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So uhrn
Východiska: Nosiči zárodečných mutací v genech zodpovědných za vznik monogenně podmíně‑
ných hereditárních nádorových syndromů jso u početně malo u, avšak vysoce rizikovo u skupino u 
ohroženo u vysoko u pravděpodobností vzniku nádorového onemocnění, které se často vyvíjí 
v mladém věku. U těchto nosičů existuje 50% riziko přenosu dědičné mutace na jejich potomky. 
U monogenně podmíněných onemocnění preimplantační genetická di agnostika (PGD) umož‑
ňuje charakterizaci oblasti DNA obsahující patogenní mutaci i z jediné buňky odebrané v časné 
vývojové fázi z embrya vzniklého in vitro fertilizací (IVF). Na základě jejích výsledků lze transfero‑
vat embrya, která neneso u analyzovano u geneticko u abnormalitu, a tím umožňují vývoj dítěte 
bez rizika přenosu patogenní alely od bi ologického rodiče. Cíl: V tomto přehledném článku pre‑
zentujeme konsenzu ální stanovisko společné skupiny Společnosti Lékařské genetiky a České 
onkologické společnosti ČLS JEP a dalších speci alistů k po užití PGD u monogenně podmíněných 
nádorových syndromů, se zaměřením na podmínky a předpoklady pro její provádění v ČR, a upo‑
zorňujeme na limity a úskalí této metody a specifika ovari ální hyperstimulace u nosičů mutací 
v genech (BRCA1, BRCA2, p53) s možným rizikem vzniku, hormonálně‑dependentních karcinomů 
prsu a ovari a. Závěry: Domníváme se, že PGD je metodo u vhodno u pro úzko u, avšak ne opomi‑
nutelno u podskupinu kli entů z řad nosičů mutací v genech zodpovědných za vznik hereditárních 
nádorových syndromů. Jedná se hlavně o osoby, které se pro IVF a PGD rozhodno u z důvodů 
zcela zásadních obav z přenosu patogenní vlohy na potomky, po jasném po učení o provedení 
a limitech metody ze strany zodpovědného multidisciplinárního týmu, který bude relevantně 
schopen v konkrétním případě zvážit indikace metody, vyhodnotit možná individu ální rizika 
a metodicky správně provést vlastní analýzu.
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Úvod
Hereditární nádorové syndromy tvoří 
kolem 5 % případů nádorových onemoc‑
nění. Přestože se jedná o postižení malého 
procenta nemocných, jejich závažnost je 
dána vznikem nádorového onemocnění 
u nosičů mutací často v období rané do‑
spělosti. Ačkoliv penetrance onemoc‑
nění nedosahuje vždy 100 %, je podíl ne‑
mocných nosičů v postižených rodinách 
vysoký a  pravděpodobnost vzniku one‑
mocnění u  nich řádově přesahuje riziko 
vzniku nádoru ve srovnání s běžno u po‑
pulací. Obě základní charakteristiky here‑
ditárního nádorového onemocnění –  tedy 
časný vznik a vysoká penetrance –  způso‑
bují, že u  postižených osob je nezbytné 
kromě vlastní onkologické léčby aplikovat 
i postupy týkající se dalších medicínských 
disciplín: klinické a molekulární bi ologi e 
a genetiky, gynekologi e, reprodukční me‑
dicíny, psychologi e či etiky [1].

Moderní molekulárně‑bi ologické la‑
boratorní postupy sice poskytují vyspělé 
nástroje v di agnostice nádorových one‑
mocnění, ty však kontrastují s  relativně 
omezenými možnostmi terape utickými. 
V případě nosičství mutací v genech zod‑
povědných za vznik hereditárních nádo‑
rových syndromů spočívá těžiště speci ali‑
zované péče ve včasné di agnostice nebo 
v profylaktických chirurgických či farma‑
kologických intervencích (viz speci alizo‑
vané části tohoto supplementa). Přes‑
tože speci alizovaná dispenzární péče 
významně zlepšuje prognózu onemoc‑

nění, setkáváme se u  některých nosičů 
mutací s  výrazno u kancerofobi í, která 
(u některých z nich) negativně ovlivňuje 
i  rozhodování o  reprodukci. Právě pro 
tuto (početně pravděpodobně velmi li‑
mitovano u) skupinu nosičů mutací by 
so učasné re álné možnosti technik asis‑
tované reprodukce (Assisted Reprodu‑
ctive Techniques  –  ART), disponující in 
vitro fertilizací (IVF) a preimplantační ge‑
neticko u di agnostiko u (PGD), mohly být 
důležito u volbo u.

