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1. Uvod

Neplodnost je Svétovou zdravotnickou organizaci
definovana jako nemoc reprodukéniho systému projevujici
se neschopnosti otéhotnét béhem 12 mésich pravidelného,
nechranéného pohlavniho styku'. Jedna se o celosvétovy
problém, ktery se tykd piiblizné 15%  pard
v reprodukénim veéku. Odbornd lécba neplodnosti v sobé
zahrnuje zménu Zzivotniho stylu (napf. redukce hmotnosti,
omezeni koufeni a pfijmu alkoholu), hormonalni terapii,
chirurgicky zakrok (napf. zajisténi prichodnosti vejcovo-
di, odstranéni lozisek endometridzy) a techniky asistované
reprodukce (ART). Spoleénym rysem ART je manipulace
se zarodeCnymi builkami za Uc¢elem piekonani bariéry
délozniho hrdla (nitrod€lozni inseminace), mimotélniho
oplodnéni (kultivace se spermiemi, intracytoplasmatickd
injekce spermie) auchovavani v zamrazeném stavu
(zachovani reprodukénich funkei u pacientl podstupuji-
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cich 1é¢bu cytotoxickymi 1éky, darcovsky program).

Mimoté€lni oplodnéni neboli in vitro fertilizace (IVF)
nosti. Vyznam IVF pro 1écbu neplodnosti 1ze dolozit udé-
lenim Nobelovy ceny za fyziologii a 1ékatstvi v roce 2010
jejimu prikopniku Robertovi Geoffreymu Edwardsovi’.
Cyklus IVF zahrnuje né€kolik kroku, jako jsou hormonalni
stimulace zeny podporujici dozravani vice oocytl
v jednom menstruaénim cyklu, odbér folikularni tekutiny
obsahujici zralé i1 nezralé oocyty, IVF zralych oocytl
a kultivace vzniklych embryi po dobu maximalné 5 dnu.
Casovy ramec vyvoje embrya in vitro je vymezen potie-
bou embrya implantovat se do délozni sliznice. In vitro
embryonalni vyvoj tedy pokryva obdobi vyvoje, ke které-
mu standardné€ dochdzi v pribéhu transportu embrya vej-
covodem do délohy, a v d€loze pied implantaci embrya do
délozni sliznice.

V Ceské republice se rodi vice jak 2 % déti diky IVF,
z toho piiblizn& 16 % jsou dvojéata’. Radové vyssi Cetnost
mnohocetného t¢hotenstvi u pacientek podstupujicich
1écbu pomoci IVF je zplisobena prenosem dvou i vice em-
bryi soucasné¢ do délohy za ucelem zvySeni uspésnosti
otéhotnéni. Mnohocetné téhotenstvi vSak s sebou nese
rizika zavaznych zdravotnich komplikaci pro matku i dité,
jako jsou hypertenze, nizka porodni vaha, vyssi perinatalni
Gmrtnost a pravddpodobnost mozkové obrny”. Dlouhodo-
bym trendem je proto snizit pocet ptrenesenych embryi
a minimalizovat tak rizika spojena s mnohocetnym t€ho-
tenstvim. Diky pokroku v oblasti kultivace embryi a moz-
nosti zamrazeni embryi bez vyrazného ovlivnéni jejich
zivotaschopnosti je mozné zavést pouze jedno embryo do
délohy v jednom menstruac¢nim cyklu. V ptipadé neuchy-
ceni embrya v d€loze nebo samovolného potratu lze
v dal$im menstruaénim cyklu pfenést zamrazené embryo
bez nutnosti podstoupit cely cyklus IVF. Tento pfistup sice
snizuje zdravotni rizika spojena s hormonalni stimulaci
a mnohocetnym téhotenstvim, nicméné otc¢hotnéni muze
predchazet nékolik netspésnych pokusi, které neplodné
pary snazici se o poceti ditéte pocit'uji jak po strance fi-
nanéni, tak emoé&n{’.

Uspé&snost implantace embrya do dglohy lze zvysit
vybérem embrya s nejvy$§im vyvojovym potencidlem.
V soucasnosti je zavedenym zplsobem hodnoceni kvality
embryi stanoveni morfologie pomoci mikroskopie, pfipad-
n¢ stanoveni abnormalit v poc¢tu chromosomi. Morfologic-
ké hodnoceni kvality embryi je standardni metodou vyuzi-
vajici  svételny mikroskop, jehoz nevyhody jsou
v poslednich 10 letech Casto sklofiovany. Pfi sledovani
embrya pod mikroskopem dochazi ke kratkodobé zméné
kultivaénich podminek, béhem vyvoje embrya je ucinéno
pouze nékolik méfeni v intervalech, mezi kterymi se muze
stav embrya né€kolikrdt zménit, a hodnoceni kvality em-
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brya je vyrazné ovlivnéno zkugenosti embryologa®. Nékte-
ré nevyhody eliminovaly techniky umoziujici casosbérné
sniméani mikroskopického obrazu embrya. Jednd se o in-
verzni digitalni mikroskopy umisténé v kultivaéni komote,
které v pravidelnych intervalech automaticky snimaji mi-
kroskopicky obraz embrya. Tim lze ptesnéji sledovat kine-
tiku embryondlniho vyvoje bez zmény kultivacnich pod-
minek. Sebelepsi morfologické a morfokinetické techniky
ale nedokazi zménit skutecnost, ze morfologie je vzdale-
nym obrazem fyziologie a jeji korelace s kvalitou embrya
je znatn& omezend’. Proto se vyvoj orientoval na hledani
biomarkera reprezentujicich kvalitu embrya, a to na vSech
urovnich omickych disciplin.

