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O ¢em budeme hovorit

- Pavod prvopohlavnich bunék

- Spermie

- Oocyt

- Oplozeni

- Jak je novy jedinec ovlivhén ze strany matky a otce

- Casny embryonalni vyvoj ¢lovéka

- Jak je to s muzskou a zenskou neplodnosti

- Spontanni potraceni a jeho priCiny

- Nové metody asistovane reprodukce a reprodukcni
genetiky
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PUVOD PRVOPOHLAVNICH
BUNEK

Odkud a kam putuiji
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Spermie i vajiCka maji spolecny puvod

- Prvopohlavni bunky jsou
kKmenove bunky spermii i
vajicek

- Vznikaji ve stené
Zloutkoveho vacku a
putuji do zakladu
pohlavni zlazy, ktery
zmeni ke svemu obrazu,
podle toho, obsahuiji-li
chromozom Y.
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SPERMIE

Vyvoj, stavba a funkce
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Spermie

- Vznika z haploidni spermatidy, obsahuje haploidni pocCet
chromozomu, kazdy z nich je slozeny z 1 chromatidy

- Spermie je dlouha cca 50um s hlavickou cca 5x3um

- Ziva a zdrava spermie je progresivné pohybliva

- Ma intenzivni metabolismus, zdrojem energie je glukoza
- Spermie se zacnou vyvijet az v puberte

- Muz produkuje asi 20-30 milionu spermii za den

- Spermie ma nékolik typu receptoru




4.9.2019 Kurz genetiky a molekularni biologie pro ugitele SS

Spermie - spermatogeneze

10

Leydigovy bunky

Erytrocyt v krevni kapilare
Myoidni bunika

Cytoplazma Sertolinho buniky
Jadro Sertoliho bunky

Tésné spojeni mezi S. bunkami
Spermatogonie

Spermatocyt |

Spermatida

10. Spermie zanofené do S. bunék
11.Lumen semenotvorného kanalku

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
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Spermie - spermatogeneze
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Spermie

terminalni oddil hlavni oddil stfedni oddil kréek hlavicka

\
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Spermie

cytoplazma hlaviCky

mitochondrie centrioly akrozom

kondenzované
jadro

axonema
sloupec fibrézni pochvy

hladké chordy
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Spermie - axonema

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.

centralni dvojice mikrotubuld
periferni m. A

periferni m. B

centralni pochva

radialni paprsky

zevni dyneinové rameénko
vnitfni dyneinové raménko
nexin
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Spermie - krcek

Kurz genetiky a molekularni biologie pro ugitele SS

. kondenzované jadro
. jaderny obal s pory

. proximalni centriol

. segmentované chordy
. distalni centriol

. axonema

. mitochondrie
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Spermie — receptory - taxe

- Progesteronovy receptor
- Mechanoreceptory
- Termoreceptory

- Chutovy receptor?
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OOCYT

Vyvoj, zanik, kvalita, struktura, aktivace
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Oocyt

- Je to bunka o pruméru cca 25-110um podle stadia vyvoje

- Je soucasti ovarialniho folikulu

- Behem jeho vyvoje se dokonCi meidza, zapocCata
prenatalné pri vzniku primarniho oocytu, pred oplozenim
ma haploidni poCet chromozomu, kazdy slozeny z 1
chromatidy

- Neobsahuje centrioly

- VVSechny oocyty vznikaji prenatalne, pri narozeni jich ma
zena cca 1 - 2 miliony, od porodu ubyvaji

- Oocyty, které nedospéji k ovulaci, zaniknou atrézii (jeji
podstatou je apoptodza)
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Ovarialni rezerva — pred pubertou

atrézie
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Ovarialni rezerva — po puberte
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Ovarialni rezerva
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Primordialni folikul s primarnim oocytem
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Oocyt z antralniho folikulu pred RM
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Oocyt v metafazi |
A
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OPLOZENI

Kde a jak probiha, vysledek, prinos jednotlivych gamet
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Oplozeni — co predchazi

MuZ Zena

- Spermie aktivne - Folikularni tekutina s
prochazeji ze zadni kumulem obsahujicim
klenby posevni do oocyt je zachycena
cervikalniho hlenu vejcovodem

