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Prehled pouzitych zkratek
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ABortis, rané t¢hotenské ztraty

Assisted Hatching, naruseni zony pellucidy

Assisted Reproduction Technologies, techniky umélého oplodnéni
Adenosine TriPhosphate, adenosin trifosfat — zdroj energie pro buiiku
Pregnancy Rate, vyjadifuje v procentech pocet biochemicky potvrzenych
téhotenstvi po embryotransferu

Break Down ProNuclear, embryo s rozpusténym jadernym obalem
DeoxyriboNucleic Acid, deoxyribonukleova kyselina

Early Cleavage embryo (22-25 hodin po inseminaci jiz prob&hlo prvni
bunécné déleni)

elective Single Embryo Transfer, pfenos jednoho vybraného embrya

Fluorescence In Situ Hybridization, metoda fluorescenéni in situ
hybridizace

Follicle Stimulating Hormone, folikuly stimulujici hormon
Fertilization Rate, udava pocet oplozenych oocytt v procentech
Gamete Intra- Fallopian Transfer, pfenos gamet do vejcovodu
hormon gonadoliberin, regulujici hladinu gonadotropinti
Human Chorionic Gonadotropin, lidsky choriovy gonadotropin
lidsky leukocytarni antigen

skupina histonli podilejici se na zdarném priib&éhu oplodnéni oocytu
spermii

HysteroSKopie, endoskopické vysetieni délohy
Inner Cell Mass, vnitini masa bunék
IntraCytoplasmic Sperm Injection, vpich jedné spermie do oocytu

Intracytoplasmic Morphologically Selected sperm Injection, vybér
nejvhodnéjsi spermie k oplozeni oocytu dle jeji morfologie

Implantation Rate, vyjadfuje v procentech pocet gestacnich vacku s akci
srdecni na pocet prenasenych (transferovanych) embryi

In Vitro Fertilization a Embryo Transfer, oplozeni oocytu mimo télo
Zeny a prenos vzniklého embrya do délohy



LH Luteinizing Hormone, luteiniza¢ni hormon
LSK LaparoSKopie, endoskopické vysetieni malé panve

NEC No Early Cleavage embryo (v aobé 22 — 25 hodin po inseminaci zustava
ve stadiu prvojader nebo doslo jen k rozpusténi karyolemy)

0S Oxidacni Stres

PCOS PolyCystic Ovary Syndrome, syndrom polycystickych ovarii

PDG preimplantacni diagnostika embrya

PCR Polymerase Chain Reaction , polymerazova fetézeova reakce

PICSI Preselected IntraCytoplasmic Sperm Injection, vybér zralé spermie pro

oplodnéni oocytu

PN ProNuclear, prvojadro vzniklé bezprostiedné po oplozeni

PR Pregnancy Rate, vyjadiuje v procentech pocet ziskanych t¢hotenstvi na
embryotransfer

PRM1 protamin 1, latka podilejici se na zdarném prib&hu oplozeni oocytu
spermifi

PRM2 protamin 2, latka podilejici se na zdarném prabéhu oplozeni oocytu
spermii

QR-PCR real-time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain

Reaction

ROS Reactive Oxygen Species, volné kyslikové radikaly

RNA Ribonucleic Acid, ribonukleova kyselina

SHBG Sex Hormone Binding Globuline, gen vyrazné¢ ovliviiujici plodnost
muze

TEM Transmisni Elektronova Mikroskopie
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ZIFT Zygote Intra- Fallopian Transfer, transfer zygoty do vejcovoda
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1  Uvod

Jednim z zZivotnich poslani kazdého organismu na Zemi je predat dalSim generacim
svij geneticky materidl. RozmnoZzovaci funkce je pro zachovéni existence zivota na Zemi
nezbytnd. Ani u ¢lovéka tomu nemuze byt jinak. Jiz od davnych dob bylo zachovani rodu
hlavnim poslanim zivych organismi. Od téchto pradavnych ¢ast doslo na Zemi k mnoha
razantnim zméndm, at jiz v zastoupeni fauny a flory, klimatickym, socidlnim
nebo politickym, avSak touha po potomstvu je u zivoc¢ichtl, ¢lovéka nevyjimaje, vécna.

Neni davno doba, kdy jedinou moznosti pro par se snizenou plodnosti jednoho
z partnerii, byla adopce ditéte. S postupnym rozvojem v oblasti lékafstvi a genetiky
se objevila pro bezdétné pary nadéje mit vlastniho potomka - metody asistované
reprodukce.

Techniky umélého oplodnéni lze povazovat za moznosti moderni doby.
Prvopocatky postupti umélého oplodnéni lidského oocytu sahaji do 30. - 40. let 20. stoleti,
kdy se provadély cetné pokusy snazici se o in vitro fertilizaci, ve veterinarni oblasti
se tyto postupy objevuji diive. Dalsi vyzkum se zabyval vlivy piirozenych i uméle
syntetizovanych hormont na proces vyvoje vajicka. Jiz v 50. - 60. letech doslo na zaklad¢
predchozich vyzkuma k podavani perordlnich medikamentii, jez stimulovaly ovulaéni
cyklus. Nasledovaly mnohé dalsi tspéchy, které v 70. letech vyvrcholily uspé$nou in vitro
fertilizaci, t&hotenstvim a porodem. Také v Ceské republice se védecka pozornost zadala
na nové zfizenych specializovanych pracovistich obracet k metoddm asistované
reprodukce, ale az v 80. letech minulého stoleti doslo k plnému rozvoji téchto postupt.
Prvni dité¢ pocaté pii umélém oplodnéni na brnénském pracovisti se narodilo za vyuziti
metody GIFT roku 1982. V Olomouci byly zaznamenany vyznamné uspéchy metod
asistované reprodukce v 90. letech minulého stoleti, roku 1993 se po IVF narodilo zdravé
dite.

Stale nové poznatky a zdokonalovéani technik asistované reprodukce vyvolavaji
nejen obdiv, ale i vlnu nevole vefejnosti. Eticky a nadboZensky néhled je ¢asto v rozporu
S pfinosnym védeckym poznanim. Nazor si musi kazdy z nas vytvofit sdm. Ale neodborna
1 védecka vetejnost by mély mit na paméti, ze k procesu poceti i jeho vyzkumu je potieba
pfistupovat s pokorou, aby se Spostupem doby veéda nestala nepiitelem lidstva,

nybrz aby vzdy byla vérnym sluhou.



2 Normalni a sniZzena plodnost paru

Normalni plodnosti paru se oznacuje stav, kdy Zena otehotni nejpozdé¢ji do dvou let
pii pravidelném nechranéném pohlavnim styku (Forti et Krausz, 1998). N¢které literarni
zdroje uvadéji, Ze pfi normalni plodnosti obou partnerit dojde k otéhotnéni zeny
jiz do jednoho roku (Chavarro et al., 2007).

Plodnost zeny je ovliviiovana souhrou mnoha procesi, napf-.:

e koordinovana spoluprice mezi hypotalamem, hypofyzou a vajecniky,
kterd umoznuje dozravani zpravidla jednoho dominantniho vajicka,

e pfiprava délozni sliznice na pfijmuti embrya,

e uvolnéni vajicka z vajecniku,

e volny priichod vajicka vejcovodem,

e interakce spermie a vajicka ve vejcovodu, kterd vede k oplodnéni vajicka,

e transport zygoty vejcovodem az do délohy, béhem které¢ho dojde k rozd¢leni
zygoty na mnohobunééné embryo,

e zanofeni embrya do dé€lozni sliznice a rozvoj placenty.

Plodnost muZze je ur¢ena schopnosti:

e produkovat dostatecny pocet spermii snormalni motilitou, které jsou
schopny prichodu z vaginy ptes délozni ¢ipek az do vejcovodu zeny,

e spermie oplodnit vajicko a fadou stimto jevem spojenych chemickych
procest.

Jestlize u partnerti dojde k poruse u nékterého z vyse uvedenych procest, snizuje
se plodnost paru a klesa pravdépodobnost poceti potomka (Mayer et al., 2008).

Pokud v ¢asovém obdobi jednoho aZz dvou let nedojde u paru k téhotenstvi, je
nezbytné I¢katské vySetfeni obou partner a nasledna lécba. Ke stanoveni diagnozy
neplodnosti je nutné pristupovat u kazdého paru individualné, napt. s ohledem na vék Zeny.
Jeji plodnost totiz s rostoucim vekem klesa, proto je vhodné, aby Zeny star§i 35 let
vyhledaly lékatské vySetfeni diive neZ po jednom roce nechranéného pohlavniho styku
bez nasledného otéhotnéni (Forti et Krausz, 1998).

Ceskou terminologii je neplodnost oznadovana také jako sterilita. Jedna
se 0 neschopnost zeny ot€hotnét. OdliSujeme primarni a sekundarni sterilitu. Diagnoza
primarni sterility je stanovena u Zen, které nebyly nikdy tehotné. Jestlize bylo u Zeny
pfedchozi t¢hotenstvi ukoncené potratem, bylo uloZeno mimo délohu nebo skoncilo

porodem, nazyvame naslednou neschopnost otéhotnét sekundarni sterilitou.
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Infertilitou oznacujeme stav, kdy zena muze otchotnét, ale neni schopna dité
donosit. Vétsinou byva te€hotenstvi ukonfeno samovolnym potratem nebo piedcasnym
porodem s naslednym tmrtim plodu (Rezabek, 2008).

Pfi¢iny snizené spontanni reprodukce mohou byt formalné rozdé€leny
do Ctyt hlavnich kategorii dle stanovené diagnozy:

e snizena plodnost Zeny,

e snizena plodnost muze,

e snizena plodnost u obou partnerd,
e nevysvétlitelnd neplodnost paru.

Je obtizné stanovit piesné procentudlni zastoupeni jednotlivych vyse uvedenych
pfi¢in neplodnosti. Uvadi se, Ze snizena plodnost Zen je zastoupena v 35 %, sniZend
plodnost muze u 30 % parQ, az u 20 % dvojic je zjistén problém u obou partnerti a v 15 %

piipadu nelze stanovit piesny divod infertility paru (Forti et Krausz, 1998).

2.1 SniZena plodnost Zeny

Pouzivané vysetfovaci metody u zen se snizenou plodnosti jsou
hysterosalpingografie, panevni ultrasonografie a panevni magnetickd rezonance.
Tyto zobrazovaci metody hraji klicCovou roli pfi diagnostice i nasledné 1écbé. Moznych
pricin snizené plodnosti je mnoho, proto je nutné dukladné vySetfit cely pohlavni systém
zeny (Steinkeler et al., 2009).

V piipadé€ snizené plodnosti 1ékat zjiStuje obsdhlou anamnézu, kterd se zamétuje
na diive prodéland onemocnéni a operace. Plodnost ovlifiuji naptiklad infek¢éni a virova

onemocnéni nebo mozkové a cévni onemocnéni (Forti et Krausz, 1998).

2.1.1 VEk zeny

VéEk je u zen jeden z hlavnich Cinitelll snizené plodnosti. Po dosazeni 35. roku
dochéazi u zen k vyraznému poklesu plodnosti. Ve v€kové kategorii 19 - 26 let je vyskyt
neplodnosti v 8 %, ve véku 27 - 34 let 14 % a ve skupin¢ 35 - 40 let se neplodnost
vyskytuje az v 18 % (Dunson et al., 2004).

2.1.2 SniZena ovarialni rezerva
Jednou z nejcastéjSich pfi¢in snizené plodnosti u zen v reprodukénim véku je
ovulaéni dysfunkce, kterd narusi nebo zcela znemozni reprodukéni cyklus

(Corabian et Scott, 2004). Patofyziologické mechanismy, které zapficinuji snizenou
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ovarialni rezervu, Ize rozd€lit do dvou hlavnich skupin poruch, deplece folikuli

a dysfunkce folikulti v ovariich (Hudecek et al., 2010).

2.1.2.1 Deplece folikuli v ovariich

gestacniho tydne vyvoje plodu, kdy se z entodermu Zloutkového vacku vytvaii zarodecné
bunky, které migruji do genitalni listy. Nasleduje rychlé mitotické déleni oogonii
a poté meidza s pfemeénou oogonii na primarni oocyty. V obdobi 28. tydne nitrodélozniho
vyvoje plodu uz oogonii nepfibyva. Maximalniho poctu dosahuji zarode¢né buiky
ve 20. tydnu prenatalniho vyvoje, kdy jich je pfiblizné 7 milionti, naslednou redukci jejich
pocet klesa a v dob¢ porodu ziistava v ovariich asi 300 tisic zarode¢nych bunék. Proces,
ktery redukuje pocet zarodecnych bunék v téle, je folikuldrni atrézie. U Zen s predasnym
ovaridlnim selhdnim je zrychlend folikularni atrézie vétSinou podminéna geneticky.
V mens$im poctu piipadi dochédzi k primarné redukovanému poctu zarode¢nych bunek,
ktery muze byt zapfiCinény napiiklad chybnou migraci zarodecnych bunck

(Hudecek et al., 2010).

2.1.2.2 Dysfunkce folikuli v ovariich

Dysfunkce folikuld v ovariich mtze byt zpiisobena jejich rezistenci ke stimulaci
gonadotropnimi hormony - syndrom rezistentniho ovaria. Pfi¢inou této poruchy mohou byt
autoimunitni, receptorové a postreceptorové defekty pro gonadotropiny nebo nefunkénost
nékterych enzymt (Hudecek et al., 2010). Proces ovulace je fizen mnoha hormony,
jejichz ¢innost musi byt vzajemné dokonale synchronizovana. Mezi gonadotropni hormony
patii folikuly stimulujici hormon (FSH) a luteinizaéni hormon (LH), které stimuluji
vajecniky k produkei dalSich pohlavnich hormonti a podporuji zrani a uvolnéni Zenskych
pohlavnich bunék. Pod vlivem FSH dochdzi ve vajecnicich k vyvinu n€kolika folikuli,
jejichz obaly produkuji estrogeny. Stoupajici hladina estrogenu v téle stimuluje vyvoj
endometria a zaroven zpusobuje inhibici ¢innosti hypofyzy, dochdzi ke snizeni sekrece
FSH. Po dozrani zpravidla jednoho dominantniho folikulu dojde k uvoliovani LH. Vajicko
uvnitt dominantniho folikulu dozravd a zarovenl se oslabuje sténa folikulu. Dochazi
k uvolnéni vajicka neboli k ovulaci (Corabian et Scott, 2004).

Ovulaci 1ze prokazat napf. vzristem bazalni teploty. ZvySeni télesné teploty je
zptisobeno ¢innosti hormonu progesteronu, ktery je produkovan zlutym téliskem. Teplota

Vpochvé je pravidelné meéfena (za standardnich podminek) a zaznamenavana.
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Tento zpusob je vhodny piedevsim k samovySetieni. Probéhlou ovulaci 1ze prokazat z krve
stanovenim hladiny progesteronu 21. den menstruaéniho cyklu. Dal$im hormonem,
ktery v obdobi ovulace narusta, je lutinizaéni hormon (LH) (Rob et al., 2008).

Jakékoliv naruSeni interakci mezi hormony produkovanymi hypotalamem,
hypofyzou a vajecniky, vede k ovulacni dysfunkci (ovulace neprobihd a nedostavi
se menzes - amenorhea, nebo je cyklus nepravidelny — oligomenorhea). U zen postiZzenych
ovula¢ni dysfunkci byla diagnostikovana jedna z nésledujicich hormonalnich poruch:

e hypogonadotropni normoprolaktinemick4 ovaridlni insuficience, dle WHO
skupina 1

e normogonadotropni normoprolaktinemicka ovaridlni insuficience, dle WHO
skupina 2

e hypergonadotropni ovarialni insuficience, dle WHO skupina 3

¢ hyperprolaktinemickd ovarialni insuficience.

V populaci se nejcastéji vyskytuji hormonalni poruchy klasifikované podle WHO
jako skupina 1 a 2 (30 %) (Corabian et Scott, 2004). Hypogonadotropni
normoprolaktinemicka ovaridlni insuficience se vyznacuje sniZenou sekreci FSH
a nasledn¢ 1 LH. Normogonadotropni normoprolaktinemicka ovaridlni insuficience
se  projevuje snizenou  hladinou  gonadotropiny  uvolujictho = hormonu
(gonadoliberin, GnRH1), poruchou lutedlni fize menstruacniho cyklu a dal§imi mnoha
dysfunkcemi, které se tadi do skupiny 1 i skupiny 2, naptiklad anovulaéni cyklus
nebo hyperandrogenemie (Abbott et al., 2004). Anovulaéni neplodnost je stav,
kdy nedochazi k prasknuti stény folikulu a naslednému uvolnéni vajicka, coz je
zapti¢inéno hormonalni nerovnovahou v téle zeny (Corabian et Scott, 2004). Dochazi-li
K hyperandrogenemii, je zvySena hladina muzskych pohlavnich hormont - testosteronu,
androstendionu a dehydroepiandrosteronu  (Borovsky et Kristafkova, 2009).
Pifi  hypergonadotropni ovaridlni insuficienci je zvySend hladina FSH 1 LH,
ktera se projevuje napiiklad primarnim selhanim vajec¢nika (Abbott et al., 2004). Posledni
skupinou hormonaélnich poruch ovula¢niho cyklu je hyperprolaktinemicka ovarialni
insuficience, ktera je zpusobena zvySenou hladinou prolaktinu v Krvi. V piipadé nalezu
zvyseného prolaktinu je nutné vyloucit fyziologické ptiCiny hyperprolaktinemie (gravidita,
laktace, stres, hypoglykemie, drazdéni prsnich bradavek nebo pohlavni styk)
a farmakologické pfi¢iny (estrogeny, psychofarmaka, opiaty, narkotika, aj.)

(Borovsky et Kristatkova, 2009).
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2.1.3 Syndrom polycystickych ovarii

Syndrom polycystickych ovarii (PCOS) je endokrinopatie, ktera postihuje 5 — 10 %
zen ve fertilnim veéku. Nejedna se o chorobu pfesné vymezenou, PCOS je heterogenni
onemocnéni s Sirokym spektrem fenotypickych manifestaci (Vrbikova, 2003). Diagnostika
PCOS je obtizna, jelikoz se u vSech pacientek neobjevuje stejnd mira projevu znakl tohoto
onemocnéni (Corabian et Scott, 2004).

V soucasné dobé je PCOS definovana National Institute of Health
(NIH 1990, USA) jako stav charakterizovany chronickou anovulaci a hyperandrogenémii
(Vrbikova, 2003). Na zéaklad¢ této definice lze PCOS zaradit do skupiny 2, dle WHO,
normogonadotropni normoprolaktinemicka ovarialni insuficience (Corabian et Scott,
2004). Diive byl PCOS diagnostikovan sonograficky podle Adamse vyskytem osmi a vice
subkapsuldrn€ ulozenych folikuldrnich cyst o priméru do 10 mm a zvySenym podilem
ovarialniho stromatu nad 25 % objemu ovaria (Vrbikova, 2003).

V soucasné dobé je diagnostika PCOS zaloZzena na kombinaci ultrazvukového
vySetieni a biochemickych kritérii (Corabian et Scott, 2004), spolu s klinickymi projevy
hyperandrogenizmu  anebo  oligoamenoreou. Zena sPCOS miZe mit jen
jeden nebo vSechny z nasledujicich znaki a to v rizném stupni projevu:

e typicky polycysticky vzhled ovarii

e tonicka hypersekrece LH v adenohypofyze
e ovarialni nadprodukce androgenti

e inzulinova rezistence

e hypersekrece inzulinu

e sniZena sekrece ristového hormonu

e obezita.

