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ABSTRAKT

Disertacni prace je zamétena na aspekty hodnoceni kvality gamet a embryi v asistované
reprodukci v navaznosti na mozné souvislosti mezi vyvojovou kinetikou embrya a jeho
naslednou schopnosti vyvinout se do stadia blastocysty v laboratornich podminkach.
Zaroven nalézt i spolehlivy neinvazivni marker pro vybér nejkvalitnéjSiho embrya
s vysokym implantacnim potencialem, ktery by zvysil Sanci na porod ditéte pomoci
asistované reprodukce. Studie byla provedena na klinice reprodukcéni mediciny Repro-
Genesis v Brné. V praci bylo analyzovano 206 embryi, pomoci monitorovaciho systému
time-lapse, ktery umoznil zaznam piesného ¢asovani klicovych udalosti souvisejicich s
vyvojem embrya. Casové parametry byly rozdéleny do péti skupin. Kvalita vyslednych
embryi byla rozdélena nasledné do ctyt kategorii v zavislosti na kvalitativnich parame-
trech. Tento systém vygeneroval embrya S vys§i mirou o¢ekdvané implantace zalozené
na bunécném dé¢leni embryi do stadia blastocysty. Pravdépodobnost vyvoje embrya paty
den do stadia blastocysty, byla spojena s dislednou chronologii vyvoje. Po vyhodnoceni
vztahil mezi t€émito morfokinetickymi parametry s naslednym vytvofenim blastocysty,
kterd morfologii odpovidala nejvysSimu skore pro zivotaschopnost embrya, lze fici, ze
kinetika ¢asného embryonalniho déleni a potencialu vyvoje lidskych embryi do stadia
blastocysty 5. den kultivace in vitro, spolu uzce souviseji.

Time-lapse, na zakladé¢ vyhodnoceni presného nacasovani pocatku ¢asného déleni ve
vyvoji embrya, je slibnym nastrojem pro predikci tvorby a kvality blastocysty, a s tim
souvisejici vybeér embrya s nejvyssi Sanci implantace pro transfer a nasledny porod pfi

1é¢bé pomoci asistované reprodukce.

Klicova slova: neplodnost, kultivace embryi, blastocysta, monitoring embryi, gravidita.



ABSTRACT

The dissertation focuses on the aspects of evaluation of gamete and embryo quality in
assisted reproduction in relation to possible links between the developmental kinetics of
an embryo and its subsequent ability to develop into blastocyst stage in laboratory con-
ditions. Simultaneously, the thesis also aims at finding a reliable non-invasive marker
for selection of the best quality embryo with a high implantation potential, which would
increase the chance of a successful childbirth as a result of assisted reproduction. The
study was conducted at ReproGenesis, a clinic of reproductive medicine in Brno, Czech
Republic. The thesis used time-lapse monitoring system to analyze 206 embryos which
enabled the recordings of the exact timing of key events within the embryo develop-
ment. The time parameters were divided into five groups. The quality of the resulting
embryos was subsequently divided into four categories depending on qualitative para-
meters. The above described system generated embryos with a higher rate of expected
implantation based on their cell division reaching blastocyst stage. The probability of an
embryo developing into blastocyst stage on day 5 was linked to a strict chronology of
development. Based on an evaluation of the relations between these morphokinetic pa-
rameters and a subsequent formation of blastocyst whose morphology scored the
highest in terms of embryo viability, it could be concluded that the kinetics of early em-
bryonic division and the potential of human embryo development into blastocyst stage
on day 5 during an in vitro cultivation are closely related.

Time-lapse monitoring, due to its evaluation of the exact timing of the early division
start during embryo development, is a promising tool for the prediction of blastocyst
formation and quality and, consequently, it allows for the selection of an embryo with
the highest implantation potential suitable for a transfer and the subsequent childbirth
during assisted reproduction treatment.

Key words: infertility, embryo cultivation, blastocyst, embryo monitoring, gravidity.



OBSAH

1 UVOD
2 CIL PRACE
3 LITERARN{ PREHLED
3.1 Reprodukéni systém zeny
3.1.1 Zevni pohlavni organy
3.1.2 Dé&loha (uterus)
3.1.3 Vejcovody (tubae uterinae)
3.1.4 Pochva (vagina)
3.1.5 Pohlavni zlazy
3.1.6 Vyvoj a zrani oocytd (oogeneze)
3.1.7 Menstruacni cyklus
3.2 Reprodukéni systém muze
3.2.1 Zevni pohlavni organy
3.2.2 Vyvodné pohlavni cesty
3.2.3 Pohlavni zlazy
3.2.4 Spermatogeneze a morfologie spermie
3.2.5 Fyziologie spermie
3.2.6 Morfologické metody vySetieni spermatu
3.3 Oplozeni (fertilizace)
3.3.1 Kapacitace spermii
3.3.2 Fertilizace
3.4 Faze embryonalniho vyvoje
3.4.1 Celkovy vyvoj zarodku
3.4.2 Placentace a plodové obaly
3.5 Neplodnost
3.5.1 Zensk4 a muzska neplodnost
3.5.1.1 Lécba Zenské neplodnosti v programu AR
3.5.2 Asistovana reprodukce
3.5.3 Laboratorni techniky IVF
3.5.3.1 Intracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI)

8

9
10
10
10
10
11
12
13
15
19
21
21
22
24
25
28
30
32
32
33
34
45
50
57
57
58
60
60
64

3.5.3.2 Intracytoplazmaticka injekce preselektované spermie (PICSI) 65

3.5.3.3 Asistovany hatching (AH)

66



3.5.4 Morfokinetika jako vhodny faktor pro vybér embryi
3.5.4.1 Monitoring embryi
4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Ptiprava piijemkyi oocytl
4.2 Ovarialni stimulace darkyn oocytl
4.3 Punkce ovaridlnich folikula
4.4 Denudace oocytl
4.5 Vyhodnoceni spermiogramu a ptiprava spermii pred metodou ICSI
4.6 Embryologické metody
4.7 Kultivace a hodnoceni embryi
4.8 Transfer embryi
5 VYSLEDKY
5.1 Analyza dat
5.2 Hodnoceni sledovaného souboru
5.2.1 Stadium blastocysty (B), stadium blastocysty s dobrou
morfologickou kvalitou (GMB) - realné naméfené hodnoty
5.2.2 Stadium blastocysty (B) — srovnani realnych ¢asu s navrzenym
optimalnim rozmezim
5.2.3 Stadium blastocysty s dobrou kvalitou (GMB) — srovnani ¢asu
S navrZzenym optimalnim rozmezim
5.2.4 Implantace embryi
5.2.5 Porod Zivého ditéte (ZDN)
5.2.6 Zavérecné zhodnoceni celého souboru redlnych casu
a srovnani s navrzenymi optimalnimi rozmezimi
5.2.7 Hodnoceni embryi na zakladé¢ hierarchické klasifikace
6 DISKUZE
7 ZAVER
7.1 Uplatnéni v praxi
8 POUZITA LITERATURA
9 SEZNAM POUZITYCH OBRAZKU, TABULEK A GRAFU
9.1 Seznam obrazk
9.2 Seznam tabulek

9.3 Seznam grafu

67
69
70
71
71
72
72
73
73
76
84
85
85
86

89

90

94
98
104

105
106
108
115
115
117
130
130
130
131



1 UVOD

Zaclenéni Casosbérného snimani v oblasti in vitro fertilizace (IVF) poskytuje mnoho
informaci o vyvoji embrya. Kombinace morfologie embrya a kinetiky probihajicich
bunécnych procest, které vedou k vyvoji embrya, jsou integrovany do jedinecného kon-
ceptu morfokinetika. V soucasné dobé¢ je snaha zaméfit se na vyuziti téchto informaci s
cilem zlepsit vybér embrya, stavajici miru tispéSnosti a minimalizovat riziko vicecetné-
ho téhotenstvi. Jiz nékolik studii oznacilo prediktivni morfokinetiku jako slibny nastroj
pro zvyseni Uspésnosti vybéru zivotaschopnych embryi a zvySeni implantacniho poten-
cidlu. Slibné doplitkové modely vybéru embrya na zaklad¢ ¢asove zavislych markert jiz
byly navrzeny a jsou v soucasné dobé ovérovany v celé fad¢ praci. Konvencni vybér
embryi je stdle spojeny s pomérné nizkou uspéSnosti v 1é€bé IVF. Pocet téhotenstvi
(Pregnancy rate, PR) na transfer odpovida ~30 % (Andersen et al., 2008). Velmi ¢asto
se na transfer pouzije vice, nez jedno embryo, disledkem ¢ehoz jsou viceCetné gravidity
a neonatologické komplikace predCasné narozenych déti spojené s vysokymi néklady na
neonatologickou péci u téchto déti (Pinborg, 2005). Klinicky vyzkum se zamétuje na
nalezeni neinvazivniho posouzeni embryi, aby bylo mozné vybrat pouze jedno embryo
k transferu, bez snizeni Sance na uspés$nou 1é¢bu. Kontinualni sledovani vyvoje embryi
je nejcastéji pouzivana metoda. Vzhled k obavé ze zhorSeni podminek kultivace a bez-
pecnosti vyvoje embryi, je Cetnost pozorovani a ziskani dostate¢nych informaci pii béz-
ném minitoringu velmi omezena. Soucasna praxe v IVF laboratofich je takova, ze se
hodnoti nasledujici parametry: oplozeni oocytti (vznik 2PN), ¢asné déleni embrya (2 az
4-bunécné stadium), pozdni déleni embrya (6 az 8-bunétné staddium), kompaktace em-
brya 4. den kultivace (cca 92 hodin po oplozeni) a nasledny vyvoj do stadia blastocysty
(cca 120 hodin po oplozeni). U délicich se embryi je hodnocen: pocet blastomer, tvar a
velikost blastomer, vzhled cytoplasmy, stupen fragmentace. Dale mize byt sledovana
tloustka zony pellucidy a pfitomnost multinukleaci v jednotlivych blastomerach (Pal-
mstierna, et al. 1998; Pelinck, et al. 1998; Alikani, et al. 1999; Hardarson et al., 2001).
Kvalita embryi piimo koreluje s morfologii oocytu a zygoty (vzhled cytoplasmy, posta-
veni pronukleart a vytvoreni nefragmentovanych poélovych télisek), (Manor et al. 1999;
Tesarik and Greco 1999; Ebner et al. 2000). Zavedenim morfokinetického hodnoceni
embryi vneslo do praxe IVF laboratofi novy dileZity aspekt, ktery se ukazuje jako kli-

covy v uspésnosti 1écby neplodnosti.



2 CIL PRACE

Cilem prace bylo najit vhodné ¢asové parametry v zavislosti na ¢asném déleni embryi
spojené s pravdépodobnosti dosazeni staddia blastocysty paty den kultivace
vV podminkach in vitro pfi vyuziti Kontinualniho monitoringu embryi. Zjistit, zda time-
lapse, poskytne dostatek informaci k predikci kvalitni blastocysty a transferu embrya
S nejvysSim implantaCnim potencidlem a porodem zivého ditéte. Redlné Casové pro-
ménné srovnat s doporu¢enymi optimalnimi ¢asovymi proménnymi navrzenymi Mese-

guerem et al. (2011). A nalézt ptipadnou shodu s navrzenymi hodnotami.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Reprodukéni systém Zeny

3.1.1 Zevni pohlavni organy

Zevni pohlavni organy zeny tvoii velké stydké pysky, malé stydké pysky, vestibularni
zlazy a topofivé tkane.

Velké stydké pysky (labia majora) jsou kozni fasy vyplnéné tukem, které na vnitini
stran¢ prechdzeji v mensi slizni¢ni fasy malych stydkych pyski (labia minora). Velké
stydké pysky jsou na zevni plose silnéji pigmentovany a od puberty pokryty chlupy pre-
chézejicimi do ochlupeni nad stydkou sponou (mons pubis). Horni hranice ochlupenti je
u Zen ostra a ochlupeni neptechédzi na predni sténu bfisSni. Velké a malé stydké pysky
ohranicuji vchod (vestibulum) do pochvy, pfipadné uzavieny hymenem. Pod sliznici
posevniho vchodu jsou uloZeny malé vestibularni zlazy, zvlasté hojné kolem zevniho
usti mocové trubice. Nejveétsi z vestibularnich 714z je tzv. Bartholiniho Zlaza, leZici sy-
metricky pii dolnim okraji posevniho vchodu. Zlazy produkuiji sekret zvih&ujici posevni
vchod. Nad posevnim vchodem, né¢kolik milimetri nad ustim mocové trubice,
je topotivé teleso (clitoris) odpovidajici svou stavbou topofivym télesim penisu. Po
obou strandch posevniho vchodu leZi dalsi topofiva télesa kapkovitého tvaru, tvofena

Sirokymi zilnimi pletenémi (Dylevsky, 2011).

3.1.2 Déloha (uterus)

Déloha je silnosténny svalovy organ hruskovitého tvaru, jehoz velikost kolisa
Vv pomérné Sirokém rozmezi. Je uloZena pod stfedem dutiny malé panve, mezi kone¢ni-
kem a mocovym méchyfem. Horni ¢ast délohy je pokryta pobfisnici a stfedni a dolni
partie obaluje panevni vazivo.