- Spermie aktivne - Kumulus s oocytem je
prochazeji z cervikalniho posunovan do ampularni
hlenu do delohy casti vejcovodu

- Spermie kolonizuji
ampularni ¢asti vejcovodu
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Oplozeni - prubéh

- Spermie pronika kumulem a vaze se na zonu

- Spermie pronika zonou do perivitelinniho prostoru

- Spermie se vaze prostrednictvim receptort na oolemu
- Spermie je pohicena oocytem

- Dojde ke kortikalni reakci a aktivaci oocytu

- Jsou zniCeny mitochondrie pochazejici ze spermie

- Z hlavicky spermie a chromozomu oocytu vznikne muzské a
zenské prvojadro

- Rozdeli se centriol pochazejici ze spermie a vytvori se
centrosomy zygoty

- Zanikne jaderny obal prvojader a probehne prvni déleni zygoty
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Receptory ZP3 a ZP4
Progesteronovy receptor
Molekula progesteronu

Oplozeni

f
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Oplozeni
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Oplozeni
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Oplozeni
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CO DAVA NOVEMU JEDINCI
MATKAA CO OTEC?

Geneticka a epigeneticka informace neni symetricka
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Jaderna geneticka informace
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Chromozomy XaY

- Chromozom Y zajiStuje diferenciaci pohlavi
- XaY se liSi vobsahu genu
- U 1 chromozomu X probiha inaktivace
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Inaktivace chromozomu X (lyonizace)

- Probiha u sestavy se dvéma chromozomy X (zZena,
Klinefelterav sy) uz v asném embryonalnim vyvoji.

100% 1

variabilni

90% 1~

- Asi 15% genu nepodleha inaktivaci o

- Asi 10% genu podléha variabilni inaktivaci °"

i
son 1 inaktivni
.

e
10%

0%
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Genomicky imprinting

- Imprintované geny jsou transkribovany pouze z jedne alely,
druha alela genu je neaktivni — imprintovana (metylace DNA)

- Aktivita urcitého genu omezena na jeden chromozom v
zavislosti na tom, od ktereho rodice byl zdeden

- Imprintované geny se podileji zejména na rizeni
embryonalniho a novorozeneckého rustu a na vyvoji mozku

- Je znamo asi 150 imprintovanych oblasti chromozomu u
Clovéka

- Deregulace imprintingu je pricinou Cetnych lidskych patoloqii,
jako je gestacni trofoblasticka choroba, syndromy Prader-
Willi, Angelman a Beckwith-Wiedemann, nadory ...
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Genomicky imprinting
Gen Exprese Funkce

Peg3 paternalni |Sexualné specifické chovani

Ndn paternalni |Prostorové uceni, socializace

Grb10 paternalni |Agresivita

Ube3a maternalni 'Pamét, uéeni, motorické funkce
Nesp maternalni |Zkoumavé chovani

Exprese Funkce

paternalni V8eobecny pozitivni regulator ristu
maternalni |V8eobecny negativni regulator rustu
maternalni V8eobecny negativni regulator ristu
maternalni |V8eobecny negativni regulator rustu

Podle Plasschaert a Bartolomei (2014)
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Ribonukleove kyseliny

Oocyt Spermie

- MRNA - nékolik stovek molekul
- IRNA prevazné nekodujici RNA

. nekédujici RNA
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Proteiny

Oocyt Spermie

- 1376 proteinu - 103 proteiny ovlivAuji
proces oplozeni

- 93 proteinl ma vliv na
dalsi vyvoj embrya
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Bunecneé deleni

- V oocytu nejsou centrioly, tuto strukturu ™
Fidici bunétné déleni ziskava zygota ze
spermie. 1

- Centrioly, které mame ve vsech
somatickych bunkach (a spermiich)
jsou tedy otcovského puvodu
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Mitochondrialni geneticka informace

- Mitochondrie ziskavame vylucné od
matky

- Mitochondrie ze spermii jsou aktivne
zniceny
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Puvod genetickych vad je asymetricky

Od otce Od matky

- Genoveé mutace vznikle - Meioticke vady
de novo u starsich otcu - X — vazané mutace

- Strukturni chromozomové - Mitochondrialni mutace
vady vzniklé de novo

- Segmentalni
chromozomové vady
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CASNY EMBRYONALNI
VYVOJ CLOVEKA

