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Anotace

V predlozené disertacni praci se zabyvam ovéfenim piinosu kontinualniho monitoringu
Casného vyvoje embrya s pouzitim time-lapse monitorovaciho systému Primo Vision. Pro
tento ucel jsem porovnala uspéSnost metod asistované reprodukce, kdy byly provedeny
embryotransfery na zaklad¢ standardniho morfologického statického hodnoceni embryi a
embryotransfery na zakladé posouzeni dynamiky vyvoje embrya metodou kontinualniho
monitorovani. Zaroveinl v praci ovetuji piinos transferového média EmbryoGlue na implantaci
embryi v porovnani se standardnimi one-step médii G-TL (Vitrolife, Svédsko) a SAGE 1-
step (Origio, Dansko). Déle se vénuji porovnani vlivu obou metod selekce embryi na
téhotenské ztraty v programu asistované reprodukce. Studie byla provedena na 484
pacientkach podstupujicich 1é¢bu neplodnosti v IVF centru Fertimed v Olomouci. Vysledky
disertacni prace mohou vyznamné pomoci v klinické praxi pii 1écbeé neplodnosti zlepSenim

vybéru vhodného embrya k embryotransferu a zvySenim pravdépodobnosti jeho implantace.
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Annotation

In the submitted presentation, | deal with the verification of the benefit of the continuous
monitoring of early embryonic development using the Primo Vision time-lapse monitoring
system. For this purpose, | compared the success rate of the assisted reproduction methods
when the embryo transfers were carried out on the basis of standard morphological static
assessment of the embryo and on the basis of the dynamics of embryonic development
assessment through continuous monitoring. The work verifies the benefit of the EmbryoGlue
transfer medium on embryo implantation compared to standard G-TL (Vitrolife, Sweden) and
SAGE 1- step (Origio, Denmark) one-step media at the same time. Further, it deals with the
comparison of the influence of both methods of embryo selection on pregnancy loss in the
assisted reproduction programme. The study was carried out on 484 patients undergoing
infertility treatment in the IVF centre of Fertimed in Olomouc. The outcomes of the
dissertation can help significantly in clinical practice when treating infertility through the
improvement of the selection of a suitable embryo for embryo transfer and an increase in the

probability of its implantation.
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1 Uvod

Soucasnym trendem asistované reprodukce je dosazeni jednocetného t€hotenstvi po pienosu
jedné blastocysty do optimaln¢ ptipravené de€lozni sliznice a kryokonzervace zbylych
blastocyst. Vybér embrya k pienosu je klicovy a je ovlivnén fadou faktord, které tomuto
stadiu vyvoje embrya predchazeji. Proto shrnuji biologii pohlavnich bunék, folikulogenezi,
spermatogenezi, oplozeni, ¢asny vyvoj embryi a systémy jejich hodnoceni v jednotlivych
ranych fazich vyvoje vCetné¢ monitoringu a vybér embrya k embryotransferu. V implantaci

jsem se zaméfila na studium vlivu transferového média EmbryoGlue.

1.11 Oocyt

Zenské pohlavni buiiky se vyvijeji v kiife vajeénikil. Zraly oocyt v MII zraciho déleni (obr. 1)
je kulovita buiika 0 priméru kolem 120 pum. Oocyt je obklopen kumulem, se kterym je
v uzkém kontaktu. Vnéjsi obal tvoti zona pellucida, pod niz a cytoplazmatickou membranou
se nachazi tzv. perivitelinni prostor, ve kterém nalezneme vlastni builkku a prvni pdlové
télisko. Oocyt obsahuje cytoskelet, mikrotubuly slouzi predev§im k intracelularnimu
transportu, aktin tvoifi vrstvu pod bunécnou membranou a sit’ v cytoplazmé a také pruh do
oblasti metafazovych chromozomi, které jsou obvykle uspofadany v blizkosti prvniho
polocytu. Neni zatim zformovano jadro a chybi centriol. V cytoplazmé je ptitomno asi
100 000 mitochondrii, tvoticich komplexy s tubuly hladkého endoplazmatického retikula
(Giles 1980, Sathananthan et al. 2006). Matetské mitochondrie jsou jedinym zdrojem
budoucich embryonalnich mitochondrii. Hladké endoplazmatické retikulum obsahuje zasobu
vapnikovych iontl, nezbytnych pro aktivaci oocytu po oplozeni. Oocyt pifindsi embryu jednu
sadu autosomi, jeden chromozom X (vajicko nedeterminuje pohlavi), mitochondrie, velké
mnozstvi RNA raznych typt (MRNA, circRNA, miRNA, miR-10A, miR-100, miR-184,
miR193a-5p, MiR-297, miR-602, miR-625), ribozomalni podjednotky, cytoplasmu s celou
fadou bunécnych struktur. Oproti pfedchozim vyvojovym stadiim se snizuje mnozstvi
endoplazmatického retikula a cisteren Golgiho aparatu (Dvotak et al. 1987). Ve zralém
oocytu neprobihd syntéza nukleovych kyselin a nenachazi se zde centrosom. Pod
cytoplazmatickou membranou je rozmisténd vrstva kortikdlnich granul, které obsahuji
hydrolytické enzymy a polysacharidy, které jsou kli¢ové pro kortikdlni reakci. Oocyt
neobsahuje zasobni lipidy ani sacharidy, je vyzivovan difuzi z okoli. Jako zdroj energie mu

slouzi zejména pyruvat, cytoplazma je cird. Pred ovulaci jsou pfimo v oocytu nebo



v granulozovych bunikach syntetizované tzv. maternal determinants, jedna se o subpopulaci

organel, molekul RNA a proteint (Kloc et al. 2016).

Obrazek 1 Zraly oocyt v metafézi II zraciho déleni (foto Zbofilova)

1.1.2 Spermie

Spermie vznikaji v pribéhu spermatogeneze v semenotvornych kandlcich varlete. Tvorba je
fizena sekreci gonadotropnich hormonti a pro spermiogenezi je nutnd i vysoka lokalni
koncentrace testosteronu, kterou zajist'uji intersticialni Leydigovy bunky.

Spermie je mald (tab. 1) pohybliva buiika (rychlost pohybu 1-4 mm/min = 10-60
um/s), pticemz se pohybuje po rovné, rotujici linii (Janick a Mac Leod 1970). Aktivita
spermii stoupa pii zvySovani teploty, coz zrychluje jejich metabolismus a zkracuje zivotnost;
je stimulovana mirn¢ alkalickym prostiedim, siln¢ kyselé prostfedi spermie nici. Stavba
spermie je pfizpisobena pohybu a priniku hustym poSevnim sekretem. Sklada se z ovalné
hlavicky, ktera je ze strany zplostéla, stfedni ¢asti a bi¢iku (obr. 2). Velkou ¢ast hlavicky tvori
jadro obsahujici haploidni sadu siln¢ kondenzovanych chromozomu (viz dale) a casto i
vakuoly. Pfedni cast hlavicky je prekryta akrozomem, ktery obsahuje hydrolytické enzymy -
hyaluronid4zu, akrosin a proakrosin (Yanagimachi 1989). Hyaluronidaza odpovida za prinik
spermie pifes cumulus oophorus. Akrosin (,,zona-penetrating enzyme‘) se vyskytuje v
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akrozomalni matrix a dale pak véazany na vnitini akrozomalni membranu, asi v 90 % je
ptitomny ve formé proakrosinu. Akrozom ma tvar vacku s dvojitou sténou a je umistény na
hlavi¢ce spermie. Jeho obsah je homogenni. Distalni ¢ast akrozomu se nazyva ekvatoridlni
segment. Spermie je na celém povrchu obalena bunénou membranou (Baccetti a Afzelius
1976, Serres et al. 1983), pod niz lezi tenkd vrstva cytoplazmy. Bunétna membrana je
funkéné diferencovand, pod ni je na distalni ¢asti hlavicky, krcku a zacatku biciku silngjsi
vrstva cytoplazmy se strukturami endoplazmatického retikula. Cytoplazma byva u méné
zralych spermii roz$ifena v cytoplazmatickou kapku. Pod cytoplazmatickou membranou je
pfitomna perinuklearni theka, obsahujici faktor aktivujici oocyt, Sperm Oocyte Activating
Factor (SOAF) (Sutovsky et al. 2003). Dalsi vyznamnou komponentou spermie jsou
cytoskeletalni proteiny (Escalier 1984).

Na bic¢iku jsou rozliSovany proximalni, hlavni a distalni oddil. Proximalni ¢ast bic¢iku
ploténkou k distalnimu polu hlavicky, kde je jaderny obal pokryt Cetnymi pdry. Kréek
spermie obsahuje segmentované chordy, mezi nimi je k ose jadra pticné ulozeny proximalni
centriol, obklopeny svazkem mikrotubull (Fawcett 1975, Christopher and Christopher 2002).
V kréku zacina struktura axonemy a fibrac densae (Fawcett 1975). Axonema se sklada z 9
perifernich a jedné centrdlni dvojice A a B tubulli, navzijem spojenych dyneinovymi
raménky. Na kréek navazuje hlavni oddil bi¢iku se stovkou spirdlovité uspotadanych
mitochondrii kolem axonematu (Philips a Olson 1975, Sutovsky et al. 1999, Sutkovsky et al.
2000), nektefi autofi uvadéji pocet mitochondrii nizsi, kolem 25-75 (Otani et al. 1988, Ho
and Wey 2007).

Tabulka 1 Morfologické rozméry lidskych spermii (podle Schirren 1982)

Parametr Velikost (um)
Celkova délka spermie 55-66
Délka hlavicky 3,4-4,6
Délka stiedniho oddilu bié¢iku 3,5-5,0
Délka hlavniho oddilu bi¢iku 44-50
Délka distalniho oddilu bi¢iku 4-6
Siika hlavicky 1,5-2,8
Sitka stfedniho oddilu bi¢iku 08
Sitka hlavniho oddilu bigiku 0,5
Siika distalniho oddilu bigiku 0,2
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Bicik je obalen zevni pochvou, pod niZ je 9 denznich chord obklopujicich axonema.
Ukoncenim zevni pochvy pifechazi hlavni oddil v distalni, kde postupné¢ kon¢i tubuly
axonematu, takze se ztraci jejich typické uspotradani.

Spermie nenese Zadné zdsobni latky, ale je vyZivovana difuzi z okolniho prostfedi.
Zdrojem energie pro spermii je ATP, vznikajici v mitochondrialni pochvé. Energii ziskava
pfevazné glykolyzou, dulezitou alternativni metabolickou cestou je pentézovy cyklus.
Spermie jsou schopny utilizovat glukézu, fruktézu, sukcinat, neutilizuji laktat, pyruvat a o-

glycerofosfat.

Obrazek 2 Stavba spermie: A - prufez hlavickou, B - prifez krékem, C - prufez hlavnim oddilem bi¢iku, D - priiez
termindlni ¢asti: a - vnéj§i akrozomalni m., b - vnitini akrozomalni m., ¢ - cytoplazmatickd m., d - perinuklearni matrix, e -
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jaderny obal, pc - proximalni centriol, mp - mitochondrialni pochva, zdv - zevni denzni vlakna, pdm - periferni dvojice mt.,
cdm - centréalni dvojice, mt. fp - fibrézni pochva. (podle Travnik, 2017)

Ve spermiich neprobiha syntéza nukleovych kyselin. Na povrchu spermii jsou vazebna
mista pro piipojeni k druhové specifickym molekuldm na povrchu zona pellucida. Pro
spravnou funkci spermii je dulezita ptitomnost drasliku, vapniku, hoiciku a zinku
(koncentrace zinku je zde vyssi nez v kterékoliv jiné lidské buiice).

Zrala spermie musi aktivné proniknout zatkou cervikalniho hlenu, vycestovat délozni
dutinou do vejcovodu, projit kumulem oocytu, navdzat se na receptory zona pellucida,
proniknout pies ni do perivitelinniho prostoru, navazat se svym ekvatoridlnim segmentem na
oolemu a kone¢né proniknout do oocytu.

Pted oplozenim dochazi ke kapacitaci spermii, coz je reverzibilni proces, pii kterém
jsou z povrchu spermie odstranény nékteré glykoproteiny obsazené v semindlni plazmé, které
snizuji pohyblivost spermie, brani jeji vazbé na zona pellucida, penetraci do vajicka a zaroven
neumoznuji spusténi akrozomalni reakce. Doba kapacitace je individualni. Asi 10 % spermii
je schopno oplozeni za 2 h, ostatni pozdé&ji. Pfi kapacitaci se méni pomér cholesterolu a
fosfolipidi v bunééné membrané spermie. Ztratou cholesterolu se zvysi schopnost bunécéné
membrany spermie splyvat s vnéjsi akrozomalni membranou a s membranou oocytu. Tento
proces je provazen hyperaktivaci spermie, ktera se pohybuje intenzivnéji, s vétsi amplitudou

lateralniho pohybu. Kapacitovana spermie ma omezenou Zivotnost a diive zanikne.

1.1.3 Gametogeneze a meidza

Zaklady pohlavnich 714z vznikaji b&hem organogeneze, kdy pies dorzalni mezenterium
doputuji primordidlnich bunky ze zakladu Zloutkového vacku do genitalni listy. Bunky cestuji
asi 3 tydny (3. az 6. tyden vyvoje embrya) a maji rozhodujici vliv na dal$i vyvoj gonad, kde
indukuji proliferaci coelomového epitelu a vznik primarnich provazct v indiferentnich
gonadach (obr. 3). Jestlize prvopohlavni buiiky obsahuji SRY gen (ktery je na chromozomu
Y), indukuji za fyziologickych okolnosti pfeménu primitivni gonady ve varle, pokud ne,
vznikd ovarium. Ve vyjimecnych piipadech tento gen na chromozomu Y chybi, pak se narodi
zena 46, XY, anebo miZze byt tento gen v dusledku nepfesného crosing-overu pienesen na
chromozom X, a pak se narodi muz 46, XX. V obou piipadech se vsak jedna o infertilni
jedince.

U muzského embrya se primordialni bunky stanou soucéasti semenotvorného epitelu

sto¢enych kanalkt a diferencuji se v diploidni spermatogonie typu A, které jsou ulozeny pfi
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bazalni membrané¢ stocenych kanalki. Proliferace spermatogonii A pokracuje az do puberty,
nedochazi k meiotickému zrani.

U embryi zenského pohlavi se v embryonalnim ovariu primordialni bunky diferencuji
V oogonie, jejichz délenim vznikaji oocyty prvniho fadu s jednou vrstvou folikuldrnich bun¢k
(primordiélni folikul). Prolifera¢ni fazi oogonii, vstup oocytli do profaze meidzy a tvorbu
primordialniho folikulu absolvuji pohlavni buiiky béhem nékolika dni (Wartenberg 1990).
Primordidlni pohlavni buniky nebyly v juvenilnim ani dospélém ovariu nalezeny (Baker a
Eastwood 1983). Ve fetalnim ovariu se odehrava podstatna ¢ast oogeneze, formovani folikult
je u cloveka uzavieno jesté pred porodem a oocyty, které nevytvorily primordialni folikuly,
Vv této dobé degeneruji (Midgley a Sadler 1979). Vyvoj primordidlniho folikulu je zastaven
Vv profazi prvniho zraciho déleni v diplotennim stadiu, kde zlstavaji oocyty az do puberty.
V obdobi pohlavniho dospivani pokracuje u vybranych oocytl meiotické déleni, které bylo do

této doby zastaveno.