Zeny s diagnostikovanym PCOS maji nepravidelny menstruacni cyklus, obvykle
se u nich vyskytuje oligoamenorea nebo sekundarni amenorea, avSak PCOS muze byt
1 pfi¢inou primarni amenorey. U takto postiZenych Zen ¢asto dochéazi k anovulac¢ni sterilité
nebo vys§i potratovosti, hlavné vrané fazi gravidity. Obezita doprovazi PCOS
ve 20 — 80 % ptipadl a vyrazn€ pozméiuje klinicky obraz onemocnéni, jelikoz obezita
sama piredstavuje vyssi riziko vyskytu gynekologickych poruch (sterilita, poruchy

menstruacniho cyklu, porodni komplikace, aj.) (Vrbikova, 2003).
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2.1.4 Onemocnéni pohlavnich organi Zeny

Onemocnéni Zenskych pohlavnich organii jsou ruznd, objevuji se abnormality
ve stavbé i funkci vajecnikt, délohy nebo délozniho ¢ipku. Pti diagnostice jsou vyuzivany
zobrazovaci vySetfovaci metody, napt. hysterosalpingografii 1ze hodnotit jak prichodnost
vejcovodu, tak vyvojové vady de€lohy, které vSak vyzaduji dalS$i podrobnd vySetfeni
metodami panevni ultrasonografie nebo panevni magnetické rezonance (Steinkeler et al.,
2009). V soucasnosti se stale vice vyuziva endoskopickych metod - laparoskopie (LSK)
a hysteroskopie (HSK), které kromé diagnostiky umozniuji i operativni feSeni nalezenych

abnormit (pievzato: http://vnl.xf.cz).

2.1.4.1 SniZena plodnost déloZniho pilivodu

Abnormalni stavba dé€lohy je pfi¢inou snizené plodnosti v 3 - 6 % vSech piipadu.
Hlavni patologické zmény téla délohy jsou myom, délozni malformace a Ashermaniv
syndrom. Délozni myomy patii z klinického hlediska do skupiny nadort, jejichz pocet,
velikost a poloha jsou velmi variabilni. Mohou zplsobovat krvaceni, bolesti v oblasti
panve a snizuji plodnost. U malformaci délohy se provadi chirurgickd korekce délohy.
Ashermantiv syndrom se projevuje vznikem sekunddrnich nitrodéloznich sristii, 1écba
spociva v rozruseni sristll a nasledném podavani estrogent, které zabezpeci regeneraci

endometria (Lampé, 1988).

2.1.4.2 Endometrioza

U pacientek postizenych endometriozou je nalezena tkan ektopického vzhledu
a chovani endometria mimo délohu. Tato tkan se mutze nachazet kdekoliv, kromé srdce
a sleziny, nejCastéji vSak postihuje oblast panve, vajecniky nebo panevni pobfiSnici.
Velikost endometrilanich cyst se méni v zdvislosti na hormondlnich zménach b&hem
menstruacniho cyklu (Steinkeler et al., 2009). Endometriéza se projevuje silnou bolesti
VvV oblasti panve, druhotnym projevem je snizenda plodnost Zeny, a to 1 v ptipadech,
kdy anatomie vaje¢nikii a vejcovodii zlistivd nezménéna (Cepicky et Libalova, 2007).
Endometrioza postihuje 25 - 50 % Zen se snizenou plodnosti (Rob et al., 2008).

Lécebnou terapii je odstranéni lozisek endometridozy a nasledné uZivani 1éCiv,
napiiklad kombinované hormonalni antikoncepce, aplikace depotnich gonadoliberint,

které zplisobuji atrofii endometria (Cepicky et Libalova, 2007).
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2.1.4.3 Cervikalni onemocnéni

Hlen, ktery je produkovéan v obdobi ovulace a ktery uzavira délozni hrdlo, mize
negativné ovliviiovat pohyb spermii smérem k oocytu. Napi. se zde mohou nachazet
protilatky proti spermiim. Tyto protilatky tim, Zze se navdzou na spermie, mohou
zpusobit jejich znehybnéni, shlukovani nebo je dokonce usmrtit. Mohou se navazat
na akrosom spermii, ¢imz znemozni splynuti s vajickem. Lécba spoc¢iva ve snaze snizit
tvorbu protildtek podavanim kortikoidli soucasné s chranénym pohlavnim stykem
po né€kolik mésicu, feSenim mize byt intrauterinni inseminace, kdy jsou promyté spermie
vloZeny piimo do dutiny d€lozni, ¢imz je zabranéno styku spermii s déloznim hlenem

(Naz, 2006).

2.1.4.4 Nepruchodnost vejcovodii

Neprichodnost vejcovodu je pti¢inou snizené plodnosti u 30 - 40 % pacientek
(Steinkeler et al., 2009). Tento stav mize mit mnoho pfifin, mezi ty nejCastéjsi patii
opakované zanéty v oblasti malé panve, mimod¢lozni tehotenstvi, endometridza
na pobfisnici nebo i komplikovany pribéh zanétu slepého stteva. MiiZze dojit k postiZzeni
kterékoliv ¢asti vejcovodu, nejcastéji vSak k uzavieni dochdzi na bfiSnim konci. Vznikla
dutina ve vejcovodu je vyplnéna tekutinou, ktera vejcovod rozsifuje a zvétSuje, dochazi
az ke vzniku rizné velkého kyjovitého utvaru tzv. sactosalpinx.

K obnoveni spravné prichodnosti vejcovodu Ize provést mikrochirurgickou
operaci, po které vSak otéhotni asi jen 10 % Zen. S rozvojem metod asistované reprodukce
se snizil pocet téchto provadénych zakrokt. Je prokazano, Ze tekutina sactosalpinxu
negativné ovliviluje UspeSnost asistované reprodukce, proto je doporuceno, aby byl

takto postizeny vejcovod odstranén (Rezabek, 2008).

2.2 SniZena plodnost muze

V celosvétovém méfitku je plodnosti muze vénovdna mensi pozornost
nez plodnosti Zen. Jednim z divodid je, Ze Iékarské vySetfeni plodnosti muze je
interdisciplinarni zalezitost. Rznymi pfiinami se zabyvaji pediatfi, morfologove,
gynekologové, endokrinologové, urologové, dermatovenerologové, toxikologové
1 sexuologové. Podil muze na infertilit¢ paru je minimalné 20 %, avSak uvadi se,
ze dosahuje az 40 % (Zvétina, 2010).

Muzska plodnost z&visi na dostatecné produkci spermii do varlat, volném prichodu

spermii semennymi cestami a konecné¢ koncentraci spermii pii styku s vajickem
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(Lewis, 2003). SniZzena plodnost muzi je tedy uzce spjata s kvalitou spermatu.
Nedostatecny pocet spermii nebo jejich hors§i pohyblivost v porovnani s hodnotami
zakladnich vlastnosti normalniho spermiogramu (Tab. 1) je casto dusledkem infekce
a naslednym zanétem varlat, nadvarlat nebo vyvodnych semennych cest (O’Brien et al.,
2004). Na kvalitu spermatu maji vliv také toxiny pfijimané jedincem z zivotniho prostiedi,
ucinky né€kterych 1é€iv, napt. uzivani antihistaminik, kterd snizuji objem semenné tekutiny,
¢i nesestouplé varle. Dalsi mozné divody poruchy plodnosti muze mohou byt déle trvajici
horecCka, stres, nedostatek spanku, tésné spodni pradlo nebo nadmérné pozivani alkoholu,
nikotinu, marihuany ¢i jinych navykovych latek (Lewis, 2003). Je nutné se pii stanovovani
pfi¢iny snizené plodnosti muze zaméfit i na mozné endokrinni poruchy, stanovenim
hladiny jednotlivych hormoni (O’Brien et al., 2004). Celkové hodnoceni plodnosti muze
se musi zakladat na dikladném fyzickém vySetfeni jedince a z vySetfeni spermiogrami,

které se provadé¢ji opakované v nékolikamésicnich intervalech (Zvéfina, 2010).

Tab. 1: Hodnoty zakladnich vlastnosti normalniho spermiogramu

(pfevzato: WHO, 2010)

Objem ejakulatu 1,4-1,7ml
Koncentrace spermiti 12 - 16. 10° /1 ml
Celkovy pocet spermii v ejakulatu 33 — 46 mil.
pH ejakulatu >7,2
Celkova pohyblivost spermii 38 — 42 % progresivni i neprogresivni
pohyb
Progresivni pohyblivost spermii 31 — 34 9% progresivni pohyb doptfedu
Normalni morfologie 3-4%

2.2.1 Spermiogram

Kvalitu spermatu charakterizuje vypracovany spermiogram. Jde o mikroskopické
vySetieni vzorku spermatu. Hodnocen je pocet spermii v jednom mililitru, dale jejich
pohyblivost a tvar (O’Brien et al., 2004). Definice normozoospermie dle WHO (Tab.1)
vychéazi z ejakulatu ziskaného masturbaci po ptfedchozi dvou az sedmidenni pohlavni
abstinenci, poté je vzorek uchovavan pii 20°- 37°C a jsou hodnoceny jeho makroskopické
1 mikroskopické parametry. Zdravy ejakuldt je homogenni a Sed¢ opaleskujiciho

se vzhledu. Viskozita ejakulatu je hodnocena pomoci plastové injekéni stiikacky s Sirokym
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hrdlem. Jako viskozni je hodnocen vzorek spermatu, ktery po vypusténi ze stiikacky tvoii
vldkna dlouha 2 cm. Mnozstvi ejakulatu se urCuje zvazenim odbérové zkumavky
pted a po odebrani vzorku. Hodnoceni pohyblivosti spermii se provadi 30 — 60 minut
po odbéru vzorku pii fazovém kontrastu a zvétSeni 200 — 400x. Pohyb spermii 1ze rozdélit
do tfi skupin:

e progresivn¢ pohyblivé (aktivni pohyb vpied nebo ve velkych kruzich),

e neprogresivné pohyblivé (pohyb na misté, toceni v malych kruzich apod.),

nepohyblivé.

Morfologie je od¢itdna z néatérového vzorku spermatu, ktery je po zaschnuti,
zafixovani a zbarveni pozorovan pii zvétSeni 1000x pod imerznim olejem. Hodnoti
se 200 spermii ve dvou alikvotnich vzorcich, pocita se procentualni zastoupeni normalnich
a abnormalnich forem, vysledna odchylka je porovnavana s tabulkou (Tab. 1). Popis
normalni morfologie:

e Hlava - pravidelny ovalny tvar, jasna kontura, dobfe viditelny akrozomalni
usek, ktery zaujima 40 - 70 % objemu hlavy, je bez vakuol (max. 2 malé
vakuoly), postakrosomalni usek bez vakuol,

e Bicik - spojeni s hlavou by mélo byt soumérné, bez vyloucené cytoplazmy,
bez cytoplazmatickych kapek, nema byt zalomeny, ztlustély ani stoCeny,
idedlni délka biciku by méla byt 10x del§i nez délka hlavy spermie
(WHO, 2010).

Pii interpretaci kritérii normozoospermie je nutné zachovavat si obezietnost.
Teprve vyraznd odchylka koncentrace spermii od hodnoty 20 mil./1 ml mize byt pfi¢inou
sniZzené plodnosti muze (Zvétina, 2010).

Dle vyhodnoceni spermiogramu lze diagnostikovat azoospermii, kdy se jedna
o ejakulat bez ptitomnosti spermii. Dale lze stanovit oligospermii, kdy je pocet spermii
v jednom mililitru ejakulatu pod 20 mil/1 ml. Pohyblivost spermii pod 40 % je oznacovana
za astenospermii. Jsou-li spermie vice jak z60 % netypického tvaru, jedna
se 0 patologii zvanou teratospermie (Avidan et al., 2003).

Pti hodnoceni spermiologickych parametri je nutné postupovat dynamicky a celé
vySetieni provadét opakované v jistych ¢asovych intervalech. Zvlasté u patospermickych
ejakulath je vysoka variabilita sukcesivnich hodnot spermiogrami, proto se doporucuje
provadet kontrolni vySetfeni s odstupem nékolika mésici, jelikoz cyklus spermiogeneze

trva asi 70 dnq.
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Vysvétlit patospermii u kazdého muze zparu trpictho sniZenou plodnosti
se nepodafi. Rada oligospermii a astenospermii zlstava idiopatickych. Tito muzi trpi
nekvalitni a malo vykonnou spermiogenezi, kdy dochdzi k ustrnuti na nizSim stadiu

spermiogeneze (Zvetina, 2010).

2.2.2. Kryptorchizmus

Jedna se o vyvojovou vadu, kterd miize v dospé€losti vést az ke snizené schopnosti
reprodukce. Porucha je charakteristickd u chlapci po narozeni nepiitomnosti varlete
Vv Sourku. Vyskytuje se u 3,4 — 5,8 % donoSenych novorozenct (Koc¢vara, 2004). Poruchy
sestupu varlete jsou faktorem snizujicim normalni schopnost reprodukce i v piipadeé,
ze byly v détstvi vcas hormonalné nebo chirurgicky 1é¢eny (Zvéfina, 2010).

Béhem sestupu varlete dochézi k jeho nahlému zastaveni. Tento stav oznacujeme
jako retinované varle, které lze najit v mistech drahy jeho sestupu. Pojmem anorchie
oznacujeme stav, kdy lze nalézt slepé koncici spermatické cévy a chamovod v riizném
stupni vyvoje. Je prokazatelné, Zze v obdobi embryondlniho vyvoje muselo byt varle
ptitomno, protoze doslo k vyvoji muzského zevniho 1 vnitiniho genitélu.

Od kryptorchizmu je tfeba odliSit retraktilni varle, které je vytlaCovano
ze své intraskrotalni polohy, avSak jemnou manipulaci miize byt stazeno zpét do Sourku,
jeho funkce jsou zachovany v norme.

Lécba zacind po Sesti mésicich Zivota, protoze jiz po tfetim mésici dochdzi
k sestupu varlete jen u minima piipadd. Kryptorchizmus vyskytujici se u chlapce star$iho
nez jeden rok je pticinou prudkého poklesu indexu fertility. Jestlize byl nalez oboustranny,
je index fertility jeSté snizen. Od normalni populace se 1i§i 1 fertilita druhostranné
sestouplého  varlete u  jednostranného  kryptorchizmu.  Prepubertdlni  varle,
u kterého nedoslo k sestupu, jiz nema zadné zarodecné burky. Infertilita byla zaznamenéna

u 32 % jednostrannych retenci a u 59 % oboustrannych retenci (Kocvara, 2004).

2.2.3 Varikokéla

Pii onemocnéni varikokélou dochazi ke zmnozeni Zilnich pleteni za varletem
a nad varletem. Disledkem tohoto onemocnéni je horSi prichod krve varletem,
protoze dochdzi ke krevnimu méstnani. DalSim negativnim vlivem je zhorSena
termoregulace varlete, coz je disledek opétovného navratu teplé abdominalni zilni krve
do skréta. Pii tomto onemocnéni dochazi pfi télesné namaze nebo pii zvedani biemene

k navratu krve zpét do tkang, ze které odtekla. Odkyslicena krev je jiz zbavena vyzivnych

19



latek a pouze zhorSuje pfitékani okyslicené tepenné krve bohaté na Ziviny. Varikokéla
muze vést k poruse spermatogeneze a ke snizeni plodnosti muze. Pacienty vétSinou suzuje
nepiijemna bolest, ktera je popisovana pocity tihy a tepla ve skrotu (Hauser et al., 2001).
Varikokéla je negativnim faktorem plisobicim na plodnost muze, avsak nebylo objektivné

potvrzeno, ze operace tohoto onemocnéni ma piiznivy vliv na fertilitu (Zvéfina, 2010).

2.3  VySetieni imunity

Pouze imunologicky faktor neplodnosti se vyskytuje u 2 — 3 % pard. VysSetieni
imunologické pficiny sterility spocivéa v detekci riznych druht protilatek, které se mohou
vyskytovat vkrvi muze i Zeny, vseminalni plazmé muze ¢i ovulaénim hlenu
nebo folikularni tekutiné zeny.

Knejlépe prostudovanym patii antispermatozoidalni protilatky, protilatky
antiovarialni, proti zona pellucida ¢i antifosfolipidové protilatky. Vytvotené protilatky
zabranuji pohybu spermii k oocytu, procesu splynuti vajicek se spermii pii fertilizaci
¢1 negativné ovliviiuji asny vyvoj embrya nebo zvySuji riziko potratu.

Pro vznikly zarodek je velice nebezpecnd také tzv. bunkami zprostiedkovana
imunita. Jedna se napiiklad o Wu¢inek cytotoxickych lymfocytt, embryotoxickych
a zanétlivych cytokinl, adheznich molekul aj., které jsou méné antigenné specifické.
Imunitni reakce spusténa proti spermiim muiZe ovliviiovat i buniky (zarode¢né, trofoblastu)

a mlZe byt pfi¢inou potratu (Naz,2006).
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3  Gametogeneze

U diploidnich organismi obsahuji somatické bunky dvé sady homolognich
chromozémt, jedna z nich je zdédéna po matce — maternalni a druhé po otci — paternalni.
Kazda bunka tak nese dvé kopie kazdého genu. Jednotlivé sady chromozomii nejsou
geneticky identické, jelikoz nesou rizné varianty mnoha gent. Z této skute¢nosti vyplyva
jejich oznaceni homologni chromozémy neboli homology, jsou si podobné, avSak nejsou
identické. Bunky pohlavni neboli gamety jsou haploidni, obsahuji pouze jednu sadu
chromozémti. Haploidni zarode¢né buiiky vznikaji meidzou z diploidnich somatickych
bunék a nesou jeden chromozém od kazdého typu. Gameta ziskd materndlni
nebo paternalni kopii kazdého genu, nikdy ne obé dvé. Béhem procesu meidzy
se chromozémy ze dvou sad ndhodné rozde¢li. Jakmile dojde ke splynuti haploidnich
gamet, vznik4 diploidni buitka — oplozené vajicko neboli zygota. Zygota se slozité vyviji
v nového jedince, ktery ma odliSnou sadu chromozomut od obou rodici (Alberts et al.,
1998).

3.1 Gametickd meidza
Zakladnim biologickym procesem gametogeneze je meidza neboli redukcéni déleni

buiiky. Tento proces je typickym znakem pro pohlavni rozmnozovani. Proces meidzy
se sklada ze dvou zakladnich fazi — I. heterotypické (Obr. 1) a II. homeotypické zraci
déleni (Obr. 2) (Cohen et Holloway, 2010). Kazda ze dvou zakladnich fazi meidzy
se sklada z dalSich dil¢ich fazi:

e profaze,

e metafaze,

e anafaze,

e telofaze (Necas et al., 2000).

3.1.1 I zraci déleni, heterotypické déleni, redukéni déleni
Pro prvni zraci heterotypické déleni je charakteristickd dlouha a komplikovana
profaze, kterd byva znacena jako profaze I (Cohen et Holloway, 2010). Profaze I ¢asové
zahrnuje asi 90 % doby trvani meidzy a probiha v jadre, které si zachovava jaderny obal
1 jadérko. Tato faze se sklada z péti etap:
e leptotene,

e zygotene,
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e pachytene,
e diplotene,
e diakinese.

Ve fazi leptotene maji chromozémy charakter dlouhych tenkych vlaken,
jelikoz proces spiralizace chromozémt a naslednd dehydratace je teprve na pocatku.
Chromozomy jsou svymi konci orientovany k jaderné blané, toto misto piipojeni konct
chromozém k jaderné blanég je zesilené a oznacuje se jako upinaci ploténka.

Ve fazi zygotene jsou chromozomy lépe pozorovatelné, jelikoz dochazi k jejich
zkracovani a celkové spiralizaci. Parové homologni chromozémy se k sobé pfiblizuji,
toto seskupeni je oznacovano jako tzv. synapse neboli zapoj. Celym procesem nastava
pouze zdéanliva redukce chromozémd, jelikoz pary vytvaii jeden celek, ktery se nazyva
bivalent neboli geminus. Faze parovani chromozoémid probiha odlisSné u oocytu
a spermiocytu. U oocytu dochazi k parovani dvou chromozému po celé jejich délce, avsak
u spermiocytu je odli$nd struktura a velikost chromozéml X a Y. Parovéani probihd mezi
homologni ¢asti chromozému X a kratkého tiseku chromozému Y. Toto spojeni trva velice
kratce a probiha na konci zygotene.

