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Abstrakt

Uvod Vybrat jen jedno nejlepsi embryo k embryotransferu (ET) je jeden
z nejdllezitéjsich krokd celé IVF [é€by. V soucasné dobé je jednou z nejefektivnéjSich metod,
co se tyce selekce embrya s nejvétSim implantacnim potencidlem, metoda preimplantacniho
genetického testovani (PGT). Je to invazivni metoda, u které je ke genetickému vysetieni tfeba
odebrat nékolik bunék trofektodermu (TE) embrya. Vysledky preimplantaéniho genetického
testovani mohou rozhodovéani o nejlepsim embryu znaéné usnadnit. Alternativni cestou
k vybéru embrya s vysokym implantaénim potencidlem je kultivace embryi vtime-lapse
kultivatnim systému, ktery maZe nabidnout fadu prediktivnich parametr(i uzite¢nych pfi
vybéru embrya. Neinvazivni time—lapse monitoring Ize pouzivat k selekci kvalitnich embryi
s vysokym implanta¢nim potencidlem za stabilnich kultivacnich podminek. Embryo
k elektivnimu single embryotransferu (eSET) je pak moZné vybrat na zakladé zjiSténych
morfokinetickych parametri a morfologickych znak, které dle vysledkd této prace predikuji

vyssi implantacni potencial.

Metody Do této retrospektivni kohortové studie bylo zahrnuto celkem 1027
morfologicky kvalitnich embryi (552 geneticky normalnich a 475 geneticky abnormalnich
embryi) od 296 pacientek, které se v obdobi od ledna 2016 do ¢ervna 2021 |écily na Klinice
reprodukéni mediciny a gynekologie ve Zliné. VSechna embrya byla kultivovana v time-lapse
inkubatoru EmbryoScope a v pribéhu kultivace byly odecteny jejich morfokinetické
parametry a morfokinetické znaky. Na zavér kultivace (paty nebo Sesty den kultivace) byl
proveden odbér bunék trofektodermu embryi a nasledné genetické vySetieni bioptovanych
bunék. VSechna bioptovana embrya byla kryokonzervovdna (vitrifikace) a v nasledujicim
menstruaénim cyklu bylo zavedeno jedno rozmrazené geneticky normalni embryo pacientce

do délohy.

Vysledky Byly nalezeny signifikantni rozdily u morfokinetickych parametr( cc2, t5, tSB a
ve vyskytu multinukleaci ve dvoubunécném a ¢tyrbunécéném stadiu embryi mezi skupinou
geneticky normalnich embryi a geneticky abnormalnich embryi. Zaroven byl zjistén
signifikantni rozdil u morfologickych parametri cc2, t5, tSB a vyskytem multinukleaci ve
dvoubunééném a Etyfbunécném stadiu embryi mezi skupinou geneticky normalnich embryi,

které po kryoembryotransferu vedly ke klinické gravidité a skupinou abnormadlnich embryi.



Porovnanim skupiny geneticky normalnich embryi, které po kryoembryotransferu vedly ke
vzniku klinické gravidity, a skupiny geneticky normalnich embryi, kde byl téhotensky test 14
dni po kryoembryotransferu negativni, byly zjistény signifikantni rozdily u parametru tSB a t5.
Morfokinetické parametry zjisténé u skupiny geneticky normalnich embryi, které vedly po
zavedeni do délohy ke vzniku klinické gravidity, byly pouZity pro stanoveni ¢asovych intervald,
které by mély predikovat embrya s vysokym implantaénim potencidlem. Zaroven byl navrzen

hierarchicky model k selekci embryi s vysokym implantacnim potencialem.

Celkem 218 geneticky normalnich embryi bylo po rozmrazeni pacientkdam zavedeno do
délohy — single kryoembryotransfer — u 119 (54,6 %) byla potvrzena klinicka gravidita s akci
srde¢ni u plodu. Nase vysledky ukazuji, Ze dle morfokinetickych parametr( (cc2, t5, tSB) a
vyskytu multinukleaci béhem prvnich dvou bunécnych déleni Ize s vysokou pravdépodobnosti

vybrat pro embryotransfer to nejlepsi embryo.

Vzhledem k tomu, Ze preimplantacni genetické testovani je stale metodou prvni volby
pro stanoveni aneuploidii, tak morfokinetické parametry a markery euploidniho embrya by
mohly byt vyuzivany zejména u pacientd, ktefi nejsou indikovani k PGT, odmitaji invazivni PGT
vySetieni nebo kteti z jakychkoli pravnich, socidlnich nebo ekonomickych dlvodu si nepfeji

nebo nemohou nechat provést PGT.

Klicova slova time-lapse monitoring, morfokinetické parametry, multinukleace, vyvoj

embryi, preimplantacni genetické testovani



Abstract

Introduction The selection of the best embryo for embryotransfer (ET) is one of the most
important steps in the whole IVF treatment. Currently, one of the most effective methods for
selecting the embryo with the greatest implantation potential is the preimplantation genetic
testing (PGT). It is an invasive method in which several cells of the embryo's trophectoderm
(TE) must be removed for genetic testing. The results of preimplantation genetic testing can
greatly facilitate the decision on the best embryo. An alternative way to select an embryo with
high implantation potential is to cultivate the embryos in a time-lapse culture system that can
offer a number of predictive parameters. Non-invasive time-lapse monitoring can be used to
select quality embryos with high implantation potential under stable culture conditions. The
embryo for elective single embryotransfer (eSET) can then be selected on the basis of the
identified morphokinetic parameters and morphological features, which according to the

results of this work predict a higher implantation potential.

Methods This retrospective cohort study included a total of 1,027 morphologically high-
quality embryos (552 genetically normal and 475 genetically abnormal embryos) from 296
patients who were treated at the Department of Reproductive Medicine and Gynecology in
Zlin between January 2016 and June 2021. All embryos were cultured in an EmbryoScope
time-lapse incubator, and their morphokinetic parameters and morphokinetic characteristics
were read during cultivation. At the end of the cultivation (the fifth or sixth day of cultivation),
the cells of the embryo's trophectoderm were collected and subsequently genetically
examined the biopsied cells. All biopsied embryos were cryopreserved (vitrification) and one
genetically normal embryo was introduced into the patient's uterus in the following menstrual

cycle.

Results Significant differences were found in the morphological parameters cc2, t5, tSB
and the incidence multinucleations of stage 2bb and 4bb embryos between the group of
genetically normal embryos and genetically abnormal embryos. At the same time, a significant
differences in the morphological parameters cc2, t5, tSB and the occurrence of
multinucleations in the two-cell and four-cell embryo stage were found between the group of
genetically normal embryos that led to clinical pregnancy after ET and the group of abnormal

after cryoembryotransfer. A comparison of the group of genetically normal embryos that led



to clinical pregnancy after cryoembryotransfer and the group of genetically normal embryos
where the pregnancy test was negative 14 days after frozen embryotransfer showed
significant differences in the parameters tSB and t5. The morphokinetic parameters found in
the group of genetically normal embryos that led to the clinical pregnancy were used to
determine the time intervals that should predict embryos with high implantation potential. At
the same time, a hierarchical model for the selection of embryos with high implantation

potential was proposed.

A total of 218 euploid embryos were introduced into the uterus after thawing - single
frozen embryotransfer-119 (54.6 %) confirmed clinical pregnancy with heart beat in the fetus.
Our results show that according to morphokinetic parameters (cc2, t5, tSB) and the
occurrence of multinucleations during the first two cell divisions, the best embryo can be

selected with high probability for embryotransfer.

As preimplantation genetic testing is still the method of choice for the determination
of aneuploidies, the morphokinetic parameters and markers of the euploid embryo could be
used especially in patients who are not indicated for PGT, refuse invasive PGT examination or
who of any for legal, social or economic reasons, they do not wish or cannot have PGT carried

out.

Keywords time-lapse  monitoring, morphokinetics, multinucleation,  embryo

development, preimplantation genetic testing
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Terminologicky slovnik

agalakcie

neschopnost mlééné Zlazy vyluovat materské mléko

agonisté GnRH

superaktivni analoga GnRH

amenorea

Uplnd absence menstruace po dobu nejméné tfi az Sesti mésic(

aneuploidie

chybéni nebo nadbytek chromozomu ve vSech burnkach

organismu

analoga GnRH

uméle pripravené latky (IéCivé ptipravky), které maji podobny

ucinek jako prirozené se vyskytujici GnRH

anovulace porucha, kdy béhem menstruacniho cyklu nedochdzi k uvolnéni
zralého vajicka z vajecnikd

androgeny muzské pohlavni hormony

anosmie Uplna ztrata cichu

antagonisté GnRG

syntetickd analoga GnRH, kterd blokuji pfimo receptory

v hypofyze

asistovany hatching

obvykle pomoci laseru se do zona pellucida udéla otvor, aby
embryo mohlo |épe paty nebo Sesty den vyvoje herniovat

z tohoto obalu

atrézie pfirozeny proces, pfi kterém zanikaji folikuly ve vajecnicich
Zeny; tyka se drtivé vétsiny folikull, pouze nékolik stovek jich
dosahne ovulace

atrofizace Ubytek Zivé tkané

autokrinni zplUsob vylucovani latek bunkou, pfi némz vyloucena latka

zpétné ovlivituje bunku samu, tj. plisobi zpétné na receptory na

téze bunce

azoospermie

nepritomnost spermii v ejakulatu

biopsie trofektodermu

odbér nékolika bunék trofektodermu k vySetfeni

bioptované buriky

odebrané buriky k vySetfeni (genetickému)

celogenomova amplifikace

metoda, ktera z malého mnozstvi DNA umozni ziskat mnozstvi

dostadujici pro nasledné analyzy s pokrytim celého genomu



https://cs.wikipedia.org/wiki/Chromozom
http://www.stefajir.cz/folikul

denudace

manualni ocisténi oocytd od bunék kumulo-oocytarniho

komplexu v¢. corona radiata

dominantni folikul

nejvétsi folikul ve vaje¢niku z kohorty folikulG reagujicich na

hormonalni stimulaci

dyslipidemie

abnormalné zvysené hladiny lipoproteint a lipidd v krvi

dysmenorea

bolest v podbfisku a dalsi somatické priznaky (prdjem, bolesti
hlavy, nauzea, zvraceni, kolaps) zalinajici  tésné
pred menstruaénim krvaceni a mizi po ndsledujicich 2-3 dnech,

vyskytuje se az u 50 % Zen

dyspareunie

bolestivy pohlavni styk

dysurie

paliva a fezava bolest vychazejici z mocové trubice nebo jejiho

okoli pfi moceni

elektivni single embryotransfer

zavedeni jednoho vybraného (nejlepsiho) embrya do délohy

embolizace

¢astecné nebo Uplné ucpdani prasvitu cévy, vyrazeni ¢asti

krevniho recisté z krevniho obéhu

embryonalni mozaicismus

vyskyt vice fad (linii) bunék s riznou dédi¢nou informaci

embryotransfer

zavedeni embrya do délohy

endokrinni

vylucovani chemickych poslt (hormon), které cirkuluji v téle v

krevnim obéhu a ovliviuji i vzdalené organy

endometrium

vnitfni slizni¢ni vystelka délozni dutiny

endometrium

délozni sliznice

fertilizace oocytu

oplozeni vajicka

fragmentace embrya

vytvoreni cytoplazmatickych utvard bez DNA, obvykle pfi

bunécném déleni

galaktorea

tvorba a vylucovani mléka mléénou Zlazou mimo obdobi kojeni

laktace

gonadoliberiny

hormony produkované burikami hypothalamu, které nasledné
stimuluji bunky adenohypofyzy k sekreci pohlavnich hormo-
nG - folikuly stimulujictho hormonu (FSH) a luteinizaéniho

hormonu (LH)

10



https://www.wikiskripta.eu/w/Menstrua%C4%8Dn%C3%AD_cyklus
https://cs.wikipedia.org/wiki/Mo%C4%8Dov%C3%A1_trubice
https://cs.wikipedia.org/wiki/Mo%C4%8Den%C3%AD
http://www.stefajir.cz/hormon
http://www.stefajir.cz/hypothalamus
http://www.stefajir.cz/adenohypofyza
http://www.stefajir.cz/folikuly-stimulujici-hormon
http://www.stefajir.cz/luteinizacni-hormon
http://www.stefajir.cz/luteinizacni-hormon

gonadotropiny

jakykoliv sav¢i hormon (obvykle glykoproteinové povahy), ktery

stimuluje vyvoj pohlavnich organt (gonad)

gondadova dysgeneze

vrozend vyvojova porucha gonad rlzné intenzity casto na
podkladé patologického karyotypu, manifestujici se v dobé

dospivani sexualnim infantilismem

gynekomastie

zvétSeni prsni zlazy u muzu

HEPES pufr

kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova, je

schopna udrzovat v jistém rozmezi stabilni pH

herniace trofektodermu

vychlipeni ¢asti trofektodermu embrya ven ze zona pellucida

hyaluronan, kyselina

hyaluronova

nevétveny polysacharid, jedna z hlavnich sloZzek mezibunécné

hmoty

hybridizace DNA

vzadjemné pdrovani jednofetézcovych komplementarnich

molekul DNA

hyperandrogenni syndrom

zdravotni stav charakterizovany nadmérnymi hladinami
androgent v Zenském téle a souvisejicimi ucinky zvysenych

hladin androgent

hyperestrismus

zdravotni stav charakterizovany nadmérnym mnoZstvim

estrogenni aktivity v téle

hyperprolaktinémie

zvysena hladina hormonu prolaktinu v krvi

hypoblastickd varlata

malo vyvinutd, mald varlata

hypospadie

vrozeny rozstép mocové trubice na spodni strané penisu

hypotyredza

snizend  funkce Stitné  Zlazy pfi  nedostatecné  sekreci

tyreoidalnich hormon(

chromozomalni aberace

odchylky v poc¢tu nebo tvaru chromozomu

implantace

zachyceni a uchyceni embrya v déloze

in vitro fertilizace

oplozeni vajicek v laboratofi, ve ,zkumavce”

ingvinalni kanal

triselny kanal, Stérbina 4-5 cm dlouhd ve spodni ¢asti bfisni
stény, v prabéhu intrauterinniho vyvoje u muZe sestupuji

ingvinalnim kanalem varlata do Sourku

internalizace receptoru

presun receptoru z povrchu membrany

11



https://cs.wikipedia.org/wiki/Nemoc
https://cs.wikipedia.org/wiki/Androgen
https://www.wikiskripta.eu/w/%C5%A0t%C3%ADtn%C3%A1_%C5%BEl%C3%A1za

kapacitace spermii

proces dozravani spermii, béhem kterého ziskavaji schopnost

oplodnit vaji¢ko

kauzalni mutace

mutace, kterd je pfi¢cinou onemocnéni

kauzalni lécba

v

|é¢ba zamérena na pficinu nemoci

Klinefeltertv syndrom

vznika pfitomnosti nadpocetného chromozomu X u muze, jednd

se 0 gonozomalni numerickou aberaci

kodominantni folikul

jeden zvice folikull v ovariu, které reaguji na hormonalni

stimulaci a rostou

kompaktace embrya

po dosazeni 9-ti a vice bunécného embrya, blastomery se k sobé
primykaji a vytvari kompaktni bunecnou kouli, je podminéna

adhezivnimi molekulami

kryoembryotransfer

zavedeni rozmrazeného embrya do délohy

kryptorchismus

o

nepritomnost varlete v Sourku u pacienta starsSiho 4 mésicu

kumulo-oocytarni komplex

folikuldrni buriky obklopujici oocyt (komplex sloZzeny ze dvou
typU bunék tvofici vnitini k oocytu naléhajici corona radiata a

vnéjsi cumulus oophorus a vlastni oocyt

Leydigovy buriky

vmezefené bunky nachazejici se ve vazivovych vyplnich mezi
semenotvornymi kanalky varlat, produkuji pohlavni hormon

testosteron

lutedlni faze menstruacniho

cyklu

zacind dnem ovulace a kon¢i prvnim dnem menstruace, trva 12
az 16 dni, klesa hladina estrogenu a zaroven roste hladina
progesteronu, coz zpusobuje nardst délozni sliznice a pfipravuje

ji kimplantaci embrya

lutedIni podpora

medikamentdzni podporeni lutedlni faze, zejména podanim

progesteronu

luteinizace

preména zralého folikulu ve vajeéniku ve Zluté télisko po

ovulaci

metabolicky syndrom

onemocnéni, které je spojeno s obezitou, vysokym krevnim

tlakem, rizikem pro vznik aterosklerdzy a hypercholesterolémie

metabolomika

védni disciplina, kterd se zabyvd analyzou (identifikaci a

kvantifikaci) vSech metabolitd v burice

12



https://cs.wikipedia.org/wiki/Vmeze%C5%99en%C3%A1_bu%C5%88ka
https://cs.wikipedia.org/wiki/Vazivo
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Semenotvorn%C3%BD_kan%C3%A1lek&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Varle

morfokinetické parametry

morfologické a vyvojové parametry déliciho se

preimplanta¢niho embrya

multinukleace blastomer

vyssSi poCet jader v burice casného embrya

nebalancovana prestavba

chromozomu

zména chromozomu ve smyslu chybéni nebo prebyvani urcité
¢asti genetického materidlu, tento stav s sebou nese

vétSinou zavazné klinické dasledky

olfaktoricky bulbus

¢ast mozku obratlovcli, ktera se vychlipuje z predni
strany hemisfér koncového mozku, pfichazi do néj informace

z ¢ichovych organl

osmolyt

latka podilejici se na udrzeni osmotického tlaku

oolema

cytoplazmatickd membrana vajicka

ovarialni steroidy

hormony lipofilni povahy, které vznikaji z cholesterolu ve

vajecnicich Zeny (estrogeny, progesteron)

parakrinni zplUsob vylu€ovani, pfi niz bunka svymi produkty s funkci
hormon ovliviiuje buriky v bezprostifednim okoli
ploidie pocet homolognich sad chromozomu v jadre Zivé bunky

polycysticka ovaria

syndrom polycystickych ovarii neboli syndrom mnohocetnych
cyst ve vajecnicich je onemocnéni, které nepostihuje jenom
jeden organ (tj. vajecniky), ale jeho projevy jsou patrné na
raznych mistech v organismu, je definovan jako onemocnéni
s chronickou anovulaci a nadbyteénou tvorbou muzskych

pohlavnich hormon( (androgen() v téle pacientky

pregnancy rate

cetnost téhotenstvi

preimplantacni genetické

testovani

vySetieni genetické vybavy embrya (chromozomalnich aberaci

i monogennich vad) pred zavedenim embrya do délohy

proteomika

védeckd disciplina zabyvajici se studiem proteinl a jejich

vlastnosti, predevsim struktury a funkce

spermiogeneze

zavérelna vyvojova etapa vyzravani spermii

time-lapse monitoring

¢asosbérné snimani vyvijejicich se preimplantacnich embryi

totipotentni bunky

buriky, které se mohou bez omezeni preménit na jakykoliv jiny

typ bunék véetné totipotentni burky

13



https://cs.wikipedia.org/wiki/Mozek
https://cs.wikipedia.org/wiki/Obratlovci
https://cs.wikipedia.org/wiki/Mozkov%C3%A1_hemisf%C3%A9ra
https://cs.wikipedia.org/wiki/Koncov%C3%BD_mozek
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=%C4%8Cichov%C3%BD_org%C3%A1n&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/Cholesterol

trigger spoustéc, aplikace latky startujici dozrani oocytl (napf.
Decapeptyl, Ovitrelle)
trofektoderm diferencovana cast blastocysty, davajici zaklad placenté

tropni hormony

fidici hormony adenohypofyzy

tuba, tubarni

vejcovod, vyskytujici se ve vejcovodu

Turner(v syndrom

vrozené onemocnéni vyskytujici se u Zen, jehoz podstatou je

absence jednoho chromozomu X

varikokéla dilatované a stoCené, varikbzné zménéné iZily plexus
pampiniformis testis

varixy kieCové Zily“, rozSitené Zily s méstnajici se krvi, nejc¢astéji
v oblasti dolnich koncetin

virilizace rozvoj druhotnych muzskych pohlavnich znaki u Zen

vitrifikace metoda mrazeni, vyuziva prudkého snizeni teploty a tim zabrani

vzniku ledovych krystal

Zluté télisko, corpus luteum

docasny utvar na vajecniku, ktery zbude po folikulu po ovulaci

a produkuje Zenské pohlavni hormony
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Seznam pouzitych zkratek

aCGH array komparativni genomova hybridizace (na bioCipu), Array Comparative
Genomic Hybridization

AMH antimulleridansky hormon, anti-Mdllerian hormone

AZF azoospermaticky faktor, azoospermia factor

B bunka

Bb buriky

Bp par bazi, base pair

CcC klomifencitrat, clomifene citrate

CBAVD vrozena bilaterdIni absence vas deferens, congenital bilateral absence of the
vas deferens

cc2 doba mezi 1. a 2. mitézou

CFTR reguldtor transmembranové vodivosti u cystické fibrdzy, cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator,

CGH komparativni genomova hybridizace, Comparative Genome Hybridization

cocC kumulo-oocytarni komplex, Cumulus-oocyte Complex

DO den 0, den fertilizace oocytu

D1 prvni den kultivace embryi

D2, D3, D4, D5,

druhy, treti, ¢tvrty, paty, Sesty den kultivace embryi

D6

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina, ethylenediaminetetraacetic acid

E2 estradiol v séru

eSET elektivni single embryotransfer, elective single-embryo transfer

ESHRE European Society of Human Reproduction and Embryology

ET embryotransfer

FISH fluorescencni in situ hybridizace, fluorescence in situ hybridization

FSH folikulostimulaéni hormon, follicle—stimulating hormone

GM-SCF granulocytarni kolonie stimulujici faktor, granulocyte-macrophage colony—
stimulating factor

GnRH gonadoliberin, gonadotropin-releasing hormone
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H hodin

hCH choriovy gonadotropin, human Chorionic Gonadotropin

HEPES kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova, pufr; 2-
hydroxyethyl-1-piperazineethanesulfonic acid

hpi hodin po provedeni fertilizace oocytu, hours post insemination

hr-NGS sekvenovani nové generace s vysokym rozliSenim, high resolution next
generation sequencing

