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Vybrané faktory ovliviiujici uspéSnost prenosu embryi po
IVF
Souhrn

Asistovana reprodukce je obor mediciny, ktery se zabyva 1écbou neplodnosti.

K trvalému zvySovani uspé$nosti metod asistované reprodukce piispiva nejen neustale
se zlepSujici pfistrojové vybaveni laboratofi, ale i soucasné zavadéni novych poznatkil a
zkuSenosti z experimentalni embryologie v béZnou praxi.

Hlavnim cilem této diplomové préce, bylo na zakladé dat a udaji bézn¢ ziskanych pii
procesu mimotélniho oplozeni, ovétit efekt vybranych faktord na uspéSnost 1éCby.
Zpracovéna byla data nasbirana v pribéhu roku 2015 v laboratofi asistované reprodukce na
pracovisti GEST IVF s.r.o. v Praze.

V diplomové praci nebyly pouzity Zadné osobni udaje pacientek v souladu se zakonem
296/2008Sh. Z vysledki byla jasné patrna zavislost tispéSnosti 1é¢by na véku pacientky a to u
vSech sledovanych parametri. Jako zésadni se potvrdila hypotéza vzajemné zavislosti kvality
embrya na dal§im vyvoji embrya po pienosu. Naopak délka kultivace embryi se ve
sledovaném obdobi neprojevila jako dulezity parametr isp&Snosti. Stejné tak uziti dnes bézné
pouzivanych kultivaénich médii, nemélo vyrazné&jsi dopad na vysledek 1é¢by ve sledovaném
obdobi. Statistické vypoéty téz potvrdily piekvapivé vyznamny rozdil pti pfenosu embryi ve
stafi 72 hodin a 120 hodin u skupiny Zen nad 35 let, kdy se jako vyhodné&jsi jevi ptenos

mladsich embryi.

Kli¢ova slova: asistovana reprodukce, kvalita oocytu, embryondlni vyvoj, fertilizace,

semikontinualni monitoring, Gispésnost pienosu



Some factors influencing success of IVF-embryo transfer
Summary

Assisted reproduction is a field of medicine that deals with infertility tretment.

Ongoing improvements of laboratory technology as well as ongoing evolving scientific
research within IVF research,including experimental embryology in routine practice is
contributing in a steady improvement of success rates of assisted reproduction.

This thesis is primarily based on data and information provided by the laboratory of assisted
reproduction of GEST IVF Ltd.clinic in Prague,which was collected during the year 2015.
This data was analyzed and investigated to verify the effect of selected factors on the success
of the treatment. In This thesis we have not used any personal data of patients in accordance
with the legislation act.296/2008Sh.

The results show clear evidence between the treatment success rate and patients age within all
evaluated parameters. The fundametal hypothesis of interdependence of embryo quality on
the further development of the embryo after the transfer was comfirmed.

Conversely, the timeframe for embryo cultivation is not an important parameter of success.
Commonly used cuture media also did not show a significant impact on treatment outcome.
Statistical calculations also confirmed surprisingly significant differences in embryo transfer
after 72 hours development and 120 hours development for women ever 35 years. Transfers

of younger embryos appears to be more convenient for women over 35 years.

Key words: assisted reproduction , quality of oocyte fertilization, embryo development,

semicontinuous monitoring, success rates of the embryo transfer.
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1 Uvod

Metody asistované reprodukce jdou ruku v ruce s lidskou neplodnosti.

V soucasné dobé ma problémy s plodnosti cca 10-20% para ve fertilnim véku.
Neplodnost tedy neni diagnoéza jedince, ale vzdy diagnoza paru.

Prikopniky asistované reprodukce byli britsti védci Patric Ch. Steptoe a Robert G.
Edwards. V roce 2008 oslavilo ,, prvni dit¢ ze zkumavky* své tficaté narozeniny. Louise
Brownova se narodila 25. ¢ervence 1978 v Oldhamu ve Velké Britanii. Spolu s Lousie
Brownovou tak své ftficetiny oslavila i samotnd metoda IVF (In Vitro Fertilisation) a
asistovana reprodukce jako takova.

Metody asistované reprodukce jsou rizné a za svou dnes jiz skoro ¢tyficetiletou historii
prosly samoziejmé vyvojem. Zakladem téchto metod je prace s pohlavnimi buiikami mimo
te€lo. Nazev IVF vychazi ze zakladniho postupu, kdy dochazi k miseni spermii a vajiek
v umélém prostiedi. Oplozena vajicka se po stanovenou dobu kultivuji a v ur€itém stadiu jsou
vybrana nékterd pro embryotransfer. Diive se z divodi vétsi jistoty implantovalo vice
embryi, coz vedlo k ¢astému vyskytu nezadoucich vicecCetnych téhotenstvi. Dnes je trend
opacény, doporucuje se embryotransfer jednoho maximalné dvou embryi. Ziskana embrya,
ktera se nevyuziji v prvnim IVF cyklu, je mozné zamrazit v tekutém dusiku. Limit pro
uchovavani embryi v tekutém dusiku nebyl doposud biologicky jednoznaéné prokazan.

V bé&Zném dennim rytmu klinické laboratofe, nezbyva jiz ¢as na porovnavani a nasledné
vyhodnocovani jednotlivych bézné pouzivanych laboratornich technik, a proto i z téchto

duvodu vznikla tato prace.



2 Cil prace

Cilem mé prace bylo zhodnotit v podminkach komeréni laboratofe asistované
reprodukce vztah mezi kvalitou oocytl, kvalitou embryi v Casnych stadiich vyvoje a
uspesnosti prenosu embryi piijemkyni.

Testovana bude hypotéza piimé souvislosti vyvoje embrya a UspéSnosti jeho pienosu
ptijemkyni, pomoci kontinualniho monitoringu. Mezi dalsi sledované parametry bude zahrnut
veék pacientky, délka kultivace, metoda oplozeni, provedeni asistovaného hatchingu u
pfenaSenych embryi, pocet pfendSenych embryi a vyhodnocena bude také uspéSnost dle
pouzitych kultivacnich médii.

Lidské gamety a zarodky nebyly v souvislosti se studii vystaveny manipulacim, které by
nebyly bézné v laboratofi pouzivany. V souladu se zakonem 296/2008Sb. nebyla pouzita
7adna osobni data pacientek. Sbér dat probihal v prabéhu celého roku 2015.



3 Literarni reSerse

3.1 Problematika plodnosti

Neplodnost svého nositele nijak neobtéZuje bolestmi nebo omezenim Zivota. Jedna se
v§ak o nenaplnéni dileZitého Zivotniho cile (Travnik a Cech, 2011).

V 80 letech 20. stoleti komise pro populaci Organizace spojenych narodi vyhlasila
zakladni pravo rodiny: ,,Mit tolik déti, kolik si rodina pfeje, mit tyto déti v dobé, kterou
povazuje za nejvhodngjsi. “ A presto ve vyspélych zemich véetné Ceské republiky ziistava
Vv soucasné dobé piiblizné 20-25 % partu nedobrovolné bezdétnych. Z hrubého odhadu lze
usuzovat, ze z poloviny se na poruchach plodnosti podili Zena, ze 40 % muz a z 10 % oba
soucasné (Ul¢ova-Gallova, 2006).

Podobné i Rezabek uvadi, Ze pii¢ina neplodnosti je téméF stejné ¢asto na strané muze
jako na stran¢ Zeny.

Neplodnost je vzdy diagnoézou paru, tedy konkrétnitho muze a konkrétni zeny. Za
neplodny povazujeme par v piipadé€, ze nedojde k ot€hotnéni po jednom roce pravidelného
nechranéného pohlavniho styku (Rezabek, 2014).

Riziko neplodnosti je ovSem vys§i u Zen s dlouhodobé nepravidelnym menstruacnim
cyklem, s pfedchozimi zanéty, nebo po operaci cysty (Kubicek, 1996).

Pravdépodobnost oté¢hotnéni Zeny ve véku do 30 let, kterd ma pravidelny pohlavni
styk se zdravym muzem, je piiblizné 20-25 % na jeden menstrua¢ni cyklus. Ve 35 letech je to
pfiblizné 15 % a po té zaéne prudce klesat, takze ve 42 letech se blizi nule (Rezabek, 2014).

Fyziologicka neplodnost nastava v obdobi menopauzy. Ackoliv priméry veék pii
menopauze je 50 az 51 let, interval 95 % spolehlivosti je pomérné Siroky, a to 45 az 58 let.
Biologicky vék a reprodukéni veék tedy spolu nemusi nutné souviset (Mardesic et al., 2013).

Terminem ,,infertilni* nebo ,sterilni oznacujeme pér, ktery nedosahl otéhotnéni
partnerky po jednom roce styki bez pouzivani kontraceptivnich prostiedkd.

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) doporucuje tuto klasifikaci:
1. Primarni sterilita: par nikdy nedoséahl t€hotenstvi
2. Sekundarni sterilita: par poté co dosahl jednoho ¢i vice donoSenych te€hotenstvi, nyni
neni schopny dosdhnout nového t€hotenstvi.
3. Primarni infertilita: par dosahl t€hotenstvi, které nebylo donoSeno
4. Sekundarni infertilita: par, ktery poté co dosdhl jednoho, nebo vice donoSenych

tehotenstvi, dosahl téhotenstvi, které skoncilo abortem.



Termin ,,subfertilita“ je uzivan k oznaceni reprodukénich potizi, které vSak nevylucuji
moznost dosahnout ot¢hotnéni (Kubicek, 1996).

S kazdym menstruacnim cyklem ptichazi nova nadéje na otéhotnéni. Zaroven vsak kazdy
mésic zena starne. Od 35 let véku Zeny, za¢ne nad€je na otéhotnéni vyrazné klesat, po 42
letech véku se blizi nule. Zcela jisté je to dano starnutim vaji¢ek, nikoliv délohy. Po
menopauze jiz Zena nemuze otéhotnét vibec, nebereme-li v Givahu pfijeti darovanych oocytt

(Rezabek, 2014).

3.1.1 Dédi¢nost neplodnosti

Lidska reprodukce pracuje v situaci velkého poc¢tu chromozomalné vadnych embryi.

U Zeny ve véku 30 let je 30 % oocytl aneuploidnich, ve véku 40 let jiz 55 %. Podil
vadnych embryi je jeSté vysSi, protoze se sectou poruchy oocytd, spermii a poruchy
dokonceni zraciho déleni oocytu, které probiha po oplozeni. Navic mize nastat problém pii
splynuti chromozomti ze spermie a oocytu (Mardesic et al., 2013).

Jen diky pfirodni selekci zivotaschopnych embryi, se vétSina déti rodi zdrava. Velmi
pravdépodobné, ale stale jesté ne zcela jisté je, Ze celosvétové snizovani kvality spermatu
souvisi se zvySujicim se podilem sterility z muZskych pficin.

V ramci asistované reprodukce vyvstava dulezitd otazka, zda nepfenaSime nasi 1écbou
riziko neplodnosti do dalsi generace. Je jisté, ze u neplodnosti z vnéjsich pficin (postinfekéni
tubarni sterilita, vysoky vék, 1é¢ba cytostatiky apod.) se riziko neplodnosti pro potomstvo
nezvysuje.

Nektefi muzi s oligospermii maji mikrodelece na chromozomu Y, cozZ s oligospermii
souvisi. Synové téchto muzi budou samoziejmé toto riziko mit také. Stejné tak zeny se
syndromem polycystickych ovarii maji vyssi riziko, ze jejich dcery budou mit obdobné
obtize. Zadny z uvedenych diivodii viak neni diivodem k odmitnuti 1é¢by (Rezabek, 2014).

V dnes$ni dobé€ se jiz bézné provadi tzv. preimplantacni diagnostika embryi (PGD) u
pacientt s rizikem pfenosu vaznych genetickych onemocnéni. Nemedicinské diivody by pro
PGD nemély byt akceptovany. Nemedicinské poZadavky na volbu pohlavi jsou kontroverzni a
PGD z téchto diivodu je ve vétsiné zemi zakazana. Komplexni choroby, vétSina fyzickych
znakd, inteligence apod. jsou ovliviiovany fadou faktorii genetickych a environmentalnich. Jiz
soucasné technologic dokazou mnohé z téchto faktort analyzovat a s rozvojem novych
technologii a dokonalej$imi znalostmi lidského genomu jist¢ nebude v budoucnu problém

najit embryo ,, na objednavku®.
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Rozvoj v této oblasti bude spojen s rozsahlymi etickymi diskuzemi a nezbytna bude

jasna legislativni uprava (Mardesic et al., 2013).

3.1.2 Muzi

Na rozdil od Zen, vékova hranice plodnosti muzii neni omezena. Piedpokladem
neporusené plodnosti muze je zachované libido, schopnost erekce, pfimérend koitalni aktivita
a normalni fertilizacni potencial spermii.

Piedpokladem pro zachovani libida u muze je adekvatni hladina testosteronu. Pokles
hladin testosteronu je zietelny od veékové hranice 50-55 let. Postupny pokles spermatogeneze,
ktery je vSak spiSe kvalitativni nez kvantitativni se nezdd byt zdsadnim faktorem vékem
podminéné subfertility (Mardesic et al., 2013).

Zakladnim andrologickym vySetfenim je spermiogram a kvalita jeho provedeni je
zasadni pro dal$i diagnosticky a 1é¢ebny postup (Kubicek, 1996).

Jedna se o zdkladni mikroskopické vysetfeni muzské plodnosti, kde hodnotime pocet
spermii na 1 ml ejakulatu, pohyblivost spermii, kvalitu pohybu, procentudlni zastoupeni
tvarové normalnich spermii, aglutinace, viskozitu a pH.

Minimalni hodnoty spermiogramu, které Ize vyhodnotit jako normalni, stanovuje
svétova zdravotnicka organizace WHO (World Health Organization). Referenéni hodnoty pro
vySetieni ejakulatu  jsou vydavany v pravidelnych intervalech, jsou revidovany a
aktualizovany. Hodnoty se odvijeji od skute¢nych vysledk plodnych muzi. Na jafe roku
2010 bylo vydéano jiz paté vydani ptirucky ,, WHO laboratorni ptfirucka pro zkoumani a
zpracovani lidského spermatu®, které ptineslo mnoho novinek a to predevsim v pohledu na
hodnoceni vysledki vySetteni.

VySetfeni spermiogramu neznamena zafazeni muze mezi plodné nebo neplodné.
Parametry WHO ptedstavuji celosvétovy nastroj pro hodnoceni muzské plodnosti a umoziuji
standardizované a srovnatelné hodnoceni.

