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ANOTACE

Prace se zaméfuje na metody pouzivané v rdmci preimplantacni genetické diagnostiky (PGD),
které¢ umoznuji odhalit vSechny dosud zndmé genetické abnormality jesté pied narozenim
jedince. V prvni kapitole je popsana in vitro fertilizace, na kterou navazuje princip odbéru
biologického materidlu. Nasledujici kapitoly obsahuji vycet jednotlivych metod. Posledni
kapitola se vénuje budoucnosti v oblasti metod pro PGD. Prace se soustfed’'uje na principy

metod, vyuziti a v neposledni fadé na jejich pozitiva a negativa.
KLICOVA SLOVA

preimplantaéni geneticka diagnostika, in vitro fertilizace, genetické abnormality, embryo,

metody
TITLE
Genetic Diagnostics Of in-vitro Fertilization (IVF)

ANNOTATION

This abstract focuses on the methods used in the context of preimplantation genetic diagnosis
(PGD), which can detect all known genetic abnormalities before the birth of an individual. In
the first chapter is described in vitro fertilization, which is followed by the principle of biopsy
of biological material. The following chapters contains a list of various methods. The last
chapter deals with the future in the field of methods for PGD. The bachelor thesis mentions the

principles of the methods, use and finally their pros and cons.
KEYWORDS

preimplantation genetic diagnosis, in vitro fertilization, genetic abnormalities, embryo, methods
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UVOD

Preimplantacni geneticka diagnostika (PGD) je neustdle se vyvijejici metoda, ktera
umoziiuje béhem umélého oplodnéni (IVF) zjistit, zda zarodek neni nositelem dédicné
genetické choroby. Vyhodou PGD je, Ze umoziuje zjistit jakoukoliv genetickou poruchu jesté
pted transferem a implantaci embrya do délohy matky, a tak se eliminuje riziko potratu nebo

ukonceni te¢hotenstvi. [1, 2]

K preimplantacni genetické diagnostice se pfistupuje v piipadé, kdy je u paru
podstupujiciho IVF, velmi vysoké riziko néjaké dédicné genetické poruchy. Tato diagnostika
je provadéna u parl, kdy jeden z paru méa dédi¢nou genetickou nemoc, je nositelem dédicné
genetické nemoci, nebo u obou z paru se toto riziko nachézi. V mnoha piipadech se také stava,
ze par nevi o zadné dédicné genetické poruse, nikdo v jejich rodiné takovou poruchu nema, ale
i pfesto se dlouhodob¢ 1é¢i s neplodnosti, protoze se jim nedaii pocist potomka pfirozenou

cestou ani prostiednictvim IVF. [1, 2]

DalSim diivodem, kdy je metoda PGD parm doporucena, je napiiklad vék partnerky,
ktery je vyssinez 35 let, tedy je zde zvySena pravdépodobnost narozeni potomka s abnormalnim
poctem chromozomil. Nej€astéji jsou postihnuty chromozomy ¢islo 13 (rozvinuti Patauova
syndromu), chromozomy ¢islo 18 (Edwardstv syndrom) a v pfevazné vétSin€ hlavné
chromozom ¢islo 21, ktery zptisobuje Downtiv syndrom. V neposledni fadé¢ je PGD doporu¢eno
parum, u kterych se v rodiné vyskytuje dédi¢na geneticka porucha vazana na pohlavi, nebo

pokud jeden z partnert podstupoval ¢i podstupuje 1é¢bu chemoterapii ¢i radioterapii. [1, 2]

Pti provadéni této metody se pouzivd metod typickych pro IVF. Pro néslednou
diagnostiku se ziskava polové télisko nebo blastocysty. Nejcastéji se vsak odebiraji blastomery
(buiiky vzniklé nékolika prvnimi mitotickymi délenimi zygoty). Poté nasleduje sled
molekularné-genetickych vySetteni. Nebylo prokazano, ze by tato vySetfeni méla negativni vliv

na tyto bunky. [1, 2]

Preimplantacni genetickd diagnostika je dulezitou soucésti in vitro fertilizace, protoZe
nam pomaha vyrazn¢ snizit riziko spontannich potratti, odhalit chromozomalni abnormality
behem probihajiciho téhotenstvi nebo také u nove narozenych déti s jeste nezjisténou dédiCnou

genetickou poruchou. V poslednich nékolika letech dochazi k velkému rozvoji PGD. [1, 2]
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Cilem této prace je popsat samotnou preimplanta¢ni diagnostiku, parametry, které se pii
ni vySetfuji. Dale se zaméfit na jednotlivé metody, které se Vv soucasnosti vyuZzivaji,

a v neposledni fadé prozkoumat nové trendy v diagnostice.
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1. In vitro fertilizace (IVF)

In vitro fertilizace (IVF) nebo také umélé oplodnéni, je proces, kdy je Zen¢ odebran
oocyt nebo nekolik oocytt, pro proces oplodnéni spermii mimo télo zeny. Jedna se tedy o jednu

z metod, se kterou se setkdvame v souvislosti s asistovanou reprodukci.

S touto metodou se v dnesni dob¢ setkavame stale Castéji, protoze piibyva paru, které
nemohou pocit potomka piirozenou cestou. Nejedna se ale pouze o problém s pocetim z divodu
néjaké genetické poruchy nebo jiné fyziologické poruchy, tuto metodu vyuzivaji naptiklad
oboupohlavni pary, které jinak pocit potomka nemohou, nebo také matky bez partnera (pokud
je to v daném staté mozné). Rozvoj a vyuzivani IVF ma tedy velké dopady na zivot mnoha lidi,

protoze by bez n€ho nemohli vytouzeného potomka ziskat. [5]

Cely proces IVF je velmi naro¢ny. Lékati a klini¢ti embryologové musi precizné ovladat
techniky spojené s IVF, od odbéru oocytt, ptes jejich oplodnéni az po transfer a implantaci do
délohy matky. Par, ktery se pro IVF rozhodne, podstupuje velmi sloZitou cestu po emocni, ale

hlavné fyzické strance.

Nejprve musi oba z paru podstoupit fadu vySetteni, kterd by méla odhalit, pro¢ se paru
nedaii oté¢hotnét prirozenou cestou. Tato vySetfeni vétSinou zahrnuji odbéry krve (pfevazné
hormonil), ultrazvukové vySetfeni, imunologické vySetfeni, analyzu spermatu, hodnoceni
reprodukéniho systému Zeny pomoci hysterosalpingografie (HSG) a také testy na zjiSténi

ovulace. [5]

Dulezité je, Ze v daném chronologickém véku Zeny existuji velké rozdily v citlivosti
a plodnosti vajeénikt, proto se jesté pred podstoupenim IVF provadi dodatecné testovani
ovarialni rezervy. SniZena ovarialni rezerva se projevuje snizenou odpovédi vajecniki na 1éky,
které stimuluji ovulaci, to umoziiuje odebrat mensi pocet oocytl. Ziskdme tak méné embryi,
¢imz klesne i relativni pocet téhotenstvich. Mnoho Zen s nevysvétlitelnou neplodnosti ma pti
testovani sniZzenou ovaridlni rezervu. SniZzena ovaridlni rezerva je vétSinou diagnostikovana
na zaklade zvysené hladiny folikulostimula¢niho hormonu (FSH) v séru 3. den menstrua¢niho
cyklu nebo na zaklad¢ transvaginalniho ultrasonografického nalezu nizkého objemu vajecniki
nebo na zakladé malého mnozstvi antralnich folikult. Tyto vysledky se poté vyuzivaji k vybéru

ovarialniho stimula¢niho protokolu. [6]
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1.1 Metody IVF

U in vitro fertilizace vznika riziko mnohoéetného tdhotenstvi. Embrya se implantuji sice
nezavisle na sob¢, aby byla sance na otéhotnéni vyssi, ale i pres vypocty je riziko vicecetného
tehotenstvi pomeérné vysoké. Snahou je do zeny implantovat co nejméné nejkvalitnéjsich
embryi, aby doslo ke snizeni tohoto rizika. V soucasné dobé je odbornou spole¢nosti

doporucovano transferovat nejvyse dvé embrya. [7]
V ramci IVF se vyuzivaji dal§i metody, které jsou soucasti asistované reprodukce:

e |ICSI — intracytoplazmaticka injekce spermie se pouziva, aby se zabranilo polyspermii
a oplodnéni velkého mnozstvi oocytl, vybere se tedy pouze jedna spermie, kterd je
implantovana do oocytu [4]

e MACS — magneticka separace spermii, pouziva se k oddé€leni apoptickych spermii
od zbytku, cilem je ziskat kvalitn¢jsi vzorek spermatu pomoci odstranéni spermii, které
nejsou zivotaschopné [9]

e IMSI — intracytoplazmaticka morfologicky selektovand injekce spermie se vyuziva
k morfologické selekci spermii pod velkym mikroskopickym zvétsenim, méla by
pomoci pariim, u kterych doslo opakované k selhani implantace spermie [10]

e TESE/MESA — metody, které se vyuzivaji k chirurgickému ziskani spermii z nadvarlat

muzd s azoospermii (neptfitomnost spermii v ejakulatu, trpi tim asi 1 % muzt) [11, 12]

Pomoci téchto metod je snaha vyhovét vSsem partim, které nemohou pocit potomka
pfirozenou cestou. A jsou tak nad&ji 1 pro pary, které trpi naptiklad azoospermii, oligospermii

(sniZzeny pocet spermii) nebo astenozoospermii (snizena pohyblivost spermii). [13]

1.2 Provedeni IVF

Samotny proces in vitro fertilizace se skladd z nékolika krokd, které je nutné provést
u kazdé zeny, jez IVF podstupuje. V prvni fad¢ se jedna o hormondlni stimulaci vajecniki
(COH). K tomu se nejcastéji vyuziva antagonisty GnRH (gonadotropin-releasing hormone).
GnRH je zodpovédny za uvolnovani gonadotropnich hormoni, jako jsou FSH a LH. Jelikoz
se ale vyuziva antagonisty, snazime se potlacit sekreci téchto hormont, aby se zabranilo
pred¢asné ovulaci. Nasledné se Zen€ podavaji gonadotropiny, které stimuluji vajeéniky, a je tak
mozné pozd¢ji odebrat vice folikula. Ke zjisténi vyvoje folikull se nejcastéji vyuziva ultrazvuk

a stanovuje se také hormonalni profil. Jakmile je proces zrani dokoncen, je zen¢ aplikovan
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injek¢éné hormon hCG na podporu ovulace. Za 34-36 hodin jsou Zen¢ odebrany folikuly.
[14, 81]

Odebrani oocyti se provadi pod intravendzni anestézii. Folikuly jsou odsaty pod
transvaginalni ultrasonografii. Néasledné jsou vajicka umisténa do specidlntho média
a kultivovana v inkubatoru. Dal§im krokem je jiz inseminace, kdy je do misky Kk vajickim
pteneseno 50 000 az 100 000 pohyblivych spermii, které¢ byly pfedtim vySetfeny pomoci
spermiogramu. Tato technika se pouzivd, pouze pokud jsou parametry spermii normalni.
V jiném piipad€ se vyuZziva techniky ICSI, kdy pod mikroskopem embryolog odebere jednu
spermii pomoci sklenéné mikrojehly a implantuje ji do cytoplazmy vajicka. Tato metoda
zvySuje Sanci oplodnit vajicko v pripadech, kdy mé partner malo spermii nebo jsou malo
pohyblivé. Setkdvame se i s pfipady, kdy se ve spermatu nenachazi zadné spermie, a v tomto

ptipadé jsou ziskany chirurgickym zakrokem. [14, 81]

Zda bylo oplodnéni aspésné, Ize zhodnotit po 16-18 hodinach po inseminaci nebo ICSI,
kdy se oplozena vajicka nazyvaji zygota. Jsou kultivovany ve specialnich mediich, ktera
podporuji jejich rist. Pokud se embrya dobfe vyvijeji, je mozné je kultivovat do stadia
blastocysty pomoci specidlniho média. Embrya ve stadiu blastocyst se daji implantovat jiZ
5. den po oplozeni. V tomto stadiu se implantuji nejlépe, a proto jich nemusime transferovat do

délohy velké mnozstvi, tim se snizuje riziko vicecetného téhotenstvi. [14]

Predtim, neZ jsou embrya pienesena do délohy, se musi vybrat ta nejkvalitnéjsi. Embrya
se transferuji do délohy 3. den po odebrani oocytti nebo, 5. den, kdy jsou jiz ve stadiu

blastocysty. [14]

Poslednim krokem IVF je transfer embrya. Jedna se o zakrok, ktery neni slozity
a provadi se bez anestezie. Embrya jsou pomoci katetru zavedena a umisténa do délohy. Cely

proces je kontrolovan ultrazvukem. [14]
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2. Preimplantaéni geneticka analyza (PGA)

Preimplanta¢ni geneticka analyza (PGT-A) nebo také preimplantani genetické
testovani je zalozeno na ziskani vzorku pomoci biopsie z vyvijejiciho se oocytu nebo z embrya.

Tento geneticky material ziskavame prostiednictvim cyklu umélého oplodnéni neboli IVF. [3]

Pod preimplantacni genetickou analyzu spadd preimplantacni genetickd diagnostika
(PGD), které se podrobnéji budu vénovat v celé bakalarské praci, a také preimplantacni

geneticky screening (PGS).

Ob¢ tyto techniky se vyuzivaji pifi umélém oplodnéni (IVF) v ramci asistované
reprodukce (ATR), a snazi se tak zvySit moznost ot¢hotnéni u part, které maji problém
s pocetim. Ob¢ techniky se zaméfuji na genetické vysetieni pohlavnich bun¢k obou pohlavi,

snazi se snizit vznik aneuploidii u téchto bunék a tim snizit riziko potratu ze strany muze i Zeny.
2.1 Preimplantacni geneticka diagnostika (PGD)

Preimplantacni genetickd diagnostika (PGD) je zalozena na testovani oocytll nebo
embryi v preimplantacni fazi z divodu mozného vyskytu genetickych chromozomélnich

abnormalit. Tato diagnostickd metoda se vyuziva pouze v ramci in vitro fertilizace (IVF).