Déloha je v priméru 7 — 8 cm dlouhd, ve své horni ¢asti 5 — 7 cm Siroka a jeji tloustka
¢ini 2 — 3 cm. Déloha se sklada z d€lozniho téla (corpus uteri), délozniho dna (fundus
uteri) s rohy a z kr¢ku (cervix uteri), na ktery se upina pochva. Uvnitt délohy je Stérbi-
novita dutina spojend v déloZnich rozich s obéma vejcovody. Dutina délohy usti do po-

chvy.
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Délozni sténa md tii vrstvy:

Uvniti vystyla délohu sliznice (endometrium) s mnozstvim zlazek. Sliznice prodélava
cyklické zmény - menstruacni cyklus, jehoz smyslem je tkanova a funkéni pfiprava na

ptipadné pfijeti oplozeného vajicka.

Nejsilngjsi, stfedni vrstvou délozni stény je hladkd svalovina (myometrium). Délozni
svalovina je upravena do spiral, vychazejicich od d€loznich rohti a piechéazejici na dé-
lozni kréek. Smrsténim délozni svaloviny je na konci t€hotenstvi vypuzovan plod z dé-

lohy.

Vnéjsi vrstvu stény délozni tvoti vazivo (parametrium), které piechazi i do okoli délo-
hy, kde je zahusténo do vazivovych pruhti drzicich délohu ve stalé poloze. V dobé tého-
tenstvi, kdy déloha mnohonasobné zvétSuje sviij objem, piitahuji tyto vazy (tzv. zavésné
délozni vazy) délohu k zadni sténé panve a drZi ji ve vzptimené poloze. Jeden ze zavés-
nych vazil prochédzi od déloznich roht tfiselnym kandlem a upina se do podkozniho va-
ziva velkych stydkych pyskt. Tento vaz se napina v konci téhotenstvi, kdy se predni

sténa délozni jiz opira o biisni sténu (Dylevsky, 2011).

3.1.3 Vejcovody (tubae uterinae)

Vejcovody jsou trubice volné zavéSené v peritonedlni fase na bocni sténé panve. Vejco-
vody jsou dlouhé asi 13 cm. Trubice tvoii spolu s vajecniky, tzv. délozni adnexa.
Vnitini usti vejcovodl je volné otevieno do bfisni dutiny, ktera je tak u Zeny spojena
pres vejcovody, délohu a pochvu s povrchem téla. Anatomickd moZnost tohoto spojeni
je za normalnich okolnosti u dospélych Zen silné¢ omezena hlenovymi zéatkami, a do
prvniho pohlavniho styku i slizni¢ni fasou netiplné uzavirajici poSevni vchod - hyme-
nem.

Vnitini (bfi$ni) Gsti vejcovodu je opatieno pohyblivymi fasami, které se pii ovulaci pfi-
kladaji k povrchu vaje¢niku a chapadlovité obemykaji uvolnéné vajicko, které je s ma-
lym mnozstvim tekutiny splaveno do usti vejcovodd. Druhy konec vejcovodu usti do
d€lohy v mist¢ tzv. déloznich roht.

Sténa vejcovodu je tvotfena spirdln¢ usporddanou hladkou svalovinou, ktera svym ryt-
mickym smr§tovanim posouva vajicko smérem od vajecniku do délohy. Vnitini povrch

vejcovodu je pokryt sliznici, jejiz buniky jsou opatfeny fasinkami kmitajicimi smérem
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do delohy. Pohyb fasinek usnadiiuje pohyb vajicka vejcovodem. Vejcovod ma piede-
v§im transportni funkce.

Z vaje¢niku uvolnéné vajicko je vejcovodem zachyceno a posunovano do délohy. Jsou-
li ve vejcovodu spermie, dojde k oplozeni vajicka a vajicko se zacne jesté ve vejcovodu
délit. K oplozeni vajicka a k zacatku vyvoje zarodku tedy dochazi ve vejcovodech. Do
délohy jiz prichazi ve stadiu n€kolika desitek bunék. Neni-li vajicko ve vejcovodu oplo-

zeno - zanika a je vstiebano bud’ sliznici vejcovodu nebo délohy (Dylevsky, 2011).

3.1.4 Pochva (vagina)

Pochva spojuje délozni dutinu se zevnimi pohlavnimi organy. Pochva je svalova trubi-
ce, ktera se pfipind k déloznimu kréku. PoSevni stény obkruzuji délozni kréek a vytvare-
ji kolem kr€ku tzv. poSevni klenby. Mezi pochvou a stydkou sponou probihd mocova
trubice. Za pochvou lezi konec¢nik. V okoli pochvy je fidké vazivo umoziiujici zna¢nou
roztazitelnost pochvy pii porodu. PoSevni sliznice je kryta vrstevnatym dlazdicovym
epitelem, ktery v oblasti délozniho ¢ipku pfechéazi v epitel vystylajici délohu (endome-
trium).

Posevni sliznice je sice bez zlazek, ale je povlecena vrstvickou hlenu, ktery produkuji
zlazy dé€lozniho krcku. Sliznice prodélava zmény, podle kterych lze stanovit fazi men-
struacniho cyklu délozni sliznice. Hlen spolu s oloupanymi butikami sliznice tvoti béla-
vy sekret, ktery je St€pen mikroorganismy Zijicimi na poSevni sliznici, azZ na mlé€nou
kyselinu, ktera vytvaii v pochvé kyselé prostiedi. Kyseld reakce poSevniho hlenu je
ochranou proti choroboplodnym zarodkim, pronikajicim do pochvy pies zevni pohlavni
organy. Vchod do pochvy je uzavien slizni¢ni fasou, ktera pfed prvnim pohlavnim sty-
kem témét uzavira poSevni vchod. Tato fasa - panenska blana (hymen), ma individual-
né riznou tuhost, velikost i tvar, ktery je dany pfedevsim velikosti a tvarem otvoru, kte-
rym v zavéru menstruacniho cyklu odtéka z délohy krev se zbytky délozni sliznice. Pfi
prvnim pohlavnim styku se hymen trha a po prvnim porodu celd fasa prakticky mizi

(Dylevsky, 2011).
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3.1.5 Pohlavni Zlazy

Vajecniky (ovaria)

Ovaria jsou parové pohlavni zlazy mandlovitého tvaru, umisténd po obou stranach dé-
lohy na bo¢nich sténach malé panve. Ke sténam panve jsou vajecniky pfipevnény fasou
pobfisnice, ktera prechdzi i na ¢ast povrchu vajecniku. Do puberty je povrch ovarii
hladky, pozdéji je jeho povrch zbrazdén drobnymi jizvickami po uvolnénych vajickach.
Mikroskopicky se vaje¢niky skladaji z tenkého vazivového obalu, z kiiry a ze dené.
Dten vajecniku tvofi vazivo, cévy a nervy vstupujici do vajeéniku a malé mnozstvi
hladké svaloviny. Dien zajist'uje predevsim latkovou vyménu vajecniku.

Kira vaje¢niku je hlavni funk¢ni ¢asti vajecniku. V kife jsou jiZ pfi narozeni uloZena
nezrald vajicka (oocyty). V détstvi jsou oocyty v hlubsich vrstvach kiry a dale se nevy-
vijeji. Pfed narozenim sice prob&hne jiz prvni faze redukéniho déleni, ale nedokon¢i se,
takZe oocyty maji pii narozeni stale diploidni pocet chromosomt (46). Dalsi faze dozra-
vani vaji¢ek pokracuje az po puberté. Je vyvolana plisobenim vysoké produkce hormo-
nt adenohypofyzy - folitropinu (FSH) a lutropinu (LH), (Dylevsky, 2011).

Zménam, které v dospélosti vedou k opakovanému (cyklickému) tvoteni vajicek s polo-
vicnim poc¢tem chromosomt a plné funkénimi obaly, fikdme ovaridlni cyklus.

Ovaria produkuji estrogen a progesteron, hormony odpovédné za sekundarni pohlavni

znaky a fizeni prub&hu t€hotenstvi (Moore, 1998).

Ovarialni cyklus

Cyklické zmény na ovariu vyvolavaji luteinizaéni hormon (LH) a folikulostimula¢ni
hormon (FSH). LH slouzi jako ,,spoustéc* ovulace (uvolnéni sekundarniho oocytu) a
stimuluje zluté télisko k produkei progesteronu. FSH podporuje vyvoj ovarialnich foli-
kulti a produkci estrogenit ve folikularnich bunikach. Oba tyto hormony téZ podporuji
rust endometria (Moore, 1998).

Histologicky lze rozeznat ve zralém folikulu nékolik utvart. Vajicko, na povrchu
s homogennim obalem — zona pellucida. Kolem vajicka se fadi folikularni bunky do

nekolika vrstev, ve kterych se tvoii dutiny vyplnéné tekutinou, které pozdéji splynou

Vv dutinu jedinou folikularni (antrum folliculi).
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Tekutinou jsou folikularni buniky zatlaceny na periferii. Kolem vajicka se nakupi n¢ko-
lik vrstev granulézovych bun¢k. Soucasné s kavitaci se diferencuje vazivové stroma
kolem folikulu. Tuto diferenciaci tidi folikulostimulacni hormon (FSH), luteiniza¢ni
hormon (LH) a signaly z vajicka. Vrstvu folikularnich bunék oddéluje od vazivovych
obalil membrana (theca folliculi).

Zraly folikul ma pfes 20 mm a zranim se méni jeho poloha v klife ovaria. Zraly folikul
(Graafuv folikul) se tla¢i k bilé slupce (tunica albuginea) tvoiici povrch ovaria, kterou
nadzvedava. Na povrchu ovaria se vytvari zietelny hrbol.

Velikost folikulu se da piesné zmétit pomoci ultrazvukového vysetfeni (folikulometrie).
Ovulace nastava v pravidelném cyklu u zeny 12. az 14. den od prvniho dne posledni
menstruace. Po ovulaci se vajicko dostava do vejcovodu. Po odtoku folikularni tekutiny,
tlakem okolnich tkani, dutina folikulu kolabuje. Z popudu FSH se na misté folikulu vy-
tvoii proliferacni stadium zlutého téliska. Z periferie vrista mezi lutedlni buiky vazivo,
krevni a mizni cévy, které se bohaté vétvi — stddium vaskularizacni, to pfechézi ve sta-
dium sekre¢ni. Vrcholu sekre¢ni ¢innosti dosahuje zluté télisko asi 20. az 22. den cyklu,
tj. asi Sest dni po ovulaci. Kromé& malého mnozstvi estrogenti produkuje zejména pro-
gesteron. Je-li vajicko v dob& ovulace oplodnéno, méni se menstruacni zluté télisko
(corpus luteum menstruationis) v téhotenské Zluté télisko (corpus luteum graviditatis).
Cinnost zlutého t&liska v menstruaénim cyklu trva Sest dni, zcela ustiva za osm dni.
Vytvoii se jizva, ktera se projevi vtaZzenim tkané vajeCniku a vznikne bilé télisko

(corpus albicans) (Moore, 1998).

Ovarialni cyklus ma dvé faze:

- fazi folikularni, které trvd 12 — 14 dni a zraje v ni folikul, tvofici pfedevSim es-
trogenni (folikularni) hormony
- fazi lutealni, ve které zluté télisko produkuje hormon progesteron a mala mnoz-

stvi estrogenli (Kobilkova, 2005).

Zrani folikulu

Folikuly v kiife ovaria rostou autonomné¢ bez stimulace hypofyzarnich hormonu asi do
10 let. Ovarium v détském veéku je necitlivé na gonadotropiny, protoze vazebna mista
jak pro FSH, tak pro LH jsou inaktivni. Autonomné muize rast primordialni folikul do

stadia primarniho folikulu (Travnik, 2009).
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Druhou fazi ristu je stimulace FSH v puberté. Folikuly vyzravaji do folikulu II. a IlI.
fadu. V kufe ovaria je neustaly pohyb. Jedny folikuly rostou, jiné zanikaji. Folikuly
v kiife ovaria rostou stimulaci hypofyzarnich hormonti. Hypofyza ma dv¢ ¢asti: predni
lalok a zadni lalok. Pfedni lalok hypofyzy (adenohypofyza) obsahuje tii druhy bunék,
které se od sebe histologicky lisi: bunky bazofilni, eozinofilni a buiiky chromofobni.
Bazofilni bunky jsou zdrojem latek, které fidi cyklické déje v ovariu. Produkuji dva
gonadotropni hormony, které jsou bilkovinné povahy, chemickym slozenim glykopro-
teiny: folikulostimula¢ni hormon (FSH), luteiniza¢ni hormon (LH) a prolaktin (PRL),
hormon luteotropni (Kobilkova, 2005).

Gonadotropni hormony, FSH a LH, se tvoii pod kontrolou hypotalamickych hormontii.
Jsou uloZeny v bunkach hypofyzy v sekre¢nich granulich. Granule se dostavaji
K bunééné membrané, pies ni do perikapilarnich prostor a dale do krve. Nejsou vazany
na proteinové nosi¢e. FSH stimuluje primordialni a primérni folikul v ovariu. U&inkem
se vytvari ve folikulu dutina (antrum). Podpoti k proliferaci folikularni bunky. Luteini-
zacni a folikulostimulacni hormon plisobi na folikul ovaria spole¢né. Gonadotropiny
stimuluji ¢innost bunék vnitini vazivové vrstvy (theca interna) a bunék mezi folikuly
(intersticia), které vytvaieji estrogeny. Oba hormony se podileji na ovulaci a na jeho
zménach po ovulaci. Tyto hormony cirkuluji v téle, maji vSak schopnost vazby jen na
urcité tkané a bunky, vazi se na receptory cilovych tkani.