2. Genomika

Numerické chromosomalni abnormality neboli aneu-
ploidie se povazuji za nejvyznamnéjsi geneticky podminé-
ny faktor ovliviiujici vyvojovy potencidl embrya. Aneu-
ploidie embrya je pozorovana az v 65 % pripadd spontan-
nich potratii v prvnim trimestru téhotenstvi’ a obecné vy-
soka mira incidence aneuploidie u lidi je divodem nizké
uspésnosti pfirozené¢ho rozvinuti t€hotenstvi i u zdravych
plodnych parG vramci jednoho menstrua¢niho cyklu
(~25 %)°®. Spojitost aneuploidie embrya s nizkou Gsp&s-
nosti cyklu IVF byla postulovana zacatkem 80. let
20. stoleti’ a s vyuzitim molekularnich cytogenetickych
metod byla jednoznaéng potvrzena'’.

Vzhledem k tomu, Ze chromosomalni sloZeni buiiky
nema morfologicky zfetelné projevy a chromosomy jsou
exkluzivné intracelularni utvary, pro stanoveni ploidie je
nezbytné piistoupit k biopsii. Biopsie je invazivni proce-
dura, kterd mlZe negativné ovlivnit ndsledny vyvoj em-
brya, av§ak negativni dopad zaleZi na typu biopsie a mnoz-
stvi ziskanych bun¢k. Nejcastéji se provadi biopsie jedné
nebo dvou blastomer u embrya v osmibunécném stadiu
3. den od oplodnéni. I kdyZ jsou blastomery morfologicky
totozné a povazovany za totipotentni, jsou jiz predurceny
k vzniku plodu nebo plodovych obald'’. Klinické studie
ukazaly, Ze biopsii jedné blastomery se snizuje Gspésnost
implantace embrya do délohy o 39 %, u biopsie dvou blas-
tomer o dalsich 40 % (cit.").

Morfologicky rozliSitelné zdrode¢né buiiky se objevu-
ji pfi vzniku blastocysty (5.den od oplodnéni). Biopsii
nékolika bun€k trofoektodermu, jenz je zakladem pro
vznik plodovych obalt, se negativni dopady biopsie na
nasledny vyvoj embrya vyrazné snizuji. Minimalni dopad
na vyvoj embrya maji také biopsie polarnich télisek sekun-
darniho oocytu nebo zygoty, které obsahuji geneticky ma-
teridl vylouceny z oocytu pii 1. a 2. meiotickém déleni
v pribéhu zrani primarniho oocytu, resp. fertilizaci sekun-
darniho oocytu. Stanovenim chromosomalniho sloZeni
polarnich télisek lze vSak odhalit aneuploidii vzniklou
pouze bdhem meiotického déleni (~60 % piipada)'.

Ve vétsing piipadi se biopsii ziska pouze jedna bun-
ka, tudiz genetickd analyza je komplikovana malym mnoz-
stvim DNA, chromosomalni mozaikou a fazi buné¢ného
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cyklu, které v piipadé diagnostiky populace bun¢k nemaji
takovy vyznam. Klasické stanoveni karyotypu buiiky, jez
je zalozeno na piipraveé preparatu chromosomu ve stadiu
metafdze a jejich ndsledném barveni, nelze spolehlive vyu-
zit k diagnostice karyotypu embrya. VétSina ziskanych
blastomer je ve stadiu interfaze a pfipravé kvalitniho meta-
fazového chromosomalniho preparatu brani vysoka kon-
centrace glykogenu piitomna v zarodeénych buiikach’'".

2.1. Fluorescencni in situ hybridizace

Prvni UspéS$nd metoda umoZziujici stanoveni aneu-
ploidie lidskych embryi vyuzivala principu fluorescen¢ni
in situ hybridizace (FISH)". Metoda FISH je zaloZena na
hybridizaci komplementarniho, fluorescencné znaceného
oligonukleotidu na chromosomalni preparat. Hybridizace
probiha i na chromosomech ve stadiu interfaze, a kromé
stanoveni ploidie se vyuziva také k diagnostice geneticky
podminénych nemoci. Vyjma naro¢né piipravy vzorku
DNA je metoda FISH limitovana omezenym poctem spek-
traln€ odlisnych fluoroford vhodnych ke znaceni oligonuk-
leotidli. Rzné oligonukleotidy znacené stejnym fluorofo-
rem lze pouzit pfi vymyti pfedchoziho oligonukleotidu, ale
spravnost stanoveni s kazdym hybridizacnim cyklem klesa
v dtisledku denaturace DNA’.

Prestoze se metoda FISH pouziva v klinické praxi
20 let, posledni studie poukazuji na technické nedostatky
této metody. Metodou FISH se standardné sleduje
5 chromosomil s nejvy$si frekvenci aneuploidie, diky
cemuz lze zachytit aneuploidii jen u 22 % aneuploidnich
bunék'’. Ptiprava chromosomalniho preparatu se nezdafi
priblizn€ v 10 % pokusti a spravnost hybridizace se pohy-
buje v rozmezi 92-99 % pro kazdy typ znaceného oligo-
nukleotidu. Vyznamnym jevem ovliviiujicim spravnost
ur¢eni aneuploidie je vysoka frekvence chromosomalni
mozaiky (stav, kdy nékteré blastomery jsou euploidni, jiné
aneuploidni v jednom embryu) u embryi ve stadiu ryhova-
ni (~50 %)" a k netispéchu metody FISH je nutné piigist
1 negativni dopad biopsie blastomer. Objektivni nedostatky
metody FISH potvrdily i klinické studie, které vyvratily
pfinos stanoveni aneuploidie pomoci této metody u pacien-
tek s dobrou prognézou'. U pacientek s vyssi frekvenci
aneuploidie (v€k >35 let) dokonce snizuje pravdépodob-
nost donoseni plodu o 30 % (cit.'*).

