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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zaméfuje na problematiku asistované reprodukce, zejména na
IVF a epigenetiku. V tvodni ¢asti podrobné popisuje jednotlivé faze IVF, vCetné stimulace
vajecnikil, preimplantacniho genetického testovani a kryokonzervace. Nasleduje vysvétleni
epigenetiky, védniho oboru, ktery studuje dédi¢né zmeény v genové expresi bez zmén v samotné
DNA sekvenci. Mezi hlavni epigenetické mechanismy, které stabiln¢ ovliviiuji genomovou
aktivitu prostfednictvim mitozy, patii DNA metylace, histonova metylace a RNA interference.
Prace se také zabyva genomickym imprintem, coZ je proces umlcovani genti pomoci DNA
metylace. V zavére¢né Casti se soustiedi na rizika vzniku imprintovych chyb pfi asistované

reprodukei a nékteré nemoci, které z téchto chyb mohou vyplyvat.
KLICOVA SLOVA

IVF, epigenetika, metylace DNA, genomicky imprint

TITLE

IVF and epigenetics

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on assisted reproduction, in particular on IVF and
epigenetics. In the introductory part it describes in detail the different stages of IVF, including
ovarian stimulation, preimplantation genetic testing and cryopreservation. This is followed by
an explanation of epigenetics, a scientific field that studies heritable changes in gene expression
without changes in the DNA sequence itself. The major epigenetic mechanisms that stably
affect genomic activity through mitosis include DNA methylation, histone methylation, and
RNA interference. This paper also discusses genomic imprinting, which is the process of gene
silencing by DNA methylation. The final section focuses on the risks of imprinting errors in

assisted reproduction and some of the diseases that can result from these errors.
KEYWORDS

IVF, epigenetics, DNA methylation, genomic imprinting



OBSAH

SEZNAM ILUSTRACI A TABULEK .......cooiiuiieeieeeeesesesiesiee e ieeeeeiesaesesseess e ses s isnasnaenes 9
SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK .....cooiiiiriniirisiesssssisssssssssssssssss s 10
UVOD . s 12
1 ASIStOVANA TEPTOAUKCE ..ottt 13
1.1 Prvni dit€ pomoci IVE ..oouviiii e 13
1.1.1 IVF V CeskosloVenskeé republiCe ..........ovvvvieeviieeeeceeeeiee st 13

2 1N VItro TErtilZAtION .......oviviiiiicce e 14
2.1 Stimulace vaJeCniKil........ccoiiiiiiiiiicii 14
2.2 OdDEr VAJICKA ...ttt 14
2.3 OPLOANEN. ...ttt ne e 15
2.4 Preimplantacni genetické teSTOVANT ..........ceeeiiiiiiiiiiiiiesec e 15
2.4.1 Vysetieni monogennich dédi¢nych poruch (PGT-M) ......cccoeiiiiiiiiniiiiicee, 16
2.4.2 Vysetieni aneuploidnich dédi¢nych poruch (PGT-A) .....cccoovveriieiiiiiinieeiee, 16
2.4.3 Vysetieni strukturalnich ptestaveb dédi¢nych poruch (PGT-SR) .......ccceovririnnnne, 17

2.5 ZIANT TN VIETO 1.ttt sttt ettt esab e e s st e e aab e e e abb e e e be e e e beeeenneesnnneens 17
2.6 PTENOS EMDIYI ...eeiiiiiiiiei ettt 18
2.7 KIYOKONZEIVACE ...ttt bbb bbbt 18

S EPIGENETIKA ...t bbb a bbbt 20
L MELYIACE DINA ... oottt e e st e et e et e e e e raeneenes 20
3.1.1 Hypometylace a hypermetylace..........c.cooveiueiieiieiie i 21
3.1.2 DEmMELYIace DINA .. ..ottt bbb 23

L2 MIRNA et b bbb bbb bbbttt 23
3.3 MOdifIKace NISTONIT .....eeiieiiiiiiieiiie e 24

4 GEeNOMICKY TMPIINT ....eiiuiieiiiiieesiie et e e eesr e sme e s e e re e nnn e nnneaneenneeas 26

4.1 IMPIINEOVANE ZEIY ..eovveiuriiiiiitieiieie ittt e b sb e nre e 27



5 Riziko poruch imprintu u déti pocatych pomoci IVF ........cccooiiiiiiiiic, 30

B INEMOC ...t 30
5.1.1 Beckwith-Wiedemanntv SYNdOm...........ccecueiieiieiieiieseese e 33
5.1.2 Silver-Russellilv SYNAIOm..........cccueiuiiieieeieiieseesiesee e e e e e sae e e eeenes 34
5.1.3 Prader-Willi SYNArOmM .........ccoiiiiieii et 34
5.1.4 Angelmantiv SYNATOM ........oiiiiiiiiiieiie s 34



SEZNAM ILUSTRACI A TABULEK

Obrazek 1 Preimplantacni geneticke teStOVANT.........covveiiiiiiiciiicc s 15
Obrazek 2 MEetylace CYLOSINU ........cviiiiiicie ettt te e nne s 20
Obrazek 3 Metylace a demetylace DNA ..o 22
Obrazek 4 ACELYIACE IYSINU.......ooiiiiiieiee e 24
Obrazek 5 Ilustrace matetského a otcovského genomického imprintu.........cccccoevveiieiiiiennn, 26
Obrazek 6 Exprese imprintovanych @entll.........ccccociviiiiiiiiiiiiiiiec e 28

Obrazek 7 Genetické a epigenetické zmény vedouci k Beckwith-Wiedemannovu syndromu
(BWS) a Silver-Russellovu syndromu (SRS) ......cc.oiriiiiiiinieese e 33

Tabulka 1 Shrnuti doporuceni tykajicich se riznych aspektld ET .......ccccoovviiiiiiiiincnenne, 19
Tabulka 2 NEMOCH @ SYNUIrOMY ......cccviiieiieeie ettt et sraesbeebe e sreeneenes 32



SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
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UVOD

Neplodnost je definovana jako neschopnost pocit dité ptirozenou cestou. Diagnostikuje
se jako 1éc¢itelny zdravotni stav, ktery lze fesit zménou zivotniho stylu nebo pomoci metod
asistované reprodukce. V poslednich letech se stile vice vyuziva asistovana reprodukce,
pricemz jednou z nejrozsifenéjSich metod je In vitro fertilizace (IVF). Pfestoze jsou neustale
zavadéna nova vylepsSeni ke zvySeni uspéSnosti 1éCby, existuje riziko vzniku epigenetickych
poruch. Tyto poruchy pfedstavuji zmeény v genové expresi, které nejsou zplisobeny zménou

nukleotidové sekvence DNA.

Tato prace mé za cil predstavit problematiku asistované reprodukce, s diirazem na
podrobny popis jednotlivych krokii metody IVF. Déle se zamétuje na vysvétleni epigenetiky a
na mechanismy, které ji ovliviiuji. Poté se soustiedi na genomicky imprint, upozornuje na rizika
spojenda s poruchami imprintu u déti pocatych touto metodou a shrnuje s tim souvisejici

onemocnéni.
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1 Asistovana reprodukce

Definici neplodnosti je nejméné rok nechranéného pohlavniho styku bez poceti potomka
nebo neschopnosti pocit z disledku nefunkénich reprodukénich schopnosti clovéka, a to
jednotlivce nebo v paru. K jejimu 1é¢eni se pouziva asistovana reprodukce, ktera se provadi
nékolika metodami. Je to bud’ nitrod€lozni inseminace (IUI), kdy se sperma aplikuje pfimo do
délohy, ¢imz je umoznén priunik vétsiho poctu spermii. Patii mezi nejméné invazivni a
nejpfirozenéjSi metody asistované reprodukce. Jako dal§i metoda se pouziva
intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI), pfi niZ se vybrané spermie vtahnou do mikrojehly
a pod mikroskopem jsou vpraveny do cytoplazmy zralého vajicka. Dale je zde proces In vitro
fertilizace, pfi kterém je oocyt vyjmut z téla zeny a az v laboratofi interaguje se spermiemi. Poté
se embryo vrati zpét do téla zeny. Pokud je ovSsem nemozné z néjakého divodu pouzit vlastni

vajicka ¢i spermie, existuje moznost darovaciho programu [1, 2].

