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Preimplantac¢ni diagnostika neboli PGD (preimplantation genetic diagnosis) byla vyvinuta jako
alternativa prenatalni diagnostiky, aby se snizila moznost pfenosu n¢kterych dédi¢nych chorob na
déti rodict s genetickou zatézi. Podstatou metodiky je testovani urcitych genetickych chyb na
buiikach pochdzejicich z oocytu (vajicek) zeny nebo z velmi casnych lidskych embryi
kultivovanych mimo télo Zeny v laboratornich podminkach. Pouze ,,zdravd* embrya jsou poté
vracena zen¢ do délohy s redlnou nadéji na vznik t€hotenstvi a narozeni zdravého ditéte.

Sama mysSlenka testovani velmi ¢asnych embryi neni nova. Uz v roce 1968 bylo Gspésné€ provedeno
sexovani (rozliSeni pohlavi) krali¢ich embryi jesté pied jejich zavedenim do d€lohy samice.
Nicmén¢ zacatky klinické aplikace PGD v huméanni mediciné spadaji aZ do konce 80. let minulého
stoleti a prvni dit¢ po PGD spattilo svétlo svéta v roce 1992. Ackoliv preimplanta¢ni testovani je
rutinn€ pouzivano v Zivo€isné vyrobé pro produkci zvifat urcitého pohlavi, pouziti PGD u lidi
podléha rliznym regulim s cilem zabranit jejimu vyuziti pro eugenickou selekci. Ve Velké Britanii
podléha PGD (a stejné tak i vSechny techniky uplatiiované pfi mimotélnim oplodnéni) ptisnym
pravidlim zakotvenym v dokumentu z roku 1990 (The Human Fertilization and Embryology Act).
Podle n€¢ho mize byt PGD uplatnéna pouze v ptipadech vaznych genetickych onemocnéni a nikoliv
z divodu socialnich (tj. napt. pro pary, které jiz maji déti stejného pohlavi a prali by si potomka
opacného pohlavi). Zatimco ve Francii ma povoleni provadét PGD jen nckolik malo center
asistované reprodukce, v Argentind, Rakousku, Svycarsku a Taiwanu neni povolena viibec.
V Némecku se moznost provadéni PGD diskutuje v parlamentu, ale zatim je zakazana. Naopak
v Italii, kde byla PGD jest¢ donedavna moznd, vstoupil v lofiském roce v platnost novy zakon
upravujici podminky pro praci s ¢asnymi lidskymi embryi, ktery provedeni PGD neumoZiuje.
Z4dné legislativni normy neupravuji pouziti PGD v USA. V Ceské republice neni Zzadny pravni
ptedpis upravujici pouziti PGD. VétSina laboratoii se ale fidi doporuenimi upravujicimi pouZivani
techniky PGD, které vydalo evropské konsorcium. Jesté pred tim, nez existovala moznost PGD,
byly pary s genetickou zatézi odkdzany na prenatdlni diagnostiku béhem jiz probihajiciho
téhotenstvi s vyhlidkou na jeho pfipadné umélé pieruseni, jestlize bylo prokazano poskozeni plodu.
Takové rozhodnuti pro par neni lehké a miZe vést 1 k psychickym problémim. U nékterych part
ukonceni téhotenstvi neptichazi do ivahy z osobnich ¢i nabozenskych divodl. Valné vétsina z nich
pak nechce riskovat dalsi t€hotenstvi s podobnym osudem. N¢které pary mohou volit moznost
pouziti darovanych pohlavnich bunék (at’ uz spermii ¢i vaji¢ek) nebo adopci. Jiné pary voli radéji
zivot bez déti, nez riskovat narozeni nemocného ditéte. Pro tyto pary je dnes vychodiskem pravé
PGD.

Genetické chyby, u nichz je mozno vyuzit PGD, miZeme rozdé¢lit do 3 skupin. Prvni je kategorie
genovych mutaci. Podminkou je, Ze zndme mutaci (chybu v zapise genu) zptsobujici chorobu a
zname jeji umisténi v rdmci celého genetického zapisu a umime ji najit. Zjednodusené feceno,
existuji sondy (znacky), které hledanou mutaci dokézi najit mezi ostatnimi geny a ptichyti se na ni.
Druhou kategorii tvotfi choroby vazané na pohlavi. Tady ¢asto ani nezndme genovou chybu, ktera
nemoc zpusobuje, ale vyskyt onemocnéni je striktné vazan na jedno pohlavi. Onemocnéni je pak
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eliminovano vybérem embrya druhého pohlavi. Do tfeti, posledni, skupiny spadaji choroby,
zpisobené¢ chromosomdlnimi translokacemi (vyména urcitych ¢asti mezi 2 nesesterskymi
chromosomy).