K zavedeni této metody doslo pted vice nez dvaceti lety prostiednictvim skupin védca
Yuryho Verlinskeho a Alana Handysida. Od této doby se metoda neustile rozviji
a stale vice se s ni dnes setkavame v ramci IVF. PGD pomohlo uZ pfi vice nez 50 000 cyklech

IVF, a umoznilo tak narozeni vice jak 10 000 déti po celém svéte. [1]

PGD se nabizi pfedev§im parim, které jsou nebo mohou byt zatizeny néjakou dédi¢nou
genetickou poruchou. M4 za tkol zabranit ptenosu tohoto dédi¢ného genetického onemocnéni
na jejich potomky, které by u nich mohlo vyvolat zavazné zdravotni problémy nebo by mohlo

dojit ke spontannimu potratu béhem té€hotenstvi. [1, 2]

Hlavni indikaci pro PGD jsou mendelovské poruchy, které jsou Casto Zivot ohrozujici,
autozomaln¢ dominantni nebo recesivni onemocnéni, X-vdzané recesivni choroby a aberace
poctu chromozomadlnich kopii. VSechny tyto chromozoméalni poruchy ve vétSin¢ piipadi

mohou vést k opakovanym potratiim nebo k téZce postizenym potomkim [1, 2]

Embrya se ziskavaji in vitro fertilizaci pomoci intracytoplazmatické injekce spermie
(ICSI) a biopsie se provadi 3. den menstruacniho cyklu. V piipadé nutnosti se misto embryi
daji odebrat i blastocysty. Geneticka analyza se provadi na jedné nebo dvou blastomerach za
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vyuziti metody fluorescencni in situ hybridizace (FISH) pro cytogenetickou diagnostiku nebo
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) pro molekularni diagnostiku. Mizeme také
odebrat polové buiiky, které se daji vyuzit ke studiu genetického profilu matky. Do d€lohy
muzeme transferovat a implantovat pouze neposSkozena embrya, proto je jejich molekularné-

genetické vysetieni nezbytné. [4]

V poslednich letech se v souvislosti sPGD objevuji nové metody, napiiklad

komparativni genomova hybridizace (CGH) anebo mikro¢ipy. [1]

V ramci IVF se setkdvdme 1 s dal§i, podobnou diagnostickou metodou,
s preimplantacnim genetickym screeningem (PGS). Na rozdil od PGD se zde nezamétujeme
na konkrétni chromozomalni abnormality, ale teprve zjistujeme divod, pro¢ se paru nedafi
zplodit potomka piirozenou cestou. PGS je proto doporu¢ovano parim, kdy je vék matky vyssi
nez 35 let, par ma za sebou jiz né€kolik netspésnych cykla IVF, vSechna prechozi t€hotenstvi
skoncila potratem nebo také pfi téZSich poruchach spermatogeneze. Tento preimplantacni

diagnosticky screening nam umoziiuje vySetfit vSechna embrya, nebo pouze ¢ast z nich. [15]

Celosvétove se setkadvame s riznymi nazory na IVF a PGD. V nékterych evropskych

zemich je PGD zakazano nebo jej pary podstupuji bez doporuceni 1ékaii. [15]

2.2 Preimplantacni geneticky screening (PGS)

Soucasti preimplantacni genetické analyzy je také preimplantacni geneticky screening

(PGS), ktery opét vyznamné snizuje riziko potratti nebo narozeni déti s genetickou poruchou.

Pii PGS se také odebiraji 1-2 blastomery a nasledné se provadi jejich analyza pomoci
metody FISH (fluorescencni in situ hybridizace) ke zjiSténi vyskytu abnormélniho poctu
chromozomt nebo riznych strukturnich aberaci, tzv. translokaci. Metoda FISH ma velkou
konkurenci v dalsi hybridiza¢ni technice, microarray, ale tato metoda ma své limity a nemuze
FISH nahradit ptedevsim proto, Ze nedokdze detekovat balancované zmény na chromozomech,

jako jsou translokace, vyvazené inzerce a inverze. [46]

Dale se vyuziva i hybridizaéni metody microarray (mikro¢ipova komparativni
genomova hybridizace), ktera umoznuje vysetieni prakticky celého genomu technikou
komparativni CGH, kde se provadi nejcastéji tzv. copynumber variation analyza, pro vySetieni
abnormalniho profilu exprimovanych genl (zvySend nebo snizend exprese danych genil),
ptipadné lze vyuzit metodu microarray pro piimou detekci sekvencnich abnormalit, zde se ale

uplatnuji spise metody sekvenacéni (v dneSni dobé Ize vyuzit vysokokapacitni sekvenovani nové
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generace — NGS). V neposledni fadé¢ se vyuziva také jedné z nejznaméjsi molekularné-
cytogenetické metody FISH (fluorescence in situ hybridization) v diagnostice monogennich
chorob. [15, 45]

PGS se pouziva zejména pti opakovanych neuspésich v ramci asistované reprodukce,
protoze dochazi ke zvySovani poctu aneuploidii u zen v pokrocilém reprodukénim veéku (veék
nad 35 let) a v jejich dasledku dochazi i k ¢astéjsim potratim, tyto aneuplodie také nalézame

jiz pii vySetfeni blastomer a vétSinou jsou nesluditelné se Zivotem. [15, 16]

Technika PGS se soustied’uje na to, aby se vybrala lepsi embrya, resp. zdrava embrya.
Diky tomu by se snizil po¢et neuspésnych transfert embryi do délohy matky, protoze by

nedochazelo k tak ¢astym potratim. [16]

2.3 Bézné vySetifované parametry

2.3.1 Geneticka analyza PGD

Molekularné-genetické metody jsou v Soucasnosti schopné odhalit veskeré doposud
znamé genetické abnormality, avSak rutinni genetické laboratofe se zamé&fuji na vySetieni téch

nejcastéji se vyskytujicich.

Vysetteni karyotypu je zdkladnim vySetfenim v rdmci PGD. Diagnostika se zamétfuje
hlavné na vySetfeni aneuploidii chromozomt 13, 18, 21, X a Y, ale sleduji se i1 dalsi. Také
se Casto se setkavame S translokacemi zejména mezi 13. a 14. chromozomem, které jsou
vySetfovany metodou FISH (fluorescenc¢ni in situ hybridizace). Pro celogenomové a velmi
pfesné vySetfeni se vyuziva mikro€ipovych metod, hlavné array CGH, kterd dokazZe odhalit

i aberace, které metodou FISH nejsou viditelné. [60, 76, 77, 78]

Genetickd analyza umoziuje odhalit i fadu monogennich chorob. Mezi nejznaméjsi
patii cysticka fibroza, u které se vySetfuji mutace v CFTR genu. Do této skupiny se fadi také

dédicné predispozice k nadorovym onemocnénim, jako jsou BRCA1 a BRCA2 geny. [76, 78]
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Tabulka 1 Metody a bézné vysetfované parametry v preimplanta¢ni genetické diagnostice

[60, 76, 77, 78, 83]

Vysetfované parametry Pouzité metody

Vysetteni aneuploidii chromozomu 13, 15, 16, 18, | FISH, aCGH
21,22, X, Y

Mutace v CFTR genu ICP — MS

Vysetfeni chromozomovych aberaci (translokaci) | FISH

metodou FISH (zejména mezi chromozomy 13. a

14))

Vysetieni  chromozomovych  aberaci  na | aCGH
celogenomové urovni metodou microarray za

ucelem analyzy CNVs

VySetieni monogennich chorob — spinalni | FISH, aCGH, NGS, Karyomapping
muskularni atrofie, fenylketonurie, Marfantv
syndrom, Huntingtonova chorea, syndrom
fragilniho X, svalova dystrofie, BRCA1 a BRCA2
geny apod.
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Tabulka 2 Dalsi metody a jejich pouzitelnost pro vysetifované parametry v preimplanta¢ni

genetické diagnostice [84]

Laboratorni metody a jejich pouZzitelnost

VySetfované parametry | aCGH SNP array gPCR NGS
PGS 24 chromozomi Ano Ano Ano Ano
Uniparentalni dizomie Ne Ano Ano Ne
Detekce balancovanych Ne Ano Ne Ne

familiarnich piestaveb

Haploidie a polyploidie Limitované Ano Ano Limitované

Segmentalni aneuploidie | Ano Ano Ne Ano

2.3.2 Biochemicka analyza

V poslednich né€kolika letech se védci zaméfuji také na neinvazivni testovani embryi
vramci PGD. Genetickd analyza ndm umoziuje morfologické hodnoceni embrya, avSak

v

biochemické testy ndm jsou schopny podat jesté dalSi podrobnéjsi informace o jeho kvalité.
[79]

Blastocysty jsou kultivovany nékolik hodin v médiu, které jim dodava pottebné Ziviny.
Embryo nasledné sekretuje do tohoto media své metabolity. Na konci kultivace je odebrano
malé mnozstvi zbytkového kultiva¢niho media tzv. BCM (blastocyst spent culture medium),

které je podrobeno analyze. [79, 80]

Biochemicka analyza se soustied'uje na detekci biomarkert, proteomiku (strukturu
proteintl, funkci proteinti, enzymy), genomiku (kodujici a nekodujici geny), metabolomiku
(lipidy, aminokyseliny, karbohydraty, nukleotidy) a také na transkriptomiku (mRNA). VSechny
tyto testy jsme schopni provést z BCM. Ziskané vysledky, také oznaované jako preimplanta¢ni
metabolicky profil, ndm podavaji informace o budoucim zdravotnim stavu jedince Vv zavislosti

na vlivu epigenetiky embrya. [79, 80]
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3. Biologicky material

3.1 Ryhovani embrya

Ryhovani vajicka je proces, kdy se zygota postupné preméiuje ve fetus tak, ze podstoupi

nékolik po sobé nasledujicich mitotickych déleni.

Zygota vstupuje do prvniho ryhovaciho déleni zhruba po 30 minutach po oplozeni a déli
se na dvé stejné velké bunky, které se nazyvaji blastomery. Kazda blastomera se za¢ne po urcité
dob¢ délit, a postupné tak vznika 4, 8 a 16 blastomer. Bunky se neustale zmensuji a pii poctu
12-16 blastomer se burika oznacuje jako morula pro svou podobnost s plodem moruse. U tohoto
stddia se daji poprvé rozliSit buniky na zevni buiiky, uloZené na povrchu embrya, a bunky
vnitini, jez jsou t€émi zevnimi obklopeny. Nasledné vznika pti dal$im vyvoji z vnitinich bunék
embryoblast, ktery jiz dava vznik embryu. Zevni bunky jsou zde také dilezité, protoze se z nich
vyviji trofoblast, ze kterého se vyvijeji plodové obaly. Morula se utvati 3. az 4. den po oplozeni
a nasledné¢ putuje do délohy, kde se dalSim délenim bunck méni ve vacek zvany blastula
(blastocysta), ktera je dulezita praveé pro proces IVF. Procesem gastrulace se blastocysta méni
Vv gastrulu, kterd uz je dvojvrstevna. Tyto vrstvy jsou znamy pod pojmy ektoderm, vnéjsi
zarode¢ny list, a entoderm, vnitini zarodecny list. Nakonec se vyviji i tieti zarodeCny list

mezoderm. [17]

3.2 Biopsie embrya

Pro preimplanta¢ni genetickou diagnostiku se vyuZivaji tfi druhy biopsii. MiZeme

provést biopsii:

e polarniho téliska
e Dbiopsii ve fazi déleni bunky

e Dbiopsii blastocysty

Nejprve se musi oslabit vnéjsi vrstva oocytu nebo embrya, nejcastéji pomoci laseru.

Poté nasleduje mechanicka extrakce bunky. [3]

Vyvoj oocytl zahrnuje nékolik po sobé nasledujicich meiotickych déleni, ktera vedou
ke vzniku dvou sad haploidni matefské DNA z plivodni matef'ské buniky. Tyto sady se nazyvaji
polova téliska. Testovani polovych télisek se provadi pred oplodnénim oocytu. PfestoZe je tento

typ biopsie fadou védcli odsuzovan, protoze se pomoci ni da testovat pouze geneticka vybava
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matky, ma velké vyuziti v zemich, kde jsou zna¢nd omezeni ohledn¢ biopsic embrya

(Némecko, Italie atd.). [3]

Po oplodnéni se embryo d€li a zhruba 3. den je tvofeno 6-8 buitkami, jedna tato buiika
se odstrani a vyuziva se pro biopsii, tzv. biopsie ve fazi déleni bunky. V soucasnosti se jedna

o nejpouzivanéjsi druh biopsie. [3]

Biopsie ve stadiu blastocysty se provadi 5. den po oplozeni, kdy se odebiraji buiky
z trofoektodermu. Podle soucasnych studii se jedna o biopsii, ktera poskytuje nejlepsi vysledky,
a je velmi pravdépodobné, Ze v budoucnosti bude nejpouzivanéjs$i metodou, a nahradi tak

biopsii provadénou ve fazi déleni bunky. [3]

Embrya ziskana pomoci biopsie jsou nasledné kultivovéna in vitro a builka ziskana
biopsii je analyzovana nejcastéji pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) nebo pomoci
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), kdy se zamé&fujeme na alely, které mohou byt

zodpovédné za néjaké genetické onemocnéni. [1]

23



4. Metody pouzivané v ramci PGD a PGS

V soucasnosti se pro preimplantacni genetickou diagnostiku a preimplantacni geneticky
screening vyuzivaji molekularné-genetické metody, které jsou schopny odhalit veskera dosud

znama geneticka onemocnéni.

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je jednou z nejznaméjSich metod vyuzivajicich se
v PGD a slouzi k amplifikaci DNA. Bézn¢ se také setkavame s fluorescencni in situ hybridizaci

(FISH), ktera je schopna identifikovat a lokalizovat chromozomalni aberace.

V poslednich nékolika letech se dostdva do poptedi také komparativni genomova
hybridizace (CGH) anebo také mikro¢ipové metody array komparativni genomova hybridizace
(aCGH) nebo SNP array. Karyomapping je dal$i metodou vyuzivajici mikroipy a vyuziva se

predevsim k odhaleni monogennich chorob.

Sekvenovani nové generace (NGS) piedstavuje budoucnost pro preimplantacni
genetickou diagnostiku. Metody NGS se vyznacuji schopnosti analyzovat cely lidsky genom
S vysokou ptesnosti a nizkou chybovosti za velmi kratky cas. Postupné se tak setkavame
s témito technologiemi stale Castéji, a nalézame je tak i v klasickych rutinnich cytogenetickych

laboratofich.