V cytoplazmé buné€k ovaria se vytvoii hormon - receptorovy komplex, ktery putuje do
jadra bunky, ve kterém vyprovokuje fadu biochemickych procesi. V souhie mé vSak
své misto 1 oocyt. Existuje urCitd interakce mezi oocytem a folikuldrnimi bunkami

(Kobilkova, 2005).

3.1.6 Vyvoj a zrani oocyti (oogeneze)

Oogenezi nazyvame béh udalosti, jimiZ se primitivni zdrode¢na buiika zvand oogonie
transformuje ve zraly oocyt. Tento maturacni proces zacina pred narozenim a konci
dosazenim pohlavni zralosti v pubert¢.

Zenské pohlavni buiiky vajicka, ¢ili oocyty, se vyviji v ovariu. Vyvoj vaji¢ek probiha
analogickym zplsobem. Vyvoj vajicek zacina jiz v obdobi embryondlniho mnoZeni

kmenovych bunék oogonii (Moore, 1998).
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Prenatalni a postnatalni vyvoj oocyti

Prenatalni vwoj oocyti

V embryonalnim ovariu se tvoii oogonie. Jejich déleni dava vzniknout oocytim I. fadu,
které jsou obaleny jednou vrstvou folikularnich bun€k a spolu tvoii primordialni folikul.
Oocyt prvniho fadu zastavi své déleni v tzv. diplotennim stadiu, coz je profaze prvniho
zraciho déleni. KdyZ jsou homologni chromosomy oddé€leny, jadro vstupuje do klidové-
ho stadia. V tomto stadiu zustavaji oocyty az do zahajeni puberty (Travnik, 2009).
Vyskyt prvnich bun¢k byl poprvé popsan na zacatku 3. tydne vyvoje embrya ve Zlout-
kovém vacku, odkud v pribéhu asi 14 dni putuji cestou dorsalniho mesenteria k zakla-
dim pohlavnich Z1az.

Jesté u embryi starych 6 tydni jsou aktivné améboidné pohyblivé a preménuji se v 00-
gonie, které jsou v této dob¢ piitomny v poétu kolem 26 000. Jejich mnozstvi vzroste na
asi 250 000 v 9. tydnu vyvoje plodu, kdy cestuji nediferencované bunky do kiiry vyvije-
jiciho se ovaria (Travnik, 2009).

Ve 12. tydnu tvoti oogonie skupiny synchronnich mitéz. Vzniku oocyti tedy piedchazi
vina proliferace oogonii, kterd automaticky piechazi do profaze meidzy. Lisi se od
ostatnich mit6z rytmickym prubéhem a silnou synchronizaci. Oogonie ztlistavaji spojeny
cytoplazmatickymi mustky. Po ukonceni prolifera¢ni faze, probéhne v oocytech posled-
ni, premeiotickd S-faze. Ve 13. tydnu jsou v kiife pocetné oocyty, které vstoupily do
profaze meidzy.

Na pocatku 5. mésice se v kiife vytvaii zona obsahujici skupiny oocyti, které vstoupily
do tvorby folikuli. Meidza se pieruSuje v diplotenni fazi, kdy jsou homologni chro-
mosomy oddé€leny a jen v mistech s chiasmaty zlistavaji spojeny. Jadro vstupuje do kli-
dového stadia a oocyt zformuje, spolu s folikuldrnimi buiikami po ukonéeni diplotenni-
ho stadia, primordialni folikul.

Mezi 6. - 7. mésicem vyvoje je primordialnimi folikuly rovnomérné obsazena cela kuira.
Béhem proliferace oogonii a leptotenniho a pachytenniho stadia dochazi k ubytku po-
hlavnich bungk, jen ¢ast se stava soucasti folikuld. K dalSimu poklesu poctu dochazi do

porodu, kdy ziistavaji 1 az 2 miliony primordialnich folikul (Travnik, 2009).

Postnatalni vyvoj oocytit

Postnataln¢, jesté pred zahajenim puberty, folikuly s oocyty zanikaji a pti dosazeni po-

hlavni zralosti se jejich pocet pohybuje okolo 200 000 v kazdém ovariu.
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Folikulogeneze patii do postnatalni faze vyvoje oocytu. Je zaloZena na proliferaci bunék
a cytodiferenciaci. Jde u Zeny o dlouhy proces, ktery potiebuje asi jeden rok, aby se

primordialni folikul vyvinul do ovula¢niho stadia (Travnik, 2009).

Zrani a morfologie oocytu

Zrani oocytu (meioza)

Meiodza zajistuje konstantni pocet chromosomu a je dilezitou soucasti zrani oocytu. Je
dalezitym zdrojem diverzity genomu. Mezi meiotickymi délenimi jiz nedochézi k S-fazi
(chybi syntéza DNA) a jejim vysledkem jsou 4 bunky s haploidnim poctem (u clovéka
23) chromosomd, kazdé z nich obsahuje bezprostiedné po ukonceni meidzy II 1n mnoz-
stvi DNA. Je to zpiisob déleni, pii némz probiha meiotické déleni — meidza I a meioza 11

(Travnik, 2009).

Meioza 1

Profdze I

Béhem profaze se homologni chromosomy paruji a za ucasti kohesinti formuji synapto-
nemalni komplexy, které spojuji sesterské (pochézejici od téhoz rodice) chromatidy,
zatimco nesesterské chromatidy vytvaieji chiasmata.

Parované chromosomy se nazyvaji bivalenty, kazdy obsahuje jeden chromosom otcov-
ského a jeden matetského ptivodu a je slozen ze ¢tyf chromatid (tetrada).

Profaze I probiha ve ¢tyfech fazich:

- Leptotene = dochazi ke kondenzaci chromozomil a jejich parovani.

- Zygotene = formuje se synaptomenalni komplex.

- Pachytene = je ukonéena synapse, objevuji se rekombinacni uzliky, jeden ne-
bo nékolik, reprezentujici body crossing over. Obsahuji enzymy potiebné pro
rekombinaci a opravu DNA.

- Diplotene = rekombinace DNA je hotova, synaptonemalni komplex se za¢ina

rozvolnovat.

Prometafaze 1
Mizi jaderny obal, formuji se kinetochory a pfipojuji chromosomy k mikrotubulim dé-

liciho vieténka tak, aby se obé sesterské chromatidy dostaly k jednomu pélu.
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Metafaze 1

Bivalenty, kazdy slozeny ze dvou chromosomu (Ctyi chromatid) vytvaieji metatazovou
ploténku. Jejich orientace vzhledem k polim déliciho vieténka je nahodna, takze prav-
dépodobnost, ze otcovsky nebo mateisky chromosom piejde do jedné nebo druhé bu-

douci buiiky je stejna.

Anafaize I
Kohesiny uvolni chiasmata, chiasmata se odd¢li, chromosomy (kazdy slozeny ze dvou
sesterskych chromatid — avSak zménénych v duasledku crossing over) se pohybuji

k opacnym polum.

Telofaze 1

Pokud jde o meidzu v pribéhu spermatogenezy, zformuje se jaderny obal, u oogeneze

prechéazi rovnou do meidzy IL

Cytokinéza

Je podobna mitdze, pti spermatogeneze se vytvoii dvé rovnocenné bunky, pii oogeneze
oocyt Il fadu a 1. pdlocyt.

Vysledkem meidzy I jsou dvé bunky s haploidnim poétem chromosomii. Kazdy chro-
mosom obsahuje dvé chromatidy. Chromatidy nejsou rovnocenné, protoze doslo k vy-

meéné ¢asti chromatid pii crossing over (Travnik, 2009).

Meioza 11

Cytokinéza neni nasledovana S-fazi a nasleduje meioza I, kterda ma obdobné faze jako
mitdza. V anafazi II se odd¢li sesterské chromatidy a jako samostatné chromosomy pu-
tuji v telofazi k opaénym pélim déliciho vieténka. Pti meidze Il vznikaji z kazdé bunky
dvé haploidni dcefiné, v nichZ kazdy chromosom je sloZen z jedné chromatidy (obsah

DNA je 1n).

Béhem preantralni periody vzroste primér primarniho folikulu z 25 na 120 pm, coz
souvisi s reaktivaci genomu oocytu. Jsou aktivovany geny pro proteiny zona pellucida.
Tyto proteiny zacinaji vytvaret na povrchu oocytu zonu. Vytvaieji se spojeni (gap

junctions) mezi oocytem a folikularnimi bunkami.
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Pik LH (luteiniza¢ni hormon) vyvola 1. zraci déleni — vysledkem je oocyt v metafazi II.
Po oplozeni dojde k dokonceni meiozy II.
Po dokonceni meiozy II a po oplozeni oocytu spermii, dochézi k déleni (ryhovani) em-

brya. Nastava mitdza bun¢k - normalni buné¢né déleni (Travnik, 2009).

3.1.7 Menstruaéni cyklus

Zaroven se zmeénami, ke kterym dochazi ve vaje¢niku v prubéhu ovulacniho cyklu, se
méni stavba a funkéni stav délozni sliznice. Opakujicim se zménam, které sliznice pro-
délava, fikame menstruaéni cyklus. Zmeény, kterymi sliznice prochazi, jsou vyvolany

vajecnikovymi hormony — estrogenem a progesteronem.

Menstruacni fazi, tj. odlou¢enim a odstranénim znicené sliznice, zacind kazdy men-
struacni cyklus. Zacatek krvaceni je prvnim dnem, od kterého pocitame trvani jednotli-

vych obdobi. Menstruacni faze cyklu trva asi ¢tyfi dny.

Proliferac¢ni faze (ristova) navazuje na ukoncené menstruacni krvaceni, pii kterém
byla d€lozni sliznice odlouc¢ena od délozni stény a odplavena. V proliferacni fazi prede-
v§im roste nova délozni sliznice vystylajici d€loZni dutinu. Sliznice je siln€ prokrvena a
obnovuji se 1 Zlazy potrhané pii odluovani sliznice. Tuto fazi cyklu fidi estrogeny, tvo-
fici se v dozravajicim Graafové folikulu. Riistové obdobi sliznice trva asi tyden a spada

do udobi mezi 5. - 12. dnem cyklu.

Sekrecni faze plynule navazuje na obdobi proliferace. Sliznice se dale zvySuje (dosahu-
je sily az 5 mm) a rostou zvlasté zlazky, které produkuji velké mnoZstvi hlenu. Sliznice
je vyborn€ prokrvena. Zmény v této fazi cyklu vyvolava predev§im progesteron vytva-
feny v zlutém télisku. Celé sekreéni obdobi trva od 12. do 27. dne cyklu. Dé€lozni slizni-
ce je v sekrecni fazi ptipravena piijmout vajicko resp. zarodek, ktery - dojde-li k oplo-
zeni, prichazi v tomto obdobi z vejcovodu do délohy. Vajicko se z vajeniku uvolituje
asi mezi 12. - 14. dnem cyklu, tj. ve vrcholu tzv. ovula¢niho cyklu. Vrchol ovula¢niho
cyklu (ovulace vajicka) spadé tedy asi do poloviny menstruacniho cyklu, tj. do obdobi,
kdy je sliznice délohy nejlépe pripravena piijmout oplozené vajicko. Jestlize nedojde k
oplozeni, zanikd Zluté tclisko vytvorené po ovulaci a klesa i produkce progesteronu,
ktery je pro udrZeni sliznice v sekre¢ni fazi nezbytny. Poklesne-li jeho mnozZstvi, za¢ina

se délozni sliznice snizovat a mezi 24. - 27. dnem se postupné rozpada.
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Ischemicka faze je velmi kratka. Trva asi 24 hodin a dostavuje se 27. - 28. den men-
strua¢niho cyklu. Nahly pokles progesteronu a uvolnéni oxytocinu ze zadniho laloku
mozkového podvésku, vyvolava nékolikahodinové kiecovité stazeni cév zasobujicich
sliznici a nedostatecné prokrvené endometrium se rozpadne. Sevieni cév povoluje a
krev pfitékajici do poskozené sliznice odlucuje odumielé vrstvy a odplavuje cary slizni-

ce z deélozni dutiny. Za¢ind novy cyklus.

Popsany ¢asovy priabéh menstrua¢niho cyklu je piikladem pravidelného, osmadvaceti-
denniho cyklu dospélé zeny. Od popsaného schématu existuje mnozstvi odchylek. Rada
cykla je delSich nebo krat$ich a pfitom nemusi jit o chorobny stav. Bézné je kolisani
menstruacniho cyklu v rozmezi 24 - 32 dnt jeho celkové délky. VéEtsi odchylky jsou jiz

obvykle poruchou, ktera je ¢asto spojena i s poruchou plodnosti.

Vyznam nemé pouze celkové trvani cyklu, ale i délka a pomér délek jednotlivych fazi
cyklu, a jejich ¢asovy vztah k ovulaénimu (vaje¢nikovému) cyklu. Zkrati-li se, nebo
casov€ posune napt. sekrecni faze, dojde k ovulaci pfili§ brzy nebo pfili§ pozd¢. I kdyz
pak dojde k oplozeni vajicka, délici se vajicko piijde do nevhodného prostiedi nedosta-
ten¢ silné nebo do méné prokrvené sliznice, a rozpada se. Pti ¢asovém posunu jednot-
livych fazi cyklu je doba trvani funkéné vyhodného stavu sliznice pfili§ kratkd pro

uspésné uchyceni zarodku.