Nasledujici fazi profaze I je pachytene, ktera je charakteristicka tim, ze dochézi
k dal$i kondenzaci hmoty chromozomi, stavaji se viditelné dvé sesterské chromatidy
kazdého z chromozomii. Tento Gtvar se oznacuje terminem dvojity bivalent neboli tetrdda.
V této fazi mize dojit k prekiizeni nesesterskych chromatid pies sebe za vzniku chiazmat.
Nasledné¢ mize v misté, kde se nachazi chiazma, dojit k pfetrzeni ptivodnich chromatid.
Tyto zlomové plochy se nasledné napoji tak, Ze se k chromatidé ptipoji jeji piivodni
nebo cizi usek, ¢imz dochazi k vyméné genti a k jejich rekombinaci. Cely tento proces je
fizen enzymaticky a nazyva se crossing-over neboli piekiizeni chromozomi. Sidlem
multienzymatickych systémi jsou rekombinacni uzliky, které maji pramér asi 90 nm
a skladaji se z vysokomolekularnich proteint.

K oddélovani bivalentii dochazi béhem diplotene. Doslo-li ke vzniku chiazmat, jsou
ve féazidiplotene posouvany az ke koncim chromozéml, ¢imz dochézi
k jejich tzv. terminalizaci. Bivalenty se nachazeji tésn¢ u jaderné blany.

Profaze I kon¢i diakinezi, béhem které se rozpousti jaderna blana, mizi jadérko
a na misté jadra vznika délici vieténko.

Béhem metafaze I dochazi k sefazeni bivalentii tak, aby terminalizovana chiazmata
byla v ekvatorealni roving, pficemz kazda ze dvou centromer jednoho bivalentu sméiuje

k opaénému polu bunky. Vybér orientace centromer je zcela nahodny. Poté dochazi
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k napojeni mikrotubul déliciho vieténka na kinetochory centromer tak, aby z kazdého polu
dosahovaly vzdy k jednomu z homologickych chromozomu. K pieruseni chiazmatického
spojeni dochazi v pribéhu anafaze 1. Jednotlivé homologni chromozémy se rozdéluji
a kazdy smétuje k jinému polu. Jde o zcela nahodny proces. V této fazi doslo k faktické
redukci poctu chromozéml. Kazdy chromozom obsahuje dvé chromatidy spojené
centromerou.

Posledni fazi 1. zraciho déleni je telofaze I, béhem niz dochazi k cytokinezi,
po které vzniknou dvé buiiky s haploidnim po¢tem dvouchromatidovych chromozdémi.
Chromozomy zistavaji spiralizovany, jelikoz nastupuje II. zraci déleni (Necas et al.,
2000).

Béhem 1. faze zraciho d€leni zlstavaji dvojice homolognich chromozému spojeny
a je tomu tak az do konce prvniho meiotického déleni, kdy dochdzi k rovnomérnému
rozdéleni chromozému do deefinych bunék, které nasledné vstupuji do homeotypické faze
zracitho dé€leni. Prvni faze zraciho déleni je velice dilezitd, jelikoz az 50 % vSech
spontannich potrati je zpusobeno zasadnimi chybami béhem tohoto procesu

(Cohen et Holloway, 2010).
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Obr. 1: Prabéh 1. zraciho d€leni (pievzato: www.biology.iupui.edu)
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3.1.2 1L zraci déleni, homeotypické déleni, ekvacni déleni

Druhé meiotické déleni je dokoncenim celého procesu vzniku haploidnich gamet.
Pribéh je obdobny s mitdzou, avsak podstatnym rozdilem je haploidni pocet chromozomii,
které jsou kratsi a jejichz chromatidy se nachazeji dale od sebe nez pii mitéze. Na konci
profaze II se vytvaii dvé mikrotubularni dé€lici vieténka, ktera oddéli centromery
sesterskych chromatid, tim se sesterské chromatidy stdvaji dcefinymi chromozémy
ulozenymi v opaénych pdlech buiiky. Nasledn¢ probéhne metafaze 1l a anafaze II. Cely
déj gametické meidzy je ukonéen v telofazi II, po které prob&hne cytokineze, ¢imz vznikaji
Ctyfi haploidni pohlavni buiiky — spermie a jeden oocyt se 2-3 pélocyty, polovymi télisky
(Necas et al., 2000).

Vyzkumy zaméfené na pribeh meidzy u ¢loveka ukazuji, Zze je mozné klasifikovat
rozdily mezi procesem redukéniho déleni u Zeny ¢i u muze a to konkrétné ve zdroji
meiotickych chyb. AZ 90 % chromozomalnich aneuploidii vznikaji u plodu v dasledku

chybného prubéhu meidzy u matky (Cohen et Holloway, 2010).

PROFAZE I METAFAZE IT ANAFAZE QI TELOFAZE II

Obr. 2: Pribé¢h II. zraciho d€leni (pievzato: www.biology.iupui.edu)
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3.2 Spermatogeneze

Proces spermatogeneze (Obr. 3) je velmi slozity, formaln¢ se rozd€luje do dvou
hlavnich etap — spermatocytogeneze a spermatohistogeneze. Na  zacatku
spermatocytogeneze dochdzi k mnozeni indiferentnich bunék za vzniku primitivnich
semenotvornych kanalk (tubuli seminiferi contorti) a podpirnych Sertoliho bunék.
Z primordidlnich pohlavnich bunck, které vcestovaly béhem piedchozich procest,
se vytvaii spermatogenni epitel, jehoz hlavni ¢innosti je tvorba spermatogonii. Pocet
spermatogonii je v dobé porodu zna¢n¢ redukovan a k jejich opétovnému nértstu dochazi
u muzl v obdobi puberty. V zarodeéném epitelu semenotvornych kanalkt varlat vznikaji
ze spermatogonii mitotickym délenim spermatocyty I. fadu. Prvnim zracim meiotickym
délenim vznikaji z diploidnich spermatocytli I. f4du haploidni spermatocyty II. Fadu.
Béhem druhého zraciho meiotického déleni dojde k d€leni kazdého spermatocytu II. fadu
na dvé Thaploidni spermatidy, které b&hem spermatohistogeneze dozravaji
ve Ctyfi spermie. Cely tento proces trva 65 — 75 dnG a kazdy den jim prochazi
asi 3 milidny spermatogonii (Campbell et Reece, 2008).
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Obr. 3: Prubéh spermatogeneze (pievzato: www.ldysinger.com)
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3.2.1 Sertoliho buiiky

Jednd se o velké diploidni somatické buiiky, které se nachazeji na bazalni
membrané semennych kanalkii. Sertoliho buiiky se vyrazné podileni na stavbé imunitni
ochranné hematotestikularni bariéry. Tyto bunky jsou velké a maji nepravidelny tvar.
Jejich jadérko je velmi dobie patrné. Sertoliho bunky jsou charakteristické prodlouzenymi
mitochondriemi a pritomnosti tukovych kapének. Jejich hlavni funkci je regulace tvorby
a uvolnovani spermii, dale vylucovani proteinti, které jsou nezbytné pro proces
spermiogeneze a spravnou Cinnost varlat, tyto buiilky maji také schopnost fagocytozy

zbytkli bunécnych tél a nésledné recyklace nékterych dilezitych latek (O'Day, 2010).

3.2.2 Spermie

Kazda ze stavebnich slozek spermie mé svoji specifickou funkci. Hlavnim tkolem
spermie je splynout s vajickem za vzniku diploidni zygoty. Té€lo spermie lze rozdélit
do tii zakladnich ¢asti (Obr. 4):

e hlavicka,
e stfedni spojovaci oddil,
e Dbicik.

V hlavi¢ce spermie je ulozeno haploidni jadro a specifické enzymy. Ve stfedni
spojovaci €asti se nachazi komplex mitochondrii spiralniho tvaru, jeZ poskytuji energii
(ATP) nutnou k mobilité¢ spermii. Bi¢ik se sklada z mikrotubulii, jeZ jsou uspotfadany
do 9+2 celki a slouzi k pohybu spermie. Na povrchu cytoplazmatické membrany hlavic¢ky
spermie se nachazeji receptory, které jsou nutné k biochemickému rozpoznani oocytu.
Specialni enzymy, které jsou nezbytné k proniknuti spermie do vajicka, jsou uloZeny
ve vacku, ktery se nazyva akrozém (O'Day, 2010).

V hlavicce ulozené jadro obsahuje DNA, které je pevné az krystalické konzistence.
Spermie maji vlastni kompletni multienzymaticky proteazom. Jedna se o valcovitou
strukturu, ve které dochéazi k hydrolytickému Stépeni nekterych vnitrobunécnych proteint
na aminokyseliny nebo peptidy (Barratt et al., 2009). Tato struktura umoznuje specialné
rozklad téch bilkovin, na které se navazal tzv. ubikvitin. Ubikvitin je mald proteinova
jednotka, jejiz kovalentni navdzani na jiny protein je signdlem pro proteazoém, Ze ma dojit
k hydrolyze daného proteinu. Proteolytické jadro proteazomu je oznaceno jako jednotka
20S, ktera ma prstencovou strukturu. VnéjSi prstence jsou katalyticky neaktivni,
avSak vnitini prstencové podjednotky vykazuji katalytickou €innost. Proteazém 20S muze

hydrolyticky rozkladat jiné latky i za nepiitomnosti ATP ¢i ubikvitinu. Dojde- li k navazani
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regulac¢ni podjednotky na protaczoém 20S, vznikd proteazom 26S, ktery je vyrazné vétsi.
Cinnost proteazému 26S je zavisla na spotiebé ATP a asto i na piitomnosti ubikvitinu.
Bylo prokazano, ze cely multienzymaticky proteazomovy komplex se podili na procesu
fertilizace. Jeho spravna funkce je nezbytnd pii kontaktu spermie se zonou pellucidou
oocytu, pifi enzymatickych akrozomalnich reakcich a piivodu vapenatych iontd,

ktery témto reakcim predchazi (Kong et al., 2009).
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Obr. 4: Stavba spermie (pfevzato: www.wikipedia.cz)

3.3 0Oogeneze

Pribéh oogeneze (Obr. 5) je =zaloZzen na gametické meidze, stejné
jako spermatogeneze, avSak objevuje se tu mnoho odlisnosti. Cely slozity proces oogeneze
probiha ve vajeCnicich. Do nich se dostavaji gonocyty stejnym zpisobem
jako u spermatogeneze. Mitotickym mnozenim primordialnich zarode¢nych bunék vznikaji
oogonie, jejich tvorba nastupuje na rozhrani 2. - 3. mésice a kon¢i 6. mésic prenatalniho
vyvoje. Predpoklada se, ze takto vznikne asi 6 — 7 milionti oogonii. Béhem dalsiho vyvoje
jsou n¢ktera oogonia obklopena bunikami coelomového epitelu, vznikaji tak primarni
folikuly. Dalsim krokem ve vyvoji oocytu je prvni zraci déleni, které nastupuje
jiz v 6. mésici prenatdlniho vyvoje a zastavuje se v diplotennim stadiu profaze I, za vzniku
oocytu I. fadu. Zastava vyvoje trvd az do obdobi puberty, toto velmi dlouhé obdobi
diplotene se oznacuje jako diktyogenni stadium (Golubovsky et Manton, 2005). Celkovy
pocet primarnich folikulti v obou vaje¢nicich je 300 000 — 400 000 (Campbell et Reece,
2008).

V puberté dochazi vlivem folikulostimula¢niho hormonu (FSH) ke stimulaci a riistu
primarnich folikuld, dokoncuje se prvni zraci déleni za vzniku haploidniho oocytu II. fadu,
haploidniho polového téliska a pdélocytu 1. fadu. Poté dochdzi u oocytu II. fadu k nastupu
druhého zraciho dé€leni a vytvaii se de€lici vieténko, avSak dal uz druhé meiotické deleni

nepokracuje. Tento proces je dokoncen az v pripadé oplozeni, kdy dojde ke vzniku ootidu
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a polocytu II. fd&du a nasledné¢ samotného oocytu. Ob¢ polova téliska zanikaji
(Golubovsky et Manton, 2005).

Oocyt je obalen jednou nebo vice vrstvami folikularnich bunék - tzv. Graafovym
folikulem. Folikul ma ochrannou funkci a podporuje i spravny vyvoj oocytu. Od pocatku
puberty az do obdobi menopausy dozrava kazdy mésic béhem menstrua¢niho cyklu jeden
folikul a v obdobi ovulace uvoliiuje oocyt. Bunky folikulu produkuji Zzenské pohlavni
hormony estrogeny, po vypuzeni vajicka se folikularni buniky ve vaje¢niku kompaktuji
a méni se na tzv. corpus luteum. Toto télisko vylucuje estrogeny i progesteron. Nedojde-li
k oplozeni oocytu, corpus luteum se vstiebava a ve vaje¢niku dozrava novy folikul

(Campbell et Reece, 2008).
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Obr. 5: Prubéh oogeneze (pievzato: www.ldysinger.com)

3.3.1 Oocyt

Lidsky oocyt (Obr. 6) ma v priméru 110 — 115 um a je obalen plasmatickou
membranou, ktera se oznaCuje oolemma. Vnéj$i ochrannou vrstvu oocytu tvoii
glykoproteinovy obal zona pellucida, ktera je Siroka asi 15 — 20 pum. Tato vrstva
se po oplozeni vyrazn¢ ztencuje. Oblast mezi oolemmou a zonou pellucidou se nazyva

perivitelinni prostor. Cytoplazma oocytu je bézné oznacovana jako ooplazma, ve které jsou
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ulozeny bunééné organely — mitochondrie, endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat

(Veeck,1999).

Obr. 6: Lidsky oocyt (pfevzato: www.darovanie.sk)
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4  Proces oplozeni

Samc¢i i samici pohlavni buiiky mnohobunéénych zivocichii maji schopnost splyvat
zpravidla jen v ramci téhoZ druhu. Obvykle jsou gamety jednoho druhu chranény pied fazi
s gametami jinych druhii. U lidského vajicka je tato schopnost zaruCena pfitomnosti
specialni vrstvy tzv. zony pellucidy vné plazmatické membrany, kterd je propustna
jen pro lidské spermie. U samcich pohlavnich bunék ¢lovéka je specifickd schopnost
oplodnit oocyt podminéna jejich kapacitaci. Jedna se o velmi slozity proces, jehoz piesny
prabéh nebyl dosud detailn¢ prostudovan. Pfi kapacitaci dochazi ke zménam v lipidové
a glykoproteinové vybavé na plazmatické membrané spermii, které vedou ke zvySeni

pohyblivosti spermie i k jejimu vykonnéjsimu metabolismu (Necas et al., 2000).

4.1 Pribéh oplozeni

Oplodnéni zahrnuje celou fadu bunéénych molekularnich reakci, které umoziuji
setkani oocytu a spermie, proces kapacitace spermie, probéhnuti akrozomdlni reakce,
vazbu spermie na zonu pellucidu, fizi spermie a oocytu, vznik zygoty a nasledny vyvoj
embrya (Depa-Martynéw et al., 2007, Van Soom et al., 2002).

4.1.1 Spontanni koncepce

Poté, co se ejakulat dostane do pochvy, nastdva slozitd cesta spermii k oocytu.
Spermie (primérna délka 60 um) musi projit pres délozni ¢ipek, délozni dutinu,
az do vejcovodu a najit jediny oocyt (velikosti 150 — 200 um). Koncentrace spermii
postupné klesa, pocet spermii pfitomnych v obou vejcovodech se pohybuje v rozsahu
80 — 1400, primérné¢ se uvadi asi 250 spermii, coz predstavuje pouhych 0,004 %
z mnozstvi spermii v ejakulatu (Eisenbach et Tur-Kaspa, 1999). Folikuldrni tekutina
obsahuje biochemické latky, které napomahaji pohybu spermii a oplodnéni vajicka,
také se predpokladd presnd biochemickd chemotaxe mezi spermii a oocytem
(Fetterolf et al., 1994).

Je otdzkou, zda setkani vajicka a spermie je procesem Cist€¢ ndhodnym,
nebo jestli mezi nimi dochazi k né&jaké ,,biochemické komunikaci®. In vitro bylo zjisténo,
ze zdrava spermie je schopna chemotaxi reagovat na pre- i postovulacni folikularni
tekutinu, je vazana na biochemické sekrety produkované buiikami komplexu cumulus
oophorus i vlastnim oocytem, a ze pravé chybnd biochemicka reakce mezi oocytem
a spermii muze byt jednou z pfiCin snizené plodnosti Zeny, muze nebo obou partnert
(Eisenbach et Tur-Kaspa, 1999).
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4.1.2 Funkce cumulus oophorus

Vrstvy granuldznich bunék v rostoucim folikulu se podili na spravném ristu a zrani
vajicka. V dobé ovulace dochazi k pfeméné casti granuldznich bunék okolo vajicka
a vznika bunéény komplex tzv. cumulus oophorus a corona radiata (Obr. 7). Odstranéni
téchto bunck muze vést ke snizeni pravdépodobnosti oplozeni. Piesné biochemické
procesy, kterymi spolu komunikuji buiiky cumulus oophorus, corona radiata a pohlavni
buiiky, zatim nejsou znamy. Existuji vSak rtizné teorie, které se snazi funkci téchto bun¢k
vysvétlit, napf. Ze véEtSi mnozstvi bun€k zabezpeCuje mechanicky zachyt spermii,
ze tyto bunky zabezpecuji pfiznivé mikroklima pro kapacitaci, akrozomalni reakci spermii
a jejich prinik do vaji¢ka, nebo ze bunky cumulus oophorus a corona radiata zabranuji
patofyziologickym zménam v zoné pellucideé nebo cytoplazmé vajicka, které by mohly

negativné€ ovlivnit proces oplozeni.

Obr. 7: Vajicko je po odbéru z folikulu vaje¢niku obklopeno butikami cumulus

oophorus (pievzato: www.babyonline.cz)
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4.1.3 Zona pellucida a prubéh akrozomalni reakce

Zona pellucida je glykoproteinovy obal vajicka savcu, ktery vznika jiz v prabéhu
oogeneze a je produkovdn samotnym vajickem. Jednd se o extraceluldrni matrix
z dlouhych vlaken (Jovine et al., 2007). Zona pellucida je slozena ze tii glykoproteini
(ZP1, ZP2, ZP3). Dva z téchto glykoproteini, ZP2 a ZP3, tvoii filamenta, ktera jsou
propojena do trojrozmérné sit¢ pomoci ZP1 (Obr. 8). Vrstva glykoproteind s oznacenim
ZP3 funguje i1 jako receptor, na ktery se navaze spermie. Po oplozeni nastavaji
molekularni, strukturni i funkéni zmény v ZP2 a ZP3, které zabranuji navazani dalSich
spermii tzv. blok polyspermie. Glykoproteinové vrstvy ZP2 a ZP3 se po prodélanych
zménach oznacuji jako ZP2f a ZP3f. Proces navdzani spermie na ZP je zahdjen
akrozémalni reakci, pfi niz dochazi k uvolnéni hydrolytickych enzymt, proteaz
a hyaluronidaz z akrozomalniho vacku v akralni ¢asti hlavicky spermie, které narusi
povrch zony pellucidy (Morales et Llanos, 1996). Obalem vaji¢ka pronika tzv. akrozOmalni
vybézek, jehoz vrchol je potazen proteinem, ktery se pripojuje na specifické receptory
umisténé na oolemé vajicka, tésné¢ pod plazmatickou membranou (Campbell et Reece,
2008). V procesu oplozeni oocytu ma u spermie kli¢ovou tlohu protein fertilin p,
ktery umoznuje vazbu spermie na oolemu vajicka. Spermie pfi oplozeni nepifinéseji
jen svou DNA, ale v procesu oplodnéni se zapojuje cely jejich obsah, v¢etné mnoha
novych molekul RNA. Proteiny - protaminy a histony- se navazi na chromatin spermie
a podileji se najeho preméné¢ bcéhem rané fdze spermatogeneze. Predpoklada se,
Ze tyto proteiny se Ucastni 1 procesu fertilizace a vyvoje zygoty v embryo. Na kvalité
embryi se podili i kvalita spermie. Pomoci reverzibilni transkripce a metody QR-PCR
(real-time kvantitativni PCR) bylo porovnavano mnozstvi fertilinu g, protaminu 1 (PRM1),
protaminu 2 (PRM2) a hladiny koncentrace histoni (HLS1) mRNA specifickych
pro spermatidy. Vyrazné niz$i mnozstvi fertilinu g bylo zaznamenano u spermii,
u kterych doSlo k selhani metody IVF. Naopak kvalitni embrya vznikla po oplozeni
spermii, u které byla se zvySena hladina koncentrace fertilinu g, PRM1, PRM2 a mRNA.
Transkripce probihajici u zralé spermie nevznikaji de novo, ale jsou fizeny zbytky
cytoplazmy, kterd nebyla vyloucena béhem pocatecni faze spermatogeneze
(Depa-Martynéw et al., 2007).