NORMOSPERMIOGRAM (tdaje platné pred rokem 2010 jsou uvedeny v zavorkéch)

Hodnota pH: 7, 2

Objem ejakulatu: 1, 5 ml (2 ml)

Koncentrace spermii: >= 15 miliont/ml (20 mil/ml)

Celkovy pocet pohyblivych spermii >= 40%

Progresivné pohyblivych spermii> = 32%

Morfologie spermii: > 4 % normalnich forem (30%)

11



Prevazna vétSina praci uvetrejnénych v poslednich 20 letech prokéazala snizeni objemu
ejakulatu v souvislosti s vékem (o 20 az 30 %), a to pfedev§im u muzi star§ich 50 ti let.
Stejné prace vsSak neprokazaly zavislost celkového poctu spermii v ejakulatu na véku.
Spermie starSich muzid vSak maji snizenou motilitu (o 3 az 37%) a niz8i procento
morfologicky normalnich forem (o 4 az 22%). S vékem se zvySuje i procento geneticky

abnormalnich spermii (Mardesi¢ et al., 2013).

3.1.3 Zeny

Je dobfe znamou skute¢nosti, Ze plodnost Zeny s vékem klesa. Zatimco spermatogeneze
u muzl probihd az do vysokého véku, vznik a vyvoj zenskych pohlavnich buné¢k se fidi zcela
odlisnymi pravidly. Vékem podminény pokles plodnosti je dén predevSim zhorSujici se
kvalitou oocytii. Vysetieni pro neplodnost proto zahajujeme vzdy s pfihlédnutim k véku zeny
(Mardesic et al., 2013).

Menstruacéni cyklus Zeny je mozno rozd¢lit do tii stadii:

1. folikularni faze- obdobi folikularniho ristu

2. obdobi ovulace- kone¢né dozrani a uvolnéni oocytu

3. lutedlni faze- vytvofené corpus luteum secrenuje hormony, které umoziuji
implantaci.

Prostfedi a denni svétlo nepochybné ovliviiuji menstruaéni rytmiku cyklu u mnoha
zivo¢iSnych druht. OvSem primati a piredevsim ¢lovek je nejvice vzdéalen od vlivu okolniho
prostiedi. Proto Zeny mohou rodit v pritbéhu celého roku a ovulacni vzedmuti gonadotropinti
se muze vyskytnout kdykoliv ve dne i v noci, zatimco vétSina ostatnich savci ma urcita
sezonni obdobi plodnosti (Ferin et al., 1997).

Mardesic et al. (2013) uvadi, ze indikace pro 1écbu paru s poruchou plodnosti ze strany
zeny metodou mimotélniho oplodnéni jsou nasledujici:

1. tubarni sterilita- neprichodnost vejcovodu

2. sterilita pti endometrioze — rist endometria mimo délohu

3. imunologicky podminéna sterilita

4. sterilita idiopaticka- nevysvétlitelna

Teprve pii vylouceni prvnich tii pfi€in sterility, 1ze hovofit o skutecné nevysvétlitelné
sterilité.

5. sterilita vyZadujici darcovstvi oocyti

12



Tento 1é¢ebny postup miize byt aplikovan ve zvlastnich ptipadech u Zen se zachovanou
ovarialni funket, klasickou indikaci vSak predstavuji pacientky bez funkénich ovarii.

Programy darovani gamet a embryi jsou umoznény skute¢nosti, ze v rdmci procesu
asistované reprodukce je mozné odd¢lit zarodecné bunky od téla Cloveka (Zzeny i muze).
Darcem (déarkyni) je podle definice osoba stojici mimo neplodny par (Rezabek, 2014).

Mezi vSeobecné znamé klinické onemocnéni Zen, které negativné ovliviiuje plodnost a
vyvoj oocytu jako takového patii obezita. ZhorSuje morfologii a fertilizaci oocytd, zpomaluje
jejich zrani a snizuje mitochondrialni aktivitu (Dumesic et al., 2015).

Od prvniho do posledniho cyklu, které se opakuji zhruba po 28 dnech, probihaji
v zenském organismu kazdy mésic zmény na vajecniku, na sliznici d€lozni, v pochvé a
v prsou. Vliv centralni nervové soustavy, ktera velmi citlivé vnima podnéty z okoli, je
v regulacni ¢innosti velmi podstatny. Jedna se o tzv. hypothalamo-hypofyzarné-ovarialni osu.
Hypotalamus prostfednictvim gonadotropin-releasing hormonu (GnRH, gonadoliberin)
stimuluje gonadotropni sekreci hypofyzy. Luteinizacni hormon (LH) a folikulostimula¢ni
hormon (FSH) indikuji morfologické a sekre¢ni zmény v ovariu. Vyvoj folikulu je
doprovazen zvySenim sekrece estradiolu a aktivita corpus luteum se projevuje sekreci
progesteronu a estradiolu. Vaje¢niky patii mezi zlazy s vnitini sekreci. Vznikaji zde pod
patii estrogeny a gestageny a dozravaji zde oocyty. Folikularni tekutina obklopujici uzravajici
oocyt vytvaii jeho prostfedi a ma vyznam pii dal§im mechanizmu vazeb.

Slouzi vsak i jako prostfedi pro spermie, které v obdobi ovulace sméfuji z oblasti
¢ipku délozniho pies dutinu délozni do vejcovodil. Folikularni tekutina u lidi 1 zvifat vznika
jednak prestupem z krevni plazmy, ale také vlastni sekreci v misté a v dob& dozravani vajicka.
Zména sloZeni vnitiniho prostiedi oocytu miize zménit i jeho vlastnosti tykajici se oplozeni.
Nékteré vyrazné zmény v imunologickych vlastnostech folikularni tekutiny souvisi
s hormonalni stimulaci a s mikrometodami ziskavani vajicka ze stimulovanych vaje¢nikt. U
pacientek v programech in vitro fertilizace, 1ze ve folikularni tekutiné nalézt i bunky patiici
imunitnimu systému. K témto bunikam fadime ptfedevS§im makrofagy, monocyty a B a T-
lymfocyty (Ul¢ova-Gallova, 2006).

V soucasnosti probihajici analyzy folikularni tekutiny pomoci hmotnostni spektrometrie
prokazuji vice nez 480 ruznych bilkovin zahrnutych ve zrani oocyt. Obsah urcitych
aminokyselin (napf. argininu, glutamatu, izoleucinu, valinu) se li§i ve zralych a nezralych
folikulech a mutze byt voditkem k vytipovani oocytd, Které jsou schopny adekvéatni

embryogeneze (Dumesic et al., 2015).
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3.2 Muzské a Zenské pohlavni buniky

Kazda bunka lidského téla obsahuje velké mnozstvi informaci, z nichZ pro svoji funkci
vyuziva jen nepatrny zlomek. Nosi¢em téchto informaci jsou tzv. chromozomy, které jsou
ulozeny po parech v jadru bunky a jejichz pocet je pro kazdy zivoc¢isny druh charakteristicky.
Pro ¢lovéka je to 46, tedy 23 part. Polovina této dédi¢né vybavy pochazi od matky, polovina
od otce. Takto vypadaji vSechny bunky lidského t¢la. Vyjimkou jsou zarode¢né (neboli
pohlavni) bunky- spermie a vajicka. Jejich genetickd vybava je polovicni, z kazdého paru
chromozomti obsahuji jen jeden, aby jejich splynutim vznikly opét buiky s plnym
chromozomalnim poctem. Pohlavi jedince je ur¢eno kombinaci dvou ze 36 chromozomt, tzv.
pohlavnimi chromozomy. Oznacujeme je X a Y. Dvojice XX charakterizuje zenu, XY muze.
Je logické, ze od matky mize dité¢ zdédit jediné chromozom X. O pohlavi proto rozhoduje,
zda od otce dostane X, nebo Y (Cekal a Sulc, 1992).

3.2.1 Oocyt

Oocyt je sami¢i pohlavni gameta. Primarni oocyt vznika z oogonii ve vajecniku.
Sekundarni oocyt vznika z primérniho oocytu v obdobi puberty.

Vyvoj probiha ve folikulech. Ve fetalnim ovariu se odehrava podstatna ¢ast oogeneze,
ktera je vSak jeSté pfed narozenim prerusena a oocyty zlstavaji az do néaboru piislusné
skupiny folikuli v blokovaném stavu. Profaze 1. zraciho dé€leni primarniho oocytu tedy
probéhne az do diplotenniho stadia, v némz se na dlouhou dobu zastavi a pokracuje az
s nastupem puberty. PreruSeni prvniho zraciho déleni oocytli je zpusobeno inhibi¢nim
faktorem OMI (Oocyte Maturation Inhibitor), produkovaném folikularnimi buiikami. Pocet
primordiélnich folikulli pfi narozeni kolisa od 700 000 do 2 miliénd. Zrani pokracuje az do
vytvoieni folikulti s dutinou zvanou antrum (antralni folikuly). K Gplnému dozrani v Graafiv
zraly folikul nedojde, nebot’ se neuplatni piisobeni luteinizatniho hormonu hypofyzy LH a
folikuly zanikaji procesem zvanym atrézie. Do puberty zaniknou vSechny folikuly, které
zacCaly predcasné zrat. Pocet primordidlnich folikuld se tak znac¢né snizi na 300 000-400 000.
V puberté, kterd se ohlasi u divek ndstupem menstruace se zacnou pisobenim hormoni
projevovat cyklické histologické zmény v ovariu- tzv. ovulac¢ni cyklus a v délozni sliznici-
tzv. menstruacni cyklus. Nastava tedy obdobi ristu a zrani folikuli a primordidlni folikul se
pfeméiiuje ve folikul primarni. Pozdé¢ji vznikne mezi folikuldrnimi bunikami dutina zvana

antrum a hovofime o folikulu sekundarnim. Ten je oznacovan téz jako Graaftv folikul.
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Spolecnym ptisobenim vyssiho tlaku folikularni tekutiny a kontrakcemi svalovych bunék,
dochazi k protrzeni stény folikulu a k vyplaveni oocytu na povrch ovaria. Tento déj se nazyva
ovulace (Vacek, 2006).

Ovulovany lidsky oocyt je obklopen tzv. kumulem (cumullus oophorus). Jedna se o
shluk bunék, které jsou vydatnym zdrojem progesteronu. ZjednoduSen¢ se da fici, zZe
jednotliva spermie najde ve vejcovodu oocyt podle narustajicich koncentraci progesteronu
produkovaného z cumullus oophorus (Petr, 2011). Jeho bezprostiednim obalem je zona
pellucida, mezi niZ a cytoplazmatickou membranou oocytu je prostor zvany perivitelinni.
V pribéhu jaderného zrani se v oocytu nachéazi prvni i druhé polové télisko. Oocyt ma ¢irou
cytoplazmu, v ni je pfitomna haploidni sada chromozomu v metafdzi Il. Déle obsahuje
cytoskelet, asi 100 000 mitochondrii, tvoficich ¢asto komplexy stubuly hladkého
endoplazmatického retikula. Ptitomny jsou vacky hladkého endoplazmatického retikula,
Golgiho aparat a vrstva kortikalnich granul, rozmisténych pod cytoplazmatickou membranou.

Lidsky oocyt neobsahuje zadné zasobni lipidy ani sacharidy, je vyzivovan difuzi
z okoli. Jako zdroj energie mu slouzi zejména pyruvat (Travnik a Cech, 2011).

Kvalita oocytu klesa s postupujicim veékem zeny, takze kolem véku 40 let je podil
oocytt schopnych po oplozeni dal§iho vyvoje minimalni. V asistované reprodukci k tomu
jesté pfistupuje problematika zralosti. Pti stimulaci ovarii nedosahuje celd populace oocyti
stejného stupné dozrani. Pouze oocyty, které jsou v dobé odbéru (punkce) v metaféazi II,
ptipadné dokoncuji 1. zraci dé€leni, jsou schopny oplozeni a dalsiho vyvoje (Patrizio et al.,
2003).

Hodnoceni zralosti oocytu:

Zralost oocytu miiZzeme orientaéné posuzovat v komplexu kumulus-oocyt, jak je ziskan
pfi punkci a podrobné po denudaci — odstranéni kumularnich bun¢k a mezibunééné matrix
kombinovanym pusobenim hyaluronidazy a mechanického ¢isténi (piiprava k ICSI).

Pokud hodnotime zralost komplexu kumulus-oocyt (vtomto stavu se pouziva ke
klasické IVF), vychazime piedevsim ze vzhledu kumulu. Velky, expandovany, prthledny a
tazny kumus svéd¢i pro to, ze oocyt v ném obsazeny je s velkou pravdépodobnosti v metafazi
Il. Zraciho dé€leni. Naopak maly, hutny kumulus signalizuje nezralost komplexu, oocyt je
pravdépodobné ve stadiu zarodecného vacku. Vyhodnoceni denudovaného oocytu umoziuje
ptesnou klasifikaci. Zraly oocyt v metafazi Il obsahuje pod zona pellucida prvni polove
télisko, prostor mezi oocytem a zonou je volnéjsi, cytoplazma neobsahuje jadro. Oocyt

v metafazi 1. neobsahuje polové télisko, Stérbina mezi oocytem a zonou je tzka. Oocyt ve
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stadiu zdrode¢ného vacku obsahuje zfetelné bunétné jadro a pod zona pellucida neni
pfitomno polové télisko.

Kvalitni oocyt ma kulovity tvar, je obklopen pravidelnou zona pellucida, neobsahuje
vakuoly (jejich pfitomnost svédci pro autolytické procesy) ani shluky pigmentu (svéd¢i pro
apoptézu probihajici v atretickych folikulech). Prvni polové télisko ma byt celistvé,
nefragmentované. V polariza¢nim mikroskopu by mélo byt zietelné patrné kompaktni délici
vieténko (Gardner et al., 2004).

Zakova (2014) uvadi, ze oocyt v metafazi Il je definovan jako oocyt s jasnou, jemné
zrnitou cytoplazmou, malym perivitelinnim prostorem a s jasnou, bezbarvou zona pellucida.
Morfologické hodnoceni komplexu oocyt-cumulus oophorus se déli na 4 typy:
1.typ : buiiky kumulu jsou velké, rovnomérné rozprostfené kolem oocytu. Oocyt ma vyvinuté
prvni polové télisko, které vSak Casto nemusi byt piistupné pozorovani. Komplex oocyt-
cumulus oophorus tohoto typu je vhodny k oplozovani po preinkubaci po dobu 2-6 hodin.