ICM vnitfni masa bunék blastocysty, inner cell mass

ICSI intracytoplazmaticka injekce spermie, intra-cytoplasmic sperm injection

IGF rastovy faktor podobny inzulinu, Inzulin Like Growth Factor

IMSI intracytoplazmaticka injekce morfologicky vybrané spermie, intra-
cytoplasmic morphologically selected sperm injection

INSL3 inzulinu podobny protein 3, insulin-like factor 3

1UI intrauterinni inseminace, intrauterine insemination

IVF in vitro fertilizace, in vitro fertilization

KET kryoembryotransfer

LH luteiniza¢ni hormon, luteinizing hormone

IN2 tekuty dusik, liquid nitrogen

MACS magneticky aktivované tridéni bunék, magnetic-activated cell sorting

MESA mikrochirurgické odsati spermii z nadvarlete, Microsurgical Epididymal
Sperm Aspiration

NGS sekvenovani nové generace, next generation sequencing

OHS ovarialni hyperstimulaéni syndrom, ovarian hyperstimulated syndrome

OPU ovarialni pick-up (punkce ovarialni tekutiny, aspirace oocytt), oocyt pick-up

PCO polycysticka ovaria, polycystic ovary

PCOS syndrom polycystickych ovarii, polycystic ovary syndrom

PGT preimplantacni genetické testovani, preimplantation genetic testing

PGT-A preimplantacni genetické testovani aneuploidii, preimplantation genetic
testing for aneuploidy

PGT-M preimplantacni genetické testovani monogennich onemocnéni,

preimplantation genetic testing for monogenic disorders
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PGT-SR preimplantacni genetické testovani chromozomalnich prestaveb,
preimplantation genetic testing for structural rearrangements

PICSI intracytoplazmaticka injekce predem vybrané spermie, preselected
intracytoplasmic sperm injection

s2 doba mezi 2. a 3. midzou

SBS simultanni sekvenovani, simultaneous bidirectional sequencing

SHBG sexudlni hormony vazajici globulin, sex hormon-binding globulin

SNP polymorfismus jediného nukleotidu, single nucleotide polymorphism,

SPG spermiogram

t3 Cas dosazeni 3 bunécného stadia

t5 ¢as dosazeni 5-ti bunécného stadia

tB Cas utvoreni blastocysty

TE trofektoderm

TESE chirurgické ziskani spermii z varlete, TEsticular Sperm Extraction

tM C¢as utvoreni kompaktni moruly

tPNf ¢as vymizeni prvojader v zygoté

tSB Cas iniciace blastulace

tSC Cas iniciace kompaktace

uz ultrazvuk

WGA celogenomova amplifikace, Whole Genome Amplification

ZP zona pellucida, glykoproteinovy obal lidského vaji¢ka a preimplantaéniho

embrya
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1 Uvod

Cilem oboru reprodukéni mediciny je, aby I1é¢eny par s riznymi poruchami plodnosti
pomoci metod asistované reprodukce prived| na svét zdravé dité. V poslednich dvaceti letech
se tento obor intenzivné rozviji zejména diky nastupu modernich technologii. Dnes uz je
in vitro fertilizace (IVF) dobfe zavedenad reprodukcni technika pouzivana k [écbé neplodnosti.
Celd lécba je komplexni postup, ktery zahrnuje fadu rlznych krokd: stimulaci vajecéniki,
zpracovani ejakulatu a vybér nejkvalitnéjsich spermii k fertilizaci oocytli, odbér a vlastni
oplodnéni oocytll, kultivaci embryi a vybér obvykle jednoho embrya k embryotransferu,
vlastni pfenos embryi, kryokonzervaci nadpoéetnych embryi, lutedlni podporu. Uspéch celé
|éCby zavisi na mnoha faktorech, jmenovité na stavu embrya (geneticky komplement),
vnimavosti endometria pacientky a adekvatni technice prenosu embrya (Rezacovd et al.,
2018). Bohuzel, vysoky podil embryi mize byt aneuploidni a jejich pfenos byva spojen se
snizenou mirou implantace, vysokou mirou potratl a snizenou mirou porodu Zivého ditéte.
Aby se obesla vysoka mira aneuploidie embryi a zvySila Uspésnost |éCby, bylo donedavna
pfenaseno vice embryi s cilem dosdhnout porodu alespon jednoho Zivého ditéte. Tato praxe
byla ovSem spojena s vysokou mirou vicecetnych téhotenstvi, kterd s sebou nesla fadu rizik
pro zdravi matky i plodu. Kv(li této hlavni nevyhodé byly vyvinuty techniky selekce embryi pro

vybér jednoho nejlepsiho embrya pro pfenos do délohy (Rezacova et al., 2018).

Vyselektovat to pravé embryo pro embryotransfer je dlouholetou snahou IVF
specialistl. Dnes se jiz ve vétsiné pripad(l transferuje jen jedno nejlepsi embryo (elektivni
single embryotransfer, eSET) s cilem vyvarovat se nezddouci vicecetné gravidité (Gardner et
al., 2000; Wong et al., 2010). Vybér kvalitnich embryi Ize provadét pomoci invazivnich nebo
neinvazivnich technologii. Mezi neinvazivni metody je zafazeno hodnoceni morfologie embryi,
time-lapse monitoring embryi, metabolomika a proteomika vyvijejicich se lidskych embryi.
Invazivni techniky zahrnuji zejména biopsii bunék trofektodermu embrya pro genetické

testovani (Zaninovic et al., 2017).

Jednim z vyznamnych ukazatel( kvality embrya jsou jeho morfologické parametry.
Hodnoceni pouze morfologie preimplanta¢niho embrya je subjektivni a mize byt zavadéjici
(Capalbo et al., 2014). Diky time-lapse inkubatorlim je mozné tyto a dalsi parametry hodnotit

bez exponovani vyvijejicich se embryi podminkdm mimo kultivaéni box, kde maji idedlni
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prostredi pro svij vyvoj (Wong et al., 2013; Desai et al., 2014). Diky této technologii je mozné
hodnotit embrya kontinudlné, protoZe snimky jsou pofizovany vidy v nékolikaminutovych
intervalech (Wong et al., 2010; Meseguer et al., 2011). Kontinudlni kultivaéni time-lapse
systémy byly oznaceny jako bezpecné pro kultivaci embryi (Cruz et al., 2012) a potencidlné
vytvareji kultivaéni prostiedi vedouci ke zvySené tvorbé blastocyst (Zhang et al., 2010; Cruz
et al., 2012) a vyssi mife implantace embrya a klinické gravidity (Cruz et al., 2012; Kirkegaard
et al., 2012; Meseguer et al., 2012). Diky kultivaci embryi v time-lapse kultivacnich boxech Ize
ziskat velmi cenné informace o morfokinetice embrya a dalSich vyvojovych markerech, napft.
fragmentaci a multinukleacich (Ergin et al., 2014), které pti bézné kultivaci s hodnocenim pod

laboratornim mikroskopem ve 24- hodinovych intervalech lze zaregistrovat spiSe vyjimecné.

Vzhledem k tomu, Ze aneuploidie jsou u lidi nej¢astéjsi genetickou abnormalitou a vice
nez 50 % embryi vzniklych v programu IVF je aneuploidnich (Fragouli et al., 2013; Franasiak
et al., 2014), je preimplantacni genetické testovani aneuploidii (PGT-A) dnes jiz velmi dobre
zavedenou technikou. V poslednich 15 letech byly implementovany nové technologie
zalozené na celogenomové amplifikaci, mezi néz patfi komparativni genomova hybridizace
(CGH) nebo sekvenovani nové generace (NGS). Tyto metody rozsifily moZnosti genetického
testovani aneuploidii embryi, zejména se zvysila schopnost zachytit embryondini mozaicismus
(Hulten et al., 2013; McPadden et al., 2015). Pravé diky PGT-A, kterym determinujeme ploidii
embryi, je mozné zvysit Uspésnost IVF |écby (Forman et al.,, 2013; Scott et al., 2013).
S implementaci biopsie trofektodermu (TE) blastocysty (ne pouze jedné ¢i dvou blastomer
z osmibunécéného embrya treti den vyvoje embrya) v IVF |éCebnych cyklech s PGT-A pomoci
celogenomové amplifikace byl zaznamenan vysSi pocet téhotenstvi, zejména kdyz byl
realizovan kryoembryotransfer (KET) vitrifikovaného (a ndsledné rozmrazeného) vySetfeného

embrya ve srovnani s transferem cerstvého embrya Sesty den kultivace (Coates et al., 2017).
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2 Cile prace

Tato disertaéni prace je zamérena na posouzeni vyznamu hodnoceni vyskytu
morfologickych znakd a morfokinetickych parametr( vyvijejicich se preimplantacnich lidskych

embryi.

Cilem prace bylo zjistit, zda existuje vyznamna souvislost mezi genetickym nalezem po
PGT-A vysetteni lidskych embryi (geneticky normdlni a geneticky abnormdlni embrya),
morfokinetickymi parametry a vyskytem morfologickych znak( (multinukleace ve 2bunécném
a 4bunééném stadiu vyvoje embrya) u embryi kultivovanych v time-lapse systému. Na zakladé
vSech ziskanych dat bylo dal$i snahou zjistit, zda existuje vyznamnd souvislost mezi
morfokinetickymi parametry a vyskytem multinukleaci u skupiny geneticky normadlnich
embryi, které vedly po nasledujicim kryoembryotransferu vySetfeného embrya ke klinické
gravidité, a u skupiny geneticky abnormalnich embryi. Na zavér byly porovnany vysledky u
skupiny geneticky normdlnich embryi s dosazenou klinickou graviditou po KET a u skupiny
geneticky normalni embryi s negativnim téhotenskym testem po KET scilem objevit
signifikantni rozdily u nékterych sledovanych parametrd. Na zdvér na zadkladé nalezenych
souvislosti bylo cilem navrhnout ¢asové intervaly u sledovanych morfokinetickych parametrd,
které by identifikovaly potencidlné kvalitni embryo, ptipadné navrhnout algoritmus k pouZiti
konkrétnich morfokinetickych parametrd k vyselektovani embrya s vysokym implantac¢nim

potencialem ke KET u pacientd, ktefi nechtéji nebo nemohou podstoupit PGT-A.
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3 Teoreticka cast

3.1 Poruchy plodnosti u Zen

Dulezitym predpokladem otéhotnéni a donoseni zdravého ditéte je spravnd funkce
reprodukcnich orgdnl Zeny. Jejich aktivita je rozdilna v jednotlivych obdobich Zivota. Na fizeni
reprodukce se podili parakrinni, autokrinni, endokrinni, nervovy a imunitni systém. Naruseni

téchto systému na jakékoli Urovni mlze vést k porucham plodnosti (Crha, 2018).

Sterilita je komplex nemoci, které maji fadu medicinskych, psychosocidlnich a
ekonomickych aspektl. Podstatné je, Ze pfi neplodnosti je vidy |éCen cely par, tedy muz a
Zena. Pric¢ina sterility se obvykle uddva ve 35 % - 45 % na strané Zeny, ve 30 % - 40 % na strané
muze, u 20 % paru je pric¢ina u obou soucasné a u 10 % parl se pficina neplodnosti nepodafri

vibec zjistit (tzv. idiopaticka sterilita) (Rezabek, 2014).

Nejcastéjsim dlvodem sterility u Zen je anovulace, kterd tvofi az 25 % poruch plodnosti a
casto se projevuje poruchami menstruacniho cyklu. Anovulace je ¢asta zejména u zen, které
odkladaji reprodukci az do vyssiho reprodukéniho véku (nad 35 let), pficemZz maximum
plodnosti u Zeny je okolo 24 let. Mezi dal$i poruchy menstruacniho cyklu, které stoji za
problémy s otéhotnénim, je zarazena polymenorea, kterd je definovana jako menstruacni
krvaceni castéjsi nez po 22 dnech. Oligomenorea je prodlouzeni menstrua¢niho cyklu nad 35
dni, hypomenorea je charakteristicka velmi slabym menstruacnim krvacenim. Hypermenorea
je nadmérné silné menstruacni krvaceni, metroragie je nepravidelné délozni krvaceni a

amenorea se vyznacuje Uplnou nepfitomnosti menstruacniho krvaceni) (Fajt, 2018).

K dalsim poruchdm plodnosti u Zen jsou fazeny poruchy psychogenni, které mohou
vzniknout napfiklad po psychickém Soku &i déletrvajicim extrémnim psychickém vypéti.
Zajimavé je, Ze také urputnd snaha o otéhotnéni muZe zpuUsobit psychogenni sterilitu.
K poruchdm menstrua¢niho cyklu mlze vést také nadmérné uzivani alkoholu a koureni

(Cepicky, 1999).

Mezi dalsi faktory, které mohou zpUsobit poruchy plodnosti u Zen, jsou poruchy
hypotalamické. Hlavnim reguldtorem funkce hypotalamo-hypofyzarniho systému je
gonadoliberin (GnRH), ktery je uvoliovan v pulsech v pravidelnych intervalech (cca 1 hodina)

a tim reguluje syntézu, uskladnéni a uvolnéni gonadotropnich hormon( hypofyzy. Naruseni
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téchto pulsli vede k utlumeni aZz zastaveni Gcinku GnRH (Liu et al., 1984). Kazdé onemocnéni
centralniho nervového systému, které je asociovano s hypotalamo-hypofyzarnim systémem
neuronll a neurotransmiterl, muze vést k naruseni gonaddlni funkce. Nejcastéjsi pricinou
poruchy hypotalamu je funkéni hypotalamicka amenorea, jejiz pric¢inou je obvykle silna fyzicka
zatéz, prudky uUbytek hmotnosti a psychoemocidlni stres. Nékteré pacientky maji
diagnostikovany Kallmanlv syndrom, ktery je charakterizovany anosmii a deficitem
gonadotropinll s nedostatecnym  vyvojem pohlavnich Zldz (hypogonadotropni
hypogonadismus). Kallmanlv syndrom je zplsoben mutaci nékolika gen(, dédi¢nost byva
obvykle autozomalné dominantni. Porusena je tvorba a migrace neuron( tvoricich GnRH spolu

s agenezi olfaktorického bulbu (PorSova — Dutoit, 1996).

Poruchy hypofyzy jsou charakteristické bud nedostatkem vsech jejich hormon, které se
projevuji agalakcii (neschopnost mlééné zZlazy vyluCovat matefské mléko), amenoreou, apatii,
genitalni atrofii ¢i ztratou ochlupeni nebo hypersekreci tropnich hormont, ktera muaze byt
zplUsobena vznikem tumoru hypofyzy (adenomu). K poruchdm hypofyzy je fazena také
hyperprolaktinémie projevujici se zejména oligomenoreou az amenoreou nebo galaktoreou

(Speroff & Fritz, 2011).

Davodem sterility maze byt lutealni insuficience, ktera je typicka nedostate¢nou produkci
progesteronu zejména kvUli porucham tvorby corpus luteum — zlutého téliska. Pri¢inou jsou
obvykle odchylky v hormonalni sekreci ve folikularni fazi menstruacniho cyklu, pricemz
méritelnou zménou je nizky pomeér folikulostimulacniho hormonu (FSH) ku luteinizanimu
hormonu (LH) v casné folikularni fazi cyklu, zmény frekvence pulzli LH a nizké hladiny
estradiolu. Nedostatecnd koncentrace progesteronu pak vede k abnormalitdm endometria a

je spojena s potracenim v prvnim trimestru gravidity (Speroff & Fritz, 2011).

Hyperandrogenni syndrom se oznacuje také jako syndrom polycystickych ovarii (PCO
syndrom, PCOS) a je nejcastéjsi pricinou poruch menstruacniho cyklu a anovulaéni sterility.
Hormonalné jde o kombinaci hyperandrogenniho stavu, hyperestrinismu a anovulaéni
sterility, je doprovazen inzulinovou rezistenci a naslednym rozvojem metabolického
syndromu. Vyskytuje se az u 30 % Zen v reprodukénim véku. Etiopatologie tohoto syndromu
neni dodnes zcela jasna, chyba je ziejmé v oblasti fizeni rekrutace dominantniho folikulu
(Speroff & Fritz, 2011). Androgeny jsou normalné tvoreny v malych mnozstvich ve vajecnicich

a nadledvinach. | jejich malda nadprodukce muaze vést k takovym priznakiim jako
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je hirsutismus, tj. rdst ochlupeniv oblastech jako jsou tvare a hrudnik. Pfi vystupriované tvorbé
androgenll vedou k virilizaci — vyvoji muzského charakteru, napf. k hlubokému hlasu,
muzskému typu ochlupeni a plesatosti. Hormonalni nerovnovaha pfi PCOS také postihuje
menstruacni cyklus a zplsobuje neplodnost. Vétsina Zzen s timto syndromem nema pravidelné
menstruacni krvaceni, €asto u nich nedochazi k ovulaci a trpi amenoreou. Jiné maji
menstruacni cyklus, ale nepravidelny, nebo se zvysenym déloznim krvacenim. Pfi syndromu
PCOS se oba vajecniky zvétsuji az do trojnasobku jejich bézné velikosti. U 90 % Zen s PCOS se
pfi ultrazvukovém vysetfeni zjisti na povrchu ovarii cysty — folikuly s nezralymi vajicky. Tyto
cysty jsou Casto serazeny takovym zplsobem, Ze délaji dojem ,,perlového nahrdelniku®. Kdyz
vajicko nedozraje a neuvolni se z vajecniku, nevytvofi se ve vaje¢niku dostatek progesteronu.
To pak vytvari situaci hormonalni nerovnovahy, kdy vliv estrogenli neni progesteronem
vyrovnavan. To muzZe vést k prerdstani délozni sliznice — endometridlni hyperplazii, coz zvysuje
riziko vyvoje délozni rakoviny. Pokud Zeny se syndromem PCOS, kde je jesté zachovand

ovulace, otéhotni, maji zvySené riziko potratd (Vrbikova, 2017).

v

| kdyz pFicina PCOS neni plné objasnéna, panuje domnénka, Ze klicovym faktorem je
inzulinova rezistence. Inzulin je rozhodujicim cCinitelem pro transport a vyuziti krevniho cukru
na bunécné urovni. Pomdha v regulaci krevniho cukru a ma svou ulohu v metabolismu
uhlovodik( a tukd. Dojde-li na bunécné urovni k rezistenci na ucinek inzulinu, organismus se
s tim snazi vyrovnat zvySenim tvorby inzulinu. Tim dochazi k zvySenym hladindm inzulinu
v krevnim obéhu — hyperinzulinemii. Podle nékterych nazor(i je hyperinzulinemie pfi
nejmensim jednou z pficin zvySené tvorby androgen( vajecniky. U vétsSiny Zen s PCOS je
inzulinova rezistence v rlzném stupni pfitomna. Soucasné s tim je pfitomna i obezita a
dyslipidemie. Inzulinova rezistence je vice vyjddiena u obéznich Zen s nepfitomnou ovulaci.
Dasledkem téchto metabolickych zmén je u PCOS zvysSené riziko vzniku diabetes mellitus

2. typu a kardiovaskularniho postizeni (Palomba et al., 2015).

Mezi poruchy gonadové se radi gonadové dysgeneze, kdy jsou gonady nahrazeny
vazivovymi pruhy pfi normalnim karyotypu nebo pfi Turnerové syndromu. Ten je jako jedind
vitalni monosomie prezentovan genotypem 45, X0 nebo mozaikou 45, X0 / 46, XX. Do skupiny
gondadovych poruch je fazen i syndrom predcasného ovarialniho selhani, ktery se v Zenské

Ve

populaci vyskytuje az s 3 % incidenci, a je ¢astou pficinou primarni i sekundarni amenorey.
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Jedinym diagnostickym kritériem je zvySena hladina bazalniho FSH nad 40 IU/I ve véku do 40
let. Nejcastéjsi pric¢inou je pravdépodobné autoimunitni poskozeni folikularniho apardatu

(Cibula & Zivny, 2000).

Poruchy stitné Zlazy jsou u Zen nejcastéjsi endokrinologickou poruchou spojenou
s poruchami plodnosti. Jsou diagnostikovany az u 25 % neplodnych Zen a u 15 % Zen
s poruchami menstruaéniho cyklu. Nejcastéjsi pric¢inou hypotyredzy v reprodukénim véku je
autoimunitni poskozeni stitné #lazy (Hollowell et al., 2002). Zeny s touto endokrinni poruchou
maji obvykle i poruchy menstruacniho cyklu. Je u nich také dokdzan vyssi pocet spontannich
potratll, zejména v prvnim trimestru téhotenstvi. Hypertyredza je spojena se zvySenou
hladinou gonadotropind, estrogen(, androgen(, SHBG (sexudlni hormony vazajici globulin) a
nizkou hladinu progesteronu. U hypotyredzy i subklinickd hypofunkce stitné zlazy mlze vést
k poklesu koncentrace gonadotropind, k vzestupu prolaktinu a naslednému poklesu produkce
ovaridlnich steroidd. Hypotyredza je spojena s poruchami jako menoragie ¢i oligomenorea

s anovulaci (Saksun & Ostro, 2009).

Endometridza je onemocnéni, které také zplsobuje Zenskou neplodnost. Je
charakterizovdna pfitomnosti endometridlnich bunék mimo délozni dutinu. Zakladni
symptomy endometriézy jsou: dysmenorea (bolestivd menstruace), dyspareunie (bolestivy
pohlavni styk), dysurie (obtizné moceni), chronickd panevni bolest, neplodnost, chronicka
ovarialni tkané nebo funkce vejcovodli endometrialnimi Iézemi. Faktor(i a mechanismu ale je
pravdépodobné vice. Etiologie endometridzy neni zatim zcela objasnéna, a proto neexistuje

kauzalni |é¢ba (Kovacs, 2006).

K dal$im pfic¢inam neplodnosti u Zen se fadi poruchy délohy a pochvy (napfiklad pacientky
se syndromem Rokitanski — Klstner — Hauser), nutri¢ni poruchy ¢i imunologické faktory

(Rezadovd et al., 2018).