Po naruseni glykoproteinového obalu vajicka dochdzi k fazi plazmatické membrany
hlavicky spermie s plazmatickou membranou vajicka a k vstupu jadra jediné spermie
do cytoplazmy vajicka (Morales et Llanos, 1996). Po splynuti membran vajicka a spermie

dochazi k otevieni iontovych kandli a v plazmatické membrané vajicka se méni
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membranovy potencial, dochazi k membranové depolarizaci. Tento proces probiha pouze
1 — 3 sekundy po navazani spermie na receptor oolemy vajicka (Campbell et Reece, 2008).
Depolarizace plazmatické membrany je tzv. primarni blok proti polyspermii. Brzy
po oplozeni se membranovy potencial vraci na ptivodni hodnotu a za¢ne probihat proces
sekundarniho bloku proti polyspermii tzv. kortikalni reakce (Necas et al., 2000). Jedna
o sérii zmén ve vngj$i zon€, tzv. cortexu vajecné cytoplazmy. Po splynuti vajicka
se spermii dochazi k zahajeni signalniho pfenosu, béhem kterého jsou z cytoplazmatického
retikula vajicka uvoliiovany vapenaté ionty do cytosolu. Uvolnéni vapenatych iont zacina
V misté vstupu spermie do vajicka a poté postupuje ve vinach pies celé oplozené vajicko
a dochazi k uvolnéni tzv. druhych poslii. Vyssi koncentrace vapenatych iontl zptisobuje
vyraznou zménu v kortikalnich zrnech, které se nachazeji pod plazmatickou membranou.
Postupné¢ dochédzi ke splyvani kortikalnich zrn s plazmatickou membranou vajicka
a uvolnéni enzymu, které zpusobi nevratné zmény v zoné pellucideé, a ta pak funguje
jako blokada polyspermie.

ZvySena koncentrace vapenatych kationi =zajisti také tzv. aktivaci vajicka.
Neoplozené vajicko ma velmi pomaly metabolismus, avsak chemické zmény v cytosolu
vajicka po jeho oplozeni, zplisobuji béhem nékolika minut zvySeni objemu bunécného
dychani a vykonnéjsi syntézu proteini (Campbell et Reece, 2008).

Dalsi funkci zony pellucidy je ochrana embrya béhem transportu na misto
implantace a umoznuje udrzet prostorové uspofadani blastomer déliciho se embrya
(Brown et Cheng, 1986).
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Obr. 8: Trojrozmérna sit’ zony pellucidy v elektronovém mikroskopu

(pfevzato: www.utm.utoronto.ca)

4.2  Vznik Zenského a muzského prvojadra

Béhem oplozeni je dokonceno II. zraci déleni celého procesu oogeneze. Dojde
k vytvofeni muzského prvojadra a druhého pdlového téliska. Bazalni télisko spermie dava
svym délenim v zygoté vznik dvéma centrozomiim s centrioly. Ty vytvoii mitotické délici
vieténko, aby mohlo dojit k dalsimu déleni. Tuto fazi nazyvame stadium prvojader,
oplozené vajicko se oznauje jako zygota, ve které jsou patrnd dvé prvojadra (Obr. 9)
(Campbell et Reece, 2008).

Jakakoliv dysfunkce centrozému spermie je pric¢inou neuspé$ného zakoncéeni
procesu oplozeni vajicka (Nakamura et al., 2001). Po oplozeni klasickou metodou IVF lze
prvojadra sledovat asi 6 hodin po oplozeni (Wiker et al., 1990), po ICSI jsou patrna diive,
jiz asi 5 hodin po oplozeni vaji¢ka. Zenska a muzska prvojadra vznikaji obvykle soudasné,
ale byly zaznamendany i pfipady, kdy se Zenské jadro vytvofilo se zpozdénim az 30 minut
(Payne et al., 1997).

Muzské prvojadro vznika v blizkosti mista vstupu spermie do vajicka, Zenské
prvojadro lze pozorovat v polu ooplazmy s délicim vieténkem. Zpocatku jsou
ob¢ prvojadra oddélend, pozdéji spolecné migruji do centra buiiky a asi po 15 hodinach
od oplozeni se prvojddra nachdzeji tésn€é¢ u sebe, nc¢kdy dochazi
az kjejich piekryvani. Transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) bylo prokézano,
ze prvojadra zlstavaji oddélena tzkym pruhem ooplazmy, kterda mtize byt bez organel,

nebo se v ni nachazeji mitochondrie ¢i hladké endoplazmatické retikulum. U Zzenského
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prvojadra dochazi obvykle k rozpadu obalu prvojadra diive. Zhruba 12 hodin po splynuti
vajicka se spermii dochazi uvniti prvojader k syntéze DNA. Dojde-li béhem syntézy DNA
k chyb¢, mlize se vyvoj zygoty zastavit ve fazi prvojader, protoze pro rozpad pronuklearni
membrany je v zygoté nezbytny signal o replikaci DNA. Ob¢ prvojadra se zacinaji ztracet
asi 20 hodin po oplozeni. Zygota se stava jednobunétnou a nastupuje prvni mitotické

bunééné déleni (Veeck, 1999).

Obr. 9: Sipkami oznacené zenské a muzské prvojadro

(ptevzato: www.advancedfertility.com)

4.3  Vliv volnych kyslikovych radikali na proces oplozeni

Oxidanty jsou vysoce nestabilni molekuly, které obvykle uto¢i na ostatni chemické
latky z jejich okoli. V lidském téle jsou obrannymi mechanismy proti oxidantim
enzymatické a non-enzymatické antioxidanty. Reaktivni formy oxidantli (ROS) vznikaji
béhem fyziologickych oxida¢nich procesi v téle a jsou zapojeny v patogenezi mnoha
chorob. Také v procesech reprodukce (in vivo i in vitro) maji ROS fyziologickou
I patologickou roli. Dojde-li k vycerpani kapacity antioxidantti, nastane tzv. oxidacni stres
(OS), ktery miize zplisobovat poskozeni oocytll, spermii i embryi. Tyto déje ohrozuji
i spravny prubéh IVF (Agarwal et Allamaneni, 2004). Nizka hladina ROS v pohlavnim
ustroji muza je nezbytnd pro spravnou funkci spermii, jako je kapacitace, akrozomalni
reakce a splynuti spermie s oocytem. OS mitiZze zpusobit lipoperoxidaci membran spermie,

jez vede k poskozeni DNA a navozeni apoptézy (Fingerova et al., 2009).
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Spermie jsou velmi citlivé na oxidacni poSkozeni, jelikoZ je u nich nedostatek
enzymatickych antioxidantt, které by G€inn€ zabranily oxidacnim vlivim ROS. Pfiroda
tento nedostatek vykompenzovala tim, Ze mnoho antioxidantli se nachazi v seminalni
plazm¢. ROS mohou ovlivnit pocet a kvalitu spermii, nebo mohou narusit prabéh fuze
oocytu se spermii. Dale muze dojit k poSkozeni DNA u spermie a tim i k naruseni
spravného vyvoje embrya. U zen mohou ROS poskodit zrani oocytl, narusit proces
ovulace, znemoznit oplozeni vajicka nebo poskodit endometrium, ¢imz znemozni nidaci
embrya. Mnoho antioxidantii obsahuje folikularni tekutina. Jsou- 1i ROS pfitomny ve vyssi
koncentraci 1 ve folikularni tekutiné, mohou vyrazné¢ snizit uspésnost IVF

(Agarwal et Allamaneni, 2004).
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5  Vybrané metody asistované reprodukce

Asistovana reprodukce je mlady podobor mediciny, ktery pracuje s genetickym
materidlem Clovéka (spermii, vajickem, embryem nebo jeho Castmi) mimo télo Clovéka

in vitro. Hlavnim tkolem je dosahnout oplodnéni Zeny (Kééaridinen, 2006).

5.1 Transfer gamet nebo zygot do vejcovodu

Prvnimi metodami, které¢ se vyuzivaly k poceti, byl pfenos genetického materialu
do vejcovodii zeny. Genetickym materidlem mohou byt gamety (v piipadé metody
transferu gamet do nitra vejcovodu GIFT - gamete intra-fallopian transfer) nebo zygoty
(v ptipad¢ transferu zygot do nitra vejcovodi ZIFT - zygote intra-fallopian transfer)
(Kaaridinen, 20006).

Vyhody metody GIFT byly cetné - jedina laparoskopie, pfirozené prostredi
oplozeni ve vejcovodu, piedchdzelo se moznému vyvolani traumatu délozni sliznice
pii transferu embrya. Tuto metodu nebylo mozné pouzit u pacientek se silnymi sristy
V oblasti panevniho dna, pii neprichodnosti vejcovodii nebo v ptipadé velmi sniZené
muzské plodnosti (Wang et Sauer, 2006). Svétova asociace zabyvajici se metodami
asistované reprodukce uvadi, ze metoda GIFT je dnes uzivana pouze u 6 % ptipada

a metoda ZIFT pouze u 2 % ptipadt (Wang et Sauer, 2006).

5.2 Invitro fertilizace — klasickd metoda

Neplodnost je celosvétovym problémem. Asistovana reprodukce, jejiz soucasti je
in vitro fertilizace (IVF), pfenos embrya/i do dé€lohy (embryotransfer) a dalsi metody
zvySuji moznost narozeni ditéte parim s poruchou plodnosti. Pfedpoklada se, Ze ve svéte
se v soucasné dob¢ narodilo vice nez 2 miliony déti pomoci metod IVF. Metody asistované
reprodukce (ART) vSak nemohou byt vyuzZivany v Sirokém méfitku, hlavné z divodu
finanéni naro¢nosti. V mnoha bohatych zemich svéta je zdravotnimi pojistovnami hrazen
jen omezeny podet cykli IVF a ET (Hovatta et Cooke, 2006), V Ceské republice hradi
zdravotni pojistovny zendm ve véku od 18 do 39 let tii lécebné cykly za zivot
(www.novinky.cz).

Metoda byla ve svété poprvé pouzita v 70. letech 20. stoleti z davodu
nepruchodnosti vejcovodil u pacientky. Cely zékrok vedli 1ékati Patrick Steptoe a Robert
Edwards. Problém nepriichodnosti vejcovodil byl nové vzniklou metodou Gspésné vyieSen
a 25. ¢ervna 1978 se narodilo prvni dité pocaté pomoci IVF — Louis Brown. Od tohoto

okamziku doSlo k rozsifeni metody do celého svéta. Proces in vitro fertilizace se stale

37



zdokonaluje a umoznuje uspésné oplodnéni i pfi jinych pticinach poruch plodnosti - sristy
délozni sliznice, andrologicky faktor nebo nevysvétlitelna pficina neplodnosti (Edwards,
1978). Robert Edwards obdrzel v roce 2010 za rozvoj IVF a sviij piinos v oboru asistované
reprodukéni mediciny Nobelovu cenu (pievzato: http://nobelprize.org).

Pii klasickém IVF jsou spermie promytim zbaveny semindlni plasmy
a v koncentraci 50 — 1 000 000 spermii/ml jsou poté ptidany k oocytu (Obr. 10). Vyssi
koncentrace spermii negativné ovliviiuje kvalitu kultiva¢niho prostiedi, jelikoz zde dochazi
ke vzniku volnych kyslikovych radikalti nebo jinych metaboliti (Aitken, 1994). Oocyty
jsou se spermiemi béhem klasického IVF kultivovany asi 17 — 20 hodin, jelikoz
po uplynuti této doby lze pozorovat pii tspésném oplodnéni oocytu vznik prvojader
(Nasr-Esffahani et al., 1990, Zaneveld et al., 1991, Btezinova et al., 2001).

Obr. 10: Vajicko s nékolika tisici spermii - oplozeni (pievzato: topnews.ae)
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5.3 Mikromanipulaéni techniky

Jedna se o laboratorni techniky, jez jsou vysoce odborné¢ a technicky narocné.
Provadéji se s vyuzitim mikromanipulacniho zafizeni, kdy pomoci specialnich sklenénych
mikropipet je pracovano s jednotlivymi vajicky, spermiemi nebo embryi pod mikroskopem
(Schlegel et Girardi, 1997).

5.3.1 Intracytoplazmicka spermaticka injekce

Metoda intracytoplazmatické spermatické injekce (ICSI) je pouzivana ve stile
vétsim méfitku, zejména v piipadech snizené muzské plodnosti (Pinheiro et al., 1999).
Uspésnost oplozeni metodou ICSI je zavislé na Zivotaschopnosti spermii, kvalité oocytu
a jeho efektivni aktivace nebo schopnosti oocytu akceptovat intracytoplazmatickou injekci.
Kromé andrologického faktoru neplodnosti je tato metoda vhodnd i pro pary,
u kterych v ptedchozich cyklech IVF nedoslo klasickou metodou k oplodnéni vajicka
nebo pfi imunologickém faktoru neplodnosti. Zakladni indikaci k vyuziti metody ICSI je
snizeni koncentrace spermii pod hranici 2 x 10° v1 ml ejakulatu, snizena pohyblivost
spermii pod 5 % nebo patologicka morfologie spermii (Schlegel et Girardi, 1997).

Nalezené oocyty s komplexem kumularnich bunék jsou nejprve ocistény pomoci
enzymu hyaluronidazy a je posouzen stupen jejich zralosti (Palermo et al., 1999). ICSI
se vzdy provadi ve stddiu druhé metafidze oocytu, kterd je charakteristickd tim,
ze chromozomy jsou uspotfaddany v ekvatoridlni roviné nedaleko polového téliska.
Mechanické poskozeni uspotfadani chromozému v ekvatoridlni roviné mtize byt zptisobeno
mikropipetou pii vpichu nebo ptitomnosti pohyblivych spermii v cytoplazmé oocytu.

Pti vpichu spermie jsou oocyty stabilizovany pomoci specialni mikropipety a jedna
vybrana spermie je po imobilizaci nasata do mikropipety a ptes zonu pellucidu a oolemmu
umisténa do cytoplasmy oocytu (Obr. 11) (Schlegel et Girardi, 1997).

Po 12 — 17 hodinach od aplikace spermie jsou oocyty kontrolovany, zda doslo
k oplozeni podle pfitomnosti dvou prvojader (pronuklei) a dvou poélovych télisek
Vv perivitelinnim prostoru. Vyhodnoceni prvniho rozryhovéni je mozné po dalSich

20 - 24 hodinach (Palermo et al., 1999).
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Obr. 11: ICSI — prinik mikropipety skrz zonu pellucidu a oolemmu

(pfevzato: www.californiaivf.com)

Pfi vybéru vhodné spermie, kterd bude vpravena do oocytu pomoci mikroinjekce
(ICSI) se diive hodnotili ptedevsim pohyblivost spermie a jeji morfologie, tedy urcujicim
faktorem vybé&ru byly subjektivni pozorovaci a hodnotici schopnosti embryologa
(Zakova et al., 2010). Jednou znové pouzivanych metod je i Intracytoplasmic
Morphologically Selected Sperm Injection (IMSI), ktera je zalozena na vybéru
morfologicky nejvhodnéjsi spermie pii zvétSeni az 8000x. Hodnoticimi parametry jsou
pocet vakuol v hlavicce a tvar hlavicky. Pfi tomto zvétSeni je moZné pozorovat
1 abnormality zplisobené¢ fragmentaci DNA. Pro vyuziti této metody je nezbytné,
(pfevzato: http://ivf.net). Dalsi nové uplathovana metoda PICSI je zalozena na podobnych
principech vybéru spermie k oplodnéni oocytu jako in vivo v téle zeny. Spermie jsou
umistény v misce, kterd obsahuje hyaluronovy hydrogel. Hyaluronan je biopolymer,
ktery se pfirozené¢ vyskytuje ve vSech bunkach, vcetné téch, které obklopuji
oocyt - cumulus oophorus (Horsham, 2006). Vazba na hyaluronan je mozna pouze
u zralych spermii, protoze pouze jejich hlavicka nese vhodny receptor pro tuto vazbu. Tim
dochdzi k ptirozené selekci zralych spermii a zvySuje se Sance na uspésné oplodnéni
oocytu metodou ICSI. Je prokazano, ze takto vybrané spermie jsou zZivotaschopnéjsi, maji
niz§i fragmentaci DNA a obsahuji méné biomarkerti pro apoptéozu. Béhem akrozomalni
reakce je zhlavicky spermie uvoliovan mimo jinych 1 enzym hyaluronidaza,

ktery narusuje strukturu corona radiata a tim umozni vazbu spermie na zonu pellucidu
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(Zakova et al., 2010). Zakladatelem metody PICSI je lékai z univerzity v Yale - doktor
Gabor Huszar (Horsham, 2006).
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6 Vyvoj embryi

Uspésny prabéh metod asistované reprodukce je zavisly na mnoZstvi oocytd
ziskanych pii ovaridlni punkci, na poctu transferovanych embryi a jejich morfologické
kvalit¢, ale i na délce kultivace embryi, ktera trva standardné 48 - 120 hodin
(Tvrdonova et al., 2005). Zasadni otazkou, kterou se zabyva moderni embryologie, je
kvalita embrya a jeho implantacni potencial (Lechniak et al., 2007). V disledku
soustavného zdokonalovani metod vybéru oocytu a spermie pro oplozeni a parametri
hodnoceni embryi se pienaseji kvalitnéjSi embrya. V souCasné dobé se pro transfer
do d¢€lohy vybiraji obvykle jedno az dvé embrya. Pravé pienos vice embryi souvisi
srizikem vzniku a vyvoje viceCetného téhotenstvi, které je s metodami asistované
reprodukce spojeno a Ize ho snizit pfenosem minimalniho poc¢tu vysoce kvalitnich embryi,
kterd splituji ndro¢nd morfologicka i biochemicka kritéria a vykazuji vybornou celkovou

vitalitu (Fancsovits et al., 2006).

6.1 Cytokineze mitotického déleni

Po replikaci a oddéleni jadra nésleduje cytokineze bunky. Jedna se o déleni
cytoplazmy, které je zdkladnim znakem Zivotaschopnosti vSech bunck. Béhem vyvoje
lidského embrya lze pozorovat sérii mitotickych déleni cytoplazmy, ke kterym dochazi
pfiblizn€ kazdych 12 — 18 hodin, avSak nedochazi k viditelné zméné velikosti embrya.
K chybnému vyvoji béhem prvniho bunééného déleni dochdzi u méné nez 5 % oplozenych
oocytl, u kterych doslo ke vzniku zenského a muzského prvojadra. Kontrolu nad prvnim
bunéénym délenim po oplodnéni ma u vétSiny savci, vyjma nékterych hlodavcii, umisténi
centrozOmu ze spermie.