Obrazek 3 Migrace primordialnich pohlavnich bunék do genitalni listy v 3. az 6. tydnu vyvoje embrya. (Travnik 2017)
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1.1.4 Meioza

Meiodza je vedle mutaci hlavnim zdrojem diverzity genomu a zaroven zajiStuje zachovani
konstantniho poc¢tu chromozomi, ktery by se jinak oplozenim zdvojnasobil. Pfi meiotickém
déleni prob&hne nejprve meidza I a poté meidza Il (Vacek et al. 2006, Nussbaum et al. 2004).

Pted prvnim meiotickym d€lenim probéhne vzdy S-faze, takze mnozstvi jaderné DNA se
zdvojnasobi, ale mezi 1. a 2. meiotickym délenim jiz S-faze chybi. Po ukonéeni meidzy
vznikaji ¢tyii haploidni buiiky (23 chromozom).

Meidza I se sklada z profaze I (stadium leptotenni, zygotenni, pachytenni, diplotenni a
diakineze), prometafaze I, metafaze I, anafaze I, telofaze I a cytokinéze. Jejim vysledkem jsou
dvé buniky s haploidnim poctem chromozomi. Kazdy chromozom obsahuje dvé sesterské
chromatidy, které jsou vsak nestejnocenné, protoze pii ,,crossing over* doslo k vymeéné ¢asti
chromatid.

Profaze I je dlouhd, protoze se museji sparovat homologni chromozomy. Parovani
chromozoml zajiStuje synaptonemdlni komplex, ktery se vytvafi z nckolika proteind.
RozliSujeme nasledujicich pét stadii profaze I:

1. Leptotene: chromozomy kondenzuji a paruji se; vV mistech telomer Se zacinaji
upinat k jadernému obalu (tzv. faze kytice; bouquet stage) (Scherthan 2007) (obr.
4). Chromozomy se diky kondenzaci chromatinu stavaji viditelnymi jako velice
dlouha a tenké (nitkovitd) vlakna s centralni osou bilkovinné povahy (Snustad a
Simmons 2008)

2. Zygotene: vznikd synaptonemalni komplex, proteinova struktura zebiickovité
povahy, ktera spojuje homologni chromozomy (Heyting 1996).

3. Pachytene: vznikaji chiazmata (rekombinaéni uzliky), obsahujici enzymy potiebné
pro rekombinaci a opravu DNA (Vacek 2006). Rekombinaéni uzliky reprezentuji
mista ,,crossing over®, kde dochazi k reciproké vymeéné usekli nesesterskych
chromatid a tim k nové vazb¢ genil, protoZze vyménéné tseky jsou sice identické,
ale casto nesou rizné alely. Primérny pocet rekombinaci na lidsky spermatocyt je
50 (Barlow a Hulten 1998, Lynn et al. 2002, Sun et al. 2004). V prib&éhu meidzy I
dochazi k ndhodné distribuci chromozomti matetského a otcovského piivodu do
dcefinych bunék. Pti haploidnim poctu lidskych chromozomi vznika 2% moznych
kombinaci chromozomu (coz je 8 388 608 ruznych kombinaci) a crossing over
toto jeSt¢ mnohondsobné¢ zvysSuje. Pifi oplozeni se kombinuji dvé sady

chromozoml (spermie a oocyt) a tim se diverzifikace dale zvySuje. Kromé
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identickych dvoj¢at nemohou existovat dva lidé se shodnym genomem
(Wartenberg 1990).

4. Diplotene: rekombinace DNA je dokonena a synaptonemalni komplex se
rozpada. Nesesterské chromatidy homolognich chromozomi zistavaji spojeny
v mistech chiazmat, ktera se posouvaji od mista piivodniho crossing-overu smeérem
ke konciim chromozomu a bivalenty nabyvaji charakteristického prstencovitého
tvaru (Vacek 2006).

5. Diakineze: vrcholi terminalizace chiazmat, zanika jadernd membrana, mizi jadérko

A B C D

Obrazek 4 Meidza | - Leptotenni stadium: A — dv& chromatidy otcovského a dvé mateiského pivodu, B — sesterské
chromatidy jsou spojeny synaptonemalnimi komplexy, C — nesesterské chromatidy se piekfizily, pfekiizeni chromatid
s rekombinaénim uzlikem, col - piekiizeni chromatid s rekombinaénim uzlikem, co2 — piekiizeni chromatid s
rekombinacnim uzlikem. D — stav ke konci diplotenniho stadia s vyménénymi tiseky chromatid. (Travnik 2017).

co1 co2

Poté nasleduje prometafaze I, kdy se rozpada jaderny obal, kinetochory se nachazi parové
Vv oblasti centromery kazdého chromozomu a pfipojeni k nim musi byt bipolarni, mikrotubuly
Z obou poll se musi pfipojit soucasné.

Nasleduje metafaze I, pii které vznikda z bivalentl slozenych ze Ctyf chromatid dvou

chromozomut metafazova ploténka. Pravdépodobnost, ze otcovsky nebo matetsky chromozom
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piejde do budouci buiiky, je stejna, protoZze orientace bivalenti k polim dé¢liciho vieténka je
nahodna.

Pii anafazi I se plisobenim kohezini uvolni chiasmata. Chromozomy slozené ze
sesterskych chromatid pozménénych pfi ,,crossing overu® se pohybuji k opacnym polim
bunky. V anafazi ¢asto dochazi k nondisjunkci, kdy oba homologni chromozomy vycestuji ke
stejnému polu a tak vznikne aneuploidie. Pfi spermatogenezi nastava nasledné telofaze I, kdy
se vytvaii jaderny obal. Pti oogenezi pokracuje meidza II. Poslednim stadiem pted meiozou II
je cytokineze, kdy délenim podobnym mitbze vznikaji pfi spermatogenezi dvé rovnocenné
bunky (sepermatocyty 2. fadu nebo spermatocyty II) a pii oogenezi jeden oocyt II. fadu a
prvni polocyt.

K chybam pfi d€leni dochazi nejéastéji pravé pii meioze I a to mnohem castéji pii

oogenezi nez pifi spermatogenezi. Aneuploidie vznikaji jako dusledek nondisjunkce
chromozoml: pii [. meitickém déleni vznikne jedna buinika S dvéma homolognimi
chromozomy a druha bunka, které dany chromozom chybi. Pfi néasledném oplozeni tak
vznikne trisomicka, respektive monosomicka zygota.
Po mei6ze I neprobihd S-faze, ale nasleduje meidza II, ktera je podobna mitotickému déleni.
V anafazi II dojde k oddéleni sesterskych chromatid, které se v telofazi piesunou k opaénym
polum bunky. Vysledkem meidzy I jsou dvé haploidni dcefiné bunky vzniklé z matetské
buiikky. Chromozomy téchto dcefinych bunék jsou tvofeny jen jednou chromatidou. Oocyty
zistavaji v metafazi II a bunééné déleni je dokonceno az po oplozeni oocytu (Vacek et al.
2006, Nussbaum et al. 2004).

Pohlavni chromozomy se chovaji pfi meidze jinak nez chromozomy somatické.
Chromozomy X a Y obsahuji kratké pseudoautozomalni tseky (tzv. PARI a PAR2).
U spermii dochazi k ¢aste€né synapsi mezi chromozomem X a Y v oblasti PAR1 s moZznou
translokaci ¢asti chromozomu Y na chromozom X (Solari 1974, Burgoyne 1982, McLaren
1988).

I pfi meidze I mize dojit k nondisjunkci, kdy se v jedné bunce ocitnou dvé sesterské
chromatidy a druha bunka je nulizomni. Pfi ,,crossing — over“ mohou vznikat také delece,

inverze a translokace.

1.1.5 Oogeneze

Oogenezi délime na ¢ast prenatdlni a ¢ast postnatalni. V prenatdlnim obdobi vznika
z primordialni pohlavni buiiky gonocyt, poté oogonie a oocyt I. fadu, ktery je zastaven

v meioze I. Postnatalni faze vyvoje zahrnuje folikulogenezi, dokonceni meidzy I a zacatek
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meiozy II, ktera je dokoncena jen v piipadé oplozeni oocytu. Neoplozeny oocyt zanika bez
dokoncené meidzy.

Béhem prenatdlni faze oogeneze jsou primordidlni pohlavni bunky schopny
amébovitého pohybu. Do 6. tydne vyvoje embrya vycestovavaji k zakladim ovarii, ktera se
poté preménuji v oogonie, kterych je kolem 26 000. Pocet oogonii vzroste v 9. tydnu vyvoje
pii presunu do kiry vyvijejiciho se ovaria az na 250 000. Ve 12. tydnu oogonie vstupuji
synchronné do mitozy. Vlna proliferace oogonii automaticky piechazi do profaze meidzy, pro
kterou je typicky rytmicky priubéh a na rozdil od ostatnich mitoz také synchronizace. Oogonie
zlstavaji spojeny navzajem mezi sebou cytoplazmatickymi mistky. Po ukonc¢eni proliferacni
faze probéhne v oocytech posledni premeiotickd S-faze. Jiz ve 13. tydnu pocetné oocyty
vstoupi do profaze meidzy |. Zacatkem 5. mésice se zde zaCne vytvaret zona oocytl, které
zapocaly tvorbu primordidlnich folikuld. B&hem proliferace oogonii, leptotenniho a
pachytenniho stadia dochazi ke sniZzeni poctu oocytt, jen Cast se stava soucasti folikuld, dalsi
pokles na 1 — 2 miliony primordialnich folikuld nastava v dobé do porodu (Travnik 2017).
Pferuseni meidzy nastava v diplotennim stadiu, kdy homologni chromozomy zustavaji
spojeny jen v mistech chiasmat. Nasledné oocyt vstupuje do klidového stadia a vytvari spolu s
folikularnimi  bunikami po ukonceni diplotenniho stadia primordialni folikul. Témito
primordialnimi folikuly je mezi 6. - 7. mésicem vyvoje obsazena celd kiira. Prvni zraci déleni
je zastaveno v profazi [ a oocyt piechazi do stadia diktyotene. Postnatalné folikuly zanikaji az
do puberty, kdy jich zistava kolem 200 000 v kazdém ovariu. VétSina folikulii podléha atrézii
na principu apoptozy.

Postnatalni ¢ast folikulogeneze je zaloZena na proliferaci a diferenciaci bunck. Jedna
se asi o ro¢ni proces, béhem néhoz se primordialni folikul miize vyvinout az do ovula¢niho
stadia. Vyvoj folikulu je mozno rozdé€lit do dvou fazi, na preantralni, ktera zahrnuje tzv. ndbor
kohorty primordidlnich folikulll a antralni f4zi zahrnujici vyvoj sekundérnich folikuld, selekci
Graafova folikulu a atrézii ostatnich. ,,Recruitment® primordialnich folikulii probih4 po celé
reprodukéni obdobi zivota zeny az do vyerpani jejich zasoby v obdobi klimakteria. Tehdy
také dochazi k ukonceni menstruacniho cyklu a piechodu do postmenopauzy. Béhem prvnich
tii dekad Zivota probiha ,recruitment™ konstantni rychlosti. Kolem véku 37 let, kdy pocet
primordialnich folikuld dosédhne pfiblizné hodnoty 25000, se dal§i rychlost naboru
zdvojnasobi (Travnik 2017).

Preantralni obdobi je gonadotropin independentni a nezavisi vilbec na koncentraci
FSH. Jedn4 se o obdobi rustu a diferenciace folikulll regulovand ristovymi faktory celym

spektrem autokrinnich a parakrinnich mechanizml. Zahrnuje vyvoj primordialniho 1
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primarniho folikulu a piechazi do vyvoje sekundarniho, kde je jiz antrum vyvinuto. Tento
vyvoj od primordidlniho do plné vyvinutého sekundarniho folikulu trva asi 290 dni.
Primordialni folikul obsahuje maly primarni oocyt o priméru asi 25 pum. Primér primarniho
folikulu vzroste béhem preantralni faze z 25 na 120 um, coz souvisi s aktivaci genomu oocytu
vCetn¢ vytvoreni zona pellucida (ZP) na povrchu oocytu. Granul6zové buiky se meéni
z plochych na kubické a vznikaji v nich receptory pro FSH. Vyvijeji se gap junctions mezi
folikularnimi buiikami a oocytem a primarni folikul produkuje autokrinni faktory, zejména
GDF-9, BMP-15 a AMH (Kralikova et al. 2012). Dochazi k profileraci dalSich vrstev
folikularnich bun€k, vznikd membrana granulosa, diferencuje se theca folliculi interna a
externa a dochazi k angiogenezi ve stén¢ folikulu. Na konci preantralniho obdobi se jiz jedna
o pIn€ vzrostly oocyt obaleny ZP a cca 9 vrstvami folikularnich bunék s vyvinutou lamina
basalis, theca interna i externa a kapilarni siti v thece. Ve stadiuprofaze meidzy je oocyt
udrzovan vysokou koncentraci cAMP. Po ukonceni riistové faze je oocyt schopen pokracovat
v meidze (Mehlmann 2005).

Antrdlni faze vyvoje folikulu je gonadotropin dependentni a je charakterizovana
vyvojem antra a prekotnym rastem folikulu, ktery se jesté urychluje po dosazeni prameéru 0,4
mm. Doba od zformovani antra potiebna k ovulaci trva asi 60 dni. VétSina sekundarnich
folikulti podléha atrézii. Pouze folikul s dostate¢nym poc¢tem FSH receptort, produkujici vice
estrogend, dosdhne ovulace. Nezbytnou vyzivu a regulaéni signaly poskytuji oocytu bunky
membrana granulosa, bez nichz by neprobéhlo jeho zrani. Pik LH (narist a nasledny pokles
hladiny LH) spousti také 1. zraci déleni, jehoz vysledkem je oocyt v metafazi Il. K ovulaci
dochazi 37-40 h od vzestupu koncentrace LH. Po oplozeni dojde k dokon¢eni meidzy 1.

1.1.6 Spermatogeneze

Prenatalni vyvoj spermatogeneze je zastaven v premeiotickém stadiu. V puberté dochazi
k nastartovani spermatogeneze diferenciaci a znovuvytvorenim Leydigovych bunék.