Cílem in vitro fertilizace a  preimplan‑
tační genetické di agnostiky u nosičů mu‑
tací monogenně podmíněných onemoc‑
nění, včetně hereditárních nádorových 
syndromů, je zabránění přenosu známé 
genové alterace do další generace. Tento 
cíl je umožněn kontrolo u zrání o ocytu 
a časného embryonálního vývoje s nale‑
zením a  následným transferem embryí 
bez hereditární mutace za účelem dosa‑
žení těhotenství ukončeného porodem 
zdravého dítěte [2].

První pokusy o PGD sahají do počátků 
90. let [3]. V so učasnosti se PGD provádí 
u řady geneticky podmíněných onemoc‑
nění. Ve velké části případů je laboratorní 
di agnostická metoda založena na fluo‑
rescenční in situ hybridizaci (FISH). Tato 
technika umožňuje nalezení rozsáhlých 
změn genomu, ale pro nalezení malých 
genových alterací, např. bodových mu‑
tací, které jso u nejčastější příčino u po‑
ruch tumor supresorových genů u  he‑
reditárních nádorových syndromů, není 
vhodná. V di agnostice hereditárních ná‑
dorových syndromů tak zásadní úloha 
přináleží metodě, která zahrnuje am‑
plifikaci genetického materi álu embrya 
pomocí polymerázové řetězové re akce 
(Polymerase Chain Re acti on –  PCR) s ná‑
sledno u analýzo u  –  tzv. PCR PGD. Tato 
metoda byla doposud úspěšně po užita 
v di agnostice několika nádorových syn‑
dromů (tab. 1).

Záměrem tohoto textu není vymezení 
pregnantních „guidelines“ pro provádění 

Summary
Backgro unds: Carri ers of hereditary mutati ons in cancer susceptibility genes represent a limited but high‑risk populati on characterized by a high 
probability of cancer development, frequently with its manifestati on in e arly age and with a 50% chance of pathogenic allele inheritance by off‑
spring. In case of monogenic disorders, preimplantati on genetic di agnosis (PGD) co uld be used for characterizati on of the DNA regi on affected by 
pathogenic mutati on in the e arly stages of an embryo cre ated by in vitro fertilizati on (IVF). Therefore, the transfer of unaffected embryos co uld be 
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use of PGD in the Czech Republic for carri ers of mutati ons in cancer susceptibility genes. We address the conditi ons, prerequisites, and limits of 
practical applicati on of this method. We also po int o ut specific issues of ovari an hyperstimulati on in carri ers of mutati ons in BRCA1, BRCA2, and 
p53, anticipating the incre ased risk of hormonally dependent bre ast and ovari an cancers development. Conclusi ons: We assume that a narrow but 
non‑negligible subgro up of cancer susceptibility gene mutati on carri ers may benefit from PGD. They are mainly individu als deciding to undergo IVF 
and PGD recruited from mutati on carri ers with extreme concerns abo ut transmitting the mutati on to their children. The PGD in these individu als 
sho uld be managed by a closely co operating multidisciplinary te am of professi onals responsible for indicati on of PGD, giving complete informati on 
regarding the IVF and PGD procedures including their limits, evalu ating individu al risks and performing instrumental and laboratory procedures 
with respect to up- to- date go od laboratory and clinical practice.
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Tab. 1. Příklady aplikace PCR PGD u hereditárních nádorových syndromů. 

Syndrom (gen)	 Citace

familiální adenomatózní polypóza (APC)	 [4,5]
syndrom hereditárního karcinomu prsu a karcinomu ovarií (BRCA1)	 [6]
neurofibromatóza 1 (NF1)	 [7]
neurofibromatóza 2 (NF2)	 [8]
Li-Fraumeni syndrom (p53)	 [9]
Retinoblastom (Rb)	 [10,11]
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Pro podání úvodní informace o příno‑
sech a limitech PGD je vhodná konzultace 
se spolupracujícím klinickým genetikem 
speci alizovaným na oblast hereditárních 
nádorových syndromů.