Nové metody genetické diagnostiky by proto mély
sledovat vSech 23 parti chromosomu a idealné zvladnout
stanoveni ploidie v ¢ase umoziujicim soucasné biopsii
bun¢k trofoektodermu u embrya ve stadiu blastocysty
a implantaci euploidniho embrya vramci stejného men-
struacniho cyklu. Biopsii trofoektodermu se nejen snizuji
negativni dopady biopsie, ale embryo ve stadiu blastocysty
vykazuje také niz8i miru chromosomalni mozaiky'®.

2.2. Komparativni genomova hybridizace
Prvni metodou umoznujici stanoveni vSech 23 parQ

chromosom (22 autosomalnich, X a Y) u lidskych embryi
byla metafazova komparativni genomova hybridizace



Chem. Listy /71, 551-558 (2017)

(mCGH)®. Zakladem metody mCGH je fragmentace DNA
vzorku a oznaceni vzniklych fragmentl typicky zelenym
fluoroforem (fluorescein). Paralelné je pfipraven referenc-
ni vzorek DNA chromosomalné zdravého jedince, jenz je
oznacen typicky Cervenym fluoroforem (rhodamin). Ozna-
¢ené fragmenty vzorku a referencniho vzorku se smichaji
anechaji se hybridizovat na metafdzovém chromosomal-
nim preparatu zdravého jedince. Pomér zelené a Cervené
fluorescence pak urcuje relativni zisk nebo ztratu chro-
mosomu’. Metoda mCGH byla ptivodn& vyvinuta ke stu-
diu nadorovych bunégk, u kterych Ize pomérné snadno zis-
kat vétsi mnozstvi DNA. Minimalni mnozstvi DNA po-
ttebné ke spolehlivému urceni aneuploidie pomoci mCGH
se pohybuje okolo 1 pg, zatimco mnozstvi DNA v jedné
buice je priblizné 5-10pg. Pro zavedeni mCGH
k diagnostice lidskych embryi bylo nutné prvné vyftesit
otazku amplifikace DNA celého genomu (WGA). Prvni
uspésné pouzitou metodou WGA byla polymerazova feté-
zové reakce (PCR) s vyuzitim degenerovanych oligonukle-
otidovych primert®.

Sirsimu uplatnéni mCGH v klinické praxi branila
dlouha doba hybridizace (~3 dny), ktera kolidovala
s Casovym ramcem in vitro vyvoje embrya. Bylo proto
nutné vyvinou Setrnou metodu zamrazovani embryi a pro-
vadét implantaci embryi do dé€lohy v nasledujicim men-
struaénim cyklu. Upravou metody mCGH bylo docileno
zkraceni celkové doby stanoveni na 12 hodin, avsak do
klinické praxe se rozsifila alternativni metoda CGH vyuzi-
vajici hybridizace na DNA ¢ipech (aCGH). Princip meto-
dy aCGH je stejny jako u mCGH, k hybridizaci znac¢enych
fragmentt. DNA  vSak slouzi podlozni sklicko
s navazanymi fragmenty chromosomu nebo oligonukleoti-
dd, nikoli metafazovy chromosomalni preparat. Jelikoz
konkrétni DNA sekvence nejsou na ¢ipu rozmistény na-
hodné, ale v definované mfizce, vyhodnoceni lze snadno
automatizovat'>.

2.3. Jednonukleotidovy polymorfismus

Jing forma hybridizacnich DNA ¢ipti je zaloZena na
detekci jednonukleotidovych polymorfismid (SNP). SNP
jsou odchylky v sekvenci usekd DNA v jedné bazi, které
se v populaci vyskytuji s Cetnosti >1 %. V lidské populaci
se nachazi priblizné 40 milion SNP, diky cemuz lze sta-
novenim SNP jednozna¢né identifikovat jedince, diagnos-
tikovat geneticky podminéné nemoci a stanovit ploidii
bunék. Postup stanoveni aneuploidie u lidskych embryi se
lisi oproti mCGH/aCGH v tom, Ze vzorek i referencni
vzorek jsou znaceny stejnym fluoroforem a nehybridizuji
na ¢ipu soucasné. Aneuploidii Ize urcit porovnanim inten-
zity fluorescence vzorku s intenzitou fluorescence u refe-
ren¢niho vzorku, ptipadné rekonstrukci haplotypu embrya,
jsou-li znamy haplotypy rodi&a a blizkych piibuznych'.