1.1 Prvni dité pomoci IVF

Prvni dit€ pocaté IVF metodou se narodilo ve Spojeném kralovstvi manzelim Lesley a
Johnovi Brownovym roku 1978. Jejich dcera Louise Brownova byla pfi narozeni zdrava. Diky

tomuto Gspésnému porodu zacal pocatek nové éry asistované reprodukce [3].

1.1.1 IVF v Ceskoslovenské republice

Pokusy umélého oplodnéni byly neoficialné zapocaty v brnénské nemocnici v 80. letech
minulého stoleti. Pfestoze tento tym nemél dobré podminky, spocivajici v nedostate¢ném
kvalitnim vybaveni, po n€kolika netispéSnych pokusech se jim to podatilo. Pominuli fazi vyvoje
embrya v laboratofi a pfi odebirani neoplozeného vajicka zaroven vnesli spermii s vajickem do
vejcovodu matky. Roku 1982 pfisel cisafskym fezem na svét chlapec, prvni ¢eskoslovenské
dité ze zkumavky. Tento Gspéch jim zafidil dostatecnou finan¢ni podporu a diky tomu bylo

prostfednictvim metody IVF pocato dité, které se narodilo roku 1984 [4].

Pti pokusech o umélé oplodnéni vznikla takzvana Pilkova metoda GIFT. Pti této metodé
je vkladano vajicko i spermie do vejcovodu matky a az poté dojde k oplodnéni. Je pojmenovana
po jednom zkolektivu odbornikl, ktefi pracovali na prvnim umélém oplodnéni

v Ceskoslovensku, a to profesoru Ladislavu Pilkovi [4].
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2 In vitro fertilization

Nejpouzivangj$i metoda pfi asistovaném poceti ditéte se sklada z nésledujicich kroku:
stimulace vajec¢nikli, odbér zralého oocytu, oplodnéni in vitro, pfenos embrya do délohy.
Soucésti tohoto procesu muize byt také preimplantaéni genetické testovani a
intracytoplazmatickd injekce spermie. Pro uchovani vajiek ¢i embryi se pouziva

kryokonzerzace, ktera nam umozni jejich zmrazeni [2, 5].

2.1 Stimulace vaje¢niki

Stimulace vajecnikli je nedilnou soucésti technik ART. Jejim cilem je indikovat
pokracujici vyvoj vice dominantnich folikuli a umoznit dozrani vétSimu poctu oocytli za
ucelem zvySeni Sance na poceti. Tento zplisob zasahu do fyziologickych mechanismi, které
jsou zékladem vybéru jednoho dominantniho folikulu, se obvykle pouziva u normoovula¢nich
zen. Je tfeba jej jasné odlisit od indukce ovulace, jejimz cilem je vyvolat monofolikularni vyvoj
a ovulaci uanovulaénich Zen. Ovaridlni stimulace umoziuje ziskani velkého mnozstvi
komplexti kumulus-oocyt. To umoziuje neefektivni nésledné zrani oocytli, oplodnéni in vitro,
kultivaci embryi, vybér embryi pro pfenos a implantaci. U velké vétSiny pacientek lze prenést
vice embryi a volnd embrya mohou byt kryokonzervovana, aby se umoznila nasledna Sance na
oté¢hotnéni bez nutnosti opakované ovaridlni stimulace a odbéru oocytt. Nyni existuji tfi hlavni
protokoly pro stimulaci vaje¢nikd, a to kratky protokol, dlouhy protokol a protokol
s antagonisty. V prubéhu téchto protokolt se dostavaji injekce, které mohu obsahovat folikuly

stimulujici hormon (FSH), luteiniza¢ni hormon (LH) nebo oba [2, 6, 7].

2.2 Odbér vajicka

V pocatcich se odbér oocytl provadél laparotomii, pozdéji laparoskopii. Dnes se
standardné provadi vaginaln€ pod ultrazvukovou kontrolou v celkové anestezii nebo sedaci pti
védomi. Do kazdého folikulu se transvaginalné zavede jehla, ktera se navadi ultrazvukem a
aspiruje folikularni tekutinu, ktera obvykle obsahuje oocyt. VEétsi pocet ziskanych oocytt (az

15) je spojen s lepsimi vysledky pfti narozeni zivého ditéte [5].

Pted zavedenim transvagindlniho pfistupu pod ultrazvukovou kontrolou se provadély
laparoskopické nebo abdominalni odbéry oocytt. Ackoli z velké ¢asti vypadly z praxe, jsou
prilezitostné pouzivany k ziskani oocytd v pripadé vaginalni ageneze nebo absenci vaje¢niktu

V panvi [5].
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2.3 Oplodnéni

K oplodnéni in vitro dochazi v kultivatnim médiu smichanim oocytii se spermiemi.
Spermie se ziskavaji pomoci vzorku ejakulace nebo chirurgického odbéru v piipadech
obstrukéni azoospermie a izoluji se hustotni centrifugaci a promytim v kultivacnim médiu.
U pacientli s anamnézou selhani oplodnéni nebo s muzskou neplodnosti je zvazovana ICSI,
protoze bylo prokdzano, ze zlepSuje miru oplodnéni. ICSI pouziva jedinou spermii, ktera je
injikovéana ptfimo do cytoplazmy oocytu. Embryologové vybiraji spermie pro ICSI s vyuzitim

morfologickych parametru [5].

Embrya jsou inkubovana bud” do 3. dne (stadium S$tépeni) nebo 5. dne (stadium
blastocysty) pienosu. Pienosy 5. dne jsou castéjsi a maji vyssi Sanci na uspéch. Hodnoceni
vzhledu embryi vice ptedpovida uspéch v den 5 ve stadiu blastocysty spiSe nez v den 2 nebo 3

ve fazi §tépeni, ve kterém jsou embrya pouze ze 4 nebo 8 bungk [5].

2.4 Preimplantacni genetické testovani
Preimplantacni genetické testovani (PGT) je diagnosticky postup, ktery umoziuje
analyzovat embrya v poc¢atecnich fazich vyvoje, coz umoziuje vybér a pfenos zdravych embryi

do délohy matky, a tim sniZzuje riziko pfenosu zavaznych genetickych poruch a zvysuje

Stadium Stépeni

In vitro fertilizace IVF

@
|
i

. / Geneticka analyza

Stadium blastocysty

Obrazek 1 Preimplantacni genetické testovani

Po cyklu asistovaného oplodnéni se provede biopsie a vzorek extrahovanych bunék se poté podrobi

genetické analyze za ucelem urceni, zda je embryo vhodné pro prenos ¢i nikoliv [8].
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pravdépodobnost uspésného tehotenstvi. Navic umoziiuje parim vyhnout se ndro¢nému
rozhodnuti o ukonceni téhotenstvi v pfipadé embryi postizenych zavaznymi genetickymi
poruchami. Techniky PGT jsou dnes Siroce vyuzivany v klinické praxi a zaroven piedstavuji
oblast zna¢ného zajmu, v¢etné komercniho, z hlediska védeckého a technologického vyzkumu.
PGT zahrnuje multidisciplindrni pfistup, protoze je neoddélitelny od technik Iékatsky
asistované reprodukce a umoznuje vysetfovani monogennich dédi¢nych poruch (PGT-M) a

numerickych (PGT-A) a/nebo strukturalnich (PGT-SR) chromozomalnich abnormalit [8].

2.4.1 VySetieni monogennich dédi¢nych poruch (PGT-M)

Cilem testovani PGT-M je zabranit pfenosu embryi postizenych ur¢itou monogenni
chorobou. Toho 1ze dosdhnout pouze vybérem embryi, kterda bud’ nejsou nositeli mutace, nebo
jsou zdravymi pienaSeci (v ptipad¢ recesivnich onemocnéni), jak se mize stdt u pacientd
S pozitivni rodinnou nebo osobni anamnézou monogenniho onemocnéni. To vyZzaduje

predbéznou studii $itou na miru kazdému paru, do které se zapoji rodinni piislusnici [8, 9].