V prenatalni fazi putuji primordialni pohlavni buniky ze Zloutkového vacku cestou
dorsalniho mesenteria k zdkladim pohlavnich zlaz, vcestuji do zakladu budouciho varlete a
stavaji se soucasti provazcu (v 10. tydnu maji podobu vlasenkovych klicek, kruhovitého nebo
ovalného priifezu a jsou slozeny z podpiirnych bunék a gonocytit) pfipojenych do rene testis.
Prepubertalni gonocyty se diferencuji ve spermatogonie A0, které piedstavuji kmenovou
bunku spermatogonii. Vyvoj zarodeénych bun¢k probiha v kanalcich smérem od obvodu do
centra; na periferii jsou spermatogonie, centralnéji postupné spermatocyty I. a Il. fadu a

spermatidy.
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Spermatogenezi délime na fazi mitotickou, meiotickou a spermiogenezi.
1. Mitoticka faze zahrnuje proliferaci a obnovovani spermatogonii a jejim vysledkem
jsou preleptotenni spermatocyty I.
2. Meioticka faze je velmi komplexnim procesem zmén na chromozomové a
molekularni Grovni.
3. Spermiogeneze je diferencia¢ni faze, kdy muzska gameta dostava svoji kone¢nou
podobu a je uvolnéna ze tkanového svazku gonady; tento proces se nazyva spermiace

(nespada jiz do prenatalniho vyvoje spermii).

Postnatalni vyvojovy cyklus spermatogeneze trva piiblizné¢ 64 dni a da se rozd¢lit na Ctyfi
faze: A, mitéza spermatogonii, trvajici asi 16 dni, pfi niZ vznikd primérni spermatocyt, B,
prvni meidza o délce asi 24 dni a vysledkem je sekundarni spermatocyt, C, druhd meidza —
jedna se o nejkratsi Cast, trvajici jen hodiny, kdy vznika spermatida a D, spermiogeneze
trvajici asi 24 dni, pfi niz vznika spermie (obr. 5). Zrani spermii se dokoncuje pfi transportu

nadvarletem (8 — 17 dni).
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Obrazek 5 Schéma spermatogeneze a spermiogeneze (zdroj. http://slideplayer.cz/slide/3340846/)

Spermatogonie maji siln¢ barvitelné jadro a malo cytoplazmy. Délenim spermatogonii AO
vznikaji spermatogonie Al a jejich délenim pak spermatogonie A2 (Al a A2 jsou spici
spermatogonie). V prabéhu ¢ty mitotickych déleni vznikne ze spermatogonie A3 celkem 16
spermatocytt I. fadu. Pro spermatogonie je typické uloZeni na bazalni lamin¢ zarode¢ného
epitelu (obr. 6).

Ze spermatogonii pfi mitéze vzniknou spermatocyty I, jiz bez kontaktu s bazalni
membranou. Spermatocyty I maji diploidni sadu chromosomi (2n) a po zdvojeni DNA v S-
fazi prechéazeji do meiotické profaze I, pfi niz dojde k parovani homolognich chromozomi
otcovského a matefského ptivodu a vznikaji synaptonemalni komplexy. Ve stadiu pachytene

dochazi ke ,,crossing over*, kdy se vymeéni tiseky mezi homolognimi chromozomy.
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Délenim spermatocytu I vznikaji dva mensi spermatocyty II, z nichz kazdy ma jednu sadu
chromozomtl, a po kratké interfazi nastava bez replikace DNA druhé meiotické déleni, které

probiha jako normalni mitdza.
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Obrazek 6 Ulozeni jednotlivych stadii vyvoje spermii ve varleti.
http://medcell.med.yale.edu/histology/testis_sperm_development.php

Spermatidy jsou nejmensi bunky, z nichz vznikaji spermie. Béhem této premény spermatidy
na spermii dochazi ke kondenzaci jadra, tvorbé akrozomu, vyvoji biciku, rejekci cytoplazmy,
atd. Nezbytnym procesem pii formovani hlavicky spermie je sbaleni DNA na velikost asi 10
% objemu jadra somatické buiiky. Kondenzace jadra je navozena postupnym nahrazovanim
raznych subtypu histond za protaminy (Braun 2001, Meistrich et al. 2003, Hogarth et al.
2005). Na nahrazeni histonl protaminy béhem spermiogeneze se podili histon HIFNT, ktery
je nezbytny pro tvorbu jadra ve spermii (Tanaka et al. 2006). Toto nahrazeni vede ke
kompletnimu uzavieni transkripce v jadfe a umoziluje jaddru piedpokladanou skoro
krystalickou strukturu. Kolem 85 % DNA spermie je spojeno s protaminy, coZ jsou malé,
vysoce bazické proteiny bohaté na arginin a cystein. Pozitivné nabité aminokyseliny vytvareji

s paternalni DNA a cysteiny vysoce kondenzovany komplex a formuji disulfidické mustky
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mezi sousednimi molekulami protamind (Oliva 2006). DNA spermie je asi Sestkrat vice
kondenzovana nez mitotické chromozomy (Fuentes-Mascorro et al. 2000). Na konci
diferenciace se spermatida v zarode¢ném epitelu pfeméni ve spermii (spermiace). Ke
zdarnému prub&éhu spermiogeneze je nezbytna vysoka koncentrace testosteronu
z Leydigovych bungk.

U pohlavné dospélého muze kazdou hodinu opousti varle asi 1 milion spermii. Vyvoj
zralé spermie z kmenové spermatogonie trva asi 72 az 91 dni, po ejakulaci je spermie za
optimalnich podminek pfizpiisobend k pohybu schopna aktivné proniknout cervikalnim

hlenem pies délohu do vejcovodi a fertilizovat oocyt.

1.2 Oplozeni a ¢asny vyvoj embrya

Casny vyvoj embrya zadina oplozenim oocytu spermii a konéi pred implantaci embrya.
Kapacitovand spermie se navdze na receptory ZP oocytu. Akrozom je velmi dilezity pii
pruniku spermie do oocytu v M II. Jedna se o vazbu povrchovych proteinovych receptort
spermie s glykoproteiny ZP3, ktera umozni spermii pfilnout k zona pellucida a je kritickym
krokem oplozeni oocytu. Je spusténa akrozomalni reakce, dochazi k exocytoze akrozomalniho
vacku a k hydrolyze ZP v tésné blizkosti spermie. Aktivni pohyb spermie, ktery je pfevazné
zalezitosti tlakové sily (Travnik 2017), je poté nezbytny pro prinik spermie pies zona
pellucida, a pro dosazeni kontaktu s membranou oocytu (Kim et al. 2008, Kozlovsky et al.
2013, Jones et al. 2014). Nasledné dochazi k splynuti membrany oocytu a membrany spermie
a struktury spermie se dostavaji do cytoplazmy oocytu (obr. 7).

Splynutim membran se spoji cytoplazma spermie a oocytu, coZ je podminkou dal§iho
vyvoje. Pusobenim fosfolipazy C zcytoplasmy spermie dojde Kk aktivaci oocytu
koncentraénimi oscilacemi Ca?*, dojde k depolarizaci cytoplazmatické membrany oocytu,
kterd zabrani docasn€ dalSim spermiim, aby splynuly s membranou oocytu. Poté nasleduje
kortikalni reakce: dojde k exocytoze kortikalnich granul do perivitelinniho prostoru, coz ma
za nasledek zona hardening. Tim je zabranéno praniku dal$ich spermii do oocytu. Nasledné
je obnovena polarizace membrany oocytu a je dokon¢ena meidza, odd€leni druhého polového
téliska a vzniké matetské prvojadro (obr. 8). Ze spermie ziistava v oplozeném oocytu pouze
jé&dro, centriol a obsah perinukledrni theky, zatimco mitochondrie otcovského piivodu jsou
ubikvitinovany a tak jsou ozaceny k likvidaci (formou aktivni autofagie). Zbylé bunécné
struktury jsou autofagicky odbourany. Jadro spermie projde procesem dekondenzace, je

obnoven jaderny obal a dochazi k nahrad€ protaminii ve chromatinu za histony.
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Obrazek 7 Oplozeni lidského oocytu

A — oocyt je v metafazi II, blizko metafazovych chromozomi (ch) lezi mezi zonou (z) prvni pdlocyt (pc),
V cytoplasmé (c) oocytu lezi pod bunéénou membranou vrstva kortikalnich granul (k). Spermie (s) je navazana
na zonu; B — spermie (s) pronika zénou pomoci akrozomalnich enzymi a mechanické sily vytvarené bic¢ikem a
vytvaii vni kandlek (sk); C — spermie pronikla do perivitelinniho prostoru (pv); D — spermie byla
internalizovana do cytoplazmy oocytu, oddélil se bicik (b) a proximalni centriol (c) a hlavicka spermie se
transformuje v muzské prvojadro (mp). Z cytoplazmy vymizela kortikalni granula, kterda se vylila do
perivitelinniho prostoru, vydé€lil se druhy pélocyt a formuje se zenské prvojadro (zp); E — prvojadra (p)
doputovala do centra cytoplazmy, obsahuji nékolik prenukleolii. Proximalni centriol (c) se rozdélil na dva
dcefiné, z nichz se budou formovat centrozomy zygoty. (podle Travnika 2018)
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Obrazek 8 Oplozena zygota (prvojadro) s prvojadry a prvnim a druhym polovym téliskem (foto Zbotilova).

Nezastupitelnou roli v embryu ma spermaticky centriol, ktery umoZzni buné¢né déleni.
Spermie vnasi do oocytu haploidni pocet autosomalnich chromozoml a jeden pohlavni
chromozom (X nebo Y), ¢imZ ur¢i pohlavi vznikajiciho embrya. Oocyt pfinasi rovnéz
haploidni poc€et chromozomil a chromozom X, dale pak cytoplazmu a z4sobu ribonukleovych
kyselin na pocatecni vyvoj embrya (do 72 h); zasadni organelou jsou i mitochondrie, které
jsou v embryu vzdy jen matetského pivodu. Pied zapocetim prvniho déleni dojde k rozpadu
jaderného obalu obou prvojader, zkondenzuji chromozomy a K prvnimu mitotickému déleni
dochézi asi 22 hodin po oplozeni oocytu. Vznikd stadium dvou bunék, dal§i mitézou Ctyf
bunek, osmi bunék, Sestnacti bun¢k, moruly a nasledné blastocysty (obr. 9).

Prvni tfi dny vyvoje lidskych embryi nedochazi k transkripci, vSechny procesy
probihaji na zakladé latek (ribonukleové kyseliny, enzymy, proteiny) nahromadénych
Vv oocytu V priabehu oogeneze. Po tomto obdobi nésleduje aktivace embryonalniho genomu.
Zasadni roli zde hraji geny ze skupiny paired homeobox gentl, které jsou exprimovany praveé
jen ve fazi neimplanta¢niho vyvoje embrya. Embryonalni genom se aktivuje ve 4. az 5.

bunééném cyklu embrya (Hlinka 2017, Wong et al. 2010). Do 120 hodin vyvoje prob&hne
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téchto cykll 9. Postupné dochazi ve vlnach k degradaci matetské ribonukleové kyseliny a

matefskych proteind.

The cell-division guidelines of normal embryo 8

6 - 8/8—>8f//’:3

|CSI

A

-8 & S

ICSI 2 cells 4 cells cells 16 cells

Obrazek 9 Normalni déleni embrya od oplozeni do 96 hodin vyvoje (podle Hlinky 2017).

In vivo vyvoj lidského embrya probiha od oplozeni az po ¢tyibunééné stadium ve vejcovodu,
ktery embryo opousti vstupem do délozni dutiny v 8 az 16 bunééném stadiu (Croxatto et al.
1979, Ashary et al. 2018). V d¢loze se vyviji az do implantace, ktera probihd po uvolnéni

blastocysty ze zona pellucida.

1.3 Invitro fertilizace

Pfi laboratornim oplozeni a kultivaci in vitro se snazime maximalné napodobit prostiedi
invivo, kde na vznikajici embryo pusobi stabilni prostiedi s pfisunem zivin, odvadénim
metabolitli, stabilni osmolarita, parcialni tlak kysliku i CO; a navic vliv rastovych faktort,
cytokinli a hormonil. V piirozeném prostiedi se embryo i tekutina, v niz se vyviji, neustale
pohybuje vlivem peristaltickych vin a kmiti fasinek. Pohyb ma zna¢ny vyznam pro udrzovani
stalé koncentrace latek v bezprostiednim okoli embrya, protoZe pohyb molekul prostou difuzi

vytvaii neptiznivy koncentraéni spad a je relativné pomaly (Travnik 2018). Uspésnost metod
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oplozeni in vitro je proto zavisld na pfesném dodrzovani pracovnich postupi v Cistém
prostiedi s omezenim negativnich vlivii v prub¢hu celého procesu.

O vyvoj celého oboru asistované reprodukce (AR) se velmi vyznamné zaslouzil
Robert Edwards, ktery za sviij celozivotni piinos véd¢é obdrzel roku 2010 Nobelovu cenu za
fyziologii. Svymi uspéSnymi experimenty (Edwards a et al. 1969) se zaslouzil o porod
prvniho ditéte po fertilizaci in vitro (Steptoe a Edwards, 1981).

Diagnostika i 1é¢ba neplodnosti je problematikou interdisciplinarni, ¢asto vyvolavajici
cetné etické, pravni a socidlni kontroverze spojené s provadénim téchto metod. Do diskuzi se
zapojuje 1 nabozenstvi, které v mnoha ¢astech svéta podstatné ovliviiuje postoje spolecnosti
k AR. K hlavnim otazkam, které vyvolavaji eticka dilemata, patii eticky status embrya,
zahrnuti tfeti strany (,,tfetiho rodi¢e™) do reprodukcéniho procesu darovanim genetického
materialu, ndhradni matefstvi, kryokonzervace lidského embrya, vyzkum na embryich, pouziti
embryonélnich kmenovych bunck, redukce vicecetnych téhotenstvi ¢i mikromanipulaéni
techniky. Podle kvalifikovanych odhadt se ro¢né ve svété provadi pfiblizné 1,5 milionu cykla
IVF, z nichz se narodi asi 350 tisic déti (ESHRE 2014). Mikromanipula¢ni techniky
predstavuji jeden z nejvyznamnéj$ich laboratornich pokroki v AR (Palermo et al. 1992).
Jejich provadéni je podminéno dostupnosti mikromanipula¢niho zafizeni a je naro¢né i na
technickou a odbornou ptipravu personalu.
spociva ve vlozeni jedné zivotaschopné spermie pomoci zaostiené kapilary o praméru kolem
7 um do zralého oocytu, ktery je takto oplozen. Pfi naruseni cytoplazmatické membrany
spermie, se uvolni do cytoplazmy oocytu SOAF, tim dojde k aktivaci oocytu a muze dojit
k jeho fertilizaci (Yong et al. 2003). Spermie je vybirana zkusenym embryologem nejcastéji
podle jeji morfologické kvality a pohyblivosti. Vybrand spermie je nasledné¢ znehybnéna,
nasata do mikroinjek¢ni pipety a injektovdna do cytoplazmy oocytu. ICSI fesi poruchy
priniku spermie do vaje¢né buiky. Existuji varianty ICSI, které napomahaji optimalnimu
vybéru spermie, napt. selekce morfologicky nejoptimalnéjsi spermie (IMSI) ¢i vybér zralé
spermie (PICSI). ICSI je nezbytné pifi pouziti spermii ziskanych chirurgicky technikami
TESA/TESE (Testicular Sperm Aspiration /Extraction), MESA/ MESE (Microsurgical
Epidydimal Sperm Aspiration/ Extraction) ¢i PESA (Percutaneous Epidydimal Sperm
Aspiration).