Tabulka 3 Metody vyuzivané v PGD a jejich vySetiované parametry

Metody Sledované parametry
FISH chromozomalni aberace (identifikace a lokalizace)
PCR pritomnost specifické sekvence (spec. genu)
CGH copy number variation (CNV)
aCGH copy number variation (CNV)
SNP array polymorfismy s jednobodovou mutaci
Karyomapping informativni lokus pro kazdy ze ¢ty rodiCovskych
haplotypt napti¢ kazdym chromozomem
NGS jednotlivé sekvence DNA
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4.1 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Pomoci této molekularné genetické metody jsme schopni lokalizovat a identifikovat
specifické useky DNA nebo také jejich absenci na chromozomech. Daji se pomoci ni odhalit

rizné nadorové mutace, vyvojové poruchy nebo syndromy. [18, 19]

Principem FISH je pouziti jednovlaknové DNA fluorescenéné znacené sondy (DNA
nesouci na sobé barvivo), ktera se hybridizuje (vaze) na DNA ptitomnou ve vzorku. Cely proces
probiha pii teploté 72-75 °C, kdy dochazi k denaturaci (rozvolnéni) vlaken DNA sondy, ale
i vzorku. Po ochlazeni na cca 37 °C se sonda specificky navaze do mista, které vySetfujeme —
hybridizace. Sonda se vaze na DNA s komplementarni sekvenci. Diky tomu, ze je sonda

fluorescenéné znacena, ziskavame na konci barevny signal. [18, 19]

Pro svou velkou citlivost se pro FISH nejvice pouzivaji sondy, které jsou znaceny
biotinem (neboli vitamin H) nebo digoxigeninem. Sondy jsou po hybridizaci detekovany
komplexem avidinu s piislusnym fluoroforem (fluorescein, Texas Red, rhodamin atd.). Cely
chromozom se pii pozorovani prosvécuje jeho obarvenim pomoci barviva DAPI nebo
propidiumjodidem. V zavislosti na pouZitém barvivu jsou poté chromozomy obarveny modie

nebo Cervené. [50]

Podle mista na chromozomu, které vySetfujeme, resp. do kterého se vaze sonda, jsme

schopni rozlisit ¢tyfi typy DNA sond:

e Centromerické sondy jsou schopny se vazat na stfedni ¢ast chromozomu, ktera
se nazyva centromera a vyuzivd se zejména pro diagnostiku pocetnich
chromozomalnich zmén, detekci chromozomu nezndmého ptivodu.

e Lokus specifické sondy, u kterych dochazi k vazb¢ na konkrétni misto genu, tzv. lokus,
a slouzi napftiklad k vySetfeni mikrodeleci (chybéni malych ¢asti chromozomi).

e Subtelomerické sondy se vazi na telomery neboli koncové ¢asti chromozomi.

e Sondy celochromozomové (tzv. celomalovaci sondy), které hybridizuji
s mnohacetnymi chromozomovymi sekvencemi a dojde tak k nabarveni celého
chromozomu. Tato sonda slouzi k analyze translokaci, k detekci pivodu marker
chromozomi (malych nadpocetnych chromozomd, u kterych nezname pivod) nebo

k vySetieni chromozomalnich ptestaveb. [20]

V ramci PGD vySetifeni se vysetfuji predev§im chromozomy 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22,

X a Y. Pravé tyto chromozomy jsou ve vétSing€ piipadi zodpovédné za vznik genetickych
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poruch jiz v prenatdlnim vyvoji plodu. Trizomie chromozomu c¢islo 13 zplsobuje vznik
Patauova syndromu, aneuplodie chromozomu 15 — Marfantiv syndrom nebo také Tay-Sachsovu
chorobu, trizomie chromozomu 16 je neslucitelna se zivotem plodu, duplikace chromozomu 17
— Charcot-Marie-Tooth syndrom. Nejcastéji se vSak setkavame s abnormalitami chromozomu
18, resp. s jeho trizomii, kterd je zodpovédna za vznik Edwardsova syndromu, déle s trizomii
chromozomu 21 — Downtv syndrom, s trizomii 22 chromozomu — ta zptsobuje nachylnost
K riznym chorobam (leukémie, autismus), monozomie chromozomu X — Turnerav syndrom,
XXY - Klinefelterav syndrom a jiné. [20, 21]

Nevyhodou této metody je jeji casova narocnost a pracnost, protoze se sondy pripravuji
pfimo na miru, i kdyz existuji komeréné dostupné sondy nebo kity, které zjednodusuji celou
rutinni analyzu. V preimplantacni genetické diagnostice mizeme naptiklad vyuzit komeréné

vyrdbéné chromozomové CABR™ sondy. [47]

V soucasnosti se v klinické praxi miizeme setkat nejcastéji s metodou SKY (spektralni
karyotypovani) a mnohobarevnou FISH (bud’ jako mFISH nebo mBAND), kde je kazda ze sond
opatiena kombinaci fluoroforti umoznujici ziskat pro kazdy lokus, ktery studujeme, specificka
emisni spektra. U SKY se detekce fluorescence provadi pro vSechny sondy soucasné pomoci
tzv. interferometru. Na konci tak ziskdvdme obraz chromozomt, kde je kazdy obarven
specifickou barvou. Mezi dalsimi vyznamnymi metodami pouzivanymi v PGD jsou metody
komparativni genomové hybridizace, napi. CGH a aCGH, kter¢ budou zminény

na nasledujicich n€kolika strankach. [50]

I ptes Siroké vyuziti metody FISH dochazi postupné k jejimu nahrazovani jinymi
metodami umoznujicimi celogenomovou analyzu, napt. metoda komparativni genomové
hybridizace (CGH), jez z FISH vychazi, nebo také array CGH, ktera se vyznacuje svou vysokou
citlivosti, a tedy schopnosti detekovat i jednonukleotidové polymorfismy (SNP). [22, 52]

4.1.1 Vyhodnoceni signalu hybridizace
Po skonceni hybridizace ziskavame jeji vysledek, a to pomoci pocitacové analyzy
s pomoci fluorescen¢ni mikroskopie. Vyhodnoti se poméry intenzit fluorescence obou vzorka
DNA a pro kazdy chromozom je zhotoven CGH profil ve formé kiivky. Pokud ptevazuje
cervena fluorescence (kiivka posunuta blize k Cervené fluorescenci) doslo ke ztraté DNA

sekvenci. Naopak ptevazuje-li zelena fluorescence, doslo k zisku DNA sekvenci. Poslednim
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pfipadem je, Ze vzorek neobsahuje zadné zmény a vSechny chromozomy jsou jednotné

zbarveny. [24, 49]

Sample FISH rees i Wash &

-
—_— 2XSsC 2(55C 2XssC f y '
Room temp. /03% NP40 Room temp. I
Smin 73~75°C 1min
1-2 min
-
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Humidified box
37°C16~72 hrs

Obrazek 1 Zpisob zpracovani vzorku pomoci metody FISH. [48]
4.2 Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Komparativni genomova hybridizace (CGH) je molekularné cytogeneticka metoda,
ktera umoziuje detekci zmén poctu chromozomalnich kopii, tzv. copy number variation
(CNV), a to bez toho, aniz bychom buitky museli kultivovat, to miizeme bezesporu povazovat
za jeji velkou vyhodu. Umoznuje nam ziskat piehled o chromozomalnich ztratach nebo jejich
zisku (delece, duplikace, amplifikace DNA atd.) v analyzovaném genomu vzorku. Tato
technika nam umoziuje analyzovat cely genom v ramci jednoho vysetieni. Nejéastéji se s CHG
setkavdme Vv onkologii, kdy se snazime zjistit vznik a vyvoj jednotlivych nadorovych

onemocnéni. [23, 24]

Principem této metody je komparativni nebo také pomérnd hybridizace dvou odlisné
znatenych genomovych DNA, jez maji normdalni metafdzové chromozomy. K analyze
se vyuzivd genomové DNA vzorku a referenni DNA, jez jsou znacené odliSnymi
fluorochromy (nejcastéji ¢ervenym a zelenym). Metoda provadi porovnani mezi t€émito dvéma
vzorky, avSak da se porovnavat i vzorka vice. Referencni vzorek muze byt pfitomen také
Vv tzv. knihovné pfistroje, a neni tak nutné pro kazdou analyzu vytvaiet novy. Oba vzorky DNA
jsou pouzity jako sondy. DNA, jez byla odebrana z embrya, se zna¢i fluorochromem Spectrum
Green-dUTP a kontrolni DNA fluorochromem Spectrum Red-dUTP. Tyto sondy jsou poté
hybridizovany spole¢né s metafaznimi chromozomy. Metoda tedy vychazi z metody FISH,
ktera byla popsana vyse. Po skonceni hybridizace se musi zméfit intenzity obou fluorescenci

podél kazdého chromozomu. Pomér intenzit Cervené a zelené fluorescence nam poté urcuje
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relativni pomér poctu kopii ve vySetfovaném genomu. Jiz bylo zminéno, Ze jedna
z genomovych DNA je vzdy normadlni, oznacena také jako referencni, tedy pomér piimo
mapuje zmeny poctu kopii v testovaném genomu. Neméti se zde zména poctu chromozomti,

ale tzv. copy number variation (CNV), tedy zména miry exprese genu. [24, 49]
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Obrazek 2 Princip metody CGH prezentovany na porovnani zdravé

(Gervené) a tumorové buriky (zelené). [53]

Stejné jako vétSina metod i CGH mé omezené rozliSovaci schopnosti, kdy dovoluje urcit
nebalancované zmény na chromozomech, které se pohybuji od 3 megabazi (Mb) pro ztratu
genetického materidlu a 7-10 Mb naopak pro urceni piitomnosti nadbytecného genetického
materidlu. Jsme schopni zvysit citlivost této metody, ¢ehoZ se vyuZiva pro analyzu celého

nadorového genomu, a metoda se pak oznacuje jako array komparativni genomova hybridizace
(array CGH, aCGH). [24]

CGH microarry (DNA ¢ip) se vyuziva nej€astéji ve smyslu komparativni genomova
hybridizace, ktera provadi porovnani — komparaci — mezi dvéma nebo i vice vzorky (nejcastéji

referencnim, ktery ale muze byt pfitomen ,,v knihovné* pfistroje). Nemé&fi se zména poctu
9
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chromozomt, ale tzv. copy number variation, coz je zména miry exprese néjakého genu. Proto

se meri mRNA.

DNA cCipy lze vyuzit samoziejmé i pro detekci sekvencnich zmén (SNP, In/Dely). Pro
vSechny tyto aplikace jsou dostupné komer¢ni Cipy. Pfipadné je moznost si nechat ud¢lat i Cip

vlastni.

4.3 Mikrocipové metody

4.3.1 Array komparativni genomova hybridizace (aCGH)

Metoda array komparativni genomova hybridizace (mikrocip, array CGH, aCGH, DNA
¢ip) vychazi z pfedchozi CGH metody. V metodé CGH byl nahrazen cil hybridizace —
metafdzové chromozomy za microarray neboli Cip. V podstaté se jedna o sklicko, na kterém
jsou naneseny malé segmenty DNA urc¢ené k hybridizaci. Tato zména umoznila zvysit citlivost
metody CGH z 10 Mb na 75-130 kilobazi (kb). Oproti metodé CGH nam jeji vylepSena verze
aCGH poskytuje vétsi rozliSeni a s tim souvisejici piesnéjsi vysledky. Array CGH se vyuziva
pro detekci CNV, tzv. copy number variation. CNV je ¢ast DNA o velikosti 1 kb (kilobaze)
nebo vétsi, ktera se nachazi ve variabilnim poctu kopii u jednoho jedince, a mize tak
zpusobovat strukturni zmény v jeho genomu. Tyto zmény vedou ke vzniku mutaci — deleci,

inzerci nebo duplikaci a tim dochazi k rozvoji nékterych genetickych onemocnéni. [24, 54]

Nejvice pouzivany €ip v array CGH miize byt ptipraven z mapovanych BAC (Bacterial
Artificial Chromosomes) a dalSich genomovych kloni nebo také z fragmentti umisténych na
hybridizaénim skle komplementarni DNA genti (cDNA) ¢i z oligonukleotidi. Jednotlivé Cipy

se li$i napt. v rozliSovacich schopnostech nebo v mnozstvi potiebné DNA. [24]

Opét je zakladnim principem hybridizace. Oba vzorky normalni i genomové DNA jsou
pomoci metody PCR oznaceny rozdilnymi fluorochromy (nejcastéji Cervenym a zelenym).
Takto znacené vzorky DNA hybridizuji s ¢ipem, ktery obsahuje fragmenty genomové DNA
vybranych genti. Po skonceni hybridizace ziskavame jeji vysledek, k tomu se pouziva specialni
pfistroj, ktery umoznuje méfeni intenzity fluorescence hybridizované normalni a genomové
DNA. Zjistuje se rozdil v poméru intenzity Cervené a zelené fluorescence, ktery urcuje
nebalancované zmény v analyzovaném genomu. Signal norméalni i genomové DNA by mél byt
totozny (hodnoty by se mély drzet okolo 0), pokud se u pacienta nenachazi zadné abnormality.
V piipadé patologického vzorku hodnoty vychyli od 0. Pro vyhodnoceni vysledku se pouzivaji

specialni zabudované programy nebo jiné softwarové nastroje. [24]
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Zavedeni aCGH pro klinické vyuziti pomohlo zvysit pocet diagnostikovanych
abnormalit v ramci preimplantaéni genetické diagnostiky. V soucasnosti se array CGH
povazuje za prvni genetickou metodu pouzivanou pro prenatdlni diagnostiku mentalnich
postizeni nebo neurovyvojovych poruch. I piestoze se jedna o velice moderni metodu, nedaji
se pomoci ni detekovat balancované strukturni aberace — inverze. Metoda také neumoziuje
detekovat nové sekvencni variace, protoze k provedeni testu nemame o téchto variacich zadné
mozaiku (<10 % - 20 %). Avsak nespornou vyhodou této metody je, Ze k analyze neni potieba
bunky kultivovat. To celou analyzu zkracuje, ale také je mozné odhalit mozaiku, ktera by