PGT-M vzdy zacina biopsii trofoektodermu, ze které se odebere 5-10 bunék. Odtud se
proces miize rozdélit na cilovou amplifikaci nebo amplifikaci celého genomu. V piipadé cilové
amplifikace lze provést multiplexni PCR, kterd identifikuje jak mutaci, tak genetické markery.
V ptfipadé¢ celogenomové amplifikace jsou na vybér multiplexni PCR, pole
jednonukleotidovych polymorfismti (SNP) nebo technologie sekvenovani nové generace
(NGS). Vsechny tyto techniky jsou zaloZeny na principu haplotypizace, ktera zahrnuje urceni
rizikového haplotypu spojeného s mutaci pozorovanim, jak vybrané informativni markery
segreguji s mutaci. Tento pfistup pomahd urcit, zda embryo zdédilo rizikovou alelu nebo alelu
divokého typu. Jedna se o skute€nou vazebnou analyzu, kterd piekondva omezeni vyplyvajici
z prace s malym mnoZstvim DNA. Proto je béhem preklinického vySetifeni nutné genotypovani
markerti SNP v blizkosti zajmového genu ve vzorcich DNA od péru a rodinnych ptislusniki se

znamym genetickym stavem [8, 9].

2.4.2 VySetieni aneuploidnich dédi¢nych poruch (PGT-A)

PGT-A je indikovan u pard s pokrocilym vékem matky, opakovanym selhanim
implantace a opakovanymi spontdnnimi potraty. Cilem tohoto vySetieni je zjisténi
chromozomové vybavy embrya, a to pfevdzné zjistit numerické chromozomalni abnormality,
jako naptiklad aneuploidii. Tyto poruchy v chromozomové vybavé mohou vést k narozeni
postizeného ditéte nebo potratiim. Vybér nejlepsiho embrya je Casto zaloZzen na morfologickém

hodnoceni, protoze jde o nendkladnou, rychlou a neinvazivni techniku. Tato technika vSak
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navzdory svému rozsifenému pouzivani neni vhodna pro detekci genetickych abnormalit. Aby
se zleps$il pocet zivé narozenych déti ptfi prenosu jediného embrya, vyrazné se rozsifilo
pouzivani preimplanta¢niho genetického testovani na aneuploidii. Aneuploidie, které jsou Casto
disledkem meiotické nedisjunkce, pfi¢emz nejcastéjsi formou je trizomie, vedly k tomu, ze
PGT-A je povazovano za definitivni nastroj pro vybér embryi na zaklad¢ euploidie. Komplexni
povaha PGT-A zahrnuje naro¢né bioptické postupy a naslednou genetickou analyzu. Provadéni
biopsii ve stadiu St€peni mize znamenat riziko vyskytu mensiho mnozstvi embryi, které

dosahnou stadia blastocysty [8, 10].

2.4.3 VySetieni strukturalnich prestaveb dédiénych poruch (PGT-SR)
Preimplantacni genetické testovani strukturdlnich ptestaveb se stalo slibnou technologit
Vv oblasti reproduk¢éni mediciny, kterd umoziuje pariim s chromozomalnimi prestavbami snizit
riziko prenosu genetickych abnormalit na jejich potomky. Mezi nejcastéjsi strukturalni
chromozomalni pfestavby patii inverze, delece a duplikace, ale pfedevsim translokace, které
mohou byt zdédéné nebo se mohou vyskytnout od pocatku. Pfitomnost takovych zmén
vyznamng zvysuje riziko vzniku chromozomalné nevyvazenych embryi, a to bez ohledu na vék

Zeny [8, 11].

Stejné jako u PGT-A byla prvni technikou pouzitou pro PGT-SR FISH se sondami
specifickymi pro dany lokus a rozliSenim pro malé ptestavby <2 Mb. Vyzadovala ptedklinické
vySetieni, byla ¢asov€ 1 financné naro¢nd a nepokryvala vSech 24 chromozomi. Dnes$ni
technologie umoziuje vyhodnotit cely chromozomalni komplement paru a analyzovat tak
chromozomy, které se podileji na nerovnovaze. Pro PGT-SR se pouZzivaji riizné metody, véetné
FISH, aCGH a NGS. Tento typ genetického testovani nevyzaduje preklinické nastaveni a
provadi se prfedevS§im na embryondlnich biopsiich odebranych ve stadiu Stépeni nebo

blastocysty [8, 11].

2.5 Zrani in vitro

In vitro maturace (IVM) je obménou tradi¢niho IVF, kterou lze pouZit u vybranych
pacientek, napfiklad u pacientek s rizikem ovaridlniho hyperstimula¢niho syndromu nebo
u pacientek s rakovinou citlivou na estrogeny, které vyzaduji ¢asové naro¢nou gonadotoxickou
1écbu. Pii IVM se ve fazi od zarodeénych vackli po metafdzi II odebiraji nezralé folikuly
S minimalnim nebo Zzaddnym vystavenim hormonalni stimulaci. Pfi folikuldrni pfipravé se
obvykle kratce aplikuje FSH s podanim hCG nebo bez néj. Odbér a kultivace musi byt upraveny
tak, aby se ziskaly a dozraly nezralé oocyty pied oplozenim. Kandidatky na IVM jsou zeny
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s relativni kontraindikaci k IVF a mély by byt pouceny, Zze mira dosazeni stadia blastocysty je

pii IVM nizsi. Je pravdépodobné, Ze i pocet t€hotenstvi je u této metody nizsi [5, 12].

2.6 Prenos embryi

Pienos embrya je povazovan za kriticky krok v procesu oplodnéni in vitro. Tato
technika prosla pomalym vyvojem, ale pro nékolik 1¢kaiti zlistava tento krok po 1éta praxe
pomérné konzistentni. Samotny postup je relativné kratky. Pro kazdy z pfisluSnych krokt maji
1€kati Casto specifické preference z divodu podlozenych dikazl, nabytych znalosti od mentora,
zkusenosti a individualnich tsp&chii. Usp&snost embryotransferu (ET) je proto statistickym
udajem, ktery vyvolava mezi Iékaii znacnou hrdost, a ktery kliniky Casto sleduji jako ukazatel

kontroly kvality. Zajimavé je, Ze mezi Iékafi existuji vyznamné rozdily ve vysledcich [13].

Ptestoze je postup ET relativné jednoduchy a kréatky, jedna se o kriticky krok v ramci
IVF, ktery miize mit zdsadni vliv na vysledek 1éby. Byla studovana fada riznych technik a
postupi pouzivanych pii ET. Néktera doporué¢eni mutizete najit v Tabulce 1. Pro nékteré z nich
jsou ditkazy spolehlivé, zatimco pro jiné jsou omezené. Nasledujici prehled zahrnuje klinicka

doporuceni pro ET [13].

Po pfenosu embrya se lutealni faze obvykle podporuje progesteronem a estrogenem, aby

se podpofila implantace a pokracovani t¢hotenstvi [5].

2.7 Kryokonzervace

V disledku zdokonaleni ART a zejména vykonnosti kryokonzerva¢nich programi se
V poslednich letech vyrazné roz$ifila praxe zmrazovani oocytli nebo zmrazovani kvalitnich
embryi pro nasledny transfer zmrazenych embryii (FET) v dobg¢, ktera je vhodnéjsi z divodu
prevence ovarialniho hyperstimula¢niho syndromu, zdravotnich problémt, u¢innosti nebo
vhodnosti [14].

V pribchu let se diky rostoucim narokiim na lécbu neplodnosti a zdokonalovani
kryokonzervacnich technik stala strategie "freeze all" uzndvanou a cennou alternativou prenosu
Cerstvych embryi v ramci ART. Dikazy celkové naznacuji, ze vysledky elektivni FET jsou
stejné¢ dobré jako vysledky ptenosu cerstvych embryi v bézné populaci vyZadujici 1éCbu
neplodnosti, a v nékterych populacich lepsi. To z néj €ini atraktivni moznost v fad¢ 1ékaiskych
nebo elektivnich scénaiti, kdy je vyhodné uchovat oocyty nebo embrya a odlozit pfenos embrya

na pozd¢jsi dobu [14].
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Tabulka 1 Shrnuti doporuceni tykajicich se ruznych aspektic ET

Urover ditkazii je klasifikovina takto:

Znamka A: Existuji dobré ditkazy podporujici doporuceni, at uz pro, nebo proti.