2.4. Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR (qPCR) vyuziva exponencialniho
naristu mnozstvi DNA vradmci jednoho cyklu PCR.
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Mnozstvi pocatecni DNA tak lze snadno kvantifikovat.
Exponencialni nartist v§ak ¢asem ustane v dusledku spo-
tieby Cinidel a akumulace vedlejsich produktt reakce. Pro
spravnou kvantifikaci je nutné mnoZzstvi DNA stanovovat
pribézné v kazdém cyklu PCR a ke kvantifikaci pouzit
exponencialni fizi naristu DNA. Detekce DNA vyuziva
fluorescence Cinidel vmezetenych do dvousroubovice
DNA (ethidium bromid; SYBR Green 1). Druhou moznos-
ti je vazba fluorescenéné znaCené¢ho oligonukleotidu
o sekvenci komplementarni k cilové sekvenci a vyuziti prin-
cipu Forsterova rezonancniho pienosu energie (FRET). Kro-
mé ovlivnéni FRET hybridizaci s cilovou sekvenci se také
vyuziva exonukleasové aktivity Tag DNA polymerasy,
kterd hydrolyzuje oligonukleotid, jenz hybridizuje se sek-
venci na templatové DNA ve sméru replikace'®. Tuto moz-
nost vyuzivad validovand metoda pro stanoveni ploidie
vSech chromosomu lidskych embryi pomoci qPCR. Pro
zajiSténi vys§i spravnosti stanoveni jsou sledovany
4 sekvence na kazdém chromosomu a ve 4 opakovanich.
Protokol vyzaduje 384-jamkovou qPCR, ktera je bez pred-
chozi WGA vhodna pouze v pripadé biopsie trofoektoder-
mu (~30 pg DNA). Vyhodou vsak je, ze vysledky lze zis-
kat do 4 hodin a metodu qPCR lze jednoduSe rozsitit
i 0 stanoveni geneticky podminénych nemoci'’.

2.5. Sekvenovani druhé generace

Sekvenovani druhé generace (NGS) lze popsat jako
sekvenovani fragmentli DNA vzorku ndhodn€ rozmisté-
nych na sekvena¢nim ¢ipu. Postup NGS v sobé zahrnuje
nadhodnou fragmentaci DNA na fragmenty o délce 100 az
200 part bazi. Fragmenty jsou nasledné spojeny se spojo-
vaci sekvenci (adaptor), ktera slouzi k uchyceni fragmentt
DNA na sekvenacnim ¢ipu nebo mikrocastici na principu
hybridizace s komplementarni sekvenci. Poté mize byt
DNA amplifikovana, a to vCetné spojovaci sekvence, diky
¢emuZ vznikaji na sekvenaCnim cipu diskrétni oblasti,
které obsahuji stejnou kopii DNA. Alternativné vznikaji
mikroc¢astice pokryté kopiemi DNA, jez zapadnou do mi-
krojamek na sekvena¢nim cCipu. Samotné sekvenovani
probihd postupnym opakovanim pfidavani fluorescenéné
znaCenych nukleotidd, syntézy DNA, zaznamenani fluo-
rescence v celé ploSe sekvenacniho ¢ipu a chemickym
odstépenim fluoroforu. Jiné moznosti detekce syntézy
DNA vyuzivaji chemiluminiscence zavislé na uvolnéni
pyrofosfatu anebo zmény pH registrované polovodici.
Sekvence fragmentiT DNA jsou poté srovnany
s referenénim genomem'®. JelikoZ by mél byt pocet sek-
venci pfislusicich jednomu chromosomu Umérny poctu
kopii chromosomu, NGS lze pouzit ke stanoveni ploidie
bunék. Vyhodou NGS je, Ze neni nutné sekvenovat cely
genom a na jednom sekvenacnim Cipu Ize sekvenovat sou-
casné vice vzorkd. V tomto pripade je spojovaci sekvence
rozsifena o sekvenci slouzici k jednoznaéné identifikaci
pfislusného vzorku DNA. Metoda NGS se jiz osvédcila
jako novy funkéni nastroj pro studium ploidie
v reprodukéni medicing'”.
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3. Transkriptomika

Invazivita genomiky a postaveni genl vzhledem
k fenotypu iniciovaly hledani novych biomarkeri vyvojo-
vého potencialu embryi, jez by bylo mozné stanovit nein-
vazivng, a které by poskytovaly informace o aktualnim
stavu buiiky. Postavenim nejblize genomice je transkripto-
mika, ktera studuje transkriptom. Ten je definovan jako
soubor RNA vznikly pfepisem DNA. Nejednd se pouze
o mRNA, jez koduji primarni strukturu proteind, ale
iofadu molekul RNA, které nekoduji proteiny, ale maji
regulacni funkce. Transkriptom builky je z podstaty dyna-
micky a odrazi funkci buniky a bunéénou odpovéd na
vnitini a vné€jsi podnéty. Z chemického hlediska jsou RNA
ptibuzné DNA, a proto lze ke studiu transkriptomu pouzit
principidlné totozné metody jako pro studium genomu,
jako jsou hybridiza¢ni Cipy, qPCR anebo princip NGS
(nazyva se RNA-seq™). Rozdil spo¢iva v amplifikaci, kde
je prvnim krokem reverzni transkripce za vzniku komple-
mentarni DNA (cDNA). Dal§im rozdilem je proménlivy
pocet kopii RNA v buice, ktery mtze vést ke zkresleni
relativniho zastoupeni RNA pfi nelinedrni amplifikaci
pomoci PCR?'. Linearni amplifikace je zaloZena na
in vitro transkripci s vyuzitim T7 RNA polymerasy, pro
kterou ¢cDNA slouzi jako templat pro syntézu antisense
RNA (RNA skomplementdrni sekvenci k mRNA).
V pribéhu amplifikace se mnozstvi templatu neméni (na
rozdil od PCR), a tim je splnén zakladni ptedpoklad pro
linearni amplifikaci®.