Vv kultivovanych bunikach nemusela byt viditelna z dvodu rstu bézné bunééné linie. [45, 52]

Metoda aCGH se vsoucasné dobé da také vyuzivat pro detekci genetickych
onemocnéni. kterd se zacCala projevovat az v dospélosti jedince (napt. mutace BRCA nebo
Charcot-Marie-Tooth onemocnéni). Detekce onemocnéni v pozdéjSim veéku pacienta
ptedstavuje 1 velké riziko vyskytu tohoto onemocnéni u jeho déti. Je nutné pacienta informovat
o této skutecnosti a nechat podrobit molekularné-genetickému vySetfeni i jeho potomky,

piipadné provést tato vysetieni i pozdé&ji u budouciho plodu pacienta. [45]

PiestoZe se jedna o metodu pomérné drahou, na rozdil naptiklad od karyotypizace, je
povazovana za nejefektivnéjSi metodu pouZivanou vradmci preimplantaéni genetické
diagnostiky, ktera umoznuje odhalovat anomalie plodu viditelné jiz ultrazvukem. Metoda
aCGH je jiz také indikovana u vSech gravidnich Zen S pozitivnim screeningem. Diskutuje se

také o tom, Ze v budoucnosti bude karyotypizace nahrazena pravé aCGH. [45]
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Obrazek 3 Princip metody aCGH. A — Vzorky testované a referenéni DNA jsou oznaéeny
odlisSnymi fluorochromy a nésledné¢ smichany v poméru 1:1. B — Smés testované
areferencni DNA se aplikuje na ¢ip, kde dochazi k hybridizaci. C — Detekce intenzity signalu
pomoci specidlnich softwarovych nastrojii. D — CGH profil, zavislost intenzity fluorescence
jednotlivych sond, kde se zjisStuje pomér intenzity cervené a zelené fluorescence. E — Ptiklad

sondy, kde doslo k ubytku poctu kopii v testovaném vzorku. [51]

4.3.2 SNP ¢ipy (jednonukleotidové polymorfismy)
Metody SNP array nebo také SNP Cipy (single nucleotide polymorphism) se vyuziva

k diagnostice polymorfismii s jednobodovou mutaci. Pomaha nam v karyotypu odhalit
nedetekovatelné submikroskopické zmeény, jako jsou mikrodelece a mikroduplikace, které

mohou mit tzkou souvislost s patologickym ultrazvukovym nalezem. [26]

Stejné jako array CGH (komparativni genomové hybridizace) se d4 SNP array pouZit
pro screening celého genomu, kdy detekuje nebalancované chromozomalni abnormality. Uvadi
se, ze SNP array ma az 1000krat vyssi rozliSovaci schopnosti nez klasicky karyotyp. Zakladnim
vySetfovacim principem SNP array je vyuziti statisticky vybranych konkrétnich SNP
polymorfismi mezi dvéma alelami, které se vyskytuji v genomu kazdého jedince. Jinymi slovy
SNP jsou také mista v genomu charakterizovana substituci jednoho neukleotidu za nukleotid
jiny, napiiklad nukleotid A muze byt nahrazen nukleotidem T, C nebo G. Pokud tato variace
piesahne 1 % Vv populaci, je povazovana za SNP. V opaéném piipadé, tedy nepiekroci-li 1 %
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v populaci, je tato variace povazovana pouze za ojedinélou mutaci. VéEtSina lidskych
monogennich onemocnéni mé ptivod pravé v SNP. V diploidnich buitkach mlizeme rozeznat az

tfi mozné genotypy pro konkrétni SNP, a to homozygotni (AA, BB) nebo heterozygotni (AB).

U heterozygotniho jedince se tedy na kazdém chromozomu (Clovék je diploidni)

vyskytuje jina alela (A nebo B). [25, 26]
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Obrazek 4 Vysledek vySetfeni metodou SNP array — mikrodelece na chromozomu 7 (piipad
¢. 9, tab. 4). Mikrodelece 7q11.23 (okrovy blok) o velikosti 1.4 Mb u plodu se zavaznou
srdecni vadou a vyvojovou asymetrii. Mikrodelece piekryva oblast pro Williamsiv-

Beurentiv syndrom. [26]

Negativem této metody je urCitd ¢asova naro¢nost. Standardni doba vySetfeni byla
priblizn¢ 7 dnti. U fetalnich bunck, které je tfeba kultivovat, se doba vysetieni prodlouzila
0 15-20 dnii. VySetfeni SNP se také neprovadi kazdy den z kapacitnich a ekonomickych
divodi. Dal§im a také hlavnim tskalim pfi pouZiti této metody v prenatalni diagnostice je
omezena moznost korelovat nalezenou mikrodeleci nebo mikroduplikaci s fenotypem. SNP
array byla diive pouzivana jen pro postnatalni diagnostiku, k jejimu rozsifeni na prenatalni
diagnostiku do$lo az pozd¢ji. V ramci postnatalni diagnostiky se metoda vyuziva k vySetieni
psychomotorické retardace nebo stigmatizace. I v dnesni dob¢ je tato metoda prvni volbou pro
postnatalni diagnostiku a v prenatalni diagnostice slouzi spise jako doplitkova a doporucuje se

vysledky ziskané SNP jesté ovéfit pomoci jiné metody, naptiklad FISH nebo aCGH. [26]

Naopak SNP array je velkym pifinosem pro prenatdlni diagnostiku pfi upiesnovani
rozsahu ¢i zavaznosti aberaci vzniklych de novo. Velmi vyuzivana je v ptipadech, kdy je
Vv karyotypu plodu nalezen de novo marker chromozom, tzv. nadpocetny. Jsme schopni rozlisit

marker chromozom podle toho, zda obsahuje kodujici DNA usek, nebo naopak

32



heterochormatinovy nekoédujici materidl, ktery nezptisobuje klinické priznaky u plodu. SNP
nam tak umoziuje jednoduse selektovat embrya, kterd nezdédila postizeny chromozom.
[26, 82]

Tabulka 4 Srovnani diagnostickych moznosti metod vyuzivanych v prenatalni diagnostice
[26]

Metoda ANO NE

aneuploidie, polyploidie mikrodelece
balancované ptestavby (>5 Mb) mikroduplikace

Karyotyp nebalancované ptestavby (>5 Mb) | intrachromozomadlni

amplifikace
mozaiky uniparentalni disomie (UPD)
aneuploidie, polyploidie uniparentalni disomie (UPD)
cilené balancované prestavby
cilené nebalancované piestavby
FISH

mozaiky
cilené nékteré mikrodelece
intrachromozomalni amplifikace
aneuploidie balancované piestavby
mikrodelece malé chromozomalni mozaiky

SNP array mikroduplikace polyploidie
mozaiky (>10 %)
intrachromozomalni amplifikace
uniparentdlni dizomie (UPD)
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Metoda SNP ndm pomaha objasnit pfi¢inu zavaznych ultrazvukovych nalezii a také nam

pomaha urcit osud gravidity, pokud ostatni vySetieni vykazuji normalni vysledky. [26]

4.4 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Jednou z nejpouzivanéjsich a nejznaméjsich molekularnich metod, ktera se v ramci
PGD, ale 1 obecn¢ jakékoliv genetické diagnostiky pouziva, je polymerazova fetézova reakce
(PCR). Metoda byla vyvinuta jiz v 80. letech minulého stoleti a od té doby doslo k jejimu

velkému rozvoji a samoziejmé i k modernizaci. [27]

Polymerazova fetézova reakce vyuziva schopnosti DNA polymerazy syntetizovat nové
vlakno DNA, které bude komplementarni k (nabizenému) pfitomnému templatovému vlaknu.
DNA polymeraza je schopna piidavat nukleotidy pouze na 3° konec (3°-OH skupinu)
vznikajiciho fetézce a ten se prodluzuje jen ve sméru 5°- 3°. K syntéze je nezbytné potiebny
tzv. primer, kratky oligonukleotid, ktery je diky komplementarité prisedly k templatovému
fetézci a jehoz spravnym navrhem omezujeme vyslednou amplifikovanou sekvenci. Nasledné
je DNA polymeraza jiz schopna pfifadit prvni nukleotid (ANTP) dle principu komplementarity.
Takto je mozno vymezit specifickou oblast templatové DNA, kterou chceme amplifikovat
(namnozit). Vysledkem bude nékolikrat namnozena tato specificka sekvence DNA, kdy

ziskame az miliardy kopii (tzv. amplikont). [27, 28]

Reakéni smés obsahuje templatovou DNA, kterd byla izolovana ze vzorku. Dale
synteticky pfipravené primery, kazdy komplementdrni k jednomu fetézci DNA. Smés
nukleotidi dNTP, tzv. deoxyribonukleosidtrifosfaty. Posledni slozkou je DNA polymeraza,
enzym, ktery katalyzuje syntézu DNA. [28, 29]

Samotny prib¢h PCR trva n€kolik minut a za¢ina napipetovanim reakéni smési do malé
PCR zkumavky, kterd se poté vlozi do termocycleru, ve kterém probihaji teplotni cykly. Kazdy
cyklus ma tii faze — denaturace, nasednuti primert (tzv. annealing) a prodluzovani fetézce
DNA. Tyto kroky se lisi teplotou, pii které probihaji. Cyklus se typicky opakuje 25 - 40x za
sebou a do reakce se zafazuje jesté pocatecni denaturace a také zadvérecna polymeracni reakce.

[29]

Pocate¢ni denaturace DNA neboli separace fetézcit DNA mitiZe probihat napt. pii 94 °C
po dobu 2-5 minut. Prvnim opakujicim se krokem je jiz zminéna denaturace, kdy dochazi
Kk rozvolnéni fetézci DNA vlivem vysoké teploty (94-95 °C) po dobu 20-45 sekund. Druhy

krok se oznacuje jako annealing. Pii ném dochazi k nasedani primerd na vlakno DNA podle
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principu komplementarity dusikatych bazi, tento krok probiha uz pfi nizsi teploté, zhruba pfi
50-60 °C, po dobu 30-90 sekund. Poslednim krokem je extension, polymerac¢ni reakce, kdy
se syntetizuje komplementarni fetézec DNA. DNA polymeraza nasedne na primery, a pfipojuje
tak volné nukleotidy (ANTP) k vlaknu DNA, opét podle principu komplementarity dusikatych
bazi. Tato reakce probiha pii 72 °C po dobu 45-90 sekund. Zavére¢na polymeraéni reakce je
poslednim krokem celé metody, dochazi k dosyntetizovani fetézcti opét pii teploté¢ 72 °C po

dobu piiblizné 5 minut. [29]

Vysledny amplifikovany usek DNA lze dale analyzovat. Pro stanoveni velikosti
produktu mizeme pouzit gelovou elektroforézu, ke stanoveni sekvence DNA pouzijeme

sekvenovani nebo se da pouzit i metoda FISH. [29]

Existuje n€kolik variant metody PCR, zejména DOP-PCR (Degenerate oligonucleotide-
primed PCR) neboli PCR s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery. U DOP-PCR se ze
vyssi teploté. Touto metodou se daji amplifikovat rozdiln€ dlouhé fragmenty DNA, bohuzel
problémem této metody je, ze nemuze byt pokryt cely genom a mé také omezenou ucinnost

amplifikace, coZ neni pro dalsi analyzu produktu pftili§ ptiznivé.

Za vylep$enou modifikaci metody PCR se da povazovat I-PEP-PCR (Improved Primer
Extension Preamplification PCR). Pro tuto modifikaci se pouziva koktejl DNA polymeraz
(v€etné tzv. proofreading polymerazy, kterd poskytuje opravnou 3 ‘- 5’ exonukledzovou aktivitu,
Kk chybné zac¢lenénych nukleotidt, které zpomaluji postup Taq DNA polymerazy). Vysledkem

je mnohem uc¢innéjsi amplifikace se zvySenou piesnosti. [30, 31]

Nespornou vyhodou metody PCR je, Ze vyZaduje minimalni mnozstvi DNA. Teoreticky
sta¢i pouze 1 molekula (v praxi samoziejmé vice), ze které jsme schopni ziskat 2" kopii DNA,
kde n je podet cyklt. Tedy pii 30 cyklech jsme schopni ziskat vice nez 10° kopii. Dal3i vyhodou

bude jist¢ i mensi Casova i finan¢ni naro¢nost oproti jinym metodam. [29]

Pribéh reakce 1ze sledovat i on-line, kdy se metoda nazyva real-time PCR nebo také
gPCR (kvantitativni PCR), kdy vznikajici produkt je monitorovan po kazdém cyklu. Metoda
umoziuje nejen kvantifikaci templatové DNA, ale také tzv. genotypizaci — napf. detekci SNP
nebo in/del mutaci, kdy v jedné reakci lze detekovat i vice cilovych sekvenci najednou

(tzv. multiplexni PCR).