Pacientčin gynekolog, zajišťující 
speci alizovano u gynekologicko u preven‑
tivní péči (především u  nosiček mutací 
v genech BRCA1 a BRCA2), by měl rovněž 
podat informace ohledně možností PGD, 
příp. zvážit, zda paci entka může cyklus 
IVF podsto upit.

Na gynekologovi IVF centra spočívá 
podrobná informace kli entky o aplikaci 
IVF, zvolení a optimalizace stimulačního 
protokolu pro paci entku a  provádění 
kontroly během celého cyklu.

Embryolog a molekulární genetik jso u 
zodpovědní za laboratorní část IVF/ PGD 
cyklu a vlastní geneticko u analýzu. Po uží‑
vané techniky by měl provádět zkušený 
odborník a  průběh jednotlivých etap 
a analýza výsledků by měly být předem 
optimalizované a  ověřené. Analýzy by 
neměl provádět pracovník bez předcho‑
zích zkušeností s  technikami po užíva‑
nými v rámci IVF/ PCR PGD cyklu.

Celý tým pečující o paci entku by měl 
být doplněn psychologem, který by mohl 
poskytno ut kli entce další informace pro 
její rozhodování.

V so učasnosti není PGD u žádného he‑
reditárního syndromu rutinní záležitostí. 
Její provedení je závislé na dobré ko ope‑
raci týmu dobře spolupracujících klinic‑
kých i  laboratorních odborníků, kteří 
se musí (s ohledem na své speci alizace) 
shodno ut na proveditelnosti PGD u kon‑
krétního nosiče mutace. Důležitá je jejich 
vzájemná spolupráce a komplexní ori en‑
tace v problematice.

Soci oekonomické aspekty PGD
Důvodem pro PGD je zabránění pře‑
nosu závažného onemocnění z  bi olo‑
gických rodičů na jejich potomky. Tech‑
niky asistované reprodukce a  samotná 
PGD vyvolává v řadě zemí a společností 
významná etická dilemata. Existuje řada 
nosologických jednotek, kde aplikace 
PGD je raci onálně nezpochybnitelná 
[16]. Takovýmto případem nemusí být 
pro každého nosičství byť prokazatelně 
patogenní mutace v nádorových predis‑
pozičních genech. Přesto řada a utorit do‑
poručuje využití PGD u nosičů těchto mu‑

které sice 75 % z 52 dotázaných nosiček 
mutací v genu BRCA1/ 2 uvedlo, že by si 
přály být informovány o PGD, avšak její 
provedení by zvažovalo jen 37 % dotáza‑
ných a po uze jedna ze sedmi žen (17 %) 
uvažujících o  budo ucím těhotenství 
bude zvažovat možnost provedení PGD 
[14]. V malé studii Kastrinos a kol (2007) 
19 z  20 (95 %) paci entů s FAP uvedlo, že by 
zvážilo možnost PGD a 75 % i následno u 
prenatální di agnostiku [15]. Ve výše uve‑
dených studi ích se jedná o osoby „uvažu‑
jící“ o provedení PGD. Lze předpokládat, 
že skutečných „zájemců“, kteří by po obe‑
známení se s celo u problematiko u PGD 
tuto proceduru podsto upili, bude ještě 
méně. Na druhé straně, existuje skupina 
nosičů mutací, pro které je možnost pře‑
nosu dědičné nádorové vlohy zcela ne‑
přijatelná a  preference vlastních bi olo‑
gických potomků ultimativní. Tito nosiči 
mutací se bez možnosti PGD rozhodno u 
nezaložit rodinu, přestože a) pravděpo‑
dobnost přenosu mutace na potomstvo 
je v  případě a utozomálně dominant‑
ních onemocnění 50 %, b) riziko nádo‑
rového onemocnění je ovlivněno pohla‑
vím dítěte (např. v případě mutace genů 
BRCA1/ 2 u mužských potomků je zvýšeno 
jen mírně) a c) so učasný vývoj bi otechno‑
logi í dává naději na zlepšení léčby ná‑
dorů vzniklých s dlo uho u latencí u nosičů 
mutací. U  těchto jednotlivců je preim‑
plantační (ne však prenatální) di agnos‑
tika rozumným kompromisem a  lze do‑
poručit konzultaci s multidisciplinárním 
týmem za účelem jejího zvážení.