3.2.  Poruchy plodnosti u muzi

Muzi se podileji na poruchach plodnosti pfiblizné stejnou mirou jako Zeny. Jejich 1é¢ba vsak
ani v dnesni moderni dobé neni ekvivalentni s Ié¢bou Zen. Preventivni andrologie na rozdil od
gynekologie u nds neni zavedena. Muzi se obvykle o problému se svou plodnosti dozvi, aZ se
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s partnerkou neuspésné pokouseji o poceti ditéte. Po nelspésné snaze presahujici obvykle
Sest mésicl a déle nasleduje prvni doporuceni k vySetfeni spermiogramu (SPG) (na doporuceni
gynekologa partnerky). Pokud je vysledek vysSetfeni opakované patologicky, nasleduje
zafazeni Zeny do programu asistované reprodukce pro muzsky faktor sterility. Pfitom |ékar
specialista (androlog) by mél kromé zakladniho urologického vysetreni vysetfit i SPG a

v pfipadé abnormalniho nalezu by doporucil dalsi postup lé¢by (Kubicek, 2015).

V soucasnost se pomalu rozvijeji projekty nékterych organizaci (napf. Merck), které chtéji
pro muze zpfistupnit moznost vySetieni SPG a ziskat tim SirSi povédomi o problému muzské
neplodnosti. NejzndméjSim pocinem je v soucasnosti projekt s nazvem je ,Muzi Cinu“

(www.muzicinu.cz).

Mezi nejcastéjsi priCiny muzské neplodnosti je fazena varikokéla, coz je rozsitend Zilni
pleten v oblasti Sourku. Dochazi tak k méstnani krve v cévach zasobujicich varle a tim dochazi
k zvySeni teploty v Sourku, coz neni idedIni pro proces spermiogeneze (Bozhedomov et al.,
2014). Vcéasna diagnostika a |écba varikokély muizZe zabrdnit atrofizaci semenotvornych
kandlk( a tim padem zachovat spermiogenezi i do budoucna. Mimo jiné muze byt varikokéla
pro muze znacné bolestiva. Varikokéla je standardné feSena operacné, kdy jsou varixy v oblasti
Sourku redukovdny podvazem nebo embolizaci. V soucasnosti nejlepSich vysledki
s minimalnimi komplikacemi a malym poctem recidiv dosahuji subingvinalni mikroskopické
operacni techniky s dislednym Setfenim testikuldrni arterie a lymfatickych cév (Pathak et al.,

2016; Rezacova et al., 2018).

Dalsim dlivodem muzZské neplodnosti mlze byt kryptorchismus, ktery je definovan jednim
(jednostranny kryptorchismus) nebo obéma nesestouplymi varlaty do Sourku. Varlata vznikaji
v prenatdlnim vyvoji v bfisni dutiné a koncem 7. mésice intrauterinniho vyvoje zacinaji
sestupovat ingvindlnim kanalem do Sourku. Sestup varlat je regulovan hormonalné. Vyskyt
kryptorchismu se zjistuje u donosSenych novorozencl ve 2-9 %. Pokud varle spontanné
nesestoupi do 1 roku Zivota je doporuéena konzervativni a ndsledné chirurgicka lé¢ba, idealné
do 2. roku zZivota ditéte. Jinak hrozi nevratné zmény Leydigovych bunék, které produkuji
muzské pohlavni hormony, zejména testosteron. Navic je kryptorchismus i rizikovym faktorem

vzniku karcinomu varlete (Skakkebaek et al., 2016).
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Pokud je u muZe diagnostikovan patologicky spermiogram, narlista pravdépodobnost
vyskytu néjaké chromozomadlni aberace. Pfi azoospermii se u pacientll chromozomalni
aberace zjisti az u 15 % pfipadu. Nejc¢astéjsi chromozomalni poruchy u muzd jsou Klinefeltertv
syndrom, mikrodelece chromozomu Y a cysticka fibréza. U klasického Klinefelterova syndromu
je v dospélém véku narusen vyvoj sekundarnich pohlavnich organ(, pacienti maji mensi penis,
je snizen vyvoj ochlupeni a rlst vous(, varlata jsou hypoblasticka a ve varlatech se netvofi
spermie. PFi vyskytu Klinefelterova syndromu v mozaice mohou byt muzi bez ptiznaku, véetné
zachované plodnosti. U chlapcl s Klinefelterovym syndromem je aZz do puberty normalni
koncentrace testosteronu, FSH, LH, anti-Mlleridnského hormonu (AMH), inhibinu B, inzulinu
podobného proteinu 3 (INSL3). AZ béhem puberty zacind testikuldrni regrese a zastavuje se
spermiogeneze vlivem sniZzovani koncentrace androgent a zvySovani koncentrace FSH a LH.
75 % muzli o své nemoci nevi, dokud se nezacnou snazit o poceti potomka. Pokud by se takto
postizeni muzi [éCili (hormonalni substituce pod dohledem endokrinologa), idedlné od svych
11-12 let, mohli by v dospélosti Zit jako naprosto zdravi jedinci (Asero et al., 2010;

Hawksworth et al., 2018).

Mikrodelece chromozomu Y se vyskytuji v oblasti AZF (azoospermia faktor) na dlouhych
raménkach Yqll, ktery obsahuje geny zodpovédné za spermiogenezi. Tato oblast byla
rozdélena na suboblasti AZFa, AZFb, AZFc, pficemz az 80 % takto postizenych muzi ma deleci
v regionu AZFc. Delece v téchto podoblastech zpUsobuji poruchy spermatogeneze u 10 %
pacient s tézkou oligospermii az azoospermii (Rabinowitz et al., 2021). 80 % mikrodeleci AZF
vznikna de novo. Tato genetickd porucha je pak prenasena z otce na syny (pokud jsou u otce
pfitomny spermie) napfiklad pomoci |écby IVF a techniky TESE (testikularni extrakce spermii)
a ziskani spermii pfimo ze semenotvornych kanalk( varlat a oplodnéni oocytl metodou ICSI
(intracytoplazmaticka injekce spermie) (Asero et al., 2010). Pti PGT-A je moziné akceptovat
volbu embrya Zenského pohlavi a zamezit tak prenosu poruchy na muzského potomka (Cariati

etal., 2019).

Cysticka fibréza a kongenitdlni oboustrannd absence chdamovodu (CBAVD) je jedno
z nejcastéjsSich genetickych onemocnéni u bélochl (Castellani et al., 2009). Vznika kv(li
mutacim v genu CFTR (regulator transmembranového vedeni cystické fibrdzy, cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), ktery kéduje chloridovy prenos na bunécénych

membranach. Infertilita u muzl s timto onemocnénim je spojena s obstrukéni azoospermii.
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Gen CFTR kdéduje membranovy protein pusobici jako iontovy kandl a reguluje také tvorbu
ejakulacniho vyvodu, semenného vacku, chamovodu a distalnich dvou tfetin nadvarlete. Gen
CFTR je postnatdlné exprimovan v nadvarleti. Nachazi se v proteinu, ktery lemuje koncovy
epitel nadvarlete. PUsobi pfi transportu elektrolytl v epitelu nadvarlete a pomaha tak udrzet
optimalni prostredi pro tvorbu spermii a jejich transport. Gen CFTR odpovida také za transport
iontd HCO?, které se podileji na kapacitaci spermii. Z téchto divodd v mutace v genu CFTR
vedou u muzud k redukci fertilizacni schopnosti spermii, poruse jejich zrani a tedy infertilité,
které nemusi byt zplsobenou pouze obstrukci chdmovod(. U pacientli s CBAVD mélo témér
80 % muzl zjiSténu nejméné jednu mutaci v genu CFTR a témér 50 % mélo prokazané 2
mutace. CBAVD je onemocnéni pribuzné cystické fibréze a tvofi samostatnou klinickou
jednotku. U téchto muzi probihd spermatogeneze normalné, a tak jsou vhodni kandidati pro

zakrok TESE nebo pro mikrochirurgické odsati spermii z nadvarlete (MESA) (Yu et al., 2012).

AZ 80 % déti s cystickou fibrézou se rodi v rodinach bez vyskytu tohoto onemocnéni (rodici
jsou bezptiznakovi heterozygoti pro nékterou z mutaci CFTR). Proto jsou v soucasnosti snahy
provadét screeningova vysetreni mutaci tohoto genu alespon u par(, které planuji podstoupit
IVF l1é¢bu nebo u muzl s patologiemi SPG. Pficemz u par( vstupujicich do IVF programu se
obvykle vysetfuje prvni mu?, pokud ma pozitivni nalez na nékterou z mutaci CFTR (v CR se
v soucasnosti vySetfuje standardné 35 mutaci tohoto genu), tak je nasledné vySetfena i
partnerka a je stanoveno riziko prenosu onemocnéni na potomka. Pfi zvySeném riziku prenosu
je paru doporuceno podstoupit IVF s preimplantaénim genetickym testovanim monogennich

onemocnéni (PGT-M) (Brennan et al., 2016).

Syndrom androgenni insenzitivity je geneticky podminéné onemocnéni s X-vazanou
recesivni dédicnosti spojené s poruchou genu pro androgenni receptor lokalizovany na
Xg11-12. Postizeni jedinci mohou mit rGzny fenotyp souvisejici se snizenou citlivosti
k androgenim (plné fenotypové vyjadieni Zenskym smérem, intersexualni utvareni genitalu,
azoospermie, kryptorchismus, hypospadie, gynekomastie, projevy snizené virilizace). Vétsina

muzl mad zvySenou hladinu LH (Hughes et al., 2012).

Syndrom fragilniho X (FRAXA) je pti¢inou je nejéastéjsi pricinou mentalni retardace u muza.
Jednd se o pritomnost expanze trinukleotidového opakovani CGG v exonu 1 v genu FMR1,
ktery je lokalizovan na Xq27.3. V obecné populaci je zjistovano méné nez 50 opakovani. 200 a

vice opakovani je povazovdano za plnou mutaci, ktera zplisobuje mentalni retardaci. Premutace
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je popsana jako 50-200 opakovani u Zen, kde mize byt asociovana s predcasnym ovarialnim
selhanim. Pfenaseckdm lze v soucasnosti nabidnout provedeni preimplantacniho genetického

testovani v cyklu IVF 1é¢by (Wittenberger et al., 2007).

Zanéty muzskych pohlavnich orgdnl mohou byt pficinou azZ infertility, mohou byt akutni i
chronické, s nejriznéjsi etiologii. Mezi vySe zminéné zdnéty je fazen orchitis (zanét varlat),
epididymitis (zanét nadvarlat), prostatitis (zanét prostaty), prostatovesiculitis (zanét prostaty
a mocového méchyre). Bez v€asné IéCby mUzZe byt nevratné poskozena spermiogeneze, po
neléceném zadnétu mlze vzniknout az obstrukéni azoospermie. Nejcastéji byva infekce
vyvolana bakterii Chlamydia trachomatis, coz je patogen vyskytujici nej¢astéji v pohlavnich

organech mladych lidi, kteti ¢asto stfidaji sexualni partnery (Azenabor et al., 2015).

Endokrinni pfi¢iny a imunologické pfi¢iny muZské neplodnosti dost ¢asto spolu souviseji a
navzajem se podminuji. Muzi s diabetem maji Casté zdnéty genitdlii a kvasinkové zdnéty
mocové trubice (Nitzan et al., 2015). Porucha plodnosti je zplsobena také vyssi fragmentaci
DNA spermii (Agarwal et al., 2017). Tyreopatie negativné ovliviiuji funkci gondd u obou
pohlavi, pficemz nejcastéji se jedna o tyreopatie autoimunitni (Poppe et al., 2002; Krajewska

& Sengupta, 2013).

K dalSim pfi¢indm neplodnosti u muz( patti obezita (Leisegang et al., 2020), koufeni,
nadmérné pozivani alkoholu nebo drog (Sansone et al., 2018) stres a nezdravy Zivotni styl
(Hacqua et al., 2018), uzivani anabolik (El Osta et al., 2016). Negativni vliv na spermiogenezi
ma zneciSténé Zivotni prostfedi: vystaveni se urcitym chemikaliim (napf. polycyklickym
aromatickym uhlovodikiim), tézkym kovim, pesticidim, elektromagnetickému zareni.
Skodlivy je také dlouhodoby pobyt v horkém prostfedi, sedavé zaméstnani a obecné

nedostatek pohybu (Walczak-Jedrzejowska et al., 2013).

3.3 Metody asistované reprodukce

Asistovand reprodukce je medicinsky obor, ktery poskytuje Sirokou mezioborovou
spolupraci napfriklad s onkologii, imunologii, urologii, hematologii nebo endokrinologii. Mezi
metody asistované reprodukce jsou fazeny vSechny lécebné techniky, které manipuluji se
zarodecnymi burikami (oocyty, spermiemi). Cilem specialistll v oboru je snaha pomoci co
nejvétsimu poctu neplodnych part mit geneticky vlastni zdravé déti (Rezacova et al., 2018).
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3.3.1 Stimulace vajecniku

IVF cyklus zahrnuje vSechny |écebné procesy, které zacinaji stimulaci ovarii, odbérem
oocytl a odbérem spermii, pokracuji oplodnénim oocytli spermiemi a naslednou kultivaci

embryi (Beckmann et al., 2014).

Vlastni |é¢ba zacina stimulaci vajecnikd pacientky. V pocatcich asistované reprodukce
v 80. letech 20. stoleti byl ke stimulaci ovarii nejvice pouzivan klomifencitrat (CC), coz je
antiestrogenni preparat, ktery selektivné blokuje zpétnovazebné pulsobeni estrogend na
hypotalamus, coz vede rychlému vzestupu gonadoliberin(, posléze i gonadotropina (FSH, LH)
a estrogenu. Nevyhodou jeho poutziti byvala potfeba kontrolovat endogenni sekreci LH,
protoze uvolnéni i nevelkého mnozstvi LH, které sice nevedlo k indukci ovulace, vedlo k zisku
prezralych oocytl a nasledné nekvalitnich embryi. Nicméné k jeho pouZzivani se dnes vracime

zejména po zavedeni pouZzivani antagonistli GnRH k stimulaci ovarii (Homburg, 2005).

Exogenni pouziti gonadotropinli vede k zdchrané kodominantnich folikuld aktudlni
rostouci folikularni kohorty, které tim padem nepodléhaji atrézii a pokracuji dal v ristu a ve
vyvoji. Zaroven se s vyvojem biotechnologii zvysila Cistota gonadotropind, efektivita jejich
pouziti a také bezpecnost pro pacientku. V dnesSni dobé jsou nejcastéji pouzivany
rekombinantni gonadotropiny, napf. corifollitropin alfa, ktery ma navic prodlouzenou dobu
ucinku a zajisti stimulaci gonadotropin-senzitivnich folikuld po dobu az 7 dni. Moderni
stimulacni léky se dnes aplikuji subkutanné, bézné s pouZzitim tzv. aplikaéniho pera, u kterého

je vyhodou velmi jednoduché pouziti pro pacientku (Fauser et al., 2009).

Vyvojem analogll GnRH, konkrétné agonistl GnRH, se 100-200 x zvysila vazebna afinita
k receptorim bunék uvoliujicich gonadotropiny v adenohypofyze a soucasné se prodlouzil
polocas rozpadu na nékolik hodin, ve srovnani s biologickym polo¢asem rozpadu nékolika
minut u nativnich GnRH. Okamzitd reakce na podani agonisty GnRH je podobna ucinku
nativniho GnRH: bezprostfedni syntéza a sekrece FSH a LH a zvySeni poctu receptor(, tzv.
flare-up efekt. Vzhledem k dlouhodobému obsazeni receptori ale dojde nasledné
k internalizaci receptord do bunky, ktera pak prestane reagovat na GnRH, a tim klesa
koncentrace FSH, LH a estradiolu. Této ,,down regulace” je dosazeno za 14-21 dni od pocatku
aplikace agonistll GnRH. Tato blokdda hypofyzy se obnovi pfiblizné za 6 tydnl od skonceni

podavani agonistll GnRH. Tohoto principu se vyuziva v tzv. dlouhém stimulaénim protokolu,
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kdy aplikace gonadotropinl je zahdjena aZ po prokazané ,down regulaci”, coZ zamezi
nezadouci sekreci LH hypofyzou pacientky (Obr. 1). Nedojde tedy k snizeni kvality oocyt( diky
luteinizaci, ani nehrozi pred¢asna ovulace. Dlouhy protokol predstavoval do ndstupu
antagonistld GnRH standardni postup ovarialni stimulace. Jeho nevyhodou je dlouha doba
nastupu ,down regulace”, potrfeba vyssich davek gonadotropini pro adekvatni stimulaci a

vétsi riziko vzniku hyperstimulacniho syndromu (OHS) (Humaidan et al., 2010).

FSH <) punkoe
Analoga GnRH ‘

& ™~
- L

e B T T 1T ittt

20. den 1 2 3 45 6 7 8 9 101 1213 14 15 16 17
IMenzes

2. den cyklu

GnRH - Gonadotropin Releasing Hormon
FSH - Folikulostimulagni Hormon
hCG - human Chorionic Gonadotropin

Obr. 1. Aplikace Iékl pri dlouhém protokolu stimulace vajecnikd (prevzato z Crha, ., Farmakoterapie

v reprodukéni mediciné, 2010)

Aplikace agonistl GnRH mUZe byt zahajena také soucasné se zahajenim aplikace FSH druhy
nebo tfeti den menstruaéniho cyklu Zeny, v tomto pfipadé se hovofi o tzv. krdtkém protokolu

(Crha, 2010) (Obr. 2).
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Obr. 2. Aplikace |kl pti kratkém protokolu stimulace vajec¢nikd (prevzato z Crha, I., Farmakoterapie
v reprodukéni mediciné, 2010)

Treti generaci prepardt( k ovarialni stimulaci jsou tzv. antagonisté GnRH. Mechanismem
ucinku antagonistl GnRH je kompeti¢ni blokace GnRH receptorli v burikdch adenohypofyzy.
Kdyz je aplikovana stimulacni davka ve spravné koncentraci, tak okamZzité zablokuje syntézu
FSH a LH. Stimulace je standardné zahajena na zadatku cyklu primo gonadotropiny a
v okamziku, kdy teoreticky zacind hrozit nezddouci sekrece LH, je hypofyza pacientky
zablokovdna antagonistou. Obvykle je podani antagonisty nastaveno fixné 6. den
menstruacniho cyklu pacientky, nebo flexibilné jakmile dominantni folikul dosahne 14 mm.
Vyhodou stimulaénich protokol(i s antagonistou GnRH je jejich jednoduchost, kratsi doba
trvani stimulace, nizsi spotfeba gonadotropinG, nizsi riziko OHS (Greisinger et al., 2006)

(Obr. 3).
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Obr. 3. Stimulaéni protokol s antagonisty GnRH (pFevzato z Rezacova et al., Reprodukéni medicina,
2018)

3.3.2 Intrauterinni inseminace

Nejjednodussi metodou asistované reprodukce, co se tyée provedeni, je intrauterinni
inseminace (IUl). V soucasnosti se fadi do prvni linie l1é¢by neplodnych par(i zejména
s muzskym faktorem neplodnosti, ovulaéni dysfunkci a cervikdlnim faktorem u Zeny (Miller et
al., 2002). Je to jednoduch3, levna, neinvazivni a pro pacientku bezpecéna technika. Lékar pfi
ni pomoci inseminaéniho katetru zavede upravené a vyselektované spermie v kultivacnim
roztoku pres hrdlo délozni do délozni dutiny Zeny v dobé ovulace. Pfed IUl jsou spermie
upraveny a vyselektovdny a zbaveny seminalni plazmy gradientovou centrifugaci nebo
metodou swim-up (Marin-Briggiler et al., 2002), pfi které je ve zkumavce standardné 1 ml
ejakulatu prevrstven 1 ml média pro spermie (s HEPES pufrem) a zkumavka je umisténa
v inkubdtoru (37 °C) na 30 minut. Po této dobé je pipetou staZzena opatrné vrchni vrstva média
s pohyblivymi spermiemi do Cisté zkumavky. Tuto suspenzi je mozné nasledné centrifugovat
pfi nizkych otackach, aby bylo dosazeno pozadované koncentrace spermii v médiu. Do délohy

byva pacientce zavedeno obvykle 0,5 - 2,0 ml této suspenze (Nuojua-Huttunen et al., 1999).

Sance na otéhotnéni po provedeni Ul se pohybuje na Klinice reprodukéni mediciny a
gynekologie ve Zliné kolem 13 %, podle typu hormonalni stimulace pacientky, coz odpovida

celosvétové uvadénym datlm. IUl se mlzZe provést v pfirozeném cyklu (bez hormonalni

32



podpory), po stimulaci ristu folikuld v ovariu pomoci CC nebo po stimulaci pomoci FSH.
K indukci ovulace se obvykle pouZiva lidsky choriovy gonadotropin (hCG). ZvySené davky
hormonalni stimulace sice slibuji vyssi pocet téhotenstvi na pocet provedenych IUI, ale
zaroven zvysuji riziko OHS a viceCetného téhotenstvi. Indikaci k 1Ul jsou lehce snizené hodnoty
SPG, kdy se laboratornim zpracovanim zvySuje koncentrace pohyblivych spermii v médiu
k zavedeni do délohy partnerky; imunologické pficiny branici spermiim proniknout pres hrdlo
délozni; anovulacni cykly u Zeny, kdy se pomoci CC nebo FSH navodi rist folikulll a pomoci
hCG se nacasuje ovulace. Azoospermie nebo geneticky pfenosné onemocnéni muze je indikaci
k pouziti spermii darce, které je mozné poutzit i pomoci IUIl (Kovacs, 2011). Kontraindikaci je

pak oboustrannd neprichodnost vejcovod( pacientky (Rezacova et al., 2018).