2. typ: buiikky kumulu maji primérnou velikost, jsou v kumulu rovhomérné rozptyleny.
Oocyt nema vyvinuté polové télisko. Preinkubaéni doba pro tento typ je 6-12 hodin.

3. typ: kumulus a korona obklopujici zonu pellucidu sestavaji z husté nahlouc¢enych
bunék. Oocyt nema pdlové télisko. Vhodna preinkubacni doba je 12-24 hodin.

4. typ: kumulus s koronou je maly, tvofeny pouze né¢kolika malo vrstvami bunék. Oocyt
nema vyvinuté polové télisko, v oocytu je zpravidla patrny zarodecny vacek (jadro). Tyto

oocyty by mély byt z oplozovani vylouceny.

3.2.2 Spermie

Muzské pohlavni buiiky vznikaji v milionovych kvantech. Jejich schopnost mnozeni je
tak velkd, Ze zasoby spermii nemohou byt vy&erpany (Cekal a Sulc, 1992).

Cely proces tvorby spermie (spermatogonie typu A, typu B, primarni spermatocyty,
sekundarni spermatocyty, spermatidy, spermie) trva 74 dni a je zavisla na spravnych
hladinach gonadotropinii a androgenti (Rezébek, 2014).

Spermie tedy vznika v pribéhu spermatogeneze ve stoéenych kanalcich varlete. Jejich
tvorba je fizena sekreci gonadotropnich hormonl a pro spermiogenezi je nezbytnd vysoka
lokalni koncentrace testosteronu, zajiStovanad intersticidlnimi Leydigovymi buikami.
V priibéhu meiozy se redukuje pocet chromozomi ve spermiich na haploidni (23), kazda

spermie obsahuje jeden heterochromozom, bud’to X, nebo Y.
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Spermie se skladaji z hlavicky, kréku a bi¢iku. Hlavicka nese na predni ¢asti akrozom,
tedy vacek s enzymy nutnymi k proniknuti do vaji¢ka. Kréek spermie obsahuje mitochondrie
a glykolytické enzymy a umoziiuje pohyb biciku. Bic¢ik krouzivé vinivym pohybem pohani
spermii doptedu.

Stavba téla spermie je tedy prizptisobena jednak pohybu, ale také priniku obaly vajicka.
Vyvinuta spermie musi byt schopna aktivné proniknout zatkou cervikalniho hlenu, vycestovat
d€lozni dutinou do vejcovodu, projit kumulem, navazat se na receptory zona pellucida,
proniknout pies ni do perivitelinniho prostoru, navazat se svym ekvatoridlnim segmentem na
oolemu a proniknout do oocytu (Travnik a Cech, 2011).

Mimo zakladni vySetfeni kvality ejakulatu tzv. spermiogram, ktery byl popséan
v kapitole 3. 1. 2., existuji jesté dalsi doplikova vySetieni, které nam ftikaji néco vic o
akrozomalni reakci, testy na protilatky proti spermiim, testy vazby spermii na zonu pellucidu
apod.

Akrozomdlni reakce je exocytdza akrozomadlniho obsahu, lytickych enzymu, které
umozni spermii proniknout kumulo-oocytarnim komplexem bezprostfedné pied vlastni
fertilizaci oocytu.

Stanoveni protilatek proti spermiim, je jednim z nejcastéjSich nadstandardnich
vySetieni. Pfitomnost protilatek v séru resp. v prostfedi fertilizace totiz snizuje migracni
schopnost spermii (vznik aglutinaci) a zejména Gispé$nost vazby gamet.

Funkéni testy spermii jsou vyuZitelné zejména pii testovani fyziologické funkcnosti a
vitality spermii. Maji vSak svou vypovédni hodnotu pouze jako statisticky (daj
pravdépodobnosti vyskytu nebo funkénosti sledovaného jevu populace spermii v ejakulétu
(Mardesic et al., 2013).

3.3 Fyziologie reprodukce

Pro otéhotnéni je nezbytné spojeni spermie a vajicka. Jak spermie, tak vajicko obsahuji
vzdy 23 chromozomi, tedy jednu polovinu z poctu, ktery je ve vSech ostatnich bunkach
Cloveéka. Po priiniku spermie do vajicka dochéazi ke splynuti chromozomalni vybavy a vznika
zygota, kterd jiz obsahuje 46 chromozomi, neboli 23 parh, tedy plny diploidni pocet
(Rezabek, 2014).

Pii vyvrcholeni pohlavniho aktu dochazi k ejakulaci, kdy miliony spermii, smichané

s vyzivnou a ochrannou tekutinou z prostaty, jsou vystiiknuty do pochvy. V pochvé je za
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béznych okolnosti kyselé prostedi, které je uréitou ochranou proti infekci. Ale pro spermie
neni pfiznivé a i pies ochranné plsobeni zasadité prostatické tekutiny zde podstatnd cast
spermii odumira. Zbylé spermie postupuji hrdlem déloznim do dé¢lohy. V déloze musi
prekonat nékolik centimetrti dlouhou, vysokou sliznici a najit Gsti vejcovodu. Cela cesta trva
obvykle nékolik hodin a kromé aktivniho pohybu spermii se na jejim uskutecnéni podili fada
mechanismt (Cekal a Sulc, 1992).

Transport spermie je tedy ovlivnén mnoha faktory. Zasadni jsou fyzikalni vlastnosti
cervikalniho hlenu. Zhruba uprostied cyklu je ho velké mnozstvi, je tekuty s neutrdlnim pH.
Poskytuje pro spermie vhodné prostiedi a usnadiuje pasaz spermii do délozni dutiny.

Mechanickd interakce cervixu a délohy béhem orgazmu, zplsobuje kontrakce délohy,
které jsou zfejmé ovlivnény velkym mnozstvim prostaglandind, ptitomnych v ejakulatu.

V prub¢hu transportu zenskym genitalem dochazi ke kapacitaci spermii. Dochazi ke
ztrat€¢ nékterych povrchovych proteint, které spermie ziskaly jesté v muzském genitalnim
traktu. U nékterych Zivoc¢isnych druhu je tento proces zakladnim pozadavkem pro fertilizaci.
O potiebé nebo stupni kapacitace u cloveka probihaji stalé diskuze, vzhledem k tomu, ze
fertilizace lidského vejce muze byt dosazeno in vitro spermii, ktera nebyla v kontaktu
s genitalnim traktem zeny (Ferin et al., 1997).

K oplozeni vaji¢ka, k vyvoji ¢asného embrya a k jeho implantaci dochézi za normalnich
okolnosti v Zenskych pohlavnich cestach. Implantace je skute¢nym okamzikem vzniku
gravidity, protoZe za idedlnich podminek u zdravych partner vznikne té¢hotenstvi jen ve 24-
30 % exponovanych cykll a vétSina selhani spada do preimplanta¢niho obdobi, pii implantaci
pravdépodobnost pokraCovani t€hotenstvi znacné vzrista. Pfedpokladem oplozeni je setkani
funkéné schopné spermie se zralym oocytem (Travnik a Cech, 2011).

Proces fertilizace je zahajen druhové specifickou vazbou spermie na zona pellucida.
Zona pellucida je membréana, ktera brani polyspermii, iniciuje akrosomalni reakci,
mechanicky chrani oocyt a preimplantacni embryo pied nepiiznivymi vlivy okoli. Matrix
lidské zona pellucida je tvofena ¢tyimi glykoproteiny, ZP1, ZP2, ZP3 a ZP4. Kapacitovana
spermie s intaktnim akrozomem se vaze na proteiny ZP3 aZP4, které vyvolaji akrosomalni
reakci. Spermie po akrosomalni reakci se vaze na ZP2, ktery vyvolava funkci sekundarniho
receptoru.

Akrosomalni reakce zahrnuje mnohocetné fize bunééné a zevni akrosomalni membrany
spermie, pfi nichz se odkryje wvnitini akrosomdlni membrana s navdzanym obsahem.
Proteolyticky enzym akrosin se spolecné s mechanickou silou vyvinutou bi¢ikem spermie

zUCastni na proniknuti spermie pies zona pellucida. Intaktni bunééna membrana
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postakrosomalniho segmentu splyva s bunénou membranou oocytu a spermie je postupné
vpravovana do oocytu (internalizace spermie). Praniku dalSich spermii brani tak zvany blok
proti polyspermii. U lidského vajicka je zajistén na urovni zona pellucida a oolemy. Je
zpusoben kortikalni reakci. Po vstupu spermie se od mista penetrace §iii v kruzich vina, v niz
jsou uvolnovana kortikalni granula. Reakce je ukonéena v nékolika minutach. Obsah
kortikélnich granul modifikuje strukturu zona pellucida, ktera ztraci schopnost vazat dalsi
spermie. Prinik spermie vyvola zvySeni koncentrace kalciovych iontd v cytoplazmé vajicka.
Tyto udalosti aktivuji dal$i vyvoj. Jeho prvnim projevem je prakticky soucasné s kortikalni
reakci zahajené druhé zraci déleni, pfi némz se vytvori druhé pdlové télisko a ve vajicku
zistane haploidni po¢et chromozomii slozenych z jedné chromatidy (Travnik a Cech, 2011).

Vysledkem aktivace oocytu jsou muzské a zenské haploidni jadra tzv. prvojadra. V
pronukleu dochazi k duplikaci chromozomi. Obé prvojadra se spojuji a jejich chromozomy si
vymeénuji geneticky material pro prvni mitotické déleni. Rozdéleni do dvoubunééného stadia
nastava asi 22-28 hodin po penetraci zona pellucida.

Oplozené vejce sestupuje vejcovodem. Ctvrty den po ovulaci produkt podeti, nyni ve
stadiu blastocysty, vstupuje do délohy (Ferin et al., 1997).
Pravdépodobné nejdalezitejsi signdlni molekulou je choriovy gonadotropin (hCG), ktery
blastocysta prokazatelné secernuje od 7. dne po oplozeni. Lidskéd preimplantacni blastocysta
produkuje rovnéz prostaglandiny, které se mohou podilet na komunikaci blastocysty

s endometriem (Travnik, 2011).

3.3.1 Opvarialni cyklus Zeny

Hlavni funkci ovarii je tvorba zralych a oplozenischopnych oocyti. Cely reprodukéni
proces je cyklickou sekvenci udalosti probihajicich v ur¢itém potadi. Tyto cyklické zmény
jsou vysledkem pozoruhodné koordinace mezi hormonalni sekreci a morfologickymi
zménami v riznych organech zeny (Ferin et al., 1997).

Ovariélni cyklus zahrnuje rist a zrani folikulu s naslednou ovulaci. S ovaridlnim cyklem
Uzce souvisi cyklus uterinni. Ten zahrnuje zmény vysky a charakteru délozni sliznice, jako
cilové tkan¢€ ovarialnich steroidi. Nejcastéjsi ptic¢inou problémi s ot€hotnénim na strané Zeny
je oligo- ¢i anovulace. Normalni rust folikulu s naslednou ovulaci vyzaduje bezchybné
fungovani hypothamalo-hypofyzo-ovarialni osy (Mardesic et al., 2013).

Estradiol a progesteron, ovliviiuji genitalni systém riznym zplisobem, proto dochéazi

v pribéhu menstrua¢niho cyklu k vyznamnym cyklickym morfologickym a fyziologickym
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zméndm. V dé€loze, endometralnich zldzkach a poSevnim epitelu jsou tyto zmény dobie

charakterizovany na rozdil od zmén ve vejcovodech.

Vejcovod:
Epitelovy povrch vejcovodu je tvofen z nékolika bunéénych typt. Mezi nimi jsou
sekre¢ni buiiky bez fasinek a builky fasinkové. Ve folikularni fazi oba typy bunck zvySuji

svou vySku, ktera je maximalni v obdobi ovulace.

Endometrium:

Endometrium je sliznice pokryvajici délozni dutinu. Zde pulsobi progesteron na
pfeménu proliferaéni faze ve fazi sekrecni a pfipravuje tak délozni sliznici na implantaci
oplozeného vajicka (Vacek, 2006).

Ovaridlni cyklus Zeny lze rozdélit na fazi folikularni a lutealni. Pokud nedojde
v poslednich dnech lutealni faze k implantaci, nastava menstruac¢ni faze s odlou¢enim délozni

sliznice.

Folikularni faze:

V Casné folikularni fazi je ovaridlni aktivita nizka. Epitel je tenky, zlazky jsou kratké a
uzké. V dalsim pribéhu se endometrium ocitd pod dominantnim vlivem estradiolu.
Vysledkem je prolifera¢ni faze, sliznice se ztlustuje. Na konci folikularni faze, v obdobi

maximalni sekrece estradiolu Zlazky rychle rostou a stavaji se vyvinuté.

Lutealni faze:

Prvni dva dny po ovulaci se objevuji v morfologii endometria jen malé zmény. V tomto
obdobi se tvoti corpus luteum. Po jeho dozréni nastdva v endometriu sekre¢ni faze. Vrchol
sekrece nastava 6-7 den lutealni faze cyklu. ZvétSuje se mnozstvi sekreéni tekutiny, ktera
hraje dulezitou roli pfi podpofe zmén piedchazejicich implantaci a v ¢asnych stadiich vyvoje

embrya.

Menstruace:
Nedojde- li v poslednich dnech lutealni faze k implantaci, nastdva dramaticky pokles
sekrece estradiolu a progesteronu. Nasledkem tohoto hormonélniho spadu podléha

endometrium postupnym nekrotickym zménam, které vedou k odlouceni vSech bun¢k mimo
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téch, které vystylaji hlubiny tubularnich zlazek. Nekréza a odlu¢ovani malych cévek mé za

nasledek menstruacni krvaceni (Ferin et al., 1997).

3.3.2 Zakladni hormonalni markery menstruaéniho cyklu

Menstruacni cyklus je charakterizovan ¢tyfmi hlavnimi hormonélnimi markery.

LH (luteinizatni hormon) a FSH (folikulostimula¢ni hormon) jsou dva hypofyzarni
hormony, estradiol a progesteron jsou ovarialniho piivodu.

Mardesic¢ et al. (2013) vysvétluje tzv. teorii dvou hormont (LH a FSH) a dvou bun¢k
(buniky theky a bunky granulozy, tvofi vnéj$i a vnitini vrstvu bun¢k kolem vyvijejiciho se
folikulu.)

Jedna se o vzdjemné ovliviiovani bun€k théky a LH receptort a bun¢k granulozy a FSH
receptord.