PGD z pohledu kliniky a úloha 
jednotlivých medicínských speci alistů
Péče o nosiče mutací podmiňujících he‑
reditární nádorová onemocnění vyža‑
duje komplexní přístup s  účastí řady 
speci alistů umožňující vyhodnocení in‑
dividu álních rizik spojených s ART a i ná‑
sledným těhotenstvím. O  možnostech 
a dostupnosti ART by měl být informován 
především onkolog, který nejčastěji zod‑
povídá za organizaci speci alizované péče 
o  nemocné a  asymptomatické nosiče 
mutací z  rizikových rodin a má aktu ální 
přehled o jejich zdravotním stavu. S ohle‑
dem na zdravotní stav paci enta může do‑
poručit konzultaci speci alizovaného pra‑
coviště, kde je možné podsto upit IVF 
s PGD.

PCR PGD u nosičů mutací, ale spíše for‑
mulování praktických medicínských a la‑
boratorních úskalí metody s ohledem na 
množící se zájem o  problematiku PCR 
PGD ze strany nosičů mutací i některých 
medicínských institucí. Podklady článku 
vycházejí ze závěrů pracovního setkání, 
které se na téma PCR PGD u nosiček mu‑
tací v genech BRCA1 a BRCA2 uskutečnilo 
v roce 2006 v Praze a následných diskuzí 
s účastí odborníků z řady medicínských 
oborů.

Pro jaké paci enty –  nosiče mutací –  
je vhodná PGD?
Užití PGD u chorob s pozdní manifestací 
a  neúplno u penetrancí (mezi které vět‑
šina syndromů hereditární nádorové pre‑
dispozice patří) byla a  je diskutována. 
V květnu 2006 schválila HFEA (UK Human 
Fertilizati on and Embryology Autority) 
užití PGD i  pro tato „monogenně pod‑
míněná závažná onemocnění“ [12]. In‑
dikaci by měl hodnotit klinický genetik 
v  so učinnosti s  dalšími speci alisty, jako 
jso u onkolog, gynekolog aj. V  případě 
sporných indikací je vhodné konzulto‑
vat výbor Společnosti lékařské genetiky 
ČLS JEP. U nosiček mutací v genech, které 
způsobují vysoká rizika nádorů prsu a gy‑
nekologických nádorů, je důležité zvá‑
žit i  rizika po užívaných hormonálních 
stimulací.

PGD z pohledu paci enta
V praxi se většina našich klinických 
speci alistů angažovaných v  preventiv‑
ních a  di agnostických programech za‑
měřených na hereditární nádorová one‑
mocnění pravděpodobně setkala s nosiči 
mutací uvažujícími o PGD z důvodu obav 
o  přenos nádorové vlohy na své po‑
tomky. Informace z doposud publikova‑
ných prací týkajících se zvažování PGD 
u nosičů mutací v genech zodpovědných 
za hereditární nádorové onemocnění na‑
značují, že o možnosti PGD uvažují nosiči 
mutací tím více, čím vyšší je penetrance 
jejich onemocnění. Ve studii Staton a kol 
(2008) zahrnující 213 nosičů mutací v ge‑
nech BRCA1/ 2 vyjádřilo 44 % dotázaných 
extrémní obavy a 44 % časté obavy o pře‑
nos nutace na potomky. Na druhé straně 
po uze 13 % nosičů by pravděpodobně 
zvažovalo PGD [13]. Podobné výsledky 
ukázala i  studi e Menon a kol (2007), ve 



S72

Předpoklady pro preimplantační genetickou diagnostiku (PGD)