Na ustupu je asistovany hatching (AH) spocivajici v rozruSeni obalu vyvijejiciho se
casn¢ho embrya pied jeho zavedenim do dutiny délozni. Oplozeni oocytu a Casny vyvoj

embrya probihd v plivodnim obalu oocytu, v némz se vytvoti otvor, kterym mtize vyvijejici se
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embryo ve stadiu blastocysty tento obal opustit a uhnizdit se v sekreéné¢ zménéné sliznici
délohy.

Délka kultivace embryi in vitro je individualni, protoze je ovlivnéna kvalitou gamet,
kvalitou vyvijejicich se embryi, rychlosti jejich ryhovani a v neposledni fadé také pfanim
pacientky. Prodlouzena kultivace je metoda umoznujici kultivovat embrya az 120 hodin od
odbéru oocytli. Vysledky ukazuji na vys$i uspeSnost prodlouzené kultivace u pacientek
S vy$8im poctem embryi, coz je nejspiSe podminéno moznosti Sirsiho vybéru (Glujovsky et al.
2018, Wang et al. 2010, Thum et al. 2010).

Uspé$nost otéhotnéni zavisi i na poétu prenasenych embryi, ale s jejich vy$sim poétem
se vyznamné zvysuje riziko viceetného téhotenstvi. Optimalni pocet transferovanych embryi
je doporucen lékatem s ohledem na vek, pocet ptedchozich IVF cyklu a kvalitu embryi, zalezi

vSak i na pfani pacientky. NejCastéji se dnes transferuje jedno embryo.

1.4 Vybér embryi, systémy hodnoceni v jednotlivych stadiich vyvoje

Pro uspésnost AR je velmi dilezity vybér kvalitniho embrya pro embryotransfer, proto je
zavedeno n¢kolik hodnoticich systému, které vyznamné pomdhaji ve vybéru embrya pro
embryotransfer nebo pro kryokonzervaci. Nutnosti je prubézné sledovani zakladnich
indikatorti kvality embrya i zpétné vyhodnocovani uspéSnosti otéhotnéni ve vztahu ke

zvolenym technikdm, pouzitému materialu 1 personalu.

141 Kontinualni monitoring vyvoje embryi

Trendem poslednich let je transfer jednoho embrya, aby se zabranilo viceCetnému téhotenstvi.
Peclivému vybéru embrya napomaha metoda time-lapse (TL), zaloZend na potfizovani snimkt
jednotlivych embryi v pfesnych casovych intervalech k detailnimu posouzeni dynamiky a
synchronizace ¢asného bunécného déleni embrya. Doba svételné expozice se pohybuje kolem
0,5 sekundy. V tomto systému jsou zachovany standardni kultivaéni podminky, nedochazi ke
kolisani teploty, pH, koncentrace oxidu uhli¢it¢ho ani vlhkosti. Embrya jsou celou dobu
umisténa v kultiva¢nim prostfedi a neopoustéji inkubator. Dokumentacni systém umoziuje
pofizovani vSech fotografii pfimo v prostfedi inkubatoru. Tim se minimalizuje stres a
neptiznivé vlivy plsobici na kultivovand embrya. Nutnosti bylo vyvinuti novych
jednokrokovych médii, ktera se neméni po celou dobu kultivace, aby byly zachovany stabilni
kultivaéni podminky. Jejich nevyhodou je ale hromadéni odpadnich latek v kultivaénim

médiu.
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Existuji dva hlavni celosvétove pouzivané systémy pro kontinualni monitoring embryi.
Prvni je soucasti specidlniho kultiva¢niho inkubédtoru — napi. EmbryoScope (Vitrolife,
Svédsko), Miri (ESCO, Dansko), Geri (Australie), nebo se jednd o specialni kamery, které se
umist'uji do b&zného kultivaéniho inkubatoru — napf. Primo Vision (Vitrolife, Svédsko) a
Eeva (Merck, Némecko). K fotografovani systémy vyuzivaji digitalni invertovany mikroskop,
vytvofené snimky jsou pak pfendSeny do pocitace, kde jsou i vyhodnocovany. Nejcastéji
pouzivany jsou systémy Primo Vision (obr. 10) a EmbryoScope (obr. 11).

Primo Vision se sklada zdigitalniho invertovaného mikroskopu vybaveného
Hoffmanovym kontrastem. Kamery se vkladaji do jednotlivych polic v inkubatoru a na jeden
pocita¢ miize byt piipojeno az Sest kamer (jedna kamera je na jednu pacientku pro 9 — 16
embryi, podle pouzité kultivacni misky, obr. 12) Pti pofizovani fotografii je pouzivano zelené
monochromatické svétlo o vinové délce 590 nm, které je bezpecné pro kultivovand embrya.

EmbryoScope je piimo inkubdtor se zabudovanou kamerou a mikroskopem
s Hoffmanovym kontrastem. Pouzit¢ svétlo je cervené svétlo o vinové délce 635 nm.

Kultivaéni misky jsou az na 12 (u novéjsiho typu na 16) embryi.

[T

Obrazek 10 Kamera ke kontinualnimu monitoringu Primo Vision, umisténi kamer v inkubatoru
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Obrazek 11 Kultiva¢ni systém EmbryoScope

Obrazek 12 Specialni kultivacni miska pro time-lapse systém Primo Vision

Cilem je vybér embrya podle dynamiky rastu a nacasovani jednotlivych fazi bunécéného

déleni (Hlinka et al. 2012, Lemmen et al. 2008, Meseguer et al. 2011 a Wong et al. 2010).
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Variabilita embryi u jedné pacientky je Casto vysoka. Embrya, kterd pii stacionarnim

hodnoceni vypadaji morfologicky shodné, se mohou lisit kinetikou bunééného dé€leni.

%
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Obrazek 13 Schéma mitotické poruchy zaznamenané pii kontinualnim monitorigu - embryonalni mozaicismus. Pomér euploidnich
(zelen€) a aneuploidnich (modfe - abnormalni déleni a nasledna fize blastomer) bunék mizeme stanovit metodami preimplantaénich
genetickych technik. Chromozomalni aneuploidie vynikaji jako nasledek poruchy déleni Casného embrya. Ztrata nebo zisk
chromozomi béhem mitotického déleni neovliviiuje ploidii v§ech bunék embrya (dle Hlinky 2015)
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Obrazek 14 Schematické znazornéni casového pribéhu a definovani prvnich 4 bunéénych cyklt u lidskych embryi, jejichz
vyvoj vedl ke vzniku klinického t¢hotenstvi. (Hlinka et al. 2012)
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Obrazek 15 Schéma mitotické poruchy zaznamenané pii kontinualnim monitorigu - plné aneuploidni embryo po abnormalnim
prvnim déleni. MiZeme potvrdit metodami preimplantaénich genetickych technik (Hlinka 2015).

Pravidelnost a rychlost déleni embrya izce souvisi s jeho viabilitou. Pro posouzeni kvality
mezi druhou a teti mitozou (Wong et al. 2010). Pravidelné déleni bunék byva odrazem
spravného pocétu chromozomi a genetické informace v nich obsazené (obr. 13). Vitalni
embrya (obr 14) se déli v pfesné vymezenych a v kazdé mitdze velmi synchronnich ¢asovych
intervalech (Kiessling 2010, Wong et al. 2010, Hlinka et al. 2012).

Pokud z prvojader vznikne rovnou tfibunééné embryo, mélo by byt vzdy vylouéeno, protoze
jde o embryo aneuploidni (obr. 15). Diky kontinudlnimu monitoringu muazeme odhalit
poruchy déleni, a takovd embrya mohou byt v€as vyfazena. Pacientkdm s nepravidelnym
délenim se doporucuji metody preimplantacnich genetickych technik (PGT). U pacient
s rizikem monogennich onemocnéni je doporutené provadét PGT. Uspé&snost IVF je do
znaéné miry zavisla na kvalité pfenaSeného embrya. Time-lapse hodnoceni je objektivni a

pomaha pii volbé embrya s dobrou prognézou implantace.
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1.4.2 Individualni hodnoceni embryi

Snaha vybrat embryo s dobrou perspektivou dals$iho vyvoje (fenotypoveé i genotypoveé zdravé)
provazi AR od pocatku. Zakladni metodou je statické nebo kontinudlni mikroskopické
hodnoceni jejich morfologie. Objevily se 1 snahy o metabolickou analyzu kvality embryi,
které jsou v bézné praxi velmi obtizn¢ aplikovatelné, protoze koncentrace metabolitl se
pohybuje fadové v pikomolech. Hodnoceni nesmi ovlivnit viabilitu embrya, musi byt
objektivni, rychlé a presné. Pii statické morfologii hodnotime: A, pronuklearni stadium, B,
stadium ryhovani a C, stadium blastocysty.

Pronukle4drni stadium (PN) vznikd po oplozeni nejprve formovanim muzského
prvojadra z hlavicky spermie a poté Zenského prvojadra z matetské sady chromozomil.
Prvojadra jsou pfitomna v oocytu az do doby prvniho ryhovaciho dé€leni. V prvojadrech
probéhne S-faze, kdy se zdvojnasobi mnozstvi deoxyribonukleové kyseliny a tésné pred
prvnim ryhovacim délenim se zformuji v obou prvojadrech chromozomy. Obaly prvojader se
rozpadnou a dvojice homolognich chromozoml matefského a otcovského plivodu vytvoii
pary, ¢imz je zahajeno prvni mitotické déleni. PN stadium poprvé popsal Payene (Payne et al.
1997), nasledujici studie prokazaly vliv pronuklearni morfologie na dalsi vyvoj lidského
embrya (Scott and Smith 1998, Tesarik and Greco 1999). Hodnoceni pronuklearniho stadia
provadime 18-19 hodin po oplozeni. Lepsi vyvojovy potencial maji embrya, kde neni rozdil v
poctu prenukleolll vV obou prvojadrech vétsi nez tii a vSechny prenukleoly v obou prvojadrech
jsou bud’ polarizované nebo nepolarizované s tthlem osy prvojader vii¢i thlu osy prochazejici

vzdalenéjsSim polocytem je mensi nez 50 stupna (obr. 16).
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PO NPBs in both PN polarized when NPBs [3,7],
and non-polarized if NPBs = 7.

P1 >3 NPBs of difference between pronuclei.

P2 <7 NPBs, without polarization in at least one PN.

P3 >7 NPBs, polarized in at least one PN.

P4 <3 NPBs in at least one PN.

PS5 one PN polarized and one PN non-polarized.

Obrazek 16 Klasifikace PN (podle Tesatika et al. 1999)

Po nastupu dé€leni (25 — 26 hodin po oplozeni) hodnotime stadium ¢asného ryhovani
(early cleavage), kdy v idealnim piipadé nachazime dvoubunétné embryo. Pienos embryi,
kterd byla vybirdna na zdklad€ rychlosti ndstupu prvniho bunééného déleni, vedl
k signifikantn¢ vySSimu procentu otéhotnéni v fad¢ publikovanych praci (Andonov et al.
2003, Bos-Mikich et al. 2001, Demircan et al. 2002, Lundin et al. 2001, Mooney et al.
2001,Sakkas et al. 2001 Shoukir et al. 1997).
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Pti hodnoceni dvoubunécnych embryi bychom se dle doporuc¢eni ESHRE méli zabyvat
kontrolou poctu jader v blastomerach a to 27 hodin = 1 hodina po oplozeni (ALPHA —
ESHRE 2011, Ergin et al. 2014). Vicejaderné blastomery druhy den vyvoje lidského embrya
nemaji vliv na vyvoj blastocysty (Desai et al. 2014), ale byl prokazan nepiiznivy vliv na
implantaci i pravdépodobnost porodu ditéte (Ambroggio et al. 2011, Hardarson et al. 2001,
Fauque et al. 2013, Van Royen et al. 2003). Proto je dilezité zaméfit se i na multinukleacie,
tedy vicejaderné bunky (obr. 17).

Druhy den po oplozeni ma embryo 4 blastomery, tfeti den 8 blastomer, nejméné vSak
7 blastomer (Gardner and Balaban 2016). Nejcastéji pouzivané hodnoceni dle Gardnera et al.
(2012) je uvedeno v tab. 2, dulezité je rovnéz procento fragmentace v embryu (tab. 3), kvalitni
embryo obsahuje mén¢ nez 20 % fragmentli. Pomoci elektronové mikroskopie bylo
prokéazano, Ze se ve fragmentech nejcastéji vyskytuji mitochondrie spolu s Golgiho aparatem,

primarnimi lysosomy a vakuolami (Yu et al. 2018).

Tabulka 2 Hodnoceni embryi dle Gardnera

Doba hodnoceni od oplozeni (h) Hodnoceni

Symetricka prvojadra, v obou je stejny pocet
18-19 pronukleold, osa prvojader svird maly thel s osou

prochézejici pélocytem a stiedem cytoplasmy

25 - 26 Dvoubunééné embryo
4 - a4 Ctyfbunécné embryo, bez polyjadernych blastomer,
fragmentace do 20%
106 - 108 Vytvoren blastocél, embryoblast kompaktni z

Cetnych bungk, trofoblast tvoii souvisly epitel

Tabulka 3 Hodnoceni fragmentace embryi

Procento fragment Stupent hodnoceni (kvalita embrya)
0 A
10-20 B
20 - 40 C
nad 50 D
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Obrazek 17 Hodnoceni jader v blastomerach: A, monojaderné blastomery, B, monojaderné i multijaderné
blastomery, C, multijaderné blastomery

Nejvétsi vyvojovy potencial maji embrya, kterd dosahnou stadia blastocysty. U téchto embryi
hodnotime nejcastéji podle Gardnera a Schoolcrafta (Gardner and Schoolcraft 1999, Gardner
et al. 2004) embryoblast (A — velky pocet t€sné naléhajicich bun¢k, B — volngjsi seskupeni
a/nebo mensi mnozstvi bun€k, C — velmi malé mnozstvi buné€k) a trofoblast (A — velky pocet
bun¢k, tvotici souvisly epitel, B — volné&jsi seskupeni s mensim mnozstvim bunék, C — malo
velkych bunék). Dalsi studie uvadéji veétsi vyznam kvality trofoblastu nez embryoblastu na
implantaci a porod ditéte jak u Cerstvych, tak i zamraZenych embryi (Ahlstrom et al. 2011,
Honnma et al. 2012, Hill et al. 2013, Ebner et al. 2016).
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1.5 Faktory ovliviiujici ¢asny vyvoj embrya

Vyvoj embrya je ovlivnén laboratornim a kultivaénim prostiedim, které zajistuji potfebné
podminky pro jejich vyvoj. U kultivacniho média hraji kritickou roli teplota, pH a
koncentrace kysliku. Vystaveni embrya nékteré suboptimalni komponenté kultivacniho
systému zvySuje jeho citlivost k ostatnim stresovym faktorim. Vliv maji vSechny kritické
materidly (misky, pipety, zkumavky), které pfichdzeji do styku s bunikami, proto je
pozadovano testovani na moznou embryotoxicitu (Holyoak et al. 1996) a certifikaty CE IVF
(nezavislé ovéteni posouzeni shody vyrobku s pozadavky piislusnych nafizeni vlady, které
provadi vyrobce pro pfistroje a materidl pouzivany v IVF). Nezanedbatelny vliv na fenotyp a
viabilitu embrya ma kvalita gamet, ze kterych embrya pochazeji.