Jak uZ bylo vyse feceno, podminkou PGD je odebrani Zenskych pohlavnich bunék, jejich oplozeni a
kultivace vzniklych embryi v laboratornich podminkach. Bunéény materidl, na némz ma byt
provedena genetickd analyza, pak lze ziskat trojim zptisobem.

Nejcastéji pouzivana technika je odbér (biopsie) 1 az 2 bunék z casného 8—12 bunééného embrya.
Embryo je v této dobé (72 hodin po oplozeni) tvoieno samostatnymi totipotentnimi buitkami (kazda
buitka ma schopnost vytvofit jakykoliv typ bunék lidského organismu, na rozdil od pozd¢jsich
stadii, kdy je u kazdé buniky jiz ureno k ¢emu bude slouZzit). Odebranim 1-2 buné€k v tomto stadiu
neni narusen vyvojovy potencial embrya a toto je schopno se nadale vyvijet bez velkych obtizi.
Biopsii u dvou- ¢i ¢tyibunéénych embryi bychom zptsobili ztratu velké ¢asti bunééné masy, ¢imz je
narusen vyvojovy potencidl embryi a proto se neprovadi. Naopak u embryi majicich vice nez
16 bunék je biopsie velice obtiznad a muze vést opét k poskozeni embrya, nebot’ buiiky v této dobé
jsou jiz navzajem propojeny a neni snadné je od sebe oddélit. Proto se biopsie u téchto embryi
rovnéz neprovadi.

Embryo uréené k biopsii je pod mikroskopem pii velkém zvétSeni zafixovano v urcité pozici
pfisatim ke specielni sklenéné mikropipeté. Glykoproteinovy plast obklopujici embryo (zona
pellucida) je otevien bud pomoci laserového paprsku nebo ptisobenim kyselého roztoku, ptipadné
je rozfiznut tenkou sklenénou mikrojehlou. Timto otvorem je piimo k jedné z bunck zavedena
bioptickd mikropipeta, ktera jemnym sanim buitku uvolni z embrya. Buiika je pak fixovana na
podlozni sklo neboje pfenesena na dno mikrozkumavky. Zalezi na tom, jaka metoda genetické
analyzy ma byt pouzita. Poté je pfedana do genetické laboratote ke zpracovani.

Druhym typem ziskdvani materidlu pro genetickou analyzu je biopsie polové buiiky. Polova burka
je mala buiika vytésnénd z vajicka béhem jeho zrani a obsahuje polovinu chromozému stejné tak
jako vajicko. Tato drobnd buiika mize byt odebrana podobnym zptisobem jako pfi odbéru bunky
embrya a lze ji pouzit pro genetické testy. Po oplozeni vznika jesté jedna polova buika, v niz jsou
obsazeny poloviny chromozémd, které zbyly ve vajicku. Bez jejich ,,vyhozeni“ by nemohlo dojit
k propojeni genetické informace od matky a od otce. I tato druha polova buiika byva odebrana a
rovnéz otestovana. Vyhodou tohoto postupu je, Ze testovand butika neni bunkou vlastniho embrya,
ale bohuzel ho nelze pouzit pro vySetieni fady onemocnéni.

Hlavnim problémem pfi testovani polové buiiky nebo jedné buiikky embrya je velmi malé a omezené
mnozstvi DNA, kterou mame otestovat. VEtsi mnozstvi bunék bez poskozujiciho vlivu na embryo
muze byt odebrano z vyvojového stadia embrya, které se oznacuje jako blastocysta. Blastocysta je
preimplantac¢ni embryo tvofené az 300 bunkami a vzhledové pfipomina baloének, nebot’ uvnitt je
tekutinou vyplnéna dutina. Buiiky jsou rozdélené¢ do dvou skupin. Z jednéch (trophectoderm)
pozdéji vzniknou zarodecné obaly a ze druhych (inner cell mass) vlastni plod. Pii biopsiich se pak
odebiraji pouze bunky trofoektodermu. Tato technika se bude pravdépodobné vice vyuZzivat v blizké
budoucnosti, protoze v soucasnosti jsou stale rezervy v kultivacnich systémech a mnozstvi embryi,
které dosahne stadia blastocysty je limitované. Ale stale se hledaji optimalni kultiva¢ni média.

Pozadavky na metody genetické analyzy jsou velmi striktni. Metoda musi byt efektivni uz na tirovni
velmi malého mnozstvi DNA, jaké obsahuje 1 buiika, nebot’ vice bun¢k neni k dispozici. Zaroven
musi byt rychld, protoze vysledek musi byt zndm béhem 12—48 hodin po biopsii, aby bylo mozné
stale se vyvijejici embrya pifenést v pravy Cas zpatky do délohy pacientky. Je to zcela odliSna
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situace nez v pripadé prenatalni diagnostiky, kdy se pracuje az se stovkami odebranych buné¢k a cas
v ramci hodin zde nehraje Zadnou roli. V soucasné dobé jsou k dispozici 2 metody genetické
analyzy s jejich riznymi variacemi, splitujici naroéné pozadavky PGD.