Klin Onkol 2009; 22(Suppl): S69– S74 Klin Onkol 2009; 22(Suppl): S69– S74

nálně podmíněných nádorů navoze‑
ných stimulačními protokoly u rizikových 
paci entek pravděpodobně není vy‑
soké. Azim a  kol (2008) studovali riziko 
po užití stimulačního protokolu zahrnují‑
cího letrozol a gonadotropiny pro navo‑
zení COH u 79 paci entek s karcinomem 
prsu (pro zachování fertility  –  kryopre‑
zervaci o ocytů nebo embryí) před po uži‑
tím adjuvantní chemoterapi e ve srov‑
nání s  136  paci entkami s  karcinomem 
prsu bez COH. Dle jejich zjištění nezvy‑
šuje po užití tohoto protokolu riziko reku‑
rence onemocnění (průměrná doba sle‑
dování u 79 žen s COH byla 23,4 měsíce 
po adjuvantní chemoterapii; HR = 0,56; 
95% CI 0,17– 1,9) [21]. Kotso upo ulos a kol 
(2008) sledovali účinek léčby infertility 
na riziko vzniku karcinomu prsu v  roz‑
sáhlé case- control studii nosiček mutací 
v  genech BRCA1/ 2. Ačkoliv z  celkového 
počtu 1  380  párů analyzovaných nosi‑
ček mutací po uze < 4 % subjektů užívalo 
léčbu na podporu fertility a  <  1% sub‑
jektů prodělalo IVF, výsledky naznačují, 
že tato terapi e nezvyšuje riziko vzniku 
karcinomu prsu (OR = 1,29; CI 0,81– 1,82) 
a a utoři v závěru uvádějí, že: „…léčba in‑
ferility není u  nosiček mutací v  genech 
BRCA1/ 2 kontraindikována“ [22].

Provedení PCR PGD u nosičů mutací 
v nádorových predispozičních genech
Kromě technických omezení je důležitým 
předpokladem úspěchu PCR PGD i rych‑
lost analýzy.

Zdroj a odběr genetického materi álu 
z embrya pro účely PCR PGD
Patrně nejrozšířenější metodo u pro odběr 
genetického materi álu u PGD je bi opsi e 
blastomer ve stadi u, kdy embryo obsa‑
huje 6– 8 buněk (3 dny po oplození) [23]. 
Bezpečného následného vývoje embrya 
lze dosáhno ut při odběru 1– 2 blastomer. 
Pro odběr blastomer byla vypracována 
řada technik, které zahrnují otevření zony 
pellucidy mechanicky, chemicky nebo la‑
serem [24]. Následně je blastomera ode‑
brána tenko u skleněno u kapiláro u s po‑
mocí mikromanipulátoru (obr. 1). Transfer 
embrya do děložní dutiny matky je ne‑
zbytné provést do 48 hod po bi opsii.

Alternativní metodo u je odběr gene‑
tického materi álu pomocí bi opsi e polár-
ních tělísek, která se vytvářejí v průběhu 

DNA z dalších spermi í pro budo ucí gene‑
ticko u analýzu. Oplozené o ocyty se kulti‑
vují v médi u v inkubátorech s atmosféro u 
5% CO2. Pro potřeby PGD trvá kultivace 
embryí pět dní, kdy třetí den je u všech 
dostupných embryí provedena bi opsi e –  
odběr buňky embrya (viz níže). Kva‑
lita a vývoj embryí se kontroluje každo‑
denně. Nejpozději pátý den po oplození 
musejí být embrya transferována do du‑
tiny děložní, případně zamražena.

U nádorových syndromů zahrnujících 
hormonálně independentní tumory lze 
uvažovat o využití libovolného stimulač‑
ního protokolu v závislosti na konkrétních 
zvyklostech IVF centra. V běžné populaci 
lze předpokládat, že přechodné zvýšení 
koncentrace estrogenů má po uze malý 
vliv na zvýšení rizika vzniku karcinomu 
prsu (~RR 1,2) [20]. Jiná je ovšem situ ace 
při COH u  nosiček mutací v  BRCA1, 
BRCA2, TP53 a dalších genech s vysokým 
rizikem vzniku karcinomu prsu. Volba sti‑
mulačního protokolu závisí na tom, který 
z partnerů je nosičem mutace. Je‑li nosi‑
čem patogenní hereditární mutace part‑
ner, provádí se hormonální stimulace 
nezatížené paci entky stejně jako u  ja‑
kékoliv zdravé ženy dle doporučených 
postupů a  zvyklostí daného IVF centra. 
V případě, že nosičko u mutace v genech 
BRCA1/ 2, TP53 aj. je partnerka, může být 
po užití standardních stimulačních proto‑
kolů sporné s ohledem k hormonální zá‑
vislosti karcinomů prsu a ovari í [12]. Na 
druhé straně je však nezbytné uvážit, že 
sérové koncentrace estradi olu v prvním 
trimestru těhotenství převyšují koncen‑
traci nutno u pro COH. Na gynekologovi 
IVF centra je tedy volba vhodného sti‑
mulačního protokolu s ohledem na ana‑
mnézu paci entky a rovněž volba hormo‑
nálních preparátů a  jejich dávek. Starší 
generace menopa uzálních gonadotro‑
pinů (Fostimon, Menopur) je stále více 
vytlačována preparáty rekombinantního 
FSH (Gonal F, Puregon). Během stimulace 
je sledován růst folikulů a tlo ušťky endo‑
metri a v porovnání s hladino u estradi olu 
v krvi. Ovulace je časována aplikací hCG 
(lidský chori ogonadotropin). Transvagi‑
nální odběr o ocytů se provádí 34– 36 hod 
po injekci hCG pod kontrolo u ultrazvuku 
a v krátkodobé narkóze.

