z Genetiky Plzen byly naopak re-
portovany pouze euploid — aneuploidni mozaiky. Kdyby se porovnavaly pouze euploid —
aneuploidni mozaiky, tak Capalbo et al. (2021) dospél k 18,7 % a data z Genetiky Plzen

k 21,5 %, coz je pln¢ srovnatelné.

Dalsi cil se zabyval poctem uspésné vysetfenych embryi. Ze statistiky jsem dospéla
k ¢islu 2503/2775 (90,2 %). U zbylych 272 (9,8 %) vzorkd vysledek vySetfeni nebylo
mozno ziskat; velmi pravdépodobné z divodu nedostatku materialu nebo kvuli jeho snize-
né kvalité. Kazdé vysetieni nese né€jaké procento neuspésnosti; 9,8 % je sice relativné vy-
soka mira neispés$né vysetienych embryi, ale u preimplantacnich vySetfeni to Ize o¢ekavat,

protoZe se analyzuje jen velice malo genetického materialu.

Treti cil se zabyval podilem vysoce rizikovych mozaik z celého sledovaného sou-
boru. Z celkového poctu mozaikovych embryi bylo 242/539 (44,9 %) vysoce rizikovych
mozaik (aberace na chromozomech 13, 18, 21, X, Y, 14, 15 v mozaice, hrozi riziko naro-
zeni postizeného ditéte) nevhodnych k embryotransferu. Tento vysledek nelze porovnat se
studiemi a vysledky ve svété, protoZe zalezi na individualnim pfistupu mezi genetickou
brya bez viabilnich trizomii/monozomii, ¢imz se snazi minimalizovat riziko narozeni po-

stizeného ditéte.

V souboru dat Genetiky Plzen za roky 2016-2022 bylo provedeno pouze 6 embry-
otransfertl (2 % z 297 nizko rizikovych mozaik) mozaikovych embryi, z ¢ehoz u 3 (50 %)
byl pozitivni t¢hotensky test a srde¢ni akce plodu a ve dvou piipadech (33,3 %) se narodily

zdravé déti.

Studie Spinella et al. (2017) dospéla k vysledku, Ze v porovnani s pln¢ euploidnimi

embryi maji mozaikova embrya vyrazné nizsi procento uspésné implantace (30,8 % u mo-

71



zaik vs 46,6 % u euploidnich embryi). Je potieba si ale uvédomit, ze 30,8 % je vysoka San-
ce na implantaci u embryi, ktera by mohla byt hodnocena jako abnormalni a diiv by nebyla

transferovana vubec.

Podle studie z roku 2018 (Viotti, 2018) byl u 52 embryi (59,1 %) z celkového poctu
88 mozaikovych embryi pozitivni té¢hotensky test, uspéSna implantace u 33 (37,5 %) em-
bryi a u 26 embryi (29,5 %) byla zaznamenana srdec¢ni akce plodu. Z téchto 26 embryi
dospélo 10 k porodu zdravych déti (z celého souboru tedy 11,4 %). 16 embryi bylo potra-

ceno.

Viottiho studie z roku 2021 (Viotti, 2021) dospéla k vysledktum, ze z 1000 mozai-
kovych embryi bylo 465 (46,5 %) tsp&né implantovano a v 370 (37 %) ptipadech pokra-
Covalo tehotenstvi dal. Na vétsim souboru dat byla tedy oproti studii stejného autora z roku

2017 pozorovana vyssi viabilita mozaikovych embryi.

U mozaikovych embryi je oproti pln¢ euploidnim embrytim dle literarnich udaja
uspésnost implantace vzdy sniZzena a zaroven je zvySena mira abort (Spinella, 2017; Viot-
ti, 2018, 2021). Dle vyse uvedenych dat Genetika Plzen bylo v prezentovaném souboru
dosazeno 50 % (3/6) uspéchu implantace a 33 % (2/6) pravdépodobnosti narozeni ditéte,
coz se jevi jako velmi dobré vysledky, nicméné se jedna o velmi maly soubor dat, z né¢hoz
bohuZzel zatim nelze vyvozovat jednoznacné zdvery a ani je relevantné porovnat s vyse
uvedenymi literarnimi daty. K embryotransferu mozaikového embrya nejcastéji pristupuji
pary, u kterych nebylo ani po opakovanych IVF cyklech nalezeno pIné euploidni embryo,
které je primarné vhodné k transferu a u n€hoz je nejvétsi Sance na tspéSnou implantaci
s naslednym narozenim zdravého ditéte. IVF cyklus je naro¢ny na psychicky i fyzicky stav
pacientky a nékdy embryotransfer nizko rizikové mozaiky je poslednim pokusem paru, aby
se stali rodi¢i. Z celkovych dat Genetiky Plzen vyplyva, Ze nalez nizko rizikové mozaiky
podmine¢né vhodné k embryotransferu neni neobvykly jev a vzhledem Kk literarnim uda-
jim a s piithlédnutim k doporuceni odbornych spolecnosti (PGDIS, CoGEN) je mozno tato
embrya transferovat. V Plzni se mozaiky transferuji velice malo (viz vyse uvedena data),
soubor nelze tedy hodnotit statisticky, a proto je vyznam transferi mozaik ukazan

v individualnich pfipadech — kazuistikach.