Znamka B: Existuji dostatecne ditkazy pro podporu doporuceni, at uz pro, nebo proti.

Znamka C: Diikazy pro doporuceni jsou nedostatecné, at' uz pro, nebo proti [13].

Typ techniky

Doporuceni

Sila diukazu

Bfis$ni ultrazvukové

vedeni

Vaginalni

ultrazvukové vedeni
Odstranéni
cervikalniho hlenu
Typ katétru

Umisténi externiho

katétru

Umisténi embrya

Rychlost injekce

Délka procedury

Rotace katétru

Nacasovani vytazeni

katétru

Bfisni ultrazvukové vedeni béhem ET zlepSuje zivou
porodnost.

Vaginalni ultrazvukové vedeni béhem ET vede k
podobnému klinickému téhotenstvi a porodnosti
jako ultrazvuk bficha, ale muze snizit Uroven
nepohodli.

Odstranéni cervikéalniho hlenu pted ET miize zlepsit
miru porodnosti.

Pouziti mékkych ET katétri zvySuje miru porodnosti
ve srovndni s pevnymi katétry.

Nizka kvalita dikazi naznacuje, ze externi (vodici)
katétr by nemél byt zavadén za vnitini cervikalni os.
Pfi umisténi embrya do délozni dutiny by vzdéalenost
mezi fundem a $pic¢kou katétru méla byt >10 mm.
Neexistuji dostate¢né¢ dikazy pro doporuceni
rychlosti injekce pro vypuzeni embrya.

Existuji protichtidné dikazy o dopadu délky
procedury na vysledek reprodukce.

Existuji protichidné dikazy o vlivu rotace katétru
béhem vytahovani na reprodukéni vysledek.
Okamzité staZzeni katétru neni spojeno s nizsi

klinickou graviditou nebo porodnosti.
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3 Epigenetika

Epigenetika je obor zabyvajici se zménami v genetické expresi, které, oproti mutacim,
nejsou zpusobeny zménami v sekvenci DNA. Tento obor byl objeven v pocatku 40. let
20. stoleti zasluhou britského embryologa Conrada Waddingtona. Piisel na to, Ze interakce
mezi geny a prostiedim ovliviiuji vyvoj a embryologii. Tento zasadni priillom odstartoval
nespocet studii epigenetickych mechanisml. Bylo prokazéno, ze DNA a histony mohou
prochazet chemickymi modifikacemi jako je metylace a acetylace (pouze u histont), které fidi
navijeni DNA kolem histona a urcuji kompakci chromatinu. Témto chemickym modifikacim
se fika epigenetické “znacCky*. Interakce mezi DNA a histony zptsobuji bud’” konformaci
euchromatinu, kde je gen pfistupny a aktivni, nebo konformaci heterochromatinu, kde je gen
nepfistupny a potlaceny. Epigeneticka regulace probiha na tfech tirovnich, na DNA, histonech
a nukleozomech. Epigenetické mechanismy kéduji informace nad ramec sekvence DNA a hraji
rozhodujici roli pfi vyvoji mozku a dlouhodobém ptlisobeni vlivii prostfedi na mozek pied

narozenim a po ném [15, 16, 17].

Mezi tfi hlavni mechanismy epigenetiky patii metylace DNA, modifikace histonll a

regulace RNA. V nasledujicich podkapitolach budou popsany jich funkce [18].

3.1 Metylace DNA

Jiz zminéna metylace DNA je jednim z nejvyznamnéjsich mechanismu epigenetiky, pfi
kterém jsou metylovany cytosinové baze v DNA molekule. Metylace DNA je obvykle
odstranéna béhem tvorby zygoty a poté se v embryu obnovi piiblizné v dobé implantace.
Pievazna ¢ast metylace DNA je nezbytna pro normalni vyvoj a hraje velmi dileZitou roli v fadé

kli¢ovych procesi, vetné genomického imprintingu, inaktivace chromozomu X a potlaceni

NH2 NH2
| SAM-CH, SAM [ CH,
N T S N
H H
Cytosin 5-metylcytosin

Obrazek 2 Metylace cytosinu

Konverze cytosinu na 5-metylcytosin pomoci DNA metyltransferdzy (DNMT). DNMT katalyzuje
prenos metylové skupiny (CH3) z S-adenosylmethioninu (SAM) do polohy 5 uhlikii cytosin [22].
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transkripce a transpozice repetitivnich elementl. V ptipadé dysregulace, ptispiva k nemocem,
jako je rakovina. Je zodpovédna za spravnou regulaci genové exprese a stabilni uml¢eni gent
v bunikach. Spolecné s modifikaci histonii je zasadni pro fungovani genomu zménou
architektury chromatinu. Tato epigeneticka znacka muze ovlivnit, jak jsou geny exprimovany.
V piipadé genomického imprintingu je metylace DNA kli¢ovym mechanismem pro oznaceni
genu bud’ jako paternal nebo maternal alely v zavislosti na ptivodu dané¢ chromozomalni kopie
[18, 19, 20, 21].

Dochazi zde ke kovalentnimu ptidani metylové skupiny obvykle na patou pozici
cytosinu, pii ¢emz napomdha enzym metyltransferdza. Tento enzym je zodpovédny za
vytvofeni a udrZzeni metylového vzorce. K tomuto pifidani dochazi na cytosin-fosfat-
guaninovych (CpG) dinukleotidech, které jsou seskupeny ve vétSich skupinach nazyvanych
CpG ostravky. U naddorovych bun¢k se nemetylované CpG ostrivky meéni na metylované, coz
vede ke ztraté genové exprese. Hypermetylace CpG ostriivki se objevuje na 5' konci regulaéni

oblasti genu (tj. promotor a prvni exon) a mize zpusobit umlceni genu [18, 19, 21, 23, 24].

DNA metyltransferazy (DNMTs) provadéji metylaci DNA a lze je rozdélit do rodin
DNMTI1, DNMT2 a DNMT3. Tyto tii rodiny jsou sice vzdalen¢ ptibuzné, ale predpoklada se,
ze se oddélily od svych spolecnych predki jesté pred rozdélenim zivocisné a rostlinné fise.
Bylo zjisténo, Ze ¢lenové rodin DNMT1 a DNMT3 maji aktivni transmetylazovou aktivitu.
Rodina DNMT3 se zabyva piedevsim vytvarenim novych metyla¢nich vzorci, zatimco rodina

DNMT1 je zodpovédna hlavné za udrzovani téchto vzorcii béhem bunééného déleni [21, 25].

3.1.1 Hypometylace a hypermetylace

Za normalnich fyziologickych okolnosti je metylovano piiblizné 80 % CpG
dinukleotidi mimo promotorové oblasti. Hypometylace, coz je globélni sniZeni metylace DNA,
ma vyznamny funkéni dopad, zejména pokud se vyskytuje v kodujicich oblastech gentli. To
muze vést k alternativnim verzim nebo Urovnim messengerové RNA. Jednim z prvnich
popsanych epigenetickych jevii v nadorech byla globalni hypometylace DNA u pacientli
s rakovinou tlustého stfeva. Tato hypometylace je povazovana za faktor pfispivajici ke
karcinogenezi, protoZe podporuje mitotickou rekombinaci vedouci k delecim, translokacim a
chromozomalnim pfestavbam, znamym jako genomova nestabilita. VétSina DNA v nadorech
je celkové hypometylovana, pticemz dochdzi 1 k hypermetylaci specifické pro jednotlivé geny.

Hypometylace se obecné zvysuje s postupem nadoru. Konkrétné hypometylace repetitivnich
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element DNA, jako jsou SAT2, LINE1 a ALU, se vyskytuje béhem vicefdzového procesu

hepatokarcinogeneze a je spojena s nepiizniveéjsi prognozou [16, 26, 27].