Dvě studi e publikované v  letošním 
roce ukazují, že riziko vzniku hormo‑

tací zvážit [17– 19]. S ohledem na to, že se 
jedná o relativně novo u metodu, která se 
pravděpodobně bude dále rozvíjet pře‑
devším na základě tlaku ze strany kli entů, 
lze očekávat, že diskuze o vymezení roz‑
sahu PGD, její standardizaci, legislativním 
zakotvení atd. budo u pokračovat.

Pragmatickým pohledem je srovnání 
nákladnosti provedení PCR PGD s náklady 
na prevenci, terapii a  snížené soci ální 
uplatnění postižených nosičů mutací, 
které hovoří ve prospěch PGD [19].

Praktické přístupy k PCR PGD
Ovari ální stimulace a in vitro 
fertilizace (IVF)
Metodu IVF lze rozdělit do dvo u fází: 
V první je nezbytné vyvolat so učasné do‑
zrání více o ocytů v ovari u a následně tyto 
o ocyty z ovari a odebrat. So učasně s tím 
se provádí také odběr spermi í partnera. 
Druhá fáze je laboratorní, kdy v embryo‑
logické laboratoři probíhá vlastní in vitro 
oplození.

Cílem tzv. kontrolované ovari ální hy‑
perstimulace (Controlled Ovari an Hy‑
perstimulati on –  COH) je dosáhno ut do‑
zrání většího počtu tzv. kodominantních 
folikulů než po uze jednoho folikulu, jak 
je tomu v  nativním cyklu. Tím je zajiš‑
těn výsledně větší počet embryí pod‑
stupujících PGD, a tudíž i vyšší šance na 
nalezení „zdravého“ embrya vhodného 
k transferu.

V so učasné době se k  navození COH 
po užívají zejména následující stimulační 
protokoly:
•	 krátký stimulační protokol s  ago‑

nisty GnRh (gonadotropine- rele azing 
hormone)

•	 dlo uhý stimulační protokol (začína‑
jící buď z folikulární, nebo lute ální fáze 
menstru ačního cyklu) s agonisty GnRh

•	 protokol s antagonisty GnRh

Oplození získaných o ocytů je prove‑
deno mechanicky, tzv. metodo u ICSI (In‑
tracytoplasmic Sperm Injecti on  –  intra‑
cytoplazmatická injekce spermi e). Při 
této technice je pomocí velice tenké skle‑
něné jehly zavedena spermi e partnera 
paci entky přímo do centra o ocytu. Tech‑
nika ICSI se po užívá z důvodu vyšší prav‑
děpodobnosti oplození o ocytů, a  tedy 
minimalizace ztrát již na začátku pro‑
cesu, a  zároveň eliminuje kontaminaci 



Klin Onkol 2009; 22(Suppl): S69– S74

Předpoklady pro preimplantační genetickou diagnostiku (PGD)