V sekreci LH je nejnapadngjsi udalosti nahly vzestup a pokles jeho koncentrace na
konci folikularni faze. Tzv. LH peak. Praimérné trvani tohoto vzestupu je 48 hodin.

Pe¢livym porovnanim hormonalnich hladin s ultrazvukovym pozorovanim vyvoje
ovarialniho folikulu byla uréena pravdépodobna doba ovulace, ke které dochazi okolo 18
hodin po vrcholu kiivky, nebo 36 hodin od za¢atku piedovula¢niho vzestupu LH. V jinych
fazich menstruaéniho cyklu k napadnéjSim zménam sekrece LH nedochazi.

FSH stoupé také na konci folikularni faze, jeho vzestup je vSak niZsi neZ je tomu u LH.

Mnohem dtlezitéjsi je nizké, avSak fyziologicky velmi zietelné zvySeni hladiny FSH
(okolo dvojnasobku) v den ptedchazejici menstruaci, nebo v den menstruace.

Tento tzv. ¢asny folikularni vzestup FSH se objevuje pfiblizn€ za 24 hodin po zacatku
menstruace. Pouze v tomto obdobi menstruacniho cyklu je pomér koncentraci FSH:LH ve
prospéch FSH.

Sekrece estradiolu ziistava v pribéhu ¢asné folikularni faze nizka, zvySuje se vSak prvni
tyden pted stfedocyklovym vyplavenim hladin gonadotropint. Tento vzestup estradiolu je
nejprve mirny, pak se prudce zrychluje a dosahuje vrcholu v obdobi zacatku vzestupu LH.
K jeho opétovnému vzestupu pak dochédzi po vytvoreni corpus luteum.

Sekrece progesteronu je v praubéhu folikularni faze na velmi nizké trovni. Stoupa nahle
12 hodin ptfed zaCatkem vzestupu hladin LH. Stoupat zatne opét 36 hodin po zacatku
vzestupu LH. V pribéhu lutedlni faze hladiny obou hormont (estradiol, progesteron) stoupaji

a dosahuji maxima 6-9 dnu po stiedocyklovém vzedmuti gonadotropintl.
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Vedle téchto dennich hormonalnich rytmd, které tvoti zaklad 28 denniho menstrua¢niho
cyklu, jsou dulezit¢ i ultradianni (krat$i nez den) zmény hormonalnich hladin (Ul¢ova-
Gallova, 2006).

Menstruacni cyklus je vysledkem ptesné koordinace udalosti, na kterych se podili cely

reprodukéni systém (Ferin et al., 1997).

3.3.3 Opvarialni stimulace pfed mimotélnim oplozenim

Predpokladem asistované reprodukce je ziskat ne jeden, ale vice oocytli najednou,
abychom zvysili Sance na Gsp&$nou 1é¢bu, a k tomu nam slouzi léky, které zvysuji hladinu
FSH v krvi. (Rezabek, 2014)

Moderni stimulaéni protokoly ptedstavuji komplexni manipulaci s hypotalamo-
hypofyzo- ovariélni osou. Multifolikularni odpovéd® ovaria je zajisténa stimulaci
gonadotropiny, kvalita ziskanych oocyti vSak zavisi na trovni kontroly sekrece LH
hypofyzou pomoci agonistd ¢i antagonisti GnRH (gonadotropiny uvolilujici hormon)
(Mardesic et al., 2013).

Na zéklad¢ vysledki mnoha studii je jasné, ze GnRH ftidi sekreci jak LH, tak i FSH.
Rychlé vyplaveni LH, které nasleduje po aplikaci GnRH, je doprovéazeno i vyplavenim FSH, i
kdyz v mensi mife (Ferin et al., 1997).

V klinickém pouziti jsou stale gonadotropiny mocového piivodu, vétSinu trhu vSak
predstavuji rekombinantni preparaty. S vyvojem technologii se stdle zvySovala C(istota,
efektivita a bezpe¢nost jednotlivych preparati. Tento vyvoj pacientkam zna¢né zjednodusuje
ovaridlni stimulaci, a to nejprve moznosti subkutanni aplikace (oproti plvodni
intramuskularni aplikaci), v soucasné dob¢ je bézna aplikace pomoci tzv. pera, ktera celou
1é¢bu dale zjednodusuje (Mardesic et al., 2013).

3.3.4 Vyznam klinické embryologie pri 1é¢bé neplodnosti.

Individualni vyvoj, ¢ili ontogenezi clovéka lze rozdélit na obdobi prenatilni a
postnatalni. Embryologie pojednava o vyvoji prenatalnim. Prenatalni vyvoj ¢lovéka zacina
spojenim muzské a zenské pohlavni buiiky, neboli oplozenim a kon¢i porodem plodu (Vacek,
2006).

Experimentalni embryologie dala zaklad novému zdravotnickému oboru, Klinické

embryologii. Klinickda embryologie se zabyva aplikaci poznatkti z embryologie, genetiky a
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dalsich védnich obort v asistované reprodukci. Jejim cilem je efektivni a bezpe¢né provedeni
metod asistovane reprodukce kvalifikovanymi pracovniky.

V poslednich 30 letech doslo ke zvyraznéni tilohy embryologie p¥imo v klinické praxi.
Souvisi to jednak s obrovskym rozvojem piistrojové techniky v mediciné a s tim, ze byly
opustény strnulé popisné metody diive pouzivané v embryologii, jednak s uplatnénim metod
kultivace bunék, tkani a embryi in vitro a zdokonalenim genetickych vySetfovacich metod. To
vSechno umoznilo zavést mnoho novych diagnostickych a lécebnych postuptli, které jsou
zalozeny na embryologickych poznatcich.

Embryologie ¢loveka se tak stala stejnym zékladem pro prenatalni medicinu, jako jsou
anatomie a fyziologie zakladem pro medicinu postnatalni (Travnik a Cech, 2011).

Obor klinicka embryologie existuje v Ceské republice prakticky jiz 30 let. Klinicka
embryologie se zabyva diagnostickymi a 1écebnymi vykony s lidskymi zarode€nymi butikami
a embryi, je naro¢na na kvalifikaci a na manualni zru¢nost pracovnik. Uzce spolupracuje

s gynekology- reprodukénimi specialisty pii 16¢bé poruch plodnosti (Zakova, 2014).

3.4 Metody asistované reprodukce

Asistovana reprodukce je obor mediciny, ktery pracuje mimo télo cloveka se
spermiemi, vajicky a embryi a to scilem otéhotnéni Zeny. VétSina postupt asistované
reprodukce je urcena k 1é¢bé ¢&i prevenci patologického stavu neplodnosti, jen v oblasti
skladovéani zdrodecnych bunék a preimplantacni genetické diagnostiky asistovana reprodukce
1é&bu neplodnosti presahuje (Rezabek, 2014).

Zdaleka ne vSechny neplodné pary potiebuji 1écbu metodami asistované reprodukce,
naopak mnoho neplodnych Zen napiiklad ot&hotni po jednoduché medikaci. Uspéchy metod
asistované reprodukce, ¢asto medializované v tisku i v televizi, vzbuzuji nékdy falesny dojem
dvojiho druhu. Jednak Ze Zena s jejich pomoci ur¢ité a hned otéhotni a jednak Ze bez nich
sterilitu vylécit nelze. Ani jeden extrém neni pravdivy, metody asistované reprodukce maji

své indikace a podminky, vyhody i rizika (Rezabek, 2014).

3.4.1 Intrauterinni inseminace (1UI)

Intrauterinni inseminace je vétSinou metodou prvni volby u parG s nevysvétlitelnou

poruchou plodnosti. Piedpokladem intrauterinni inseminace je zpracovani ejakulatu
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Vv laboratofi a nasledn¢ inseminace promytymi kapacitovanymi spermiemi do délozni dutiny
co nejblize okamziku ovulace (Mardesic et al., 2013).

Jedna se o vneseni spermii do pohlavniho Ustroji zeny. Konkrétné vstiiknuti spermii do
délohy. Tato metoda je vyuzivana u paru s lehce patologickym spermiogramem napi. snizené
procento pohyblivych spermii, nebo celkové zhorSena pohyblivost vSech pfitomnych spermii
v ejakulétu, nebo v piipadé impotence, anejakulace, vaginizmu apod. V tomto piipadé lze
sperma pfedem zamrazit a nasledné dle menstrua¢niho cyklu Zeny pouzit k inseminaci.
Zpracovani spermatu provadime dle pfedem stanoveného postupu, aby doslo k dokonalému
vy¢isténi spermii a zbaveni bakterii a seminalni plazmy ptitomné v ejakulatu. V jednom cyklu
zeny lze provést i nékolik inseminaci tzv. reinseminaci.

cvwr

cca 10 %, se &asto jedna jen o posledni pokus pred zahajenim klasického cyklu IVF (Rezébek,
2014).
Mardesi¢ et al. (2013) doporucuji upustit od intrauterinni inseminace pravé z dtvodu

nezvysujici se uspeSnosti na rozdil od metody mimotélniho oplozeni.

3.4.2 Invitro fertilizace (IVF) a embryotransfer (ET)

vvvvvv

nepruchodnost vejcovodd. Jedna se o léCebnou metodu, pii niz je vajicko odebrané
Z hormonaln¢ pfipravenych vaje¢niki oplodnéno v laboratornich podminkach spermii a po
kratkodobé kultivaci (3- 5 dnti) je embryo pieneseno do délohy zeny. Lidska vajicka se
nejcasteji odebiraji pochvou pod ultrazvukovou kontrolou a jejich ziskany pocet zavisi na
mnoha podminkéach (napf. na typu pouzité hormondlni stimulace, na reakci tkané vaje¢niku
pacientky, na nacasovani odbéru a zpracovani biologického materialu) (Ulcova-Gallova,
2006).

IVF ET — in vitro fertilizace a embryotransfer je tedy odbér vajicka, jeho laboratorni
oSetfeni, kultivace se spermiemi, sledovani vyvoje a pieneseni vzniklého embrya do d¢lohy.

Casto se uziva jen termin IVF a doplnék ET se povaZuje za samoziejmy (Rezabek, 2014).

3.4.3 Intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI)

ICSI je mikromanipulaéni metoda, kterd byla zavedena v asistované reprodukci

pocatkem devadesatych let 20. stoleti jako néstroj IVF u gamet se snizenym fertilizacnim
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potencidlem. Odborné vetejnosti byla tato metoda oficialné predstavena vroce 1992,
Pouzitelnost ICSI v asistované reprodukci byla potvrzena prvnimi dosaZzenymi graviditami a
nasledné zdravé narozenymi jedinci (Mardesic et al., 2013).

Metoda ICSI se uziva, pokud se nachazi v ejakulatu vyrazné az extrémné snizeny pocet,
nebo jsou spermie nekvalitni. Principem metody je zavedeni jediné spermie pomoci
mikromanipulatoru pfimo do cytoplazmy oocytu (Rutarova et al., 2012).

Princip metody ICSI se az do dne$ni doby zasadné nezménil. V poslednich letech jsou
vsak vyvijeny metody ucinngjsi selekce spermii pred vlastni ICSI. Jednd se pfedevSim o
metodu PICSI, kterd bude popséana v nasledujici kapitole.

Spermie uréené k oplozovani jsou z ejakulatu separovany centrifugaci pies gradient ve
kterém jsou zachyceny nemotilni spermie, dalsi bunééna piimés a seminalni plazma.
V piipadé velmi nizkych koncentraci spermii v ejakulatu, nebo astenospermii (pii zhorSené
pohyblivosti) je gradientova centrifugace vynechana a lze pouzit centrifugaci v médiu bez
hustotniho gradientu s cilem zvysit koncentraci spermii ve vysledné suspenzi.

Oocyty ziskané punkci folikul po pfedchozi hormonalni stimulaci pacientky jsou
pomoci hyaluronidazy enzymaticky zbaveny folikularnich bunék (corony radiaty a cumulus
oophorus) a zralost oocytu je zhodnocena podle pfitomnosti polového téliska a kvality
cytoplazmy.

Pfi provadéni intracytoplazmatické injekce spermii bylo zjisténo, ze mechanické
naruSeni kontinuity cytoplazmatické membrany spermie je nezbytné pro tspé$nou fertilizaci
a dalsi vyvoj zygoty. Latky, které se ze spermie uvolni, byly oznaCeny jako sperm oocyte
activating factor (SOF). Jedna se o specifickou fosfolipazu, ktera v interakci s latkami
obsazenymi v oocytu umozni vznikem oscilaci koncentrace kalciovych iontl jeho aktivaci.
Intaktni spermie umisténa do cytoplazmy oocytu vyvoj neumozni (Travnik a Cech 2011).

Metoda ICSI nezajist'uje samotnou fertilizaci oocytu, ale obchazi ptirozené molekularni
a mechanické bariéry cervixu, délohy, vejcovodu a kumulooocytdrniho komplexu, které musi

spermie pii spontannim oplozeni piekonat pomoci motility (Rezabek, 2014).

3.4.4 Preselekéni intracytoplazmaticka injekce spermie (PICSI)

Jedna se 0 v soucasné dobé jedinou v klinické praxi pouzitelnou metodu oplozeni, pii
které dokazeme provést funkéni test kvality spermii, aniz bychom spermie zbavili jejich

oplozovacich schopnosti.
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Pii této metodé jsou spermie inkubovany v Petriho misce, jejiz dno je pokryté
hyaluronanem. Pro intracytoplazmatickou injekci spermie do vajicka jsou nasledné
embryologem vybirdny pouze spermie navazané na hyaluronan. Hyaluronan je
mukopolysacharid, ktery se pfirozen¢ vyskytuje jako soucast mezibunéné hmoty obklopujici
spolu s kumularnimi buiikami vajicko. Aby mohla spermie pfi pfirozeném oplozeni Uispesné
penetrovat a fertilizovat vajicko, musi byt schopna véazat se k hyaluronanu. Takové interakce
je schopna pouze zrala spermie, ktera je k vazbé na hyaluronan biochemicky kompetentni.
Védeckymi studiemi bylo potvrzeno, ze spermie, které jsou schopny vazby k hyaluronanu,
maji lep$i morfologii, statisticky nizsi podil chromozomalnich anomalii a lepsi integritu DNA.
Pokud tedy existuje podezieni, Ze by se v ejakulatu muze spermie s takovymi defekty mohly
vyskytovat, byva doporugeno oplozeni vaji¢ek metodou PICSI (Zakova, 2014).