Menstruaéni cyklus je pfipravou délozni sliznice na piijeti oplozeného vajicka. Neni-li
vajicko oplozeno, cyklus se opakuje. Dojde-li k oplozeni, zustava menstruacni cyklus

zastaven v sekre¢ni fazi po celou dobu té¢hotenstvi.

Zluté t&lisko si v t&hotenstvi udrzuje svou funkci a pokraduje v produkci progesteronu.
Utinkem progesteronu pietrvava sekreéni faze, ktera je pro dalsi vyvoj zarodku nejvy-
hodn¢jsi. Asi od druhé tietiny téhotenstvi postupné piebira funkci Zlutého téliska pla-
centa, ktera svou produkci progesteronu udrzi sekre¢ni fazi endometria az do porodu

(Dylevsky, 2011).
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3.2 Reprodukéni systém muze

3.2.1 Zevni pohlavni organy

Zevni pohlavni organy tvoii pyj a Sourek, ve kterém jsou ulozena varlata.

Pyj (penis) je kopula¢ni organ, v ochablém stavu dlouhy asi 12 - 14 cm. Pfi napfimeni
se asi 0 5 cm prodluzuje. Pyj je slozen z jednoho nepéarového a jednoho parového topo-
fivého télesa. Mocova trubice prochdzi neparovym topofivym télesem. Na povrchu pe-
nisu je kaze. Topofiva télesa (corpora cavernosa) jsou z tkdn¢ houbovitého vzhledu s
bohatym cévnim zasobenim. Naplni-li se drobné dutinky topofivych téles vétsim mnoz-
stvim krve, napina se povrchovy vazivovy obal téles a dojde k naptimeni penisu — K

erekci.

Erekce je slozity reflexni déj, ovladany autonomnim nervstvem z tzv. erekéniho centra
v bederni miSe. Napfimeni penisu, které je nezbytné k uskutecnéni pohlavniho spojeni,
je vyvoléano bud’ mechanickym drazdénim koznich receptorti zevnich pohlavnich orga-
nd, nebo mize byt navozeno i odpovidajicimi psychickymi podnéty. Pominou-li vlivy,
které erekci vyvolaly, nebo dojde-li k ejakulaci, erekce postupné ochabuje. Rozsifenim
odvodnych cév se zvysi odtok krve z topotivych téles a klesne i tlak krve v houbovitych
tkdnich. Kromé topotivych téles orientovanych rovnobézné s uretrou, je kolem zevniho
usti moc¢ové trubice houbovita hmota limcovitého tvaru - zalud (glans penis). Penis je
kryt kGiZi, kterd v oblasti Zaludu tvofi volné posunlivy koZni limec - pfedkozku (praepu-

tium). Kize penisu prechazi pfi kofeni pyje do ktize Sourku a kiize predni bfisni stény.

Sourek (scrotum) je vak, jehoZ sténu tvoii ochlupend kize s vrstvickou hladké svalo-
viny a obaly varlete. Sourek je uvniti rozdélen na dva samostatné prostory, ve kterych
lezi pravé a levé varle s nadvarlaty a zacatky obou chamovodi. V Sourku ulozena varla-
ta maji nizsi teplotu, nez je teplota téla. Od puberty je klize Sourku ochlupena. Ochlupe-
ni prechdzi na kizi tukového polstare nad stydkou sponou (mons pubis) a plynule po-

kracuje do ochlupeni kiize na ptedni plose bticha (Dylevsky, 2011).
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3.2.2 Vyvodné pohlavni cesty

Semenotvorné kanalky se na zadnim okraji varlete spojuji a ptechéazeji do kanalku na-

dvarlete.

Nadvarle (epididymis) lezi na horni a zadni plose varlete. Dozravajici pohlavni buiky
se v kanalku nadvarlete misi s hlenovitym sekretem bunék vystylajicich kanalek. Sper-
mie jsou v nadvarleti nejen shromazd’ovany, ale ziskavaji zde i schopnost samostatného
pohybu a sekret nadvarlete ma vyznam pro jejich latkovou vyménu. Zralé spermie si v

nadvarleti udrzuji plnou funk¢ni zdatnost tj. asi 40 dni.
Vyvodem nadvarlete je chdmovod, spojujici nadvarle s mocovou trubici.

Chamovod (ductus deferens) je trubice dlouha asi 40 cm. Probihd od nadvarlete Sour-
kem do zevniho Usti tfiselného kandlu a prochazi kanalem do bfi$ni dutiny, kde se zataci
do panve a vyustuje pod mocovym méchyfem do mocové trubice, kterd zde prochazi
prostatou. Ve sténé chamovodu je mnozstvi spiralné upravené hladké svaloviny, ktera
svym smrSténim pii pohlavnim drazdéni nasavé a vystifikuje spermie z nadvarlete do
mocové trubice. Pfed vytsténim do mocové trubice prochazi chamovod piedstojnou

zlazou, kde do n€ho Gsti vyvody méchyikovitych z1az.

Méchyrkovité Zlazy (vesiculae seminales) jsou uloZeny na zadni a spodni strané¢ mo-
c¢ového méchyte. Jsou obvykle parové. Kratké vyvody méchyrkovitych 714z se spojuji s
koncovym tisekem ductus deferens a spole¢né usti do mogové trubice. Zlazy produkuji

sekret, ktery zvySuje pohyblivost spermii a zajistuje 1 jejich vyzivu.

Piedstojna Zlaza (prostata) je uloZzena pod dnem mocového méchyte na svalovém dnu
panve. Ma velikost kastanu. Stfedem prostaty prochazi mocova trubice, do které zde
usti chamovody a méchyikovité Zlazy. Prostata méa na svém povrchu vazivové pouzdro,
od kterého odstupuji piepazky rozdélujici predstojnou zlazu na jednotlivé laloky. Pro-
stata je svalovy a Zlazovy organ. Mezi Zlazami prostaty jsou roztrouseny buiiky hladké
svaloviny a vazivové buniky. Prostatické zlazky produkuji fidky a mlécné zakaleny se-
kret. Dojde-li pti pohlavnim drazdéni k rytmickému smr§t'ovani svaloviny chamovodu a
k vypuzovani spermii z nadvarlete, smr§t'uji se i buniky hladkého svalstva ve sténé¢ mé-

chytkovitych zlazek a v pouzdru prostaty.
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Obsah prostaty a méchytkovitych zlazek je pak vyprazdiiovan do mocové trubice, kde
se smicha se spermiemi a s hlenovitym sekretem nadvarlete. Vznikla tekutina se nazyva

ejakulat (Dylevsky, 2011).

Ejakulat (chdm) mé pomérné slozitou stavbu. Zakladni vyznam maji zasadité latky
obsazené v sekretu prostaty a v sekretu méchyikovitych zlaz. Kyselé poSevni prostiedi
totiz omezuje pohyb spermii a zasadité latky v ejakulatu neutralizuji kyseliny a usnad-
nuji pronikani spermii do délohy. Mnozstvi ejakulatu se pohybuje od 2 do 4 mililitra.
Kazdy mililitr obsahuje i vice nez 120 milidond spermii, tzn., Ze pti pohlavnim styku je
uvolnéno z nadvarlete asi 300 - 400 milioni pohlavnich bunék. Klesne-li mnozstvi
spermii pod 80 miliéonl v celé davce ejakulatu, je muz méné plodny; pii poklesu pod 20
- 30 miliént je prakticky neplodny. (Zalezi ovSem 1 na "kvalité" spermii. Mnoho sper-
mii je i u zdravého a zcela plodného muze rizné poskozeno. Soucasna andrologie udava
pro nasi populaci vyrazné nizsi hodnoty. Za plodného se povazuje muz s celkovym po-
¢tem neposkozenych spermii mezi 20 - 30 miliony.) Pfitom k oplodnéni vajicka staci
jedind spermie. Tento zdanlivy paradox vyplyvd mj. z nutnosti, aby pro oplozeni byl
k dispozici velky pocet spermii, které produkuji enzymy nutné k prichodu spermii hle-
novymi zatkami délohy, a k vniknuti hlavicky a stfedniho oddilu spermie do vajicka.
(Bicik je odhozen.) Teprve obrovsky pocet bunék vytvari dostate¢né mnozstvi enzymd,

nezbytnych pro prinik jediné spermie.

Muzska mocova trubice (urethra) vystupuje ze dna mocového méchyte. Probiha pro-
statou a po priichodu svalovym panevnim dnem vstupuje do pohlavniho tidu. Ve sténé
mocové trubice jsou ulozeny drobné zlazy produkujici hlen, ktery chrani povrch slizni-
ce. V useku od prostaty k zevnimu usti trubice na konci pohlavniho udu, je mocova tru-

bice spolecnou vyvodnou cestou mocovych i pohlavnich organt.

Na mocové trubici jsou dva kruhové svérace, kterymi je ovlddana mikce a vyprazdno-
vani vyvodnych pohlavnich cest. Vnitini svéraC je vytvoren ze svaloviny dna méchyfe.
Neni ovladan viili a se vzristajicim tlakem v méchyfi se pti mikei prvni uvoliiuje. Zevni
svérac je v mistech, kde mocova trubice prochazi svalovym dnem péanve. Timto svéra-
¢em je vuli fizeno vyprazdiovani mocového méchyie. Pti vyvrcholeni pohlavniho styku
dochazi k opakovanym kontrakcim hladké svaloviny vyvodnych pohlavnich cest - cha-
movodd, stény méchytkovitych Zlazek a pouzdra prostaty. Vnitini svéra¢ mocové trubi-

ce se ale uzavira a spermie tak nemohou pronikat do moc¢ového méchyte.
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Ejakulat je proto vypuzovan do mocové trubice a pii otevieném zevnim svéraci je vy-
stiikovan z jejiho zevniho Usti. Pribéh mikce 1 vyprazditovani pohlavnich cest je fizeno
slozitou souhrou reflext, které¢ zprostfedkuji miSni nervy a fidici centra v hrudni a be-

derni pateti (Dylevsky, 2011).

3.2.3 Pohlavni zlazy

Muzskymi pohlavnimi zlazami jsou varlata. Varlata produkuji pohlavni bunky (sper-

mie) a pohlavni hormony (testosteron).

Varlata (testes) jsou parové vej¢ité organy dlouhé 4 - 5 cm a Siroké 2 - 3 cm. U dospé-
1ého muze jsou ulozena v Sourku, mimo bfi$ni dutinu. Varlata obaluje silné vazivové
pouzdro, od které¢ho odstupuji piepazky, rozdélujici vnitini prostor varlete na nékolik
oddilt. V jednotlivych oddilech varlete jsou mnohonasobné stocené semenotvorné ka-
nalky. Kandlky se pfi zadnim okraji varlete spojuji a spolecné usti do kanalku nadvarle-

te. Nadvarle je prvnim tsekem vyvodnych pohlavnich cest.

Semenotvorné kanalky maji ve stén¢ dva typy bunék: semenné pohlavni buniky a Serto-
liho bunky. Ve vazivu mezi kanalky lezi Leydigovy buiiky produkujici pohlavni hor-

mony.

Semenné buiky - spermie, prochazeji dlouhym a komplikovanym vyvojem, v jehoz
pribcéhu se z nezralé pohlavni bunky vyviji zrald spermie. Postupny vyvoj spermii -
spermatogeneze, za¢ina v dobé pohlavniho dospivani a trva az do individuédlng rizného

vysokého veku.

Nezral¢é pohlavni buiiky tvofi dvé az tii vrstvy bun€k na vnitinim povrchu stény seme-
notvornych kanalkii. Pfed pubertou jsou spermatogonie v kanalcich jedinym typem za-
rodecnych bun€k. Na pocatku puberty (12 - 14 let) se v adenohypofyze prudce zvySuje
produkce lutropinu a jeho pisobenim zac¢inaji pohlavni buiiky dozravat. Zralé spermie
jsou mirnym tlakem uvnitf semenotvornych kandlki vytlaCovdny do nadvarlete.

V nadvarleti se dokoncuje zraci proces.
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Pro normalni pribch tvorby spermii je nezbytnd pifesna regulace teploty ve varleti.
Spermie dozravaji pouze pii teploté asi o 4 stupné C nizs$i, nez je teplota v btisni duting.

Vhodna teplota pro tvorbu spermii je fizena dvojim mechanismem:

Varle ma bohaté cévni zasobeni. Tepny ptivadéjici pro varlata krev z bfiSni aorty probi-
haji v semenném provazci v té€sné blizkosti odvodnych zil. Teplejsi tepennd krev je
ochlazovéna odtékajici Zilni krvi. Uprava cév varlete v principu odpovida "protiproudo-

vému tepelnému vymeéniku", jaky se uziva v technice.

Varlata jsou ulozena mimo bfi$ni dutinu v Sourku. Ve sténé Sourku i v obalech varlete
jsou svalové snopce, které¢ svym smrsténim piitahuji varlata k zevnimu usti tfiselného
kanalu, nebo je uvolnénim oddaluji od bfisni dutiny. Pfitazenim se teplota ve varleti

zvysuje, ochabnutim svaloviny je varle ochlazovano (Dylevsky, 2011).

3.2.4 Spermatogeneze a morfologie spermie

Spermatogeneze

Vyvoj muzskych pohlavnich bunék - spermii, za¢ind v puberté a pokracuje cely Zivot,
pfi¢emz kvalita spermii miZe byt ve vy$§im véku muzZe zhorSena. Spermie se vyviji
v semenotvornych kanalcich varlete z kmenovych bun¢k spermiogonii.