V telofazi prvniho mitotického déleni jadra dochdzi k prodluZovani cytoplazmy
zygoty, kterd se ve stfedni cCasti zuzuje a nasledné¢ dochdzi k rozdéleni bunky
na dv¢ blastomery. Obdobné probihaji i nasledujici mitoticka déleni. Odhaduje se,
ze velikost blastomer se béhem kazdého ze tfi mitotickych déleni zmensuje o 28,5 %.
Drobné odchylky ve velikosti blastomer jsou povazovany za normalni (Veeck, 1999).
Dojde- 1li béhem prvniho mitotického déleni embrya ke vzniku dvou odlisné velkych
blastomer, zvysuje se pravdépodobnost vyskytu aneuploidii (Lundin et al., 2001). Déleni
2 — 8 bunécného embrya je zavislé hlavné na piepisu zasobni materndlni RNA

(Veeck, 1999).
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6.1.1 Fragmenty v cytoplazmé

V prubéhu mitotického déleni embrya se objevuje v cytoplazmé vétsi nebo mensi
pocet tzv. fragmenti (Obr. 12). Jde o komponenty neobsahujici DNA, které jsou vyplnény
cytoplazmou a ohraniCeny membrdnou. Dle nckterych autorii se u embryi vyskytuji
i fragmenty s jadernym obsahem (Tvrdonova et al., 2005). Je-li ve fragmentech pfitomna
DNA, dava se jejich existence do souvislosti schromozomdlnimi abnormalitami
a tato embrya vétSinou nepokracuji ve svém vyvoji (Jurisicova et al., 1996). Fragmenty
jsou vylouceny z povrchu fertilizovaného oocytu nebo blastomer embrya, avSak charakter
jejich membrany se vyrazné lisi od povrchové membrany blastomer (Tvrdonova et al.,
2005).

Fragmenty se v cytoplazmé mohou objevit jiz béhem prvniho mitotického déleni.
Mal¢ mnozstvi fragmenti nemd negativni dopad na Zivotaschopnost embrya,
avsak vytvofi-li se jich velké mnozstvi takto brzy, dojde k naruSeni dal§iho vyvoje embrya
(Veeck, 1999). Mnozstvi pfitomnych fragmenti vztazené na celkovy objem embrya
se vyjadfuje v procentech.

Vznik téchto komponent v cytoplazmé ovliviiuje oocyt i spermie. Obsahuje-li
spermie pied oplozenim poskozenou DNA, dochdzi u embrya k vyssi fragmentaci
(Dozortsev et al., 1998). U oocytli zpisobuji fragmentaci hlavné metabolické poruchy.
Cim vys$si stupei fragmentace, tim niz§i implantaéni potenciadl embryo ma. Vznik
fragmentli miZe byt zplisoben niz§im obsahem cytoplazmy, kterd je v bunkach embrya
dostupné pro normalni pribéh jejich déleni. NedostateCny objem cytoplazmy se projevuje
napf. snizenim poc¢tu blastomer v embryu nebo jejich riznou velikosti. ZvySena
fragmentace také negativné ovlivituje pribéh procesu kompaktace, protoze bunky nejsou
v tésném kontaktu (Tvrdonova et al., 2005).

Je prokdzano, Ze vySS$i stupenn fragmentace je v pfimé uUméfe se stupném
apoptotickych zmén, V cytoplazmé blastomer embryi se vyskytuje vice apoptotickych
télisek a srazenin. Fragmentovana embrya produkuji vét§i mnoZzstvi volnych kyslikovych
radikali (ROS) nez embrya bez fragmenti nebo neoplozené oocyty. Vyssi hladiny ROS

mohou zpusobit trvalé poskozeni bunééné membrany nebo DNA (Jurisicova et al., 1996).
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Obr. 12: Fragmentace embrya (pfevzato: www.osel.cz)

6.2 Prubéh déleni embrya v prvnich péti dnech

Za 0. den kultivace se obvykle oznacuje den punkce vajicek a jejich nasledné
fertilizace (Boiso et al., 2002). Oocyty se ziskavaji punkci ovarii pod kontrolou ultrazvuku,
které ptedchazi ovarialni stimulace. Po odstranéni okolnich granuléznich bun¢k bylo
zjisténo, ze 15 - 20 % ziskanych oocytl je nezralych. Tyto oocyty ani po dozrani nejsou
vétSinou schopny fertilizace, pokud oplozeni probéhne, dochazi k abnormalnimu prabéhu
embryonalniho vyvoje - asynchronni vyvoj, chybnad cytokineze pii mitotickém déleni
(Chang et al., 2008).

V 1. dnu kultivace po 16 — 18 hodinach lze u tzv. normalné oplozeného oocytu
pozorovat stadium dvou prvojader (PN). Muzské a zenské prvojadro vznika z chromatinu
spermie a oocytu. Asi za 20 hodin se ob¢ prvojadra ztraceji a dochazi k nastupu prvniho
mitotického déleni embrya (Veeck, 1999). Je-li pfitomny jiny pocet prvojader
nez 2PN, doslo u oocytu k abnormalnimu oplozeni. Jestlize je pfitomno jedno abnormélné
velké prvojadro, jedna se zpravidla o Zenské prvojadro. Muzské prvojadro miize byt
Vv téchto piipadech velmi malé, nebo neni vytvoteno. Triploidni oocyt zpravidla obsahuje
jedno muzské prvojadro a dvé Zenskd. Vznikd v disledku abnormalniho prib&hu
cytoplazmatickych vin po oplozeni oocytu (Payne et al., 1997). V klinické praxi vyuzivaji
embryologové k posouzeni tzv. normdlniho prib&hu oplozeni oocytu dvé kritéria —
pritomnosti dvou prvojader po 16 — 18 hodinach od inseminace a vyskyt dvou pdlovych
télisek v perivitelinnim prostoru. AvSak pfitomnost druhého podlového téliska je neékdy

zavadgéjici, protoze muze dochazet k fragmentaci prvniho polarniho téliska (Veeck, 1999).
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Za 24 - 27 hodin od inseminace, Ize pozorovat dvoubunééné embryo (Boiso et al., 2002).
AvSak u 1 % oocyti Ize pozorovat dvoubunécné stadium jiz 20 hodin
po jejich oplozeni (Nagy et al., 1994).

Béhem 2. dne kultivace se zdravé a normalné se vyvijejici dvoubunéné embryo
de€li za vzniku Ctyrbunééného embrya, tento d€j je pozorovatelny asi po 39 - 60 hodinach
(Obr. 13, 14). Pravidelné¢ se d¢lici embrya dosahuji osmibunééného stadia
asi za 54 - 72 hodin od oplozeni oocytu, tedy 3. den kultivace (Obr. 15). Pfi kultivaci
lidskych embryi je mozné v 3. den pozorovat i embrya, ktera maji 3, 5, 7 obvykle
velikostné odlisnych blastomer. Jedna se o dusledek ¢asové asynchronického bunééného
déleni, které mtze pokracovat i V naslednych mitotickych délenich. U lidskych Sestnacti
a vicebunéénych embryi dochazi béhem 3. az 4. dne kultivace k procesu kompaktace,
béhem kterého se jednotlivé blastomery za¢inaji ménit v celistvou masu s nerozeznatelnou
bunécnou membranou. Takto vznikd vyvojové stddium embrya, které napadné pfipomina
plod moruse (morus) a proto se oznacuje jako morula. Blastomery zde vytvareji velmi
tésnd mezibunécna spojeni a plocha spojii mezi blastomerami vzrasta, coZ je nezbytné
pro dalsi vyvoj embrya (Boiso et al., 2002).

V morule vznikd migraci vnitinich bunék tekutinou vyplnénd stfedova dutina
blastocoel, vytvairi se duty kulovity utvar, ktery se oznacuje blastula (blastocysta).
Nejéastéji se stadium blastocysty objevuje béhem 5. dne kultivace. Casna blastocysta je
sloZzena z vnitini masy buné€k, kterd je obklopena zevni vrstvou zplostélych bunék
(Campbell et Reece, 2008). Vnitini masa bunék (inner cell mass, ICM) je zakladem
pro vznik embrya, vné&j§i vrstva zplostélych bun€k se postupné méni v trofoblast
a placentu. Pozdé¢ji dochdzi k hromadéni tekutiny v blastocoele, ¢imz se blastocysta
zvétsuje, zona pellucida se napina a ztencuje (Obr. 16). Tento expandovany stav muze
pretrvavat az 24 hodin a poté nasleduje d¢j, ktery se oznacuje jako hatching neboli
uvolnéni embrya ze zony pellucidy (Boiso et al., 2002). Embryonalni hmota se zvétSuje
a tla¢i na zonu pellucidu. Pfirozenému uvolnéni embrya napomahaji enzymy proteazy,
které produkuje samotné embryo, ale i sliznice délohy. Implantace zacind vzajemnou
komunikaci  odhalenych  bun¢k  throphoektodermu s bunikami  endometria
(Hammadeh et al., 2011). Jestlize k procesu hatchingu nedojde, neprob&hne implantace
a nemuze dojit ke vzniku t¢hotenstvi. MoZnymi pfi¢inami pro¢ nedojde k uvolnéni embrya
z glykoproteinového obalu, jsou tlustsi zona pellucida, zvysena hladina FSH
nebo pokrocily vék zeny (Montag et van der Ven, 1999).
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U nékterych embryi dochazi ke zpomaleni nastupu procesi déleni, jejichz pficinou
muze byt nizsi potencidl zivotaschopnosti embrya. Gravidita mlize vyjimecné vzniknout
1 z téchto pomalu se délicich embryi, ktera maji po 96 hodinach kultivace pouhych

6 - 8 blastomer (Veeck, 1999).

(e, e |

mm

Obr. 13: Dvoubunééné embryo — 36 hodin po oplozeni

(ptevzato: www.gest.cz)

mm

Obr. 14: Ctyfbun&éné embryo — 48 hodin po oplozeni

(pfevzato: www.gest.cz)
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Obr. 15: Osmibunééné embryo — 72 hodin po oplozeni

(pfevzato: www.gest.CZ)

Obr. 16: Expandovana blastocysta — 120 hodin po oplozeni

(pfevzato: Www.gest.cz)
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6.3 Asistovany hatching

Uspé&snost implantace embryi, ktera pochazeji z IVF je okolo 20 %. Diivodem miize
byt nizsi kvalita embryi, zhorSena nebo posunuta receptivita endometria nebo kombinace
obou téchto faktor. Lidskd embrya vznikld z oocytl pii superovulaci, se v podminkéch
In vitro casto vyvijeji pomaleji nez in vivo. Divodem mohou byt rizné cytogenetické
abnormality ¢i vysoky stupen fragmentace, pouze malé mnozstvi embryi dosdhne stadia
blastocysty. Lidské embryo je obklopeno vnéjsi glykoproteinovou zonou pellucidou,
ktera po oplozeni oocytu udrzuje celistvost délicich se bunck, usnadituje pohyb embrya
z vejcovodu do délohy a chrani embryo pied mikroorganismy nebo bunikami imunitniho
systtmu. Embryo se ze zony pellucidy uvoliuje ve stadiu blastocysty a nasleduje
jeho implantace do endometria (Seif et al., 2006).

Schopnost embrya implantovat je ddna mnoha vyznamnymi faktory, napiiklad
kvalita gamet, spravné DNA vybaveni nebo slozeni cytoplazmy. AvSak ani transfer
embryi, kterd maji vSechny ptredpoklady pro zdarny pribéh implantace, nemusi vést
ke gravidité, jestlize nedojde k jejich spravnému uvolnéni ze zony pellucidy. Néktera
pracovist¢ AR proto =zafala vyuzivat metody umélého naruseni zony pellucidy
neboli asistovany hatching (AH). Technika AH ma mnoho variabilnich provedeni -
mechanicky, s vyuzitim vhodnych chemickych latek nebo laserem, béhem kterého muze
dojit k vytvofeni malého otvoru. Témito procesy muze byt zona pellucida ztencena ¢i

uplné odstranéna (Hammadeh et al., 2011).

6.3.1 Mechanické naruseni zony pellucidy

Tato technika byla inspirovana pfirozenym narusenim ZP zvétSujicim se objemem
blastocysty (Hammadeh et al., 2011). Béhem celého procesu je embryo jemné ptichyceno
k drzici mikropipeté a druha mikropipeta pro hatching se zavadi skrz zonu pellucidu
V misté nejvétSiho perivitelinniho prostoru (Obr. 17). Nésledné je embryo uvolnéno
z mikropipety a tfenim obou mikropipet o sebe se jemn¢ rozrusuje povrch zony pellucidy.
Poté se oto¢i embryem tak, aby se Stérbina dostala do polohy 12 (hodin). Cely proces se
znovu opakuje, avSak do kiize (Balaban et al., 2002). Metoda je naro¢na na Cas a hlavné na
zruénost 1 zkuSenosti embryologa, byla vyuzivana hlavné v pocatcich AH

(Montag et van der Ven, 1999).
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Obr. 17: Sipkou je oznateno misto vpichu mikropipety pii

mechanickém naruSeni ZP (pfevzato: www.sci.muni.cz)

6.3.2 Naruseni zony pellucidy pomoci Tyrodova roztoku

Tato metoda je svym technickym provedenim obdobnd mechanickému naruseni ZP.
Staticka mikropipeta drzi embryo a druha mikropipeta, jez obsahuje kysely Tyrodiv roztok
je opatrné prtilozena k ZP, v misté dotyku vznika naruseni ZP (Balaban et al., 2002).
Mikropipeta obsahujici kysely roztok je ptfikladana v oblasti perivitelinniho prostoru
nebo v oblasti vyskytu mimobunéénych fragmentt, aby nedoSlo k pfimému kontaktu
kyseliny s blastomerami. Proces vyzaduje rychlou a ptfesnou manipulaci, nesmi dojit
K poruSeni embrya. Pii kontaktu blastomer a kyseliny je nezbytné embryo opakované
proplachovat, aby doslo knafedéni a naslednému uplnému odstranéni kyseliny
(Hammadeh et al., 2011). Pfedmétem mnoha diskuzi je, zda kysely Tyrodiv roztok
nemuize poskodit nejblizsi blastomery embrya a proto se od chemické metody AH zacalo

ustupovat (Montag et van der Ven, 1999).

6.3.3 Naruseni zony pellucidy laserem

Pro naruseni ZP se v soucasné dob¢ ¢asto vyuzivaji hlavné diodové lasery. Tepelné
ucinky laseru jsou minimalizovany jeho specidlni technickou upravou. Laserovy paprsek
se pouziva k otevieni ZP nebo k jejimu ztenceni v podobé jemného kanalku nebo brazdy,
ryhy. Cely postup je vyuzivan také pii biopsii blastomer. Ve srovnani s chemickymi
metodami asistovaného hatchingu je vyuziti laseru Setrnéjsi a efektivnéjsi (Horng et al.,

2002). Studie prokazaly nartst klinickych t€hotenstvi po jemném naruSeni, ztenceni ZP
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laserem v porovnani s vytvofenim jednoho hlubsiho otvoru v ZP (Hammadeh et al., 2011).

Dle tloustky ZP lze pouzit laser s riznou vinovou délkou (Balaban et al., 2002).

6.3.4 Enzymatické odstranéni nebo ztenc¢eni zony pellucidy

Enzym vyuzivany pii tomto AH je prondza. Embryo je vlozeno do roztoku, ktery
obsahuje pronazu po dobu asi 60 sekund. Po vyjmuti z roztoku je embryo prohlédnuto
embryologem pod mikroskopem, zda doslo k efektivnimu ubytku tloustky ZP. Pokud ne,
je mozné proces opakovat. Dojde k vyraznému ztenceni ZP bez dalSiho poskozeni embrya

(Balaban et al., 2002).

6.4 Hodnoceni kvality embryi

Embrya urc¢ena pro ET jsou vybirana po 2 — 5 dnech kultivace. Pii jejich vybéru
se vyuziva raznych klasifika¢nich systémil. Obecnymi hodnoticimi parametry jsou rychlost
déleni, pravidelnost blastomer a stupen fragmentace (Bfezinova et al., 2009).

Prvni prace o vyS$im implantaénim potencialu téchto early cleavage embryi jsou
z konce 90. let minulého stoleti (Sakkas et al., 1998, Sahoukir et al., 1997). Yang et al.,
(2009) oznacuje rychlost nastup prvniho mitotického déleni jako vyznamny ukazatel
jejich vitality.

Plvodné byla embrya vybirdna dle morfologie, tedy na zdklad¢ poctu a stejné
velikosti blastomer nebo pfitomnosti fragmentace a jejiho stupné. Dalsi systém klasifikace
embryi doplnuje morfologii a fragmentaci o dal§i parametr, rychlost nastupu prvniho
bunééného dé¢leni. U tzv. early cleavage embryi prob&hlo prvni bunééné déleni
jiz za 22 - 28 hodin od oplozeni, embrya s pomalej$im nastupem déleni se oznacuji
jako tzv. non-early cleavage (NEC) (Sakkas et al. 1998, Shoukir et al., 1997,
Biezinova et al., 2009). Pokud v tomto obdobi k nastupu d€leni nedojde, pfedpoklada se,
Zze se jednd o embrya se sniZenou Zivotaschopnosti nebo chromozomalni vadou
(Menezo et al., 1990). Faktory, které ovliviiuji nastup prvniho bunééného déleni, zatim
nejsou presné znamy. Vyvoj oplozeného oocytu velmi ovlivituji vnéj$i podminky,
naptiklad zpisob oplozeni oocytu, podminky kultivace, ale také se predpoklada, ze velky
vliv maji i vnitini podminky, tj. stavba a metabolismus samotného oocytu nebo spermie.
Stale vice poznatkl doklada, ze to, zda dojde k transformaci zygoty v embryo, je ziejmé
jiz ve dvoubunééném stadiu. Toto zjisténi je prekvapivé, protoze u nékterych savet, véetné
Cloveka, regulacni faktory pro prvni tfi bunécna déleni pochdzeji z materské gamety

(Lechniak et al., 2007).
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Z etickych a humannich divoda bylo nékterymi odborniky navrhnuto, aby byl
vybér vhodného embrya proveden jiz v rané fazi vyvoje — ve stadiu prvojader. Zastanci
tohoto postupu zduraznuji, Zze kultivace nadbytku embryi, z nichz nejsou vSechna pouzita
k ET, je nechumanni. Ve stadiu prvojader jsou genomy pochazejici od matky a otce stale
fyzicky oddé¢leny v jednotlivych pronukleich, tim jej nelze povaZzovat za vzniklé lidské
individuum. Staddium prvojader vykazuje i vysokou miru pfeziti a schopnosti dalSiho
vyvoje po kryokonzervaci. Hodnoticimi parametry kvality oocyt ve stavu prvojadra jsou
biochemické faktory pochazejici z ooplasmy, které pusobi na oocyt béhem jeho zrani
a transkrip¢ni aktivita vzniklych pronuklei (Tesarik et Greco, 1999).

Cilem mnoha studii je vytvorit nové klasifikacni parametry, pomoci
kterych by bylo mozné vybirat embrya snejvétsim vyvojovym potencidlem

(Van Montfoort et al., 2004).

6.4.1 Biochemicka kritéria pro vybér embrya

Vybér nejkvalitnéjsiho embrya miize byt proveden i na zakladé¢ biochemickych
markerd, kterymi jsou tieba spotieba kysliku nebo latkové pfemény v kultivaénim médiu —
absorpce pyruvatu ¢i glukozy, produkce laktatu. Hodnoceni volnych kyslikovych radikal
(ROS) v kultivacnim médiu je metoda G¢inna, avsak naro¢na (Wiener-Megnazi et al.,
2004). Mezi dalsi biochemicka kritéria patii méfeni aktivity nekterych enzymii. Bylo
zjisténo, ze u implantujicich embryi je vyrazné niz$i spotfeba pyruvatu. Vykazuje-li
embryo nizkou glykolytickou aktivitu, byva jeho transferem do délohy az 4x astéjsi vznik
t€hotenstvi (Shoukir et al., 1997).

Jednim z dalSich neinvazivnich biochemickych kritérii, ktera poukazuji na kvalitu
embrya, je stanoveni exprese lidského leukocytarniho antigenu (HLA-G). Je-li potvrzena
exprese rozpustného HLA-G v kultivatnim médiu, zvySuje se UspéSnost dosdhnuti
gravidity u pacientky az na 86 %, neni-li zjisténa pfitomnost HLA-G, dochazi az z 81 %

k selhani umélého oplodnéni Zeny (Sher et al., 2004).