Klin Onkol 2009; 22(Suppl): S69– S74 S73

jeno se specifickými riziky PCR PGD 
analýz: možnost kontaminace vzorku, 
selhání amplifikace (Amplificati on Fai‑
lure  –  AF) a  ztráta alelického signálu 
(Allelic Drop- Out –  ADO) [32]. Prevence 
kontaminace spočívá v  přísně sterilním 
přístupu k  PCR PGD. Po užívaný labora‑
torní plastik i  po užité chemikáli e musí 
být sterilní, bez přítomnosti DNáz i RNáz, 
a  musí být určeny výhradně pro účely 
PCR PGD. U AF nedojde k amplifikaci vy‑
braného amplikonu vůbec, což znamená, 
že v takovémto případě nelze u přísluš‑
ného embrya vyhodnotit stav genotypu. 
Nejčastějším zdrojem AF jso u subopti‑
mální podmínky provedení PCR re akcí. 
U ADO sice amplifikace proběhne, avšak 
amplifikovaný produkt odpovídá tem‑
plátu po uze jedné z  obo u alel. Výsled‑
kem pak může být falešně negativní vý‑
sledek s  chybno u di agnózo u. Na ADO 
se podílí řada příčin (degradace DNA, 
metoda lýzy blastomer, podmínky PCR, 
délka a charakter amplikonu apod.). Kri‑
tický vliv na výskyt ADO má především 
množství genetického materi álu repre‑
zentované obvykle 1– 2  blastomerami. 
Množství genetického materi álu lze na‑
výšit dvojím způsobem: jedním z  pří‑
stupů je odběr více buněk (bi opsi e 
blastocysty), druhým zařazení celogeno-
mové amplifikace (Whole- Genome Am‑
plificati on –  WGA) před vlastní di agnos‑
ticko u PCR [33– 35]. Nevýhody WGA, 
spočívající v prodlo užení času vyšetření 
a nárůstu náročnosti a ceny detekce, vy‑
važuje až 106násobné zvýšení množství 
genetického materi álu. Z  důvodu ADO 
je doporučené do di agnostické PCR za‑
řadit kontrolní ko amplifikaci umožňu‑
jící často rozlišení mezi ADO a skutečno u 
negativito u homozygotního (wt) vzorku 
[8,36]. Laboratoře s  velmi dobrými vý‑
sledky PCR PGD zaznamenávají ADO při‑
bližně v 5– 15 % případů [32]. Využití mul‑
tiplex‑PCR umožňujícího amplifikaci řady 
amplikonů a  především metody preim‑
plantační genetické haplotypizace (PGH) 
zavádějící analýzu mnoha mikrosatelit‑
ních polymorfních lokusů minimalizuje 
chyby vznikající v důsledku ADO [37,38].

Závěr
Techniky asistované reprodukce zahrnu‑
jící PGD moho u být přínosem pro speci‑
ficko u část z těch nosičů mutací v genech 

Rovněž je výrazně snížen časový limit 
pro provedení genetické analýzy. Nic‑
méně pokroky v  technikách asistované 
reprodukce i v genetických analýzách na‑
značují, že bi opsi e blastocyt se v blízké 
budo ucnosti může stát nejrozšířenější 
metodo u pro PCR PGD.

K di agnostice mutací v  nádorových 
predispozičních genech jso u te oreticky 
po užitelné všechny uvedené metody; 
jako nejméně vhodná se jeví bi opsi e po‑
lárních tělísek. Preference přístupu bude 
podléhat především výběru následných 
molekulárně‑bi ologických metod.

Provedení PCR PGD
Pro provedení PCR PGD existují dva pří‑
stupy. Lze uvažovat o analýze vlastního 
místa genové alterace nebo o provedení 
segregační nepřímé DNA di agnostiky na 
základě vyšetření polymorfních mikro‑
satelitových markerů dopředu charak‑
terizovaných v rodině nosiče genové al‑
terace a obo u bi ologických rodičů. Oba 
přístupy je vhodné kombinovat.

Molekulárně‑bi  ologické metody 
po užité pro vlastní di agnostiku mutací 
se v principu ne odlišují od klasických po‑
stupů po užívaných pro detekci známých 
alterací v genech [30]. Jejich jedinečnost 
však spočívá ve velmi omezeném množ‑
ství genetického materi álu pro analýzu 
a v nezbytnosti rychlého provedení vy‑
šetření, kdy výsledek musí být dostupný 
obvykle do 48  hod od odběru buněk 
z embrya.

Po odběru buňky z  embrya je před 
vlastní PCR re akcí nezbytné provést lýzu 
blastomery, pro ktero u je po užívána 
řada postupů zahrnujících fyzikální, che‑
mické i enzymatické metody [31].