V puberté se zacinaji kmenové spermiogonie, lezici na samé periferii kanalkt, mitoticky
mnozit. Mitézami kmenovych spermiogonii vznikaji jednak dal$§i kmenové bunky
s dlouhym bunécnym cyklem, které doplituji populaci kmenovych spermiogonii, jednak
spermiogonie, které ziistavaji v prubéhu mitdzy spojeny mezibunéénymi mustky zvané
spermiogonie typu A. Spermiogonie typu A maji kratky bunécny cyklus, rychle se opa-
kované mitoticky déli v n€kolik populaci (klonil), které se 1i$i od kmenovych bun&k
strukturou jadra. Buiiky posledni populace (klonu) spermoiogonii A se z bazalnich par-
tii kanalkd posunuji smeérem k luminu a vstupuji jako spermiogonie typu B do prostorti
vytvofenych spojenim vybézkia Sertoliho bunék. Spermiogonie B v kontaktu se Sertoli-
ho buitkami se prestavaji mitoticky délit a vstupuji do profaze meidzy, béhem niz se
zvétsuji ve velké buiky spermiocyty (Vacek, 2006).

Sertoliho buiiky jsou mezi sebou spojeny zvlastnim typem mezibunéénych tésnych kon-
taktli, specifickych pro tyto buiiky. Specifické typy mezibunéénych tésnych kontaktii
Sertoliho bungk tvoii bariéru mezi vyvijejicimi se pohlavnimi bunikami a intersticidlnim

prostorem, bariéru krev - pohlavni buiiky. Vzhledem k pfitomnosti této bariéry nemo-
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hou pronikat proteiny produkované vyvijejicimi se pohlavnimi bufikami do intersticial-
niho prostoru, odtud do krve a indukovat tvorbu protilatek proti pohlavnim buikdm.
Poruseni bariéry mize byt pfi¢inou neplodnosti antigenni povahy.

Stadium spermiocytii zahrnuje profazi 1. zraciho dé€leni. Timto d€lenim vznika dalsi
generace bun€k zvanych prespermatidy, které jiz maji haploidni pocet chromozomi
(23). Po prvnim zracim déleni nasleduje, po kratké pauze bez interfaze a bez replikace
chromozomu, II. zraci déleni, kterym se prespermatidy rozd¢li v malé bunky spermati-
dy, jejichz jadra maji haploidni pocet jednoduchych chromozomii a polovicni obsah
DNA.

Spermatidy zUstavaji ulozeny na okraji lumina semenoplodnych kanalkii v zahybech
Sertoliho bunék a pfeménuji se v bicikovité bunky spermie. Z jadra spermatidy vznikne
hlavicka spermie, bunécné organela (dvojice centriolll a mitochondrie) vytvoti kréek a
bicik, kterym se spermie pohybuje. Nejvétsi z vackt Golgiho komplexu se presune na
jadro a jako akrozomalni vacek povlékne ptedni dvé tietiny hlavicky spermie.

Po dokonceni pfemény spermatidy ve spermii se spermie uvoliiuji z vzajemného spojeni
odskrcenim vétsiny cytoplazmy v podobé rezidualnich télisek a vstupuji do lumina ka-
nalkti. Jeden cyklus urcitého vyvojového stadia trva ptiblizné¢ 16 dnl. Vyvoj zralé
spermie zahrnuje Ctyti cykly, tj. pfiblizné 64 dni.

Na spermiogenezi pusobi hypofyzarni folikulostimulaéni hormon (FSH) a androgeny.
Nejvyznamnéjsi z androgent je testosteron, ktery vylucuji ve varleti Leydigovy intersti-
cialni buiiky. Cinnost intersticialnich bunék stimuluje hypofyzarni luteiniza¢ni hormon
(LH). Pasobeni LH na intersticidlni buniky je podminéno pfitomnosti specifického re-
ceptoru.

Testosteron je nezbytny pro pfeménu spermiocytl v prespermatidy a jejich dalsi vyvo;j.
Plsobeni testosteronu na spermiogenezi zprostiedkuji Sertoliho burnky, které obaluji
svymi zdhyby a vybeézky vyvijejici se pohlavni buniky. Na pfeménu spermatid ve sper-
mie puisobi FSH. Pod vlivem FSH se v Sertoliho bunkach tvofi specificky protein, vaza-
jici androgeny (ABP), ktery konjuguje s testosteronem a je vylu€ovan do lumina seme-

notvornych kanalkl (Vacek, 2006).
Morfologie spermie

né a spolecnym hlavnim znakem je pohyblivost a schopnost oplozeni (Jelinek, 2003).
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Lidska spermie je 50 - 60 um dlouha buiika, 40 - 50 um z toho pfipadd na bicik. Sklada
se z hlavicky a z bi¢iku. Na celém povrchu je spermie pokryta bunéénou membranou.
Apikalni cast hlavicky spermie je zpfedu nazad oplostéla, ovalného tvaru, pii pohledu
ze strany hruskovita. Hlavicka spermie obsahuje genetickou vybavu spermie. Pod bu-
néénou membranou na hlaviéce spermie je uloZzen akrozomalni vacek (akrozom). Obsa-

huje enzymy uplatiujici se pii oplozeni (Vacek, 2006).

Na povrchu bunééné membrany jsou vazany proteiny a glykoproteiny antigenni povahy,
které maji vyznamnou ulohu pro oplozujici schopnost spermie. Stabilizuji bunéénou
membranu nad akrozomdlnim vackem a zabranuji pfedcasnému uvolnéni enzymu
z akrozomalniho vacku, chrani spermie pted fagocytdzou buitkami Zenskych pohlavnich

organtl a zabranuji shlukovani spermii v ejakulatu (Vacek, 2006).

Bicik spermie piedstavuje pohybové ustroji spermie. Je spojen s hlavickou krckem. Bi-
¢ik je tvofen spojovacim oddilem, stfednim oddilem a koncovym (termindlnim) oddi-
lem. Stfedni oddil spermie je sloZen z kr¢ku a z tzv. spojovaciho oddilu. Spojovaci oddil
plni ulohu energetického centra spermie. Jsou v ném nahromadény mitochondrie zabez-
pecujici energetickou bilanci oxida¢nimi fosforylacemi pro funkci spermie. Na aktivité
mitochondrialnich enzymi spermie zavisi pohyblivost spermii — motilita (Jelinek,

2003).
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Obr. 1: Morfologicka stavba spermie (zdroj: https://cs.wikipedia.org/wiki/Spermie)

wevr

Morfologicka stavba spermie je jeden z nejdilezitéjSich parametrt, ktery se hodnoti
pted 1écbou IVF. A je hlavnim kritériem pfi vybéru vhodné spermie pouzité u metody

ICSI (intracytoplazmaticka injekce spermie do cytoplazmy oocytu).

3.2.5 Fyziologie spermie

Normalni spermie jsou schopny se ve vhodném tekutém prostiedi pohybovat rychlosti 1
az 4 mm/min, pficemz se pohybuji po rovné, rotujici linii. Schopnost spermie oplodnit
oocyt za prirozenych podminek nebo pfi oplozeni in vitro tzce koreluje S rychlosti a

piimocarosti jejich pohybu. Aktivni pohyb spermie zajistuje jednak jeji pfemistovani,
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jednak je nezbytny pro prinik pfes zona pellucida. Aktivita spermii je stimulovana mir-
n¢ alkalickym prostiedim. Aktivita spermie vzristd pii zvySovani teploty, zvySuje se
vSak zaroven i metabolismus a zkracuje zivotnost spermii.

Spermie nenesou zadné zasobni latky, jsou vyzivovany difizi z okoli. Zdrojem energie
pro pohyb a dalsi funkce spermii je ATP (adenozintrifosfat), ktery vznika
V mitochondrialni pochvé. Energii ziskava lidska spermie pfevazné glykolyzou, dilezi-
tou alternativni metabolickou cestou je pentdézovy cyklus.

Pro normalni funkci spermii jsou potiebné zejména draslik, vapnik, hoic¢ik a zinek.
Koncentrace zinku v lidskych spermiich je vyssi nez v kterékoliv jiné bunice. Spermie
maji omezenou zivotaschopnost, neprobiha v nich syntéza nukleovych kyselin. Na po-
vrchu spermie jsou vazna mista pro ptipojeni k druhové specifickym molekulam na po-
vrchu zona pellucida.

Stavba téla spermie je pfizpusobena jednak pohybu, jednak priniku obaly vajicka. Vy-
vinuta spermie musi byt schopna aktivné projit zatkou cervikalniho hlenu, vycestovat
délozni dutinou do vejcovodu, projit kumularnimi bunikami obklopujici vajicko, navazat
se na receptory zona pellucida, proniknout pfes ni do perivitelinniho prostoru, navazat
se se svym ekvatorialnim segmentem na oolemu a proniknout do vajicka (Travnik a

Cech, 2011).

Aktudlni WHO manudl uvadi minimalni hodnoty jednotlivych parametri, pii kterych je

mozné o¢ekavat uspesné oplozeni pfirozenou cestou:

Objem spermatu: 1,5 (1,4 —1,7) ml

Celkovy pocet spermii v ejakulatu: 39 (33 — 46) miliond
Koncentrace spermii: 15 (12 — 16) milioni/ml

Celkova pohyblivost spermii: 40 (38 —42) %
Progresivni pohyblivost spermii: 32 (31 — 34) %
Vitalita spermii: 58 (55 — 63) %

Morfologie spermii: 4 (3 —4) %
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3.2.6 Morfologické metody vySetfeni spermatu

Poznatky o morfologii spermii a o morfologickych abnormalitich mohou pfispét ke
zjisténi pticin neplodnosti muzd. Vyuziva se pii tom zdokonalené mikroskopické tech-
niky a rtiznych zplsobil barveni. Laboratornimu, morfologickému a cytochemickému
vysetieni musi byt podrobeno sperma cerstvé. VSechny pomiucky, které ptijdou do styku
se spermatem, musi byt sterilni, chemické Cisté. Roztok k nafedéni ejakulatu nesmi vy-
volat sekundarni zmény.

Pfi vzniku vadnych spermii se uplatiiuje fada vlivii genetickych a negenetickych (fyzi-

kaln¢ -chemickych, vliv vyzivy, toxicko - infekénich, vliv véku a dalsi), (Louda, 2001).

Podle mista vzniku se zmény spermii rozd€luji na primarni a sekundarni:

Primarni zmény spermii

Tyto vady vznikaji v priibéhu spermatogenniho cyklu. Patfi sem degenerativni formy
spermii, zmény tvaru hlavicky, zmény v nukleoplazmé, zmény na akrozému, tvarové

zmény biciku a dalsi vyvojové anomalie (Louda, 2001).

Sekunddrni zmény spermii

Tyto zmény nastavaji pii dlouhém pobytu spermii v ocasu nadvarlete, dale v prubéhu
ejakulace, Spatnou manipulaci s odebranym spermatem, nespravné piipravé preparatu.
Tyto zmény jsou projevem kvalitativnich zmén v semenné plazmé a nespravného tech-
nologického postupu pifi zpracovani spermatu. Patii sem zmény hlavicky, zmény ak-

rozomu, torze bi¢iku (Louda, 2001).

Pii posuzovani morfologickych zmén na spermiich rozdélujeme patologické formy

spermii do nasledujicich skupin:

Vyvojové tvarové anomalie degenerativniho charakteru

Pocitame vSechny formy spermii, které se vyvinuly atypicky a nemaji normalni diferen-
ciaci, hlavicku s akrozomem, spojovaci ¢ast biciku a bicik samotny. Nejcastéji jde o
atypicky tvar hlavidek. Radime sem i takové spermie, u nichZ se nevytvofil normalni

bicik, ale misto bi¢iku pouze vakovity nebo kyjovity utvar, dale spermie s dvojitym
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bi¢ikem nebo se zdvojenou hlavickou a jiné. Vyssi procento takto utvarenych spermii je

o 4

Patologicke formy ve tvaru hlavicek

Zmeény jsou nejcastéjSimi odchylkami pfi poruchach spermiogeneze a provazeji nejcas-
t&ji vznik generativnich nebo zanétlivych procesti ve varlatech. NejCastéji se vyskytuji
hlavicky zuzené, hruSkovité, abnormalné velké, asymetrické, ovoidni, ovalné, dale
spermie s abnormalni strukturou hlavi¢ky, ktera mize byt prolakla, plosna, ptili§ Siroka

nebo s Gizkym klenutim. VSechny tyto zmény patii mezi zmény primarni.

Zmény na akrozomu

Nejcastéjsi anomadlii je akrozém zbobtnaly. K této zméné dochazi i pfi manipulaci se
spermatem. Akrozoém obvykle praskne a akrozomova hmota se vylije do prostiedi. Mezi
dal§i zmény wvnitini struktury akrozomu patii kondenzace akrozémové hmoty
k pfednimu okraji hlavicky, zfaseni piednich okraji hlaviéek, rizné granulace

v akrozomové substanci a jiné, které byvaji obvykle sekundarniho charakteru.

Zmeény v zadni casti hlavicky

Jde pfevdzné o zmény v nerovné tinktorické schopnosti kaliSku nebo vyskyt riznych

granulacnich télisek.