Stanoveni mRNA je invazivni metoda, které bylo
pouzito pro pochopeni genové exprese v riznych fazich
vyvoje embrya®**. Vyuziti mRNA k rutinni diagnostice
omezuje jeji nizka stabilita, ktera vyzaduje Cisté prostredi,
zkuSeny tym pracovnikll a standardizovanou piipravu
vzorku. MikroRNA (miRNA) je oproti mRNA mnohem
stabilnéjsi diky tvorbé komplexti snékterymi proteiny
a enkapsulaci do extracelularnich vezikulli (exosomil).
Jedna se o kratké molekuly RNA (~22 nukleotidl), které
se podileji na post-transkripéni regulaci genové exprese,
a jez jsou zapojeny do klicovych bunéénych procest, jako
jsou diferenciace, proliferace a apoptoza®. Rozdilna ex-
prese miRNA byla pozorovana v zavislosti na ploidii em-
brya®® a mezi embryi isp&$né a neusp&iné implantovanymi
do d&lohy?’. V druhém piipadé byly indikativni dvé miRNA
(miR-20a, miR-30c¢), které jsou zapojeny do procesu proli-
ferace bunck délozni sliznice a mohou byt zptisobem ko-
munikace embrya s d&lozni sliznici®’.

4. Proteomika

Proteomika se zabyva identifikaci a kvantifikaci
vSech proteind biologického systému (proteom). Tradi¢ni
metodou pro studium proteomu je dvourozmérna (2D)
gelova elektroforéza. Tato metoda vyuziva dvé v principu
separace odlisné techniky, kde se v prvnim kroku separace
proteiny separuji v gradientu pH pomoci izoelektrické
fokusace a poté podle velikosti na principu sitového efektu
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gelu. Proteiny se na gelu vizualizuji stfibrem nebo jinymi
znackami, pficemZ kvantitativnim Gdajem je intenzita za-
barveni a kvalitativnim tdajem je pozice proteinu v plose
gelu™. K identifikaci proteinti se vyuzivd hmotnosti spek-
trometrie (MS), kterou je mozné spojit i s jinymi separac-
nimi technikami (napf. HPLC) anebo s pfimou ionizaci
pevné faze laserem (techniky MALDI a SELDI)®.
2D gelova elektroforéza se vSak pro svou naro¢nost
a zejména vysoké naroky na mnozstvi vzorku pro studium
lidskych embryi nevyuzila®®. Prvni prace pojednavajici
o studiu lidského embryonalniho proteomu byla zalozena
na laserové desorpci/ionizaci usnadnéné povrchem
v kombinaci s pruletovym hmotnostnim analyzatorem
(SELDI-TOF). Jednalo se o studii zalozenou na lyzi em-
bryi ve stadiu blastocysty, ktera prokazala, ze morfologic-
ky stejna embrya jsou proteomicky odlisna®. Navazujici
studie se soustiedily na neinvazivni zplisob stanoveni, a to
analyzou proteind vyluCovanych embryem do svého oko-
1i*'*2. Studie sekretovanych proteint jsou ztiZeny p¥itom-
nosti balastnich proteintl v kultivacnim médiu, jez se do
kultivaéniho média dostavaji spolec¢né s lidskym sérovym
albuminem. Bylo stanoveno, ze 3—8 % hmotnosti proteinu
v kultivaénim médiu tvoti az 110 rznych proteint, které
mohou byt falesné povazovany za biomarkery kvality em-
bryi®.

Nejzajimavéjsi  vysledky poskytla prace Poliho
a spol., ktera byla zacilena na studium proteomu blastoco-
elu. Blastocoel je kavita u expandované blastocysty napl-
néna tekutinou, do které jsou aktivné vylu€ovany proteiny.
Jelikoz je tento prostor fyzicky oddélen od okolniho pro-
stfedi bunikami trofoektodermu, studie nejsou limitovany
pritomnosti balastnich proteind v kultivatnim médiu.
Punkce blastocoelu je minimalné invazivni procedura, kdy
se pomoci mikromanipulatoru do kapilary nasaje ~5 nl
tekutiny blastocoelu. Zpisobeny objemovy kolaps blasto-
cysty nema prokazany negativni dopad na nasledujici vy-
voj blastocysty. Béhem 5 hodin vétSina embryi ziska svij
puvodni objem a pokracuje opusténim glykoproteinového
embryondlniho obalu (zona pellucida), jez je nezbytné
k implantaci embrya do délozni sliznice. Objemovy kolaps
blastocysty navic sniZuje rizika spojend se zamrazovanim
embryi. Mensi objem kapaliny usnadnuje difuzi kryopro-
tektantl, ¢imz se snizuje pravdépodobnost bunécéné de-
strukce vyvolané tvorbou ledovych krystalt. Analyza pro-
teind byla zaloZena na separaci pomoci nanoHPLC s MS
detekci na principu elektrostatické orbitalni pasti
(Orbitrap), ptficemz v tekutin€ blastocoelu bylo identifiko-
vano 288 proteintl, z nichz 182 bylo potvrzeno na tGrovni
mRNA™.