Vlastnosti hyaluronanu jsou podobné vlastnostem zona pellucida. Bylo prokazano, Ze takto
selektované spermie jsou zivotaschopnéjsi. Paternalni piinos téchto kvalitnéjSich spermii by
mél vést ke sniZzeni vyskytu potratt (Zakova a kol.,2012).

Pocate¢ni optimismus z nové metody preselekce zalozené na vazbé povrchového
receptoru pro hyaluronan byl vystfiddn ne zcela presvédcivymi vysledky srovnatelnymi

s klasickou selekci pied ICSI (Mardesic et al., 2013).

3.4.5 Asistovany hatching (AH)

V ptirozeném stavu se oplozeny oocyt vyviji pii transportu z vejcovodu do délohy
v pevném obalu. Ten je tvofen hlavné bilkovinnou slupkou (tzv. zona pellucida), ktera
funguje predevSim jako bilkovinnd skofapka. Zamezuje priniku infekce do oocytu a drzi
délici se buniky v kompaktnim stavu. V dobé¢, kdy vajicko docestuje do délohy, musi tento
obal opustit a uhnizdit se do prokrvené a na téhotenstvi pfipravené délozni sliznice. D¢&je se
tak ptirozenym tlakem rostoucich bunék. Mnohdy vSak k tomuto uhnizdéni nedojde, pokud je
zona pellucida pfilis silna.

Asistovany hatching je mikromanipulacni technika, pii které pomoci laseru, nebo
mechanicky pomoci mikromanipula¢ni jehly, dojde k naruSeni zona pellucida. Indikaci
k provedeni asistovaného hatchingu je vék pacientky, opakované nedosazeni t€¢hotenstvi po
transferu kvalitnich embryi a v neposledni fadé to je na piani pacientky (Rezabek, 2014).

Asistovany hatching zvySuje implanta¢ni potencial embrya nejen mechanicky, ale také
tim, ze dojde ke zprostfedkovani ¢asnéjsiho kontaktu embrya s endometriem (Zakova et al.,
2012).
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3.4.6 ProdlouZena kultivace

Od dob, kdy zacala byt metoda IVF pouZzivana, se postupné prodluzuje doba kultivace
embryi. Tento pokrok byl podminén zavedenim sekvenénich kultiva¢nich médii, ktera svym
slozenim odpovidaji metabolickym potfebam embrya v jeho riznych fazich vyvoje.

PfenaSet embryo ve stadiu blastocysty do délohy je nejvyhodnéjsi strategie pii
embryotransferu. Oproti zavadéni CasnéjSich vyvojovych fazi, pro tuto cestu hovoii n¢kolik
skute¢nosti. V ptipadé blastocysty transferujeme zralejsi embryo, a to navic v dobé, kdy je
endometrium jiz dokonaleji piipraveno pro jeho piijeti. Priblizujeme se totiz vice
implanta¢nimu oknu spojenému s produkci rozliénych endometridlnich faktorii proteinové
povahy, které podmifiuji uterinni receptivitu charakterizovanou schopnosti dovolit nejen
adhezi a invazi embrya, ale i jeho rist a vyvoj. Navic v dobé implanta¢niho okna je Skala
téchto proteinti, pro jejichz uplatnéni je nutny pokles estrogenovych a progesteronovych
epitelialnich receptori, pestiejsi (Lessey, 2000).

Vytvafime tak pfiznivEjsi pfedpoklady pro navazani kvalitni komunikace mezi
trofoblastem embrya a epitelem endometria, kterd se projevi v procesu adheze a nasledné
invaze embrya do délozni sliznice.

Zavedeni embryi ve stadiu ryhovani do délohy s sebou ptinasi fadu nevyhod. Predc¢asné
ulozeni embrya do délohy muize vyustit v signifikantni bunécny stres, ktery je nasledovan
posSkozenym vyvojem a ztratou zivotaschopnosti embrya.

Neméame moznost posoudit, zda embryo bude mit skutecné plnohodnotny vyvojovy

potencial, zatimco faze blastocysty jiZ zarucuje, Ze do funkce vstoupila vlastni embryonalni
kontrola genomu (Plachot et al., 2000).
Ve snaze redukovat vicecetnd téhotenstvi a jeho rizika se postupné sniZuje pocet embryi
urcenych k ptenosu. Tento trend je spjat s potiebou vybrat embrya co nejkvalitné;si,
s predpokladanou dobrou zivotaschopnosti. Ta je spolehliveéji predvidana pii dostatecné
dlouhé kultivaci (Zakova a kol.,2012).

Uterinni kontrakce, které jsou silné€js$i v den aspirace oocytti (den 0) a mohou zpusobit
vylouceni embrya a jeho ztratu, klesaji v den 4. | z tohoto divodu je blastocystovy transfer

Jako vyhody prodlouzené kultivace do stadia blastocysty uvadi Tauwinklova (2000)

napiiklad, pfeklenuti doby projeveni se vyvojového bloku mezi 4 az 8§ bunénym stadiem,
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embryo se dostava do dutiny dé€lozni ve stejném vyvojovém stadiu jako v prirozeném cyklu a
napomahd v repara¢nim procesu po mikromanipula¢nich procedurach.

Ovsem jak uvadi Chan (2000) , limitem pro dosazeni faze blastocysty jsou nejméné Sesti
bunécna embrya, rano 3 den kultivace. Je tedy otazkou, zdali v nékterych ptipadech nevolit
den 3, jako den pfenosu hiife se vyvijejicich embryi, nebo v ptipadé zastavy vyvoje embryi 4
nebo 5 den, ukoncit cyklus bez pienosu.

Zajimavym problémem je prodlouzena kultivace embryi do stadia blastocyst v zavislosti
na veéku pacientky. Letterie a spol. popisuji dosazeni tohoto stadia pii kultivaci embryi u 62 %
pacientek i ve véku 36-42 let. Marek et al. (1999) uvad¢ji zvyseni ,, pregnancy a implantation
rates” pti zavadéni blastocyst ve srovndni s ¢asnéj$imi stadii vyvoje embryi ve vsech
vékovych kategoriich véetné Zen nad 39 let. Na druhé strané Rodriquez uvadi, ze s rostoucim
vékem se nesnizuje pocet ziskanych blastocyst, ale klesa ,,pregnancy rate“ (od 38 let v&ku) a
Limplantation rate* (od 35 let) oproti skupin¢ mladsich pacientek.

Problém rostouciho veéku zeny s sebou nese riziko jiz niz§i reakce na ovarialni
stimulaci, nema vSak vliv na morfologickou kvalitu vzniklych blastocyst. Signifikantné nizsi
nejsou neslucitelné se vznikem blastocysty, ale jsou v rozporu s dalsim embryonalnim

vyvojem (Plachot et al., 2000).

3.4.7 Monitorovani vyvoje embryi

Kontrola vyvoje embryi se provadi bud’ standartni metodou, vzdy po 24 hodinach
kultivace, nebo jinymi dnes v praxi pouzivanymi metodami kontinualniho monitoringu.

Primovision systém je specidlni zafizeni umoziujici kontinudlni sledovani vyvoje
embryi a pomaha tak vybrat nejlepsi embrya na transfer.

Zatizeni se sklada z kamery, fidici pocitacové jednotky a monitoru. Cely monitoring
embryi probiha v uzavieném inkubatoru. Kazdych 15 minut snima kamera embrya po dobu 5
sekund. Hodnoceni embryi se provadi na zakladé analyzy digitalnich zaznamu, které
pomahaji zachytit poruchy déleni bunck, fragmentaci, vakuoly apod. Je mozné hodnotit
dynamiku vyvoje a umoziiuje tak zvysit §ance na otdhotnéni (Rezabek, 2014).

Metodou vybéru embrya na zakladé kontinualniho monitorovani a hodnoceni jeho
vyvoje jsme vyznamné zvySili uspéSnost asistované reprodukce. Embrya s nepravidelnym
délenim maji limitovany vyvojovy potencidl, maji cetné chromozomalni abnormality a

nem¢la by byt prenasena. Kontinualni hodnoceni je objektivni, nebot’ podava piesné vysledky
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déleni bunék dle daného Casového harmonogramu. Technologie neinvazivniho hodnoceni
lidskych embryi in vitro viak nejsou stale jesté vieobecné dostupné (Zakova et al., 2012).

Ovsem Zetova (2016) oponuje, ze hodnoceni embryi pomoci kontinualniho monitoringu
je znacn¢ neobjektivni, jelikoz neexistuji zavaznd pravidla a hodnoceni je tedy znacné
individualni.

Hlavnim hlediskem pfi selekci embryi pro zavedeni do délohy zistava stale jejich
morfologie, pro jeji snadné a rychlé zhodnoceni. I kdyz se v literatufe objevuji rizné snahy 0
skorovani kvality blastocyst a jsou zndma urcita obecna kritéria, chybi jednotny, vSeobecné
pfijimany systém klasifikace jejich morfologie.

Protoze jsou v systému hodnoceni embryi a sledovanych parametrech velké rozdily
nejen v raznych zemich, ale i mezi laboratofemi v ramci jedné zemé, sesli se zastupci
mezinarodnich spolecnosti Alpha Scientists in Reproductive Medicine a ESHRE Special
Interest Group Embryology vroce 2011 v Istanbulu a zpracovali konsensus, ktery
reprezentuje ,, minimalni standard pro skérovani oocytd a embryi. Doporucuji toto spolecné
minimum popisného skorovaciho systému pro vSechny laboratore. ,, Timing* sledovani
vyvoje embrya je uveden v tabulce ¢. 1.

Optimalni morfologie oocytu: sféricka struktura obalena zona pellucida, prusvitna
cytoplazma bez inkluzi, vyclenéné polové télisko. Oocyt s abnormalné velkym poélovym
téliskem, by nemél byt oplozovan, nebot’ je pravdépodobné riziko aneuploidie oocytu. Velké
vakuoly obvykle vedou k selhani fertilizace.

Optimaln¢ fertilizovany oocyt: sféricky, ma dvé pdlova téliska se dvéma centralné
umisténymi, stejné¢ velkymi prvojadry. Prvojadra by méla mit stejny pocet a velikost jadérek.
Prvojadra jsou hodnocena jako symetricka, nesymetricka a abnormalni.

Délici se embrya: dle ,, Consensu“ embrya, kterd se déli rychleji nebo pozd¢€ji nez je
ocekavany interval, maji redukovany implantacni potencial. Fragmentace je u délicich se
embryi definovana jako stiedni (do 10 %), pifiméfena (10 -20%) a tézka (vice jak 25 %).
Multinukleace (pfitomnost vice jak jednoho jadra v blastomefe) souvisi se sniZenym
implanta¢nim potencidlem embrya. Stejnd velikost blastomer je diileZitd od 2 do 8 bunéného
stddia. Ve vsech dalsich stadiich je nepravidelnost blastomer spojena s ruznou fazi déleni.
Dalsi morfologické znaky, které se hodnoti, jsou granulace cytoplazmy, vzhled membran,
ptritomnost vakuol. DileZité je trojrozmérné rozvrstveni bun¢k v embryu.

Morula: Optimalné by délici se embryo mélo byt v dobé 92 hodiny ve stadiu moruly.
Me¢lo by byt kompaktujici, nebo kompaktované po celém povrchu. Hors§i prognézu maji

moruly s nékterymi buiikami vylou¢enymi mimo povrch.
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Blastocysta: Optimaln¢ by méla byt uplné expandovana s rozpoznatelnymi buitkami

k sobé tésné priléhajicimi a s trofektodermem, ktery je tvofeny mnozstvim bunék, které

formuji kompaktni epitelium (Blaban et al., 2011).

Tabulka ¢. 1: Sledovani fertilizovaného oocytu a optimalniho embryonélniho

vyvoje dle Istanbulského consensu

Typ hodnoceni Cas po inseminaci (hod) Ocekavane vyvojove
stadium
Kontrola fertilizace 17+1 stadium prvojader (PN)
Kontrola syngamie 231 50% stadium syngamie, vice
nez 20%- 2 bunécné
Casné ryhovani 26 + 1 po ICSI 2 bunécné stadium
28 + po IVF
Embryo den 2 44+ 1 4 bunécné stadium
Embryo den 3 68+1 8 buné¢né stadium
Embryo den 4 92+2 Morula
Embryo den 5 116 + 2 Blastocysta

Ptestoze tyto tradicni systémy hodnoceni morfologie zarode¢nych bun€k a embryi
dosahly jiz svého limitu pii vybéru optimalniho embrya pro pienos, zlstavaji pro embryology
stale uziteénym nastrojem. Pro pokrok v této oblasti je vSak zadouci a nezbytné, abychom
dostavali stale vice informaci o morfologické kvalité, ale 1 o fyziologické aktivit€ jednotlivych

embryi (Zakova, 2014).

3.4.8 Kaultivaéni média

Na rozdil od ranych zac¢atkt IVF, kdy se v domacich podminkach vyrabéla kultivaéni
média pro embrya pouze jako solné roztoky, dnes je na trhu k dispozici Siroké spektrum
komer¢nich kultivaénich médii. Slozeni soucasnych kultivacnich roztoka, které obsahuji az
80 komponent véetné soli, zdroji energie (lidsky oocyt neobsahuje zadné zasobni lipidy ani
sacharidy), proteinti, antibiotik, aminokyselin, vitaminl a ristovych faktorl, ma zajistit

spravné prostiedi pro optimélni vyvoj embrya in vitro (Zakova, 2014).
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V pribéhu kultivace se naroky embrya na pifisun energie a zivin méni a stejné tak i
nazory na pouziti sekvencnich médii, které zohlednuji jiné naroky embrya do tfetiho dne
kultivace a od téetiho do patého dne kultivace (ReZzabek, 2014).

Jak uvadi Tauwinklova (2000) medium urcené pro kultivaci do 72 hodin po oplozeni
obsahuje stejné hladiny vyzivnych latek, jako jsou obsazeny ve vejcovodech. Na rozdil od
média uc¢eného ke kultivaci od 72 hodin do 120 hodin, které je zalozeno na takovém obsahu
hladin glycidi jako v dé€loze a obsahuje esencialni a neesencialni aminokyseliny k povzbuzeni

vyvoje blastocysty a procesu diferenciace.

3.5 Vysledky asistované reprodukce

Hodnoceni vysledkti 1écby neplodnosti je nezbytné provadét zvIast pro standardni
skupinu Zen do 35 let véku a pro Zeny starSi. Nad 35 let totiz pravdépodobnost otéhotnéni
ptirozené postupné klesa k nule a vysledky v této skupiné nejsou tedy odrazem kvality prace
1¢kar.