35



4.5 Karyomapping

Karyomapping je cytogeneticka metoda, ktera vyuziva SNP cipu (Single Nucleotid
Polymorfism), které¢ v této praci byly jiz zminény, Mendelovské dédicnosti SNP genotypt
rodi¢ii a potomka ¢i jiného blizkého rodinného piislusnika, kdy je schopna identifikovat
informativni lokus pro kazdy ze ¢tyi rodiCovskych haplotypii napii¢ kazdym chromozomem
a nasledn¢ zmapovat dédicnost téchto haplotypti a jejich pozici vSech crossing-overa
u testovaného jedince. Metoda tedy umoziuje nepiimou diagnostiku z jedné buniky pomoci
vazebné analyzy na vSech chromozomech soucasné. Vysledkem je tzv. karyomapa, ktera
se oproti karyotypu vyznacuje tim, Ze je schopna urcit piivod kazdého useku chromozomu,
ktery je unikatni pro kazdého jedince a je definovany nezavislou segregaci rodicovskych

chromozomu. [32, 33]

Prvni, kdo tuto metodu vyuzil, byl v roce 2009 profesor Alan H. Handyside, jeden
z nejvyznamngéjsich prikopnikti PGD. Pomoci této metody se zaméfil hlavné na diagnostiku
monogennich onemocnéni, na mutaci alel transmembranového receptoru pro cystickou fibrozu
(CFTR). Cysticka fibroza je autozomalné recesivni, velice zavazné a Zivot ohrozujici
onemocnéni dychacich cest, a tudiz pouziti karyomappingu pro diagnostiku tohoto onemocnéni
je povazovano za jeden z nejvétSich objevil v ramci preimplanta¢ni genetické diagnostiky.
Karyomapping se stal velmi vyuzivanou metodou, protoze pro diagnostiku potiebujeme mensi
pocet embryi oproti jinym metoddm a také se pomoci ni podatfilo zvysit efektivitu IVF
z pavodnich 50 %, které odpovidaji pivodnim metodam, na cca 69 % ET (embryotransfer).
[32, 33]

Pro analyzu pomoci karyomappingu je potfebny piedchozi odbér trofektodermu,
celogenomova amplifikace metodou MDA (Multiple Displacement Aplification) a nasledna
hybridizace na SNP ¢ipech obsahujici 12 pozic, a to az 300 000 SNP markerti, kde se kazdy
SNP ¢ip nachazi az 19x (pomoci SNP bead array nebo také HumanCytoSNP-12; Illumina, San
Diego, CA). Data ziskana zCipti jsou poté importovana do specidlniho softwaru pro
karyomapping (BlueFuse Multi, Version 4.0; Illumina), ve kterém ziskame vyslednou
»karyomapu®. DuleZité je zde pouZiti referen¢niho vzorku od rodinného pfisluSnika. Vyuziva

se DNA obou rodi¢ti nebo DNA od postizeného ¢lena rodiny. [32, 33, 34]

Pro posouzeni kvality vzorku se pouZziva tzv. hodnota call rate, kterd se rovna poctu
SNP, které jsou ptijemcem AA, AB nebo BB genotypu, déleno celkovym poctem SNP na ¢ipu.
Se vzorky s genomickou DNA byva obvykle call rate >98 %. S produkty MDA z jednotlivych
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blastomer a z vice bunék trofoektodermu byva call rate vyrazné niz$i, a to okolo 75-95 %.
Vzorky, které maji call rate <60 % indikuji poruchu amplifikace a z dal$ich analyz se vyfazuji.

Neékdy se miizeme setkat i s terminem miss call, ktery nas informuje o kontaminaci vzorku cizi

DNA. [35, 36]

Analyza pomoci karyomappingu podle Handysida et al. probiha v nasledujicich péti
krocich:

1. Genotypové kombinace pro kazdy lokus SNP rodi¢t se analyzuji, aby mohl

byt identifikovan informativni lokus.

2. Jako vzor se zvoli genotyp potomka se znamou vrozenou chorobou a nasledné
se tim definuji pfesné pozice vSech crossing-overu na 4 haplotypech obou

rodica.

3. Genotypy vsech sourozeneckych embryi se porovnaji s genotypem vzoru

Vv informativnich heterozygotnich lokusech.

4. Ve sloupcich dojde k zobrazeni kodované karyomapy kazdé otcovské

1 matetské kopie chromozomového paru.

5. Poslednim krokem je porovnani pozic crossing-overi na vSech

chromozomovych parech a nasledné¢ jsou upraveny podle crossing-overl vzoru.

[33]
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Obrazek 5 Dédi¢nost monogennich onemocnéni.
A — Horni fada zobrazuje dva pary rodicovskych
chromozomtli; dolni fada — karyomapa CcCtyf
potomkii, na které je vyobrazena dédi¢nost

monogenniho defektu.

B — Monozomie je detekovd absenci obou

haplotypt

z jednoho rodice.

C — Trizomie, jez zpusobena duplikaci jednoho

chromozomu nebo mitotickou poruchou disjunkce

je samotnym karyomappingem neodhalitelna.

D - Trizomie ze dvou rozdilnych produkti

meidzy. [33]

Karyomapping je univerzalni metodou pro diagnostiku genetickych chorob, a miiZe tak
teoreticky detekovat veskeré znamé dédi¢né mutace. V minulosti se podafilo diky této metodé
jiz detekovat tadu pfevazné monogennich chorob. S prvnim vyuzitim této metody piisel
profesor Handyside et al. k detekci mutace pro cystickou fibrozu. Mezi dal$i vyznamné piiklady
muzeme zatadit vyzkum Dr. Natesana et al., ktefi se zaméfili na detekci mutace pro Pradertv-
Wiliho, Angelmantiv a Smithiv-Lemlitiv-Opitziv syndrom. Védci se zabyvali dale i neméné
dilezitymi chorobami jako, je Huntingtonova chorea, beta-talasemie, Duchennova muskularni
dystrofie, myotonicka dystrofie typu 1, Gaucherova choroba a také zohlednili Peutziv-
Jegherstiv sydrom nebo také Criegleriiv-Najjariv syndrom. A V neposledni fad¢ se vénovali
i detekci genetickych predispozic rakoviny, konkrétné BRCA1 a BRCA2. Také uvetejnili
Clanek, ktery navazuje na tuto praci a veénuje se detekci Marfanova syndromu pomoci

karyomappingu. [34, 37]

V soucasné dobé je karyomapping jednou z nejpouzivanéjSich metod v ramci
preimplantacni genetické diagnostiky. Nejen, Ze pro diagnostiku potfebujeme méné embryi nez

pro nékteré jiné metody, ale jedna se hlavné o vysoce spolehlivou metodu, pomoci niz se da
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detekovat fada genetickych onemocnéni. S postupem c¢asu pribyva mnozstvi onemocnéni, na

jejichz detekei karyomapping miizeme vyuzit.

4.6 NGS (Next Generation Sequencing)

Sekvenovani nové generace (NGS) je povazovano za revoluéni metodu v oblasti
vyzkumu genomu. Na rozdil od jinych metod pouzivanych vramci preimplanta¢niho
genetického testovani umoznuje NGS primou DNA diagnostiku. Jednou z velkych vyhod NGS
je, Ze je stejné jako karyomapping schopna analyzovat v§echny chromozomy najednou. Pomoci
NGS lze sekvenovat lidsky genom ve velmi kratké dob&. V pribéhu jednoho dne Ize provést
analyzu vétSiny dulezitych oblasti genomu (téméf celou kodujici oblast), coz u predchozi
metody sekvenovani tzv. Sangerovy sekvenacéni technologie, nebylo mozné. Nicméné analyza
vzniklych dat je Casové velmi naro¢na, coz metodu samoziejmé prodluzuje. I piesto je mozné

ziskat data viadech dni, coz je nesrovnatelné s klasickym Sangerovym sekvenovanim.

[32, 38, 39]

NGS se zacala komeréné vyuzivat v roce 2005 a jeji ptivodni nazev byl ,massive-
parallel sequencing®, protoze umoznovala sekvenovani vice fetézci DNA soucasné oproti
Sangerové sekvenovani. Piestoze je NGS v dneSni dob€ velmi vyuZzivanou metodou, tak
1 Sangerovo sekvenovani ma zde nezastupitelnou ulohu, protoZze Sangerovo sekvenovani je
povazovano za tzv. zlaty standard, kvili své presnosti. Ob¢€ metody se vyuZzivaji pro genetickou
analyzu genomu, avSak Sangerovo skvenovani je povazovano za nejlepsi metodu pro analyzu
malého poctu vzorkii a konkrétni sekvence nebo malého mnozZstvi sekvenci, nebot’ jedna
analyza trva nékolik hodin, nicméné moderni sekvenatory dokazou analyzovat stovky sekvenci

naraz. Dale se pomoci Sangerova sekvenovani ovétuji vysledky NGS. [40]

Existuje nékolik platforem NGS, které se odliSuji nejen pouzitim jiného typu
sekvendtoru, ale 1 vyuzitim riznych technik ke zjisténi potadi nukleotidii. Jejich spole¢nym
znakem je masivni paralelni sekvenovani milionti malych fragmentii DNA. Spojovani téchto
jednotlivych malych fragmenti je umoZnéno mapovanim lidského genomu pomoci
bioinformatické analyzy. Kazda ze tfi miliard bazi v lidském genomu je sekvenovana vicekrat
a diky tomu je umoznéno dosdahnout velmi piesnych vysledkii a prehlednéjSiho hledani
necekanych variaci v DNA. NGS Ize pouzit k sekvenovani celych genomil riiznych organismil

nebo pouze nékterych ¢asti. [32, 39]

NGS a karyomapping mohou detekovat monogenni i chromozomové onemocnéni

soucasn¢. Karyomapping je vSak metodou nepiimou oproti NGS. Zatimco NGS je schopno
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detekovat mitochondridlni a de novo mutace, karyomapping se soustied’uje na odhalovani

balancovanych translokaci a zjiStovani ptivodu vySetiené mutace. [32, 41, 42]

Podle neékterych dostupnych studii, které srovnavaji vysledky metod aCGH a NGS, jsou
vysledky ziskané metodou NGS shodné s t€émi ziskanymi vySetienim metodou aCGH. Dale
studie ukazuji, ze NGS je vhodnou metodou pro rutinni preimplantacni genetické testovani,
protoze vysledky jsou velmi pfesné a analyza velmi rychla (v zavislosti na rozsahu

analyzovanych sekvenci). [32, 43]

Metoda NGS ma fadu vyhod, které jiz byly zminény vySe, avSak nachazime jich
mnohem vice. Na rozdil od metod microarray u NGS neni primarné vyZadovana znalost
genomu nebo jeho znakd (avSak pro celkové vySetieni pacienta tyto znaky znat musime,
abychom mohli spravné urcit genetické abnormality, jinak bychom lokalizovali pouze mutace,
o kterych nemame dalsi potiebné informace k jejich detekci). Metodou NGS lze tedy provadét

i sekvenovani de novo. Pro analyzu microarray je znalost referen¢ni sekvence nutna.

NGS umoznuje rozlisit jednonukleotidové polymorfismy, rizné varianty alel nebo
alternativné spojené transkripty. Setkdvame se také s dynamictéj$im rozsahem signélu a vyssi
reprodukovatelnosti. V neposledni fadé metody NGS dokazou pracovat i s malym mnoZstvim
vstupniho materidlu, a to je u PGD celkem zésadni, protoze jsme vétSinou nuceni pracovat
pouze s 1-2 buiitkami a vySetifeni neni mozné zopakovat. Naopak pro metody zminéné vyse, je

malé mnozstvi vstupniho materialu velkym uskalim. [44]

Naopak hlavni nevyhodou NGS jsou pocateéni pofizovaci naklady. V klinickém
prostiedi je nutné zavést potiebnou ptistrojovou techniku a také mit dostatecné kvalifikovany
persondl, ktery tuto techniku bude obsluhovat. U metod NGS je dilezit¢ dostatecné dobie
spravovat uloZzisté s analyzovanymi daty, protoZe Casto se V laboratofi nachézi jejich obrovska
mnozstvi, kterd musi byt uchovana pro pozd¢jsi interpretaci. Oproti Sangerové sekvenovani
jsou ndklady na sekvenovani jediné sekvence NGS zanedbatelné (nicmén¢ cena za cely tzv. run
je pomérn¢ vysokd). Nejmodernéjsi platforma NGS je schopna vygenerovat pfiblizn¢ 150
miliont ¢teni za ptiblizn€ £1000 (pro lepsi predstavu tato ¢astka piedstavuje, podle aktudlniho
kurzu k datu 3.5.2022, v piepocétu 29 300 K¢), zatimco 1 ¢teni Sangerovou metodou stoji £1.
Aby byly zachovany tyto nizké provozni naklady na NGS, je nutné zpracovavat velké mnozstvi

vzorki najednou, a to mize prodlouzit dobu analyzy. Nicméné i pies tato negativa jsou metody

NGS v soucasnosti hojn¢ vyuzivany, protoze zlepsuji dosavadni péci o zdravi pacientd. [39]
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5. Nové trendy v diagnostice PGD

Soucasné nejpouzivanéjsi metody Vv preimplantacni genetické diagnostice jsou zejména
ty zalozené na technologii mikroCipt. Pfedevsim array CGH nebo SNP array, které byly
zminény v pfedchozich kapitolach. Novym trendem je vSak zavadéni a velky rozvoj

sekvenovani nové generace (NGS) v ramci této diagnostiky. [60]

Pro monogenné dédi¢né choroby se vyuziva nepiima geneticka diagnostika, napt. PCR,
kde je vSak nutné vySetfeni pacienta, ale 1 jeho rodic¢l nebo i blizkych ptibuznych, pokud
néjakym monogennim onemocnénim trpi. Mimo PCR se také pouziva tzv. karyomappingu,
ktery je vhodny i pro diagnostiku aneuploidii. V souCasnosti se pracuje na rozsifeni vyuZziti

NGS i pro monogenni dédi¢né choroby. [60]

Nejvétsiho rozvoje se v soucasné dobé dockavame u sekvenovani nové generace (NGS).
Metody spadajici pod NGS se dostavaji do popiedi zejména diky svému Sirokému vyuZiti,
mensi ¢asové narocnosti a jsou si také schopny vystacit s malym mnozstvim vychoziho vzorku.
Tyto technologie se oznacuji jako tzv. single-molecule sekvenovani nebo také sekvenovani treti
generace (TGS) a tadi se sem napiiklad metoda SMRT, Nanopore technologies, Helicos

sequencing nebo Multiple displacement amplification.