5. Metabolomika

Metabolismus piedstavuje vrcholnou Groven biologic-
kého systému, v niz metabolity jsou podstatou biologické
funkce, jeZ poukazuji na fyziologicky, patofyziologicky
avyvojovy stav biologického systému®. V hierarchii
omickych disciplin je metabolomika nejbliZze fenotypu,
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kde hladiny metabolitli jsou v konkrétnim Case aktudlnim
projevem komplexnich funkeci na genomické, transkripto-
mické a proteomické urovni a odpovédi na vnéjsi podné-
ty*. Metabolomika je definovana jako souborné kvalitativ-
ni a kvantitativni analyza vSech metaboliti biologického
systému®’, aviak diverzita fyzikalng-chemickych vlastnosti
metabolitl, jejich Siroké koncentracni rozsahy a rozdilna
stabilita ¢ini zminénou definici metabolomiky v praxi ne-
dosazitelnou. Z toho diivodu byly zavedeny riizné strate-
gické pristupy, které se zminé€né definici metabolomiky
vice ¢ méng piiblizuji**. S ohledem na studovany soubor
metabolitl a pouzité analytické techniky 1ze metabolomiku
rozdé€lit na cilenou a necilenou. Oba pristupy jsou ve vza-
jemném komplementarnim postaveni, ve kterém necilena
metabolomika hypotézu zavadi a cilend metabolomika
hypotézu potvrzuje®.

5.1. Necilena metabolomika

Necilena metabolomika se zaméfuje na stanoveni
Sirokého spektra metabolitli, jejichz vybér je vymezen
pouze volbou tGpravy vzorku a moznostmi zvolené analy-
tické techniky. Jedna se o techniky, které jsou z principu
nespecifické, jako jsou nuklearni magnetickd rezonance
(NMR), MS anebo vibraéni spektroskopie.
V metabolomickych studiich se nejcastéji vyuziva proto-
nova NMR (‘H-NMR), jeZ se vyznacuje vysokou citlivosti
a Sirokym pokrytim metabolitli diky pfirozenému zastou-
peni vhodného isotopu vodiku 'H (>99,9 %) a vyskytu
vodiku ve vé&tding organickych molekul. '"H-NMR byla
vyuzita k necilené metabolomice zalozené na statistickém
zpracovani naméfenych spekter. RozliSeni vzorktu kulti-
vacnich médii mezi Gispésné a nelspésné implantovanymi
embryi nebylo docileno patrné¢ v disledky vysoké miry
biologické variability a nedostate¢né citlivosti NMR™.
Jinou strategii zvolili Wallaceova a spol., ktefi se zaméfili
na identifikaci novych biomarkeri  souvisejicich
s Gspésnosti otéhotnéni a popsali 12 metabolitli, z nichz
7 bylo ve vztahu k uspésnosti ot€hotnéni doposud nezna-
mych*!.

Pro stanoveni spekter kultiva¢nich médii byly také
aplikovany Ramanova spektroskopie a infracervena spek-
troskopie v blizké oblasti (NIR). Spektra se liSila mezi
embryi uspéSné a nelspeésné implantovanymi do délohy
a byly odvozeny matematické modely umoznujici piedvi-
dat uspésnost implantace na zakladé Ramanovych a NIR
spekter*?. Navazaly studie, které potvrdily platnost odvo-
zenych modeld®™** a byla zalozena spoleénost Molecular
Biometrics (Norwood, MA, USA), jez vyvinula prakticky
NIR spektroskop se zabudovanym modelem predikce
Gisp&snosti implantace embrya®. Nicmén& nedavna meta-
analyza 4 randomizovanych kontrolnich studii poukazala
na to, ze vybér embrya pomoci NIR nezvySuje frekvenci
donosenych déti na cyklus IVF a vyvinuty NIR spektros-
kop byl stazen z prodeje*®.

Zatimco spektroskopické techniky (NMR, vibracéni
spektroskopie) jsou zaloZeny na meéteni fyzikélnich jeva
vzniklych interakci molekul s elektromagnetickym zaie-
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nim, MS stanovuje molekularni slozeni vzorku. Oproti
NMR vykazuje vyssi citlivost, ale kvantifikace je kompli-
kovana proménlivou u€innosti ionizace zejména u ionizace
slozitych smési. Casto se proto pred MS predfazuje sepa-
racni technika, kterd komplexitu vzorku vstupujiciho do
iontového zdroje snizuje*’. Cortezzi a spol. aplikovali MS
s pfimym nastiikem zfedéného vzorku kultivacniho média
s ionizaci elektrosprejem ke klasifikaci vzorkt kultivac-
nich médii od Gspésné a neuspésné implantovanych em-
bryi. Svyuzitim chemometrickych pfistupti odvodili
funk¢ni predikéni model, jenz dokazal zlepsit vybér em-
brya snejvy$§im implantacnim potencidlem na zakladé¢
MS spektra. Spektra se liSila zejména pii pohledu na méné
zastoupené ionty, z nichZ nékteré aminokyseliny a mastné
kyseliny byly identifikovany jako mozné biomarkery im-
planta¢niho potencialu embrya®®.

5.2. Cilena metabolomika

Cilena metabolomika vyuziva citlivé a selektivni ana-
lytické techniky k piesné kvantifikaci urcité skupiny meta-
bolith. Navazuje na necilené metabolomické studie
k ovéteni diagnostickych vlastnosti potencidlnich biomar-
kerti anebo je vybér metabolitd vymezen na skupinu meta-
boliti, jez vystupuji v zdjmové metabolické draze. Obecné
je cilena metabolomika orientovana hypotézou zalozenou
na piedem ziskanych informacich®.