6.4.2 Morfologické parametry pro vybér embrya

Z diivodu omezeni vyskytu vicecetnych téhotenstvi se zejména ve skandinavskych
zemich embryologové snazi vybirat pro pienos jen jedno embryo (elective single embryo
transfer, eSET). Aby byl tzv. eSET program uspésny, je potfeba stanovit presna kritéria
pro vybér nejkvalitnéjSiho embrya. Obecné jsou za klicova kritéria pifi vybéru

nejzivotaschopnéjSiho embrya povazovany: celkova morfologie embrya (pocet, tvar
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a velikost blastomer), rychlost déleni a vyvoje, tloustka zona pellucida (Salumets et al.,
2003), vyskyt vicejadernych blastomer (Van Montfoort et al., 2004).

Kvalita embryi byvd oznacena stupném. Stupen grade I pfedstavuje nejkvalitné;si
embrya, oproti tomu ve stupni grade IV nachazime embrya horSi kvality
(Salumets et al., 2001). Dalsi mozna klasifikace kvality embryi vychazi ze stupné jejich
fragmentace. Hodnoceni 1,0 maji embrya vyborné kvality, stupen 2 se dale déli
dle procentudlniho vyjadfeni fragmentace embrya, 2,1 pro embrya s fragmentaci
do 10 % a 2,2 u embryi, kde se fragmentace pohybuje mezi 10 - 20 %. Za nejmén¢ kvalitni
jsou povazovana embrya S oznacenim stupné 4,0 (Zeibe et al., 1997).

Castym zptisobem hodnoceni kvality embryi je kombinace &islice, ktera vyjadiuje
pocet blastomer a pismena, jez predstavuje procento fragmentace embrya
(A =0%,D>50%) (Ebner et al., 2003).

U pozdé&jsich vyvojovych stadii pii prodlouZené kultivaci se hodnoti kvalita moruly
nebo blastocysty. Mezi klasifikacni parametry patii stav kompaktace, stupen kavitace,

tvorba ICM a organizace trofoektodermu (Alikani et al., 2000).

6.4.3 Kombinovana forma hodnoceni - kvalita embryi a rychlost nastupu déleni

Pti vybéru nejvhodnéjsiho embrya se hodnoti stddium prvojader, rychlost nastupu
prvniho déleni (early cleavage) embrya, morfologie a dalsi vyvoj 2., 3., 4. a 5. den
kultivace (Yang et al., 2009). Mezi dnes Casto vyuzivané metody hodnoceni kvality
embryi, kterd jsou vybrana k ET patii vyuziti PrimoVision Systém. Jde o neinvazivni
metodu, béhem které probihd kontinudlni monitorovani mimotélniho vyvoje embrya
vV uzavieném inkubdatoru, ktery je kazdych 15 minut snimdn na 5 sekund kamerou.
Nasleduje hodnoceni kvality embryi, pfi kterém se klade dlraz na digitdlni zaznam,
ktery zachycuje poruchy déleni bun¢k, fragmentaci, obsah vakuol a jiné patologie.
Odhaleni abnormalit umoziuje vybér nejvhodnéjsich embryi pro transfer do délohy. Ze
zdznamu zname piesnou dynamiku vyvoje embrya i pocet buné€k, které embryo mélo

beéhem jednotlivych fazi vyvoje pii kultivaci (pfevzato: www.lekari-online.cz).
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Embrya jsou zafazena v dob& 44 - 46 hodin (2.den) po IVF/ ICSI do nasledujicich

kategorii:

stupent 1: embryo se stejn¢ velkymi 2 — 4 blastomerami a bez znamek
fragmentace,

stupein 2: embryo se stejnou nebo odlisSnou velikosti blastomer
a s fragmentaci < 10% z celkového povrchu,

stupeit 3: embryo se stejné¢ velkymi nebo odliSnymi blastomerami
a fragmentaci 11 % - 49 % z celkového povrchu,

stupeit 4: embryo s blastomerami stejné velkymi nebo odliSnymi

blastomerami a fragmentaci > 50% zcelkového povrchu

(Yang et al., 2009).

Podobné je hodnoceni embryi za 66 - 68 hodin kultivace (3.den):

stupent 1: embryo se stejné velkymi 6 - 8 blastomerami a bez znamek
fragmentace,

stupet 2: embryo se stejnou nebo odliSnou velikosti blastomer
a s fragmentaci < 20% z celkového povrchu,

stupeit 3: embryo se stejné¢ velkymi nebo odliSnymi blastomerami
a fragmentaci 21 % - 49 % z celkového povrchu,

stupet 4: embryo s blastomerami stejné¢ velkymi nebo odliSnymi

blastomerami a fragmentaci > 50% zcelkového povrchu

(Yang et al., 2009).

6.4.4 Biopsie blastomery nebo pélového téliska pro preimplantacni genetickou

diagnostiku

Preimplantacni genetickd diagnostika (PDG) je invazivni metoda, pomoci

které¢ mohou byt k pfenosu vybrana embrya, u kterych dojde ke genetickému vySetieni

polovych télisek, 1-2 blastomer z déliciho se embrya nebo trophectoderu z embrya

ve stadiu blastocysty (Obr. 18). Metoda vyzaduje kvalitni technické vybaveni laboratofe a

kvalifikované embryology a genetiky (Swanson, 2007).

Prvni Gspéch PDG byl zaznamenén v roce 1989, kdy u embrya byla zjisténa

genetickd porucha. VySetfeni chromozomalni vybavy embrya se provadi pomoci metody

polymerazové fetézové reakce (PCR) nebo fluorescencni hybridizaci in situ (FISH).
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Nejcastéji jsou blastomery podrobeny testovani metodou FISH pro vysetfeni aneuploidii
chromozomu X, Y, 13,15, 16, 17, 21 a 22 (Joris et al., 2005). Ve spolupraci s genetickym
inzenyry mohou byt zjisfovana monogenni onemocnéni, napt. Marfaniv syndrom,
balancovana translokace chromozomi, napf. Robertsonova translokace nebo reciproka
translokace, néktera recesivni nebo dominantni monogennim onemocnéni vazana
na pohlavi nebo balancované chromozomalni zmény spojené s vyssi pravdépodobnosti
potratu, narozenim ditéte s fenotypovymi abnormalitami nebo pfed¢asnym Umrti
narozeného jedince. Udaje, které vychéazeji ze zavérti preimplanta¢niho vySetfeni embryi
ukazuji, Ze asi jen jedno ze Ctyt embryi je schopné implantace (Gianaroli, 2000).
Preimplanta¢ni diagnostika umoziuje piedejit narozeni plodi s vaznymi geneticky
podminénymi onemocnénimi, na druhou stranu s sebou piinasi ¢etné etické a nabozenské
otazky. Relativné kratka historie preimplantacni diagnostiky je doprovazena vyznamnymi
kontroverznimi a odporujicimi si postoji (Dickens, 2005). Alternativnim feSenim
zjisténého problému je pouziti vhodného darce gamet, adopce nebo zlstat bezdétnymi

(nepublikovano).

Obr. 18: Pribeh odbéru blastomer k PDG (pfevzato: www.sci.muni.cz)
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6.4.5 Délka kultivace a jeji vliv

Mezi odborniky je také Casto diskutovana otazka délky kultivace. V fadé pracovist
jsou prendSena embrya ve stadiu blastocysty, u kterého je ptedpokladana vyssi
nez prenesené embryo v ranéjsi fazi vyvoje (Van Montfoort et al., 2004).

Pocet embryi, kterd dosdhnou béhem kultivace vyvojového stadia blastocysty, je
V porovndni s poctem oplozenych oocytli vyrazné nizsi. Otazkou je, jak dalece se na tomto
faktu podili embryo samotné, nebo jak je vyvoj embryi in vitro ovlivnén podminkami
kultivace (typ pouzitych kultivacnich médii, zmény teploty, pH médii pti opakovanych
kontrolach, vliv svétla z mikroskopi, Cistota kultivacnich plynt atd.) Z téchto divodu jsou
podminky in vitro fertilizace stale zdokonalovany.

AvSak transfer embrya vrané fazi bunécného déleni (PN  stadium,
2 — 4 blastomery), nedava embryologovi €as na posouzeni jeho Zivotaschopnosti. I embryo,
které se vyviji v podminkach in vivo, vstupuje do délohy zpravidla 3. - 4. den od oplozeni.
Pfenos embrya s ¢asnym nastupem déleni v podminkach in vitro muze in vivo ohrozit jeho
vyvojovy potencidl. Z tohoto divodu je vhodné sledovat celkovy pribéh vyvoje embrya
a k jeho transferu pfistoupit az v dobé, kdy je implantace do délozni sliznice pro embryo
ptirozena. Jestlize je embryo k transferu do délohy pfipraveno pozdé€ji nez v in vivo
podminkach, je nutné zabezpecit, aby jeho vyvoj probihal v optimalnim prostredi
(Conaghan et al., 1998).

K transferu embrya se dfive pfistupovalo uz po 2. dni kultivace, jelikoz kvalita
kultivacnich médii nemohla embryu poskytnout tak dokonalé podminky k vyvoji
jako prostiedi délohy. Se zdokonalujicim se slozenim kultiva¢nich médii se prodluzovala
i doba kultivace embryi in vitro az na 6 dni. V podminkach in vivo vstupuje embryo
do délohy ve stadiu moruly, proto se mnohé studie zabyvaji spravnym nacasovanim ET,
aby se umélé oplodnéni co nejvice pfiblizilo pfirozenému poceti a vedlo k téhotenstvi.
Nekteré studie porovnavaji UspéSnost transferu 2. versus 3. den, avSak vysledky
nasbiranych dat jsou rozporuplné, stejné tomu bylo pii hodnoceni uspésnosti PR/ET
u transferu embrya 4. nebo 5. den kultivace. Dle rozsahlych studii zaméfenych na délku
kultivace a jeji vliv na UspéSné zakonceni cyklu té¢hotenstvim vyplyva, Ze v porovnani
ptenosu embryi s rychlym nastupem déleni v 2. nebo 3. den kultivace jsou v PR/ET
délohy, do kterého se embryo dostane o den diive. Jako nejvhodnéjsi den k ET byl

na zakladé mnoha vyzkumua doporucen 4. den kultivace, kdy dochazi k aktivaci genomu
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a nejvetsimu rozvoji embrya, v tento den embryo také vykazuje nejvétsi implantacni
aktivitu. Béhem 5. dne kultivace je mozné v podminkach vyloucit ta embrya, u kterych
nedoslo k aktivaci genomu a tim se zvysSuje Sance na uspé$ny ET, avSak tento den vybrana
embrya jsou déle v in vitro podminkach, coz mize snizit jejich vitalitu. Z vySe uvedenych
co nejkratsi dobu vystavena in vitro podminkam - ET 2. den Kultivace u pacientek
s omezenym poctem oocytl nebo ET 4. den kultivace u pacientek, které prodé¢laly vice
neuspésnych cyklu (Sagiri et al., 2009).

Jiné studie, stejné jako tato diplomova prace, se zamétuji na porovnani ispesnosti
PR/ET po 3. nebo 5. dnu kultivace. Kolibianakis et al. (2004) ve své studii uvadéji,
ze prodlouzend kultivace do 5. dne vyrazné nezvySuje pravdépodobnost dosahnuti
t€hotenstvi pacientky. V porovnani s transferem tfidenniho embrya je hodnota PR/ET
obdobna. Nevyhodami prodlouzené kultivace jsou sniZzeni moZznosti kryokonzervace
1 na materidlové a technické vybaveni a tim financné nakladnéj$i. Centrum asistované
reprodukce LF v Olomouci a FNOL se rozhodlo pfispét do védecké diskuze,
kterd se zabyva UspéSnosti cyklil s transferem embryi s pomalym nastupem déleni versus

embryi s prodlouZenou kultivaci do 5. dne.
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7 Cile prace
Lécba snizené plodnosti je jednim z hlavnich ukoli mnoha pracovist, jednim z nich
je i Gynekologicko-porodnicka klinika LF UP a FNOL. Hlavnim cilem této prace bylo

vyhodnoceni efektivity programu IVF/ICSI a ET pfi pfenosu ,,pomalu* se délicich embryi

V zavislosti na délce kultivace.
Diléi cile:

1. porovnani uspé&snosti cyklt IVF a ET po 3 a 5-ti denni kultivaci
- porovnani poct cyklid bez ET
- vyhodnoceni kvality pfenaSenych embryi po 3 nebo 5ti dnech kultivace
- vyhodnoceni PR/cyklus, PR/ET a IR
2. vyhodnoceni vysledkl t€hotenstvi
- pocet AB do 12. tydne a po 12. tydnu
- pocet porodt
- vyskyt VVV

3. posouzeni vyznamu prodlouzené kultivace u NEC
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8  Material a metody

Do retrospektivni studie byly zafazeny cykly IVF/ICSI s pfenosem
nebo bez pienosu embryi, které probéhly Vv Centru asistované reprodukce
Gynekologicko—porodnické kliniky LF UP a FN Olomouc od ledna 2006 do prosince
2009. Z celkového poctu 542 cyklli, u kterych byla vSechna embrya klasifikovéna jako
,pomala*“ (NEC — doslo bud’ pouze k rozpusténi karyolemy prvojader, nebo byla prvojadra
zachovana), bylo 338 cykli ukonceno pirenosem embryi po tfidenni kultivaci (soubor 3D)
a u 204 cykla bylo rozhodnuto o pétidenni kultivaci (soubor 5D). Celkem bylo do studie
zatfazeno 419 pacientek, u nékterych z nich bylo zafazeno vice cykli opakované tak,
jak ve sledovaném obdobi pacientky podstupovaly 1écbu. Hodnoceni embryi bylo
provadéno pouze jednim embryologem (RNDr. Jana Bfezinovd, Ph.D.), rozhodovéni

o délce kultivace probihalo po domluvé s [é€enym parem.

8.1 Charakteristika souboru

Zastoupeni jednotlivych indikaci k provedeni mimotélniho oplozeni v zavislosti
na délce kultivace je znazornéno v grafu ¢. 1. Oba soubory se v indikacich k 1é¢bé nelisi,
nejcastéji byla zastoupena indikace vice pficin sterility, nasleduje tubularni faktor (N 97.1)
a andrologicky faktor (N 97.4). Nejmén¢ byly zastoupeny indikace endometriéza (N 80.9)
a délozni faktor (N 97.2).

Stimulace ovarii probihala protokoly zavedenymi na pracovisti CAR FNOL.:

o dlouhy folikularni (depotni) protokol s GnRH-agonisty a s rekombinantnim
FSH

o protokol s GnRH antagonisty a rekombinantnim FSH

o protokol s antiestrogeny, mo¢ovym hMG, FSH nebo rekombinantnim FSH
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Graf ¢. 1: Zastoupeni jednotlivych indikaci k mimotélnimu oplozeni

97.8 NS80.3 NB80.9 vicepiitin

Legenda ke grafu:
N 97.0 — ovarialni faktor
N 97.1 — tubularni faktor
N 97.2 — dé€lozni faktor
N 97.4 — andrologicky faktor
N 97.8 — Zenska neidentifikovatelna neplodnost
N 80.3 — endometriéza panve
N 80.9 — endometrioza
3D — soubor s tiidenni kultivaci embrya

5D — soubor s pétidenni kultivaci embrya

Pocet 1é¢ebnych cykla dle pouzité metody oplozovani je znazornén v grafu
¢. 2. Nejvice vyuzivanou metodou byla metoda ICSI, ktera je v celkovém poctu zastoupena
ze 77 %. Pocet cykli, kde se k oplodnéni vajicka vyuzivalo kombinace metod klasického
IVF a ICSI, tvoti 12 % zcelého souboru, metoda klasického IVF byla vyuzita
u 11 % piipada.
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Graf ¢. 2: Zastoupeni pouzitych metod ART v souboru

8.2 Postup hodnoceni souboru

Monitorovani cyklu zacalo od 8. dne stimulace transvaginalni ultrasonografii.
Jestlize dva nebo vice folikulti dosahlo velikosti > 20 mm, byl k indukci ovulace do svalu
aplikovan lidsky choriogonadotropni hormon (hCG) v davce 5 000 nebo 10 000 IU. Odbér
folikularni tekutiny byl provadén za 34 — 36 hod. po aplikaci hCG transvaginalni punkci
pod sonografickou kontrolou v celkové anestezii. Oplozovani metodou klasického IVF,
ICSI nebo kombinaci obou metod probihalo za 3 — 6 hod. po nalezeni oocytl (graf ¢. 2).

K oplozeni metodou ICSI byly pouzity pouze oocyty v metafazi II. zraciho déleni
(MII), zatimco pii klasickém IVF byly oplozovany vSechny nalezené oocyty. Oocyty
a embrya byly kultivovany v kultiva¢nich médiich (Vitrolife, Sweden) ve ¢tyfjamkovych
miskach nebo v kapkach vzdy pod olejem (Liquid Parafine, Origio - Medicult, Denmark).
Pfitomnost dvou prvojader (2PN), tedy jasna znamka oplozeni, byla hodnocena
za 16 - 20 hodin po inseminaci/ICSI. Abnormalné oplozené oocyty (1PN, 3PN)
nebo normalné oplozené oocyty, které¢ byly ve stadiu PN zamrazeny, nebyly do dal$iho
hodnoceni zahrnuty.

Kontrola nastupu prvniho bunééného déleni probihala za 22 — 25 hodin
od inseminace/ICST a pokud embrya zlstavala ve stadiu prvojader (PN), nebo u nich doslo
pouze Kk rozpusténi karyolemy prvojader (BDPN), byla klasifikovana jako no early
cleavage (NEC) embrya a cykly s t¢émito embryi byly zatazeny do hodnocenych soubori.

V souboru 3D byl transfer u vSech cyklu proveden po tfidenni kultivaci ve stadiu

2 - 10 blastomer a s fragmentaci maximalné do 50 %.
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V souboru 5D byla embrya kultivovana 5 dnti a pokud nedoslo ani v tento den
ke kompaktaci, nebo byla prokazana zastava déleni nebo lyza blastomer, bylo rozhodnuto
o ukonceni cyklu bez pienosu embryi. V piipadé, ze paty den kultivace bylo alespoii jedno
embryo ve stadiu moruly nebo blastocysty, prob¢hl embryotransfer.

Biochemické tehotenstvi (bio pregnancy rate, bio PR) bylo ureno na zakladé
pozitivniho testu hCG 12 — 14 dnt po prenosu (> 10 [U/1), klinické t€hotenstvi na zakladé
ultrazvukového urceni poctu gestacnich vacki s/bez piitomné akce srdecni (pregnancy
rate, PR). Implanta¢ni pomér (IR) byl definovan jako pocet gestacnich vacki s akci srde¢ni
na pocet transferovanych embryi. Jako rané téhotenské ztraty byly hodnoceny ztraty
do 12. tydne téhotenstvi. Vysledky t&hotenstvi (porod, pozdni téhotenské ztraty
nad 12. tyden téhotenstvi) byly vyhodnoceny podle zpravy o porodu, kterou pacientky
zasilaly na pracovi§t¢ CAR po ukonceni t¢hotenstvi. Zprava o vysledku téhotenstvi byla

ziskana od vsech pacientek.

V obou souborech (3D, 5D) s ptenosem pouze NEC embryi byly hodnoceny
a porovnavany tyto vstupni parametry:

- v&k pacientky,

pocet nalezenych oocyt,

pocet oplozenych oocytd,

procento oplozenych oocytl (fertilization rate, FR),
- pocet transferovanych embryi.

Jako vystupni byly hodnoceny tyto parametry:
- pocet ziskanych biochemickych té¢hotenstvi (bio PR),
- pocet klinickych (PR) t€hotenstvi,
- implanta¢ni pomér (IR),
- rané t€hotenskeé ztraty (AB),
- Cetnost ziskanych téhotenstvi,
- vysledky téhotenstvi (porod, pozdni AB),
- pomér pohlavi.