Zmény na spojovaci casti

Rozpoznani téchto zmén vyZaduje jiz pomérné zna¢né zkusenosti a citlivost oka, aby
byly zachyceny jemné zmény, mezi které patii hlavné zkraceni spojovaci ¢asti, jejich
prodlouzeni, ztlusténi, zaZeni, pferuSeni spojovaci Casti v n€kterém useku, ve kterém
probiha pouze hol¢ osové vlakno, nebo rozvazani mitochondrialni spiraly, ktera se jevi

jako vinouci se nitkovy zavit.

Patologické zmény na bicicich

Nejcastéji se jednad o stoCeni bi¢iku kolem protoplazmatické kapky, obvykle na konci
spojovaci ¢asti biciku. Mlize to byt stoceni bi¢iku do tvaru houslového klic¢e, zavinuti
bi¢iku do klubka. Radime sem i tzv. Dag-defekt. Tato anomalie je popisovana jako
zména s dédi¢nou predispozici. Dale sem patii abaxidlni upevnéni bic¢iku, kdy bicik

nevychazi ze sttedu, ale z okraje hlavicky.
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Nezralé spermie

Jedna se o spermie se zadrzenou protoplazmatickou kapkou na krcéku - proximalni, nebo
Vv prib¢hu spojovaci ¢asti - distalni. Pfi vysSim vyskytu nezralych spermii v ejakulatu je

tteba sledovat vyskyt dalsich vyvojovych vad.

Zmeény v nukleoplazmé

Tyto zmény se posuzuji pii pouziti specialniho barveni, znazornujiciho jadernou sub-
stanci. Mezi nejcastéjsi zmény patii milidrni vakuoly pii pfednim okraji hlavicky, mak-
rovakuoly, nepravidelné uspotadani DNA v jadfe, nebo slab4 barevné reakce nukleo-

plazmy (Louda, 2001).

3.3 Oplozeni (fertilizace)

3.3.1 Kapacitace spermii

Kapacitace je maturaéni proces spermii probihajici v pohlavnim ustroji Zeny. Bezpro-
sttedn¢ po ejakulaci spermie neni schopnd oplozeni. Je nutné setrvani ejakulovanych
spermii v reprodukénim traktu. Dochdzi k jevu zvanému hyperaktivace. Spermie vyraz-
n¢ zméni charakter pohybu, pohybuje se rychleji a v kruhu. Kapacitace spermii je po-
zvolny proces, nekapacituji vSechny najednou, ale ustanovi se populace kapacitovanych
spermii. Pokud se tyto spermie nesetkaji s vajickem, po kratkém Case umiraji. Kapaci-
taéni zmeny na spermiich lze rozdélit do tii skupin:

- Zmény v proteinovém obalu spermie na jejim povrchu

- Zmény v cytoplazmatické membrané

- Zmény v cytoplazmé

Zmeény na povrchu spermie:

V pribéhu kapacitace dochazi ke zménam v proteinovém sloZeni povrchu spermii. Pro-
teiny na povrchu spermii vytvofi ochranny obal pro prichod sami¢im traktem a umoz-
nuji navazani spermii na sténu vejcovodu. Vytvoii ze tzv. rezervoar spermii ve vejco-
vodech, diky kterému se prodlouzi zivotnost spermii a tim se zvysi pravdépodobnost

poceti.
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Zmény v cytoplazmatické membrané.

Béhem kapacitace dochazi k odstraniovani cholesterolu z membrany, zvySuje se fluidita
membrany. Po odstranéni inhibi¢nich proteinii dochazi k aktivaci iontovych kanalt.
Zmény ve sloZeni cytoplazmatické membrany vedou k destabilizaci membrany a pfi-

pravuji spermii na akrozomalni reakeci.

Zmeény v cytoplazmé:

V prabéhu kapacitace se spermie pfipravuje na fuzi s vajickem. Dochézi ke kaskadé
chemickych procesii. Zvysuje se koncentrace cytoplazmatického Ca® a HCO3 . Zvysena
koncentrace HCO3™ vede ke zvySeni pH uvniti spermie a zvySeni koncentrace cAMP
(cyklicky adenosinmonofosfat) pomoci HCO3 dependentni adenylyl cyklazy. Konec-
nym vysledkem je fosforylace tyrosinu nékterych cytoplazmatickych proteinii. Aktivita
adenyl cyklazy je také zvysena reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS) jako H,O, , Oy
a NO.

V cytoplazmé pifitomny aktin G, za¢ne polymerizovat na aktin F. Polymerizace aktinu,
vede Kk ptesunu fosfolipazy C z cytoplazmy do cytoplazmatické membrany. Béhem ak-
rozomové reakce aktin F zpétn¢ velmi rychle depolymeruje. Tim se umozni kontakt

cytoplazmatické membrany s vnéj$i akrosomovou membranou.

Vysledkem kapacitace je schopnost spermie chemotaxe a thermotaxe — schopnost sper-
mie aktivné vyhledat vajicko. Spermie jsou schopné vazby na glykoproteinovy obal

vajicka — zona pellucida a podstoupit akrosomomalni reakci (Vacek, 2006).

3.3.2 Fertilizace

Po ovulaci je vajicko zachyceno rozsitenym ustim vejcovodu a za soucinnosti rytmic-
kych stahii hladké svaloviny vejcovodu a mihani fasinek epitelovych bunék sliznice
vejcovodu je neseno smérem k déloze. V ampuldrnim useku vejcovodu se vajicko setka
s kapacitovanymi spermiemi.

Spermie se po setkani s vajickem shlukuji na jeho povrchu, obraceny hlavickou smérem
k vajicku a snazi se proniknout mezi folikularnimi buiikami corona radiata k zona
pellucida. Pfi proniknuti spermii mezi folikularni bunky jim napomaha k rozrusovani

mezibunéénych kontaktli enzym hyaluroniddza, uvolfiovan z akrozomalniho vécku, i
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vlastni bi¢ikovity pohyb. Pti vazbé spermii k povrchu zona pellucida se uplatiuji speci-
fické membranové receptory oocytu, maji charakter glykoproteind (zona protein, ZP-3).
Receptorum oocytu odpovidaji molekuly specifického proteinu, zvaného bindin, lokali-
zované v plazmalemé spermie (Vacek, 2006).

Pro fadny pribeh akrozomalni reakce jsou nezbytné kalciové kationty. Pii akrozomalni
reakci splyne zevni membrana akrozomalniho vacku s plazmalemou spermie na vrcholu
hlavicky v jednotnou membranu. Ta se rozpadd a aktivované enzymy akrozomalniho
vacku pronikaji do zona pellucida. Hyaluronidaza se uplatiiuje zejména pii rozruSovani
mezibunéénych kontakti folikularnich bunék corona radiata a jejich uvolnovanim ze
spojeni se zona pellucida. Dalsim enzymem je akrozin, ktery rozpousti zona pellucida a
usnadnuje cestu spermii K buné¢né membrané oocytu.

Hlavicka spermie se pii pronikani skrze zona pellucida prodlouzi ve vybézek pokryty
zbytky membrany a sekretem akrozomalniho vacku. Jakmile pronikne spermie do va-
jicka, ihned se rozvine kortikalni reakce, kterd zabrani vstupu dal$i spermie do vajicka.
Podstatou kortikalni reakce je stabilizace oolemy a pfilehlé vrstvy zona pellucida, které
se tak stanou nepropustnymi, neproniknutelnymi pro dalsi spermie. Takto stabilizovany
obal oplozeného vajicka se nazyva fertilizacni membrana. Kortikalni reakci soucasné
ztraceji vazebnou schopnost proteinové receptory v zona pellucida, nemohou tedy vazat
dalsi spermie.

Hlavni vyznam oplozeni spoc¢iva v obnoveni diploidni sady chromosomi (46), z nichz
polovina pochazi od matky, druhd od otce, a v urCeni pohlavi nového jedince, jehoz

vyvoj oplozenim zac¢ina (Vacek, 2006).

3.4 Faze embryonalniho vyvoje

Vyvoj ¢lov€ka mize byt rozdélen do tii fazi, které jsou do jisté miry navzajem spolu
spjaté:
- prvni fazi je rast (zvétSovani velikosti), jez zahrnuje déleni bunék a vytvareni
bunéénych produkti.
- druhou vyvojovou fazi je morfogeneze (vyvoj tvaru), kterd v sobé zahrnuje
mnozstvi bunécnych pohybii. Pohyb bunék umoziuje jejich vzéjemnou inter-

akci béhen formovani tkéni a organa.
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- treti fazi je pak diferenciace (zrani fyziologickych pochodl). DovrSeni dife-
renciace ma za nasledek vznik tkdni a orgdnd, které jsou schopny zastavat

specializované funkce (Moore, 1998).

Blastogeneze

Blastogeneze zahrnuje ¢asné obdobi vyvoje od vzniku zygoty, jeji ryhovani v morulu,
pfeménu moruly v blastocystu az po diferenciaci zarodeénych listi. Casové se jedna o
obdobi zacinajici nékolik hodin po oplozeni az asi do konce 2 tydne po oplozeni. Jde o
rozdéleni umélé, z divodu didaktickych, blastogeneze se netyka jen vyvoje vlastniho
zarodku, pokracuje soucasné i diferenciace trofoblastu, utvareji se zéklady cévniho sys-

tému (Vacek, 2006).

Ryhovani

Prvnim ryhovacim délenim se oplozené vajicko (zygota) rozdéli na 2 témét stejné blas-
tomery, ulozené uvniti zona pellucida. Dvoubunééného stadia je dosazeno za 24-30
hodin po oplozeni. Ctyfbunééného stadia je dosazeno asi za 40-50 hodin po oplozeni.
Blastomery do osmi az dvanactibunécného stadia jsou od sebe zieteln¢ oddéleny. Mito-
tickym délenim vznikaji dalsi blastomery, soucasné se mezi blastomerami v povrchové
vrstveé utvareji tésné mezibunécéné kontakty — vznika morula, kterd nabyva
kompaktnéjSiho vzhledu. Az doposud byly vSechny blastomery zcela identické. Zatimco
blastomery povrchové vrstvy jsou mezi sebou spojeny tésnymi kontakty (tight juncti-
ons), mezi blastomerami uvnitt Gtvaru se vytvoii ,.kandlkovitd spojeni (gap junctions).
Rozdily v propustnosti mezibunéénych kontaktl se uplatiiuji v prvém pochodu diferen-
ciace. Zevni blastomery se pfeméni v builky zevni obalové vrstvy — pfisti trofoblast,
blastomery uvnitf utvaru vytvofi vnitfni bunéénou masu — pfisti embryoblast. Ob& dvé
tkané se lisi strukturou, funkci i genovou expresi. Trofoblast ma schopnost syntetizovat
hormon zvany choriovy gonadotropin (hCG) a podilet se na tvorbé steroidi (Vacek,
2006).

Zvysenym piijmem tekutiny z okoli, kterd prostupuje zonou pellucidou a hromadi se
mezi bunkami vnitfni bunééné masy a obalovou vrstvou, vznikne uvniti blastocysty
dutina (blastocel). Buiiky vnitini bunééné masy se pfitom pteskupi jako embryoblast
k jednomu polu vzniklého vacku zvaného nyni blastocysta. Na povrchu je ohrani¢ena

jednou vrstvou plochych bun€k obalové vrstvy, zvané nyni trofoblast.
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Postupnym zvétSovanim objemu blastocysty, vV disledku hromadéni tekutiny uvnitt em-
brya, dochazi k postupnému ztencovani zona pellucida. Vznikly tlak uvniti blastocysty
narusi zevni obal embrya (zona pellucida) a to vzniklym otvorem ,,vycestuje* a uhnizdi
se Vv d€lozni sliznici. Tento vyvoj od oplozeni az k vycestovani blastocysty trva cca 5-6
dni od oplozeni oocytu (Vacek, 2006).

Podstatou ryhovéni je fada po sob¢ nasledujicich mit6z. Oproti bézné mitéze bunck je
vsak rozdil v tom, Ze dcefiné bunky, zvané blastomery, v relativné kratké interfazi po
replikaci chromozdmu, nenabyvaji velikosti matefské buiiky, ale vstupuji ihned do dalsi
mitdzy, takze se postupné zmensuji. Ryhovani tak zabezpecuje postupné obnoveni veli-

kosti bun¢k, charakteristické pro ptislusny druh zivocisné tkané (Vacek, 2006).

Mitéza

Kazdy chromosom je vzdy replikovan pted zacatkem déleni bunky - interfaze. Kazdy
chromosom se podéln¢ rozdéluje do identickych polovin (chromatid), které se navzajem
oddéluji. Oddélené chromatidy chromosomu se piesouvaji k polim bunék a kazda se

stava soucasti formujiciho dcetfiného jadra (Travnik, 2009).

Mitoza je kontinudlni proces, ktery je rozdélen do Ctyt fazi:

Interfaze

Je Cast cyklu, kdy je chromatin ulozeny v jadie a jednotlivé chromosomy nejsou opticky
rozliSitelné. Podle biochemickych zmén se interfaze ¢leni na GO, G1, S a G2 fazi. Dél-
ka GO faze je nestabilni. Do této faze mize burika pfijit ihned po déleni a je pro ni cha-
rakteristickd slab4d syntéza RNA. Vstup buniky do této faze ovliviluje nedostatecné
vnitini a vnéjsi podminky pro déleni. G1 faze je interval od ukonceni nepiimého déleni
bunky do zaatku replikace DNA - trva nékolik hodin az dni. Dochézi zde k syntéze
RNA a proteint (enzymu, histond, fosfolipidi a nehistonovych bilkovin). Faze S, nebo-
li synteticka faze je charakteristicka replikaci (zdvojenim) DNA. Pokracuje vSak i syn-
téza RNA a proteint. S faze trva 6 - 8 hodin. V G2 fazi je ukonéena syntéza DNA a trva

2 - 6 hodin. V této fazi je v bunice 4n chromosomd.