Single-molecule sekvenovani (SMS) nevyuziva amplifikace DNA pied vlastnim
sekvenovanim. To nam umoziuje zkratit dobu ptipravy DNA, kterd je pomérné nakladna.
Dtlezité je neopomenout, Ze chybovost se diky nevyuzivani amplifikace zna¢né sniZila.
Sekvenovani tfeti generace ndm proto umoznuje piesnou a spolehlivou kvantifikaci DNA

V realnem cCase. [69, 75]
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Obrazek 6 Princip sekvenovani tfeti generace. Sekvenovani tfeti generace vyuziva metody,
které nevyzaduji promyvani vzorku béhem syntézy DNA. A — Technologie Pacific
Biosciences se pouziva pro pfimou syntézu DNA v realném ¢ase. DNA polymeraza se nachazi
na dn¢ ZMW (zero mode waveguide) jamky. Dochézi k navazani bazi, u kterych se méfi
fluorescencni signal pomoci fluorescenéné znaenych fosfonukleotidi. B — Nekteré
spolecnosti se pokouseji sekvenovat DNA pomoci elektronové mikroskopie, kterd ma
podobny princip jako metoda Raveo zobrazena na obrazku. Molekula ssDNA je natazena a
poté zkoumana pomoci STM (scanning tunneling microscope). C — Technologie Oxford
Nanopore se pouziva pro méfeni translokaci nukleotidi odstépenych z molekuly DNA.
ssDNA prochazi pfes poéry v membrané, jeji pohyb je zajiStén pomoci iontid
o rozdilné koncentraci. Na konci ziskavame jednotlivé nukleotidy. D — Spole¢nost IBM
vyvinula technologii DNA tranzistord, které jsou schopny elektronicky detekovat jednotlivé
baze v jedné molekule ssDNA. Molekula ssSDNA prochazi tenkou nanotrubickou tvofenou ze

zlatych a Sedych past fungujicich jako dobry vodi€. [55, 64]
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5.1 Metoda SMRT (single-molecule-real-time)

Metoda SMRT byla vyvinuta firmou Pacific Biosciences a je povazovana za prvni
metodu TGS (third-generation sequencing), ktera umoznuje sledovat replikaci molekuly DNA
pomoci DNA polymerdzy v redlném cCase. Je zaloZzena na detekci aktivity polymerazy
Vv realném Case béhem procesu replikace DNA za vyuziti ¢ty odlisné fluorescencné znacenych
deoxynukleotidii. SMRT je vhodna pro dlouhé a opakujici se sekvence. Udéava se, ze piesnost
této metody je 99,999 %, proto se v soucasnosti také dostava nejvice do poptedi nejen v ramci

PGD. [61, 62]

Pro sledovani aktivity polymerazy se pouziva nanofotonicka struktura, tzv. zero-mode
waveguide (ZMW). ZMW je jamka s velmi malym objemem (2-1072 1) o rozmérech 70x100
nm. Na dné€ této jamky je uchycena imobilizovand DNA polymerdza. Tento maly objem

umoznuje presnou detekei i jediného fluoroforu. [62, 65]

Principem této metody je umisténi DNA polymerazy spole¢né s jednou molekulou
templatu na dno ZMW pomoci biotin/streptavidin interakce. Dno ZMW je nékolik milisekund
prosvécovano paprsky, kdy dochazi k excitaci fluoroforu a to nam umoziuje detekci
jednotlivych nukleotidt (kazdy nukleotid je oznacen jinak barevnym fluoroforem) pii zaclenéni
do vznikajiciho vldkna DNA. Tyto nukleotidy obklopuji DNA polymerazu, ktera se nachazi na
dné¢ ZMW a nésledné difunduji zpét a jamku opoustéji. Laserové paprsky pronikaji pouze
spodni ¢asti ZMW (cca do 30 nm), proto nukleotidy nachazejici se ve vrchni ¢asti jamky nejsou
detekovany. Jestlize se DNA polymeraze podaii detekovat spravny nukleotid, zatadi jej do

rostouciho fetézce DNA. [55]
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Obrazek 7 Princip metody SMRT. [63] A znazoriuje jamku ZMW s DNA polymerazou
a templatem. Jednotlivé nukleotidy se vdzou na DNA polymerazu. Obrazek 7 B poté znazoriuje
oznaceni jednotlivych nukleotidl jinym fluorescen¢nim barvivem (Cervenym, zlutym, zelenym

a modrym). [63]
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Metoda SMRT disponuje fadou potenciondlnich vyhod, avsak stale se jedna o vyvijejici
se metodu, u které se vyskytuji nedostatky. U SMRT i u metody Helicos, ktera bude popsana
nize, se setkdvame s chybami ve ¢teni lidského genomu. Chybovost €asto presahuje i 5 %
a obvykle se jedna o chybné ¢teni inzerci nebo deleci. DalSim omezenim by také mohl byt pocet
ZMW jamek, které bude mozné detekovat najednou. Posledni verze této metody je schopna
detekovat najednou maximalné 75 000 ZMW. [55]

Pfestoze u SMRT nachazime nékolik nedostatkl, predstavuje tato technologie
budoucnost v oblasti TGS. Na rozdil od SGS (single genome sequencing) ziskavame metodou
SMRT jinou formu sekvencnich dat, ktera slouzi k zisku podrobnéjsich informaci o chemické
1 strukturni povaze jednotlivych nukleotidovych sekvenci, a to se povazuje za dalsi nespornou

vyhodu SMRT. [55]

5.2 Sekvenovani Nanopore technologies

Sekvenovani Nanopore je dal§i metodou povazovanou za jednu z nejslibnéjSich
technologii v oblasti sekvenovani nové generace. Technologie byla uvedena na trh v roce 2014
jako levna a rychla alternativa k Sangerové sekvenacni metod€. Nanopdrové sekvenovani se
povazuje za jediné pienosné zafizené pro sekvenovani DNA nebo RNA v redlném case

(okamzity pfistup k vysledkim). [57]

U této metody se setkavame s velmi Sirokym vyuzitim. UmoZiuje nam celogenomové
sekvenovani a cilené sekvenovani. Neni zde nutnd amplifikace DNA pomoci PCR (v zavislosti

na pouzitém kitu). Vyuziva se hlavné k detekci mutaci DNA ¢i RNA. [56]

Pomoci této technologie se také podatilo identifikovat nové druhy rostlin a Zivo€ichii
v ptirodé (pralese, divoéiné apod.). Podobné se daji identifikovat i patogeny Vv polnich

podminkach, napt. v Africe.

M¢éteni je provadéno na priutokové cele (pole se senzory), kterd je vloZena do
piislusného zatizeni pfed kazdou sekvenaci. Kazda pritokova cela miiZze generovat az 30 Gb

sekvenacnich dat.
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Princip metody je nasledovny:

1. Nejprve je nutné provést ptipravu knihovny za pomoci raznych sad. V tomto
kroku dochazi k méfeni koncentrace DNA, fragmentaci DNA (volitelnd),
k opravé koncti (tupé konce) a ligaci adaptéru. Adaptéry interaguji s proteiny na
nanoporu (usnadnuji ptichyceni na vlakna). Nasledné¢ dochazi k zavedeni
procesniho enzymu na 5’ konec jednoho vlakna.

2. Dalsim krokem je nandseni vzorku na priitokovou celu.

3. Ptedposlednim krokem je prichod pérem. Nanopdr neboli umély protein je
zabudovan do elektricky odolné membrany (vyrobené ze syntetického
polymeru). Membrana je ponoifena do iontového roztoku a napti¢ membréanou je
ptivedeno napéti. Pomoci zjisténi charakteristickych zmén proudu je mozné
identifikovat molekulu, kterd iontovy proud pierusila, tedy jednotlivé baze.

4. Analyza dat — pro analyzu dat, jejich zdznam a zpracovani se vyuziva

specialniho softwaru pfistroje. [56]

Spole¢nost Oxford Nanopore Technologies disponuje nékolika variantami zafizeni
urcenych k nanopérovému sekvenovani. Mezi nejvice pouzivané zatizeni patii MinlON, které
vazi méné nez pul kilogramu a jeho pofizovaci cena se pohybuje od 1000$ (pro lepsi pedstavu
tato ¢astka predstavuje, podle aktualniho kurzu k datu 18.5.2022, v piepoctu 23 450 K¢). Diky
jeho velikosti a nizké potizovaci cené je mozné tento piistroj umistit do velkého mnozstvi
laboratofi. Metoda je 1 pomérné ekologicka, a ne piili§ ekonomicky nakladna pro dalsi pouziti,

protoze prutokové cely je mozné opakované pouzit. [56, 58]

V neposledni fadé¢ velkou vyhodou nanopdérového sekvenovani je bezesporu jeho
pfenosnost. Zafizeni bylo jiz vyuZivano naptiklad v horach, v dZzungli, v arktické oblasti nebo

také na mezinarodni vesmirné stanici. [56]
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Obrazek 8 Princip metody Nanopore. A — pfiprava knihovny, B — nanaseni na

pratokovou celu, C — prichod DNA nanopdérem, D — analyza dat. [56]

5.3 Helicos Genetic Analysis System

Technologie Helicos Genetic Analysis System je povazovana za prvni dostupnou
technologii tfeti generace, ktera byla ptredstavena jiz v roce 2003. Je zaloZena na principu
sekvenace syntézou bez piedchozi potieby amplifikace pomoci PCR. Vynechani

amplifikacniho kroku umoznuje zrychleni celého procesu, nizsi cenu a také niz§i chybovost.
[66, 67, 68]

Sekvenace pomoci Helicos metody je zaloZena na zobrazovani jednotlivych molekul
DNA, které jsou pfichycené na plochou desticku. K desti¢ce je nasledné piiddna DNA
polymeraza a jeden ze Ctyt fluorescencné znacenych nukleotidi. Pomoci laserovych paprski
jsme schopni detekovat fluorescencni znac¢ky a pomoci CCD kamery uréit polohové soutadnice
zachycenych fetézcii. Nasleduje promyti, které umoziuje odstranéni fluorescencni znacky.
Cely cyklus se zopakuje jesté¢ 3x, kdy jsou postupné vyuzity vSechny ctyfi fluorescenéné
znacené nukleotidy. [69]

Metoda umozniuje analyzovat az jednu miliardu jednotlivych fragmentli DNA soucasné.
Avsak doba sekvenovani jednoho nukleotidu je celkem dlouha (délka ¢teni max 32 nukleotidi).

Prestoze se diky odstranéni amplifikacniho kroku cena snizila, stale se jedna 0 jednu

z nakladnéjSich metod, u kterych je vysoka potizovaci cena predevsim u reagencii. Stejn¢ jako
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u metody SMRT zustava chybovost stale pomérné vysoka (>5 %). Nejcastéji se setkavame

s chybami ve ¢teni inzerci a deleci, chybovost se objevuje ale i pfi sestavovani celého genomu.
[55]

5.4 Multiple displacement amplification single cell (MDA)

Multiple displacement amplification (MDA) se vyuziva pro sekvenaci velmi malych
mnozstvi DNA. Umoziiuje amplifikovat templaty >0,5 Mbp. Na rozdil od metod, které
vyuzivaji k amplifikaci PCR, je schopna generovat DNA s vys$si molekulovou hmotnosti,
a vykazuje tak i lepsi pokryti genomu. V roce 2004 byly publikovany prvni studie, které
popisovaly metodu MDA s vyuzitim £29 DNA polymerazy. [70, 71]

Proces metody MDA je nasledovny:

1. lzolace jednotlivych bunék z krve nebo tkané. Buriky jsou nasledné umistény do PCR
zkumavek pomoci inverzniho mikroskopu a mikrokapilarniho pipetovaciho systému.

2. Nasleduje lyze a celogenomova amplifikace jednotlivych bunck, kdy nahodné
hexamerni primery hybridizuji s templatem DNA.

3. Phi29 DNA polymeraza (ziskana z bakteriofaga phi29) iniciuje amplifikaci. Dochazi
k syntéze vice kopii z kazdé templatové DNA. Vysledkem jsou dlouhé rozvétvené sité

DNA. [70, 71, 72, 73]

Produkty reakce jsou velmi dlouhé, v rozmezi 12-100 kb, proto se daji vyuzit pro
sekvenovani DNA, napt. pomoci CGH. Cely proces trva 3 hodiny a umoziuje detekovat

1-2 ug DNA z jedné buiiky. [8, 74]

Mezi velké vyhody metody MDA se fadi velmi vysoka kvalita ziskaného materidlu,
kterd umoznuje presnéjsi sekvenaci pomoci NGS, nizké mnozstvi vstupniho materidlu.
Vyznacuje se také minimalni chybovosti. Piesto se v soucasnosti vyvijeji a vyuzivaji metody,
které jsou zaloZzené na MDA, ale jsou jest¢ mnohem piesnéjsi, napt. MIDAS (Microwell
displacement amplification systém) nebo také IMS-MDA (Immunomagnetic separation —

MDA), ktera se vyuziva spise v mikrobiologii. [70, 72]
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6. ZAVER
Za poslednich 20 let bylo vyvinuto mnozstvi novych metod, které nejenze zptesnily

genetickou diagnostiku v PGD, ale nabidly i nové moznosti.

V soucasné dob¢ se stale hojn¢ vyuzivaji etablované metody, jako je real-time PCR,
Sangerovo sekvenovani, hybridizace FISH, pfipadné¢ vysokokapacitni microarray. VSechny
tyto metody maji své vyhody a hodi se pro detekci jinych parametrii. Pro vétSinu laboratoii je

vybér metody zavisly na pfistrojovém vybaveni a dalSich moznostech.

Nicméné pomalu se prosazuji nové vysokokapacitni metody, jako je NGS, kde
se prosazuji metody tfeti generace do bézné diagnostiky. Tyto metody jsou natolik heterogenni,
ze je vzdy nutné je mezi sebou spravné rozliSovat, protoze se metody mezi sebou velmi lisi.
Metody vybirame na zaklad¢ toho, jaké parametry chceme stanovit a jak se vzorky budeme dale
nakladat. Nékteré maji vysokou citlivost (SMRT, MDA) nebo nepouzivaji amplifikaéni metody

(Nanopore), piipadné pracuji s velmi malymi reak¢énimi celami (ZMW) atd.

Tyto metody vyzaduji naprosto novy pfistup, nebot’ generuji obrovska mnozstvi dat,
ktera je nutné vyhodnocovat specializovanym algoritmem, pfipadné v bioinformatice
specializovanym pracovnikem. Vyhodou téchto metod je jejich velka kapacita (jsou schopny

zpracovavat velké mnozstvi vzorkli nebo umoziuji celogenomové sekvenovani).

Metody sekvenovani nové generace jsou s vysokou pravdépodobnosti budoucnosti

nejen PGD diagnostiky a teprve ¢as ukaze, které metody se prosadi nejvice.

Preimplantacni geneticka diagnostika se tak stava nepostradatelnou soucasti umélého
oplodnéni. Postupné pribyva stale vice part, které jsou nuceny podstoupit IVF z divodu

neplodnosti, a da se predpokladat, Ze jejich mnozstvi se bude nadale zvySovat.