Kultivace lidskych embryi vyzaduje piitomnost vysoké koncentrace bikarbonati, a

proto média obsahuji pufr zaloZzeny na rovnovaze koncentrace oxidu uhli¢itého a bikarbonati
(Travnik 2018). Pozadovand koncentrace oxidu uhli¢itého se pohybuje mezi 5 a 7 %
v atmosféfe inkubatoru, kterd pfi bézném tlaku vytvofii s bikarbonatem pufr o pH 7,2 — 7,4
(Wale and Gardner 2015).
Pufrovaci vlastnosti média jsou nejdilezitéjsi ihned po aktivaci vyvoje, kdy embryo nema
nékolik hodin schopnost regulovat pH. Koncentraci oxidu uhli¢itého volime podle
konkrétniho ekvilibrovaného média a podle nadmoiské vysky konkrétni laboratoie, protoze
vliv oxidu uhli¢itého zavisi 1 na parcidlnim tlaku. Pro kratkodobé udrzeni pH je vhodny pufr
zalozeny na HEPES (sodnd stl kyseliny hydroxyethylpiperazinetansulfonové), ktery nema
toxicky vliv na bunky a je vhodny k manipulaci mimo inkubator (Mahadevan et al. 1986,
Dale et al. 1998, Hentemann et al. 2011, Will et al. 2011, Gardner and Lane 2007, Swain and
Pool 2009). V posledni dobé je vénovana pozornost i hladiné kysliku pfi kultivaci. Jeho obsah
v atmosféie je kolem 20 %, avsak ve tkanich se pohybuje kolem 5 % (Meintjes 2012). Vyssi
koncentrace kysliku vede ke zvySeni hladiny koncentrace aktivnich kyslikovych radikald,
proto se dnes povazuje za optimalni 5% koncentrace kysliku. SniZzeni koncentrace kysliku
Vv inkubatoru se dosahuje pifidavanim dusiku (Boone et al. 1999, Khoudja et al. 2013).
Kvalita plynné smési mize byt ovlivnéna piimési cizich latek, které mohou mit negativni vliv
na kultivaci, proto je nutné pouzivat plyny v co nejvyssi kvalité, idedlné¢ medicinské (Boonne
et al. 1999, Khoudja et al. 2013, Wale and Gardner 2015).

Optimalni kultivacni teplota se pohybuje kolem 37 stupni Celsia (Fawzy et al. 2018,
Sun et al. 2004). Pro embrya je kritické zvySeni teploty k 38 stupnim Celsia. Nizsi teploty

(kolem 36 stupni Celsia snizuji pravdépodobnost vyvinu embrya do stadia blastocysty
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(Fawzy et al. 2018). Pii manipulaci s miskami mimo inkubator se vyuziva prekryti média
parafinovym olejem, ktery zabrani nechténému odparu a zaroven stabilizuje teplotu i pH
média. Zaroven pfi manipulaci mimo inkubator vyuzivame kalibrované vyhiivané plochy,
které nam zpomaluji chladnuti misek.

Hlavni slozkou kultivacnich medii je hydrogenkarbonatovy pufr, protoze
metabolismus sav¢iho vajicka i spermie je zavisly na hydrogenkarbonatovém iontu
(Mahadevan et al. 1986, Okamura et al. 1986, Wale et al. 2012). Média dale obsahuji
kationty a anionty v koncentraci obdobné jako v krevnim séru. U ostatnich iontl jsou mozné
pomérné znac¢né variace v koncentraci bez vlivu na vysledek kultivace (Quinn et al. 1985).
Dalsi soucasti kultivacnich médii jsou sodikové, draslikové, vapenaté a hotecnaté kationty,
které zajiStuji membranovy potencial a podileji se na transportni funkci a osmotické
rovnovaze. Vapenaté ionty maji nezastupitelnou ulohu pfi aktivaci oocytu. Z aniontl
v médiich dominuje sulfat, fosfat a bikarbonat.

Nastaveni spravné osmolarity je velmi dulezité¢ (osmotické koncentrace asi 280
mmol/l). Nejvyssi roli v udrzeni osmolarity maji sodikové a chloridové ionty. ZvySeni
osmotické koncentrace je kritické, protoze mize vést k zastaveni vyvoje embryi (Edwards
1973, Baltz 2012, Baltz 2001).

Hlavnimi energetickymi zdroji v kultivaénich médiich je pyruvat, laktdit a od doby
kompaktace embrya i gluk6za. Glukoza je pfitomna i jako zdroj energie pro spermie (Lorange
et al. 1986, Miki 2007). Nejcastéjsi makromolekulou v médiu je albumin, dnes se pouziva
in vitro je dostatecna koncentrace 10 g/l (Travnik et al. 1987). Esencidlni i neesencialni
aminokyseliny v médiich pomahaji udrzovat osmolaritu v cytoplazmé embrya, dale pusobi
jako pufry, antioxidanty, zdroje energie, biosyntetické prekursory a regulatory energetického
metabolismu. Z praktického hlediska jsou pfiddvéna antibiotika, obvykle gentamycin, ktery
neni pro &asnd embrya toxicky (Gardner and Lane 2007). Casto pouzivanou slozkou
kultivac¢nich medii je fenolsulfonftalein (fenolova cerven), ktery slouzi jako indikator pH. Pti
pozadovaném pH (7,2 -7,4) ma lososovou barvu, pfi zvySeni pH médium z€ervena, az zfialovi
(nedostatecné nasyceni média oxidem uhli¢itym) a pfi sniZzeni pH je oranzovy (vysoka
koncentrace oxidu uhli¢itého anebo mozna kontaminace mikroorganismy). Soucésti n¢kterych
kultiva¢nich médii jsou 1 rstové faktory a vitaminy.

Oocyty, spermie a ¢asna embrya mohou byt poskozeny toxickymi latkami organického i
anorganického puvodu uz v nepatrnych koncentracich (Brinster a Cross 1972, Holland a

White 1980, Hall et al. 1998, Khoudja et al. 2013, Merton et al. 2007). Siln¢ negativni
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ulohu mohou sehréavat pritomné endotoxiny z bakteridlni kontaminace (Snyman a Van Der

Merwe 1986).

1.6 Faktory ovliviiujici implantaci, MZT, DZT

Implantace embrya je zahdjena v okamziku, kdy blastocysta opusti zona pellucida. V tuto
dobu by se blastocysta m¢la za fyziologickych podminek nachdzet v dutiné délozni. Transport
embrya do délohy je ovlivnén fadou faktort vcetné peristaltickych pohybt vejcovodu, které
estrogeny stimuluji a progesteron tlumi. Embryo do délohy obvykle vstupuje za 60 - 69 hodin
po ovulaci ve stadiu moruly. VétSinou (ve dvou tfetinach piipadd) dojde k implantaci do
endometria zadni stény délozniho fundu a téla a to obvykle uprostied. Trofoblast a
syncyciotrofoblast embrya secernuje choriovy gonadotropin (hCQG), ktery je v mateiském séru
zjistitelny jiz 8. den po koncepci (Bergh et al. 1999, Poikkeus et al. 2001) a podnécuje tvorbu
progesteronu a estradiolu ve zlutém télisku. HCG je vhodnym biochemickym markerem
k prvni detekci téhotenstvi. Lécba neplodnosti je pro 1é¢eny par velmi psychicky zatézujici,
zejména po transferu embryi (ET) s oéekavanim vysledku hCG testu a nasledné pak potvrzeni
klinické prosperujici gravidity ultrazvukem (UZ). I proto nariistd snaha o co nejcasnéjsi
rozliSeni vitdlniho tc¢hotenstvi od t&hotenstvi s nepfiznivym vysledkem, a to na zaklad¢
vyhodnoceni hladiny hCG (Zbotilova et al. 2018, Brady et al. 2013, Hauzman et al. 2006,
loannidis et al. 2005, Kim et al. 2012, Singh et al. 2013). Primérné hodnoty hCG jsou nizsi
U neprosperujicich téhotenstvi (biochemicka gravidita, mimod¢lozni t€hotenstvi nebo abort) a
naopak vyssi u vicecetnych gravidit.

Implantace je ovlivnéna kvalitou embrya, komunikaci embrya s endometriem a
kvalitou endometria. Pti urCovani pfi¢in poruchy implantace pii neplodnosti, opakovanych
casnych potratech a selhdvani IVF patrame po anatomickych, hormondlnich, infekénich
(zanétlivych), toxickych a imunologickych faktorech. Dutvody periimplantacnich
t¢hotenskych ztrat jsou az ze 75 % genetické (Popescu et al. 2018). Jedna se
0 chromozomalni vady a to bud’ o aneuploidie (meiotické nebo mitotické) nebo pirestavby
chromozomt, které vznikaji bud’ de novo (zejména u spermii) nebo jsou vrozené. Geneticky
podminéna muize byt i neschopnost embrya implantovat (Shahine and Caughey 2005).

Dalsi divody mohou byt endokrinni, prezentujici se nedostate¢nou sekreci
progesteronu nebo estradiolu, nedostatetna odpovéd endometria, relaxin ¢i endogenni
kanabinoidy. Endogenni kanabinoidy jsou produkovany délohou ¢i embryem, nezavisle anebo
Castéji pod vlivem steroidnich hormont. Nizké davky pisobici pfes CB1 (cannabinoid

receptor type 1) v trofoblastu aktivuji signaliza¢ni drahu ERK (Extracellular regulated-signal
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kinase, extracelularné regulovana kinaza), ktera vede k pfipravam na implantaci blastocysty.
Na druhé strané vysoka koncentrace AEA (N-arachidonoylethanolamid) inhibuje aktivitu
Ca®" kanali a blastocysta déle setrvavéa v dormantnim stavu (Wang et al. 2003).

Hormonalni poruchy jsou vétsinou dobie léGitelné. Castym divodem selhani
implantace je i imunologicky faktor. Tolerance ze strany matefské imunity hraje dileZitou roli
pfi pfezivani embrya v d€loze placentalnich savctl, vynikla po odhaleni klonalné-selekéniho
principu funkce imunity a upozornil na ni jiz roku 1953 Medawar (Medawar et al. 1953).
Nespravné regulovand imunita na fetomaterndlnim rozhrani ma valny podil nejen na
opakovanych ¢asnych potratech, ale i na selhani embryotransferu (Kucera et al. 2005, Madar
et al. 2003, Mor et al. 2011).

Pii poruchéch implantace embrya je velmi dalezit¢ v nejvétsi mozné mife vylécit
genitdlni zanéty, které mohou chronicky stimulovat lokdlni slizniéni imunitu. Mezi
nebezpeéné  mikroorganismy  patfi: mykoplazmata, ureaplazmata, toxoplazmata,
trichomonady, chlamydie, bakterie (listerie), nékteré viry (CMV, EBV, rubeola, virus chtipky,
spalnic¢ky, herpetické viry, parvoviry B19); i bézné mykozy se vSak mohou podilet na
patologické aktivaci lokalni imunity v Zenském genitalu (Nouza et al. 2006).

V laboratofi miizeme implantaci embrya ovlivnit nejen vybérem vhodného embrya, ale
i pouzitim hyaluronanu (HA) v kultivatnim médiu pouzitém pied samotnym
embryotransferem. Hyaluronan je pfirozené se vyskytujici makromolekula z rodiny
glykosaminoglykanli, je bohaté zastoupen v télnich tekutinich a extracelularni matrix
(Salustri et al. 1999). HA je také hlavnim glykosaminoglykanem v sekretu dutiny délozni a
vejcovodu. Bylo prokdzéano, Ze zvySuje adhezi typu buiika - buiika a burika - extracelularni
matrix, tedy i apozici a adhezi blastocysty v procesu implantace (Salustri et al. 1999, Turley
et al. 1984, Yanagishita 1994). Byla prokazana signifikantné se zvySujici biosyntéza HA
v embryu v dobé implantace s poklesem jeho produkce hned nasledujici den a to u mysich
(Carson et al. 1987) i lidskych embryi (Schoolcraft et al. 2002) Apozice a adheze hraji
skute¢né vyznamnou roli v zah4jeni implantace. 1 proto jsou komeréné dostupna sekvencni
média obohacovana o rtizné slozky s cilem zvysit implantaci. Takovou sloZkou jsou napf.
proteiny (nejéastéji albumin) nebo novéji také hyaluronan (HA). Firma Vitrolife, Svédsko
pfidavd HA do svych kultiva¢nich médii. Zatimco standardni single step kultivacni médium
G-TL , které se pouziva ke kultivaci embryi od fertilizace az do stadia blastocysty, obsahuje
vysSi koncentrace humanniho sérového albuminu (5 mg/ml) a niz$i koncentrace HA (0,125
mg/ml), u média EmbryoGlue (EG) je situace opac¢na. Médium obsahuje pouze 2,5 mg/ml

rekombinantniho  humanniho  albuminu, ale 0,5mg/ml HA. EG obsahujici
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hydrogenuhli¢itanovy pufr, humanni sérovy albumin, hyaluronan a gentamicin jako
antibakterialni latku. Navic je EG obohaceno i o esencidlni mastné kyseliny, zatimco G-TL
médium obsahuje pouze neesencialni mastné kyseliny a také EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova), ktera u média EG zcela chybi (Singh 2015, Vitrolife manual
http://www.vitrolife.com/Documents/Product%20manuals/Manual%20G-

Series%20INTL%20v9-2.pdf). SAGE1l-step médium obsahuje EDTA, humanni sérovy

albumin (5 mg/ml), mastné kyseliny, Gentamycin (0,01 mg/ml) a také HA v koncentraci 0,1
mg/ml (Origio manual https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/pdf13/K133707.pdf).