Jednou z nich je PCR (polymerase chain reaction). Vzhledem k malému mnozstvi DNA v jedné
buiice, je nemozné piimo v buiice detekovat hledanou genovou mutaci. Diky PCR je odpovidajici
DNA sekvence nejprve mnohondsobné amplifikovana (zkopirovana) a teprve potom podrobena
analyze. Tato metoda se pouziva pro detekce onemocnéni zptisobené genovymi mutacemi nebo pro
detekci pohlavnich chromosomu u chorob vazanych na pohlavi.

Druhou metodou genetické analyzy je tzv. FISH technika (fluorescence in situ hybridization). Pti
této metod¢ jsou znaceny hledané chromosomy (tedy ne jednotlivé geny) rGznobarevnymi
fluorescen¢nimi barvami. Pfi prohlizeni ve fluorescenénim mikroskopu (oproti standardnimu
optickému mikroskopu je osazen specielnimi filtry a specielnim zdrojem svétla) je pak mozné vidét
barevné signaly. Kazdy signal odpovidd jednomu chromosomu. Tato technika se uplatiuje pii
detekci chorob zplsobenych chybenim ¢i pfebyvanim nékterého chromosomu (chromosomadlni
aneuploidie), pfi urovani pohlavnich chromosomu u chorob vazanych na pohlavi (v téchto
ptipadech je vice vyuZzivana nez PCR) a s malymi obménami pii detekci chromosomalnich
translokaci.

Technika PGD s naslednou FISH analyzou je v dnesni dob€ na celém svété pouzivana nejen pro
pary s genetickou zatézi, ale rovnéz pro neplodné pary podstupujici IVF. PGD pak slouzi k odhaleni
béznych nebo s vékem zeny souvisejicich chromozomadlnich aneuploidii, které mohou zplsobit
neuspéch 1éEby nebo potraty v Casnych fazich t€hotenstvi, eventuelné narozeni nemocného ditéte.
Mezi nejsledovanéjsi chromosomy patii pohlavni chromosomy X a Y, jejich chybéni ¢i naopak
ptebyvani zpiisobuje tzv. Turneriv syndrom ¢i Kleinefelteriv syndrom, chromosom 21 (Downtliv
syndrom), dale pak chromosomy 13, 16, 18, 22. U té€chto analyz vSak vétSinou mluvime o tzv.
preimplanta¢nim screeningu aneuploidii PGS (preimplantation genetic screening), aby byly zcela
jasné odliSeny diivody, pro¢ byla PGD pouZita.

Samotna biopsie je naro¢nd technika a jeji provedeni vyzaduje zkuSené¢ho embryologa. OvSem
1 dalsi faze PGD maji sva uUskali a omezeni. Mohou nastat technické problémy, napt. odebrana
buiika se nedostate¢né prichyti povrchu podlozniho skla a béhem dal$ich procedur se ze skla smyje,
pouzité sondy se nenavazi na vazebna mista genu ¢i chromosomu, chromosomy lezi pfes sebe,
takze barevné signaly nejsou Citelné apod. Ale také v ptirodé bézné se vyskytujici ,,odchylky od
pravidel ztézuji ziskani pfesnych informaci. V nékterych ptipadech totiz embryo miiZze obsahovat
par bunék, jejichz genetickd vybava je zmatena (tzv. mozaiky), ackoliv ostatni bunky jsou naprosto
v potadku. A je mozné, ze prave tuhle buiiku jste ziskali pii biopsii.

Znamena to tedy, ze PGD neni neomylna a je nutné s tim pocitat. Par podstupujici PGD by mél byt
jesté pred zahajenim 1écby podrobné informovan o podstaté této metody, o jejich moznostech a
rovnéz o moznosti chybné analyzy. Toto riziko je vSak minimalizovdno. Pfesto se v piipadé
t€hotenstvi po PGD doporucuje provést jesté prenatalni diagnostiku pro potvrzeni vysledku PGD.
Jestlize vSak existuje pfili§ vysoké riziko chybné analyzy (to je zavislé predev§im na typu
stanovovaného onemocnéni), PGD se neprovadi. RovnéZ je celd fada nemoci, které se — zatim —
nedaji pomoci PGD u embryi vysetfit. Pfesto PGD bezesporu vyznamné zvySuje nadéje par na
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1é¢ené pary udélat.
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