Ptidavani metylovych skupin, ozna¢ované jako hypermetylace, mize cilit na specifické
geny. Hypermetylace CpG ostrovii v promotorové oblasti genu ¢asto vede k jeho umlceni a
ztrat¢ exprese. Tento proces je vyznamny zejména u nadorovych supresorovych gent, kde
hypermetylace funguje jako alternativa k mutacim nebo ztraté alel. Metylové skupiny se vazou
do hlavniho zlabku DNA, ¢imz méni jeji biofyzikalni vlastnosti a ovliviiuji vazbu DNA a
protein. Napfiklad pokud RNA polymerdza nemiize spravné navazat na DNA, dochazi
ke zménam v transkripci DNA do RNA. Béhem mitdzy jsou metylacni vzory pienaseny
Z matefského vlakna DNA na dcefiné pomoci enzymu DNMT1. Hypermetylace geni, které
reguluji bunéény cyklus, opravy DNA, angiogenezi, metabolismus karcinogentl, apoptozu a

bunécné interakce, hraje vyznamnou roli v rozvoji karcinogeneze [16, 28].

DNA methylation DNA demethylation
Cytosine 5'Methyl-cytosine 5-hydroxymethylcytosine 5-formylcytosine 5-carboxylcytosine Cytosine
1 DNMT: 0 NH, TDG, base excision  ww,
S s
CL7y ﬁ Fok Yan Yate -Salls
N ’g & ~)§°
. SAM SAH a-KG succinate DNA a-KG succinate DNA Q- KG succinate DNA !
N
[ve ] / Chromatin repression
DNMT ]— |__HDAC ‘ Deacetylation of histone tails
| sinza ;
\. Transcription OFF [¥ET] 2 Transcription ON
Jadada mmnnn e PLLPQ
= CpG island Gene B CpG island Gene B ——p B CpGisland Gene ]

Q@ Unmethylated CpG 9 methylated CpG | TF | Transcription factors

Obrazek 3 Metylace a demetylace DNA

Metylace promotorové oblasti CpG ostrovii miize ziskat represivni MBD a narusit vazbu transkripcniho
faktoru. Navic metylace CpG miize ziskavat MeCP2 a tedy SIN3A, ktery miize ziskavat enzymy HDAC,
které deacetylazuji histony, a proto kondenzuji chromatin (heterochromatinovy stav). Naopak
demetylace CpG ostrivkii je zprostiedkovana enzymy TET, ¢imz vznika euchromatinovy stav (reakce

transkripce) [29].
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Je dulezité zminit, Ze hypermetylace je také béznym fyziologickym procesem, naptiklad
pti inaktivaci druhého X chromozomu u zen. Dale hypermetylace souvisi se starnutim a
metylace zpusobujici transkripéni represy repetitivnich elementii DNA pfispiva k prevenci

chromozomalni nestability [16].

3.1.2 Demetylace DNA

U savct hraje demetylace DNA také diilezitou roli ve vyvoji a nddorovém bujeni.
Demetylace DNA, k niz dochéazi v primordialnich zarode¢nych buinikach (PGC) a v ranych
embryich, je nezbytna pro navrat bunék do pluripotentniho stavu. Nejvetsi ubytek metylace
Vv PGC je pozorovan v intronech, intergennich oblastech a repeticich, nasleduji exony a poté
promotory. U rakoviny zplsobuje globalni genomovéa hypometylace nestabilitu genomu a
aktivaci onkogenii, coz ovlivituje repetitivni sekvence, imprintované geny, tkanove specifické
geny, onkogeny a geny spojené s invazi a metastazami. Naopak mnoho tumor supresorovych
genl je hypermetylovano a uml¢eno. Demethylaci DNA tidi rodina proteinti TET (TET1, TET2
a TET3), které odstraiiuji methylovou skupinu z 5-mC prostfednictvim riznych oxidacnich
krokt s vyuzitim kofaktoru a-KG. TET proteiny oxiduji 5-mC a katalyzuji jeho pfeménu na
5-hydroxymetylcytosin (5-hmC), coz je relativné stabilni mezistupen a méné nachylny k dalsi
oxidaci ve srovnani s 5-mC. Dal$i oxidace muze vést k tvorbé 5-formylcytosinu (5-fC) a
5-karboxycytosinu (5-caC). Tyto produkty mohou byt excidovany thymin-DNA glykosylazou
(TDG) a nasledné¢ opraveny na nemodifikovany cytosin. [20, 29].

3.2 miRNA

MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekodujici RNA molekuly, které maji délku ptiblizné
18-25 nukleotidii. Hraji klicovou roli jako regulatory genové exprese. Nachdzeji se
v nekodujicich oblastech genomu a mohou byt pfitomny i1 v intronickych nebo exonickych
¢astech genii kodujicich proteiny. U mnohobunécnych organismil se miRNA ucastni prakticky
vSech biologickych procest, v€etné bunécné proliferace a diferenciace, vyvoje, fyziologie a
riznych patologii. Pfedpoklada se, ze miRNA zajist'uji stabilitu embryonalniho vyvoje tim, Ze
tlumi geneticky Sum, zejména za stresovych podminek, coZ pfispiva k fenotypové stabilité.
Na druhou stranu mohou podporovat vznik novych fenotypii modulaci vyvojovych a

fyziologickych drah, coz muze ovlivnit adaptaci, diverzifikaci a speciaci [29, 30, 31].

Umlcovani miRNA je jednim z epigenetickych mechanismi a bylo prokazéano, Ze se

zamétuji na razné cile, véetn€ kodujicich oblasti, 3' UTR, 5' UTR a promotora. Kromé toho se
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ukdzalo, Zze podskupina geni miRNA, znamé jako epi-miRNA, se podili na regulaci gent

kodujicich epigeneticky aparat [30, 31].

Existuje tedy n€kolik epigenetickych konceptii spojenych s miRNA: miRNA mohou
umlcovat nebo aktivovat cilové geny, véetné téch, které koduji epigeneticky aparat, a mohou

byt samy epigeneticky regulovany jako jakykoli jiny gen kodujici protein [30, 31].

3.3 Modifikace histont

Histony jsou globularni proteiny s flexibilnim N-koncem (ocas), ktery vy¢niva
z nukleozomu. Tyto proteiny tvoii zakladni strukturni slozku chromatinu. Existuje nékolik typa
posttransla¢nich modifikaci, které mohou ovlivnit histonové ocasy. Tyto modifikace mohou
ovlivnit interakce mezi DNA a histony, coz vede ke zménam v transkripci gend, opravé DNA,
replikaci DNA, a dokonce i v organizaci chromozomu. Tyto modifikace se odehrdvaji prevazné
na histonovych N-koncovych koncich s vysokymi podily aminokyselin lysinu a argininu. Mezi

nejvice prozkoumané histonové modifikace patii metylace, acetylace (Obrazek 4), fosforylace

a ubikvitinilace [16, 18, 23].

Lysin Acetylovany lysin
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Obrazek 4 Acetylace lysinu

Acetylace a deacetylace histonii. Enzymy zapojené do téchto drah jsou vyznaceny tucné. HAT: histon

acetyltransferdazy, HDAC: histon deacetyldzy [32].
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Jednou z nejlépe prozkoumanych modifikaci histond je acetylace lysinového zbytku.
Obecné je acetylace histonil spojena s transkripéni aktivaci za pfitomnosti enzymu HAT
(histonacetyltransferaza) a deacetylace s transkripéni represi za pfitomnosti HDAC
(histondeacetylazy). Acetylace neutralizuje kladn¢ nabity lysinovy zbytek v histonovém ocasu,
¢imz snizuje pevnost vazby mezi histonovym ocasem a DNA. Tento jev otevird komplex
DNA/histon tak, ze je pfistupny transkripénim faktorim. Acetylovany histon H3 lysin-9
(H3K9ac) a acetylovany histon H3 lysin-27 (H3K27ac) jsou bézné acetylované formy histonu
H3 spojené s otevienym chromatinem a aktivni genovou transkripci. Jsou obohaceny
v aktivnich genoregulacnich oblastech jako jsou promotory a enhancery. Zaroven se podileji na

prenatalnim intrauterinnim programovani [16, 23, 33].

Metylace histonli mize pozitivné nebo negativné ovliviiovat transkripci. Mize také
dochazet ke spolupraci mezi metylaci DNA a modifikacemi histond. Lysinové a argininové
zbytky jsou Casto metylovany. Tyto metylované lysiny jsou nejlépe pochopenymi znackami
histonového kodu, protoze specifické metylované lysiny dobie odpovidaji staviim genové
exprese. Naptiklad metylace lysinu H3K4 a H3K36 koreluje s transkripcni aktivaci, zatimco
demetylace H3K4 koreluje s uml¢enim genomové oblasti. Také H3K4me3 je slibny biomarker
k identifikaci gent, které byly transkripéné aktivni [16, 33].