Primérna pravdépodobnost oté¢hotnéni zdravé Zeny véku do 35 let, kterd mé pravidelny
nechranény pohlavni styk se zdravym muZem je 16%, Zena tedy v primeéru otchotni za 6
menstruacnich cyklid. Efektivitu 1é¢by asistovanou reprodukei je nutno vzdy vidét ve vztahu
k pfirozené nadgji na téhotenstvi u ¢lovéka (Rezabek, 2014).

Embrya, at' jiz vstupujici do délohy pfirozené¢ vejcovodem, nebo transferovana
katetrem, niduji nezavisle- podle pravidel matematické kombinatoriky. Vzdy plati, ze po
vneseni dvou embryi do délohy bude pravdépodobnost otéhotnéni Zeny vyssi neZ pii vneseni
pouze jednoho.

V soucasné dobé je ovSem tlak pojiStoven na pienos pouze jednoho embrya a to
z divodu prokazatelné¢ zvySen¢ho rizika nedonoSenych dvojCat vzniklych metodami
mimotélniho oplozeni (Mardesic et al., 20113).

Ukazateli efektivity 1é€by metodami asistované reprodukce jsou piedevsim
.implantation rate a pregnancy rate*.

,Implantation rate* je definovdn jako podil poctu plodovych vajec a poctu
transferovanych embryi. Automaticky zohlednuje transfer nékolika embryi a je nejlepSim
parametrem umoziiujicim srovnani metod, nebo pracovist'.

»Pregnancy rate” vyjadiuje podil Zen, které otehotnély, ze vSech Zen, u nichz byl

zahéajen cyklus, byly odebrany oocyty a byl proveden transfer.
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Pregnancy rate sice vyjadiuje efekt cyklu z pohledu z&kladniho cile neplodného paru-
otéhotnéni- ale umoziuje srovnani pracovist nebo metod jen tehdy, byl-li sledovanym Zenam
stejné veékové skupiny transferovan stejny pocet embryi. Vzhledem k tomu, Ze realné tomu tak
téméf nikdy neni, 1ze PR jen obtizné pro srovnani pracovist’ nebo metod 1é¢by pouzit (Travnik
a Cech, 2011).

Kumulativni uspé$nost vyjadiuje pravdépodobnost otéhotnéni za nékolik 1éCebnych
cykll. Je-li pravdépodobnost tspésnosti jednotlivé inseminace 15 %, je kumulativni GspéSnost
(tedy pocet t€hotnych zen z vychozi skupiny 100 zen) po Sesti cyklech 62%. Proto i relativné
malo efektivni metody maji své misto v asistované reprodukci, jsou-li malo rizikové,
nenaro¢né, levné a mame-li K jejich provadéni vzhledem k véku zeny dostatek Casu.
stimulaci a odbér oocyti. Jestlize v primarnim cyklu IVF ET otéhotni 50% Zen a v nasledném
cyklu s transferem kryoembryi je nadéje na ot€hotnéni 30 %, je kumulovana pravdépodobnost
pro skupinu Zen, které mély stimulaci, odbér a ty z nich, které neotéhotnély, maji embrya pro
1 kryoembryotransfer, ptiblizné 65 %.

Nékdy se pocita kumulovana efektivita na tfi pojiStovnou hrazené cykly IVF. Ta bézné
u pacientek s dobrou progn6zou dosahuje 85-90 %. Znovu je nutné ptipomenout, Ze vSechny
tyto idaje se tykaji zen do 35 let véku. Zeny star$i maji pravdépodobnost pfiblizné poloviéni
¢i tfetinovou, mnohé vSak témét nulovou. ProtoZe pracovisté nemulze jejich zastoupeni
ovlivnit, nelze hodnotit kvalitu pracovisté podle celkovych vysledki, vzdy lze srovnavat jen

standardni skupinu Zen do véku 35 let (Rezabek, 2014).
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4 Material a metodika

4.1 Zdroj dat pro analyzu

Sledovanym pracovistém bylo centrum asistované reprodukce GEST IVF s.r.0.

Sbér dat probihal v prub&hu celého roku 2015. Byly vyhodnoceny vysledky u vSech
pacientek, které podstoupily stimulaci, odbér vajicek a nasledny pienos embryi ve
sledovaném obdobi. Do analyzy nebyly zahrnuty zakroky, pii kterych byla ptenaSena
rozmrazend embrya. . Vzdy se jednalo o oocyty vlastni, tzn. Ze vyfazeny byly také vSechny
pacientky, které k nam ptichazeji na tzv. darovaci programy, kdy je synchronné stimulovana
darkyné, vznikla embrya jsou nasledné zavedeny zené- piijemkyni.

Za cely rok 2015 probéhlo na sledovaném pracovisti 277 stimulovanych cykla. V 52
ptipadech vsak nedoslo k pifenosu embryi a to z riznych divodu. Jednalo se o cykly bez zisku
oocytli, nebo oocyty byly ziskany, ale nedoslo k oplozeni. V nékterych piipadech doslo
Kk projevu tzv. hyperstimulacniho syndromu a v§echna ziskana embrya musela byt zamrazena,
jelikoz pacientka nebyla schopna ptenosu.

Do studie bylo zahrnuto 225 cykli (bez ohledu na veék pacientky), které skoncily

prenosem embryi.

4.2 Odbér oocytu pro IVF a jejich laboratorni hodnoceni.

Odbér folikularni tekutiny je provadén transvaginalni punkci pod kontrolou ultrazvuku,
vétsinou v kratkeé celkové narkédze. Termin odbéru je 35-37 hodin po aplikaci indukéni davky
hCG. Vzhledem k provozu laboratofe vétSinou aplikuji pacientky hCG vecer ve 20-21 h a
odbér folikularni tekutiny se provadi v 8- 10 hodin dopoledne 1, 5 dne poté.

V odebrané folikularni tekutin¢ nasledn¢ ihned v laboratofi pod mikroskopem jsou
vyhledavany oocyty. Oocyty jsou volné ulozeny v cumulus oophorus. Nejprve dochazi
k mechanickému odstranéni kumulu pomoci jehel, aby bylo mozné 1épe posoudit kvalitu
oocytu. Tyto oocyty jsou nasledné ulozeny do pfedem pfipraveného média v inkubatoru.
Nejpozdéji do 4 hodin, by mélo dojit k oplozovani vajicek.

V souboru odebranych oocytli mohou byt i oocyty ve fazi tzv. zarodecného vacku, u

nichz nedoslo k rozpadu jadra a prvnimu zracimu déleni. Tyto oocyty jsou nezralé a nejsou

vvvvvv
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Podle poctu ziskanych zralych oocyti se voli zptsob oplozeni s piihlédnutim
K hodnotam spermiogramu, véku pacientky, pfani pacientky a v neposledni fadé k jejim

finanénim moZnostem.

4.3 Oplozeni, kultivace embryi a embryotransfer

Pracovni instrukce a laboratorni postupy jsou sjednoceny pro vsechny pracovniky IVF
laboratofe a jsou provadény s ohledem na plnéni pozadavki normy CSN EN ISO 9001/2009
Metodiky piipravy spermii k oplozovani jsou vybirany dle vstupniho spermiogramu. Je-li
normalni ,nebo jen mirn¢ patologicky, volime centrifugaci pies gradient. Pii té¢zké patologii
volime metodu swim-up.

Piiprava spermii k oplozovani metodou swim-up: 2 ml zkapalnéného ejakulatu je

promichano v centrifuga¢ni zkumavce se 3 ml kultivaéniho média. Centrifugace 10 min pfi
1750 ot. / min.
Ptiprava spermii pomoci centrifugace pres gradient: zkumavka s komer¢né pripravenym a
nafedénym gradientem je prevrstvena 2 ml zkapalnéného ejakulatu. Centrifugujeme 20 min/
1750 otackach. Po té je odstranén sediment a provede se resuspendace s 2 ml media.
Opakovana centrifugace, 10 min./1750 otackach. Pasteurovou pipetou dojde k odstranéni
supernatantu. Sediment je pievrstven 0,5 ml kultiva¢niho média. Kultivace 30 min a vice
v inkubétoru s CO2, pti 37 C.

Ptiprava k oplozovani: den pfedem 5 ml kultiva¢niho roztoku a vice, dle poctu punkci
se necha ekvilibrovat v inkubatoru s CO2.

Folikularni tekutina ziskana punkci je vylita ze zkumavky do Petriho misky a néasledna
identifikace kumulooocytarnich komplexti. Nalezené oocyty jsou separovany do kapky
kultivaéniho média, kde nasledné pomoci jehel dojde k odstranéni 50 -70 % kumularnich
bunék. Takto oSetfené oocyty jsou nasledné promyty v 5- 7 kapkach kultiva¢niho média a
uloZeny do kultivacni misky.

Jedna- li se o spontanni oplozeni, je po cca 2- 4 hodinach pfidano malé mnozstvi

(ccal00 000 mil/ml) pfedem piipravenych partnerskych spermii.

Pied zpusobem oplozeni ICSI nebo PICSI je potieba oocyty tzv. svléknout pomoci
denudacnich pipet a enzymu hyaluroniddza. Nasledné dochazi k injekaci spermii pomoci
sklenénych kapilar dovnitt oocytu pod mikroskopem, za pomoci mikromanipulétorti.

Pii obvyklych postupech ICSI jsou spermie pro injekci selektovany vizualné jen na
zakladé jejich morfologie a hybnosti. Tento zpisob ale neodrazi integritu genomu spermie a
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jeji schopnost prispét tak co nejlépe ke tvorbé zygoty. Metoda PICSI poskytuje moznost
selekce zralych spermii na zaklad¢ jejich schopnosti vazat se k hyaluronanovému hydrogelu,
obsazenému na dn¢ misky. PICSI tedy imituje pfirozenou vazbu zralé spermie ke cumulus
oophorus, dilezitému selektivnimu kroku pfti pfirozeném oplozeni.

Po oplozeni jsou embrya kultivovana v inkubatorech pii 37°C a 6% CO2, pii vysoké
relativni vihkosti do nésledujiciho dne. K prvni kontrole oplozeni doch&zi cca po 20 hodinach
kultivace, kde by jiz u oplozenych oocyti méla byt zietelna 2 prvojadra. Nasledné je
hodnocena symetrie, pravidelnost a rychlost déleni u oplozenych oocyti a stupen
fragmentace. Po 48 hodinach je sdélovana pacientce informace o poétu oplozenych a
vyvijejicich se embryi. 72 hodin, neboli den 3, je prvnim moznym dnem transferu ve vétSing
ptipadi. Je- li dostate¢né velky soubor vyvijejicich se embryi a pacientka nema jiné piani,
kultivace je prodluzovana az do 120h, neboli den 5. Za uplynuti této doby, Ize jiz jednozna¢né
ur¢it embrya vhodna k transferu a k eventudlni kryokonzervaci. Embrya vhodna k pienosu
voli embryolog.

Samotny pienos probiha jiz bez celkové anestezie. Embrya jsou nasata tenkym pruznym
prenosovym katetrem a lékaf je nasledné za pomoci ultrazvuku zavadi do délohy pacientky.
Zékrok je kratky, nebolestivy a pacientka mize nasledné odejit domd.

Za stalého uzivani 1éka obsahujicich progesteron, podporujicich rust délozni sliznice,
pacientka pfichazi po 14 dnech od provedeni pfenosu na kontrolni gravitest, kde je testovana

ptitomnost hCG.

4.4 Sledovani vyvoje embryi

Ke sledovani vyvoje embryi v pocatecnich stadiich slouzi systém Primo Vision. Jedna
se 0 kamery nainstalované v inkubatorech, které snimaji embrya v ur¢itych piedem
nastavenych intervalech.

Ostatni sledovana embrya, u kterych si pacientky neptaly uziti semikuntinudlniho
monitoringu, byla umisténa v kultiva¢nich miskach voln¢ do prostoru inkubatoru. Kontrola
vyvoje embryi u téchto pacientek probihaly denné a to vzdy rano v cca 8 hodin . Do analyzy
kde byla sledovéana vyhradn¢ morfologie pfenasenych embryi vSak nebyly zahrnuty.

Skarovaci systém pro hodnoceni morfologické kvality embryi:

1. maximalné¢ 10 % fragmentace, pravidelnd velikost blastomer, pocet blastomer
odpovidajici délce kultivace, téchto embryi byl nadbytek, tudiz doslo i ke kryokonzervaci
nadbyte¢nych.

35



2. maximalné¢ 20 % fragmentace, pravidelna velikost blastomer, pocet blastomer
odpovida délce kultivace, doslo i ke kryokonzervaci nadbyte¢nych embryi.

3. maximalné¢ 20 % fragmentace, pravidelnd velikost blastomer, pocet blastomer
odpovida délce kultivace, ale nedoslo jiz ke kryokonzervaci. Nebyla vhodna embrya.

4. maximaln¢ 20 % fragmentace, nepravidelnd velikost blastomer, pocet blastomer ale
odpovidéa délce kultivace. Bez kryokonzervace

5. maximalné 30 % fragmentace, nepravidelna velikost blastomer, pocet blastomer
neodpovida délce kultivace. Bez kryokonzervace.

6. maximaln¢ 40 % fragmentace, mensi pocet nepravidelnych blastomer neodpovidajici
délce kultivace. Bez kryokonzervace.

K ohodnoceni morfologické kvality embrya a vybéru nejvhodnéjsiho embrya k pienosu
je vyuzivan videozdznam zachycujici cely pribéh kultivace. O vybéru embrya rozhoduje
embryolog.

14 dni po pfenosu embrya, ptiSla pacientka na kontrolni gravitest, kterym byla
prokazovana piitomnost hCG v moci. Pokud je test pozitivni, je tento stav oznaen za
biochemickou graviditu. Za klinickou graviditu je povazovan den, kdy pomoci
ultrazvukového vySetieni je zjiSténa srde¢ni akce plodu.

V préaci byly pouzity pouze informace o vzniku biochemické gravidity a k té je vztazena

uspésnost 1éCby.

4.5 Statisticka analyza dat

Pro statistické hodnoceni byl v programu statistica pouzit 2 test, ktery mél uréit, zda je
gravidita zavisla na jednotlivych parametrech podle niZze uvedenych tabulek. Vypocétené
testovaci kritérium v zavislosti na pfislusném poctu stupnti volnosti bylo porovnano
s tabulkovou hodnotou (viz. pfiloha 1) a nasledné byla pfijata ¢i zamitnuta nulova hypotéza,
ktera ptedpoklada, ze gravidita neni zavisla na zvolené metodé&. Pti zamitnuti nulové hypotézy
byla vypocitana sila zavislosti. Hladina vyznamnosti a byla stanovena 0,05.