Asistovana reprodukce piinasi riziko viceCetnych gravidit, coz pfedstavuje vyznamnou
porodnickou komplikaci, a ohrozuje zdravi i Zivoty plodi i matky. Toto riziko stoupa zejména
pii pienosu dvou a vice embryi. Nejéastéji se jednd o dvouvajena dvojcata (DZT), ale bez
rizika neni, co do Cetnosti t€¢hotenstvi, ani pfenos jednoho embrya, protoze pienesené¢ embryo
se muize rozdélit za vzniku jednovajeCnych dvojéat (MZT). Monozygotni dvojcata se
vyskytuji asi v 0,4 % gravidit pocatych pfirozenym zptisobem. Podle doby rozdéleni pak
mohou MZT byt zcela samostatné nebo mohou mit spole¢né chorion nebo chorion i amnion.
Velkym rizikem muize byt i propojeni placentarniho ob&hu plodi se vznikem tzv. twin-to-twin
transfize. Studie ukazuji nejméné dvou az trojnasobny nartist vyskytu jednovajenych dvojcat
po metodach asistované reprodukce ve srovnani se spontannim pocetim (Bulmer et al. 1970,
Derom et al. 1987, Sills et al. 2000, Schachter et al. 2001, Milki et al. 2003, Mateizel et al.
2016, Hviid et al. 2018). V zavislosti na dobé rozdéleni embryi diagnostikujeme: bichorialni-
biamnialni, monochorialni-biamnialni nebo monochorialni-monoamnialni dvoj¢ata (Bulmer
et al. 1970, Abusheikha et al. 2000). Velmi malo je znamo o mechanismech podilejicich se na
zvySeném vyskytu MZT ve skupin€ pacientd léCenych metodami asistované reprodukce.
Nekteré mozné pii¢iny byly zkoumany, vcetné ovarialni indukce (Derom et al. 1987),
mikromanipulaénich technik (Sills et al. 2000, Alikani et al. 1994, Skiadas et al. 2008,
Vitthala et al. 2009), délky kultivace (Milki et al. 2003, Da Costa et al. 2001,Cassuto et al.
2003, Wright et al. 2004), véku pacientt (Abusheikha et al. 2000, Cohen et al. 1992, Alikany
et al. 2003) a glukosy (Moley et al. 1998, Menezo et al. 2002). Zadné obecné shody o piicing
vzniku MZT nebylo zatim dosazeno (Schachter et al. 2001, Knopman et al. 2010).
Jednovajecna dvojcata maji vyssi riziko placentarnich poruch prokrveni (Talbert et al. 1996),
pupeénikovych komplikaci (Nyberg et al. 1984) a vyvojovych anomalii (Schinzel et al. 1997,
Hall 2003). Umrtnost je vzdy vy$i u MZT, nez u jednoletného téhotenstvi (Fowler et al.
1984), coz klade naléhavou potiebu identifikovat zakladni faktory ovliviujici tento jev. Vliv

genetického faktoru na vznik MZT byl popien (Bulmer et al. 1970) nebo povazovan za
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nevyznamny (Aston et al. 2008), ale existuji prace, které popisuji vysoky vyskyt MZT
v celych rodinach (Harvey et al. 1977, Lichtenstein et al. 1996, Hamamy et al. 2004). V nasi
praci z roku 2015 (Sobek et al. 2015) vysledky naznacuji vliv dédi¢nych faktorti na vznik
MZT, ktery je posileny metodami asistované reprodukce u pacientek s nadprimérnou funkci
vajecnikil. Ke snizeni vyskytu MZT je vhodny sbér informaci o rodinné anamnéze MZT pied
vlastnim procesem stimulace tak, aby se mohl provadét elektivni pfenos jednoho embrya
uUzen s vynikajici funkci vajecnikli a pozitivni rodinnou anamnézou MZT. Je na

individualnim zvazeni, zda je vhodné takové zeny vybirat jako darkyné oocytu.
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1. Ovéfeni piinosu transferového média EG na implantaci embryi v porovnani se
standardnimi one-step médii G-TL (Vitrolife, Svédsko) a SAGE 1- step (Origio, Dansko) a

dale posouzeni mozného Vvlivu na téhotenské ztraty v programu asistované reprodukce.

2. Overeni pfinosu metody kontinualniho monitoringu pouzitim time-lapse systému Primo
Vision. Posouzeni vlivu vybéru optimalniho embrya k embryotransferu porovnanim vysledkua
ET embryi vybranych dle standardniho morfologického statického hodnoceni a metodou

kontinualniho monitorovani.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Ovarialni stimulace, odbér oocytii a kultivace embryi

1.1. Ovarialni stimulace, odbér a fertilizace oocytii

Do studie bylo zatazeno 484 pacientek podstupujicich IVF + ET v obdobi od 1. 6. 2015 do
31. 12. 2017 na pracovisti Fertimed, s. r. 0., Olomouc, pacientky byly nastimulovany fizenou
hyperstimulaci. Podle zptisobu stimulace byly pacientky rozdéleny do tii skupin. Dlouhy
agonisticky protokol (lagon) byl pouzit u 45 %, kratky agonisticky (sagon) u 53 % a
antagonisticky protokol (santa) u 2 %. Pfi stimulaci byl aplikovan folitropin o nebo f
V primérné denni davece 200 U (primérna spotieba 2250 IU), ovulace byla indukovana hCG
v davce 5-10.000 IU 34-36 hodin pted odbérem oocytl, ktery probihal transvaginalné pod
kontrolou ultrazvuku. Zputsob fizené hyperstimulace a nacasovani indukce ovulace zasadné
ovliviiuji nejen mnozstvi a kvalitu ziskanych oocytl, ale i receptivitu endometria, které
reaguje na endogenni hladiny estradiolu a progesteronu.

Ihned po odbéru byly oocyty ocistény enzymaticky pomoci hyaluroniddzy a docistény
mechanicky pomoci Synga pipet (Eppendorf). K oplozeni zralych oocyti v metafazi II doslo
vzdy za dvé aZ pét hodin po odbéru oocytii metodou ICSI.

3.2 Kultiva¢ni média a misky

Po mikroinjekci byly oocyty inkubovany v 20 - 50 pl média pod mineralnim olejem (Ovoil,
Vitrolife) v bud’ v kultiva¢nich miskach Micro-droplet dish (Vitrolife) nebo pii pouziti Primo
Vision v Micro well group culture dish (Vitrolife).

Kultivace probéhla v kultivaénim inkubatoru pfi teploté¢ 37° C a s 5% sycenim CO,. Ke
kultivaci byla u 38 % pacientek pouzita jednokrokova média firmy Sage (SAGE1-Step
medium, USA) nebo v 62% Vitrolife (G-TL Vitrolife médium, Svédsko). U skupiny
S pouzitim EmbryoGlue média byla embrya ekvilibrovana pied vlastnim ET v tomto médiu v
20 — 60 minut a poté byla v tomto médiu (asi 20 pl) pfenesena do délohy. Embrya z kontrolni
skupiny byla kultivovana a transferovana v kultivatnim médiu (Sage, Vitrolife) a pfenesena

za stejnych podminek do délohy, ale v kultivaénim médiu Sage nebo Vitrolife.
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3.3 Selekce embryi a embryotransfer

Kontrola oplozeni oocytil byla provedena vzdy za 16 - 18 hodin po provedeni ICSI. Normalni
fertilizace byla potvrzena ptitomnosti dvou rozlisitelnych prvojader a polovych télisek bud’
V inverznim mikroskopu nebo v pocitacovém systému Primo Vision. Kontrola ryhovani
embryi byla provadéna kazdy den od oplozeni az po embryotransfer. U sledovanych pacientek
byla embrya transferovana po 48 (21 %), 72 (32 %), 96 (20 %) a 120 hodinach kultivace
(27 %) v zavislosti na rozhodnuti pacientky. K embryotransferu byl u vSech pacientek pouzit
transferovy katetr TDT SET (CCD, Francie). Hodnoceni kvality embryi bylo provedeno
nasim standardné pouZzivanym systémem hodnoceni kvality. Hodnotili jsme pocet bunck
v embryu a procento fragmentace: (a) do 10 %, (b) 10-20 %, (c) 20-50 % a (d) fragmentace
nad 50 % obsahu embrya. Za kvalitni embrya byla povazovana embrya s maximalné 20%
podilem fragmenti a odpovidajicim poctem blastomer dnu vyvoje. NaSe zkuSenosti ukazuji,
k pfenosu do délohy. Tieti den vyvoje kvalitni embryo muselo mit 7 — 8 bunék, embrya
S niz§im poc¢tem blastomer maji mensi $anci na implantaci (Boostanfar et al. 2001, Langley et
al. 2001, Check et al. 2001, Yu et al. 2018, Chen et al. 2006, Racowsky et al. 2009).
Skoérovani blastocyst probéhlo systémem Gardnera a Schoolcrafta (Gardner and Schoolcraft
1999, Gardner et al. 2007).

V ptipad¢ monitoringu byla poZadovana jesté spravna dynamika vyvoje a pravidelnost

déleni.

3.4 Téhotenstvi

Za Kklinickou graviditu bylo oznaceno t¢hotenstvi, u kterych byl ultrazvukem prokazéan
gestacni vacek s piitomnou nebo neptitomnou akci srdecni. Biochemické gravidity nebyly do
studie zahrnuty. Urc€eni téhotenstvi probihalo obvykle 10 — 16 dni po embryotransferu

pomoci stanoveni hCG a nésledné bylo potvrzeno ultrazvukovym vysetfenim.

3.5 Transferové médium EmbryoGlue

Soubor pacientek byl rozdélen na dvé skupiny. Celkem se jednalo o 349 pacientek, u nichz

bylo pifi pfenosu embryi pouzito transferové médium EG. Kontrolni skupinu tvofilo 135
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pacientek, u kterych bylo pouzito kultiva¢ni médium (SAGE 1-Step 54% nebo G-TLVitrolife
médium 46%).

3.6 Kontinualni monitoring

Stejny soubor pacientek jako pii hodnoceni vlivu EG (484) byl rozdélen na dvé skupiny.
Jednalo se o 247 pacientek, jejichz embrya byla kultivovana v time-lapse systému Primo
Vision a pfed embryotransferem byla navic jest¢ posouzena dynamika dé€leni. Kontrolni
skupinu tvofilo 227 pacientek, jejichz embrya byla kultivovdna standardnim kultivacnim

systemem.

3.7 Statisticka analyza

Vliv EG na pravdépodobnost oté¢hotnéni byl analyzovan pomoci generalizovanych linearnich
modeltl (GLM) v programu R (R Core Team, 2017). K vybéru nejlepSiho modelu byla pouZzita
metoda multimodelové inference (Burnham a Anderson 2002), ktera jako selekéni kritérium
pouziva Akaikeho informacéni kritérium (AIC). Nejlepsi model byl vyhleddn metodou
backward and forward stepwise selection pomoci funkce step.

Vliv monitoringu a kontroly kvality vyvoje embryi na pravdépodobnost oté¢hotnéni byl
analyzovan na stejném souboru pacientek rovnéZ pomoci GLM s binomickym rozdélenim
chyby a logitovou link function. Jako prediktory byly pouzity dvé kategorické proménné:
monitoring (ano/ne) a kvalita vyvoje (ano/ne). Vzijemné kombinace téchto dvou faktorti

cvwr

hodnoty AIC.
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4 VYSLEDKY

4.1 Porovnani EmbryoGlue a klasického kultiva¢niho média

U vstupnich parametri (napi. vék pacientek, pocet ziskanych a oplozenych oocytl, pocet

embryi) obou souborl nebyl zjistén vyznamny rozdil (tab. 4).

Tabulka 4 Srovnani pacientek — vstupni parametry skupiny EmbryoGlue

Srovndvany parametr EG Kontrolni skupina
Pocet cyklu 349 135

Vek 33,8 33.62

Zisk oocytu 9,67 9,6

Pocet embryi/ET 1,23 1,19

Pocet zamrazenych embryi/pacientku 1,3 1,57

Pocet oplozovanych oocytl/pacientku 8,5 8,6
Fertilizace/pacientku 53 5,7

P v den hCG (nmol/l) 3,2 3,8

Jako dalsi vysvétlujici proménné byl pouzity vék pacientek, stimulaéni protokol, vyska
endometria, pouzité kultivacni médium, pocet ziskanych oocytli, procento fertilizovanych
oocytl,, délka kultivace, pocet pienesenych embryi a pocet konzervovanych embryi.
Pravdépodobnost vzniku té¢hotenstvi i t€hotenskych ztrat jsou binarni proménné, proto byla
data analyzovana pomoci GLM s binomickou distribuci chyby a logitovou link function.
Proménné veék, vyska endometria, pocet konzervovanych embryi, pocet ziskanych oocyti,
procento fertilizovanych oocytli, pocet ptenesenych embryi a délka kultivace (48, 72, 96, 120
h) byly povazovany za kvantitativni proménné. Proménné EG (ano/ne), kultivacni médium
(sage/ska) a stimulace (lagon/sagon/sant) byly povazovany za kvalitativni (kategorické)
proménné. Kompletni data vSech 11 proménnych byla ziskana od 429 pacientek. V ptipadé
pravdépodobnosti abortu byly ziskany kompletni udaje pro 80 pacientek. Nejdiive byly
testovany uc¢inky jednotlivych proménnych pomoci modeld s jednim prediktorem. Poté byl
hledan kombinovany model, ktery ma nejvétsi podporu v datech.

V modelech s jednim prediktorem (tab. 5) bylo prokdzano, ze pravdépodobnost
ot€hotnéni rostla s délkou kultivace, s poftem konzervovanych embryi a po stimulaci
podporu v datech. Silnou podporu naznacuje rozdil v AIC vétsi nez 2). Pravdépodobnost

ot¢hotnéni naopak klesala s vékem pacientky a s rostoucim poctem transferovanych embryi.
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U ostatnich proménnych byla podpora mald. Z kombinovanych modelt ziskaly nejvéEtsi

podporu 4 modely, které¢ vzdy obsahovaly vék, dobu kultivace a typ pouzité stimulace (tab.

6). Je tedy zfejmé, ze tyto 3 proménné EG vyznamné ovliviiuji pravdépodobnost oté¢hotnéni.

Ve 3 ze 4 nejlepSich modell byla zastoupena také proménna EG, coz miize naznaCovat jisty

slabsi pozitivni efekt aplikace EG (tab. 6). Nejlepsi model pfedpovida, Ze pacientce pii pouziti

EG stoupé pravdépodobnost oté¢hotnéni priméme o 9 % (délka kultivace 48h o 5,4 %, 72 h o
7,4 %, 96 h 0 9,2 %, 120h 0 9,8 %), vs. pacientky bez EG (tab. 7). Vliv véku je vSak mnohem

vyraznéjsi, proto doporucujeme otéhotnét v¢as (obr. 18).

Tabulka 5 Podpora modelt s jednim prediktorem ve srovnani s modelem jen s interceptem, ktery neobsahoval prediktor

Rozdil proti modelu s

Proménna AIC :
mterceptem

Model s interceptem 537,9 0
Doba kultivace 505,9 32,0
V¢Ek pacientky 512,9 25,0
Kryo 520,3 17,6
Stimulace 532,5 54
Pocet ET 534,8 3,1
Pocet oocytll 536,0 1,9
Proporce fertilnich oocytt 537,1 0,8
EG 537,6 0,3
Endometrium 539,5 -1,6
Kultivaéni medium 539,9 -2,0

Tabulka 6 Struktura kombinovanych modeld, jejichz AIC se od nejlep$iho modelu lisilo 0 méné nez 2

Struktura modelu AIC

vek + doba kult + stimul + EG + pocet oocytl 480.29
vek + doba kult + stimul + EG 480.37
vek + doba kult + stimul 480.56
vek + doba kult + stimul + EG + pocet oocytl + kryo 481.25

Tabulka 7 Zavislost PR na dobé¢ kultivace a pouziti EG

Doba kultivace

PR EG (%)

PR kontrolni skupina (%)

48 hodin
72 hodin
96 hodin
120 hodin

13,6
21,8
33,1
46,8

Z uvedené analyzy vyplyva, Ze jista slabsi podpora pro modely s EG existuje, nebot’ nejlepsi

modely pravidelné obsahuji pouzit¢ EG pii ET. Potvrdilo se vSak, Ze mnohem vétsi vliv na
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pravdépodobnost vzniku téhotenstvi ma vek, délka kultivace a typ pouzité stimulace. Pacienti
s EG méli vétsi pravdépodobnost otéhotnéni.