Vzhledem ke vSem riznym modifikacim a kombinacim zmén je slozitost

chromatinovych modifikaci pozoruhodni a je stale oblasti intenzivniho vyzkumu.
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4 Genomicky imprint

Prvni zminka o genomickém imprintu byla v poloviné 80. let 20. stoleti. Za jeho
objevem stoji Davor Solterem, Azimem Suranim a jejich kolegové. Diky nim byl poskytnut
zaklad pro studium epigenetické dédi¢nosti a epigenetické kontroly genové aktivity a represe

gend, obzvlasté béhem vyvoje [34].

Tato forma genové regulace vede k expresi jedné alely, zatimco druha je potlacena.
Genomicky imprinting je proces umlCovani genti prostfednictvim metylace DNA. Potlacena
alela je metylovana, pficemz aktivni alela je nemetylovana. Tento proces razeni, nazyvany
metylace, je chemicka reakce, ktera ptipojuje malé molekuly zvané metylové skupiny k urcitym
segmentim DNA. Metylace DNA je biochemicky proces rozhodujici pro normalni vyvoj

u vyssich organismu a je to nejdukladnéji prozkoumana epigeneticka znacka. Tento proces je

Imprintované Neimprintované % o
@ @
+ —
Imprint matky Transkripcné aktivni
v X
® ©
+ —
Imprint otce Transkripéné aktivni

— Lokace genu «/ Transkripéné aktivni X Transkrip¢né neaktivni

Obrazek 5 llustrace materského a otcovského genomického imprintu

Pokud je urcity gen imprintovany matersky, je aktivni pouze alela tohoto genu. Podobné, pokud je gen

imprintovany otcovsky, je aktivni pouze alela tohoto genu [35].
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nezbytny pro normalni vyvoj savct. Sav¢i genom obsahuje maly pocet gend, které propadaji
genomickému imprintu. Epigenetické oznaceni, dle rodi¢ovského pivodu, genli udava, ktera
alela je exprimovana, zatimco je druha potlacena. Predpoklada se, ze rodiCovsky otisk je
zasazen do zarodeCné linie, protoze to je okamzik, kdy jsou genomy v odli$nych
kompartmentech a diky tomu je Ize rizné¢ modifikovat. Po poceti dochédzi k celkovému
epigenetickému pfeprogramovani vétSiny gentd, aby se vytvoril epigeneticky ,,Cisty Stit a
umoznila se spravna diferenciace rtiznych specializovanych bunék. Tento proces zahrnuje
celkovou demetylaci DNA v oplodnéném vajicku, po niz nasleduje remetylace, ktera resetuje
genomy rodicl pro spravnou genovou expresi. Béhem vyvoje oplodnéného vajicka jsou geny
ruzn¢ aktivovany a inaktivovany pomoci epigenetickych znacek, coz tidi vyvoj a diferenciaci
riznych bunéénych typil. V této fazi je epigenom plodu nejvice nachylny k vliviim matetského
prostiedi a jakékoliv chyby v signalizaci mohou vést k nepfiznivym fenotypovym vysledkiim.
Mala cast vzorci metylace DNA zlstava transgeneraéné stabilni a unikd normdalnimu
resetovani, ke kterému dochazi pti poceti. Je tieba poznamenat, ze ackoli fada imprintovanych
genl zUstava imprintovana po cely zivot organismu, mnoho gent je imprintovano tkanove nebo
casové specifickym zptisobem. | kdyz se predpoklada, Ze prevazujici tiloha téchto neobvyklych
gend je béhem ristu a vyvoje plodu a placenty, za¢inaji byt uznavany postnatalni role nékterych

z téchto imprintovanych gent [17, 36, 37].

Metylace DNA CpG dinukleotidi v diferencialné metylovanych oblastech (DMR)
slouzi jako epigenetickd znacka (imprint metylace) a funguje jako kontrolni centrum imprinti.
Proces resetovani imprint metylace zahrnuje vymazani imprint v primordidlnich zarode¢nych
bunkach a ziskani novych imprinth specifickych pro pohlavi. Nékteré studie ukazaly, Ze
matefska metylace téchto gent v lidskych oocytech jiz zacala v dospélych nerostoucich
oocytech, ale nebyla zahdjena v neonatalnich oocytech. U muzskych spermii za¢ina imprintova
metylace (H19, Rasgrfl a Gtl2) prenatalné pfed meidzou a je dokoncena béhem pachytenické
faze postnatalni spermatogeneze. Dilezité je, Ze metylace DNA genomického imprintingu je
stanovena pied oplodnénim béhem gametogeneze. Imprinty gamet se udrzuji stabiln¢ v raném

embryu i pies celkové epigenetické preprogramovani [38].

4.1 Imprintované geny

V dnesni dobé bylo jiz piiblizné 90 genli popsano jako imprintované, avSak se
neptedpoklada, ze byly identifikovany vSechny otiSténé geny. Imprintované geny se Casto
vyskytuji ve shlucich o délce ptiblizné 1 Mb, které obsahuji jednu nebo vice oblasti kontroly

imprintingu. ICR ¢asto vykazuji rtizné vzorce metylace DNA v zavislosti na tom, zda je alela
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dédi¢na otcovsky nebo mateisky. Epigenetické znaky specifické pro rodi¢ovskou alelu jsou
dédi¢né pro dcetfiné bunky, ale musi byt resetovany v kazdé nasledujici generaci, aby se
vytvorily specifické otisky rodich. U savci probihaji béhem gametogeneze a casné

embryogeneze dvé hlavni udalosti epigenetického pieprogramovani celého genomu [17, 36].

Imprintované geny hraji klicovou roli nejen v embryondlnim rdstu a vyvoji placenty,
ale také v postnatalni energetické homeostaze a chovani (Obrazek 6). Byly vsak identifikovany
1 Cetné imprintované geny specifické pro placentu, coz naznacuje, Ze pozadavky na

imprintované geny jsou odlisné v embryonalnich a extraembryonalnich liniich [39].
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Obrazek 6 Exprese imprintovanych genii

Zobrazeny jsou otcovské (modré) a materské (Cervené) chromozomy s exprimovanymi alelami
oznacenymi Sipkou. Metylace, znazornéna plnym krouzkem v oblasti kontroly imprintingu (ICR, Zluty
rdmecek), zpiisobuje represi genu A a expresi genu B na otcovské alele. Naopak, absence metylace
(otevieny krouzek v ICR) na materské alele vede k expresi genu A a represi genu B. Gen C je

exprimovadn z obou alel [39].

VétSina znamych imprintovanych gent kéduje proteiny, ostatni koduji neprekladané
transkripty RNA. Dalsi skupinou rodicovskych genomovych otisku, kterou je tieba odlisit od
dobfe charakterizovanych ptikladi monoalelicky exprimovanych genl, jsou metylacni
rodi¢ovské otisky rozptylené po celém genomu, u nichz nebyla prokdzana funkénost nebo
souvislost s konkrétnimi geny. Jako piiklad imprintovaného genového shluku lze uvést shluk

na 15q11-g13, ktery obsahuje fadu transkriptii exprimovanych paternalné i maternalné a je
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pomérné dobie zachovavan mezi savci, at’ uz jde o obsah genti nebo stav imprintu. Tento shluk
byl velmi intenzivné studovan, jelikoz ztrata exprese prostiednictvim genetickych a
epigenetickych mutaci vede ke dvéma odliSnym neurovyvojovym porucham, jako je Prader-

Willsoniv syndrom a Angelamntiv syndrom [17].
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5 Riziko poruch imprintu u déti pocatych pomoci IVF

V poslednich letech byl zaznamenan zvySeny pocet hlaseni vyskytu vzacnych poruch
imprintu spojenych s technologii asistované reprodukce. Zjisténi epigenetickych zmén
na imprintovanych lokusech u ART kojenct bylo spojeno s tim, ze techniky ART mohou
zpusobovat vétsi nachylnost embryi k zisku chyb v imprintu a onemocnéni. Hodnoceni rizik
spojenych s ART neni snadné, protoze pacienti podstupujici ART se mohou 0d bézné populace
demograficky i1 geneticky lisit. Obvykle maji niz$i plodnost, vy$si miru reprodukénich ztrat a
jsou starsi, coz je spojeno s riznymi abnormalitami plodu a novorozence. Tyto matouci faktory
ztézuji hodnoceni a odhad rizika. Rovnéz je obtizné urcit, jakou roli hraji imprintové chyby

Vv piipadnych abnormalitach u déti po¢atych pomoci ART [38, 40].