Dale byla hodnocena kvalita pfenasenych embryi - pocet blastomer v souboru 3D,

dosazené vyvojové stadium v souboru 5D (morula, blastocysta).

61



8.3 Statisticka hodnoceni

Statistické zpracovani bylo provedeno v Centru vypocetni techniky UP
a Vv Laboratofi experimentalni mediciny pii Détské klinice LF UP a FNOL pomoci
programit STATISTICA (StatSoft CR s.r.0. (2007). STATISTICA Cz [softwarovy systém
pro analyzu dat], verze 8.0. www.statsoft.cz) a SPSS v. 12.0. S ohledem na typ dat byl
pouZit dvouvyb&rovy t-test, test pro porovnani dvou poméri a x* test. Pfi viech vypoétech

byla uvazovana 5 % hladina vyznamnosti.
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9  Vysledky

Za sledované obdobi probéhlo v CAR FNOL celkem 542 cykli, ve kterych byla
vSechna ziskana embrya hodnocena jako ,,pomald* t;j.
Ve 338 znich (tj. 62,4 %) byl embryotransfer proveden tieti den kultivace, u zbylych
204 (37,6 %) bylo rozhodnuto o pétidenni kultivaci.

Oba soubory se pfi porovnavani vstupnich parametrii statisticky vyznamné lisi
pouze V poctu pienaSenych embryi (p = 0,000), ostatni sledované hodnoty jsou

bez statisticky vyznamného rozdilu (Tab. 2). V souboru 5D bylo pienaseno v praméru

mén¢ embryi nez v souboru 3D (1,8 = 0,5 vs. 2,0 £ 0,5, p = 0,000).

no early cleavage (NEC).

Tab. 2: Porovnani sledovanych vstupnich parametrit mezi soubory 3D a 5D

Parametr 3D 5D Stat.sign.
(pramér £ SD) | (prumér £ SD) (p)
Pocet cykla 338 204 -
Vék pacientek 33+4,5 33,4+42 NS
Pocet nalezenych oocytii 3839 2904 -
Pocet oplozenych oocyti 3212 2328 -
FR (%) 74 (2378/3212) | 75 (1739/2328) NS
Pocet hodnocenych embryi 2378 1739 -
Priimér embryi/ET + SD 2 £0,5 1,8+£0,5 0,000

Legenda:

hodnoty byly porovnavany t-testem

Stat. sign. — statisticky signifikantni

SD — smérodatna odchylka

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05

V souboru s tfidenni kultivaci skonéily vSechny cykly pienosem embryi, zatim

co pii pétidenni kultivaci skonc¢ilo 33 cykla (16,2 %) bez pienosu, protoze k nému nebyla

vhodna embrya.

V grafu €. 3 je zndzornéna kvalita tfidennich embryi vyjadiend poctem blastomer.

V souboru 3D byla pfenasena embrya ve stadiu 2 - 10 bunék, primérny pocet byl

7,5 £ 1,3 blastomery.
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Graf ¢. 3: Kvalita pfenasenych tfidennich embryi dle poctu blastomer

V souboru 5D byla pfenasena embrya ve stddiu moruly, ¢asné nebo expandované

blastocysty. Kvalita pfenasenych pétidennich embryi je znazornéna graficky v grafu ¢. 4.

exp. blastocysta (52)

morula (99)
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Graf ¢. 4: Kvalita pfenaSenych pétidennich embryi dle vyvojového stadia

V souboru 3D bylo dosazeno 153 biochemicky prokazanych t¢hotenstvi
(PR 45 % na embryotransfer = cyklus), ultrazvukem bylo u 125 z nich potvrzeno klinické
téhotenstvi (PR 37 % a IR 25 %). Z dosazenych t¢hotenstvi bylo 67 % jednocetnych
a 33 % dvojcetnych. V tomto souboru tvotily casné téhotenské ztraty 11 % (14 AB).
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V souboru 5D bylo dosazeno 95 biochemicky prokdzanych téhotenstvi
(PR 56 % na embryotransfer), ultrazvukem bylo u 86 z nich potvrzeno klinické t€hotenstvi
(PR 50 % a IR 36 %). Zdosazenych t&hotenstvi bylo 76 % jednocetnych, 23 %
dvojéetnych a 1 % trojéetnych (1 téhotenstvi). V tomto souboru tvofily t¢hotenské ztraty
16 % (14 AB).

Pfi porovnani sledovanych vystupnich parametr byl mezi soubory 3D a 5D
nalezen rozdil v poctu cykli ukonéenych bez pienosu (p = 0,000). V poc¢tu dosazenych
téhotenstvi na zapocaty cyklus nebyl zjistén statisticky prikaznych rozdil. V souboru 3D
byl dosazen PR/cyklus 37 % vs. 42 % souboru 5D, p > 0,05.

Pii porovnavani téchto parametri vztazenych k embryotransferu byly nalezeny
s pétidenni kultivaci. Zjisténé vyssi t€hotenské ztraty v souboru 5D vzhledem k velikostem

souborl nejsou statisticky prikazné (Tab. 3).

Tab. 3: Porovnani sledovanych vystupnich parametrii mezi soubory 3D a 5D

Parametr 3D 5D Stat.sign.
(p)
Pocet cyklu 338 204 -
Pocet zruSenych cykla 0 33 0,000
Pocet ET 338 171 -
Pocet bio PR 153 95 -
Podet klin. PR 125 86 -
bio PR/cyklus (%) 45 (153/338) 46,5 (95/204) NS
PR/cyklus (%) 37 (125/338) 42 (86/204) NS
PR/ET (%) 37 (125/338) 50 (86/171) 0,001
IR (%) 25 (166/673) 36 (108/300) 0,001
AB < 12.tyden 11 (14/125) 16 (14/86) NS
Cetnost t&hotenstvi (%)
jednocetné 67 (84/125) 75,6 (65/86) -
dvoucetné 33 (41/125) 23,2 (20/86) -
ti'iCetné - 1,2 (1/86) -
Legenda:

NS — statisticky nepritkazny rozdil, p > 0,05

Stat. sign. — statisticky signifikantni

V souboru 3D po 12. tydnu dale probihalo 111 téhotenstvi, doslo vsak jeste
ke tfem té€hotenskym ztratdm. Celkem bylo zaznamenano 108 porodd, coz je 86,4 %

ze vsech klinickych téhotenstvi. Porozeno bylo 60 hochti a 82 dévcat (Tab. 4).
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V souboru 5D po 12. tydnu pokraovalo 72 t€hotenstvi, zaznamenali jsme vSak

dalsich Sest t€¢hotenskych ztrat. Porodilo celkem 66 pacientek, coz je 76,7 % z celkového

poctu dosazenych klinickych t€hotenstvi. Narodilo se 37 chlapcti a 53 dévcat (Tab. 4).

Tab. 4: Charakteristika cyklt zakoncenych porodem

Parametr 3D 5D Stat.sign.

(p)
Pocet G po 12. tydnu 111/338 721204 -

AB > 12 tyden 3 (3/111) 8 (6/72) NS

Pocet porodi na dosazené 86,4 (108/125) 76,7 (66/86) NS

klinické téhotenstvi

Pomér pohlavi (hoch : dévce) 42 : 48 41 :59 -
Indukovany AB z divodu VVV 0 3 -

Legenda:

statistické hodnoceni bylo provedeno porovnanim dvou poméra

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05

Stat. sign. — statisticky signifikantni

VVV — vrozena vyvojova vada

V souboru 3D nebyla nahlasena zadna téhotenska ztrata z divodu zjisténé VVV

plodu, naopak v souboru 5D byly provedeny 3 indukované potraty pro zjisténou VVV

vramci genetického screeningu. Porod ditéte s vrozenou vyvojovou vadou nebyl

zaznamenan ani v jednom souboru. V obou souborech vSak byla zjiSténa Gmrti

novorozence, v soubor 3D dvé ztraty (vzdy jedno z dvojcat pii predcasném porodu)

a v souboru 5D jeden mrtvorozeny plod u jednocetného t€hotenstvi. Pti¢ina umrti nebyla

zjiSténa ani pii pitvé plodu.
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10 Diskuze

Stale vice studii se zabyvd nalezenim neinvazivnich hodnoticich kritérii,
ktera by umoznovala vybrat nejkvalitnéjsi a nejzivotaschopnéjsi embryo pro transfer
do d€lohy. Jednou z moznosti je vybér embrya na zaklad¢ hodnoceni doby nastupu prvniho
bunécéného dé€leni, které se povazuje za dopliujici kritérium pro celkové hodnoceni kvality
embrya. Vysledky IVF a ET (PR a IR) po pfenosu tzv. ,rychle se délicich embryi* byly
porovnavany s vysledky cykli s ,,pomalu se d¢licimi embryi“ a Siroce publikovany
(Btezinova, 2005, Lundin et al., 2001, Salumets et al., 2003). Nepodaiilo se mi najit
zadnou praci, ktera by se vénovala dalSimu vyvoji embryi a vysledkim cykld, ve kterych
byla v§echna embrya hodnocena jako pomald (NEC). Jak postupovat v cyklech, jestlize
jsou vSechna embrya ,,pomalu® se délici, nepravidelnd, fragmentovana? Je volbou zvySeni
pravdépodobnosti t€hotenstvi prodlouzeni kultivace in vitro?

Proto jsem v této praci porovnavala a vyhodnocovala vliv délky in vitro kultivace
embryi s pomalym nastupem déleni (NEC) na vysledky IVF a ET ne jen s ohledem
na uvadéné dosazené PR a IR, ale zvlasté s ptihlédnutim na vysledky téchto t€hotenstvi —
pocet porodu, pozdnich téhotenskych ztrat a vyskyt vrozenych vyvojovych vad.

Cilem mé prace tedy bylo pfispét do diskuze na téma rychlosti déleni embryi

a délky kultivace v procesu IVF a ET.

10.1 Vstupni parametry

V této praci jsem se zabyvala uspéSnosti IVF a ET po pfenosu embryi S pomalym
nastupem déleni (NEC). Byly hodnoceny a porovnavany vstupni parametry, které mohou
ovlivnit ~ GspéSnost  jednotlivych  cykld.  V Centru  asistované  reprodukce
Gynekologicko-porodnické kliniky LF a FNOL se provadi asi 300 1é¢ebnych cyklu za rok,
coz ovlivnilo velikost hodnoceného souboru, stejné¢ jako podminka, ze embryologickou
cast  téchto  cykli, provadél jediny embryolog (vedouci mé  prace
RNDr. Jana Biezinova, Ph.D).

Vysledky a vystupy prace muze ovlivnit velikost a homogenita sledovaného
souboru, kritéria pro zatazeni cyklu atd. Dal§im ze zakladnich parametri je vék pacientky,
ktery se mize podilet na rychlosti nastupu prvniho bunééného déleni embrya. Je znadmo,
ze srostoucim veékem pacientky klesd zZivotaschopnost a kvalita béhem ovulace
uvolnénych oocytii, snizuje se uspéSnost oplozeni, kvalita embrya i jeho implantace
v déloze. Piestoze pacientky s pétidenni kultivaci byly v praméru o pal roku starsi, neni

tento rozdil statisticky priikazny. Podobné a stejné nepriikazné rozdily ve véku pacientek
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uvadi i prace Coskun et al. (2000), Kolibianakis et al. (2004) a Beesley et al. (2009),

které hodnoti vliv délky kultivace na GispéSnost metod asistované reprodukce (Tab. 5).

Tab. 5: Hodnoty nékterych vstupnich parametrt z riznych literarnich zdrojt

Zdroj Pocet cykla | Pocet cykli Vék Vék Stat.

3D 5D 3D 5D sign.

(p)

Coskun et al., 101 100 30,7+5.4 | 30,4+4,9 | NS
2000

Kolibianakis et al., 234 266 31,3+0,3 | 31,5+0,2 | NS
2004

Beesley et al., 2009 153 121 33,3+29 | 31,8+3,9 | NS

CAR FNOL 2011 338 204 33,0+4,5 | 33,4+4,2 | NS

Legenda:

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05
Stat. sign. — statisticky signifikantni
3D — soubor s 3. denni kultivaci

5D - soubor s 5. denni kultivaci

Pocet nalezenych a oplozenych oocytli nebo pocet dale se délicich embryi
také ovliviiuji UspéSnost cyklu. Procentudlné vyjadiuje pocet oplozenych oocytl -
fertilization rate (FR). I pii porovnani tohoto vstupniho parametru (Tab. 6) nebyl nalezen
prukazny rozdil mezi soubory 3D a 5D zejména protoze u vétSiny cykli byla pouzita ICSI
metoda oplozeni. Podobné nevyznamné jsou rozdily i v publikovanych souborech

Kolibianakis et al. (2004), Coskun et al. (2000).

Tab. 6: Procentualné vyjadieny pocet oplozenych oocyti z riznych literarnich zdroju

Zdroj FR (%) FR (%) Stat. sign.
3D 5D (p)
Coskun et al., 2000 68 67 NS
Kolibianakis et al., 2004 61,3 63,4 NS
CAR FNOL 2011 74 75 NS

Legenda:
NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05
Stat. sign. — statisticky signifikantni
3D — soubor s 3. denni kultivaci

5D - soubor s 5. denni kultivaci
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Proces implantace embrya je velmi ovliviiovan i rychlosti nastupu prvniho
bunééného déleni. Jiz v pilotnich pracich o vlivu rychlosti nastupu prvniho bunécného
déleni embrya, Shoukir et al. (1997), prokazali zvySeni PR pii prenosu EC embryi
v porovnani s NEC embryi (33 % vs. 15 % po klasickém IVF, po ICSI 26 % vs. 6 %).
V této publikaci vSak bylo pfenaSeno vice embryi, nékdy 1 v kombinaci ,,rychla a pomala‘“
embrya a neSlo prokdzat, které embryo opravdu implantovalo. Vyznamnym piinosem
pro prukaz vlivu nastupu déleni je ale napt. prace Salumets et al. (2003), kteti prokazali,
ze nastup prvniho bunééného déleni ma velky vliv na Zivotaschopnost, uspéSnost
implantace a vznik tchotenstvi v souboru 178 cykli s pfenosem jediného vybrané¢ho
embrya eSET (36 % klinicky prokazanych gravidit v celém souboru). Ackoliv rychlost
nastupu prvniho bunééného déleni nebyla hlavnim kritériem pro vybér embrya k transferu,
ukdzalo se, ze pfi transferu EC embrya byl dosazen PR az 50 %, zatim co pii transferu
NEC embryi to bylo jen 27 %. V publikaci Btezinova et al. (2009) se uvadi, Ze v pfipadé
transferu dvou EC embryi je pravdépodobnost otéhotnéni dvakrat vyssi a implantace tikrat
vys$si nez po pienosu embryi se zpozdénym nastupem déleni NEC. Tento zavér podporuje
nazor nékterych odborniki, kteti uvadéji, ze EC embrya maji vyrazné vys$si vyvojovy
potencial nez NEC (Lundin et al., 2001, Van Montfoort et al., 2004 ).

Na rychlost nastupu prvniho bunééného déleni maji vliv obé pohlavni bunky —
kvalita oocytll 1 spermii. Uvadi se, Ze nastup prvniho bunécného déleni miZe souviset
s lep$i synchronizaci zralosti cytoplazmy i jadra oocytil nebo s tim, ze zralé oocyty mohou
l1épe vyuzivat dostupné ATP ¢i maternalni mRNA pted aktivaci vlastniho embryonalniho
genetického vybaveni. Castéji se embryologové setkavaji s EC embryi po pouziti metody
ICSI. Tato skutecnost miize byt zplisobena tim, ze béhem klasického IVF mohou byt
spermie pfidany k nezralému oocytu, avSak pro metodu ICSI byvaji pouZivany oocyty
v metafdzi II. VIiv na nastup prvniho bunééného déleni miize mit i samotné technické
provedeni ICSI, pfi kterém se obchdzi fada procesii pfirozené fertilizace oocytu,
napft. kapacitace spermii nebo jejich navazani na ZP, tim se fertilizacni proces zkracuje
(Btezinova, 2005). Rychlost nastupu prvniho bunécného déleni je pravdépodobné
ovlivnéna 1 pfitomnosti viditelného délicitho vieténka a jeho strukturou. U zralych
neoplozenych oocytd je délka déliciho vieténka 11,2 + 3,4 um, je-li oocyt starsi, délka
vieténka se zkracuje. Dojde-1i ke kontaktu spermii s oocytem, ale k fertilizaci nedojde, je
délka déliciho vieténka pouze 8,08 = 0,84 pum (Eichenlaub-Ritter et al., 2002). Byla
provedena studie zabyvajici se dobou nastupu prvniho bunééného déleni po pouziti metody

ICSI, kterd kontrolovala viditelnost déliciho vieténka. Bylo prostudovano celkem
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540 oocyti, z nichz u 202 bylo délici vieténko viditelné a z 91,6 % té€chto oocytit vznikla
EC embrya (Zhu et al., 2004).

Pocet cykli ukonéenych bez ET je ¢astéjsim jevem pfi in vitro kultivaci do 5. dne
vyvoje embrya, kdy Vtento den nejsou piitomna embrya vhodna k pienosu. V in vivo
podminkach vstupuje embryo do de€lohy béhem 4. dne svého vyvoje, kdy je embryo
nejaktivnéjsi, protoze u néj dochdzi k aktivaci genomu a tato vyssi aktivita se miize
projevit 1 vyssi schopnosti implantace. Embryo transferované 3. den kultivace se dostava
diive do pfirozeného prostiedi délohy, které muze 1épe ovliviiovat tuto aktivaci,
nez podminky v inkubatoru pfi in vitro kultivaci.

Dojde-li u embrya kpomalému nastupu prvniho bunécného d¢leni, zalezi
na zkuSenostech embryologa a domluvé s IéCenym parem na délce kultivace a provedeni
transferu NEC embrya/i do délohy. U nékterych NEC embryi béhem prodlouzené kultivace
nedochazi k dalsimu vyvoji — kompaktaci, vzniku blastocysty a cyklus je ukoncen bez ET.
V nami porovnavanych souborech nedoslo k zastavé déleni (mezi dvéma hodnocenimi
doslo prokazatelné k dal§imu dé¢leni embrya) embryi béhem 72 hodin kultivace
(3D soubor) a tedy ani k jednomu zastaveni cyklu bez pfenosu embryi. V souboru 5D,
pii pétidenni kultivaci (120 hodin) embrya doslo k ukonéeni 16,4 % cykla bez ET. Rozdil
Vv poctu cykli bez ET u 3D vs. 5D souboru byl statisticky vyznamny (0 vs. 33, p = 0,000).
Podobné zavéry uvadi i Kolibianakis et al. (2004), v jejich souborech u embryi
kultivovanych do 3. dne doSlo k zastavé vyvoje v 1,8 % piipadi a pii prodlouzené
kultivaci do 5. dne bylo ukon¢eno bez ET 9,1 % cyklu (p < 0,001).

Kolibianakis et al. (2004) a Coskun et al. (2000) uvad¢ji, ze pokud neni
prodlouzena doba kultivace in vitro nezbytné nutna, je vhodngjsi transfer embrya 3. den
kultivace, jelikoZ u prodlouZenych cyklli do 5. dne se sniZuje moznost kryokonzervace
embryi a zvySuje se pocet cykll, které jsou ukonéeny bez ET. Podle téchto autord vSak
transfer embryi s prodlouZzenou dobou kultivace nesnizuje pravdépodobnost otéhotnéni
pacientky a ani nezvySuje mnozstvi ranych té¢hotenskych ztrat.