Profaze
Nasleduje ptimo po G2 fazi interfaze. Zacind mirnym zvétSenim jadra, které zptisobuje
pfijem vody z okolni cytoplazmy. Spiralizaci chromatinu se chromosomy postupné
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zkracuji a sili, coz ma dtlezity funkéni vyznam. Chromosomy se zviditeliiuji a maji tvar
tenkého vldkna. Od zacatku profaze se hmota chromosomt formuje do dvou vldken -
chromatid, které jsou vlastné samostatné funkéni jednotky spojené centromerou. Dvoji-
ce centriolti putuji k opaénym poélam. Na konci profaze se rozpada jaderna membrana,
mizi jadérko a chromosomy jsou ve vysokém stupni spiralizace. Vznik4 mitoticky apa-
rat, formuji se astralni a kinetochorova vldkna déliciho vieténka. Celd profaze trva 30 -

60 minut.

Metafaze:

Lze c¢lenit na metakinezi (prometafaze) a vlastni metafazi. Pfi metakinezi za¢ina shro-
mazdéni a uspotadani chromozomi do ekvatorialni (centrdlni) roviny buiiky (tento krok
chybi u nékterych hub a rostlin). Dochézi k autoorientaci chromosom svymi kinetic-
kymi misty na centromeie smérem k polim bunky (stabilni poloha v ekvatorialni rovi-
né) a k distribuci (specidlnimu sefazeni) chromosomi. V metafazi jsou chromosomy
specificky uspotfaddany v ekvatoridlni roving. Dochézi k nejvétsi spiralizaci a zkraceni
chromosomii a proto se v tomto stadiu provadi cytogenetické studie zalozené na morfo-
logii chromosomil. Na centromeru chromosomt se pripojuje délici vieténko.

Anafaze

Je plynulé pokracovani metafaze. Na pocatku nastane simultdnni rozdéleni centromer a
oddéleni sesterskych chromatid v centromerach. Na centromery piipojené délici vietén-
ko svoji kontraktivni Cinnosti pfesouva chromosomy z ekvatoridlni roviny k polim
buniky. Ptfi podélném rozdé€leni centromery jsou k opacnym polim piesouvany kopie
chromosomil (chromatidy) vytvofenych pfi replikaci DNA. Rozdéleni chromosomt je
pomérné rychlé, proto anafaze trva jen nékolik minut. Zaroven postupné dochazi k pro-

dluzovani buriky a za¢ina cytokineze.

Telofaze

Je charakteristickd seskupenim chromosomt u poli buniky. Chromosomy se postupné
despiralizuji a rozplétaji do funk¢ni, aktivni formy. Jadernd membrana se opét obnovuje
a spojuje a v obou novych jadrech se objevuji jadérka. Délici vieténka zanikaji a buiika

dokoncuje cytokinezi.

Vysledkem mitotického de€leni je vznik dvou bunék se stejnym poctem chromosomd,

které méla bunka piivodni — matefska (Travnik, 2009).
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Implantace, nidace, vyvoj zarodku

Po vycestovani ze zona pellucida se buiky trofoblastu dostavaji do ptimého kontaktu
s epitelem délozni sliznice. Blastocysta se piiklada k povrchu délozni sliznice tim po-
lem, kde je pfilozen embryoblast. Délozni sliznice se v této dob& nachazi v plné sekrec-
ni fazi. V zoné kontaktu blastocysty s povrchem délozni sliznice se rozvine intenzivni
interakce (Vacek, 2006).

Cely tento proces je slozen z mnohastupnovych déjit mezi endometriem, trofoblastem a
embryem. Probiha pod vlivem celé fady zevnich a vnitinich faktort, které nejsou dod-
nes dostate¢né objasnény. Hlavni faze d¢ji, které vedou k implantaci embrya, jsou ad-
heze embrya na povrch endometria, interakce bun¢k endometria a trofoblastu. Prekona-
ni mucinové bariéry a prinik trofoblastu, nasledovan proliferaci a syncytializaci trofob-

lastu a na zavér decidualizace.

8. den vyvoje

Diferenciace trofoblastu

Blastocysta se zanotfuje do délozni sliznice pélem obsahujicim embryoblast. V useku
embryoblastu se trofoblast déli ve dve zietelné vrstvy:

a) zevni mnohojadernou zonu s nerozliSitelnymi hranicemi bunék - tzv. syncytiotrofob-
last (plasmoditrofoblast)

b) vnitini vrstvu mitoticky aktivnich kubickych az cylindrickych bunék - cytotrofoblast,
jehoz dcefiné bunky putuji smérem ke syncytiotrofoblastu, kde splyvaji, ztracejice me-

zibun&tné hranice (Jelinek et al., 2000).

Diferenciace embryoblastu

Plvodni vnitini bunéénd masa se téZ rozdéluje do dvou vrstev:

a) vrstva malych kubickych bun¢k, zvana hypoblast, jez je pfivracena k blastocoelu

b) vrstva vysokych cylindrickych bun¢k, pifivracena k cytotrofoblastu embryonalniho
polu - epiblast.

Ob¢ vrstvy spolu vytvareji plochy zédklad embrya v podobé dvouvrstevného teréiku -
bilamindrni blastoderm. Vznikem bilaminarniho blastodermu - vlastniho zakladu em-
brya, kon¢i obdobi blastogeneze a za¢ina embryogenese.

Prakticky souc€asné s rozdélenim embryoblastu se uvnitt epiblastu objevi dutinka, ktera

rychle expanduje, vytvarejic amniovou dutinu (cavum amnii). Ty bunky epiblastu, které
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se expanzi amniové dutiny pfilozi k cytotrofoblastu, se oplostuji ve vystelku amniové

dutiny a dale jsou nazyvany amnioblasty (Jelinek et al., 2000).

9. den vyvoje

Vyrazné se rozviji trofoblast, pfedevsim na embryonalnim pélu. Devaty den je jiz celd
blastocysta zanotfena do povrchové vrstvy kompakty a dosahuje praiméru 2 - 3 mm. Im-
plantacni otvor v d€lozni sliznici se uzavie fibrinovym koagulem, pfes které preroste
tenka vrstvicka délozni sliznice v¢etné epitelu. Ve zbytnélé mase syncytiotrofoblastu,
rychle nahlodavajici vazivové stroma lamina propria, se objevuji vakuoly a dutinky
splyvajici ve vétsi prostory - lakuny. Odtud nazev lakundrni stadium vyvoje trofoblastu.
Vrstva plochych amnioblastu, vystylajicich zvétSujici se dutinu amniovou, plynule pre-
chéazi ve vysoké bunky epiblastu zarode¢né¢ho disku. Podobné na jeho spodni strané,
hledici do dutiny blastocysty, se od$tépuji buniky hypoblastu a vystylaji prostorny blas-
tocoel, vytvarejice exocoelomovou (Heuserovu) membranu. Blastocoel, vystlany exo-
coelomovou membranou se oznacuje jako exocoelom, ¢ili primitivni Zloutkovy vak.

Na sklonku 9. dne je embryo obklopeno dvéma dutinami. Na strané epiblastu dutinou

amniovou, na strané hypoblastu exocoelomem (Jelinek et al., 2000).

10. — 12. den vyvoje

Plodové vejce je kompletné zanofeno do endometria a implantacni misto kryje zregene-
rovany epitel, ktery premostil fibrinovou zatku. Kapilary délozni sliznice reaguji na
pritomnost plodu pteplnénim a rozsifenim, ménice se v Siroké sinusoidy.
Syncytiotrofoblast na vodicim implanta¢nim pdlu blastocysty rozrusuje stény sinusoid a
krev se vyléva do trofoblastickych lakun. Bunky trofoblastu tak ziskavaji ptimy kontakt
s matetskou krvi, méni Se dosavadni histiotrofni zptisob vyzivy na hemotrofn/ a vznika
primitivai uteroplacentarni cirkulace. Okolni bunky endometria se zvétSuji, stfadajice
glykogen a lipidy. Tato zména spolu s rozsitenim cév se oznacuje jako decidudalni reak-
ce a takto reagujici délozni sliznice jako membrana decidua.

V této dob¢ se ve stérbiné mezi cytotrofoblastem a Heuserovou membranou objevi po-
pulace bun¢k zcela nového (neepitelového) charakteru, odvozena nejspise z cytotrofob-
lastu a oddé€luje od trofoblastu nejprve exocelomovou membranu a posléze i amnion. V
této stiedni vrstvé jemného fidkého vaziva, zvané extraembryondlni mesoblast, se zahy
objevuji dutinky splyvajici v extraembryondlni coelom. Dosud nejpomaleji rostouci

soucast plodového vejce - zarodeény ter¢ik, se zac¢ina prodluzovat (Jelinek et al., 2000).
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13. — 14. den vyvoje

Implantaéni defekt délozni sliznice je zcela zhojen, avSak presto mize dojit k uniku
krve z pieplnénych trofoblastickych lakun do dutiny dé€lozni. Proto se kolem 28. dne po
zacatku posledni menstruace nékdy dostavi slabé krvaceni. Buiky cytotrofoblastu mis-
ty intensivné proliferuji a pronikaji syncytiotrofoblastem. Vytvareji tak bunééné sloup-
ce, kryté syncytiem - primdrni klky (villi primarii).

Zasadni zmény se odehravaji i uvniti plodového vejce. Dutina extra embryonalniho
coelomu se rozsiii po celém obvodu primitivniho Zzloutkového vaku i amniové dutiny s
vyjimkou oblasti, kde vrcholek klenby amniového vacku ¢ni proti cytotrofoblastu im-
planta¢niho polu blastocysty.

V tomto malém okrsku zistava mesoblast intaktni, vytvati od této chvile jediné spojeni
embrya s trofoblastem, nazvané ptihodné zdarodecny stvol (zaklad budouciho pupecni-
ku). Soucasné vycestovava z hypoblastu dalsi populace bunék, které migruji smérem od
zarodecného terciku po vnitinim povrchu exocoelomové membrany, tvarujice uvnitf
extraembryonalniho coelomu dal$i kompartment — sekundarni, ¢ili definitivni zloutkovy
vak (saccus vitellinus). Sténa Zloutkového vaku se uzavira jesté pied tim, nez migrujici
bunky dosahnou embryonalniho polu exocoelomu, a odskrcuje tak zbylou jeho ¢ast v
podobé exocoelomovych cyst. S pokracujici rychlou expansi extraembryondlniho co-
elomu jsou zbytky exocoelomu dislokovany daleko od embrya a zanikaji. Extraembryo-
nalni coelom se nazyva dutina choriova a jeji sténa choriova plotna vytvéaiejici choriovy
vak. Trofoblast choria produkuje hormon choriovy gonadotropin (hCG - Human Chori-
onic Gonadotropin).

Na konci 2. tydne mé embryo podobu dvouvrstevného terc¢iku hledicitho do dutiny
amniové ze strany jedné, a do dutiny Zloutkového vaku ze strany druhé. Cely tento
komplex je zavéSen prostfednictvim zarode¢ného stvolu v choriovém vaku, jehoz sténu
tvoii extraembryondlni mesoblast, cytotrofoblast a syncytiotrofoblast vystylajici vénec
lakun, naplnénych matefskou krvi. Plodové vejce je celé zanoieno do endometria, od-

povidajiciho na jeho ptitomnost decidudlni reakci (Jelinek et al., 2000).
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Trilaminarni blastoderm - vznik tkani

Gastrulace — vznik zarode¢nych listi

Rozhodujici udalosti tfetiho tydne vyvoje je pfeména dvouvrstevného (bilaminarniho)
zarodec¢ného terCiku v blastoderm trilaminarni, sestavajici ze tfi zarode¢nych listt: ek-
todermu, mezodermu a endodermu. Proces, ktery vede k jejich vzniku, nazyvame ana-

logicky podle vyvoje u nizSich obratlovcii gastrulaci.

Modelace primitivniho prouzku

Na pocatku gastrulace vypada zarodecny tercik jako podlouhla dvouvrstevna placicka,
slepend z epiblastu a hypoblastu. Epiblast je tvofen vysSimi cylindrickymi bunikami,
hledicimi do dutiny amniové, zatimco buiiky hypoblastu jsou opacnym polem piivrace-
ny do dutiny zloutkového vaku. Buiikky hypoblastu jsou podstatné nizsi, s vyjimkou
ohrani¢ené skupiny cylindrickych elementti v piedni, budouci hlavové ¢asti blastoder-

mu, vytvarejici sférické ztluSténi hypoblastu - prochordalni ploténku.

Gastrulace pocina generalizovanym pohybem epiblastickych bunck, ktery véjifovité
smeéfuje z predniho a postranniho obvodu ke stfedni osové ¢asti zarodecného terciku. V
dasledku toho se v tomto misté¢ formuje podélny val - primitivni prouzek, zakonceny
vpiedu okrouhlym ndvalkem zvanym primitivni (Henseniiv) uzel. Primitivni prouzek je
hlavnim morfogenetickym centrem, v jehoZ ose migrujici a intenzivné proliferujici bun-
ky epiblastu nabyvaji lahvovitého tvaru a zanofuji se do Stérbiny mezi epi- a hypoblas-
tem, aby daly vznik dvéma zarode¢nym listim mezodermu a endodermu. Epiblast, pod
ktery se oba listy zasunuji, se nazyva ektoderm. Timto pochodem nové¢ vznika zarodec-
ny tercik, slozeny ze tif vrstev majicich piivod v epiblastu, zatimco tkané odvozené od
hypoblastu se uplatni pouze pii formaci organti extraembryonalnich.