Postupy ART zahrnuji izolaci, manipulaci a kultivaci gamet a ranych embryi a stimulaci
vaje¢nikt v dob¢, kdy jsou epigenetické znacky v imprintovanych lokusech citlivé na vlivy
prostiedi. Rana embryogeneze je kliCovym obdobim epigenetické regulace a je nachylna
k vliviim prostiedi. Z tohoto diivodu jsou tyto techniky spojeny s vy$$im rizikem vzniku poruch
imprintingu, jako je Beckwith-Wiedemanntiv syndrom (BWS) a Silver-Russelliv syndrom
(SRS). Metody jako IVF a ICSI jsou spojovany se zvySenym rizikem téchto poruch, i kdyz neni
piesné znamo, kdy béhem procesu tyto chyby vznikaji [38, 40].

5.1 Nemoci
Genomicky imprint je klicovym mechanismem nezbytnym pro mnoho aspektti vyvoje,
takZe neni prekvapenim, Ze existuje mnoho piipadii vyvojovych defektli zpusobenych chybami

v imprintu, at’ uz ptirozené nebo béhem lidskych zasaht (Tabulka 2) [25].

U nemocnych lidi je v soucasné dobé spojovano Sest imprintovanych oblasti. Mnoho
z téchto imprintovych poruch nelze vysvétlit absenci pouze jediného genového produktu.
Fenotypova rozmanitost spojend s jednotlivymi syndromy totiZ odpovidéa absenci exprese nebo
chybné expresi vice genti v dané oblasti. Nespravna exprese muze byt zpisobena mutacemi
v imprintovanych genech, metylacnimi defekty v imprintingovych kontrolnich oblastech nebo
jinych regulacnich oblastech, nebo uniparentdlni disomii (UPD), kdy je imprintovana

chromozomalni oblast od jednoho rodi¢e nahrazena stejnou oblasti od druhého rodice [39].

V nékterych piipadech vede nadmérnd exprese paterndlné exprimovanych gent
k onemocnéni, napiiklad na chromozomu 6q24, coz zpusobuje prechodny novorozenecky
diabetes mellitus typu 1. V nékterych piipadech je pfi¢ina - nadmérnd exprese nebo ztrata

exprese - nejasna, jako napiiklad pii otcovské uniparentalni disomii na chromozomu 14q32,
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ktera vede k oblicejovym dysmorfismim a kosternim abnormalitdm v¢etn¢ zvonovitého tvaru

hrudniku a Zeber ve tvaru "vésaku na kabaty" [39, 41, 42].

V jinych ptipadech mlZze nespravna exprese otce nebo matky na stejném genetickém
lokusu zpusobit rizné poruchy. Selhani exprese matetské alely UBE3A na chromozomu
15911.2 vede k Angelmanovu syndromu (AS), ktery se vyznaCuje ataxickymi pohyby,
opozdénym vyvojem, mentalnim postizenim a epilepsii. Naopak selhani exprese otcovskych
alel ve stejné oblasti vede k Prader-Williho syndromu, ktery je charakterizovan hypotonii,
mentalni retardaci, malym vzristem, hypogonadotropnim hypogonadismem, malyma rukama

a nohama a obezitou [39, 43, 44].

Krom¢ toho existuji dvé imprintingové poruchy zplsobené genetickymi nebo
epigenetickymi zménami ve stejné oblasti chromozomu 11, které vedou k opacnym riistovym
fenotyptim. Nékolik genil v této oblasti reguluje rlst a v zavislosti na povaze imprintingové
aberace vedou bud’ k BWS, nebo k SRS. Oba syndromy se projevuji v rtizném rozsahu
od mirného po zavazné onemocnéni, coz naznacuje, ze n€které zmény se vyskytuji pouze
v ¢asti bun€k. Russelltiv-Silveriv syndrom, porucha nedostate¢ného rustu, je zpisoben
nadmérnou expresi matefskych alel a ztratou exprese otcovského genu na chromozomu
11p15.5. Ve stejné oblasti chromozomu 11p15.5 vede nadmérna exprese otcovskych alel a
ztrata exprese matefskych genti k Beckwith-Wiedemannovu syndromu, poruse nadmérného

ristu. Za zminku stoji, Ze SRS muize byt také zpusoben mateiskou UPD pro chromozom 7 [38,
39].
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Tabulka 2 Nemoci a syndromy

Nekteré nemoci a syndromy, které vyplyvaji z problémii s imprintovanymi mechanismy nebo

z chyb v imprintovani genii [25].

Porucha

PostiZené geny

Fenotyp

Angelmantv syndrom

Autismus

Beckwith-
Wiedemanniv syndrom

Rakovina

Paragangliom
Prader-Willi syndrom
Pseudohypoparatyredza

typu IA (Albrightova
dédi¢na osteodystrofie)

Pseudohypoparatyre6za
typu IB

Rettliv syndrom

Silver-Russell syndrom

Piechodny
novorozenecky diabetes

Turnertiv syndrom

Wilmsuv nador

Chromozom 15 — mateiska

kopie,
ztrata imprintu SNRPN

Nezndmy gen vazany na X

(ne vzdy spojen s
imprintem)

Oblast 11p15 — zménéna

exprese IGF2, H19a LIT1

Proménna, napt. IGF2 u
rakoviny plic (ne vzdy
spojena s imprintem
Paternalni

mutace SDHA (PGL1)
aPGL2

Chromozom 15 — otcovska

kopie

Potistény cluster GNAS

Potistény cluster GNAS

MeCP2

Ptipady, které souviseji s

imprintingem —
chromozom 7

Imprintovany gen na 6q24.

Kandidati
jsou ZAC & HYMAI

Uplné nebo ¢astecnd ztrata

druhého X chromozomu

IGF2 ztraci imprint

32

Mentalni retardace, ataxicka chize,
zachvaty, spolecenska dispozice

Naruseny vyvoj feci, problémy se
socialnimi a motorickymi
dovednostmi

Nesestoupla varlata, velky
novorozenec, kiece, defekty biisni
stény

Nédory

Glomus tumory parasympatickych
ganglii hlavné v oblasti hlavy a krku,
byvaji pomalu rostouci a benigni

Nesestouplé testy, mentalni retardace,
maly vzrist, obezita malé ruce a nohy

Odolnost parathormonu, maly vzrist,
kulaty oblicej a kratké kosti na rukou

Rezistence parathormonu
lokalizovana v ledvinovém systému,
zpusobujici hypokalcémii a
hyperfosfatemii

Détska neurovyvojova porucha
postihujici pfedev§im zeny. Ztrata
motorickych funkci a mentélni
retardace

Maly vzrist, nadmérné pocenti,
trojuhelnikovy oblicej, dovnitf
zahnuté 5. prsty a barevné skvrny na
kazi

Zpomaleni rastu a diabetes, které se
vyvinou béhem prvnich 6 mésict
Zivota, ale upravi se do 18 mésict
Postihuje Zeny — nizky vzrist,
socialni problémy a selhavani
vajecnikil

Détsky nador ledviny



5.1.1 Beckwith-Wiedemanniv syndom

Beckwith-Wiedemanniv syndrom (BWS) je nejcastéjSi poruchou imprintingu
s vyskytem 1 na 13 700 zivé narozenych déti, pficemz incidence je stejnd u muzii i zen. BWS
je spojen se ztratou metylace (LOM) v centromerické oblasti ICR2/KCNQIOT1 na matetské
alele nebo se ziskem metylace v telomerické oblasti ICR1/IGF2/H19 na mateiské alele. Tento
druhy epigeneticky defekt je spojen se zvySenym rizikem vzniku nadorid, napiiklad

nefroblastomu [45, 46].