Byl ovéiovan efekt nasledujicich faktorti: zavislost véku pacientky na Uspésnosti prenosu,
zéavislost morfologické kvality embrya na uspeéSnosti prenosu a zavislost poctu odebranych
oocytll na uspesnosti pfenosu embrya pacientce.

Predpokladame alternativni hypotézu, ze je zavislost na véku a GspéSnosti uhnizdéni
vajitka, coz nam potvrdil i vypodet ¥, jehoz hodnota 9,0596 prevysuje tabulkovou hodnotu

3,84, proto zamitame nulovou hypotézu, jez pravi, Ze neni zéavislost gravidity na véku, byla
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tedy vypocitana sila zavislosti, hodnota 0,2 pak dokazuje slabou az stiedné silnou zavislost na
veku pacientky a tedy dokazuje, Ze se zvySujicim vékem klesé tispéSnost ot€¢hotnéni.

V programu statistica byl vypoéitan y?> pro morfologickou kvalitu embryi, ktery vysel
26,33, zamitame tedy nulovou hypotézu, ze by kvalita embryi neovliviiovala otéhotnéni Zen.
Sila zavislosti je 0,5183, tedy kvalita embryi stfedné¢ silné az siln¢ ovliviluje uspésnost
gravidity.

Pocet do 10 a nad 10 pfenesenych zralych oocyti nebyla prokazana statisticky
vyznamna zavislost. Jak u zen do 35 let tak u Zen nad 35let vysla hodnota ¥? nizsi (0,0425 u
zen do 35 let a 0,0806 u zen nad 35let) nez hodnota tabulkova, proto byla piijata nulova
hypotéza a pocet prenesenych oocytl nema vyznamny vliv na uspésnost gravidity u zen.

Statisticky vyznamna zavislost metody PCSI ¢i ICSI na tspéSnost gravidity nebyla
prokazana ani u Zen do 35 let, za vypoétu stejné statistické metody, kdy 3? vysel 2,316 a byl
tedy nizsi nez tabulkova hodnota za hladiny vyznamnosti 0,05.

Po vypoétu y? u zen do 35 let nebyla prokdzana statisticky vyznamna zavislost gravidity
na staii pouzitych embryi (x> = 1,36), u zen nad 35 let jiz hodnota ¥* 5,26 pfesahuje
tabulkovou hodnotu a je tedy zavislost statisticky priikkazna, sila zavislosti je oviem pomé&rné

malé (V=0,215).
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5 Vysledky, analyza dat

Z celkem 225 cykla (bez ohledu na vék pacientky),které skonéily pifenosem embryi,
mélo pozitivni gravitest 71 pacientek, 152 pacientek mélo gravitest negativni a u dvou
pacientek nebyl znam vysledek testu. Efekt vSech sledovanych faktorti je dokumentovan
jednotliveé, tedy pro kazdy sledovany faktor samostatné. Z 97 zen do 35 let mélo pozitivni
gravitest 41, na rozdil od Zen nad 35 let, kterych bylo 128, otéhotnélo vSak pouze 30. Tento
rozdil v uspésnosti 1éEby Zzen starSich a mladSich 35 let je vysoce statisticky prikazny.

Celkovou Uspésnost prenosu u zZen do 35 a nad 35 let udava tabulka €. 2

Tabulka & 2: Uspé$nost pienosu embryi vyjadiena podilem dosaZenych gravidit

z poctu provedenych prenosi (1 cyklus= 1 pi‘enos) v zavislosti na véku.

Pacientek Pocet cyklu Pocet gravidit Uspé&nost (%)
Celkem 225 71 31,8
Do 35 let véetné 97 41 42, 3*
Nad 35 let 128 30 23, 6*

* hodnoty se vyrazné statisticky lisi

Ne vzdy byla ptenaSena embrya ve stadiu blastocysty, tedy 5 ti denni. Vyjimecné také
pfenaSime embrya 2 a 4 denni. Jako nejvyhodnéjsi je osvédceny den 3 nebo 5. V nékterych
pfipadech jsou pfenaSena embrya dle vyslovného prani pacientky viz tabulka ¢. 3. Pfenosy
embryi ve stafi 48 nebo 96 hodin byly spiSe ojedinélé a ztohoto diivodu nelze jejich
uspeésnost statisticky hodnotit. Vyrazné niz§i byla ovSem uspéSnost pifenosu embryi ve

skuping starSich Zen, po pienosu 5 ti dennich embryi.
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Tabulka ¢&. 3: Usp&nost pirenosu embryi v zavislosti na délce kultivace

Délka kultivace Pocet pacientek Pocet gravidit Uspé&$nost (%)
Do 35 let/nad 35 let

48 hodin. 1/8 0/1 0/12

72 hodin 38/60 14/20 37/33*

96 hodin 3/6 0/1 0/16

120 hodin 55/54 2718 49/14,8*

*u zen do 35 let neni statisticky vyznamny rozdil, u Zen nad 35 let je statisticky

vyznamny rozdil

Ve vétsing ptipadi bylo pieneseno embryo jedno maximalné dvé. K pienosu tfi embryi
dnes dochdzi uz jen vyjimeéné a vzdy na prani pacientky. Pfi zvySujicim se poctu
pfenesenych embryi vzristala 1 uspéSnost gravidity, jak zndzoriiuje tabulka ¢.4

Vzhledem Kk malému postu tfietnych pienost jsou vSak vysledky statisticky

neprukazne.

Tabulka & 4: Usp&nost dle poétu pienesenych embryi

Pocet prenesenych Pocet pacientek Pocet gravidit Uspé&snost (%)
embryi Do 35 let/nad 35 let

1 57/64 21/14 37122

2 37/57 17/14 46/24, 5

3 37 3/2 100/28, 5

Ke kultivaci embryi byly pouzity ¢tyfi druhy komeréné vyrabénych médii. Jednokrokova
média oznacend Cisly 1 a 2 a sekvencni média 3 a 4. Volba pouzitého média byla velice

individualni s pfihlédnutim k historii 1é¢by jednotlivych pacientek. U Zen do 35 let bylo

vvvvvv

%

oznaCit médiu ¢islo 2. Souhrnné vysledky v tabulce ¢. 5 a tabulce ¢. 6 vSak ukazuji, Ze

vysledky jsou vzajemné srovnatelné, pouze u pacientek nad 35 let byla jednokrokovd média

vvvvvv
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Tabulka & 5: Usp&nost pfenosu v zavislosti na uZiti jednokrokového

kultivaéniho média

Pouzité médium Pocet pacientek Pocet gravidit Uspésnost (%0)
Do 35let/nad 35let

1 23/44 13/11 56, 5/25

2 28/35 10/10 36/28, 6

Tabulka €. 6: UspéSnost prenosu v zavislosti na uziti sekvencéniho kultiva¢niho

média

Pouzité médium Pocet pacientek Pocet gravidit Uspé&nost (%)
Do 35let/nad 35let

3 13/14 4/3 31/21, 4

4 33/35 12/6 36/17

Pro oplozovani bylo nejéasté&ji pouzito metody ICSI a PICSI. Dle tabulky ¢. 7, by se

vvvvvv

Metoda IVF nema prokazatelné vysledky z divodu malého poctu ptipadu v této studii.

Tabulka & 7: Usp&nost p¥enosu, dle zpiisobu oplozeni

Metoda oplozeni Pocet pacientek Pocet gravidit Uspé&nost (%)
Do 35 let/ nad 35 let

PICSI 51/63 18/14 35 */22

ICSI 39/64 20/16 51*/22,5

IVF 714 3/0 42/ 0

*Neni statisticky vyznamna zavislost
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Tabulka ¢. 8 informuje o poctu pacientek, které vyuzily monitorovaciho systému embryi

a asistovaného hatchingu. Nejcastéji pacientky pozadovaly oboji. Vysledky vSak byly ve

skupinach pacientek do a nad 35 let statisticky nevyznamne.

Tabulka & 8: Usp&nost pirenosu dle morfologie embryi systémem Primo Vision a uZiti

asistovaného hatchingu

Pocet pacientek do Uspé&snost (%)

35 let/ nad 35 let

Pocet gravidit

monitoring
Asistovany
hatching
Monitoring +
asistovany hatching

37/61 14/17 38/28
39/74 18/17 46/23
30/60 10/17 33/28

Zhodnoceni morfologické kvality embryi uvadi tabulka ¢. 9. Nejlepsi vysledky byly

dosaZeny pii transferu embryi ohodnocenych 1 a 2, Ize tedy potvrdit, ze snizujici se kvalitou

embrya klasa uspésnost jeho implantace v déloze.

Tabulka & 9: Uspé&nost pienosu embryi dle jejich morfologického hodnoceni

Kvalita Pocet pacientek Pocet gravidit Uspé&nost (%)
celkem

1 11 4 36

2 25 15 60

3 7 2 28, 6

4 22 2 9

5 23 2 8,7

6 10 0 0
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Rozdily v aspésnosti po pfenosu embrya u pacientek, které mély pii punkci zisk oocyti
mensi ¢i vetsi nez 10, nebyly statisticky prokazany, jak uvadi tabulka ¢. 10. Rozdily byly

op¢t patrné pouze po rozdeéleni pacientek dle vékovych skupin.

Tabulka & 10: Usp&nost pienosu v zavislosti na poétu odebranych oocyti.

Pocet oocyti Pocet pacientek Pocet gravidit Uspé&$nost (%6)
Do 35 let/nad 35 let

Do 10 ti oocyti 62/100 27/24 44/24

Nad 10 oocyti 35/28 16/6 46/21, 4

Po shrnuti vsech vysledkt 1ze dojit k zavéru, ze Zeny do 35 let dosahovaly gravidity pti
pouziti jednotlivych metod v rozmezi od 0% do 100%. Viz graf ¢. 1. To vyrazné ovlivnilo
dalsi vysledky a bylo to zplsobeno tim, Ze v n¢kterych sledovanich bylo velmi malo ptipada.
S 95% pravdépodobnosti se hodnoty pohybovaly v rozmezi od 30,27% do 50,09%, prostfedni
hodnota je 38% a nejCastéji byla uspeSnost 46%, Variacni koeficient 51,17% vypovidd o
skutecnosti, Ze z vypozorovanych vysledkl byla vyssi variabilita v ispé€Snosti gravidity u Zen
do 35let nez u Zen nad 35let.

U Zen nad 35let neptesahla uspésnost gravidity 33%, v priiméru otéhotnélo 21,64% zen.
S 95% spolehlivosti se Gspésnost gravidity u starSich zen pohybovala v rozmezi od 18,06% do
25,22%, po vzestupném sefazeni byla prostfedni hodnotou uspésnost 22%, to byl také
nejcasteji se vyskytujici vysledek. Proménlivost u starSich Zen byla nizsi, nez u Zen do 35let
véetné, ovSem u mladsich Zen byly vysledky ovlivnény extrémnimi hodnotami, které byly

zéaroven takto extrémni z divodu malého poctu pripadu.
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Graf & 1: Uspénost pienosu dle jednotlivych sledovanych variant metodiky.
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6 Diskuze

VéEk pacientky na dalsi uspésnost 1écby pomoci metod IVF byl jednozna¢né prokazan a
to ve viech jednotlivych sledovanych parametrech, coz je patrné z tab. C. 2 az 9. Hrani¢nim
vékem pacientek bylo zvoleno 35 let, protoze jak uvadi Rezabek (2014), pravdépodobnost
ot¢hotnéni po 35 roce veéku zacina klesat a s postupujicim vékem se prognodza neplodnosti
zhorsSuje. Ve v€ku 40 let a vice se blizi nule. Na druhou stranu se sou¢asnym Zzivotnim stylem
je potfeba pocitat s tim, ze skupina starSich Zen, které budou chtit podstoupit 1é€bu IVF se
bude neustale zvétSovat a tomu je potieba prizpsobit metody 1é¢by. Vhodnou alternativou je
dnes jiz bézné v praxi pouzivany darovaci program. Tzn. oplozeni oocytu pochazejiciho od
mladsi darkyné a jeho nésledné vlozeni do zeny piijemkyné.

Marek et al. (1999) uvadéji zvySeni uspéSnosti implantace embrya pii zavadéni
blastocyst ve srovnani s ¢asné&jsimi stadii vyvoje embryi a to ve vSech vékovych kategoriich,
véetné zen nad 39 let. Problém rostouciho véku Zeny s sebou nese spise riziko nizsi reakce na
ovarialni stimulaci, nema vsak vliv na kvalitu vzniklych blastocyst (Mardesic¢ et al., 2013).
chromozomalnimi abnormitami, které nejsou sluditelné se vznikem blastocysty a jsou
Vv rozporu s dalsim embryonalnim vyvojem (Gardner et al., 2004).

Pfi urcovani délky kultivace a dne pfenosu bylo pfihliZzeno nikoliv k véku pacientky, ale
primarné k morfologické kvalit€¢ embryi a to pfedevsim tfeti den rano. Toto vSak nebyl jediny
parametr volby dne pienosu. Vzdy jsme volili velice individualng, s pfihlédnutim k historii
1é¢by pacientky. Pokud do$lo v minulych cyklech k té€hotenstvi pii pfenosu v uréity den,
volili jsme primarné den stejny. Pokud k té¢hotenstvi nedoslo, snazili jsme se planovat den
prenosu v odlisny den. Pokud méla pacientka pouze jedno, nebo dvé vyvijejici se embrya, pak
pfestoZe se tato embrya nevyvijela optimalné, kultivaci jsme neprodluzovali a provedli jsme
transfer druhy, nebo tfeti den. V nékterych piipadech pacientky otéhotnély. Pokud bychom
embrya nechali v laboratornich podminkach az do patého dne, s velkou pravdépodobnosti by
Kk pfenosu viibec nedoslo, protoze by mohlo dojit k Giplné zastavé jejich vyvoje. Z tohoto
divodu jsme tuto strategii volili, piestoze celkova uspéSnost na pienos tim pravdépodobné
mohla klesnout. Nase data nepotvrdila vétsi Gispésnost pienosu u pacientek do 35 let véku
po pienosu blastocyst a vysledky jsou srovnatelné s pienosy pouze tiidennich embryi. Tento

rozdil se vyraznéji potvrdil u vékové skupiny pacientek nad 35 let.
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Hlavnim hlediskem pfi selekci embryi pro zavedeni do délohy pro nés vSak stale
zustava jejich morfologie. | kdyz se v literatufe objevuji rizné snahy o skorovani kvality
blastocyst (Gardner et al., 2004) a jsou znama urcita obecna kritéria, chybi jednotny piijimany
systém Kklasifikace jejich morfologie. Ve studii byl popsan systém hodnoceni embryi od
vzniku prvojader az do stadia blastocysty a to dle stupné fragmentace, pravidelnosti déleni
jednotlivych blastomer a dodrzeni optimalniho ¢asu déleni. Blastocysty byly klasifikovany na
zakladé velikosti vytvofeného blastocoelu, embryoblastu a trofoblastu. Jurisicova et al.
(1996) po studiu fragmentovanych a nefragmentovanych embryi usoudili, Ze vzhledem

K vy$§imu obsahu kondenzovaného chromatinu, degradované DNA, mrtvych bunék,

vvvvv

cvwr

ovSem pro absolutni zavéry by bylo zapotifebi vice nasbiranych dat, kterd nejsou k dispozici
zvlasteé z diivodu vyrazné ¢astéjSiho vyuziti tradi¢niho jiz osvéd¢eného postupu.