3.3.3 Invitro fertilizace a embryotransfer

In vitro fertilizace (IVF) a embryotransfer (ET) jsou dalsi metody, které jsou v dnesni dobé
povazovany za relativné jednoduché. Narozeni Louisy Brownové, prvniho ditéte narozeného
po pouziti IVF a ET v roce 1978, je spojovano s pocatky IVF (Steptoe & Edwards, 1978). Tomuto
Uspéchu predchazelo vice nez 20 let prace zejména v oblasti stimulace vajecnik( a
superovulace mysich samic (Fowler & Edwards, 1957), zrani (Edwards, 1965) a fertilizace
lidskych vaji¢ek (Edwards et al., 1969). V Ceskoslovensku a také v zemich tehdejsi vychodni
Evropy se prvni dité ,,ze zkumavky“ narodilo v roce 1982 po |é¢bé neplodnosti u pacientky na
I. Gynekologicko — porodnické klinice fakultni nemocnice Brno po metodé GIFT (intrafalopicky
pfenos gamet, gamete intrafallopian transfer), plivodné popsané jako OIVI-TT (inseminace
oocytl in-vitro a transfer do vejcovodu, oocyte in vitro insemination and tubal transfer)
(Tesarik et al., 1983). Vedoucim lIékafem tohoto tymu byl prof. MUDr. Ladislav Pilka, DrSc.,
ktery fadu let pUsobil jako vedouci Iékat na Klinice reprodukéni mediciny a gynekologie ve

Zliné.

Konvencni IVF

Vlastni metoda IVF (konvencéni IVF) spociva v pfidani procisténych a zkoncentrovanych
pohyblivych spermii partnera do specidlni kultivacni misky pfimo k oocytim (kumulo-
oocytarnim komplexim) partnerky. SPG partnera by mél splfiovat urcité parametry u hodnot
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koncentrace a pohyblivosti, aby méla tato metoda Sanci na Uspésné oplozeni oocyttd (Travnik,

2018).

Oocyty byvaji odsaty s folikularni tekutinou z folikulG v ovariich, proplachnuty
v kultivaénim médiu a vSechny umistény do kultivacni misky s kultivaénim (fertiliza¢nim)
médiem. Odbér folikularni tekutiny je proveden pomoci duté dlouhé punkéni jehly pod UZ
kontrolou (vaginalni UZ sonda) po jejich fizené hyperstimulaci obvykle 12. az 15. den
menstruacniho cyklu standardné 36 hodin po aplikaci triggeru hCG (Pregnyl, Ovitrelle) (Weiss
et al., 2014).

Odebrané oocyty jsou po odbéru tvoreny jak vlastnim vajickem, tak mnozstvim bunék,
které vajicko obklopuji a chrani, tzv. kumulo-oocytarnim komplexem (COC). Tyto odebrané
COC jsou v laboratoti dlkladné promyty v kultivaénich médiich a ulozeny do kultiva¢niho
boxu, kde jsou uloZzeny do doby oplozeni spermiemi partnera. Spermie, idedlné v koncentraci
50 000 spermii na mililitr, se k COC pridavaji obvykle po 4 hodinach po odbéru a promyti
oocytl. Dohromady se nechavaji kultivovat oba typy gamet obvykle 1 aZ 2 hodiny. Poté se
oocyty (Castecné jiz bez kumuldrnich bunék) prenesou do Cistého kultivacniho média. Zda
doslo ke spravné fertilizaci oocytl Ize zjistit sledovanim pfitomnosti prvojader po 16 az 18
hodinach po predchozim ocisténi oocytl od zbytkd kumularnich bunék a spermii (Travnik,

2018).

Spravné oplozené oocyty (se dvéma prvojadry, 2PN) se nechaji kultivovat 2 az 6 dni.
Embryotransfer (zavedeni embrya do délohy) se provadi 48 az 140 hodin od fertilizace oocytl
pomoci specialniho transferového katétru obvykle pod ultrazvukovou kontrolou (bfisni UZ
sonda). Usp&snost lé&by po IVF — ET se pohybuje mezi 30 % aZ 40 % klinickych t&hotenstvi na

embryotransfer (Rezdcova et al., 2018).

Konvenéni metoda IVF je v sou€asnosti stdle méné pouzivana, zejména proto, Ze vysledky
SPG u muzu se dlouhodobé zhor3uji a také proto, Ze pomér oplozenych oocytl z celkového
poctu oocytl (fertility rate) je pouze kolem 60 % ve srovnani s fertility rate po provedeni
oplozeni pomoci metody ICSI — intracytoplazmatické injekce spermie, kde dosahuje vice nez

80 % (Trdvnik, 2018).
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ICSI — intracytoplazmaticka injekce spermie

Pridlomovou metodou v I1é€bé neplodnosti je metoda ICSI (Palermo et al., 1992) pouZivana

od devadesatych let 20. stoleti (Obr. 4).

Tato, v dnesni dobé osvédcéena a celosvétové dobre zavedena metoda, spociva v zavedeni
jedné vybrané spermie do cytoplazmy zralého a ocisténého (denudovaného) oocytu. ICSI se
provadi pomoci jednordzovych sklenénych mikromanipulaénich nastroji — holding pipety,
ktera se pouziva k uchyceni a manipulaci s oocytem, a ICSI pipety, ktera je velmi tenka a slouzi
k znehybnéni, nasati a injikovani spermie do oocytu po provedeni ruptury membrany oocytu

(oolemy) (Vanderzwalmen et al., 1996).

Obé pipety jsou uchyceny vramenech mikromanipuldtoru, které diky prevodnim
systémim mohou vykondavat pohyb ve tfech rovinach. Mikromanipulator je schopen prevést
hruby pohyb lidskych rukou na velmi jemny pohyb, ktery je idealni pro manipulaci s lidskymi

gametami (Coward & Wells, 2013).

Druhou funkci mikromanipulatoru je moZnost nasdvat a vypoustét skrz holding a ICSI
mikromanipulaéni pipetu tekutinu (kultivaéni médium) a tim prichytit k pipeté oocyt a nasat
spermii do pipety a injikovat ji do vajicka. Tento systém nasavani je obvykle feSen pres posun
sloupce oleje nebo vzduchu, kultivaéni médium je nasato v malém objemu aZz na
konci manipulaéni pipety. Mikromanipulator je obvykle pfipojen kinverznimu mikroskopu

s Hoffmannovym kontrastem, kde se pracuje se zvétSenim 200x az 400x (Travnik, 2018).

Metoda ICSI se stala se vychodiskem pro pary s patologickymi hodnotami spermiogramu
(nizkd koncentrace a pohyblivost spermii). V soucasnosti je velmi hojné pouzivdna zejména
pro svou vy$si spolehlivost ve srovnani s konvenéni IVF metodou. Uspésnost lécby po
IVF/ICSI — ET se pohybuje mezi 40-45 % klinickych t&hotenstvi na provedeny ET (Rezagova
etal., 2018).

V soucasnosti je dle aktudlnich informaci z vyboru Sekce asistované reprodukce CGPS

metoda ICSI pouZivana ve vice nez 85 % cykl( asistované reprodukce.
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Obr. 4. ICSI: Oocyty (MIl) pripravené k fertilizaci, znehybnéni vyselektované spermie, injekce spermie
do oocytu s aspiraci ooplazmy na zaveér ICSI techniky (zvétSeno 100x, 200x, Klinika reprodukéni
mediciny a gynekologie Zlin)

PICSI - intracytoplazmaticka injekce pfredem vybrané spermie

V soucasnosti jsou k dispozici i metody k preselekci spermii pred vlastnim provedenim
techniky ICSI. Jednou z téchto metod je PICSI (Obr. 5). Vlastni selekce spermie probihd na
zakladé vazby zralé spermie na hyaluronan, ktery je umistén na dné 50 mm Petriho misky, ve
které se poté provadi ICSI. Tyto kapicky hyaluronanu se prevrstvi nahfatym manipulacnim
médiem, nechaji 20 minut ekvilibrovat v kultivacnim boxu bez CO; a pak se mohou pfidat
spermie procisténé obvykle metodou swimm-up. Vazba spermie na hyaluronan na dné misky
(Obr. 6) imituje prirozenou vazbu zralé spermie na buriky kumulo-oocytarniho komplexu, ktery
hyaluronan také obsahuje, pfed vlastnim oplozenim oocytu (Travnik, 2018). Zralé spermie
vazajici se na hyaluronan maji statisticky nizsi zastoupeni aneuploidnich a diploidnich spermii

a jsou tedy nejvhodnéjsi pro oplozeni oocytd (ESHRE, 2015).
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Obr. 5. PICSI — nahote tfi kapky manipulacniho média prekryvaji fixovany hyaluronan (mlécné svétlé
kruhy) s pfidanymi spermiemi, uprostied kapka PVP pro zpomaleni spermii, dole kapka manipula¢niho
média pro préci s oocyty (zvétseno 10x, Klinika reprodukéni mediciny a gynekologie Zlin)

Obr. 6. PICSI: na oblast s hyaluronanem (kruhova vysec na obr.) se vaZou zralé spermie (zvétSeno 100x,
Klinika reprodukéni mediciny a gynekologie Zlin)
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IMSI - intracytoplazmaticka injekce morfologicky vybrané spermie

Pomoci metody IMSI jsou vybirdny spermie pro ICSI na zakladé jejich podrobné morfologie,
kdy jsou spermie zvétseny vice nez 6000x. Embryologem jsou vybrany spermie bez defektq,
zejména je pozornost smérovana na morfologii hlavicky, kdy jsou preferovany spermie bez
vakuol a s normalné tvarovanym jadrem. Pro selekci spermii je pouzivan inverzni mikroskop
s imerznim objektivem, kamerou a specialnim softwarem k vyhodnoceni. Metoda je ¢asové
pomérné naroc€na, protozZe je vybirana velmi podrobné kazda spermie zvlast (Bartoov et al.,

2003).

Mikrofluidni Cipy

Pouzitim mikrofluidnich CipU je mozné spermie selektovat na zakladé jejich pohybu Cisté
mechanicky bez pouziti dalSich pridavnych latek. Metoda je velice elegantni. Spermie
z nativniho ejakulatu, ktery se ptidd do vstupniho otvoru v €ipu, musi projit Uzkymi kanalky
sklenéného Cipu (Zymot ICSI) (Obr. 7) nebo velmi jemnym sitkem dvoukomorového sklené-
ného Cipu (Zymot Multi), ktery je doporucen pro selekci spermii z ejakulatu s nizsi pohyblivosti
a koncentraci spermii. Cipy jsou tésné pred pouZitim a pfidanim spermii vyplnény
ekvilibrovanym manipulacnim médiem pro spermie. Kanalky v Cipu imituji prachod spermii
hrdlem déloznim, délohou a vejcovody pfi cesté k ovulovanému vaji¢ku. Do sbérné jamky na
konci kandlkQi Cipu nebo po prekonani sitka se dostanou jen spermie s primocarym a
progresivnim pohybem, u kterych je vysoka pravdépodobnost normalni genetické vybavy

(Raheel et al., 2018).
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Obr. 7. Mikrofluidni ¢ip (Zymot ICSI) k separaci progresivné pohyblivych spermii (Klinika reprodukéni
mediciny a gynekologie Zlin)

MACS - magneticky aktivované tfidéni bunék

MACS je metoda selekce spermii zaloZzend na magnetické aktivaci apoptotickych spermii
(Dirican et al., 2008) (Obr. 8). MACS vyuZiva principu magnetického oznaceni defektnich
spermii, které se vychytaji pomoci magnetického pole a jsou nasledné odstranény ze vzorku.
Na prvni pohled totiz nelze rozliSit, zda maji spermie kvalitni DNA, cozZ je velmi vyznamny
aspekt pro nasledné oplodnéni, Zivotaschopnost embrya a udrZeni téhotenstvi. Defektni
(apoptotické) buriky na povrch vystavuji fosfatidylserin a nanomagnetické ¢astice ze systému
MACS, konkrétné annexin V navdzany na feromagnetické castice, se na fosfatidylserin
navazou. Spermie s navazanymi magnetickymi ¢asticemi po prichodu kolonou v magnetickém
poli zUstavaji uvnitf kolony. MACS je novou generaci selekce spermii nejvyssi kvality, které se
zachyti a do sbérné zkumavky se dostanou jen spermie v neapoptotické fazi bunécného cyklu.
Tyto vyselektované spermie se umisti do zkumavky a do doby ICSI jsou udrzovany pfi 37 °C

v kultivac¢nim boxu bez CO; (Esbert et al., 2017).
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Obr. 8. MACS: kolona se spermiemi v magnetickém poli, pod kolonou je umisténa sbérnd zkumavka
pro neapoptotické spemie, Klinika reprodukéni mediciny a gynekologie Zlin

Polariza¢ni mikroskopie

Polarizovaného svétla lze v soucasnosti vyuzit k zviditelnéni déliciho vieténka u zralého
(MI1) oocytu pred provedenim oplozeni (ICSI/PICSI) (Obr. 9). Oocyt nemusi byt schopny
oplozeni jesté nékolik hodin po vylouceni prvniho polarniho téliska, tedy po dokonéeni prvni
faze meidzy, protoze nemd zformované délici vieténko. Na zdkladé ziskanych informaci
o pritomnosti ¢i nepfitomnosti déliciho vieténka Ize posunout dobu provedeni ICSI/PICSI aZ
do doby jeho zformovani. U téchto zcela zralych vajicek je pak vyssi pravdépodobnost, Ze
budou zdarné fertilizovany, a také vyvojovy a implantacni potencidl embryi vzniklych
ze zralych vaji¢ek je vyssi. Diky poutZiti specidlni Petriho misky se sklenénym dnem a dvou
specialnich filtrG zakomponovanych do invertovaného mikroskopu lze délici vieténko
zviditelnit, pfestoZe v bézném mikroskopu je i pfi maximalnim zvétSeni nedetekovatelné.

Metoda detekce déliciho vieténka je fazena mezi neinvazivni metody (Holubcova et al., 2019).
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Obr. 9. Vizualizované délici vieténko pomoci polarizovaného svétla, Klinika reprodukéni mediciny a
gynekologie Zlin

Kultivace embryi

Dobre zvladnutd metodika kultivace embryi je podminkou Uspésné |écby pomoci IVF.
Cilem kultivace je dosahnout kvalitniho embrya schopného implantace a dalsiho vyvoje
ukonceného porodem zdravého ditéte. Vyvoj embrya mlze byt ovlivnén mnoha slozkami
laboratorniho prostredi a systému kultivace embryi. Mezi nejzasadnéjsi parametry je fazeno
slozeni kultivacniho média a dostupnost jeho slozek, koncentrace CO,, koncentrace O,
teplota, vlihkost, pH, kontakt s dalSimi embryi. Kvalita embrya je samozfejmé silné ovlivnéna

kvalitou gamet, ze kterych vzniklo (Gardner & Kelly, 2017).

Embrya lze kultivovat bud v konvencnich kultivacnich boxech, v tzv. ,bench-top“
inkubatorech nebo v kultivaénich boxech vybavenych systémem time-lapse. Kultiva¢ni
podminky se ve vsech typech kultivaénich boxd daji nastavit podobné, tzn. 37 °C, 6-7 % CO,,
5 % 03, vlhkost vzduchu muze byt 100 % nebo muze byt vyuZzivana tzv. sucha kultivace bez

zvlhéeni vhanénych plynnych smési (Travnik, 2018).

Lidskda embrya je mozné kultivovat 2 az 6 dni. Pokud se embrya kultivuji kratsi dobu, tzn. 2
nebo 3 dny, je vyhodou kratsi expozice kultivaénimu médiu. Druhy nebo tfeti den kultivace je

ale zase mnohem obtiZnéjsi vybrat to nejlepsi embryo k ET a ke kryokonzervaci, protoze
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obvykle velka skupina embryi se do cca 3. dne (stadium 8 bunék) vyviji podobné. Scott et al.
(2007) prokazali, Ze prvni den kultivace je dulezitym parametrem morfologie prvojader, druhy
den kultivace pocet, symetrie a nukleace blastomer a dale schopnost déleni od druhého do
tretiho dne. Kritickym momentem je ¢tvrty den vyvoje tzv. kompaktace embrya, ktera je
znamkou aktivace embryonalniho genomu. Kompaktovana embrya na ¢tvrty den vyvoje maji

vyssi implantacni potencial (Ebner et al., 2009).

Zda se, Ze nejlepSim vybérovym kritériem je dosaZeni stddia blastocysty na paty den
kultivace. Stadia blastocysty dosdhne maximalné 50 % lidskych embryi. U blastocysty se
hodnoti kvalita trofektodermu a vnitfni masy bunék (ICM). Obé casti jsou dlleZité pro

uspésnou implantaci, zdravé téhotenstvi a porod ditéte (Ebner et al., 2016).

Kultivacni média jsou velmi dulezitym faktorem celé IVF |écby, protoZe tvofi primé
prostfedi vyvijejiciho se preimplanta¢niho embrya. Je ziejmé, Ze kultivaéni média ovliviuji

vyvoj embrya i vysledek téhotenstvi (Mantikou et al., 2013).

Kultivaéni média jsou v soucasnosti dodavana komercénimi vyrobci, ktefi slozeni svych
produkt(l velmi peclivé testuji. Konecny produkt ma vyvazené sloZeni a respektuje fyziologii
embrya. Moderni kultivacni média koresponduji svym slozenim se sloZzenim tubdrniho a
endometridniho sekretu, jsou vodnym roztokem mnoha organickych a anorganickych latek,
které maji svou specifickou metabolickou funkci a také zajistuji ideadlni osmolaritu, pH,
redukéné — oxidaéni vlastnosti Ci iontové parametry. Nejbéinéjsi soucasti jsou sodikové,
draslikové, viapenaté a horcikové ionty, které zajistuji membranovy potencial, podileji se na
transportnich funkcich a osmotické rovnovaze. Vapenaté ionty maji nezastupitelnou ulohu pfi
aktivaci oocytu pfi oplozeni. Z aniontl jsou pfitomny sulfat, fosfat a bikarbonat. Hlavnimi
zdroji energie pro embrya jsou pyruvat a laktat, které se uplatiuji zejména v prvni fazi
preimplanta¢niho vyvoje (do kompaktace embrya treti az ¢tvrty den vyvoje, DO-D4). Glukdza
se stava zdrojem energie od kompaktace embrya (D4-D6). Aminokyseliny, které jsou taktéz
v kultivaénich médiich pfritomny, hraji dilezitou ulohu jako osmolyty, pufry, antioxidanty,
reguladtory energetického metabolismu, zdroje energie a biosyntetické prekurzory.
V kultivaénich médiich jsou obsazeny také makromolekuldrni latky, coZ jsou nejéastéji
rekombinantni lidsky albumin a hyaluronan. Obé tyto latky jsou fyziologickou soucasti
tubarniho sekretu. Hlavni uUlohou makromolekularnich latek obsazenych v kultivacnich
médiich je ochrana bunéénych membran embryi a sniZeni jejich pfilnavosti k pipetdm a
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kultivacnim miskam. V kultivacnich médiich byvaji obsazeny i chelatory, nej¢astéji se jedna
o kyselinu etylendiamintetraoctovou (EDTA). V nékterych médiich byvaji obsaZeny ristové
faktory, jako inzulinu podobny rlstovy faktor (IGF) nebo faktor stimulujici kolonie granulocytt
a makrofagl (GM-CSF). Casto vyrobci do kultivaénich médii pFidavaji i vitaminy jako thiamin,
biotin, riboflavin, pyridoxin, niacinamid nebo pantotenat. V neposledni fadé se do kultivac¢nich
médii pridavaji i antibiotika, nejcastéji gentamycin, coZ je Sirokospektralni antibiotikum

blokujici bakteridlni proteosyntézu (Gardner et al., 2012).

Kultivaéni média jsou sestavena tak, aby udrzela pH ve fyziologickych mezich, zejména
pomoci systému oxid uhli¢ity a bikarbonat. Kazdé kultivacni médium je nutné pred pouZitim
ke kultivaci embryi fadné ekvilibrovat, tzn. médium musi dosahnout pozadované teploty a
nasyceni plyny. Tento proces trva radové hodiny. Kultivacni média se rozdéluji podle
specifického ucelu, ke kterému jsou vyrobeny. Fertilizacni média je vhodné pouzit
ke konzervativnimu oplozeni oocytd (jen IVF, bez ICSI/PICSI), protoZe podporuji
Zivotaschopnost spermii zvySenym obsahem glukdzy, kterd je zdrojem energie pro spermie.
Sekvencéni média (napf. cleavage medium, blastocyst medium) maji sloZzeni prizplsobené
vyvojové fazi embryi, pro kterou jsou uréena. Embrya do stadia kompaktace (D3-D4)
spotfebovavaji hlavné pyruvat a laktat, potrebuji také aminokyselinu arginin. Embrya po
kompaktaci (D4-D6) jako energeticky zdroj vyuzivaji glukézu. Jednokrokovd média maji naopak
slozeni shodné po celou dobu vyvoje embrya a jejich vyhodou je omezeni manipulace s embryi

b&hem vymény médii (Rezacova et al., 2018).

Dalsim typem médii jsou tzn. manipulaéni média s HEPES pufrem, kterd jsou pouZivana pfi
procesech, kdy je sembryi nebo oocyty ¢i spermiemi manipulovano v laboratornich
podminkach bez zvySené koncentrace CO,. HEPES pufr je schopny zamezit velkému kolisani
pH a udrZet ho ve fyziologickych mezich. Kolisani pH ¢asnym vyvojovym fazim embryi velmi
Skodi, protoze samy nejsou schopna pH regulovat. Nicméné pobyt reprodukénich bunék a

embryi v manipulaé¢nim médiu by mél byt co nejkratsi (Wale & Gardner, 2016).

Veskera kultivaéni a manipulacéni média jsou vzdy prevrstvena specidlnim mineralnim
olejem, ktery zpomaluje odparovani média, zpomaluje difuzi plynd mezi médiem a okolnim

prostifedim. Olej navic chrani pred mikrobialni kontaminaci (Wale & Gardner, 2016).

43



Time-lapse monitoring a morfokinetické parametry

Pokud je potfeba hodnotit vyvoj embryi kultivovanych v béZznych kultivacnich boxech, je
tfeba kultivovana embrya premistit z inkubdtoru ven do laboratorniho prostiedi pod
mikroskop nebo stereolupu. Tim je naruSena stabilita jejich kultivace a embrya to muize

negativné ovlivnit ve vyvoji (Lemmen et al., 2008).