BWS se vyznacuje nadmérnym ristem jak fetdlnim, tak i extraembryonalnim, vcetné
makrosomie, makroglosie, visceromegalie, mezenchymalni dysplazie, placentomegalie a
zvySenym vyskytem embryonalnich nadorii. Nadmérny riist se projevuje béhem fetalniho i

postnatalniho vyvoje [45, 46].
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Obrazek 7 Genetické a epigenetické zmény vedouci k Beckwith-Wiedemannovu syndromu (BWS) a
Silver-Russellovu syndromu (SRS)

(A) Normalni imprinting a metylace v lokusu 11pl5.

(B) Hypometylace v lidském ICR (IC2) v lokusu KCNQI vedouci k BWS.
(C) Hypermetylace v IC1 v lokusu HI19/IGF2 vedouci k BWS.

(D) Hypometylace v IC1 vedouci k RSS [39].
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5.1.2 Silver-Russelliv syndrom

Silver-Russelliv syndrom se vyznacuje zavaznou prenatalni a postnatalni ristovou
retardaci, ktera zahrnuje maly vzrist pii normalni velikosti hlavy, trojahelnikovy oblicej
s vystouplym celem a asymetrii kostry nebo koncetin. Syndrom je také spojen s intrauterinni
rustovou restrikei, nizkou porodni hmotnosti, pomalym postnatdlnim riistem a télesnou
asymetrii. Diagnostika SRS je obzvlasté¢ obtizna, protoze mnoho klinickych ptiznaka je
nespecifickych a zakladni molekularni pficina miize byt identifikovana pouze u 60 % pacienttl.
Nejcastéjs$im mechanismem, uvadénym u 30-60 % pacientll, je ztrata metylace v oblasti
11p15.5 na H19/IGF2. Alternativnim mechanismem je mateiska UPD chromozomu 7, kterd se
vyskytuje u 5-10 % pacienti se SRS. Nicméné, neexistuje zadny konzistentni vzorec, podle

kterého by byly u pacientli se SRS naruseny imprintované geny chromozomu 7 [44, 46].

5.1.3 Prader-Willi syndrom

Jedinci s Prader-Williho syndromem (PWS) vykazuji $irokou $kalu symptomu, véetné
omezené¢ho rastu, potizi s uenim a svalové hypotonie. Tento syndrom, poprvé popsany
Praderem a jeho kolegy v roce 1956, je komplexni neurobehavioralni porucha postihujici vice
systéml téla. Genomické a epigenetické zmény zpisobujici PWS ovliviluji geny na
chromozomu 15q11.2-q13, které jsou exprimovany otcem. Klinické piiznaky PWS byly od té
doby dobfe vymezeny prostiednictvim studii pfirozeného pribéhu onemocnéni. Ptesna
incidence PWS neni znama, ale odhaduje se na 1 ptipad na 15 000-20 000 zivé narozenych
déti. Molekularnim mechanismem PWS je absence gent exprimovanych z otcovské alely na
chromozomu 15g11-q13. Na mateiském chromozomu 15q11-q13 jsou tyto geny strukturalné
neporusené, ale epigeneticky potlacené a transkripéné neaktivni. Tento jedine¢ny molekularni
defekt u PWS predstavuje zajimavou prilezitost pro vyzkum epigenetické terapie, ktera by

mohla reaktivovat expresi potlaéenych gend z matetského chromozomu [43, 44].

Stejna delece na chromozomu 15q11-q13 se také podili na Angelmanoveé syndromu,
tézké neurovyvojove poruse charakterizované hlubokym intelektuélnim postiZenim a epilepsii.
PWS a AS se staly prototypy poruch genomového imprintu u lidi, pficemz u obou poruch je
delece spojena s odlisSnym rodi¢ovskym plvodem. Delece u PWS je otcovského plivodu,

zatimco u AS je mateiského puvodu [43, 44].

5.1.4 Angelmaniiv syndrom
Angelmantiv syndrom (AS) je vazna neurovyvojova porucha, kterd se projevuje

problémy v uéeni, minimalni verbalni komunikaci nebo uplnou absenci fe¢i, ataxii, zachvaty a
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abnormalitami EEG. Vyskytuje se u piiblizné¢ 1 z 15 000 osob. AS je obvykle zpiisoben deleci
na matefském chromozomu 15q11-q13, coz vede k nedostatecné expresi dvou genti, UBE3A a
ATP10C, které jsou normalné ztlumovany z otcovské strany. Vzacné mutace vSak naznacuji,

ze klicovym imprintovanym genem pro Angelmaniv syndrom je UBE3A [44, 47].
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ZAVER

Asistovana reprodukce je stale Castéji vyuzivanou metodou, kterd poméha neplodnym
parim dosahnout téhotenstvi. Jednou z nejrozsifenéjSich metod umélého oplodnéni je In vitro
fertilizace. Tento proces zacina hormonalni stimulaci vajecnikli za ucelem ziskani zralych
oocytl. Poté jsou v laboratofi k t€émto vajicklim piidany spermie, které mohou proniknout bud’
pfirozen€, nebo pomoci specifickych laboratornich technik. Po oplodnéni se provadi biopsie a
vzorek odebranych bunck se podrobi genetické analyze. Tento postup, zndmy jako
preimplantacni genetické testovani, umoziuje vybrat zdravd embrya. Timto testovanim se
zjistuji monogenni dédi¢né poruchy, numerické anebo strukturdlni chromozomalni
abnormality. Na zakladé vysledku testd jsou vhodna oplodnéna vajicka pti embryotransferu

umisténa zpét do délohy zeny.

Epigenetika je obor genetiky, ktery se zaméfuje na studium zmén v genové expresi,
které nejsou piimo zakodovany v DNA sekvenci. Zabyva se tedy pfenosem informaci mezi
generacemi. Klicovymi mechanismy epigenetiky jsou metylace DNA, konkrétné cytosinu, pii
které se cytosin metyluje pomoci DNA metyltransferaz. Modifikace histond je proces, diky
némuz se muze ovlivnit interakce mezi DNA a histony. Piikladem je acetylace lysinu a nasledna
regulace genové exprexe pomoci miRNA. MikroRNA se nachazeji v nekodujicich oblastech
genu a mohou uml¢ovat nebo aktivovat cilové geny (resp. jejich mRNA) nebo mohou byt samy

epigeneticky regulovany.

Genomicky imprinting je proces, pii kterém je jedna alela uml¢ena a druha alela
exprimovana. To je dosazeno metylaci DNA, kterd oznafuje imprintované geny. Tyto
epigenetické modifikace mohou byt pfeprogramovany b&hem gametogeneze a Casné

embryogeneze, coz mize vést ke vzniku chyb.

V posledni dobé se u déti pocatych metodou IVF stale Castéji vyskytuji nemoci spojené
s poruchou imprintu. Existuje mnoho divodd, pro€ jsou tyto déti nachyInéjsi k témto porucham.
Jednim z hlavnich faktori miZze byt skutecnost, ze metody asistované reprodukce zahrnuji
izolaci, manipulaci a kultivaci gamet a ranych embryi. V tomto kritickém obdobi jsou
epigenetické znacky v imprintovanych lokusech velmi citlivé na vlivy prostfedi. Mezi
nejcastejsi poruchy patii Beckwith-Wiedemanniiv syndrom a Silver-Russelltiv syndrom, které
jsou zpusobeny zmeénami ve stejné oblasti chromozomu 11, ale projevuji se rozdilnymi
pfiznaky. Dal§imi poruchami jsou Prader-Williho syndrom a Angelmaniiv syndrom. Tyto maji

stejnou oblast zmén na chromozomu 15q11-13, ale li§i se rodiCovskym plvodem. Dal§im
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z divodi muze byt veék rodich, ktery byva u IVF vyssi coz s sebou nese riziko vzniku

genetickych poruch.

V této praci byl predstaven proces jednotlivych krokii In vitro fertilizace. Dale byly
popsany zaklady epigenetiky, védy zabyvajici se zménami v genové expresi, které nejsou
zpusobeny zménami v sekvenci DNA. Byly vysvétleny jednotlivé mechanismy epigenetiky a
jejich fungovani. Rovnéz byl objasnén pojem genomicky imprint a popsana rizika poruch
imprintu u déti pocatych metodou IVF. Na zavér byla shrnuta néktera onemocnéni spojena

S poruchami imprintu.
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