Malé množství genetického ma‑
teri álu (obvykle z  jedné buňky) je spo‑

mei otického dělení před (první polární 
tělísko) a po (druhé polární tělísko) oplo‑
zení vajíčka spermi í. Genetický materi ál 
polárních tělísek obsahuje haplo idní 
sadu maternálních chromozomů kom‑
plementární k sadě obsažené ve vlastním 
o ocytu. Víme‑li, že matka je nosičko u he‑
reditární mutace, z vyšetření příslušného 
lokusu v sekundárních polárních tělíscích 
jsme schopni dedukovat stav sesterské 
alely v o ocytu (tj. pro následný transfer 
budo u vybrána po uze ta embrya, u kte‑
rých bude v polárních tělíscích pozitivně 
prokázána přítomnost mutace). Analýza 
polárního tělíska není však po užitelná 
při PGD v případě, že nosičem mutace je 
otec. Situ aci rovněž komplikuje možnost 
chromozomálních rekombinací v primár‑
ním polárním tělísku a skutečnost, že tě‑
lísko záhy po kultivaci in vitro involvuje 
[25,26]. Nejčastěji se bi opsi e polárního tě‑
líska uplatňuje v di agnostice ane uplo idi í. 
Pro di agnostiku monogenně podmíně‑
ných onemocnění je nezbytné provést 
analýzu obo u polárních tělísek [27].

Doposud nejméně rozšířeným pří‑
stupem je bi opsi e blastocysty. Při této 
metodě se odebírají buňky trofoekto‑
dermu v pozdějším stadi u vývoje (6. den 
po oplození), kdy embryo sestává z více 
než 100  buněk. Zásadní výhodo u této 
techniky pro molekulární di agnostiku je 
odběr většího počtu buněk (10– 30), což 
významně zvyšuje přesnost výsledku ge‑
notypizace [28]. Pro odběr buněk trofo‑
ektodermu je doporučena laserová incize 
zony pellucidy, po které je herni ací vy‑
puzena část buněk, jež moho u být ode‑
brány pro vlastní vyšetření [29]. Omezení 
častějšího po užívání bi opsi e blastocysty 
představovaly technické obtíže vyplýva‑
jící z nižšího počtu embryí dosahujících 
takto pokročilého embryonálního stadi a. 

Obr. 1. Odběr blastomey z časného embrya. A –  nasávání 1 blastomey uvnitř embrya do 
bi optické pipety, B –  uvolnění blastomey z bi optické pipety do médi a, C –  odebraná blas‑
tome a určená pro PCR PGD s patrným buněčným jádrem.

A B C
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rozole and Gonadotropins in Pati ents With Bre ast Can-
cer: A Prospective Controlled Study. J Clin Oncol 2008; 26: 
2630– 2635.
22. Kotsopo ulos J, Librach C, Lubinski J  et al. Infertility, 
tre atment of infertility, and the risk of bre ast cancer among 

predisponujících pro hereditární nádo‑
rové syndromy, pro které je riziko přenosu 
mutace na jejich potomky, plyno ucí ze 
spontánní koncepce, z různých příčin ne‑
přijatelné. Předpokladem pro provedení 
PGD je dobrá ko operace mezi paci entem 
a  speci alizovaným multidisciplinárním 
týmem, který je schopen poso udit pří‑
nos tohoto postupu pro paci enta, jeho 
rizika a  jeho technicko u proveditelnost. 
Připomínáme, že v  so učasnosti nepa‑
tří metody PCR PGD u hereditárních ná‑
dorových syndromů k  rutinním meto‑
dám. V řešení je řada otázek so uvisejících 
nejen s medicínskými a technickými as‑
pekty, ale rovněž legislativními a etickými 
otázkami. Přestože se jedná o  techniku 
ve vývoji, je již v so učasné době možné ji 
po užít a rychlý pokrok v molekulární me‑
dicíně i  bi otechnologi ích do budo ucna 
slibuje její další významná zlepšení.

Poděkování
Rádi bychom poděkovali recenzentům 
za hodnotné a zasvěcené komentáře tý‑
kající se PGD a  rozsáhlé skupině našich 
kolegů a paci entů, se kterými jsme měli 
možnost diskutovat o  uvedené proble‑
matice z různých úhlů pohledu.
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