Analyza uplynulého roku také vyvraci tvrzeni o vSeobecné uznavané metode
prodlouzené kultivace embryi az do stadia blastocysty jako nejlepsi volbu. Vysledky byly
tretiho dne a nasledny transfer.

Sakkas (1999) a Virant-Klun et al. (2003) navrhuji provadét kultivaci do stadia
blastocysty kvili vyhnuti se negativnim paternalnim G¢inkim na vyvoj embrya po ICSI.

Bude-li ale hodnocena tispésnost prenosu dle vyvoje embrya v prvnich fazich déleni
pomoci zatizeni Primo Vision, Ize jednoznaéné€ potvrdit, Ze morfologicka kvalita pfenaSenych
embryi ma ziejmy vliv na jejich implanta¢ni potencial. Umérné se snizujici se morfologickou
kvalitou pienaSenych embryi se sniZuje 1 ispéSnost celého 1écebného cyklu.

Milki et al (1999) uvadi ze s fragmentaci a s pomalym vyvojem embryi jsou Casté&ji
spojovany jak numerickeé, tak strukturalni chromozomalni abnormality. Vice nez 50 % téchto
embryi ma abnormalni genetickou vybavu, coz muze byt divodem jejich snizeného
implanta¢niho potencidlu.

Ve snaze redukovat viceCetna téhotenstvi a rizika S tim spojena se postupné snizuje
pocet embryi k pfenosu. Tento trend je spjat s potiebou vybrat embrya co nejkvalitnéjsi,
s predpokladanou dobrou zivotaschopnosti.

Vlivem tohoto trendu bylo celkové v uplynulém roce nejvétsi pocet pacientek, u kterych
prob&hl pienos pouze jednoho embrya. Bohuzel, nékteré pacientky nemély vice neZ jedno

kvalitni embryo u jinych pacientek embrya neméla pozadovanou kvalitu, nebo pacientka jiz
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absolvovala n€kolik netspésnych cykli a v tom ptipad¢é byla zavadéna embrya 2 nebo 3. U
pacientek do 35 let byl zaznamenan vétsi podil transferti jen jednoho embrya, zatimco u
pacientek nad 35 let stoupa zdjem o transfer dvou a vice embryi. Nejvétsi uspésnost byla
zaznamenana u ojedin€lych ptipadu transfert tii embryi. OvSem vysledek tohoto rozhodnuti,
zdali doslo k nezadouci viceCetné gravidité tato analyza neumoziuje. Lze fici ze nejvyssi
uspésnost pienosu je zaznamenana U dvou zavedenych embryich. Celkova Gspésnost byla u
pacientek mladSich jednoznacné vyssi a rozdil mezi transferem jednoho ¢i dvou embryi byl
také znatelnéjsi nez u pacientek starSich, kde byly rozdily velmi nevyrazné.

Asistovany hatching je dal$i z mikromanipulac¢nich technik, jejiz pozitivni vliv na dalsi
vyvoj embrya byl sledovéan. Zakova (2014) uvadi, Ze zvy$uje implantaéni potencial embrya
nejen mechanicky usnadnénim procesu hatchingu, ale také tim, ze dojde ke zprostfedkovani
Casnéjsiho kontaktu embrya sendometriem. Pozitivni vliv naruseni zona pellucida pro
uspéSnost implantace potvrdili Malter a Cohen (1989), ktefi pozorovali, ze embrya
s artificialni $§térbinou zahajuji hatching diive, to vedlo k mysSlence provadét otvor v zona
pellucida u embryi pfed transferem.

Na sledovaném pracovisti byl asistovany hatching provadén mechanicky, pomoci
mikromanipulacnich jehel. Nelze vSak jednozna¢né potvrdit, Zze by tato metoda zvySovala
Sance embrya na jeho implantaci v déloze. Urcité zvySeni je op€t patrné u pacientek do 35 let
véku. Vzhledem k tomu, ze vétsina pacientek, které voli asistovany hatching, voli soucasn¢ i
kontinualni monitoring embryi, nemtizeme jednozna¢né ¥ici, zdali lepsi vysledky u pacientek
do 35 let jdou na vrub vybéru morfologicky nejlepsiho embrya, nebo asistovaného hatchingu.

Zisk oocytl a jejich kvalita po ovarialni punkci je dalsim z dulezitych faktort
ovlivitujicich GspéSnost 1é€by. Je-1i zisk oocytl pfili§ nizky, mliZe nastat situace, kdy se musi
prenaset vSechna vyvijejici se embrya bez moZnosti provedeni selekce dle jejich morfologické
kvality. Je-li naopak zisk oocytl pfili§ vysoky, hrozi nebezpeci vzniku hyperstimulacniho
syndromu a ne vSechny oocyty byvaji ve stejné kvalité a stupni zralosti.

Nase data ovsem neprokazala souvislost mezi poétem a kvalitou ziskanych oocytu.
Rozdily byly zaznamenany pouze u pacientek do 35 let véetné a nad 35 let. Nelze
jednoznacné prokazat pfimou souvislost mezi kvalitou oocytu a dalSim vyvojem embrya,
protoze k oplozovani byla urCena pouze vaji¢ka zrala a jejich kvalita byla hodnocena
subjektivné.

Nebyla také prokdzana vyssi GspéSnost 1é€by pii pouziti metody ICSI nebo PICSI.

Dokonce u pacientek do 35 let byla zaznamenana vétsi uspésnost po uziti pouze ICSI metody.
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Metoda IVF (spontanni oplozeni ve zkumavce) jsme pouzili minimalnég, vysledky tedy nejsou

srovnatelné.
Nebyla prokazana souvislost mezi pouzitim riznych kultiva¢nich médii a GspéSnosti a
Ize tedy potvrdit hypotézu, ze kvalita embryonalniho vyvoje se vyznamn¢ nelisi.

Naopak nizsi vek pacientky se pozitivné projevil ve vSech sledovanych parametrech a to

velice vyrazné.
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6. Zavér

Asistovand reprodukce je v dnesni dobé jiz béZnou soucasti reprodukéni mediciny.
Kazdy rok se diky ni narodi tisice déti po celém svété. Zavedeni a rozvoj metod asistované
reprodukce Ize tedy pravem povazovat za jeden z historickych milnikti mediciny 20. stoleti.

Moderni technologické postupy, pii kterych se vramci neplodnosti manipuluje
s lidskymi bunikami, Se provadi na specializovanych pracovistich, tzv. centrech asistované
reprodukce.
délohy.

V diplomové praci byly hodnoceny nékteré metody a postupy bézné provadéné
v embryologické laboratofi na souboru pacientek, které podstoupily 1écbu metodou IVF
Vv prubehu roku 2015 a bylo zjisténo Ze:

1.existuje pfima souvislost mezi vékem pacientek a tspéSnosti prenosu a to celkove, i
jednotlivé pii vyhodnoceni sledovanych parametr zvlast’.

2.nebyly zaznamenany vyrazné rozdily mezi embryi zavadénymi tfeti nebo paty den,
dokonce u skupiny pacientek nad 35 let, se jako vyhodnéjsi den pfenosu projevil den tfi.

3.krom¢ statisticky nevyznamného ptenosu tfech embryi, vzhledem k malému poctu
ptipadii, byl rozdil mezi pfenosem jednoho nebo dvéma embryi statisticky nevyznamny.

4.nebylo prokdzano, Ze by kvalita embrya , jeho nasledné hodnoceni a uspéSnost
pfenosu byla ovlivnéna druhem pouZitého kultivaéniho média.

5. nebyl statisticky prokazan rozdil mezi uspé&Snosti pfenosu a zplsobem oplozeni,
vyjma oplozeni spontanniho, které se pouZzivalo zcela vyjimecné.

6. uspésnost 1é¢by je vyssi pii pienosu embryi se spravnym morfologickym vyvojem
Vv ranych fazich déleni.

7.. nebyl potvrzen pozitivni vliv na implantaéni schopnost embrya po provedeni
asistovaného hatchingu ani v kombinaci s pouzitim kontinualniho monitoringu.

8. pocet odebranych oocytli po hormonalni stimulaci pacientky se v usp€snosti prenosu
nijak neprojevil.

U vsech sledovanych parametr, byla prokdzéna souvislost ispéSnosti pfenosu na veku
pacientky. Vek pacientky se tedy jevi jako primarni pii volbé spravné metody oplozeni a

zéaroven poctu pirenasenych embryi.
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Jen kolektivni prace gynekologa, ktery zvoli vhodny druh stimulace vajecnika
pacientky pro optimalni zisk kvalitnich zralych oocytd a embryologa voliciho spravné

technologické laboratorni postupy miize vést k dobrym vyslediim 1écby.
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8 Prilohy

Priloha 1: tabulka pro y? test

Kritické hodnoty - testu pro pravdépodobnost P = 0,95 aZz 0,001 a pro podet stupiiii
volnosti f =1 az 30.

Pravdépodobnost (hladina vyznamnosti)
F |09 |09 08| 070|050 | 030 0,20 | 0,05 | 0,02 | 0,01 |0,001

1 2’00 0,016 | 0,064 | 0,15 | 0,46 | 1,07 | 2,71 | 3,84 | 541 | 6,64 |10,83
2 g,lO 021 | 045| 0,71 | 1,39 | 241 | 461 | 599 | 7,82 | 9,21 |13,82
3/03 |05 | 101| 142|237 | 3,67 | 625 7,82 | 9,84 11,34 |16,27
41071106 | 165| 2,20 | 3,36 | 488 | 7,78 | 9,49 |11,67 |13,28 | 18,47
5/ 115|161 | 234| 3,00| 435 | 6,06 | 9,24 | 11,07|13,39 |15,09 | 20,52
6| 1,63 | 2,20 | 3,07 | 3,83| 535 | 7,23 10,65 | 12,59|15,03 |16,81 |22,46
71217 | 283 | 3,82 | 467 | 6,35 | 8,38 (12,02 | 14,07 |16,62 |18,48 | 24,32
8| 2,73 | 349 | 459 | 553 | 7,34 | 9,52 13,36 | 15,51 (18,17 | 20,09 | 26,13
9| 332 | 417 | 538 6,39 | 8,34 |10,66 |14,68 | 16,92 |19,68 |21,67 | 27,88

10| 3,94 | 487 | 6,18 7,27 | 9,34 11,78 |15,99 | 18,31 21,16 | 23,21 | 29,59
11] 4,57 | 558 | 6,99 | 8,15 [10,34(12,90 [17,28 | 19,68 (22,62 [ 24,73 [31,26
12| 5,23 | 6,30 | 7,81| 9,03 |11,34|14,01 |18,55 | 21,03 |24,05 | 26,22 | 32,91
13| 5,89 | 7,04 | 8,63 | 9,93 |12,34|15,12 |19,81 | 22,36 |25,47 | 27,69 | 34,53
14| 6,57 | 7,79 | 9,47 |10,82 | 13,34 |16,22 | 21,06 | 23,69 (26,87 | 29,14 |36;12
15| 7,26 | 8,55 10,31 (11,72 | 14,34 (17,32 | 22,31 | 25,00 |28,26 | 30,58 |37,70
16| 7,96 | 9,31 [ 11,15 [12,62 [ 15,34 18,42 [ 23,54 | 26,30 [29,63 [32,00 |39,25
17| 8,67 | 10,09 | 12,00 |13,53 | 16,34 | 19,51 | 24,77 | 27,59 |31,00 | 33,41 | 40,79
18| 9,39 | 10,87 | 12,86 | 14,44 | 17,34 20,60 | 25,99 | 28,87 |32,35 |34,81 | 42,31
19 10,12 | 11,65 | 13,72 | 15,35 | 18,34 | 21,69 | 27,20 | 30,14 |33,69 |36,19 | 43,82
20/ 10,85 | 12,44 | 14,58 |16,27 | 19,34 | 22,78 | 28,41 | 31,41|35,02 | 37,57 | 45,32
21/ 11,59 | 13,24 15,45 | 17,18 | 20,34 | 23,86 | 29,62 | 32,67 36,34 | 38,93 | 46,80
22|12,34 | 14,04 | 16,31 |18,10 | 21,34 | 24,94 | 30,81 | 33,92 |37,66 |40,29 |48,27
23| 13,09 | 14,85 | 17,19 |19,02 | 22,34 | 26,02 | 32,01 | 35,17 38,97 | 41,64 |49,75
24| 13,85 | 15,66 | 18,06 |19,94 | 23,34 | 27,10 | 33,20 | 36,42 40,27 | 42,98 |51,18
25| 14,61 | 16,47 | 18,94 20,87 | 24,34 28,17 | 34,38 | 37,65 |41,57 |44,31 |52,60
26| 15,38 | 17,29 [ 19,82 | 21,79 | 25,34 | 29,25 | 35,56 | 38,89 42,86 | 45,64 |54,05
27| 16,15 | 18,11 | 20,70 | 22,72 | 26,34 |30,32 | 36,74 | 40,11 | 44,14 | 46,96 |55,50
28| 16,93 | 18,94 | 21,59 | 23,65 | 27,34 |31,39 | 37,92 | 41,34 | 45,42 | 48,28 | 56,89
20| 17,71 | 19,77 | 22,47 | 24,58 | 28,34 | 32,46 | 39,09 | 42,56 | 46,69 | 49,59 |57,45
30| 18,49 | 20,60 | 23,36 | 25,51 | 29,34 |33,53 | 40,26 | 43,77 47,96 | 50,89 | 59,70
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