Time-lapse technologie je metoda vytvareni snimkd vyvijejicich se embryi v nastavenych
¢asovych intervalech (10-20 minut). Doba svételné expozice je po celou dobu kultivace
priblizné 0,5 s. Poskladanim snimkd hodnoticim softwarem vznikne time-lapse sekvence, kterd
dovoli posoudit nacasovani a synchronicitu ¢asného mitotického déleni a také pozorovat
embrya, u nichZ je bunécné déleni abnormalni (Obr. 10). Vzhledem k tomu, Ze kamera, ktera
pofizuje snimky, je umisténa primo v kultivaénim boxu, je zaruceno stabilni prostredi pro
embrya bez jejich vytahovani z inkubdatoru kvili hodnoceni pod mikroskopem v prostredi
laboratore. Nespornou velkou vyhodou time-lapse monitoringu tedy je, Ze embrya jsou stdle
v optimalnim kultivaénim prostfedi, nejsou vystavovana kolisani teplot, pH, vlhkosti,
koncentrace CO,, O, jako pti béZzném hodnoceni vyvoje embryi pod mikroskopem (Kovacs,

2014, Casteld et al., 2016).

Ziskané informace o ryhujicim se embryu mohou pomoci identifikovat embrya s vy$sim
potencialem vyvinout se do stadia blastocysty (v pfipadé kultivace jen do D2-D3) nebo obecné
s vySSim implantaénim potencidlem. Je to velmi uzZite€ny nastroj, ktery embryologovi usnadni
vybér embrya k ET a ke kryokonzervaci se zajisténim stabilnich kultiva¢nich podminek (Dal

Canto et al., 2012; Kirkegaard et al., 2013a).

V soucasnosti se hledaji stale pfesnéjsi kritéria pro zdokonaleni vybéru kvalitniho embrya.
Kultivovana embrya jsou posuzovana z morfologického hlediska, hodnoti se nacasovani a
synchronicita mitotického déleni, délka trvani bunécnych cykll. Embrya s prokazanym

abnormalnim délenim se obvykle vyrazuji z dalSiho pouziti (Meseguer et al., 2011).
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Obr. 10. Hodnoceni embryi v time-lapse systému EmbryoScope, Vitrolife, (kopie monitoru EmbryoViewer, Klinika
reprodukéni mediciny a gynekologie Zlin)

Mezi dllezité morfokinetické parametry (Tab. 1, Obr. 11), které se sleduji u vyvijejiciho se
embrya patfi zejména: cc2, coz je doba mezi prvni a druhou mitézou (tj. doba mezi
dvoubunéénym a tfibunécnym embryem), s2 jako doba mezi druhou a tfeti mitézou (tj. doba
mezi tfibunéénym a ¢tyrbunéénym embryem). Tyto parametry oznacila ve své praci Wong jako
statisticky vyznamné (Wong et al., 2010) pro jejich Ucinnost pfi identifikaci embrya
s vysokym potencidlem vyvinout se do stadia blastocysty, jelikoZz vZdy nelze provést kultivaci
embryi az do stadia blastocysty (do D5, D6) napriklad z legislativnich dlvodu. Dulezitym
morfokinetickym parametrem se jevi i t5, ktery je definovan jako doba do dosaZeni
pétibunééného embrya (Meseguer et al., 2011). Pro embrya s prodlouzenou kultivaci do D5
nebo D6 jsou klicové morfokinetické parametry k pfedpovézeni implantacniho potencialu:
iniciace kompaktace — tSC, zacatek blastulace — tSB, c¢as dosazeni plné expandované

blastocysty — tEB (Campbell et al., 2013).

Mezi vylucujici parametry jsou fazeny zejména tzv. direct cleavage (prfimé déleni), kdy se
1 bunka rozdéli pfimo na 3 bunky, velmi kratka doba ve stadiu dvoubunécného embrya (méné
nez 5 hodin), nepravidelné blastomery ve dvoubunééném stadiu (vice nez 25 % rozdil velikosti)

(Meseguer et al., 2011).
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Vzhledem ktomu, Ze pro vybér kvalitniho embrya je tfeba pouZit obvykle vice
morfokinetickych a morfologickych parametrl jsou navrhovdny stdle nové a presnéjsi
algoritmy pro vybér nejlepSiho embrya. Prvni algoritmus byl navrieny na zakladé
retrospektivni analyzy 247 embryi se znamym implanta¢nim statusem pro selekci embryi
kultivovanych v time-lapse systému. Embrya byla klasifikovdana na zakladé morfologického
hodnoceni, vylucujicich a zafazujicich kritérii. Tento algoritmus zavedl novy zpusob klasifikace
a vybéru embryi, ktery je Uplnéjsi, zaloZzeny nejen na morfologickém posouzeni, ale také na

kinetickych markerech — konkrétné t5, s2 a cc2 (Meseguer et al., 2011).

Jiny hierarchicky model, ve kterém byl morfokineticky parametr s2 nahrazen parametrem
t3 (doba, kdy se embryo rozdéleni na 3 buriky), dale nasleduje hodnoceni parametrl cc2 a t5,

publikovala védecka skupina kolem Natalie Basile (Basile et al., 2015).

Goodman et al. (2016) predstavili dalsi hierarchicky model, kde se nejdfive urcuje
morfologickd kvalita embryi a ndsledné se pouziji morfokinetické parametry (tPNf, t2, t4, t8,

s1, s2, s3, cc2, tSB, tBL) k nalezeni nejlepsiho embrya k ET.

Petersen et al. (2016) sv(j vysledny algoritmus KIDScore D3 Basic, zalozZil na Sesti anotacich
vyvoje embrya, které se skladaly z jedné morfologické a Sesti morfokinetickych uddlosti (2PN,

tPNf, t2, t3, t4, t5, t8)
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Tab. 1. Pfehled morfokinetickych parametri:

t0 ¢as inseminace / fertilizace

tPB2 ¢as od inseminace do extruze 2. pélového téliska u oplozeného
oocytu

tPNa ¢as od inseminace do objeveni se prvojader

tPNf ¢as od inseminace do syngamie prvojader

2PN, 1PN, 3PN

vyskyt 2 prvojader, 1 prvojadra, 3 prvojader (hodnoti se

v poloviné doby od objeveni se prvojader do jejich zmizeni)

t2

¢as od inseminace do rozdéleni na 2 bunky

t3

¢as od inseminace do rozdéleni na 3 bunky

t4, t5, t6, t7, t8, t9

¢as od inseminace do rozdélenina 4, 5, 6, 7, 8,9 bunék

ccl doba trvani prvni mitdzy, od t0 do t2, identicka s t2

cc2 trvani druhé mitdzy, interfaze 2, t3-t2

cc3 trvani ¢tvrté mitdzy, interfaze 3, t5-t4

sl prvni synchronizaéni parametr, rovna se 0, t2-t2, nepouziva se
s2 druhy synchronizaéni parametr, trvani tfeti mitdzy, t4-t3
s3 tfeti synchronizacni parametr, t8-t5

tSC ¢as od inseminace do za¢atku kompaktace

tM ¢as od inseminace do vytvoreni moruly

tSB €as od inseminace do zacatku blastulace

tB ¢as od inseminace do vytvoreni blastocysty

tEB ¢as od inseminace do vytvoreni expandované blastocysty
tHB ¢as od inseminace do vytvoreni hatchujici blastocysty
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Obr. 11. Vyvoj embryi od 2PN do stadia blastocysty a pouzivana terminologie: Reproductive Biology and
Endocrinology, Kovacs (2014).

V soucasnosti je vmnoha embryologickych laboratofich stale velmi casto pouzivanou
metodou hodnoceni vyvijejicich se embryi jejich kontrola a morfologické hodnoceni v urcitych
¢asovych intervalech (napfiklad kazidych 24 hodin) pod binokuldrnim mikroskopem
v prostorach embryologické laboratore. Tento typ hodnoceni a selekce ma mnoho omezeni a
je spojovan s protichdnymi reprodukénimi vysledky, a to navzdory pfijeti standardnich kritérii
pro hodnoceni morfologie oocytl a embryi (Neuber et al., 2003; Scott, 2007). V poslednim
desetileti byly vyvinuty dalsi metody selekce embryi, jejichzZ cilem je zlepsit klinické vysledky a
obejit technickd omezeni, s nimiz se setkava klasické morfologické hodnoceni embryi. Mezi
tyto metody je fazeno morfokinetické hodnoceni embryi s vyuZitim ¢asosbérného zobrazovani
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novymi mikroskopickymi systémy (time-lapse monitoring) (Castellé et al., 2016) nebo

hodnoceni embryi mimo jiné na zakladé analyzy metabolismu embryi (Botros et al., 2008).

ET - embryotransfer

Embryotransfer je finalnim krokem celého procesu IVF [é¢by. Spociva v zavedeni obvykle
jednoho embrya pomoci specidlniho katetru pfimo do délohy pacientky. Uspé$nost
embryotransferu (celého IVF Iééebného cyklu) se statisticky vyjadfuje jako procento klinicky
téhotnych pacientek na jeden ET - CPR (clinical pregnancy rate) nebo jako pocet zarodecnych
vackl v déloze na jeden ET - IR (implatation rate) nebo pocet Zivé narozenych déti na jeden ET
- THBR (take home baby rate). Pocet pfenasenych embryi do délohy pacientky zavisi na
konkrétni situaci. Preferuje se prenos jednoho nejkvalitnéjSiho embrya, nedoporucuje se
prenos vice nez dvou embryi. Dlouhodobé existuje snaha o snizeni poctu transferovanych
embryi a tim padem i sniZeni poctu viceCetnych téhotenstvi, kterd jsou vidy spojena se
zvySenym rizikem vyskytu komplikaci. Pacientky jsou proto motivovany k ET jednoho embrya

(eSET) (Mardesic et al., 2013).

Vlastni provedeni ET mizZe byt na rliznych pracovistich ¢astecné odlisné. Zakladni Ctyri faze
jsou: vybér embrya k ET embryologem, nasati embrya do specialniho transferového katetru,
pfiprava pacientky k ET na zakrokovém sale a zavedeni embrya do délohy. Vybrané embryo je
prenaseno v malém mnozstvi kultivaéniho média ve specidlnim transferovém katetru. Obvykle
je katetr slozen ze dvou ¢asti — vlastniho katetru a zavadéce, ktery usnadnuje prunik pres
délozni hrdlo. Embryolog pfedem vybrané embryo pod vizualni kontrolou pod binokularni
lupou ve sterilnim lamindrnim boxu nasaje opatrné do katetru. Obvykle je embryo umisténo
na konci katetru mezi bublinkami vzduchu, které jsou dobre viditelné v UZ zobrazeni.
Manipulace s katetrem musi byt naprosto sterilni, aby se do délohy pacientce neprenesla
infekce. Transfer by mél probéhnout co nejrychleji, aby embryo nebylo dlouho vystaveno
zménam teploty, pH nebo expozici svétla. Vlastni ET probiha na zakrokovém (operacnim) séle
ve sterilnich podminkach. Pacientka je na operacnim sale uloZzena na gynekologické lGzko.
Lékar ji nejdriv zavede gynekologicka zrcadla a poté otie délozni Cipek sterilnim fyziologickym
roztokem. Poté gynekolog pres délozni hrdlo zavede zavadéc. Jakmile je pacientka pfipravena

pfinese embryolog katetr s nasatym embryem. Bud oba spolec¢né nebo jen lékar aplikuje
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stlacenim pistu stfikacky maly objem kultivacniho roztoku i s embryem do délohy pacientky
(obvykle 1-2 cm pod fundus délohy). Transfer mize byt kontrolovan pomoci ultrazvukové
abdominalni sondy a mlze byt vizualizovan na monitoru (Obr. 12). Viditelné jsou pod UZ
vzduchové bublinky umisténé v katetru v blizkosti embrya nebo samotny konec katetru mize

byt kontrastni pro UZ (Gardner et al., 2012).

Obr. 12. Monitorovani embryotransferu pomoci abdominalni ultrazvukové sondy, je patrny transferovy katetr a
jsou viditelné vzduchové bublinky ve fundu délohy (Woolcott R, Stanger J., 1997).

Kryokonzervace gamet a embryi

Kryokonzervace gamet a embryi je metoda, kterd v souc¢asnosti neodmyslitelné patfi
k IVF 1éc¢bé, zejména diky zdokonalené kultivaci embryi a tim padem nadbytku kvalitnich
embryi, které je mozné zamrazit a uchovat pro dalsi pouziti. Zdkladem kryokonzervace je
snizeni miry posSkozeni vlivem intracelularni tvorby ledu (Ostré et al., 2009). Ledové krystaly
se mohou tvofit vné i uvnitf bunék a mohou mechanicky narusit bunéénou membranu.
Rizikem pro embrya a gamety je také dehydratace, proto jsou bunky béhem procesu
kryokonzervace chranény roztoky s kryoprotektivy. Kryoprotektiva jsou chemické latky
rozpustné ve vodé srlznou molekulovou hmotnosti. Jejich ucinek spociva ve snizeni

krystalizacni teploty roztoku a redukci vzniku intraceluldrnich ledovych krystalli, tim Ze
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maximalné odvodni bunku a nahradi vodu v bunce kryoprotektivnimi molekulami. Ty
stabilizuji bunécné struktury a bunénou membranu. Embrya mohou byt béhem
kryokonzervace poskozena v dusledku intracelularni tvorby krystalt ledu, chemické toxicity
kryoprotektiv, osmotického nabobtnani, prasknuti (fraktury) nebo extraceluldrni krystalizace.
Kryoprotektiva jsou dvojiho typu: penetrujici (intracelularni) a nepetrenuijici (extracelularni)
bunéénou membranu. Penetrujici kryoprotektiva jsou malé molekuly, které mohou projit pres
bunécnou membranu vlivem rozdilné koncentrace latek uvnitf a vné bunky. Voda z buriky je
vytlacovana ven a je nahrazovana latkami kryoprotektiv. BEhem vymény roztok( dochazi
k lehkému smrstovani bunék. Buriky by nemély byt Gcinkim kryoprotektiv vystavovany pfilis
dlouhou dobu, to by pak vedlo k prudké dehydrataci, deformaci, intoxikaci az bunééné smrti.
Mezi nejcastéji pouzivana kryoprotektiva je fazen etylenglykol, glycerol, dimethylsulfoxid, 1,2-
propandiol. Nepetrenujici kryoprotektiva jsou velké molekuly, vétSinou cukry, proteiny a
polymery, které neprochdzeni bunéénou membranou a maji osmoticky dehydratacni ucinek,
tzn. zZe zOstavaji vné bunky a zvysuji osmoticky tlak v roztoku. Tim se se zrychluje dehydratace
bunék. Nepenetrujici kryoprotektiva jsou méné toxické pro bunky. Nejvice pouZivand je
sacharéza, manitol, sorbitol, trehaldza, polyvinylpyrrolidon a polyvinylalkohol (Bhattacharya,

2018).

V soucasnosti se ke klinickému pouZziti v IVF 1é¢bé pouziva tzv. pomalé mrazZeni (slow
freezing) a vitrifikace. Pomalé mrazeni byla silné prevazujici metoda kryokonzervace po celé

80. a 90. |éta dvacatého stoleti a v prvnich deseti letech 21. stoleti (Rezazadeh et al., 2009).

Principem pomalého mrazeni je pomalé ochlazovani vzorku, zejména embryi. Mrazeni
oocytll pomalym mrazenim nebylo pfiliS Uspésné a efektivni. Vzorek je ochlazovan
z laboratorni teploty az do — 150 °C. K tomuto Géelu slouZi specidlni mrazici pfistroj (napf.
Planer), ktery sestdva z pocitacové jednotky fidici proces ochlazovani, mrazici komory a
zasobniku s tekutym dusikem. Pfed vlastnim umisténim vzorku do mraziciho pfistroje musi byt
inkubovan v sérii roztokli s kryoprotektivy (penetrujicimi i nepenetrujicimi). Pfi pomalém
mrazeni jsou pouzivany roztoky s nizsi koncentraci kryoprotektiv, ale je aplikovana delsi doba
inkubace v jednotlivych kryomédiich. Z posledniho, nejvice koncentrovaného roztoku jsou
embrya nasata do specialni kryoslamky (pejety, straw), jejiz oba konce je nutné zatavit, pak je
mozné vloZit pejetu do chladici komory mraziciho pfistroje. Maximalni objem média v pejeté

s embryi je 200 pl. Kazda pejeta je radné oznacena jménem pacientky a dalSimi dalezitymi
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Udaji. Bod mrznuti vody je 0 °C, nicméné vodné roztoky spontdnné mrznou aZ kolem — 20 °C.
Aby byl proces tvorby ledovych krystald kontrolovany, je tfeba pfi dosazeni teploty - 7 °C tzv.
seeding (ockovani), tzn. v misté, kde nejsou pfimo umisténa embrya, je nutné se pejety
dotknout podchlazenou pinzetou (namocenou do tekutého dusiku) a tim se v misté dotyku
nastartuje vznik ledovych krystald. Standardni kryoprotokol vypada nasledovné: ochlazovani
2 OC / minutu aZ do teploty - 7 °C, poté je teplota na 5-10 minut stabilizovéna a je proveden
manualni seeding, nasledujici faze je pro embrya kritickd, a proto je vzorek ochlazovan
0,3 °C/ min az do teploty - 30°C, dalsi ochlazovani je uz rychlejsi, az - 30°C / min a pfi dosazeni
teploty - 150 °C je pejeta vyjmuta z mrazici komory a rychle pfesunuta do skladovaciho
kryokontejneru s tekutym dusikem. Cely proces mrazeni trva 2,5 — 3,0 hodiny (Reza¢ova et al.,

2018).

Rozmrazeni pak probihd ponofenim pejety s embryi do vodni ldzné (30 °C) a vypusténi
rozmrzlého roztoku s embryi do prvniho inkubaéniho média. Postupné jsou rozmrazovana
embrya presouvana do dalsSich inkubacnich roztokd se sestupnou koncentraci kryoprotektiv.

Buriky je tfeba timto procesem hydratovat a obnovit tak vitalni funkce (Rienzi et al., 2017).

V poslednich 15 -ti letech v Ceské republice i jinde ve svété p¥ibyva IVF cykld s pouzitim
vitrifikace. Vitrifikace je velmi rychly zplUsob kryokonzervace, kdy jsou mrazené vzorky
(embrya, oocyty, spermie, ovaridlni tkan nebo testikularni tkarn) po cilené dehydrataci rovnou
ponoreny do tekutého dusiku. K tomuto procesu neni tfeba zadného pristrojového vybaveni,

je vSak mnohem citlivéjSi na pfesnost a preciznost prace embryologa (Travnik, 2018).

Principem vitrifikace je velmi rychlé zmrazeni bunék ve velmi malém objemu média na
specialnich nosicich. Rychlost zmrazeni zabraniuje vzniku ledovych krystalt a vznikd amorfni
sklovitd hmota. Pfed vlastnim zamrazenim je nutné inkubovat buriky v kryomédiich, které maji
vyssi koncentraci kryoprotektiv obou typl nez u pomalého mrazeni. Doba vystaveni nejvice
koncentrovanému roztoku muize byt maximalné 60 sekund, do té doby musi byt mrazené
buriky umistény na specialni nosi¢ v objemu maximalné 0,1 - 2,0 pl a ponofeny do tekutého
dusiku. Rychlost mrazeni je 10 000 °C / min. Existuje otevieny a uzavieny systém vitrifikace.
V otevieném systému jsou bunky pfimo vystaveny tekutému dusiku. V uzavieném systému je
nosic se vzorkem nejdfive vloZen do vychlazeného obalu, po zataveni koncl pak do tekutého

dusiku (Vajta & Nagy, 2006).
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Rozmrazeni probihda pfimym vioZenim nosice se vzorkem do vyhifatého média, pficemz
pfenos z tekutého dusiku do média musi byt vrozmezi 1 az 2 sekund. Bunky jsou pak
inkubovany v roztocich s klesajici koncentraci kryoprotektiv a poté dokultivovany v klasickych

kultivacnich médiich (Rienzi et al., 2017).

Skladovani zamrazenych bunék je realizovano v Dewarovych nadobach (dvouplastova
nadoba) s tekutym dusikem s rGznych zdvésnych systémech obvykle v barevnych plastovych
gobletech. Vnitfni teplota v Dewarové nadobé miZe byt monitorovana tepelnymi cidly

(Obr. 13, Obr. 14).

Obr. 13. Skladovaci Dewarova nadoba s objemem 240 litrG IN, (Klinika reprodukéni mediciny a
gynekologie Zlin)

Obr.14. Kryosklad Kliniky reprodukéni mediciny a gynekologie Zlin
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Kryoembryotransfer

Kryoembryotransfer je zavedeni rozmrazenych kryokonzervovanych embryi do délohy
pacientky. Po vlastnim rozmrazeni se embrya obvykle jesté minimdlné 2 hodiny kultivuji, aby
dosahla plné hydratace a obnovily se vitalni funkce. Uspé$nost léby po provedeni
kryokonzervace, rozmrazeni a zavedeni embrya/i do délohy je srovnatelna s GUspésnosti |éCby
cerstvymi embryi, zejména diky pouzivani vitrifikace v poslednich desiti letech (Vajta et al.,

2015; Rienzi et al., 2017).

Preimplantacni genetické testovani

Biologicky nejpravdépodobnéjsim a nejslibnéjsSim prostiedkem selekce embryi zlstava
hodnoceni jejich genetické slozky po biopsii bunék trofektodermu embrya, cozZ je proces
znamy jako preimplantacni genetické testovani (PGT). Prvni hlasenad téhotenstvi po PGT
s pouzitim techniky fluorescencni in situ hybridizace (FISH) se objevila v roce 1995 a od té doby
se jeji klinické vyuziti dramaticky zvysilo. PGT bylo pouzito v IVF pro rGzné indikace, kde bylo
vysoké riziko aneuploidii embryi, zejména pokrocily vék matky, opakované selhaniimplantace,
opakovany potrat nebo tézka muzska neplodnost. PGT je vySetfeni obvykle pétidennich az
Sestidennich embryi s cilem nalézt chromozomalni nebo genové abnormality, které by po
zavedeni embrya do délohy pacientky mohly vést ke vzniku genetické vady u plodu nebo

k zastaveni gravidity (Brezina et al., 2016).