Nejvetsi podil na poruchach plodnosti ma vnéjsi prostiedi (ovzdusi, chemické latky
pfidavané do potravin nebo kosmetiky) a také Zivotni styl dneSni populace (nezdrava strava,
alkohol, navykové latky). Velkym a soucasné diskutovanym problémem je také hormonalni
antikoncepce (HA), ktera je pfedepisovana divkam jiz v raném véku a jeji dlouhodobé uzivani
zvySuje neplodnost. | Z tohoto divodu se PGD v ramci IVF provadi, aby se minimalizovala

vlivy.

V Ceské republice existuje pomémé mnoho pracovist, kde se PGD provadi. Od

klasickych rutinnich genetickych laboratotich po specializovana pracovisté, kterd se zaméiuji
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pfevazné na IVF a s nim spojenou PGD. Jednim z nejznaméjsich center 1¢kaiské genetiky

a reprodukéni mediciny je GENNET, které sidli v Praze a nabizi Sirokou $kalu vySetfeni.

Metody pouzivajici se v PGD maji Siroké vyuziti i v postnatalni diagnostice, kde
pomahaji odhalit genetické¢ abnormality jiz u narozenych déti nebo u dospélych lidi. Proto
metody popsané v této praci jsou velkym piinosem pro celou genetickou diagnostiku, kterou

tak jesté posouvaji na mnohem vyssi uroven.

49



7. POUZITA LITERATURA

[1] VAN DER AA, Niels, Masoud Zamani ESTEKI, Joris R VERMEESCH a Thierry VOET.
Preimplantation genetic diagnosis guided by single-cell genomics. Genome Medicine [online].
2013, 5(8) [cit. 2022-05-06]. ISSN 1756-994X. Dostupné z: doi:10.1186/gm475.

[2] PARIKH, FiruzaRajesh, ArundhatiSitaram ATHALYE, NandkishorJagannath NAIK,
DattatrayJayaram NAIK, RupeshRamesh SANAP a ProchiFali MADON. Preimplantation
genetic testing: Its evolution, where are we today?. Journal of Human Reproductive
Sciences [online]. 2018, 11(4) [cit. 2022-05-06]. ISSN 0974-1208. Dostupné z:
d0i:10.4103/jhrs.JHRS_132_18.

[3] BREZINA, P. R, D. S. BREZINA a W. G. KEARNS. Preimplantation genetic
testing. BMJ [online]. 2012, 345(sep18 2), €5908-e5908 [cit. 2022-05-06]. ISSN 1756-1833.
Dostupné z: doi:10.1136/bmj.e5908.

[4] PALERMO, G D, C L O’NEILL, S CHOW, S CHEUNG, A PARRELLA, N PEREIRA a
Z ROSENWAKS. Intracytoplasmic sperm injection: state of the art in
humans. Reproduction [online]. 2017, 154(6), F93-F110 [cit. 2022-05-06]. ISSN 1470-1626.
Dostupné z: doi:10.1530/REP-17-0374.

[6] JIRGE, PadmaRekha. Ovarian reserve tests. Journal of Human Reproductive
Sciences [online]. 2011, 4(3) [cit. 2022-05-06]. ISSN 0974-1208. Dostupné z:
d0i:10.4103/0974-1208.92283.

[7] rov. REZABEK, K. Asistovand reprodukce, s. 13-14.

[8] SPITS, Claudia, Cédric LE CAIGNEC, Martine DE RYCKE, Lindsey VAN HAUTE,
André VAN STEIRTEGHEM, Inge LIEBAERS a Karen SERMON. Whole-genome multiple
displacement amplification from single cells. Nature Protocols [online]. 2006, 1(4), 1965-1970
[cit. 2022-05-07]. ISSN 1754-2189. Dostupné z: doi:10.1038/nprot.2006.326.

[91 PACHECO, Alberto, Arancha BLANCO, Fernando BRONET, Maria CRUZ, Jaime
GARCIA-FERNANDEZ a Juan Antonio GARCIA-VELASCO. Magnetic-Activated Cell
Sorting (MACS): A Useful Sperm-Selection Technique in Cases of High Levels of Sperm DNA
Fragmentation. Journal of Clinical Medicine [online]. 2020, 9(12) [cit. 2022-05-06]. ISSN
2077-0383. Dostupné z: doi:10.3390/jcm9123976.

50



[10] TEIXEIRA, Danielle M, Andre H MIYAGUE, Mariana AP BARBOSA, Paula A
NAVARRO, Nick RAINE-FENNING, Carolina O NASTRI a Wellington P MARTINS.
Regular (ICSI) versus ultra-high magnification (IMSI) sperm selection for assisted
reproduction. Cochrane Database of Systematic Reviews [online]. 2020, 2020(2) [cit. 2022-05-
06]. ISSN 14651858. Dostupné z: doi:10.1002/14651858.CD010167.pub3.

[11] ELIVELD, Jitske, Madelon VAN WELY, Andreas MEISSNER, Sjoerd REPPING, Fulco
VAN DER VEEN a Ans M M VAN PELT. The risk of TESE-induced hypogonadism: a
systematic review and meta-analysis. Human Reproduction Update [online]. 2018, 24(4), 442-
454 [cit. 2022-05-06]. ISSN 1355-4786. Dostupné z: doi:10.1093/humupd/dmy015.

[12] CIOPPI, Francesca, Viktoria ROSTA a Csilla KRAUSZ. Genetics of
Azoospermia. International Journal of Molecular Sciences [online]. 2021, 22(6) [cit. 2022-05-
06]. ISSN 1422-0067. Dostupné z: doi:10.3390/ijms22063264.

[13] LU, Hui, Dongchuan XU, Ping WANG, Wenye SUN, Xinhuai XUE, Yuxin HU, Chunli
XIE a Yanlin MA. RNA-sequencing and bioinformatics analysis of long noncoding RNAs and
MRNAS in the asthenozoospermia. Bioscience Reports [online]. 2020, 40(7) [cit. 2022-05-06].
ISSN 0144-8463. Dostupné z: doi:10.1042/BSR20194041.

[14] IVF Step-by-Step [online]. [cit. 2022-02-28]. Dostupné z:
https://www.urmc.rochester.edu/ob-gyn/fertility-center/services/infertility/ivf/ivf-step-by-

step.aspx.

[15] Preimplantacni geneticka diagnostika (PGD) a screening (PGS) [online]. [cit. 2022-02-
28]. Dostupné z: https://www.natalart.cz/index.php/cs/lecebne-metody/pgd-pgs.

[16] MASTENBROEK, S. a S. REPPING. Preimplantation genetic screening: back to the
future. Human Reproduction [online]. 2014, 29(9), 1846-1850 [cit. 2022-05-06]. ISSN 0268-
1161. Dostupné z: doi:10.1093/humrep/deul63.

[17] KLIKA, CIHAK a Richard JELINEK. Histologie & embryologie [online]. 3. Lékaiskéa
fakulta, 2001.

[18] Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) [online]. Olomouc: LF Upol [cit. 2022-05-06].
Dostupné Z: http://old.If.upol.cz/fileadmin/user upload/LF-
kliniky/hippokrat/Pracoviste/UMTM/01_FISH.pdf.

o1



[19] REDEI, George P. Encyclopedia of Genetics, Genomics, Proteomics, and Informatics. 3rd
Edition. vyd. [s.l.]: Springer, 2008. ISBN 978-1-4020-6753-2.

[20] WysSetieni aneuploidii, mikrodeleci a strukturdlnich zmén chromozomii metodou
FISH [online]. Karlovy Vary: Laborator lékaiské genetiky [cit. 2022-03-01]. Dostupné z:
http://www.genetikakv.cz/fish.html.

[21] TRAVNIK, Pavel. Numerické anomdlie pohlavnich chromozomii [online]. Brno [cit.
2022-03-01]. Dostupné z: https://www.travnik-

brno.cz/genetika/cs/index.php?localpage=loc_heterochrom.php.

[22] SCRIVEN, P.N. a P.M.M. BOSSUYT. Diagnostic accuracy: theoretical models for
preimplantation genetic testing of a single nucleus using the fluorescence in situ hybridization
technique. Human Reproduction [online]. 2010, 25(10), 2622-2628 [cit. 2022-05-06]. ISSN
1460-2350. Dostupné z: doi:10.1093/humrep/deq196.

[23] WEISS, M. M., M. A. HERMSEN, G. A. MEIJER, N. C. VAN GRIEKEN, J. P. BAAK,
E. J. KUIPERS a P. J. VAN DIEST. Comparative genomic hybridisation. Molecular
Pathology [online]. 1999, 52(5), 243-251 [cit. 2022-05-06]. ISSN 1366-8714. Dostupné z:
d0i:10.1136/mp.52.5.243.

[24] Casopis Klinicka onkologie [online]. Praha: Care Comm, 2006 [cit. 2022-03-14]. ISSN
1802-5307. Dostupné z: https://www.linkos.cz/casopis-klinicka-onkologie/2006-12-30-
supplement2/urcovani-nebalancovanych-genovych-zmen-metodou-array-komparativni-

genomove-hybri/.

[25] KUMAR, Parveen, Masoud Zamani ESTEKI, Niels VAN DER AA, Thierry VOET, Karen
SERMON a Stéphane VIVILLE. How to analyze a single blastomere?. SERMON, Karen a
Stéphane VIVILLE, ed. Textbook of Human Reproductive Genetics [online]. Cambridge:
Cambridge University Press, 2014, s. 15-32 [cit. 2022-05-06]. ISBN 9781139236027.
Dostupné z: doi:10.1017/CB0O9781139236027.003.

[26] Aplikace metody SNP array v prenatilni diagnostice. Ceskd gynekologie [online]. Praha,
2011, (4) [cit. 2022-03-17]. Dostupné z: https://www.prolekare.cz/casopisy/ceska-
gynekologie/2011-4-2/aplikace-metody-snp-array-v-prenatalni-diagnostice-36011.

[27] Polymerase Chain Reaction (PCR) [online]. National Library of Medicine [cit. 2022-05-

06]. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techpcr/.

52



[28] DNA polymerazy [online]. Lab Guide [cit. 2022-05-06]. Dostupné z:
https://labguide.cz/reagencie/enzymy/dna-polymerazy/.

[29] PCR (polymerazova fetézova reakce). Molekuldrni biologie [online]. Brno: VFU Brno,
Fakulta veterinarni hygieny a ekologie Ustav biologie a chorob volné Zijicich zvitat [cit. 2022-

05-06]. Dostupné z: https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-pcr&lang=cz.

[30] ARNESON, Nona, Simon HUGHES, Richard HOULSTON a Susan DONE. Whole-
Genome Amplification by Improved Primer Extension Preamplification PCR (I-PEP-
PCR). Cold Spring Harbor Protocols [online]. 2010, 2008(1) [cit. 2022-05-06]. ISSN 1940-
3402. Dostupné z: doi:10.1101/pdb.prot4921.

[31] CHEUNG, Vivian G. a Stanley F. NELSON. Whole genome amplification using a
degenerate oligonucleotide primer allows hundreds of genotypes to be performed on less than
one nanogram of genomic DNA. Proceedings of the National Academy of Sciences [online].
1996, 93(25), 14676-14679 [cit. 2022-05-06]. ISSN 0027-8424. Dostupné z:
doi:10.1073/pnas.93.25.14676.

[32] SIMECKOVA, V. Sou¢asné moznosti preimplantaéniho genetického screeningu a
preimplanta¢ni genetické diagnostiky. Ceskd gynekologie [online]. 2016, (6) [cit. 2022-05-06].
Dostupné  z:  https://www.prolekare.cz/casopisy/ceska-gynekologie/2016-6-7/soucasne-
moznosti-preimplantacniho-genetickeho-screeningu-a-preimplantacni-geneticke-diagnostiky-
59800.

[33] HANDYSIDE, A. H., G. L. HARTON, B. MARIANI, A. R. THORNHILL, N. AFFARA,
M.-A. SHAW a D. K. GRIFFIN. Karyomapping: a universal method for genome wide analysis
of genetic disease based on mapping crossovers between parental haplotypes. Journal of
Medical Genetics [online]. 2010, 47(10), 651-658 [cit. 2022-05-06]. ISSN 0022-2593.
Dostupné z: doi:10.1136/jmg.2009.069971.

[34] NATESAN, Senthilkumar A., Alex J. BLADON, Serdar COSKUN, et al. Genome-wide
karyomapping accurately identifies the inheritance of single-gene defects in human
preimplantation embryos in vitro. Genetics in Medicine [online]. 2014, 16(11), 838-845 [cit.
2022-05-06]. ISSN 10983600. Dostupné z: doi:10.1038/gim.2014.45.

[35] NATESAN, Senthilkumar A., Alex J. BLADON, Serdar COSKUN, et al. Genome-wide

karyomapping accurately identifies the inheritance of single-gene defects in human

53



preimplantation embryos in vitro. Genetics in Medicine [online]. 2014, 16(11), 838-845 [cit.
2022-05-07]. ISSN 10983600. Dostupné z: doi:10.1038/gim.2014.45.

[36] HUENTELMAN, Matthew J, David W CRAIG, Albert D SHIEH, Jason J
CORNEVEAUX, Diane HU-LINCE, John V PEARSON a Dietrich A STEPHAN. SNiPer:
Improved SNP genotype calling for Affymetrix 10K GeneChip microarray data. BMC
Genomics [online]. 2005, 6(1) [cit. 2022-05-07]. ISSN 1471-2164. Dostupné z:
doi:10.1186/1471-2164-6-149.

[37] TIEGS, Ashley W., Brooke HODES-WERTZ, David H. MCCULLOH, Santiago MUNNE
a James A. GRIFO. Discrepant diagnosis rate of array comparative genomic hybridization in
thawed euploid blastocysts. Journal of Assisted Reproduction and Genetics [online].
2016, 33(7), 893-897 [cit. 2022-05-07]. ISSN 1058-0468. Dostupné z: doi:10.1007/s10815-
016-0695-3.

[38] FIORENTINO, Francesco, Anil BIRICIK, Sara BONO, Letizia SPIZZICHINO, Ettore
COTRONEO, Giuliano COTTONE, Felix KOKOCINSKI a Claude-Edouard MICHEL.
Development and validation of a next-generation sequencing—based protocol for 24-
chromosome aneuploidy screening of embryos. Fertility and Sterility [online]. 2014, 101(5),
1375-1382.e2 [cit. 2022-05-07]. ISSN 00150282. Dostupné z:
doi:10.1016/j.fertnstert.2014.01.051.