U pacientky R. E. z Kazuistiky | bylo transferovano embryo s aberaci na chromo-
zomu 9 (ztrata 9q v mozaice) a implantace byla Gspésna, stejné tak byl pozitivni t¢hoten-
sky test a i srde¢ni akce plodu. Bohuzel t€hotenstvi skoncilo spontdnnim potratem v 10.
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tydnu t€hotenstvi. Obecné ale plati, Ze prvni trimestr t¢hotenstvi byva rizikovy, tedy vibec
na vin¢ nemusel byt mozaicismus embrya. V piipad¢ této pacientky i ptes zisk relativné
vysokého poctu embryi ze dvou IVF cykli nebylo zadné embryo plné euploidni. Pacientka
odmitla absolvovat dalsi cyklus, a proto bylo na jeji zadost piistoupeno po genetické kon-
zultaci k transferu mozaiky. Vzhledem Kk situaci byl transfer mozaiky pro pacientku po-

sledni $anci na dosaZeni téhotenstvi.

Timto postupem byla dodrzena ptislusnd doporuc¢eni odbornych spolecnosti PGDIS
a CoGEN Kk transferu mozaikového embrya, tedy mozaika byla transferovana az kdyz ani
z opakovaného cyklu nebylo zadné embryo pIné euploidni, embryotransfer prob&hl po
konzultaci s klinickym genetikem a po podepsani informovaného souhlasu a zaroven se

nejednalo o mozaiku chromozomu 13, 18, 21, X, Y, 14 ani 15.

V Kazuistice Il pacientka L. P. trpéla opakovanymi spontannimi potraty, a proto se
rozhodla podstoupit IVF cyklus s PGT-A. V prvnim IVF cyklu nebylo zadné pIn¢ euploid-
ni embryo, pouze aneuploidni embryo a nizko rizikova mozaika a jak doporucuji odborné
spole¢nosti (PGDIS, 2019; PGDIS 2021) mél by byt proveden dalsi IVF cyklus
s vySetitenim PGT-A, aby byla Sance najit euploidni embryo. To se povedlo v druhém IVF
cyklu a v roce 2021 se narodilo zdravé dité z plné€ euploidniho embrya. Pacientka se v roce
2023 vraci pro embryotransfer nizko rizikové mozaiky z prvniho cyklu, implantace vsak
byla bohuzel netispé$na. U této pacientky dochdzelo opakované k poruse vyvoje embryi,
dalsi IVF cyklus proto nebyl doporucen. Také v tomto ptipad¢ byla splnéna doporuceni od
odbornych spole¢nosti uvedena vySe; dokonce i pfes velmi Spatny vyvoj embryi jiz
Vv prvnim cyklu nebylo ihned transferovano mozaikové embryo a byl doporucen a proveden

druhy IVF cyklus.

Z celkového poctu Gspésné vySetfenych embryi v Laboratofi reprodukéni genetiky
Genetika Plzen s.r.o. (2 503/2 775) bylo plné euploidnich embryi 33,4 % (836/2 503) a
nizko rizikovych mozaik podmine¢né vhodnych k ET bylo 297/2 503 (11,9 %). Po slouce-
ni euploidnich embryi a nizko rizikovych mozaik se vyznamné zvySuje pocet embryi

(podminecné€) vhodnych k ET z 836/2 503 (33,4 %) na 1 133/2 503 (45,3 %) 0 11,9 %.

Dle literatury transfer mozaiky neni spojen se zvySenym rizikem pietrvavani té¢ho-
tenstvi s postizenym ditétem ¢i narozenim postizeného ditéte (Viotti, 2023). Existuji dopo-
ruceni odbornych spole¢nosti, za jakych podminek lze tato embrya transferovat, takze neni

divod tato embrya nezacit transferovat ve vétsi mife 1 v naSich podminkéch.
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ZAVER
V této bakalafské praci jsem se zabyvala preimplantacnim genetickym testovanim

aneuploidii, s dirazem na embryonalni mozaicismus.

Hlavnim cilem bylo zjistit zastoupeni mozaikovych embryi pti vySetieni PGT-A
metodou NGS v letech 2016-2022. Z analyzovanych dat bylo zjisténo, Ze zastoupeni eu-
ploid-aneuploidnich mozaik mezi uspésné vysettenymi vzorky bylo 539/2503 (21,5 %).
Uspé&iné vysetienych embryi bylo 2503/2775 (90,2 %). U zbylych 272 (9,8 %) vzorki se
vySetfeni nepovedlo velmi pravdépodobné z diivodu $patného odbéru nebo kvili snizené
kvalité embryonalniho vzorku. Tteti cil se zabyval zjisténim podilu vysoce/nizce riziko-
vych mozaik. Z celkového poctu mozaikovych embryi bylo 242/539 (44,9 %) vysoce rizi-
kovych mozaik (aberace na chromozomech 13, 18, 21, X, Y, 14, 15 v mozaice) nevhod-
nych k embryotransferu (dle internich pravidel Genetika Plzefi vychazejicich
Zz mezinarodnich odbornych doporuceni) a nizko rizikovych mozaik, podmine¢né vhod-
nych k ET, bylo 297/539 (55,1 %). Diky moznosti transfert i nizko rizikovych mozaik se
pocet embryi vhodnych k ET zvysil 0 11,9 % (297/2503).

Pacientky, které béhem cyklu IVF s vySetfenim PGT-A z néjakého diivodu nemaji
zadné plné euploidni embryo vhodné k transferu a maji pouze mozaikova embrya, by mély
zvazit moznost transferu nizko rizikové mozaiky. Studie ohledné implantace mozaikovych
embryi mluvi ve prospéch takového embryotransferu a dnes uz vime, ze i z mozaiky se

muze narodit zdravé dité.
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