Nejvice je wvyuzZivané vySetfeni aneuploidii (PGT-A), translokaci ¢i jinych
chromozomdlnich prestaveb (PGT-SR) nebo pfi potvrzeni monogenni choroby (PGT-M)
u rodica. Prvni genetické vysetreni lidského embrya bylo provedeno v roce 1990 (Handyside

et al., 1990).

Biopsie bunék trofektodermu

Pro ucely genetického vysSetfeni embryi je nutné znich odebrat nékolik bunék.
V soucasnosti je odbér provadén standardné pomoci laseru z trofektodermu embrya paty az
Sesty den kultivace (embryo je ve stadiu blastocysty, expandované blastocysty, hatchujici

blastocysty). Embryo se jiZz nesklada z totipotentnich blastomer, ale je diferencované na dvé
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odliSné bunécné struktury — trofektoderm, z kterého se pozdéji vyviji placenta a vnitfni
bunécnou masu, z které vznikd vlastni zarodek. Idedlnim vzorkem pro genetické vysetreni je

5-10 bioptovanych bunék TE (Adler et al., 2014).

Celd procedura spojend s odbérem bunék probihd pod invertovanym mikroskopem
pomoci mikromanipuldtoru. Prvnim krokem biopsie TE je otevieni zona pellucida, coi je
glykoproteinovy obal chranici vajicko, posléze ¢asné embryo. Existuji dva pristupy otevieni
zona pellucida pred biopsii: zonu lze otevfit pfedem ve stadiu cca 8bunécného embrya a
nechat trofoblast postupné samovolné vyhifeznout nebo je mozné u expandované blastocysty
zonu otevrit a trofoblast bioptovat zanofenim bioptické pipety pod zona pellucida (Aoyama &

Kato, 2020; Xiong et al., 2021a).

Druhy postup umoznuje lepsi lokalizaci otvoru vici ICM. Vyhrezly TE je nasan do bioptické
pipety a lehce natazen, pomoci laseru nebo mechanicky, ¢i kombinaci obou, je oddélen tak,

aby se ziskalo 5 trofektodermalnich bunék (Obr. 15) (Aoyama & Kato, 2020).

Bioptované buriky se pak proplachnou ve sterilnim pufru a umisti do PCR zkumavky, zmrazi
pfi teploté -20 °C a predaji k dalSimu zpracovani do molekuldarné genetické laboratore. Pfi
odbéru bunék TE ke genetickému vySetieni na D5 nebo D6 je vhodné bioptovana embrya po
tomto zdkroku kryokonzervovat idedlné do 1 hodiny po provedeni biopsie (Miki et al., 2022) a
transferovat je az v dalSim menstruacnim cyklu pacientky — diivodem je sloZitost genetické
analyzy, ktera je Casové naro¢na a nestihne se provést v fadu hodin, aby bylo mozné vysetfené
embryo jesté vtomtéZ cyklu zavést pacientce do délohy (ESHRE PGT-SR/PGT-A Working
Group, 2020).

Obr.15. Biopsie bunék trofektodermu pomoci bioptické pipety a laseru, Klinika reprodukéni mediciny
a gynekologie Zlin
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PGT-A preimplantacni genetické testovani aneuploidii

Preimplantacni genetické testovani aneuploidii se provadi z vice indikaci. Jedna se
zejména o pripady, kdy ma pacientka vice nez 35 let, opakuje se u ni selhani fertility, opakuji
se téhotenské ztraty v prvnim trimestru, u partnera je diagnostikovan abnormalni vysledek
spermiogramu. Zasadni pro indikaci PGT-A jsou aborty s prokdazanymi chromozomalnimi
vadami v predchozich téhotenstvich nebo gonozomalni mozaiky. Podstoupena onkologicka

|écba je také indikaci k PGT-A (ESHRE PGT Consortium Steering committee. et al., 2020).

Velmi diskutovanou je v soucasnosti otazka embryonalniho mozaicismu, kdy u 5-10 %
embryi nemusi vysledky biopsie TE, ktery se v dalSim vyvoji embrya stava placentou,
reflektovat chromozomalni stav vnitfni embryondlni masy. Zachyt mozaiky nékteré
aneuploidie se zpfesnil pouzivanim metody NGS (Next Generation Sequencing, viz nize). Podle
soucasnych doporuceni ESHRE (European Society of Human Reproduction and Embryology)
pro screening aneuploidii metodou NGS se za euploidni povaZuje embryo se zachytem
mozaiky aneuploidie do 20 %, za aneuploidni embryo se zachytem mozaiky nad 80 %
(Munné & Wells, 2017). Aneuploidie mohou vést k selhdni implantace, potratim a také

k vrozenym vadam plodu (Macklon et al., 2002).

PGT-M preimplantacni genetické testovani monogennich chorob

V soucasnosti je zndm molekuldrni podklad a zplUsob dédi¢nosti témér u 6000
genetickych chorob. U 1 ditéte z300 se vyskytne monogenni choroba. Pro pary
s diagnostikovanou monogenni chorobou je preimplantaéni vySetfeni embryi pomoci PGT-M
a jejich nasledna selekce pro KET feSenim, jak pocit zdravé dité. Metodou karyomapping je
mozné detekovat embrya s kauzalni mutaci, ale i s vyskytem aneuploidii. Indikaci k PGT-M je
pak vyskyt monogenni choroby v rodiné, zejména pokud se jednd o onemocnéni s vaznymi

zdravotnimi nasledky (Rezacova et al., 2018).

PGT-SR preimplantacni genetické testovani strukturalnich chromozomalnich prestaveb

Pacienti, ktefi jsou nosici nékterych strukturnich chromozomovych aberaci (translokaci

Robertsonskych, reciprokych nebo inverzi) tvofi vurlitém zastoupeni gamety
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s nebalancovanym genetickym materidlem a z téchto gamet mohou vzniknout nebalancovana
embrya. U parQ, kde je jeden rodic prenasec translokace nebo inverze je mnohonasobné vyssi
riziko potratd. Cilem vysSetieni pomoci PGT-SR je vybér embrya s balancovanym genotypem.

Zaroven se embrya vysettuji na vyskyt aneuploidii (Slaby, 2015).

Metody genetického vysetieni

Pivodné se preimplantacni genetické vySetfeni provadélo pomoci metody FISH
(fluorescencni in situ hybridizace). FISH je molekuldrné genetickd metoda umoznujici lokalizaci
a identifikaci specifickych usek(l DNA. Na DNA ptitomnou ve vzorku se za urcitych podminek
vaze (hybridizuje) jednoviaknovd DNA (300 — 600 bp) znacena fluorescencéni znackou - tzv.
sonda. Tato sonda se specificky vdZze na DNA s komplementdrni, pfesné opacnou sekvenci.
Chceme-li detekovat, zda je pfitomny urcity chromozom nebo jeho ¢ast, pouZijeme sondu
obsahujici sekvenci nukleotidd odpovidajici hledanému uUseku. Sonda se navaZze v tolika
kopiich, kolik kopii je pfitomno ve vySetfovaném vzorku. Pocet kopii je detekovdno ve
fluorescenénim mikroskopu jako pocet fluorescencnich signdll v jadire. Obménou FISH jsou
dalsi metody, napfiklad mnohobarevna FISH umoZiujici vybarvit kazdy chromozom
specifickou barvou, a tim detekovat i drobné strukturni zmény (Beranek, 2016). Historicky byly
pouzivany sondy k maximalné 9 chromozomdm (13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X, Y). Prvni FISH na
lidské blastomere zttfidenniho embrya provedl Munné et al. (1993), se sondami pro

chromozomy 13, 18, 21, X, .

Jednou z metod ptibuznych FISH je komparativni genomova hybridizace (CGH),
hybridizace na specialnim ¢ipu je pojmenovéana array CGH. Je schopna detekovat aneuploidie
a nebalancované prestavby chromozomu. U této metody slouzi jako sonda fluorescencné
oznacena DNA celého genomu vySetfované tkané. Takto oznacena DNA (napfiklad cervené)
se porovnava se srovnavaci DNA, ktera je oznacena jinou barvou (napfiklad zelené). Obé DNA
se smichaji v poméru 1:1 a hybridizuji se na fyziologické chromozomy. Zména barvy
fluorescence je pocitacové vyhodnocena. Je-li ve vySetfované DNA pritomno zmnozeni
(amplifikace) genu, ¢i casti DNA sekvence, prevazuje v odpovidajici ¢asti chromozomu cervend
fluorescence. Je-li pfitomna delece (ztrata) genu, ¢i DNA sekvence, prevaZuje ve vysledné

oblasti chromozomu zelena fluorescence (Beranek, 2016). Pfedpokladem pro aplikaci CGH je
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predbézné zpracovani vzorku zahrnujici izolaci DNA a jeji celogenomovou amplifikaci — WGA

(napt. metodou MDA, multiple displacement amplification) (Rezacova et al., 2018).

Metodou karyomapping lze zjistit celou fadu genetickych zmén. Je zaloZena na Cipové
technologii a wvyuziva SNP (jednonukleotidovy polymorfismus, single-nucleotide
polymorphism). Jednotlivé snipy jsou na zakladé analyzy DNA u rodicl a referencniho vzorku
usporadany do haplotypl, které odpovidaji poradi snipl na jednotlivych chromozomech
(Rezécova et al., 2018). Karyomapping vyuZivd nepfimou DNA diagnostiku, umoZiuje PGT
véech monogennich onemocnéni se zndmou kauzalni mutaci, sou¢asné umoznuje detekovat

aneuploidie v jediném vzorku (Konstantinidis et al., 2015).

Sekvenovani nové generace (NGS) vyuZziva principu paralelniho sekvenovani DNA, kdy
se provadi tisice az miliony sekvenaci soucasné. Probihd ve dvou krocich — pfiprava DNA
knihovny a vlastni ¢teni sekvence v sekvenatoru. Pfi detekci aneuploidii ma NGS ve srovnani
s aCGH vétsi dynamicky rozsah, umoznuje pfesné kvantifikovat mozaicismus ve vzorku (Rubio
et al., 2017). Metoda je vhodna i pro vysetfeni embryi u par(, kde jeden z rodicu je prenasec
balancované translokace nebo inverze, zalezi na velikosti translokovanych Useku a citlivosti

pouzité diagnostické soupravy (Mardesi¢, 2013).
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4 Material a metodika

4.1 Soubor pacientek

Pro vypracovani této disertaéni prace byla pouZita data z obdobi od ledna 2016 az do
cervna 2021. Tato retrospektivni kohortova studie je zaloZzena na datech z databdaze Kliniky
reprodukéni mediciny a gynekologie Zlin. Do studie byly zahrnuty pacientky, které podstoupily
na Klinice reprodukéni mediciny a gynekologie Zlin IVF 1é¢bu s preimlantacnim genetickym
testovanim embryi (konkrétné s preimlanta¢nim genetickym testovanim aneuploidii, PGT-A)
a kultivaci embryi vtime-lapse systému EmbryoScope (Vitrolife, Svédsko). Pacientek
zarazenych do studie bylo celkem 296, pramérny vék byl 32,7 + 4,5 roku. Indikaci k PGT-A byl
vétSinou vyssi vék pacientky (nad 35 let), potraty nebo implantacni selhdni v pfedchozich IVF
cyklech. Do studie bylo zahrnuto celkem 1027 morfologicky kvalitnich embryi, z toho 552
geneticky normalnich embryi (euploidnich) a 475 geneticky abnormalnich (aneuploidnich)
embryi. Vlastni biopsie trofektodermu byla provedena u vSech kvalitnich embryi paty nebo
Sesty den kultivace, pozadovana kvalita embryi byla 4AA, 4AB, 4BA, 5AA, 5AB, 5BA, 6AA, 6AB,
6BA dle Gardner a Schollcraft (Gardner et al., 2000).

4.2  Odbér a kultivace oocytti a embryi

Ovarialni stimulace a odbér oocytli byl proveden podle standardnich |écebnych
protokol(. Ve vétsiné pripadl byla stimulace vajecnikd realizovana pomoci GnRH
antagonistického protokolu, k indukci ovulace byl aplikovan Decapeptyl nebo Dipherelin a
odbér oocytd byl proveden pod UZ kontrolou za 36 hodin od aplikace tohoto triggeru. Odbéry
oocytl byly provedeny na operacnim sale kliniky ve sterilnich podminkach pod celkovou
anestezii pacientky. Odbér oocytl standardné provadi gynekolog — IVF specialista pomoci
dlouhé sterilni aspiracni jehly (Tik, Slovinsko), kterad je pfichycena k vaginalni ultrazvukové
sondé. Jehla je pomoci hadicky napojena na odsavacku s nastavitelnou silou podtlaku
(Aspirator4014, Labotect, Némecko). Folikularni tekutina s oocyty se pod ultrazvukovou
kontrolou odsava po vpichu jehly pres vaginalni sténu do folikull. Folikuldrni tekutina je
sbirdna zdravotni sestrou do sterilnich zkumavek (Gama, 15 ml, Ceskd republika) a ihned
predavana do embryologické laboratofe. Embryologem je folikularni tekutina v laboratofi
prenasena do sterilnich plastovych Petriho misek o priiméru 60 mm (Thermo Scientific Nunc,
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Finsko) a pod stereolupou (Nikon, Japonsko, zvétSeni 10x az 100x) jsou v ni hledany oocyty ve
formé kumulo-oocytarnich komplext (COC). VSechny nalezené COC jsou umistovany pomoci
pipety se sterilni Spickou (Eppendorf) do sbérné koncentrické misky o prliméru 60 mm
(Thermo Scientific Nunc, Finsko) s manipula¢nim médiem (Sydney IVF Gamete Buffer, Cook
Medical, USA). Po prohlédnuti veskeré odebrané folikularni tekutiny jsou vaji¢ka spocitana,
proplachnuta ve fertilizacnim médiu (Sydney IVF Fertilisation Medium, Cook Medical) a
uloZzena v kultivaéni 4-komurce (Thermo Scientific Nunc, Finsko) v 1,0 ml fertilizacniho média
(Sydney IVF Fertilisation Medium, Cook Medical, USA) pfevrstveného 0,5 ml mineralniho oleje
(Ovoil, Vitrolife, Svédsko) do kultivaéniho boxu (K-Systems G210 InviCell, CooperSurgical,

Dansko).

Vsechny oocyty byly denudovény 2 hodiny po odbéru promyvanim v hyaluroniddze
(HYASE-10X, Vitrolife, Svédsko) pomoci jednorazovych denudaénich a manipulaénich
sklenénych pipet rdiznych prdmérd (Microtech, CR). Po dokonalém odstranéni kumuldrnich
bunék bylo mozné pod stereolupou (Nikon, Japonsko) zjistit jejich zralost. Pro ICSI / PICSI bylo
mozné pouZit oocyty ve fazi MlIl (profazi druhého meiotického déleni). Fertilizace (ICSI/PICSI)
byla provedena 4 hodiny po odbéru oocytl. Po provedeni fertilizace byly vSechny oocyty
umistény do kultivaéni misky EmbryoSlide (Vitrolife, Svédsko), kde byl kazdy oocyt umistén do
samostatné jamky. VSechny oocyty / embrya byla kultivovana individualné v kultivaéni misce
s jednokrokovym médiem GTL (Vitrolife, Svédsko). Kultivaéni miska byla prevrstvena 1,5 ml
minerélniho oleje (Ovoil, Vitrolife, Svédsko). Embrya byla kultivovana pét aZ $est dni v time-
lapse systému (EmbryoScope, Vitrolife, Svédsko) pfi teploté 37 °C, 6 % CO,, 5 % O, do stadia
blastocysty ¢i expandované blastocysty. Treti den kultivace byl proveden laserem (OCTAX,
Microscience GmbH; Bruckberg, Némecko) asistovany hatching, aby se oteviela zona pellucida
a trofektoderm mohl herniovat ven. Paty nebo Sesty den kultivace, jakmile embrya dostate¢né
herniovala ze zona pellucida (minimalné 10 bunék), bylo bioptovano z kazdého vhodného

embrya 5-10 bb pomoci laseru OCTAX.

4.3 Biopsie bunék trofektodermu

Vlastni biopsie bunék trofektodermu byla provedena na invertovaném mikroskopu

Nikon Ti-U s pomoci mikromanipulaénich néstrojii (Holding a Biopsy Needle, Microtech, CR) a
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pomoci laserovych pulz(i (OCTAX). Bioptované embryo bylo umisténo do ICSI misky o priiméru
50 mm (Thermo Scientific Nunc, Finsko), do kapky manipula¢niho média a kapka byla
prevrstvena minerdlnim olejem. Pod mikroskopem bylo embryo pfichyceno naproti herniaci
TE bunék holding pipetou a herniované buriky lehce aspirovany do bioptické pipety. Poté byla
herniovana ¢ast lehce natazena a byly aplikovany 2-4 pulzy laserem, vzdy do prostoru, kde se
dotykaji sousedni buriky. Lehkym tahem byla vyvinuta snaha burnky odtrhnout od embrya.
Pokud TE bunky nebylo mozné oddélit timto zplsobem, byla herniovana ¢ast embrya
aspirovana celd do bioptické pipety a embryo bylo pusténo z drzeni holding pipety. Poté byly
postaveny mikromanipulacni nastroje presné proti sobé a lehce pres sebe (v jedné roviné) a
rychlym pohybem bioptické pipety smérem doll pres holding pipetu (Obr.16) byla aspirovana
Cast embrya oddélena (tzv. flicking technika) (Aoyama & Kato, 2020).

Obr.16. Postaveni mikromanipulacnich nastroji pfed vlastnim oddélenim TE bunék od embrya
technikou ,flicking”, Klinika reprodukéni mediciny a gynekologie Zlin

Po biopsii bylo embryo umisténo zpét do kultivaéni misky na svou plvodni pozici do
time-lapse inkubatoru. Bioptovana ¢ast embrya byla pod stereolupou pomoci manipulacni
sklenéné pipety (Microtech, CR) dle standardniho protokolu proplachnuta v nékolika kapkach
PVP pufru (1% polyvinylpyrrolidon) a poté s minimem manipulaé¢niho média byla umisténa do
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predchystané sterilni PCR mikrozkumavky s 2 ul PVP pufru. Poté byl bioptovany vzorek
zamrazen pfi -20 °C. Cely proces byl proveden se vSemi vhodnymi embryi dané pacientky. Po
ukonceni prace v embryologické laboratofi byly bioptované vzorky predany do akreditované

molekularné genetické laboratore.

Maximadlné do 60 minut po odbéru bunék TE byla embrya zamrazena — vitrifikovana
(Xiong et al., 2021b) ve vitrifikaénim médiu Rapid VitBlast (Vitrolife, Svédsko) dle doporuéeni

vyrobce.

4.4  Genetické vySetreni

V molekuldrné genetické laboratofi byla provedena izolace a celogenomova
amplifikace DNA metodou SurePlex (SurePlex DNA Amplification system, Illumina. Ziskany
vzorek DNA o vysledné koncentraci cca 50 ng/ul byl vySetfen pomoci arrayCGH (znaceni DNA,
hybridizace na Cipu - 24sure+, BlueGnome, Illumina, analyza pomoci softwaru BlueFuse Multi)
nebo byl chromozomalni profil vzorkd stanoven metodou NGS (VeriSeq PGS Kit, lllumina).
Principem metody je pfiprava sekvenacni knihovny, kdy jsou jednotlivé vzorky oznaceny
pomoci specifickych index(. Tato knihovna je nasledné amplifikovana a sekvenovdna metodou
SBS (MiSeq, lllumina). Ziskand data byla vyhodnocena prostfednictvim softwaru BlueFuse

Multi v4.5.

4.5 Time-lapse monitoring

U vSech embryi, u kterych bylo provedeno PGT, byl analyzovan obrazovy zdznam
z time-lapse inkubatoru EmbryoScope, ktery pofizoval jednotlivé snimky kazdych 10 minutv 7
fokalnich rovinach. Pomoci softwaru EmbryoViewer byly vyhodnoceny a zaznamenany
vsechny zndmé morfokinetické a morfologické udaje. Pro tuto praci byly pouZity
morfokinetické parametry: cc2 - délka trvani druhého bunécného cyklu, s2 - délka trvani treti
mitdzy (doba mezi rozdélenim 3-bunééného embrya na 4-bunécné embryo), t5 - doba do
rozdéleni embrya na 5-ti bunééné embryo, tSB - doba do za¢atku blastulace. Cas rozdéleni
bunék je okamzik, kdy je vytvorena kompletni prepazka z cytoplazmatické membrany a dvé

nové blastomery jsou Uplné oddéleny. Cas iniciace blastulace (tSB) je okamiZik, kdy se vytvofi
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prvni dutinka blastocoelu mezi burikami embrya. Dale byl hodnocen vyskyt multinukleaci u
blastomer ve dvoubunécném a Ctyrbunécném embryonalnim stadiu, pficemz za embryo
s multinukleacemi bylo povaZovano kazdé embryo s multinukleacemi minimalné v jedné

blastomefre. Anotace provadél celou dobu jeden stejny zkuseny embryolog.

4.6 Kryoembryotransfer

Vysledky genetického vysSetfeni byly standardné doruceny do embryologické
laboratofe do 2-3 tydnl. Pacientka byla o vysledku informovdna a pokud disponovala
geneticky normalnimi embryi zacala se od zacatku ndsledujictho menstruacniho cyklu
pfipravovat ke kryoembryotansferu. Pfiprava ke KET byla bud pouZitim HRT substituce
(hormone replacement therapy) — od 1. dne menstruacniho cyklu zacala uzivat estrogeny
(Estrofem) a od 3. dne také transdermalni kozni estrogenovy sprej (Lenzeto). Standardné 13.
den cyklu byla zkontrolovana vySka endometria ultrazvukem a pokud bylo vys$i nez 7 mm
pacientka zacala uzivat gestageny (Amelgen, Utrogestan). Na 5. nebo 6. den uzivani gestagent
byl pak naplanovan KET, zdleZelo na stafi zamrazeného embrya (D5, D6). Druhy typ pfipravy
ke KET byl pomoci tzv. nativniho cyklu — pacientka neuzivala Zddné hormonalni pfipravky, 13.
den cyklu ji byla zméfena vyska endometria. Pokud bylo endometrium vyssi nez 7 mm a
dominantni folikul vétsi nez 15 mm zacala pacientka od néasledujiciho dne uzZivat gestageny.