Aplikace cilené metabolomiky ke stanoveni kvality
lidskych embryi se opird o znalosti embryondlniho meta-
bolismu u riznych modelovych organismii, v mnoha pii-
padech s potvrzenou platnosti i u lidskych embryi. Kli¢o-
vym zlomem embryonalniho metabolismu je aktivace em-
bryondlniho genomu v obdobi osmibunééného stadia.
V rangjsich vyvojovych stadiich embryo spoléha na protei-
ny a mRNA matefského plvodu a vykazuje omezenou
metabolickou aktivitu, jeZ se projevuje malou mirou bio-
syntézy (embryonalni masa je neménnd), respirace a vyu-
zivani glukosy. Hlavnim zdrojem energie jsou v tomto
obdobi pyruvat a n€které aminokyseliny, jejichz metaboli-
ty vstupuji do Krebsova cyklu, a energie ve formé ATP je
prevazné generovéana oxidativni fosforylaci®. Embryonal-
nim naroktim na ziviny je pfizpasobeno i slozeni tekutiny
vejcovodu a sekretu délozni sliznice, jez zajistuje vystave-
ni embrya protichidnym gradientim pyruvatu a glukosy
pri jeho transportu vejcovodem do dé€lohy. Pfesny mecha-
nismus aktivace embryonalniho genomu zatim zdstava
neobjasnén. MoZnym spoustécim mechanismem muiize byt
hypoxicky Sok (nedostatek O,) vyvolany omezenou difuzi
O, embryonalni masou a jeho spotiebou okolnimi embryo-
nalnimi buiikami. Aktivni transkripce embryonalniho ge-
nomu je podstatna pro syntézu enzymu glykolytické drahy,
jez se stava nejvyznamnéjsi metabolickou drahou generuji-
c¢i ATP a NADH u embryi ve fazi blastocysty’.

Energeticky metabolismus butiky je nezbytny
k udrzeni stalosti vnitiniho prostfedi, pro biosyntézu
a bunécné déleni, a tak lze ocekavat, ze zmeény energetic-
kého metabolismu budou ve vztahu s vyvojovym potencia-
lem embryi. JiZ prvni studie pozorovaly niZ§i spotfebu
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pyruvatu’*? a glukosy®® u embryi degenerujicich a ne-

schopnych se vyvinout do stadia blastocysty. Pyruvat
a glukosa byly stanoveny pomoci enzymovych redoxnich
reakci  (laktatdehydrogenasa;  hexokinasa/glukosa-6-
fosfatdehydrogenasa), ve kterych vystupuje redoxni par
NAD(P)'/NAD(P)H. Aktivita reakce se projevuje zménou
fluorescence NAD(P)H (Aex 340 nm, Aen 460 nm). Aby
metabolické zmény byly méfitelné, kultivace embryi pro-
bihaly v mikroobjemovych kapkach média (<10 pl) pod
vrstvou parafinového oleje, jenz je propustny pro plyny,
ale zabranuje odpafovani vody. V obdobnych objemech
pod olejovou vrstvou probihaly i enzymové reakce a flu-
orescence byla zaznamenavana fluorescenénim mikrosko-
pem. Zajem o tuto metodu byl oziven s iniciativou zvysit
tspésnost otdhotnéni® s navazujici studii podtrhujici vy-
znamnou korelaci mezi spotfebou glukosy a pohlavim
embrya™. V kratkém obdobi vyvoje embrya ¢asovaném od
aktivace embryondlniho genomu do 5. dne od oplodnéni
embryo postrada regulaci transkripce obou X chromoso-
mi, jez se projevuje nasobnou transkripci geni kodova-
nych na X chromosomech. Vyssi spotfebu glukosy u em-
bryi zenského pohlavi lIze wvysvétlit vyssi syntézou
X-vazané glukosa-6-fosfatdehydrogenasy, ktera je enzy-
mem limitujicim rychlost pentosofosfatového cyklu™.
Meéteni mikroskopické fluorescence NAD(P)H je uspés-
nou, avSak pracnou a ¢asov€ niro¢nou metodou nevhod-
nou pro zavedeni do klinické praxe. Nevyhody této meto-
dy podnitily vyvoj automatickych mikrofluidnich systé-
m&**> a metody vyuZivajici kapilarni elektroforézy®®.
Aminokyseliny plni fadu kliCovych funkci nejen
v pribéhu rané embryogeneze. Jsou biosyntetickymi pre-
kurzory, zdrojem energie a regulatory energetického meta-
bolismu, osmolyty a pufry. In vitro stimuluji vyvoj a dife-
renciaci, a jsou proto zdkladni slozkou kultivacnich mé-
dii*. Dusikovy metabolismus savé&ich bungk je zaloZen na
syntéze mocoviny v ornitinovém cyklu, ktery neni v raném
embryu aktivni. Embryonalni katabolismus aminokyselin
je tedy spojen s uvoliiovanim toxického amoniaku, jehoz
produkce je snizovana transaminac¢nimi reakcemi zejména
pyruvat/alanin a vylu¢ovanim alaninu do okolniho prostte-
di®. Hougtonovéa a spol. méfili 18 aminokyselin v kulti-
vacnim médiu ziskaném po kultivaci lidskych embryi po-
moci HPLC s fluorescen¢ni detekci. Pozorovali rozdilny
metabolismus aminokyselin mezi embryi vyvijejicimi se
do stadia blastocysty a embryi zastavenymi ve vyvoji®.
Navazujici studie dolozila vztah mezi metabolismem ami-
nokyselin a Gsp&§nym donosenim plodu®. Na zaklads
vysledka téchto studii 1ze usuzovat, ze méfenim metabolis-
mu aminokyselin je mozné piedvidat vyvoj embrya. Dia-
gnosticky vyznam aminokyselin prohloubila rozsahla pra-
ce Pictonové a spol., jez se mimo jiné¢ zaméfila na vliv
ploidie 6 chromosomi. Vzhledem k tomu, ze geny koduji-
ci proteiny zapojené do transportu a metabolismu amino-
kyselin se nachazeji na vice chromosomech, numerické
chromosomalni abnormality se projevuji nasobnou synté-
zou téchto proteind a piimo ovliviiuji kinetiku metabolis-
mu aminokyselin®. Variabilita metabolismu aminokyselin
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a jejich potencial k ureni vyvojové kompetence embrya
inicioval vyvoj novych metod pro stanoveni aminokyselin
zalozenych na kapilarni elektroforéze® a HPLC®.