Kde probiha, jak je uspésny, co vyzaduje



4.9.2019 Kurz genetiky a molekularni biologie pro ugitele SS 42

Casny embryonalni vyvoj Elovéka

- ZacCina prvnim ryhovacim deélenim
- Probiha do 3. dne ve vejcovodu, potom v delozni dutine
- Vyzaduje
laktat nebo pyruvat jako zdroje energie, od 8b glukozu
aminokyseliny
bikarbonat
osmotickou koncentraci okolo 280 mmol/I
rozmezipH 7,2-7,4
teplotu v rozmezi 36,5 — 37,5°C

- Do 3. dne ,funguje” embryo prevazné na matersky genom
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Casny embryonalni vyvoj Elovéka

Zygota

Den 1 rano




4.9.2019 Kurz genetiky a molekularni biologie pro ugitele SS

RG]
" X
JEw

Casny embryonalni vyvoj Elovéka
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Casny embryonalni vyvoj Elovéka

4b

Den 2 — v prabéhu dne
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Casny embryonalni vyvoj Elovéka
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Casny embryonalni vyvoj Elovéka

Kompaktni morula

Den 4
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Kompakce a vznik blastocysty

- Na prelomu 3. — 4. dne dojde k aktivaci embryonalniho
genomu

- 4. den dojde ke kompakci, tj. blastomery se prilozi tesne k
sobe, vytvori se pevna mezibunecna spojeni, hranice
bunek nejsou ve svetelneém mikroskopu videt.

- Postupné se zacCina mezi bunky pumpovat tekutina,
vznika dutinka. Diferencuje se embryoblast a trofoblast.

- 5. den ma casné embryo podobu Casné blastocysty.

- Zdrojem energie se stava misto laktatu nebo pyruvatu
glukdza, dochazi k vyznamnym zmenam ve strukture
bunek
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Expanze a hatching blastocysty

- Do vzniklé blastocystove dutiny (blastocélu) jsou iontovou
pumpou Cerpany sodikove ionty. Zvysena koncentrace
sodikovych iontu vede k pruniku vody do blastocélu a
zvysovani osmotickeho tlaku, takze blastocysta se

rozpina.

- Tlak pusobici na zonu vede k jejimu protrzeni a vyklubani
blastocysty ze zony (6.-7. den)

- Blastocysta je pripravena k nidaci.
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Casny embryonalni vyvoj Elovéka

Casna blastocysta

Den4 -5
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Casny embryonalni vyvoj Elovéka

Blastocysta

Den4 -5
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Casny embryonalni vyvoj Elovéka

Expandovana blastocysta
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Casny embryonalni vyvoj Elovéka
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Casny embryonalni vyvoj Elovéka

Hatchovana blastocysta

Den 6
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Vysledek Casného vyvoje embryi

- Stadia vyklubané blastocysty dosahne jak pri vyvoji in
vivo, tak in vitro asi 60% embryi. Ostatni embrya zaniknou
jesté v preimplantacnim obdobi.

- DUvodem zastavy vyvoje embryi jsou meiotické a
mitotické aneuploidie, dvouviaknove zlomy DNA v jadre
spermii, homozygotni nebo slozene heterozygotni letalni
kombinace genu ...

- Jen asi 60% geneticky zdravych blastocyst se niduje.
Duvodem muze byt snizena receptivita endometria,
odchylky v HLA systemu a dalsi.




JAK JE TO S MUZSKOU A
ZENSKOU NEPLODNOSTI

Co to je neplodnost, jaké jsou pricCiny, historicky vyvoj
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Jak je to s muzskou a zenskou neplodnosti

- Kolem 15% paru ma problémy s pocetim ditéte, z téchto
paru polovina muzu ma parametry ejakulatu pod hranici
plodnosti

- Ve vétSiné pripadu nejde o absolutni neplodnost, ale o
kombinaci faktord u obou partnera snizujici
pravdepodobnost pocCeti

- | u plodného paru jen asi kazda Ctvrta zygota dospéje k
porodu ditete

- Asi 1% muzU ma azoospermii
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Kombinace faktoru

A—-100% B-0% C-25%
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Plodnost paru

0,5
PP,

L. =

0

- t,— doba potrebna k otehotneni v rocich
- p; — pravdepodobnost oplozeni u zeny
- p, — pravdepodobnost oplozeni u muze

0,5
t, = =10 let
1.0,05
\ napr. pohyblivost
spermii v 5.
percentilu
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Faktory nejvice ovlivhujici plodnost

U zeny U muze

- vék - genetické faktory”
- obezita - koureni

- genetické faktory” - anabolika

- koureni - vliv teploty

- STD (chlamydie) - vek

* v€etné PCOS, endometriézy apod. * v€etné varikokély apod.
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Zhorsuje se plodnost?