Analyza pravdépodobnosti téhotenskych ztrat ukézala, ze z modeli s jednim
prediktorem ziskal vyznamnéjsi podporu (rozdil v AIC proti modelu bez prediktoru = 2,8)
pouze model obsahujici proporci fertilizovanych vajicek. Jinak feceno ¢im vice oplozenych
vajicek, tim je mensi pravdépodobnost téhotenskych ztrdt. Ani kombinované modely

neziskaly vétsi podporu nez tento model.

1.07

00 P -

20 25 30 35 40 45 20 25 30 35 40 45
Vék (roky) Vék (roky)

Obrazek 18 Zavislost pravdépodobnosti otéhotnéni na veéku, dob¢ kultivace a aplikaci EG u pacientek bez EG (a) a s EG (b),
jak ji pfedpovida nejlepsi model pro pacientky stimulované lagon a s primérnym poctem oocytu.
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4.2 Vysledky porovnani Primo Vision a klasické kultivace

U vstupnich parametrii (napi. vék pacientek, pocet ziskanych a oplozenych oocytl, pocet

embryi) obou souborl nebyl zjistén vyznamny rozdil (tab. 8).

Tabulka 5 Porovnani pacientek — vstupni parametry soubor kontinualni monitoring

Kontinualni
Srovnavany parametr monitoring Kontrolni skupina
Pocet cyklu 257 227
Vek 33,7 33,72
Zisk oocytt 9,67 9,6
Pocet embryi/ET 1,18 1,24
Pocet zamrazenych embryi/pacientku 15 14
Pocet oplozovanych oocytli/pacientku 8,5 8,6
Fertilizace/pacientku 55 55
P v den hCG (nmol/l) 3,3 3,6

Jako prediktory byly pouzity dvé kategorické proménné: monitoring (ano/ne) a kvalita
vyvoje (ano/ne). Kombinacemi téchto faktord vzniklo 5 modelli, z nichz byl vybran nejvice

podporovany model pomoci nejnizsi hodnoty AIC (tab. 9).

Tabulka 6 Podpora jednotlivych modell vysvétlujicich vliv kontroly kvality vyvoje a monitoringu na pravdépodobnost
ot¢hotnéni podle AIC.

Struktura modelu AIC

kvalita vyvoje + monitoring + monitoring*kvalita vyvoje 519.69
kvalita vyvoje + monitoring 520.16
kvalita vyvoje 520.90
Monitoring 539.71
pouze intercept 543.20

Na zaklad€ nejlepSiho modelu (kvalita vyvoje, monitoring a interakce monitoringu
s kvalitou vyvoje) bylo prokazano, ze pravdépodobnost otéhotnéni byla vyznamné vyssi
u pacientek time-lapse sdobrym vyvojem embryi, nez u klasického morfologického
hodnoceni embryi s dobrou kvalitou (43,1 %, vs. 31,7 %). Pii transferu nekvalitnich embryi,
kde byl prenos proveden na zadost pacientky, byla naopak uspéSnost nizsi, nez u pouze

morfologického hodnoceni (10 %, vs. 15,9 %), tab. 10.
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Tabulka 7 Pravdépodobnost otéhotnéni (pregnancy rate) jednotlivych skupin pacientek (95% meze spolehlivosti),
rozdélenych na zakladé kultivace a kvality transferovaného embrya predpovézené modelem, ktery obsahoval kvalitu vyvoje,

monitoring a interakci monitoring*kvalita vyvoje

Proménna

Pocet pacientek

Pregnancy rate (%)

Kvalitni embryo vybrané po time-lapse PV

Embryo se $patnou dynamikou vyvoje po time-
lapse PV

Kvalitni embryo vybrané dle morfologie

Embryo nespliiujici morfologicka kriteria na
hodnoceni dobré embryo

211 43,1 (36,1-50,3)
46 10,0 (3,8-2,4)
156 31,7 (24,4-39,9)
71 15,9 (4,2-14,7)

Analyza pravdépodobnosti téhotenskych ztrat ukézala (tab. 11) vyznamé vyssi

pravdépodobnost téhotenskych ztrat u embryi, ktera nespliiovala morfologickd kritéria na

hodnoceni dobré embryo (60 % tehotenskych ztrat u obou skupin pacientek se Spatnou

kvalitou vyvoje embryi). Kvalitni embrya vybrand i na zékladé dynamiky vyvoje méla

vyznamé& niz8i procento potratl, nez embrya hodnocena jen podle morfologickych kritérii

(6,6%, Vs. 22,5%).

Tabulka 8 Pravdépodobnost abortli jednotlivych skupin pacientek, rozdélenych na zakladé kultivace a kvality
transferovaného embrya ptredpovézené modelem, ktery obsahoval kvalitu vyvoje, monitoring a interakci monitoring*kvalita

vyvoje

Proménna Pocet téhotenstvi Aborty (%)
Kvalitni embryo vybrané po time-lapse PV 90 6,6
Embryo se $patnou dynamikou vyvoje po time- 5 60
lapse PV

Kvalitni embryo vybrané dle morfologie 49 22,5
Embryo nespliluyjici morfologicka kriteria na 10 60

hodnoceni dobré embryo
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5 DISKUSE

5.1 Porovnani EmbryoGlue a klasického kultiva¢niho média

Médium EmbryoGlue (Vitrolife, Svédsko) je uréeno k transferu lidskych embryi, obsahuje
vyssi koncentraci HA a nizs$i koncentraci albumind, nez je bézné v kultiva¢nich médiich.
V den implantace se produkce hyaluronanu v embryu vyrazné¢ zvysSuje, coz koreluje
s pfeménou bunék endometridlniho stromatu v buniky decidudlni a nasledujici den produkce
rychle klesa (Carson et al. 1987). Je znamo, ze HA se Gcastni fyziologickych procesu, jako je
embryonalni vyvoj, migrace, adheze, proliferace a diferenciace bunék. Vlivem hyaluronanu
stoupa adheze typu bunka-bunka a buiika-extraceluldrni matrix, coz vyznamné podporuje
proces apozice a adheze blastocysty (Salustri et al. 1999, Turley a Moore 1984, Yanagishita
1994). HA také neptimo podporuje angiogenezi. (Simon et al. 2003), tim se zlepSuje apozice
a uchyceni embrya, coZ jsou klicové kroky v procesu implantace.

Pocatecni studie vlivu HA na mysSich embryich provadél Gardner (Gardner et al.
1999), ktery prokazal signifikantné zvySenou implantaci embryi pii pouziti hyaluronanu. Pfi
studiu lidskych embryi se potvrdilo, ze hyaluronan mize uspé$né nahradit lidsky sérovy
albumin jako vyhradni makromolekulu v médiu pouzivaném pii embryotransferu (Svobodova
et al. 2007), coz vedlo k vysokému poctu t€hotenstvi (Gardner et al. 1999). Simon (Simon et
al. 2003) prokazal lepsi pregnancy rate (PR) a implantacion rate (IR) pfi pouziti média
obohaceného HA v porovnani s albuminem, rozdil nebyl vyznamny a velikost souboru byla
mala. Nékolik dalSich studii také prokazalo vy$s$i miru PR a IR pfi ET s pouZitim médii
obohacenych o HA (Friedler et al. 2007, Hambiliki et al. 2010, Nakagawa et al. 2012,
Yanagishita 1994). Schoolcraft (Schoolcraft 2002) popisuje vyznamné vyssi PR (EG 58,9 %
vs. G2.2 48,5 %) i IR (EG 29 % vs. G2.2 21,7 %) pii pouziti EG média. Svobodova et al.
(2007) prokéazala vyssi PR ve skupiné pacientek od 30 do 38 let pfi pfenosu 2 embryi
S pouzitim média EG (27,7 % vs. 15,3 %).

V této studii byla prokézana v primémeé o 9 % (kultivace 48h 5,4 %, 72 h 7,4 %, 96 h
9,2 %, 120h 9,8 %) vyssi pravdépodobnost vzniku klinické gravidity pii pouziti EG napfti¢
vSemi vékovymi skupinami pii vSech délkach kultivace. K podobnému zavéru dospél 1 Singh
(Singh et al. 2015), ktery prokazal zlepSeni pravdépodobnosti dosazeni klinické gravidity
0 7 %. V dalSich studiich bylo pouk4zéno na podobny pozitivni trend vlivu HA obohacenych
transferovych médii na PR (Loutradi et al. 2007, Korosec et al. 2007, Hazlett et al. 2008,
Fancsovits et al. 2011, Balaban et al. 2004, Mahani a Davar 2007, Ravhon et al. 2005)
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Fancsovits (Fancsovits et al. 2015) zaznamenal 3% nartst PR pii pouzivani HA obohaceného
média (u 290 pacientek). VétSina publikovanych studii nezaznamenala signifikantni rozdil
v narastu PR (Simon et al. 2003, Friedler et al. 2007). Urman (Urman et al. 2008)
zaznamenal o 15 % vys$si pocet viceCetnych gravidit pii uziti médii obohacenych o HA.
Nepotvrdil se rozdil v naristu poctu viceéetnych gravidit. Ve studii jsem shodn¢ s literaturou
(Svobodova et al. 2007, Bontekoe et al. 2014) neprokazala vliv EG média na aborty po
asistované reprodukci. Pouziti média EmbryoGlue je vhodné u vSech pacientli podstupujicich

ET. Vliv véku je vSak mnohem vyraznéjsi, proto by mélo byt doporuceno otéhotnét vcas (obr.
17).

5.2 Porovnani Primo Vision a klasické kultivace

vvvvvv

embryolog, ktery embrya hodnoti. Hodnoceni pouze morfologickych parametri embrya miize
byt velmi subjektivni, doplnénim o morfokinetické znaky se ¢aste¢né sjednotila variabilita
mezi jednotlivymi embryology a laboratofemi. Pfi pozorovani jevil, které probihaji v fadu
minut (déleni buné€k) je retrospektivni analyza umoznéna pouzitim time laps zaznamt velmi
piinosna (Martinez-Granados et al. 2017, Ludin et al. 2015).
V poslednich letech byl vyvinut systém morfokinetického hodnoceni in vitro kultivovanych
embryi tak, aby byl zohlednén jak vyvin embrya k ¢asové ose, tak doba trvani jednotlivych
bunéénych déleni. Priibézny piehled o vyvoji embrya umoznilo zavedeni inkubacnich
systému S kamerami, které byly vyvinuty specialné pro 1écbu IVF (Kirkegaard et al. 2015).
Ptinosem je, ve srovnani s klasickou kultivaci, nepferuSovani kultivace nutnosti kontroly
vyvoje mimo inkubator, flexibilita v pracovnich postupech a vylepSeni vybéru embryi,
zalozené na predpokladu, Ze Castéj$i pozorovani poskytne vice informaci o embryu, ¢asovani
jednotlivych déleni a Zivotaschopnosti embrya. Navic umoziiuje neinvazivni retrospektivni
rozbor ¢asového zaznamu kultivace embryi. Celkova davka expozice embrya svétlu pfi
snimani embryi time laps kamerou je mensi, neZ pfi tradiénim morfologickém hodnoceni a
manipulacich mimo inkubator, které jsou bézn¢ uzivany v klinikach IVF jiz po cela desetileti
(Wong et al. 2010, Ottosen et al. 2007, Nakahara et al. 2010).

Spolehlivy vybér embryi s nejvy$§im vyvojovym potencidlem je piredpokladem
usp&sné 1écby IVF. Soucasné hodnoceni embryi je zalozeno na rychlosti vyvoje a
morfologickych vlastnostech, které jsou mikroskopicky hodnoceny v urcitych casovych

intervalech. Klasifikace embryi se 1iSi mezi riznymi laboratofemi, vétSina vSak hodnoti tyto
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faze vyvoje embrya: PN stddium, pocet bunck v Case, stupen fragmentace, piitomnost a pocet
jader v blastomerach, pocet a symetrii blastomer (Hardarson et al. 2001, Pickering et al. 1995,
Racowsky et al. 2010, Scott et al. 2007, Steer et al. 1992, Ziebe et al. 1997) a kritické je
pravé spravné nacasovani doby ode¢tu embryi (ESHRE/ALPHA 2011). Blastocysty jsou
hodnoceny s ohledem na expanzi blastocoelu a pocet a soudrznost bunék ve vnitini buné¢né
hmot¢ (ICM) a trofoektodermu (TE) (Gardner et al. 2004). Pouze morfologické hodnoceni
kvality ma vSak pfi vybéru nejvice viabilniho embrya omezenou prediktivni hodnotu
(ESHRE/ALPHA 2011).

Vybér embryi zaloZzeny na morfologickém hodnoceni v kombinaci se specifickymi
Casovymi intervaly bunécného déleni, ziskanymi pomoci monitoringu vyvoje casného
embrya, byl v disertani praci potvrzen zvySenim implantace o vice nez 11% u kvalitniho
transferovaného embrya (43, %, vs. 32 % embrya bez monitoringu). K podobnému zavéru
dospél po pienosu tfidennich embryi i Adamson (Adamson et al. 2016, 46 % vs. 32,1 %).
Siristatidis (Siristatidis et al. 2015) dokonce uvadi PR 65,7 % (vs. 39,0 % v piipadé
konvenéni kultivace). U pacientek nad 40 let prokazal Siristatidis (Siristatidis et al. 2015)
jesté vetsi rozdil v dosaZzeném otéhotnéni (67 % vs. 20 %), coz naznacuje fakt, Ze
embryonalni aneuploidie, vznikajici se vzristajicim vékem matky, maji vliv na dynamiku
déleni embryi (Swain 2013, Ottolini et al. 2013).

Nektefi autofi (Kieslinger et al. 2016, Insua et al. 2017, Park et al. 2015) naopak
nepotvrdili pfinos kontinudlniho monitorigu na zvyseni Gspe$nosti 1é¢by (Kieslinger 34, 6 %
vs. 34, 3 %). Rozporuplné vysledky byly také publikovany v souvislosti S poctem
t€hotenskych ztrat — napt. Park et al. 2015 po transferu embryi D2 uvedli vyssi podil abortl
u pacientek s embryi kultivovanymi a hodnocenymi pomoci TL (33,3 % vs. 10,2 %), naopak
Kahraman (Kahrnan et al. 2013) zadny rozdil neprokazali (16,6 % time-lapse, 17,3 %
konvenéni inkubdtor), ale popsal nizsi podil biochemickych gravidit TL (4 % vs. 11,5 %), coz
poukazuje na lepsi vybér embryi k ET. Ve skupiné pacientek, které jsem hodnotila, jsem
prokdzala vyrazné¢ niz§i procento téhotenskych ztrat po transferu kvalitnich embryi
vybiranych s pomoci TL, nez ve skupiné hodnocené jen dle klasické morfologie (6,6 % vs.
22, 5 %), naopak u pacientek s transferem embryi neodpovidajicich parametrim dobrého
embrya byla prokdzana vyrazn¢ vyssi pravdépodobnost téhotenské ztraty (shodné 60 % pii
pouziti TL 1 u embryi hodnocenych jen na zédkladé morfologie).