[39] BEHJATI, Sam a Patrick S TARPEY. What is next generation sequencing?. Archives of
disease in childhood - Education & practice edition [online]. 2013, 98(6), 236-238 [cit. 2022-
05-07]. ISSN 1743-0585. Dostupné z: doi:10.1136/archdischild-2013-304340.

[40] What is Next-Generation Sequencing (NGS)?. ThermoFisher Scientific [online]. [cit.
2022-05-07]. Dostupné z: https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-
science/sequencing/sequencing-learning-center/next-generation-sequencing-information/ngs-

basics/what-is-next-generation-sequencing.html.

[41] HANDYSIDE, Alan H. 24-chromosome copy number analysis: a comparison of available
technologies. Fertility and Sterility [online]. 2013, 100(3), 595-602 [cit. 2022-05-07]. ISSN
00150282. Dostupné z: doi:10.1016/j.fertnstert.2013.07.1965.

[42] VAN DER AA, Niels, Masoud Zamani ESTEKI, Joris R VERMEESCH a Thierry VOET.
Preimplantation genetic diagnosis guided by single-cell genomics. Genome Medicine [online].
2013, 5(8) [cit. 2022-05-07]. ISSN 1756-994X. Dostupné z: doi:10.1186/gm47.

54



[43] LUKASZUK, Krzysztof, Grzegorz JAKIEL, Waldemar KUCZYNSKI, Sebastian
PUKSZTA, Joanna LISS, Lukasz PLOCIENNIK, Aron LUKASZUK a Ewa PASTUSZEK.
Next generation sequencing for preimplantation genetic testing of blastocysts aneuploidies in
women of different ages. Annals of Agricultural and Environmental Medicine [online].
2016, 23(1), 163-166  [cit.  2022-05-07]. ISSN  1232-1966.  Dostupné  z:
doi:10.5604/12321966.1196.

[44] What is Next Generation DNA Sequencing?. EMBL-EBI [online]. [cit. 2022-05-07].

Dostupné z: https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/functional-genomics-ii-common-

technologies-and-data-analysis-methods/next-generation-sequencing/.

[45] FREITAS, Marta, Joel PINTO, Carla RAMALHO a Sofia DORIA. Prenatal diagnosis: the
clinical usefulness of array comparative genomic hybridization. Porto Biomedical
Journal [online]. 2018, 3(2) [cit. 2022-05-07]. ISSN 2444-8664. Dostupné z:
d0i:10.1016/j.pbj.0000000000000013.

[46] EVANGELIDOU, Paola, Angelos ALEXANDROU, Maria MOUTAFI, et al.
Implementation of High Resolution Whole Genome Array CGH in the Prenatal Clinical
Setting: Advantages, Challenges, and Review of the Literature. BioMed Research
International [online]. 2013, 2013, 1-14 [cit. 2022-05-07]. ISSN 2314-6133. Dostupné z:
d0i:10.1155/2013/346762.

[47] Probe. Creative Bioarray [online]. [cit. 2022-05-07]. Dostupné z: https://www.creative-
bioarray.com/products/probe-list-8.htm.

[48] Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) Protocol. Creative Bioarray [online]. [cit.
2022-05-07]. Dostupné z: https://www.creative-bioarray.com/protocol/fluorescence-in-situ-

hybridization-fish-Protocol.htm.

[49] WELLS, Dagan, Tomas ESCUDERO, Brynn LEVY, Kurt HIRSCHHORN, Joy D.A
DELHANTY a Santiago MUNNE. First clinical application of comparative genomic
hybridization and polar body testing for preimplantation genetic diagnosis of
aneuploidy. Fertility and Sterility [online]. 2002, 78(3), 543-549 [cit. 2022-05-07]. ISSN
00150282. Dostupné z: doi:10.1016/S0015-0282(02)03271-5.

[50] BERANEK, Martin. Molekuldrni genetika pro bioanalytiky [online]. Karolinum, 2016
[cit. 2022-05-07]. ISBN 9788024632469.

55



[51] HAINS, David a Andrew SCHWADERER. Genetic Variations in Vesicoureteral Reflux
Sequelae. Pathogens [online]. 2016, 5(1) [cit. 2022-05-07]. ISSN 2076-0817. Dostupné z:
doi:10.3390/pathogens5010014.

[52] MARTENS, Jan-Hening. What are the Pros and Cons of FISH, aCGH and
NGS?. Enzo [online]. [cit. 2022-05-07]. Dostupné z
https://www.enzolifesciences.com/science-center/technotes/2018/september/what-are-the-

pros-and-cons-of-fish-acgh-and-ngs.

[53] Comparative genomic hybridization (CGH). Current Protocols in Human Genetics
Online [online]. 2003 [cit. 2022-05-07]. Dostupné Z:
http://www.geguchadze.com/PDF/protocols/CPonline/Doc/8322-8322.html.

[54] LOBO, Ingrid. Copy Number Variation and Genetic Disease. Nature Education [online].
2008, 1(1) [cit. 2022-05-07]. Dostupné z: https://www.nature.com/scitable/topicpage/copy-
number-variation-and-genetic-disease-911/.

[55] SCHADT, E. E., S. TURNER a A. KASARSKIS. A window into third-generation
sequencing. Human Molecular Genetics [online]. 2010, 19(R2), R227-R240 [cit. 2022-05-07].
ISSN 0964-6906. Dostupné z: doi:10.1093/hmg/ddq416.

[56] PURKRTOVA, Sabina a Milada SUKOVA. Nanopérové sekvenovini MinlION [online].
Praha: Vysoké Skola chemicko-technologickd v Praze, 2019 [cit. 2022-05-07]. Dostupné z:
http://old-
biomikro.vscht.cz/vyuka/mzp/C1_VSCHT_ 2019 066 _Priloha_6.2 PREZENTACE_cesky.pd
f.

[57] RHEE, Minsoung a Mark A. BURNS. Nanopore sequencing technology: research trends
and applications. Trends in Biotechnology [online]. 2006, 24(12), 580-586 [cit. 2022-05-07].
ISSN 01677799. Dostupné z: doi:10.1016/j.tibtech.2006.10.005.

[58] MIiInION. Oxford Nanopore Technologies [online]. [cit. 2022-05-07]. Dostupné z:

https://nanoporetech.com/products/minion.

[60] Doporuceny postup ¢.4: Doporuceni k preimplantacnimu genetickému laboratornimu
vySetieni [online]. Praha 2: Spolec¢nost 1ékatské genetiky, 2014 [cit. 2022-05-07]. Dostupné z:

https://slg.cz/documents/12/doporuceny-postup-preimplantacni-vysetreni.pdf.

56



[61] LOOMIS, Erick W., John S. EID, Paul PELUSO, et al. Sequencing the unsequenceable:
Expanded CGG-repeat alleles of the fragile X gene. Genome Research [online]. 2013, 23(1),
121-128 [cit. 2022-05-07]. ISSN 1088-9051. Dostupné z: doi:10.1101/gr.141705.112.

[62] KORLACH, Jonas. Understanding Accuracy in SMRT® Sequencing. Pacific
Biosciences [online]. 2013 [cit. 2022-05-07]. Dostupné z: https://www.pacb.com/wp-
content/uploads/2015/09/Perspective_UnderstandingAccuracySMRTSequencingl.pdf.

[63] RHOADS, Anthony a Kin Fai AU. PacBio Sequencing and Its Applications. Genomics,
Proteomics & Bioinformatics [online]. 2015, 13(5), 278-289 [cit. 2022-05-07]. ISSN
16720229. Dostupné z: doi:10.1016/j.gpb.2015.08.002.

[64] CHURY, Lukd8 a Zdentk LEHOCKY. Tranzistor z nanotrubitek a z
DNA. Programujte [online]. 2006 [cit. 2022-05-07]. Dostupné Z:
http://programujte.com/clanek/2006012804-tranzistor-z-nanotrubicek-a-z-dna/.

[65] EID, John, Adrian FEHR, Jeremy GRAY, et al. Real-Time DNA Sequencing from Single
Polymerase Molecules. Science [online]. 2009, 323(5910), 133-138 [cit. 2022-05-07]. ISSN
0036-8075. Dostupné z: doi:10.1126/science.1162986.

[66] S, Vismaya. Helicos Sequecing [online]. [cit. 2022-05-07]. Dostupné z:

https://www.slideshare.net/VVismayaS1/helicos-sequencing.

[67] KOUBKOVA, L, B VOITESEK a R VYZULA. Sekvenovani nové generace a moznosti
jeho vyuziti v onkologické praxi: Next Generation Sequencing — Application in Clinical
Practice. Klinicka ~ onkologie [online]. 2014  [cit.  2022-05-07].  Dostupné  z:
https://www.linkos.cz/files/klinicka-onkologie/395/4484.pdf.

[68] BRASLAVSKY, Ido, Benedict HEBERT, Emil KARTALOV a Stephen R. QUAKE.
Sequence information can be obtained from single DNA molecules. Proceedings of the
National Academy of Sciences [online]. 2003, 100(7), 3960-3964 [cit. 2022-05-07]. ISSN
0027-8424. Dostupné z: doi:10.1073/pnas.0230489100.

[69] SCHADT, E. E., S. TURNER a A. KASARSKIS. A window into third-generation
sequencing. Human Molecular Genetics [online]. 2010, 19(R2), R227-R240 [cit. 2022-05-07].
ISSN 0964-6906. Dostupné z: doi:10.1093/hmg/ddq416.

57



[70] MDA/IMS-MDA/MIDAS. lllumina [online]. 2022 [cit. 2022-05-07]. Dostupné z:
https://emea.illumina.com/science/sequencing-method-explorer/kits-and-arrays/mda-ims-

mda-midas.html.

[71] SPITS, Claudia, Cédric LE CAIGNEC, Martine DE RYCKE, Lindsey VAN HAUTE,
André VAN STEIRTEGHEM, Inge LIEBAERS a Karen SERMON. Whole-genome multiple
displacement amplification from single cells. Nature Protocols [online]. 2006, 1(4), 1965-1970
[cit. 2022-05-07]. ISSN 1754-2189. Dostupné z: doi:10.1038/nprot.2006.326.

[72] Jak probiha revoluéni sekvenace genomu z jediné buiiky. BIOGEN [online]. [cit. 2022-05-
07]. Dostupné z: https://biogen.cz/sekvenovani-z-jedne-bunky.

[73] Whole Genome Amplification & Multiple Displacement Amplification. New England
BioLabs, inc. [online]. [cit. 2022-05-07]. Dostupné zZ:
https://international.neb.com/applications/dna-amplification-pcr-and-gpcr/isothermal-

amplification/whole-genome-amplification-and-multiple-displacement-amplification.

[74] LASKEN, Roger S. Single-cell genomic sequencing using Multiple Displacement
Amplification. Current Opinion in Microbiology [online]. 2007, 10(5), 510-516 [cit. 2022-05-
07]. ISSN 13695274. Dostupné z: doi:10.1016/j.mib.2007.08.005.

[75] XUAN, Jiekun, Ying YU, Tao QING, Lei GUO a Leming SHI. Next-generation
sequencing in the clinic: Promises and challenges. Cancer Letters [online]. 2013, 340(2), 284-
295 [cit. 2022-05-07]. ISSN 03043835. Dostupné z: doi:10.1016/j.canlet.2012.11.025.

[76] http VALENTOVA, Zuzana. Laboratorni piirucka [online]. GENNET, 2021 [cit. 2022-
05-18]. Dostupné z: https://www.gennet.cz/cs/file-link/laboratorni-prirucka.pdf.

[77] Laboratorni piirucka laboratore oddéleni lékarské genetiky UL [online]. Usti nad
Labem: GENET [cit. 2022-05-18].

[78] Preimplantac¢ni genetické testovani (PGD). Centrum asistované reprodukce [online].
Brno: MUNI MED [cit. 2022-05-18]. Dostupné z: http://www.ivfbrno.cz/preimplantacni-
geneticke-testovani-pgd/t1035.

[79] ZMUIDINAITE, Raminta, Fady I. SHARARA a Ray K. ILES. Current Advancements in
Noninvasive Profiling of the Embryo Culture Media Secretome. International Journal of
Molecular Sciences [online]. 2021, 22(5) [cit. 2022-05-18]. ISSN 1422-0067. Dostupné z:
d0i:10.3390/ijms22052513.

58



[80] CHEN, Jingbo, Lei JIA, Tingting LI, et al. Diagnostic efficiency of blastocyst culture
medium in noninvasive preimplantation genetic testing. F&S Reports [online]. 2021, 2(1), 88-
94 [cit. 2022-05-18]. ISSN 2666334 1. Dostupné z: doi:10.1016/j.xfre.2020.09.004.

[81] Understanding the Steps of I\VVF. City fertility [online]. 2017 [cit. 2022-05-25]. Dostupné
z: https://www.cityfertility.com.au/understanding-the-steps-of-ivf/.

[82] HARPER, Joyce C. a Gary HARTON. The use of arrays in preimplantation genetic
diagnosis and screening. Fertility and Sterility [online]. 2010, 94(4), 1173-1177 [cit. 2022-05-
25]. ISSN 00150282. Dostupné z: doi:10.1016/j.fertnstert.2010.04.064.

[83] MARVELLI, Antonella, Beatrice CAMPI, Gianfranco MERGNI, et al. Sweat chloride
assay by inductively coupled plasma mass spectrometry: a confirmation test for cystic fibrosis
diagnosis. Analytical and Bioanalytical Chemistry [online]. 2020, 412(25), 6909-6916 [cit.
2022-05-25]. ISSN 1618-2642. Dostupné z: doi:10.1007/s00216-020-02821-3.

[84] KANE, Stefan C., Elissa WILLATS, Sammya BEZERRA MAIA E HOLANDA MOURA,
Jonathan HYETT a Fabricio DA SILVA COSTA. Pre-Implantation Genetic Screening
Techniques: Implications for Clinical Prenatal Diagnosis. Fetal Diagnosis and
Therapy [online]. 2016, 40(4), 241-254 [cit. 2022-05-25]. ISSN 1015-3837. Dostupné z:
doi:10.1159/000449381.

59