- Z4dna seridzni publikace neprokazala zasadni
zhorSovani plodnosti muzu ani zen

- Zpravy o zasadnim poklesu muzské plodnosti vznikly na
zaklade dvou publikaci, z nichz prvni uz autori odvolali.
Vysledky obou praci byly ovlivneny hrubymi metodickymi
chybami a neznalosti problematiky.

- Jedinym zavaznym faktorem, zhorsSujicim plodnost, je
posouvani otéhotnéni do vysSich vékovych kategorii.
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SPONTANNI POTRACENI A
JEHO PRICINY

Jake jsou hlavni priciny spontanniho potraceni, jak je
Caste
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Spontanni potraceni a jeho pricCiny

- Jen mensi cast oplozenych vajiCek se vyvine do stadia blastocysty

- Znacna cast tehotenstvi koncCi jeste predtim, nez je gravidita zjistena,
projevi se odlozenou menstruaci.

- Asi 10 — 15% zjisténych téhotenstvi konCi spontannim potratem.
Priciny:

- Asi v 75% jsou priCinou téhotenskeé ztraty aneuploidie nebo strukturni
chromozomové vady

- Na zbytku se podileji napriklad trombofilni mutace, polymorfizmy v
HLA systemu a jiné




NOVE METODY ASISTOVANE

REPRODUKCE A
REPRODUKCNI GENETIKY

Smysl maji takové metody, jimz dokonale rozumime a
ovladame je a podstatne ovlivhuji vysledek
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Nové metody asistované reprodukce a
reprodukcni genetiky

- Prekoncepcni geneticke testovani

- Preimplantacni geneticke testovani

- Selekce spermii

- VySetfeni oocytu v polarizovaném svétle

- Semikontinualni zaznam vyvoje embryi
- VlySetreni receptivity endometria
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Prekoncepcni geneticke testovani

- Slozka cytogeneticka — karyotyp

- Slozka molekularné geneticka — panely vySetreni pro
standardizovane testovani pomoci MPS (NGS):

Zjistovani nosicCstvi zavaznych genetickych onemocnéni
(cysticka fibroza, spinalni muskularni atrofie ...)

Zjistovani nekterych genetickych pricin neplodnosti
(receptor pro androgeny, mikrodelece na chromozomu Y ...)
Zjistovani polymorfizmu ovlivhaujicich reakci na I1éCbu
(receptory pro FSH, LH ...)
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Preimplantacni geneticke testovani

- PGT -A  (pgt aneuploidii)
-PGT-M (pgt monogennich chorob)
- PGT - SR (pgt strukturnich chromozomovych vad)

- odber vzorku (nekolik bunek trofoblastu)
- lyza bunek

- celogenomova amplifikace DNA

- MPS

- vyhodnoceni
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Preimplantacni geneticke testovani

hp
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PGT -A

- Cilem je zjisteni pritomnosti genomovych mutaci
(odchylek v po¢tu chromozomu)

- Vysledkem vySetreni je kfivka znazornujici pocCet
jednotlivych chromozomu (monosomie, trisomie ...)

Log Ratio Ch1/Ch2

S A A R R R R L

Chromosomal Position
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PGT -A

- Smyslem vysSetreni je:

Kurz genetiky a molekularni biologie pro ugitele SS 70

> Zvysit podil implantujicich se embryi
> Snizit podil samovolnych potratu
> Zabranit vzniku poroditelnych vad na zakladé aneuploidii (trisomie

13, 18, 21)




4.9.2019 Kurz genetiky a molekularni biologie pro ugitele SS 71

PGT - M

- Cilem vysetreni je zjiSténi, zda embryo obsahuje hledanou
genovou mutaci

- Optimalni pouzivanou metodou je karyomapping

- Metoda je zalozena na sestaveni mapy rozmisténi haplotypu
(typické rozmisténi nekddujicich useku chromozomu). Zjistuje
se, ktera cast chromozomu v daném embryu je zdédéna od
kterého z rodicu, evtl. prarodi€l a zda tedy obsahuje mutovany
gen.