KET byl obdobné naplanovan za 5 nebo 6 dni od zacatku uzivani gestagen(, podle stafi embrya.

Kazdé pacientce bylo zavedeno jedno morfologicky nejlepsi geneticky normalni
embryo. Vlastni rozmrazeni (warming) bylo realizovano 3 hodiny pred zavedenim embrya do
délohy. Rozmrazeni embrya bylo provedeno dle pokyn( vyrobce, analogicky k zamrazeni, jen
v opacném poradi kryokonzervacnich médii. Rozmrazované embryo se béhem promyvani
v roztocich s klesajici koncentraci kryoprotektiv zpét hydratovalo. Po promyti v poslednim
roztoku a ubéhnuti uréeného casového intervalu bylo embryo pfemisténo do misky
s kultivaénim médiem (Sydney IVF Blastocyst Medium, Cook Medical, USA) a prekrytého
mineralnim olejem. Tato miska byla umisténa do standardniho kultiva¢niho boxu. Po dvou
hodinach od rozmrazeni byla provedena kontrola, zda se celé embryo rozmrazilo bez
problémU a zda uz zapocal proces zvétSovani blastocoelové dutiny (embrya ve stadiu

blastocysty se obvykle mrazi ve zkolabovaném stavu).
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Vlastni kryoembryotransfer byl proveden na operacnim sale, kde se pacientka
pfipravila na operacnim I0zku do gynekologické polohy. Gynekolog po dezinfekci vaginy a
délozniho Cipku umistil pfes délozni hrdlo do délohy zavadéc katetru. Poté embryolog pfinesl|
katetr s embryem, které bylo umisténo na konci katetru v transferovém médiu mezi dvéma
vzduchovymi bublinami. Embryolog vsunul katetr do zavadéce a dle pokyn(i gynekologa zaved|
az k fundu délohy. Pak jemnym stiskem pistu stfikacky, na které byl nasazen katetr vytlacil
embrya i s malym mnozstvim transferového média do délohy pacientky. Na zavér celého
procesu embryolog v laboratofi pod stereolupou jesté zkontroloval, zda je katetr opravdu

prazdny a nezlstalo v ném zavadéné embryo.

4.7  Statisticka analyza

Na zakladé vysledku PGT-A vysSetieni byly vytvoreny 2 skupiny embryi: embrya
geneticky normdlni (n=552) a embrya geneticky abnormalni (n=475). Standardné 14 dni po
provedeni kryoembryotransferu byl proveden téhotensky test z krve kazdé pacientky
(se stanovenim hladiny E2, PRGE a hCG). Vysledek téhotenského testu byl zaznamenan a
pfijeho pozitivnim vysledku byla pacientka zvana kazdych 7 dni na konzultaci kIVF
specialistovi a sledovana (stanoveni hladiny E2, PRGE a hCG v krvi a UZ) aZ do stanoveni
klinické gravidity pomoci ultrazvuku, kdy byla potvrzena akce srdecni. Tato embrya, ktera dala
vzniknout klinické gravidité s akci srdecni, byla zarazena do tfeti skupiny — geneticky normalni
embrya s prokdzanou klinickou graviditou (n=119). Hodnoty ztime lapse systému byly

odecitany béhem kultivace embryi.

Spojita data ztime - lapse analyzy byla interpretovana jako primér (mean) + SD
(standard deviation, smérodatna odchylka) s respektem k distribuci dat. V opacné pfripadé
jsou data interpretovana jako medidn a interkvartilové rozpéti (p 25 - dolni kvartil, p 75 - horni
kvartil). Dvouvybérovy t-test byl pouZit k testovani hypotézy o shodé stfednich hodnot
¢asovych prodleni bunécného cyklu. V pripadé zesSikmenych dat, kdy byla zamitnuta hypotéza
o normalnim rozdéleni, byla pouZita alternativni neparametricka statistika Mann Whitney U-
test. Logisticka regrese byla pouzita pro vypocet poméru Sance OR (Odds Ratio) spolu s 95 %
Cl (konfidenéni interval). Pro testovani normality dat byl pouzit Shapiro-WilkUv test. Bootstrap

95% konfidenéni interval byl pouzZit pro porovnani ¢asovych interval( bunééného cyklu pro
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euploidni a aneuploidni embrya. Byla zvolena standartni signifikantni hladina vyznamnosti pro

zamitnuti nulové hypotézy 0,05. VSechny testy byly oboustranné.
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5 Vysledky

Vysledky prace ukazuji, ze geneticky normalni embrya (euploidni) maji signifikantné
kratsi délku trvani druhého bunécného cyklu (cc2) (p=0,007), signifikantné kratsi ¢as dosazeni
pétibunécného embrya (t5) (p=0,002) a signifikantné kratsi ¢as dosazeni iniciace blastulace
(tSB) (p<0,0001) ve srovnani se skupinou geneticky abnormalnich embryi (aneuploidnich).
Parametr s2, tzn. doba mezi rozdélenim ze tfibunécéného na ¢tyrbunécné embryo (doba mezi
druhou a treti mitézou) nebyl u téchto dvou skupin signifikantné rozdilny, byl zde vsak
sledovan trend, konkrétné delsi doba mezi rozdélenim ze tfibunécného na ctyfbunécné

embryo u skupiny geneticky abnormalnich embryi. (Tab.2, Obr.17, Obr. 18, Obr. 19)

Tab. 2. Srovnani morfokinetickych parametrd u skupin PGT-A normalnich a abnormalnich embryi

Parametr normalni embrya abnormalni embrya p — hodnota
n=552, mean £ SD n=475, mean = SD
cc2/h 11,605+ 1,321 11,856+ 1,601 p=0,007
s2/h 0,672+0,714 0,841 + 1,053 p=0,065
t5 / hpi 49,151 +- 4,619 50,066 * 4,931 p=0,002
tSB / hpi 94,051 +£5,719 97,238 + 6,737 p<0,0001

Pozn.: h = hodiny, hpi = hodin po fertilizaci oocytu (hours post insemination), cc2 = délka trvani druhého
bunécéného cyklu, s2 = doba mezi druhou a tfeti mitdzou, t5 = ¢as dosazeni pétibunééného embrya, tSB = ¢as
iniciace blastulace, u parametru s2 median a IQR 0.5 (0.3;0.8)

Po provedeni srovnani skupin geneticky normalnich embryi s prokazanou klinickou
graviditou a geneticky abnormalnich embryi byly rovnéz nalezeny signifikantné rozdilné délky
trvani druhého bunécného cyklu (cc2) (p=0,006). Konkrétné geneticky normdlni embrya
s prokdzanou klinickou graviditou maiji signifikantné kratsi druhy bunécny cyklus. Byl zjistén
také signifikantné kratsi ¢as dosazeni pétibunécného embrya (t5) (p=0,004) a signifikantné
kratsi ¢as dosazeni iniciace blastulace (tSB) (p<0,0001) u euploidnich embryi s prokazanou
klinickou graviditou nez u aneuploidnich embryi. U parametru s2 byla délka mezi rozdélenim
ze tfibunééného na Ctyrbunééné embryo (doba mezi druhou a tfeti mitézou) u téchto dvou
skupin také signifikantné rozdilnd (p=0,021) skratSim casem u normalnich embryi

s prokazanou klinickou graviditou. (Tab. 3, Obr. 17, Obr. 18, Obr. 19)
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Tab. 3. Srovnani morfokinetickych parametri u skupin PGT-A normalnich embryi s dosazenou klinickou
graviditou a abnormalnich embryi

Parametr geneticky normalni geneticky abnormalni p - hodnota
embrya s ASP+ embrya
n=119, mean £ SD n=475, mean = SD
cc2/h 11,483 +1,222 11,856+1,601 p=0,006
s2/h 0,635 +0,746 0,8411 £ 1,052 p=0,021"
t5/ hpi 48,800 + 4,004 50,066 + 4,931 p=0,004
tSB / hpi 93,726 + 4,789 97,238 + 6,737 p<0,0001

Pozn.: h = hodiny, hpi = hodin po provedeni fertilizace, (hours post insemination), cc2 = délka trvani druhého
bunécéného cyklu, s2 = doba mezi druhou a treti mitdzou, t5 = ¢as dosazeni pétibunééného embrya, tSB = ¢as
iniciace blastulace, u parametru s2 median a IQR 0.5 (0.3;0.8), *Mann Whitney U-test
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Obr. 17. Time-lapse rozdéleni — parametr cc2 u skupin geneticky abnormalnich embryi, geneticky
normalnich embryi s prokdzanou klinickou graviditou a geneticky normalnich embryi

Pozn.: Boxplot je rozdélen do skupin: h_cc2_abn — geneticky abnormalni embrya, h_cc2_cp — geneticky
normalni embrya s prokazanou klinickou graviditou, h_cc2_norm - geneticky normalni embrya
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Obr. 18. Time-lapse rozdéleni — parametr t5 u skupin geneticky abnormadlnich embryi, geneticky
normalnich embryi a geneticky normalnich embryi s prokazanou klinickou graviditou

Pozn.: Boxplot je rozdélen do skupin: hpi_t5_abn — geneticky abnormalni embrya, hpi_t5_cp — geneticky
normalni embrya s prokazanou klinickou graviditou, hpi_t5_norm — geneticky normalni embrya
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Obr. 19. Time-lapse rozdéleni — parametr tSB u skupin geneticky abnormalnich embryi, geneticky
normalnich embryi s prokazanou klinickou graviditou a genericky normalnich embryi

Pozn.: Boxplot je rozdélen do skupin: hpi_tSB_abn — geneticky abnormalni embrya, hpi_tSB_cp — geneticky
normalni embrya s prokazanou klinickou graviditou, hpi_tSB_norm — geneticky normalni embrya
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Vysledky porovnani skupin geneticky normalnich embryi a geneticky abnormalnich
embryi ve vyskytu multinukleaci ukazaly, Ze u skupiny geneticky normalnich embryi se
multinukleace ve dvoubunécném stadiu vyskytuji 2x méné casto (OR=2,18; p<0,0001) nez ve
skupiné geneticky abnormalnich embryi. Ve srovnani vyskytu multinukleaci ve ¢tyfbunééném
stadiu se multinukleace ve skupiné geneticky normalnich embryi vyskytuji 6x méné ¢asto

(OR=6,27; p<0,0001) ve srovnani se skupinou geneticky abnormalnich embryi (Tab.4).

U skupiny geneticky normalnich embryi s prokdzanou klinickou graviditou se
multinukleace ve stadiu dvoubunécného embrya vyskytuji 2x méné casto (OR=2,013;
p<0,0001) nez u skupiny geneticky abnormalnich embryi. Multinukleace u skupiny geneticky
normalnich embryi s prokdazanou klinickou graviditou se multinukleace ve c¢tyrbunééném
embryonalnim stadiu vyskytuji 7x méné ¢asto (OR=7,016; p<0,0001) ve srovnani se skupinou

geneticky abnormalnich embryi (Tab.4).

Tab. 4. Vyskyt multinukleaci ve 2bunécénych a 4bunéénych embryich a skupin normalnich embryi
s prokazanou klinickou graviditou, normalnich embryi a abnormalnich embryi

ik Ini —
geneticky n(s)rér;,a ni embrya geneticky normalni embrya
Parametr Odds ratio 95 % ClI Odds ratio 95 % Cl
p-value p-value
n=119 n=552
NM2 2,013 (1,343; 3,028) 2,184 (1,7; 2,810)
geneticky abnormalni
embrya p<0,0001 p<0,0001
(n=475) vs group
NM4
. - 7,061 (4; 13,501) 6.269 (4,609; 8,622)
geneticky abnormalni
embrya
- 47‘2) vs groun p<0,0001 p<0,0001

Pozn.: NM2 = multinukleace u dvoubunécnych embryi, MN4 = multinukleace u ¢tyfbunéénych embryi, CP =
clinical pregnancy, klinicka gravidita

Z vysledk( této prace vyplyva, Ze vyskyt multinukleaci ve fazi dvoubunécného a
¢tyrbunécného embrya signifikantné sniZzuje Sanci dosdhnout po embryotransferu takového

embrya do délohy pacientky klinické gravidity.
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Z dat ziskanych vtéto praci a po provedeni statistického zhodnoceni (95 % ClI,
konfidencni interval) (Obr. 20, Obr. 21, Obr. 22) byly stanoveny prediktivni ¢asové intervaly

pro vybér geneticky normalniho embrya s nejvyssim implantaénim potencidlem (Tab. 5).

Tab. 5. Prediktivni ¢asové intervaly pro morfokinetické parametry cc2, t5, tSB

Parametr casovy interval
cc2 11,3-11,7h
t5 48,1 - 49,5 hpi
tSB 92,9 — 94,6 hpi

Pozn.: h —hodin, hpi —hodin po provedeni fertilizace

Bootstrap Distribution

10 — (]

Percent
I

Ll T

11.2 11.4 11.6 11.8

mean

Observed Statistic = 11.482

95% CI |

Obr. 20. cc2 - sloupcovy graf — rozdéleni podle délky trvani 2. bunécného cyklu u skupiny embryi
s potvrzenou klinickou graviditou.

Pozn.: Bootstrap distribution cc2: 95% Lower Cl 11.2681, 95% Upper Cl 11.7004
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Bootstrap Distribution
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Obr. 21. t5 - sloupcovy graf — rozdéleni podle doby dosazeni 5-ti bunécného embrya u skupiny embryi
s potvrzenou klinickou graviditou.

Pozn.: Bootstrap distribution t5: 95% Lower Cl 48,0992; 95% CI Upper 49,5181
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Obr. 22. tSB - sloupcovy graf — rozdéleni podle doby zacatku blastulace u skupiny embryi s potvrzenou
klinickou graviditou.

Pozn.: Bootstrap distribution tSB: 95% Cl Lower 92,8790; 95% Upper Cl 94,5798

Dalsi statistickou analyzou byly zjistény vyznamné rozdily v morfokinetickych
parametrech t5 a tSB ve skupiné euploidnich embryi vedoucich ke klinickému téhotenstvi a ve
skupiné euploidnich embryi, kterd nebyla po ET implantovana (Tab. 6, Obr. 23, Obr. 24). Na
zakladé téchto vysledkl bylo doporuceno, Ze parametry t5 a tSB by mély byt pouzity jako
zakladni parametry pti vybéru embryi. Ve druhé fazi vybéru embrya je vhodné pouzit
morfokineticky parametr cc2 a vyskyt MN béhem prvnich dvou bunécnych déleni. Na zakladé
navrhovaného poufziti téchto morfokinetickych parametr(i a vyskytu MN Ize vybrat nejlepsi

euploidni embryo pro ET s vysokou pravdépodobnosti.
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Tab. 6. Srovnani morfokinetickych parametrd t5 a tSB u skupin PGT-A normalnich embryi s dosazenou
klinickou graviditou (ASP+) a PGT-A normalnich embryi s negativnim téhotenskym testem

Parametr . . geneticky normalni p - hodnota
geneticky normalni .,
embrya — negativni
embrya s ASP+ N .
téhotensky test
n=119, mean £ SD n=99, mean £ SD
t5/h 48,800 £ 4,004 50,148 + 5,443 p=0,043
tSB/h 93,726 + 4,789 95,287 + 6,139 p=0,041
Pozn.: h — hodin
o...:i R _Ei
£ B ‘:"'.J".' i
;' 2 - 5.3‘.’ :::. oS
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Obr. 23. Time-lapse rozdéleni — parametr t5 u skupin geneticky normalnich embryi s negativnim
téhotenskym testem a geneticky normalnich embryi s prokazanou klinickou graviditou

Pozn.: Boxplot je rozdélen do skupin: grav_neg — geneticky normalni embrya s prokazanym negativnim
téhotenskym testem po KET, grav_pos — geneticky normalni embrya s prokazanou klinickou graviditou
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Obr. 24. Time-lapse rozdéleni — parametr tSB u skupin geneticky normalnich embryi s negativnim

téhotenskym testem a geneticky normalnich embryi s prokazanou klinickou graviditou

Pozn.: Boxplot je rozdélen do skupin: grav_neg — geneticky normalni embrya s prokdzanym negativnim

téhotenskym testem po KET, grav_pos — geneticky normalni embrya s prokazanou klinickou graviditou

Na zakladé ziskanych vysledkid byl sestaven jednoduchy hierarchicky model, ktery byl

doporucen pouzivat jako nastroj k selekci time-lapse kultivovanych embryi k ET. Parametry t5

a tSB a jejich doporuéené casové intervaly by mély byt pouzity jako zakladni parametry pfi

vybéru kvalitnich embryi. Ve druhé fazi vybéru kvalitniho embrya je na zakladé modelu

doporucéeno pouzit morfokineticky parametr cc2 a vyskyt multinukleaci v blastomerach

béhem prvnich dvoubunéénych déleni, zejména ve ¢tyrbunééném stadiu vyvoje embrya.
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6 Diskuze

V této praci byla preimplantacni lidska embrya para, které podstoupily IVF 1é¢bu na
Klinice reprodukéni mediciny a gynekologie Zlin, zhodnocena pomoci metody
preimplantacniho genetického testovani aneuploidii (PGT-A) a zaroven metodou time-lapse
kontinualniho monitoringu. V pribéhu kultivace embryi v time-lapse systému EmbryoScope
byly sledovany a zaznamendny konkrétni morfokinetické parametry a morfologické znaky
vsech kultivovanych embryi. Po vysetfeni embryi (bunék trofektodermu embryi) metodou
PGT-A byly ve skupiné geneticky abnormalnich embryi a geneticky normalnich embryi zjiStény
signifikantné rozdilné hodnoty u nékterych sledovanych morfokinetickych parametr( (cc2, t5,
tSB) a morfologickych znakd (vyskyt multinukleaci u dvoubunéénych embryi a ¢tyfbunécnych
embryi). Podobné vysledky byly zjistény u skupiny geneticky abnormalnich embryi vysledky ve
skupiné geneticky normalnich embryich, kterd vedla ke klinické gravidité. Zaroven byly
porovnany morfokinetické parametry a morfologické znaky u skupin geneticky normalnich
embryi, které po embryotransferu vedla ke klinické gravidité (implantovand embrya) a
geneticky normdlnich embryi, po jejichZ zavedeni pacientka neotéhotnéla (neimplantovana

embrya). Byl zjistén signifikantné vyznamny rozdil u morfokinetickych parametr( t5 a tSB.

Hlavnim divodem implantacniho selhani a abort( v IVF Ié¢ebnych cyklech byva vysoky
vyskyt aneuploidii v lidskych oocytech a embryich, tyto aneuploidie postihuji vice nez 50 %
embryi a jejich vyskyt Umérné roste s narlstajicim vékem matky (Fragouli et al., 2014). Embrya
k embryotransferu byvaji stale velmi ¢asto selektovana jen na zdkladé své morfologie. Ukazuje
se vsak, Ze i aneuploidni embrya jsou schopna dosahnout vysokého morfologického score, tzn.
na zakladé konvencniho morfologického hodnoceni je nelze rozliSit od embryi euploidnich

(Alfarawati et al., 2011).

Embryotransfer kvalitni euploidni blastocysty velmi silné koreluje soptimalnimi
vysledky IVF léCby, tedy s vysokou pregnancy rate (Irani et al., 2017; Zhao et al., 2018; Nazem
etal., 2019; Murugappan et al., 2020; Lou et al., 2021;), kromé toho morfokinetické parametry

jsou asociovany s morfologickou kvalitou blastocyst.

V soucasnosti se stdle vice rozviji hodnoceni embryi pomoci time-lapse monitoringu.

Pomérné hodné studii se zamérilo na problematiku urceni prognostickych faktor( ziskanych
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z kultivace v time-lapse systému k oznaceni euploidniho embrya, ale jejich vysledky byly zatim

rozdilné (Kaser & Racowsky, 2014).

Ve své studii Davis et al. (2012) zjistili opozdéni prvniho a druhého bunééného déleni a
prodlouzeni doby mezi dvoubunéénym a ctyfbunécnym stadiem u aneuploidnich embryi.
Podobné zavéry, Ze geneticky normalni a geneticky abnormadlni embrya maji rozdilné
morfologické parametry, ucinila ve své studii i Basile et al. (2014). Chavez et al. (2012) ve své
studii zjistili, Ze euploidni embrya maji kratSi a Casové presnéjsi parametry az do

¢tyrbunécného stadia.

Pro studii byly zvoleny morfokinetické parametry cc2, s2, t5, tSB, vyskyt multinukleaci
ve dvoubunécéném stadiu (MN2) a ¢tyrbunécéném stadiu (MN4). Nami zvolené morfokinetické
parametry a morfologické znaky byly hodnoceny i v téchto studiich: t5 (Basile et al., 2014) t5,
cc2 (Meseguer et al., 2011) s2 (Meseguer et al., 2011; Minasi et al., 2016) cc2, s2 (Chavez et
al., 2012; Minasi et al., 2016) tSB (Campbell et al., 2013; Minasi et al., 2016; Mumusoglu, et
al., 2017) a ve vSech zminénych studiich byly signifikantné krat$i morfokinetické parametry u

geneticky normalnich embryi ve srovnani s embryi geneticky abnormalnimi.

Védci ve studii v ¢ele s Del Carmen Nogales (2017) zjistili, Ze morfokinetické parametry
mohou zdaviset na typu chromozomalni abnormality, tzn. embrya svelkou mirou
chromozomalnich abnormalit se chovaji jinak nez embrya geneticky normalni. Naopak embrya

s trizomii se prekvapivé chovaji velmi podobné jako geneticky normalni embrya.

Nékteré studie se zaméfily na hodnoceni morfokinetickych parametrl u embryi
s rliznou mirou mozaicismu, protoZe se zvysujici se presnosti PGT-A (NGS, hrNGS) se zvysSuje i
pocCet detekovanych embryi s vyskytem mozaicismu. PFi porovnavani skupin geneticky
normalnich embryi a embryi nizkou mirou mozaicismu, nebyly nalezeny zddné vyznamné
rozdily v morfokinetickych parametrech. Ve skupiné embryi s vysokou mirou zastoupeni
mozaicismu byly nékteré morfokinetické parametry opozdéné (napft. t5, t8, cc3) a byl zjistén
vySSi vyskyt multinukleaci (Lee et al., 2019). Jina studie ukazuje, Ze morfokinetické parametry
mozaicistnich embryi v podstaté odpovidaji prekryvajicim se hodnotam nacdasovani

bunécéného déleni skupiny euploidnich a aneuploidnich embryi (Martin et al., 2021).