Dalsi zajimavou skupinou metaboliti jsou mastné
kyseliny, které jsou nedilnou soucasti lipidt. Lipidy ovliv-
nuji fyzikalni vlastnosti bunééné membrany, jako jsou
fluidita a permeabilita, a tyto vlastnosti jsou nezbytné
k udrzeni bunécné funkce. Celkovy povrch bunééné mem-
brany embryonalnich bun¢k se s kazdym bunécnym déle-
nim zvysSuje, a proto embryo vyzaduje aktivni syntézu
mastnych kyselin a lipidd, ptipadné jejich aktivni piijem
z okoli. Prvni studie vyuzivala monoizotopicky (*C) zna-
¢ené mastné kyseliny palmitovou (neesencidlni) a linolo-
vou (esencialni) pfidané do kultivaéniho média. Studie
byla destruktivni s vyuzitim GC-MS a extrakei lipid
z kultivacnich médii a embryi. Vysledky odhalily prefe-
renéni pfijem kyseliny palmitové ve fazi ryhovani, jenz se
ve fazi blastocysty sniZuje na bazalni uroven a vyrazné
nartsta piijem kyseliny linolové®. Ke stejnym zavérim
lze dojit ineinvazivnim méfenim mastnych kyselin
v kultivaénim médiu pomoci HPLC-MS®. Preferenéni
pfijem kyseliny palmitové v raném vyvojovém staddiu mu-
ze souviset s dominantnim postavenim Krebsova cyklu
a oxidativni fosforylace v energetickém metabolismu em-
brya. Mastné kyseliny mohou byt metabolizovany
p-oxidaci na acetyl-CoA, ktery pfimo vstupuje do Krebso-
va cyklu. Vys§i piijjem esencidlnich mastnych kyselin
u embryi ve fazi blastocysty mlize souviset s jinymi naro-
ky na fluiditu membrany u diferencujicich se bun&k®.
Urceni kvality embryi na zakladé stanoveni mastnych ky-
selin je vSak zatim hypotetické.

6. Zavér

Lidska embrya jsou obtizn¢ studovanymi subjekty
nejen z etického hlediska. Genetické a transkriptomické
studie jsou invazivni a vyrazné zatizeny genetickou mozai-
kou, neinvazivni proteomické a metabolomické studie
vyzaduji vysoce citlivé techniky pro méfeni zmén
v kultivaénim médiu a pii interpretaci vysledkid je nutné
zohlednit mnohocetny vliv vnéjsich a vnitinich faktorti na
vyvoj embrya. Vyjma aneuploidie nebyl doposud identifi-
kovan jednoznacny biomarker vyvojové kompetence em-
brya. To lze pfisoudit mnoha fyziologickym staviim, které
mize embryo zaujmout, a proto se zda byt nutnosti sledo-
vat soucasné vice biomarkerti. Ucelené analytické platfor-
my, jez by mohly byt zavedeny do klinické praxe, by moh-
ly znamenat revoluci v porozuméni fyziologii embrya. Po
predchozich nezdarech stechnikami FISH a NIR vsak
nelze o¢ekavat nahlé zavadéni novych technik do klinické
praxe. Nové techniky musi mit prokazany diagnosticky
prinos idealné ve vztahu k frekvenci donoSenych plodi na
cyklus IVF. Pfesto se jedna o zajimavou oblast studia, kde
feSeni mnoha otazek muze stimulovat vyvoj novych tech-
nik a pfistupti, jeZ budou posouvat hranice soucasnych
analytickych moznosti.
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Seznam zkratek

'H-NMR protonové nukle4rni magnetickd rezonance

2D dvourozmeérna

aCGH komparativni genomova hybridizace
na DNA ¢ipech

ART techniky asistované reprodukce

cDNA komplementarni DNA

FISH fluorescencni in situ hybridizace

FRET Forstertiv rezonancni pienos energie

IVF mimotélni oplodnéni

mCGH metafazova komparativni genomova
hybridizace

miRNA mikroRNA

MS hmotnostni spektrometrie

NGS sekvenovani druhé generace

NIR infraervena spektroskopie v blizké oblasti

NMR nuklearni magneticka rezonance

PCR polymerazova fetézova reakce

qPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce

SELDI laserova desorpce/ionizace usnadnéna
povrchem

SNP jednonukleotidové polymorfismy

TOF priletovy hmotnostni analyzator

WGA amplifikace DNA celého genomu
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