- Vystupem metody je mapa chromozomu s urCenim puvodu
jejich Casti.

- Smyslem metody je vybrat embrya, neobsahujici hledanou
mutaci a zabranit tak vzniku dedichého onemocneni.
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Karyomapping

I H
I-#-1
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Karyomapping
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Karyomapping
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PGT - SR

- Cilem metody je zjistit, zda dané embryo obsahuje
nebalancovanou, pripadné i balancovanou
chromozomovou mutaci (strukturni vadu)

- Pouzivaji se stejné postupy, jako u detekce aneuploidii
(zachyti nebalancovanou vadu) nebo karyomapping
(muze zachytit i balancovanou vadu)

- Smyslem vysetreni je vyloucCit embrya nesouci
nebalancovanou vadu, ktera by vedla k potratu nebo
narozeni postizeneho ditéete.
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Selekce spermii

- Existuje moznost redukovat podil spermii s vysokou
fragmentaci DNA. Velké mnozstvi dvouvlaknovych zlomu
DNA ve spermii vede k zastave vyvoje embrya.

- Spermie s velkym podilem fragmentace (dusledek
apoptozy) maji odlisSné vlastnosti cytoplazmaticke
membrany — externalizuji fosfatidylserin. Na
fosfatidylserin se vaze anexin V.

- Pomoci anexinu V vazaného na feromagnetické Castice
Jsou oznaceny spermie se zlomy a poté zachyceny na
magnetické kolone.
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Selekce spermii

A. Normalni spemie

. Spermie s vysokou fragmentaci

i‘ i C. Spermie s magneticky
A znaCenym anexinem V,
Bl navazanym na membranovy

fosfatidylserin

. Smés fragmentovanych a
nefragmentovanych spermii

. Magneticka kolona

. Suspenze ocCisténych spermii
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Vlysetreni oocytu v polarizovanem svétle

- V polarizovaném svetle |ze pozorovat dvojlomné struktury,
v pripade oocytu je to delici vireténko a vnitrni vrstva zony.

- Pozorovani v polarizovanéeém svetle umoznuje vyhodnotit
stadium meiotickeho déeleni a strukturu vnitrni vrstvy zony.

- Vyhodnoceni stadia meiotickeho deleni umoznuje
spravné nacasovat injekci spermie do metafaze Il.

- Struktura vnitfni vrstvy zony informuje o tom, zda vyvoj
oocytu probehl normalne.
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Pozorovani v polarizovaném svetle

Anafaze | Telofaze | Metafaze I
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Semikontinualni zaznam z vyvoje embryi
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Semikontinualni zaznam z vyvoje embryi

- Zaznam se provadi snimkovanim kamerou pfimo v
inkubatoru

- Pouzivaji se velmi kratké expozice v intervalu 5 — 15
minut pri osvetleni o malé enerqii.

- Snimky se ukladaji na disk a umoznuiji v kterékoliv fazi
vyvoje prohlédnout i po jednotlivych snimcich zpétne cely
zaznam.

- Da se tak spolehlive zjistit napfiklad pritomnost dvou
prvojader, pravidelnost bunecneho deleni, Cas a trvani
mitoz.
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VysSetreni receptivity endometria

Uspé&ch implantace embrya se sklada v principu ze tfi
slozek:

- Kvalita embrya
- Receptivita delozni sliznice - schopnost endometria
prijmout embryo*

- Technika transferu (vycvik gynekologa — reproduktologa,
sonograficka kontrola)

* Receptivita (implantaéni okno) se zjistuje analyzou transkripce v
bunkach endometria
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VysSetreni receptivity endometria

RORG

Setrna biopsie Extrakce RNA Analyza NGS  Protokol s doporuc¢enim Transfer embrya

» Biopsie se provadi za stejnych podminek jako pozdéjsi transfer
» Vysledek je platny asi 3 mésice
* Vysledny protokol:

= Nereceptivni

= Prereceptivni
= Receptivni

= Postreceptivni
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Dekuji Vam za pozornost