V této praci byl zjistén signifikantné vyznamny rozdil v morfokinetickych parametrech

(t5, tSB) u skupiny geneticky normdlnich implantovanych embryi (po ET pozitivni téhotensky
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test a prokazana ASP) a geneticky normalnich embryi bez implantace (negativni téhotensky
test). Jiné studie naopak pfiSly se zjisténim, Ze se parametry u implantovanych embryi a
neimplantovanych embryi (Chamayou et al., 2013; Kirkegaard et al., 2013a) a geneticky

normalnich a geneticky abnormalnich embryi viibec nelisily (Rienzi et al., 2015).

Nékteré studie zjistily, Ze morfokinetické parametry mohou byt ovlivnény i jinymi
faktory nez témi genetickymi, a to napfiklad kvalitou kultivaénich médii (Ciray et al., 2012),
které kazdé IVF centrum pouZziva dle své vlastni volby a zkuSenosti. V evropské unii je mozné
pouzivat jen kriticky materidl (mezi néj patfi jak média, tak veskery material, ktery prijde do
kontaktu se zarodecnymi bunkami a embryi), ktery spliuje evropskou Smérnici
o zdravotnickych prostfedcich 92/43 EEC. IVF centra se mezi sebou liSila i v pouZiti rznych
stimulaénich protokol(i (Munoz et al., 2013) nebo do svych studii autoti zahrnovali embrya, u
kterych byla fertilizace provedena riiznymi metodami (IVF/ICSI) a to i v rdmci jedné studie (Dal
Canto et al., 2012). Velmi silné rozdily u morfokinetickych parametrii mize vyvolat i rozdilna
koncentrace kysliku v kultivacnim prostredi, ktera maze byt normalni (21 %) nebo redukovana
(5 %) (Kirkegaard et al., 2013b). Do studii byvaji zahrnuty silné obézni pacientky (Bellver et al.,
2013) nebo pacientky, které jsou silné kuracky (Fréour et al., 2013), coz pak zkresluje konecné

vysledky.

Ze zjisténych casovych udaji u sledovanych morfokinetickych parametrd u skupiny
geneticky normalnich embryi, kterda vedla ke vzniku klinické gravidity, byly stanoveny
konkrétni casové intervaly, které by mély predikovat embrya svysokym implantacnim
potencialem. Pro morfokineticky parametr cc2 (délka trvani druhého bunécného cyklu) je to
11,27 h az 11,70 h; pro parametr t5 (Cas od fertilizace oocytu aZ po rozdéleni na 5ti bunécné
embryo) byl stanoven ¢asovy interval od 48,10 hpi az do 49,52 hpi a pro parametr tSB by mél

vevs

v intervalu 92,88 hpi az 94,58 hpi.

Podobné casové intervaly u téchto parametrl byly publikovany pro embrya
s potencidlem dosahnout stadia blastocysty, kdy cc2 bylo stanoveno na 7,8 — 14,3 hodin
(Wong et al., 2010), pricemz tento interval je o dost delsi neZ stanoveny v této préci, tim
padem lze predpokladat, Ze parametr stanoveny v této praci by mél byt presnéjsi. Meseguer
et al. (2011) stanovili pro tentyZ parametr cc2, Zze by mél byt roven ¢i kratsi nez 11,9 h, cozZ je

velmi blizké horni hranici intervalu stanoveného v této praci. Cruz et al. (2012) urcili pro
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morfokineticky parametr t5 ¢asovy interval 48,8 hpi az 56,6 hpi, ktery je opét Sirsi nez urceny
v této praci. Campbell et al. (2013) zjistili pro embrya s nizkym rizikem aneuploidii interval u

parametru tSB (start blastulace) maximalné do 96,2 hpi.

Souvislost mezi morfokinetickymi parametry a ploidii embrya dosud nebyla zcela jasné
pochopena. Nékolik studii naznacuje, Ze morfokinetické parametry mohou predpovédét stav
chromozomadlniho statusu embrya (Campbell et al., 2014; Minasi et al., 2016; Pennetta et al.,

2021).

Nékolik studii vSak uvedlo, Ze pomoci morfokinetickych parametr(i nelze predvidat
euploidie (Zhang et al., 2017) nebo Ze maji nizkou az stfedni schopnost predvidat euploidie
embryi (Mumusoglu et al., 2017). Dva publikované systematické prehledy kromé toho ukazaly,
Ze je time-lapse monitoring je sice slibny nastroj s velkym potencidlem pro objektivni
posouzeni embryondlniho vyvoje, ale morfokinetické parametry by se zatim nemély pouzivat

jako a ndhrada za PGT k urceni ploidie embryi (Zaninovic et al., 2017; Reignier et al., 2018).

Multinukleace pfritomné v blastomerach ¢asného embrya jsou béind embryonalni
abnormalita (Hardy et al., 1993). U 50 % - 100 % geneticky vySetifenych embryi s vyskytem
multinukleaci se vyskytovaly aneuploidie nebo mozaicismus (Munné et al., 2006). Je ale velmi
pravdépodobné, Ze embrya na zakladé vlastniho opravného mechanismu (self-correction
mechanism) jsou schopna blastomery s multinukleacemi opravit a po mitotickém déleni
vzniknou dvé dcefiné euploidni blastomery s jednim jadrem. Je zfejmé, Ze vétSina embryi
s multinukleacemi v blastomerach jsou aneuploidni nebo mozaicistni, nicméné diky ,self-
correction” mechanismu mohou nékterd embrya nakonec byt euploidni (Yilmaz et al., 2014).
Nicméné je zfejmé, ze vyskyt multinukleaci ve stadiu dvoubunééného embrya sniZzuje miru
implantace embrya po embryotransferu i pocet dosazenych klinickych gravidit (Ergin et al.,
2014) a také zvysuje pocet detekovanych aneuploidii (Ambroggio et al., 2011). Je zajimavé, ze
vyssi mira multinukleaci u blastomer byla zaznamenana ve dvoubunélném stadiu a
s prechodem embrya do ¢tyrbunééného stadia se vyskyt multinukleaci vyrazné snizil (Balakier
etal.,2016) pravdépodobné diky ,self-correction” mechanismu. Podobné vysledky, konkrétné
vysSi vyskyt multinukleaci u dvoubunécnych embryi nez u ctyfbunécénych embryi, byly
zaznamenany také v této praci. Z této prace dale vyplyva i to, Ze vyznamnéjsi pro predikci
vyskytu aneuploidii u embryi je vyskyt multinukleaci v blastomerach ve stadiu ¢tyfbunécného

embrya.
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Nékteré morfokinetické parametry a morfologické znaky mohou zcela jisté souviset
s genetickou vybavou embrya a mohly by byt pouZivany pro vybér nejlepsiho embrya. Zcela
jisté zatim time-lapse monitoring nem(zZe nahradit preimplantacni genetické vysetreni
embryi, ale miZe pomoci k vybéru toho nejperspektivnéjsiho embrya zejména u pacientd,
ktefi nejsou lékarem-genetikem indikovani pro PGT-A, tzn. vySetfeni jim neni hrazeno ze
zdravotniho pojisténi. V reZimu samoplatce je pak PGT-A financné velmi ndrocné, a to se musi
vzit v Uvahu navic také to, Ze pacienti uz museji doplacet na samotny IVF cyklus, jehoZ soucasti
muZe byt PGT-A, protoZe ten pojiStovna hradi jen ¢astecné. Pojisténci ceskych zdravotnich
pojistoven mohou absolvovat s doplatkem od pojistovny tfi IVF cykly, pokud si v prvnich dvou
cyklech nechaji zavést jen 1 embryo, tak pojistovna prispiva na ¢tyri IVF 1éCebné cykly. Klinicky
genetik mGze indikovat PGT pfi opakovaném selhani |é¢by IVF, opakovaném potraceni, u
pacientek starSich 35 let, u paru, kde je u muzZe diagnostikovdna oligozoospermie, silnd
astenozoospermie, teratozoospermie nebo kombinace vySe uvedenych ndlez(l. Do této
skupiny spada i diagndéza azoospermie, kdy jsou spermie ziskdvany obvykle technikou
MESA/TESE. U parl, kde je diagnostikovana genetickd vada, genetik také indikuje
preimplantacni vySetieni embryi, s tim, Ze se nejdfive vysetfi sledovand genetickd abnormalita
a u embryi, které nejsou nositeli abnormalniho genu / translokace se v druhém kole provede

jesté vysettreni vyskytu aneuploidii.

Je pravda, Ze rozvoj technologii spjatych stime-lapse probéhl velmi rychle a zZe
zavedeni do klinické praxe nebylo podporeno rozsahlejsimi klinickymi studiemi, které by se
zamérily na posouzeni naprosté bezpecnosti a efektivity této nové metody. Nicméné time-
lapse monitoring je klinicky vyuZzivan jiz 10 let a posledni védecké prace, vysledky kultivace
embryi a pregnancy rate jasné dokazuje, Ze tato metoda je zcela bezpecna a prispiva k lepSim
vysledkiim 1écby neplodnosti i tim, Ze poskytuje lepsi kultivacni podminky ve srovnani
s kultivaci v bézném kultivacnim boxu (Kovacs, 2014; Casteld et al., 2016). Velmi casto se
objevuji polemiky ohledné financnich naklad( na laboratorni vybaveni nutné k provadéni
time-lapse kultivace a ndkladd vynalozenych na zaskoleni embryologl, ktefi se musi naucit

cely systém ovladat, a navic spravné odecitat potfebna data a ta interpretovat.

Casovd naroénost vyhodnocovani vyvoje embryi je v souéasnosti moiné obejit
pouzitim time-lapse systém( s umélou inteligenci, kterd na zakladé svych ,,zkusenosti“ vybere

to nejlepsi embryo sama a obejde tim pomérné vysokou miru subjektivity spojenou s vybérem
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nejlepsiho embrya k ET embryologem. Nicméné zcela automatizované hodnoceni embryi je
narocné kvili sloZitosti morfologie embryi. Napodobovani dovednosti vysoce vyskolenych
embryologl v efektivnim hodnoceni embryi v plné automatizovaném systému je hlavni vyzvou
v oblasti pocitatové podporovaného hodnoceni embryi ve vsech jiz provedenych studiich, ale
i vtéch budoucich. Nejvétsi uskali se jevi zejména kvlli zaméfeni na méreni specifickych
expertné definovanych parametr(, jako je napriklad tloustka zona pellucida, pocet blastomer,
stupen bunécéné symetrie, cytoplazmatické fragmentace atd. (Rocha et al., 2017a; Rocha
et al., 2017b). Strojové uceni (machine learning) je volné definovano jako pocitacovy program,
ktery se v prlibéhu ¢asu prostrednictvim zkuSenosti u¢i dany ukol a zdokonaluje se, aby dosahl
co nejlepsiho vykonu udkolu. V poslednim desetileti pokroky v oblasti hardwarového
vypocetniho vykonu a technik strojového uceni vyrazné zlepsily jejich pouzitelnost v realnych
lékarskych i nelékafskych problémech. Neddvno bylo jako feSeni pro automatizovanou
analyzu morfologii embryi navrZeno strojové uceni (Rocha et al., 2017b; Dimitriadis et al.,
2019; Bormann et al.,, 2020). Tyto studie popisuji vyuziti konvoluéni neuronové sité
(convolutional neural network, CNN), prezentuji techniku uceni, kterd se ukdazala jako uc¢innd
v Ulohach klasifikace snimk( z time-lapse. Na rozdil od vétSiny dfivéjSich pocitacové
podporovanych algoritm(, véetné nékterych technik strojového uceni pouzivanych pro
hodnoceni embryi, uvedena architektura CNN umoziuje automatizovany vybér a analyzu
vlastnosti embrya na urovni pixelt bez jakéhokoli zasahu embryologa (Rocha et al., 20173;
Rocha et al., 2017b). Takové sité nezavisi na vlastnostech specifikovanych ¢lovékem a mohou
vyvinout schopnost kategoricky hodnotit embrya prostfednictvim interaktivniho uceni z tisicl
pfedchozich pfipad(. Zde je dllezité zdlraznit, Ze vétSina IVF center zatim nema ¢asosbérny
zobrazovaci hardware, jak v Evropé, tak ani ve Spojenych statech americkych (Dolinko et al.,
2017). Nedostate¢na dostupnost takového hardwaru omezuje jinak slibnou technologii
vétSinou na prostiedi bohata a ekonomicky vyspélad a nezlepsuje kvalitu péce a pfristup k ni
v prostfedi s omezenymi zdroji, kde jsou takové pokroky naléhavé potreba (Wahl et al., 2018;
Hosny & Aerts, 2019). Jen naklady spojené s pofizenim time-lapse kultivacniho systému se
v Ceské republice pohybuji kolem 4 miliénG korun, coi si mald IVF centra v dnedni dobé

vétSinou nemohou dovolit.

Vysokda potizovaci cena time lapse systému se pak samoziejmé promitne v konecné

cené za metodu pro pacienty, ktera je v souéasnosti v samoplatcovském rezimu bez prispéni
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pojistovny. Nicméné stéle je time-lapse cenové dostupnéjsi nez provedeni PGT bez indikace,
tzn. bez ndroku na proplaceni pojistovnou. Pro tyto pacienty pak muZe byt time-lapse
alternativou k vybéru toho nejlepsiho embrya k ET, zejména pro ty pacienti, ktefi nechtéji ¢i
nemohou absolvovat PGT z jakychkoli jinych davodl, napfiklad pravnich, socidlnich,

naboZzenskych nebo ekonomickych.

Konkrétni morfokinetické parametry a morfologické znaky, které signifikantné
predikuji kvalitu embrya, mohou podstatné zjednodusit a urychlit pracovni postupy
v embryologické laboratofi pfi vybéru embryi k embryotransferu a ke kryokonzervaci. Mohou
také prispét k zefektivnéni a urychleni Ié¢by neplodnosti ve smyslu, Ze pacientka po pouZiti
time-lapse monitoringu (nebo PGT) otéhotni hned po prvnim embryotransferu, protoze
vybrané embryo ma opravdu nejvyssi implantacni potencial z celé aktualni kohorty jejich
embryi. Snizuji se tak vyrazné naklady jak pacientim, ktefi nemusi absolvovat vice
embryotransferl k dosazni klinické gravidity a nasledné porodu zdravého ditéte, tak
zdravotnimu systému zejména diky single embryotransferu nejlepsiho embrya a nasledné péci

o pacientky s jednocetnymi graviditami.
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7 Zaveér

Tato dizertacni prace byla zamérena na sledovani hodnot morfokinetickych parametri
cc2, s2, t5 a tSB a vyskytu multinukleaci v blastomerach dvoubunécnych a ¢tyfbunécnych
embryi kultivovanych v time-lapse systému. Tato embrya byly vySetfena metodou PGT-A a
rozdélena do dvou skupin: geneticky normalni embrya a geneticky abnormalni embrya.
Zjisténé hodnoty morfokinetickych parametrld a vyskytu multinukleaci byly statisticky
porovnany u skupiny geneticky normalnich a geneticky abnormdlnich embryi, u skupiny
geneticky normdlnich embryi s prokdzanou klinickou graviditou a geneticky abnormalnich
embryi a u skupiny geneticky normalnich embryi s prokazanou klinickou graviditou a geneticky
normalnich embryi s prokdzanym negativnim testem po KET. Cilem bylo nalézt souvislost mezi
témito morfokinetickymi parametry a znaky a genetickou kvalitou embryi, které by pak mohly

slouzit k selekci kvalitnich embryi bez pouziti invazivni PGT metody.

Na zakladé provedené klinické studie v embryologické laboratoti Kliniky reprodukéni
mediciny a gynekologie byly zjistény vyznamné rozdily v morfologickych parametrech cc2, t5
a tSB a vyskyt multinukleaci ve stadiu dvoubunécnych a ¢tyfbunéénych embryi mezi skupinou
geneticky normalnich embryi a abnormdlnich embryi, také mezi skupinou geneticky
normalnich embryi, ktera vedla ke klinickému téhotenstvi po ET a skupinou abnormalnich
embryi. Z morfokinetickych dat zjisténych ve skupiné geneticky normalnich embryi vedoucich
ke klinickému téhotenstvi byly stanoveny na zakladé statistické analyzy ¢asové intervaly, které
by mély predikovat embrya s vysokym implantacnim potencialem: cc2: 11,3-11,7 hpi, t5:

48,1-49,5 hpi, tSB: 92,9-94,6 hpi.

Vyskyt multinukleaci v blastomerach ve skupiné geneticky normalnich embryi, ktera
vedla ke klinickému téhotenstvi, byl ve staddiu dvoubunééného embrya 2x nizsi a ve stadiu

Ctyrbunécného embrya 7x nizsi nez ve skupiné geneticky abnormalnich embryi.

Na zaveér byly zjistény vyznamné rozdily v morfokinetickych parametrech t5 a tSB ve
skupiné geneticky normalnich embryi vedoucich ke klinickému téhotenstvi a ve skupiné

geneticky normalnich embryi, kterd po KET nebyla implantovana.

Na zdakladé téchto vysledkl se podafilo sestavit jednoduchy hierarchicky model
k selekci time-lapse kultivovanych embryi k ET. Parametry t5 a tSB a jejich doporucené casové
intervaly by mély byt pouzity jako zakladni parametry pti vybéru kvalitnich embryi. Ve druhé
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fazi vybéru kvalitniho embrya je doporuceno pouzit morfokineticky parametr cc2 a vyskyt
multinukleaci v blastomerach béhem prvnich dvou bunécnych déleni, zejména ve

Ctyrbunécném stadiu vyvoje embrya.

Po zavedeni pouZivani uvedeného selekéniho hierarchického modelu a zejména pfi
pouziti navrienych morfokinetickych parametrd, jejich doporucenych ¢asovych intervall a
vyskytu multinukleaci v blastomerach do klinické praxe bude mozné svysokou
pravdépodobnosti vybrat nejlepsi euploidni embryo pro embryotransfer i bez invazivniho PGT

vysetreni.
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Podil autorky: konceptualizace, analyza a interpretace, sbér dat, psani ¢lanku, kritickd revize

¢lanku, konecné schvaleni ¢lanku, celkova odpovédnost

Komentar:

Publikace se vénuje identifikaci vyznamnych morfokinetickych a morfologickych markerq,
které by mohly byt prediktivnim ukazatelem kvalitniho embrya s dobrou perspektivou dalsiho
vyvoje. Byly porovnavany skupiny aneuploidnich a euploidnich embryi a také euploidnich
embryi s prokdzanou klinickou graviditou po kryoembryotransferu ve srovnani s euploidnimi

embryi s negativnim téhotenskym testem po kryoembryotransferu.

Cilem asistované reprodukce je, aby par lé¢eny IVF technikami ukoncil 1é¢bu narozenim
zdravého ditéte. Nezbytnym predpokladem uUspéchu je identifikace nejlepSiho embrya
s vysokym implantaénim a vyvojovym potencidlem. Jednou z moznosti je vybrat euploidni
embryo pomoci invazivniho preimplantacniho genetického vysetieni nebo je mozné vybrat

nejlepsi embryo vyuZitim neinvazivniho time-lapse sledovani, konkrétné na zakladé
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morfokinetickych parametr( a morfologickych markerd, které jsou schopny pomoci takové

embryo identifikovat.

Na zakladé vysledku lécby pacientek byla embrya rozdélena do 2 skupin — euploidni embrya,
ktera po kryoembryotransferu (KET) vedla k narozeni zdravého dité a euploidni embrya, ktera
po KET implantovala, ale nevykazovala akci srde¢ni. Na zakladé statistické analyzy téchto
2 skupin embryi bylo zjisténo, ze morfokinetické parametry t5 (¢as déleni na 5 bunék) a tSB
(Cas zacatku blastulace) jsou signifikantné rozdilné. Tyto vysledky naznacuji, Ze morfokinetické
parametry tSB a t5 jsou prediktivni indikdtory pro vybér embrya s vysokym vyvojovym

potencidlem a s vysokou pravdépodobnosti dosaZzeni narozeni zdravého ditéte.
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Prediction of live birth — selection of embryos using morphokinetic parameters

Katerina Tvrdonova®*, Silvie Belaskova“®, Tatana Rumpikova®, David Rumpik®, Alena Myslivcova Fucikova?, Frantisek Malir?

Backround. The goal of assisted reproduction is for a couple treated with IVF techniques to end the treatment by giv-
ing birth to a healthy baby. A neccessary presumption for success is the identification of the best embryo with high
implantation and developmental potential. One option is to select an euploid embryo by invasive preimplantaion
genetic testing for aneuploidy (PGT-A) or it is possible to select the best embryo by non-invasive time-lapse monitoring
(TLM), specifically based on morphokinetic parameters and morphological markers that are able to identify an embryo
with high developmental potential.

Materials and Methods. The study involved a total of 1060 embryos (585 euploid and 475 aneuploid embryos after
PGT-A) with good morphology from 329 patients in the period 01/2016-10/2021. All embryos were cultured in a time-
lapse incubator, trophectoderm (TE) cells biopsies for PGT-A examination were performed on day 5 (D5) or day 6 (D6)
of culture. During the study period, 225 frozen embryo transfers (FET) of one euploid embryo were performed. Based
on the treatment outcome, the embryos were divided into 2 groups — euploid embryos, which led to the birth of a
healthy child, and euploid embryos that did not show fetal heartbeat (FHB) after FET.

Results. Based on the statistical analysis of the embryos without implantation and the embryos with live birth, it is
clear that the morphokinetic parameters t5 (time of division into 5 cells) and tSB (time of start of blastulation) are
significantly different.

Conclusion. The results suggest that of the morphokinetic parameters tSB and t5 are predictive indicators for selecting
an embryo with high developmental potential and with a high probability of achieving the birth of a healthy child.

Key words: embryo, time-lapse, morphokinetics, implantation, live birth
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INTRODUCTION

The basic goal of assisted reproduction is 