Hodnocenim poporodnich komplikaci v souvislosti s kontinualnim monitorovanim

embryi se zabyval Insua (Insua et al. 2017), ktery nezjistil zadné klinicky vyznamné zvyseni
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porodnich nebo perinatalnich rizik, coz by potvrzovalo, Ze tato technologie nema skodlivy
vliv na vyvoj embryi.

Rostouci pocet studii popisuje souvislost mezi nefyziologickym nacasovanim
klicovych udalosti ve vyvoji ¢asného embrya, implantatnim potencidlem a vyskytem
aneuploidii v embryu (Swain 2013, Ottolini et al. 2013). Komplexné&;jsi informace o vyvoji
embryi ziskané pomoci kontinudlniho monitorovani mohou vést k objektivnéjSimu vybéru
vhodnych embryi pro ptenos a / nebo kryokonzervaci nebo ke snizeni po¢tu embryi, které
maji byt bioptovany v PGT programu (Swain 2013, Simon 2012), avSak v Zadném piipadé
metody PGT nenahrazuje (Zhang et al. 2017). Casovy vyvoj embrya pravdépodobné ovliviiuji
i kultiva¢ni podminky a populacni rozdily, coz komplikuje stanoveni ptesnych fyziologickych
kritérii pti vyvoji embrya (Ciray et al. 2012, Cruz et al. 2013, Freour et al. 2013, Kirkegaard
et al. 2013, Kirkegaard et al. 2013, Munoz et al. 2012).

Ptinos kontinualniho monitoringu pro klinickou praxi se jevi vyznamny jak pro jistéjsi
rozhodovani pii vybéru embrya, tak pfi snaze o snizeni procenta té¢hotenskych ztrat. Rovnéz
muze pii pozorovani nefyziologického vyvoje embryi poslouzit embryologovi jako indikace

k PGT.
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6 ZAVERY

U zZen léCenych pro neplodnost jsem prokazala, ze EG zvysuje pravdépodobnost ot€hotnéni
vpruméru o 9% (kultivace 48h 54%, 72 h 74%, 96 h 9,2%, 120h 9,8 %).
Pravdépodobnost otc¢hotnéni klesala v zéavislosti na véku pacientek v dobé odbéru. Délka
kultivace naopak pravdépodobnost otéhotnéni zvysSovala. Pouziti EG média nema vliv na
aborty po asistované reprodukci. Transfer embryi v EG médiu se jevi jako velmi pozitivni.
Déle jsem pozorovala pozitivni trend vlivu kontinudlniho monitoringu na vybér
nejlepSiho embrya. Nejveétsi vliv na pravdépodobnost otéhotnéni ma z nami hodnocenych
parametrii dobrd kvalita embrya, hodnoceni dynamiky ji vSak jest¢ zvySuje (asi o 11%).
Vyznamny vliv byl prokdzan na t€hotenské ztraty, které byly pii hodnoceni dynamiky vyvoje

zasadné nizsi, nez pti transferu zdanlivé stejné kvalitnich embryi (6,6 %, vs. 22,5 %).

Hodnoceni naplnéni cila:

1, Ovéreni prinosu transferového média EG na implantaci embryi v porovnani se
standardnimi one-step médii G-TL (Vitrolife, Svédsko) a SAGE 1- step (Origio, Dansko)

a dale jeho moZny vliv na téhotenské ztraty v programu asistované reprodukce.

Dle dosaZenych vysledkli potvrzuji pozitivni ovlivnéni pregnancy rate (PR) pii pouziti
transferového média EmbryoGlue.

Ovlivnéni t€hotenskych ztrat pouzitim EG prokazano nebylo.

2, Ovéreni prinosu metody kontinuilniho monitoringu pouZitim time-lapse systému
Primo Vision. Posouzeni vlivu spravného vybéru embryi pFi srovnini embryotransferu
kvalitnich embryi vybranych dle standardniho hodnoceni embryi a kvalitnich embryi i
S posouzenim dynamiky vyvoje. Dale pak posoudit vliv pouzité kultivaéni metody na

téhotenské ztraty.

Dle dosazenych vysledkd potvrzuji pozitivni vliv spravného vybéru embrya na zakladé
morfologie a zaroven 1 dynamiky vyvoje na pregnancy rate (PR).
Téhotenské ztraty po transferu embryi ztime-laps systému jsou vyznamné niz§i nez po

transferu embryi jevicich se jako kvalitni jen na zakladé morfologie embrya.
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7 Souhrn

Asistovana reprodukce je rychle se rozvijejici obor, ktery stale piinasi nové metody a postupy
k zefektivnéni 1é¢by. Prvni dité pocaté metodami in vitro se narodilo 25. ¢ervence 1978
v Anglii diky embryologovi Robertu Edwards a 1ékati Patriku Steptoem. Ceska republika na
svoje prvni dité necekala dlouho, to se narodilo v roce 1982 diky brnénskému tymu odborniku
pod vedenim Ladislava Pilky.

Cilem mé disertatni prace bylo ovéfeni piinosu média EG (Vitrolife, Svédsko) na
implantaci embryi a prozkoumani mozného vlivu na t€¢hotenské ztraty v programu asistované
reprodukce. Ddle pak prozkoumani mozného ptinosu kontinudlniho monitoringu vyvoje
embryi pouzitim metody time-lapse systému Primo Vision (Vitrolife, Svédsko) p¥i posouzeni
vlivu spravného vybéru embryi pfi srovnani embryotransferu kvalitnich embryi vybranych dle
standardniho hodnoceni embryi a kvalitnich embryi 1 s posouzenim dynamiky vyvoje. Rovnéz
zde jsem hodnotila vliv pouzité kultivacni metody na t€hotenské ztraty.

Zisk oocytl probihal po fizené hyperstimulaci pod kontrolou ultrazvuku. Oplozeni
oc¢isténych zralych oocyti v metafazi II probéhlo metodou ICSI. Nasledovala klasicka
kultivace nebo time-lapse kultivace az do embryotransferu v komeréné dodavanych
(certifikovanych pro pouziti ke kultivaci embryi) kultiva¢nich médiich (SAGE 1-step, G-TL).
Na zékladé vySe popsanych hodnoticich systémi bylo vybrano embryo (embrya) k pienosu do
délohy matky. Cast z nich byla pied ET kultivovana v médiu EG. Za klinickou graviditu bylo
oznaceno té¢hotenstvi, u kterych byl ultrazvukem prokazan gestacni vacek s pfitomnou nebo
nepiitomnou akci srde¢ni. Biochemické gravidity nebyly do studie zahrnuty.

Na zéklad€ dosazenych vysledkl potvrzuji pozitivni ovlivnéni pregnancy rate (PR) pfi
pouziti transferového média EmbryoGlue. Ovlivnéni tehotenskych ztrdt pouzitim EG
prokézano nebylo. Pozitivni vliv time-lapse systému na pregnancy rate (PR) pii vybéru
kvalitniho a viabilniho embrya na zdkladé morfologie a zarovenn i dynamiky vyvoje byl
rovnéz prokazan. Zaroven bylo prokazano, ze t€hotenské ztraty po transferu embryi z time-
laps systému jsou vyznamné nizs§i nez po transferu embryi jevicich se jako kvalitni jen na
zaklad¢é morfologie embrya.

Disertacni prace potvrdila ptinos pouzivani EG i metody kontinualniho monitoringu
vyvoje embryi na PR, zaroven prokazala, Ze se nezvySuje procento t€hotenskych ztrat. Oba

postupy zlepsSuji vysledky a jsou idedlni pro implementaci do klinické praxe. Piesto by mezi
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nejzasadnéjsi doporuceni méla pattit snaha o otéhotnéni vcas, protoze veék zeny ma zasadni

roli ve snaze o matefstvi.

Klic¢ova slova: IVF, embryo monitoring, embryotranfer, EmbryoGlue, implantace
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8 Summary

Monitoring of the early stage embryo and the implantation success rate

Assisted reproduction is a fast-developing field constantly bringing new methods and
procedures to make treatment more effective. The first child conceived by in vitro fertilisation
was born on 25 July 1978 in England, thanks to the embryologist Robert Edwards and
Dr Patrick Steptoe. The Czech Republic did not wait long for its first child, born in 1982
thanks to a team of experts from Brno led by Ladislav Pilka.

The aim of my dissertation was to verify the benefit of the EG medium (Vitrolife,
Sweden) for embryo implantation and to examine the possible influence on pregnancy losses
in the programme of assisted reproduction; then to examine the possible benefit of continuous
monitoring of embryonic development using the method of Primo Vision time-lapse system
(Vitrolife, Sweden) for the assessment of the influence of the correct selection of embryos,
comparing the embryo transfer of good-quality embryos selected according to the standard
embryo assessment and good-quality embryos also with the assessment of developmental
dynamics. Here, | also evaluated the influence of the used cultivation method on pregnancy
losses.

The oocytes were retrieved after controlled hyperstimulation monitored with
ultrasound. The purified mature oocytes in metaphase Il were fertilised by ICSI. Traditional
cultivation or time-lapse cultivation followed until embryo transfer in commercially supplied
(certified to be used for the cultivation of embryos) cultivation media (SAGE 1-step, G-TL).
Based on the above-mentioned systems of assessment an embryo (embryos) was selected to
be transferred into the mother’s uterus. Prior to ET, some of them were cultivated in the EG
medium. A pregnancy where ultrasound showed a gestational sac with or without heart action
was described as clinical pregnancy. Biochemical pregnancies were not included in the study.

Based on the results achieved, 1 am able to confirm the positive influence of the
EmbryoGlue transfer medium on the pregnancy rate (PR). The influence of EG on pregnancy
losses was not proved. The positive influence of the time-lapse system on the pregnancy rate
(PR) with the selection of a good-quality and viable embryo on the basis of morphology and
also the developmental dynamics was also proved. At the same time, it was proved that
pregnancy losses after embryo transfers from the time-laps system are significantly lower than
after transfer of an embryo which seems to be good quality on the basis of the embryo

morphology only.
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The dissertation confirmed the benefit of EG use and the method of continuous
monitoring of embryonic development on the PR and it also proved that the percentage of
pregnancy losses does not increase simultaneously. Both procedures improve the outcomes
and are ideal for implementation in clinical practice. Nevertheless, the most essential
recommendation should be to try to become pregnant in time since a woman’s age IS

fundamental in the effort to become a mother.

Key words: IVF, embryo monitoring, embryo transfer, EmbryoGlue, implantation
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10 Seznam pouzitych zkratek

AEA N-arachidonoylethanolamid

AIC Akaikeho informacni kritérium

AH asistovany hatching

AMH Anti-Miillerian hormon

AR asistovana reprodukce

BMP-15 autokrinni faktor

CB1 cannabinoid receptor type 1

CE IVF nezavislé ovéieni posouzeni shody vyrobku s pozadavky ptislusnych natizeni vlady,
které provadi vyrobce pro pfistroje a material pouzivany v IVF

CMV cytomegalovirus

CO; oxid uhli¢ity

D2 druhy den kultivace

D3 treti den kultivace

D4 ¢tvrty den kultivace

D5 paty den kultivace

DNA deoxyribonukleova kyselina

DZT dizygotni dvojcata

EBV virus Epstein-Barrové

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EG EmbryoGlue, transferové médium, vyrobce Vitrolife

ERK extracellular regulated-signal kinase, extracelularné regulovana kinaza
ESHRE Europian Society for Human Reproduction and Embryology

ET embryotransfer

GDF-9 autokrinni faktor

GLM generalizovany linearni model

G-TL jednokrokové kultiva¢ni médium, vyrobce Vitrolife

HA hyaluronan

hCG lidsky choriovy gonadotropin

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina - soucast pufri
ICM Inner Cell Mass - jiny nazev pro embryoblast

ICSI Intracytoplasmic Sperm Injection - injekce spermie do cytoplazmy oocytu
IMSI Intracytoplasmic morphologically selected sperm injection
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IR implantacion rate

IVF In Vitro Fertilization - mimotélni oplozeni

lagon dlouhy agonisticky stimula¢ni protokol

LH Luteinizing Hormone, luteotropin

MZT monozygotni dvojcata

NPB nuclear polar bodies

PAR1 a PAR2 pseudoautozomalni useky na chromozomech X a Y

PB Polar Body - p6locyt

PESA Percutaneous Epidydimal Sperm Aspiration

PICSI Physiological ICSI nebo Preselected ICSI

PGT preimplanta¢ni genetické techniky (PGS preimplantacni geneticky screening a PGD
preimplantacni genetickéd diagnostika)

PN pronuklearni stadium

PR pregnancy rate

R statisticky program (R Core Team, 2017)

MESA/ MESE Microsurgical Epidydimal Sperm Aspiration/ Extraction
MII metafize 11

RNA kyselina ribonukleova

SAGE 1- step jednokrokové kultiva¢ni médium, vyrobce Sage

sagon kratky agonisticky stimulaéni protokol

santa antagonisticky stimula¢ni protokol

SGF Seminal Growth Factor - seminalni rastovy faktor

SGP-2 sulfatovany glykoprotein Sertoliho bunék

SOAF Sperm Oocyte Activating Factor - faktor ze spermii, ktery aktivuje oocyt pfi oplozeni
SRY sex-determinujici faktor Y, gen na chromozomu Y

TE trofoektoderm

TESA/TESE Testicular Sperm Aspiration /Extraction

TL time-lapse, kontinualni monitoring vyvoje na ¢asové ose

UZ ultrazvukové vySetieni

ZP zona pellucida
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Priloha 1

Vymezeni mého podilu prace: V této praci jsem provadéla polovinu laboratornich metod asistované

reprodukce, navrhla studii, kompletn€ pfipravila data a napsala jsem prvni draft clanku.
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Priloha 2

Vymezeni mého podilu prace: V této praci jsem provadéla polovinu laboratornich metod asistované

reprodukce, kompletné ptipravila data a napsala jsem prvni draft ¢lanku.
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Priloha 3

Vymezeni mého podilu prace: V této praci jsem provadéla polovinu laboratornich metod asistované

reprodukce, kompletni pfipravu a vyhledavani dat a podilela jsem se na psani ¢lanku.
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Priloha 4

Vymezeni mého podilu prace: V této praci jsem provadéla polovinu laboratornich metod asistované

reprodukce, kompletni pfipravu a vyhledavani dat a podilela jsem se na psani ¢lanku.
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Priloha 5

Vymezeni mého podilu prace: V této praci jsem provadela polovinu laboratornich metod asistované

reprodukce, kompletni pfipravu a vyhledavani dat a podilela jsem se na psani ¢lanku.
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Priloha 6

Vymezeni mého podilu prace: V této praci jsem provadela stanoveni CHT metodou PCR, kompletni

ptipravu a vyhledavani dat a podilela jsem se na psani ¢lanku.
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Priloha 7

Vymezeni mého podilu prace: V této praci jsem navrhla studii, kompletné pfipravila data a podala

grant (hlavni fesitel), ddle jsem odprezentovala vysledky na nékolika konferencich.
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