Na vysledku cyklu ART ma vyznamny podil také pocet transferovanych embryi.
Jednim z hlavnich problémi metod asistované reprodukce je vyssi vyskyt viceCetnych
té¢hotenstvi, nez je v bézné populaci po pifirozeném poceti. Tento jev je zplsoben
transferem vice embryi. Vhodn€ zvolené parametry pro vybér nejkvalitnéjSiho
a nejzivotaschopnéjsiho embrya by mél vyskyt viceCetnych téhotenstvi eliminovat.
Nejcasteji se transferuji 1 — 3 embrya dle jejich kvality nebo celkového poctu. V Centru

asistované reprodukce Gynekologicko-porodnické kliniky LF a FNOL se pienaseji
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maximaln¢ tfi embrya, standardni je pfenos dvou embryi a jediné embryo je pienaSeno
(eSET) pii jeho nejvyssi kvalité a po domluvé s parem.

V souboru s tfidenni kultivaci byla v priméru pfenesena 2 + 0,5 embrya,
po kultivaci do 5. dne to bylo statisticky vyznamné mén¢, 1,8 £ 0,5 embrya (p = 0,000).
Pokles poctu pienasenych embryi byl ziejme ovlivnén mensim poctem embryi vhodnych
Kk pienosu (zastava déleni, vakuolizace, 1yza). Tento jev mize byt ovlivnén jednak kvalitou
a vitalitou pomalu se délicich embryi, jednak moznymi suboptimalnimi podminkami
in vitro kultivace. V souladu snasim vysledkem je prace Beesley et al. (2009),
ktefi také po prodlouzené kultivaci transferovali statisticky vyznamné méné embryi
(po tiidenni kultivaci 2,52 vs. po 5 dnech 1,99, p = 0,001), zatim co u Coskuna et al.
(2000) Kolibianakise et al. (2004) se pocet pienasenych embryi v obou hodnocenych
souborech nelisil (Tab. 7).

Tab. 7: Primérny pocet prenaSenych embryi v literarnich zdrojich

Zdroj 3D embrya 5D embrya Stat. sign.
(p)
Coskun et al., 2000 2,3+0,6 2,2+0,5 NS
Kolibianakis et al., 2004 1,9+0,1 1,8+0,1 NS
Beesley et al., 2009 2,52 1,99 0,001
CAR FNOL 2011 2+0,5 1,8+ 0,5 0,000

Legenda:
NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05
Stat. sign. — statisticky signifikantni
3D — soubor s 3. denni kultivaci

5D - soubor s 5. denni kultivaci

Jednim ze zasadnich vstupnich parametrli, ktery ovliviiuje celkovy vysledek je
kvalita a vyvojové stadium prenaSeného embrya. U zdravé vyvijejiciho se embrya
dochazi za 22 — 25 hodin po inseminaci k nastupu prvniho bunééného déleni, druhy den
kultivace je vétSina embryi Ctyfbunécnd. Treti den od oplozeni by embryo mélo byt
V osmibunééném stadiu, paty den od oplozeni by se pak mélo nachazet ve stadiu
blastocysty (Campbell et Reece, 2008).

Z tady studii jasné vyplyva, Ze embrya s rychlym nastupem déleni (EC) maji béhem
druhého 1 tfettho dne déleni signifikantné vys§i pocet blastomer nez NEC embrya.
Za 42 hodin po oplozeni bylo ve ¢tyibunééném stadiu 87 % EC embryi, coz je témér
dvojnasobné vice nez u NEC, kde dosahlo ctyfbunééného stddia pouze 45,3 % embryi

(Edgar et al., 2004). U NEC embryi bylo béhem 3. dne kultivace pozorovano nejcastéji
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Sestibunééné stadium (Lundin et al., 2001). Pii porovnavani poctu blastomer 3. den
kultivace byl prokézan statisticky vyznamny rozdil (p = 0,000) mezi embryi rychle
se délicimi (EC = 7,73 + 1,59 blastomer), embryi s rozpusténou karyolemou
(BDPN = 7,01 + 1,86) a zachovanymi prvojadry (PN 6,05 + 1,98) (Bfezinova, 2005).

V nami porovnavaném souboru byl primérny pocet blastomer u transferovanych
tiidennich embryi 7,5 + 1,3. Tento 1udaj je vsouladu s publikovanymi tdaji
Z této laboratoie, kdy pocet blastomer u pirendsenych NEC embryi byl 7,75 = 1,37 po IVF
a 7,60 = 1,34 po ICSI (Bfezinova, 2005).

Ve skupin¢ tfidennich NEC embryi bylo vzdy preferenci transferovat embrya
s pravidelnym délenim a s poctem blastomer nejvice se blizicim ocekdvanému stadiu
vyvoje pro tento den tak, aby se zvysila pravdépodobnost implantace a uspé$nosti cyklu.
Salumets et al. (2003) publikovali vyborné vysledky po selektivnim transferu jediného
embrya, které mélo v dob¢ transferu (2. den Kkultivace) vétsi pocet blastomer. Pii eSET
pouze EC ctytbunéénych embryi byl dosazen vyssi PR, v porovnani s pfenosem NEC
embryi s niz§im poctem blastomer (50,7 % vs. 32,5 %).

V nasem souboru pét dnti kultivovanych NEC embryi, dosahlo stadia moruly 33 %,
pocinajici blastocysty v 50 % nebo expandované blastocysty pouze 17 %. Obecné
I v souladu s mymi dosazenymi vysledky lze fici, ze NEC embrya prodlouzenou kultivaci
do 5. dne dosahuji vyvojového stadia blastocysty ve srovnani s EC embryi méné Casto
(Veeck et al., 2001). K obdobnym zavérim dospély i jiné studie, napt. Isiklar et al. (2002)
zaznamenali 56,7 % blastocyst u EC embryi, u NEC embryi dosahlo tohoto stadia pouze
25 % embryi. Existuje urcitd korelace mezi vyvojovym stddiem pienaSenych embryi
a uspéSnym otéhotnénim pacientky. Transferem po pétidenni kultivaci ve stadiu
blastocysty se lépe embryo synchronizuje s prostfedim délohy. Vliv na dosazeni
téhotenstvi ma 1 kvalita pfenaSené blastocysty. Kvalitu pétidenniho embrya muiZeme
odvozovat i z hodnoceni ¢asnych vyvojovych stadii embryi. T¥idenni embrya s fragmentaci
méné nez 10 % castéji dosahla 5. den stadia expandované blastocyty. Pti pienosu jediné
expandované blastocysty bylo zaznamenano vice klinickych té€hotenstvi nez pfi transferu

moruly, ¢i poc¢inajici blastocysty (della Ragione et al., 2007).
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10.2 Vystupni parametry

Dosazeny poCet téhotenstvi na zapocaty cyklus v obou souborech
(v souboru 5D jsou zapoCteny i cykly bez pienosu embryi) je bez statistické vyznamnosti
(PR/cyklus 37 % soubor 3D vs. 42 % souboru 5D, p > 0,05).

Pfi porovnavani poctu dosazenych klinickych téhotenstvi a implantacniho poméru
vztazenych k embryotransferu jiz byly nalezeny statisticky prikazné rozdily v PR
(p =0,001) a IR (p =0,001). Vice te€hotenstvi a vyssi implantaéni pomér byl zaznamenan
u pacientek s pétidenni kultivaci in vitro, pfestoze byl pfenasen signifikantn¢ nizsi pocet
embryi (p = 0,000).

Na rozdil od naSich vysledki, Coskun et al. (2000) neprokazali pozitivni vliv
prodlouzené kultivace na vysledky IVF a ET, v obou souborech (po tfi- i pétidenni
kultivaci) dosahli PR/ET 39 %, Kolibianakis et al. (2004) dosahli jest¢ nizSiho PR
(32,1 % po tiidenni vs. 33,2 % po pétidenni kultivaci, NS). V nasem souboru bylo
dosazeno vyssiho poctu klinicky potvrzenych téhotenstvi v obou souborech, ale zejména
po prodlouzené kultivaci (PR/ET 50 % v souboru 5D) v porovnani s Kolibianakisem et al.
(2004).

Statisticky vyss$i implantaéni pomér (IR) je v dostupnych literarnich zdrojich
uvadén po transferu embryi s prodlouzenou dobou kultivace do 5. dne vyvoje (Tab. 8).
Nejvyssi IR uvadéji Coskun et al. (2000) pro 3D embrya. Ve své publikaci
necharakterizuji, zda byla transferovana embrya EC nebo NEC. Avsak zdiraziuji,
ze K transferu do délohy byla vzdy vybrana dvé nejkvalitn€j§i embrya. Pouze u part,
které uz prodé€laly vice nez Sest cykli nebo u zen starSich 36-ti let byla pfenasena
tii embrya. Beesley et al. (2009) vykazuji nejlepsi IR pro 5D embrya. Ve své publikaci
uvadéji, ze hlavnim kritériem pro prodlouzenou kultivaci do 5. dne byl pocet blastomer
(minimaln€ 7 — 8) a fragmentace niz$i neZ 10 %. Pt1 hodnoceni IR v naSich souborech byl
statisticky signifikantné¢ vys$s$i IR dosazeny v souboru 5D (po tiidenni 25 % vs. 36 %
po pétidenni kultivaci, p = 0,001). Vyssi IR ve skupiné 5D embryi lze vysvétlit tim,
ze pti prodlouzené kultivaci in vitro do 5. dne vyvoje embrya, je mozné rozliSit embrya
kultivace je zaloZzen hlavné na morfologickych parametrech, napt. velikost blastomer
nebo stupenn fragmentace, avSak pii vyskytu vétsiho poctu stejné vypadajicich embryi
Vv daném cyklu, lze obtiznéji odhadovat, kterd znich maji vys§i implantani potencial.
Prodlouzena kultivace do 5. dne tak mize pomoci odhalit embrya s niz§im implantacnim

potencialem, u kterych dochazi k zastavé jejich vyvoje (della Ragione et al., 2007).
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Tab. 8: Procentualné vyjadieny IR v dostupnych literarnich zdrojich

Zdroj 3D embrya 5D embrya Stat. sign.
(p)
Coskun et al., 2000 50 52 NS
Kolibianakis et al., 2004 245+ 25 26,6 2,7 NS
Beesley et al., 2009 42,1 56,4 -
CAR FNOL 2011 25 36 0,001

Legenda:
NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05
Stat. sign. — statisticky signifikantni

Pii ptenosu tfidennich NEC embryi bylo zaznamenano méné téhotenskych ztrat
do 12. tydne nez u pétidennich NEC embryi (11 % vs. 16 %), avSak jako statisticky
vyznamny se tento rozdil nepotvrdil. Podobny pocet téhotenskych ztrdt dosahli
i Kolibianakis et al. (2004), ktefi uvadi pocet abortt po transferu 3. den kultivace 10,4 %
a po 5. dnu kultivace 6,4 % te€hotenskych ztrat.

V ndmi zpracovavaném souboru doSlo po 12. tydnu gravidity k dal$im t¢hotenskym
ztratam, které tvofily v souboru 3D 3 % (3 AB) a v souboru 5D 8 % (6 AB).
Coskun et al. (2000) ve své publikaci nerozliSuje rané a pozdni t€hotenské ztraty, uvadi jen
jejich celkovy pocet v porovnavanych souborech 5 AB po tfidenni vs. 3 téhotenské ztraty
po pétidenni kultivaci, pfi vyjadieni po¢tu AB u 3D vs. 5D je procentudlni zastoupeni
t€hotenskych ztrat 12 % vs. 8 %.

Pocet téhotenstvi ukoncenych porodem je vyssi v souboru s pienosem tfidennich
embryi (86,4 % vs. 76,7 %, NS), tyto porody jsou vztazeny na dosazené klinické
téhotenstvi.

Studie na zvifecich modelech ukazaly, ze embrya zenského pohlavi se d¢li
pomaleji, nez-li embrya muzského pohlavi (Bfezinova, 2005). Na souboru 105 porodi,
kterym ptedchazel transfer EC embrya, byl Lundinovou et al., (2001) zjistén pomér
pohlavi dévc¢e : hoch 50 : 50. Pfi transferu NEC embryi a naslednych 125 porodech byl
pomér pohlavi 47 : 53. V nami porovndvanych souborech NEC embryi byl pomér
hoch : dévce (%) vzdy ve prospéch Zenského pohlavi, u tfidennich embryi 42 : 58
a u pétidennich embryi 41 : 59. Z dosazenych vysledkt 1ze usuzovat, ze rozdil v rychlosti
d€leni mezi pohlavimi se nejspiS projevuje jen na pocatku transkripce genomu, ale nema

vliv na dalsi vyvoj a implantaci embrya.
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Metody ART jsou Casto spojovany s vyssim zastoupenim viceCetnych téhotenstvi,
nez jaké se vyskytuje po pfirozeném poceti. Divodem vzniku vicecetného té¢hotenstvi je
stimulace  vajecnik  pomoci hormondlnich 1ékt  béhem 1é€by neplodnosti
(Ozturk et Templeton, 2002), dalsi pii¢inou je transfer vétSiho poétu embryi do délohy.
Vzacnéji dochazi k rozdéleni jednoho embrya, kdy piijeho dalSim vyvoji vznikaji
dva plody tzv. jednovaje¢na dvojéata (Pennings et de Wert, 2003). NarGst vicecetnych
téhotenstvi po IVF je Ctyfistakrat vyssi nez u bézné populace. Prizkumem, ktery probéhl
v USA v roce 2002, bylo registrovano, ze ze vSech déti narozenych za pomoci metod ART
bylo 58 % jedinacki, 29 % dvojcat a zbylych 7 % tvofi narozend trojcata i vicercata.
Obdobnym priuzkumem provedenym v Evropé v roce 2001 bylo zaznamenano, ze 75 %
déti narozenych za pomoci metod asistované reprodukce bylo jedinackt, dvojcata s 24 %
tvofila druhou nejpocetnéjsi skupinu a zbylé 1,5 % narozenych déti byla trojcata
(Bhattacharya, 2007). V nami porovnavanych souborech se také vyskytovala viceCetna
t¢hotenstvi. V souboru 3D se to bylo 33 % dvojcetnych téhotenstvi, v souboru 5D bylo
23 % dvojcetnych a 1 % troj¢etnych t&€hotenstvi. Jednalo se 0 5. cyklus a na prani
pacientky byla transferovana tii embrya, do 12. tydne doslo ke spontanni redukci a porozen
byl jeden plod (hoch). Nizsi zastoupeni vicecetnych t€hotenstvi v souboru 5D muze byt
ovlivnéno niz§im poctem transferovanych embryi (1,8 + 0,5 vs. 2 £0,5, p = 0,000).

V souboru 3D nebyl proveden zadny indukovany potrat pro VVV plodu, v souboru
5D byly tyto zakroky provedeny tiikrat (3,4 % z poctu klinickych téhotenstvi). V bézné
populaci se VVV vyskytuji v rlizném rozsahu postizeni asi u 3 % ptipadd. U Zen
po 40. roku véku stoupa riziko VVV plodu. Vzhledem k véku sledovanych pacientek je
vyskyt VVV v souladu s obecnymi znalostmi a ziejmé nebude vyznamné ovlivnén procesy
asistované reprodukce. Jednalo se o star$i pacientky (38, 38 a 39 let). Kéllén et al. (2010)
se ve sv¢é studii zabyvali tim, jaky vliv m4 vyvojova faze piendSen¢ho embrya, na uspésné
zakonCeni cyklu IVF porodem zdravého ditéte. Zjistili, ze vysSSi vyskyt predCasnych
porodd i VVV u jednoCetnych téhotenstvi je po transferu blastocysty. ZvySeni vyskytu
pfedcasnych porodi a VVV je pravdépodobné zpiisobeno del§im pobytem embrya

V in vitro podminkach.
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11 Zavér

V diplomové praci jsem se zabyvala uspésnosti IVF a ET po pienosu embryi
s pomalym nastupem déleni tzv. no early cleavage (NEC). Za embrya spomalym
nastupem déleni povazujeme ta, ukterych probéhne prvni bunétné déleni pozdéji
nez za 25 hodin po oplozeni oocytu. V této praci je statisticky hodnocena vyznamnost
vstupnich 1 vystupnich  parametrit. a  vysledky dosazenych  téhotenstvi
u dvou porovnavanych soubort, liSicich se délkou kultivace — NEC embrya pfenasena
po kultivaci do tfetiho vs. patého dne vyvoje v in vitro podminkach.

Podminkou pro zatazeni do hodnoceného souboru byla pfitomnost pouze pomalu
se délicich embryi. Hodnoceni embryologické casti lécebného cyklu provadél jediny
embryolog (vedouci diplomové prace RNDr. Jana Bfezinova, Ph.D). Celkové bylo
hodnoceno 542 1é¢ebnych cykla, u 338 (tj. 62,4 %) probéhl pienos embrya po téidenni
(soubor 3D) a 204 cyklu (tj. 37,6 %) bylo s pétidenni prodlouzenou kultivaci (soubor 5D).
Oplozovani probihalo v 77 % pomoci metody ICSIL.

Pii statistickém hodnoceni vstupnich parametrii souborit 3D vs. 5D nebyly
zjistény prukazné rozdily ve véku pacientek (33,0 + 4,5 vs. 33,4 + 4,2) a fertilization rate
(FR) (74 % vs. 75 %). Statisticky vyznamny byl zjistén rozdil v poctu transferovanych
embryi (2 = 0,5 vs. 1,8 £ 0,5, p = 0,000), nebot’ v souboru 5D se pienaSelo méné embryi.
Dalsi statisticky vyznamny rozdil u 3D vs. 5D souborem byl v poétu zrusenych cyklu
bez ET (0 vs. 33, p = 0,000).

Po tfidenni kultivaci byla pfendSena embrya s primémym poctem
7.5 + 1,3 blastomer, nejcastéji to byla embrya v osmibunééném stadiu. Po pétidenni
kultivaci se nejCastéji pienasela embrya ve stadiu poc¢inajici blastocysty.

Pii statistickém hodnoceni vystupnich parametrii soubort 3D vs. 5D nebyl zjistén
prikazny rozdil v po¢tu potvrzenych biochemickych (45 % vs. 46,5 %) a klinickych
téhotenstvi (37 % vs. 42 %) na zapocaty cyklus. Naopak byl nalezen statisticky vyznamny
rozdil v PR vztaZzeny na ptenos embrya (ET) (37 % vs. 50 %, p= 0,001) a IR
(25 % vs. 36 %, p = 0,001). U cykla s prodlouzenou pétidenni kultivaci bylo dosazeno vice
téhotenstvi a doSlo k implantaci vice embryi. Nebyly zjistény prikazné rozdily v poctu
téhotenskych ztrat do 12. tydne (11 % vs. 16 %).

V souboru 3D porodilo 86,4 % pacientek ze vSech klinicky potvrzenych téhotenstvi
(108/125). Porozeno bylo 60 hochti a 82 dévcat. V souboru 5 D skoncilo porodem 76,7 %
klinicky potvrzenych téhotenstvi (66/86). Narodilo se 37 chlapct a 53 dévcéat. Srovnani

poctu porodti v souboru 3D vs. 5D neni statisticky signifikantni. V souboru 3D nebyl
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proveden ani jeden indukovany potrat pro zjiSténou vrozenou vyvojovou vadu plodu,
oproti souboru 5D, ve kterém byl tento vykon proveden tfikrat.

| pres dosazeni lepsiho vysledku PR a IR po pfenosu embryi po pétidenni kultivaci,
je v praxi nutné vzdy pfistupovat k jednotlivym piipadim individualné a brat na zietel
celkovou anamnézu paru — pocet a priub¢h prodélanych cykll, pocet odebranych a tspésné
oplodnénych oocytl v pravé probihajicim cyklu, kvalitu embryi atd. Déle je nutné
zohlednit i velkou psychickou zatéz paru jestlize je cyklus ukoncéen bez transferu embrya
nebo pfi nutnosti provést indukované ukonceni téhotenstvi pro zjiSt€énou vrozenou
vyvojovou vadu plodu, ktera byla Castéjsi po transferu embryi po pétidenni kultivaci.

Zavérem shrnujeme, Ze i ve svétle dosazenych vysledki je nezbytné, aby byl kazdy
piipad individualn¢ posouzen lékatem, embryologem a s ohledem na piani 1é¢eného paru

byl navrZen nejoptimalné;si postup.
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