Zanotovani souvislé epitelové vrstvy epiblastu smérem do nitra blastodermu (tzv. inva-
ginace) zanecha na primitivnim prouzku stopu v podob¢ primitivni brazdicky, prohlubu-
jici v Hensenové uzlu primitivni jamku. Invaginované buniky rozvoliuji své mezibuné¢-
né kontakty, cestuji po spodni plose ektodermu kuptedu a do stran a zdhy se na obvodu
propoji s elementy mezoblastu. Takto vznika stiedni zarodeény list - intra- a extraem-
bryonalni mezoderm. Je tieba zdiraznit, ze mezoderm nema na tomto stadiu charakter
souvislého epitelového listu, takZe bychom jej podle histologické stavby méli spravné

oznacovat jako (primarni) mezenchym.
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Proudu mezodermovych bunék se vpredu postavi do cesty prochordalni ploténka, pevné
fixovana k epiblastu v misté pfiStiho rozhrani mezi ektodermem tstni dutiny a endo-
dermem hltanu - membrana oropharyngea. Buiiky ji obejdou z obou stran a vpiedu se
op¢t spoji v kardiogenni zonu - budouci zéklad srdce. Jiné z migrujicich bun¢k vytlacuji
puvodni hypoblast, aby jej nahradily opét souvislou vrstvou zvanou intraembryonalni
endoderm. Matefskou tkani vSech tfi zarodecnych listi je tedy epiblast (Jelinek et al.,
2000).

Formovani notochordu

Bunky, které se zanofuji v primitivni jamce, migruji pod ektodermem piimo vpted az
k prochordalni ploténce, formujice tubularni osovou strukturu - hlavovy vybézek noto-
chordu. Ten, spolu s mezodermem koncem 17. dne kompletné oddéli ektoderm od en-
dodermu s vyjimkou zminéné membrana oropharyngea a na zadnim konci primitivniho
prouzku analogicky vytvofené membrana cloacalis. Membrana cloacalis bude na abo-
ralnim konci travici trubice plnit obdobnou funkci jako membrana oropharyngea, oddé¢-
lujic docCasné ektodermovy zaklad kone¢niku od endodermu zadniho stieva. V misté
obou membran zustava ektoderm s endodermem pevné spojen.

Osmnacty den splyne spodni obvod trubky hlavového vybézku s prilehlym endoder-
mem a v misté tohoto spojeni buiiky obou struktur vymizi. Notochord je tak nakratko
inkorporovan do endodermu. Zahy se opét od endodermu oddéluje v definitivni formé
solidniho pruhu bunék, ktery tvoii pevnou osu embrya od prochordalni ploténky k Hen-
senovu uzlu. V misté primitivni jamky je tak pfechodné propojena amniova dutina se
Zloutkovym vakem (canalis neurentericus).

Na zadnim konci kloakalni membrany se sténa zloutkového vaku vychlipuje do zaro-
de¢ného stvolu a vytvaii zaklad dal$iho z pfidatnych embryonalnich organti - allantois.
V endodermu zloutkového vaku, pii odstupu allantoické vychlipky, lze ve tfetim tydnu
nalézt prvopohlavni buriky, jeZ se pied tim vydélily z populace embryoblastu, unikajice
vSem morfogenetickym interakcim, provéazejicim rany embryonalni vyvoj (Jelinek et

al., 2000).

Indukce neuralni ploténky a kaudalni morfogeneticky systém
Interakce bunécné populace notochordu s ptilehlym ektodermem vyvolad polyklonalni

determinaci ektodermu, nazyvanou neuralni indukce. Morfologicky se projevi zietelnou
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polarizaci ektodermovych element, které se zvySuji, nabyvajice lahvovitého tvaru s
hrdlem pfivracenym k amniové dutin€. Determinované bunky ektodermu nazyvame
souhrnn¢ neuroepitel. Neuroepitelové buniky vytvareji kranialné od Hensenova uzlu
ztlust€lou neuralni ploténku S mirné vydutymi okraji - neurdlnimi valy. Neuralni valy
lemuji mélkou neurdlni brazdicku, V jejimz pokracovéani lezi za Hensenovym uzlem
brazdicka primitivniho prouzku. Na tomto stadiu je indukci vytvofen pouze zaklad
mozku a cela oblast pfed Hensenovym uzlem odpovida ptisti hlavové krajing.

Vystavba osovych struktur embryonalniho trupu, tzv. notogeneza, je uskute¢iiovana
funkci systému, zahrnujiciho primitivni prouzek, oblast ektodermu v okoli Hensenova
uzlu a intensivné proliferujici blastém rozsiteného zadniho konce chordy, tzv. kaudalni
prolifera¢ni centrum. Cely tento komplex pak mizeme oznacit jako kaudalni morfoge-
neticky systém (Jelinek et al., 2000).

Kaudalni morfogeneticky systém funguje v cyklu, jenz lze na zakladé poznatkt experi-
mentalni embryologie popsat takto:

a) V oblasti brazdi¢ky primitivniho prouzku pokracuje invaginace mitoticky aktivnich
bunck, plynule vytvarejicich mezodermovy a endodermovy list.

b) Zadni konec chordy (kaudalni prolifera¢ni centrum) se v ose primitivniho prouzku
podsunuje pod primitivni brazdi¢ku a determinuje ji na neuroepitel. Pii svém sestupu
miji svaz mezodermovych elementl, jez se zhustuji po obou stranidch nové¢ vznikajicich
usekt notochordu v podélné sloupce paraxialniho mezodermu (somitové plotny), zten-
cujici se do stran v tzv. mezodermové plotny lateralni.

¢) Sestupem kaudalniho proliferatniho centra je vysunovana osova ¢ast jiZ existujici
neuralni ploténky smérem vzad, coz vede k jejimu prodluZzovani a sou¢asnému zuZovani
oddild ptednich. Tento proces vyznamné pfispiva k pfeméné neuralni ploténky v trubici
(k tzv. neurulaci).

d) Bunéény material horni etdze novotvotené ¢asti notochordu splyva s transformova-
nou primitivni brazdickou a postupné ptispiva ke tvorbé neuralni trubice.

e) Pfitomnost neuralniho materialu ptimé&je paraxialni mezoderm k segmentaci a vytva-
feni parovych kubickych utvari zvanych somity. Somity vznikaji v cefalokaudalnim
sledu po obou stranach neuralni trubice. Tento proces postupné spotfebovava material
primitivniho prouzku, ktery se zkracuje a mizi.

V obdobi notogenezy je v buiikach, které se na ni podileji, transkribovana charakteris-
ticka sekvence 180 parG nukleotidovych bazi, zvana homeobox. Naruseni funkce

kaudélniho morfogenetického systému ma za nasledek vznik tézkych vyvojovych vad,
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které ve vice nez 99% vedou k zaniku plodu. Patii k nim defekty neurdlni trubice a de-
fekty trupu od Uplného chybéni dolni ¢asti, ptes splynuti obou distalnich koncetin
V jeden pahyl (sirenomelie), ¢astecné ¢i uplné chybéni kosti kiizové az k atrézii konec-
niku. Popsana skupina vyvojovych vad trupu je zahrnovéana pod syndrom kaudalni re-

grese (Jelinek et al., 2000).

DalSi vyvoj trofoblastu

Do osovych ¢asti primarnich klkti proniknou nejprve elementy mezoblastu choria, vy-
tvarejice tak vazivové stroma, jehoz pfitomnost charakterizuje klky sekundarni. V fid-
kém vazivu stromatu se zdhy zacnou nckteré mezenchymové buiky diferencovat v
krevni elementy, kapilary a drobné cévy, které se napojuji na cévy vznikajici obdobné v
choriové plotné¢ a mezoblastu zdrode¢ného stvolu. Klky protkané cévami oznacujeme

jako klky terciarni.

Cytotrofoblast nepiestava proliferovat, pronika syncytiotrofoblastem az k decidualné
zménénému endometriu, kde vytvaii souvislou vrstvu cytotrofoblastickych elementt.
Koncem tfetiho tydne jsou vznikem zarodec¢nych listli a osovych organil i vydélenim
prvopohlavnich bunék polozeny zéklady pro diferenciaci vSech soustav, organti a tkani

jedince (Jelinek et al., 2000).

Embryonalni perioda - derivaty zarode¢nych listd

Embryonalni periodou oznacujeme obdobi prenatilni ontogeneze zahrnujici 3. az 8.
tyden po oplozeni. V tomto klicovém obdobi tvarového vyvoje vznikaji kombinaci bu-
nék zarodecnych listh zaklady organovych systémil a z nich po té zéklady organi, a
proto je tento asovy usek kritickou morfogenetickou periodou hrubych strukturalnich
vyvojovych vad, tzv. malformaci. Embryonélni obdobi kon¢i okolo 56. dne, kdy jsou
vytvoreny zéklady vSech organt, jimiz je ¢loveék v dospélosti vybaven (Jelinek et al.,

2000).
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3.4.1 Celkovy vyvoj zarodku

Vyvoj na urovni organismu je v tomto obdobi charakterizovan ¢tyfmi fenomény. Jsou
to:

- rast

- segmentace

- vytvareni zahybu

- organogeneze

Rist a segmentace se predevsim tykaji ekto- a mezodermu, vytvareni zahybu formuje

Endoderm.

Riist

Podkladem ristu zarodku, ktery se od 3. do 8. tydne zvétsi zhruba stokrat (cca 0.3-30
mm), je bunééna proliferace, v mensi mife pak vytvafeni mezibunééné hmoty bunikami
mezenchymu i vznik dutinek a dutin. Hlavni ristové centrum zarodku piedstavuje zpo-
catku kaudalni morfogeneticky systém, misto nejintenzivnéjsi syntézy DNA, RNA i
proteind. Z jeho funkce vyplyva, Ze zarodek roste predevsim do délky. Pozdéji dominuji

rastova centra v hlavovém konci.

Segmentace

Segmentace umoziuje preménu spojitého gradientu genové exprese v lokalnich bunéc-
nych populacich v diskrétni, ptesné ohranicené a po strance informac¢niho obsahu zie-
telngji definované podjednotky. Tyto pfechodné utvary, nazyvané v oblasti zakladu
CNS neuromery a v oblasti paraxialniho mezodermu somitomery, pozd¢ji opét splyvaji
(uz jako vice ¢i méné€ vyhranénd individua), vytvarejice morfogenetické systémy jednot-
livych orgénii. Vysledkem segmentace je nerovnomérnd distribuce genovych produkti
do riznych ¢asti zakladu CNS, které se od sebe na molekularni irovni odlisi.
Segmentace je jeSté zietelnéjsi v paraxialnim mezodermu, ktery se v ptedozadnim sledu
organizuje v somitomery jiz od pocatku 3. tydne. Buiky, ptivodné vytvaiejici souvisly
list, se po obou stranach neuralni trubice shlukuji kolem center odpovidajicich polohou
neuromeram. Lateraln€, na periferii somitomer, pietrvava souvislé uspofadani mezo-

dermu v podob¢ lateralni plotny.
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Splyvajici dutinky, které se v ni objevi, rozstépi posléze plotnu v list somaticky ¢i parie-
talni, ptikladajici se zespoda k ektodermu a list splanchnicky ¢i visceralni, spojujici se
s extraembryonalnim mezoblastem, kryjicim Zloutkovy vak. Somaticky a splanchnicky
mezoderm je matefskou tkani mezotelu parietalnich a visceralnich listh ser6znich blan
(pleura, peritoneum).

Hranice mezi somitomerami v oblasti hlavy zahy opét mizi a bunéény material, rizné
determinovany v procesu segmentace, vytvori pii¢né pruhovanou svalovinu kraniofaci-
alni a mezenchym neurokrania (zdrojem mezenchymu v oblasti splanchnokrania je neu-
ralni lista). Kaudalné od krajiny okcipitalni se somitomery organizuji v somity, ve své
prvotni podobé duté kuboidni utvary, vznikajici v cefalokaudéalni sekvenci aktivitou
kaudalniho morfogenetického systému. Na rozdil od somitomer, které predstavuji shlu-
ky volnych mezenchymovych bunék virovité se stacejicich okolo kondenzacnich center,
jsou buiky somitit mezi sebou propojeny bunéénymi kontakty okolo centralnich dutin,
nabyvajice epiteloidniho palisadovitého uspotradani. Na konci 5. tydne tak nachdzime
42 - 44 somitovych part lemujicich mi$ni primordium. Somity jsou utvary dobie vidi-
telné a natolik charakteristické, Ze jejich pocet je na ranych stadiich dobrym ukazatelem
vyvojového stadia, ve kterém se zarodek nachazi. Klicovou ulohu ve vyvoji urogenital-
niho systému sehraje bunécny material, spojujici somity s lateralni plotnou - tzv. inter-

medidarni mezoderm (Jelinek et al., 2000).

Vytvareni zahybu

Aktivitou kaudalniho morfogenetického systému a rdstem ptedni ¢asti neuralni trubice,
se zarodek rychle prodluzuje a v souvislosti se somitogenezi nabyva i na §ifce.
Vysledkem téchto dvou intenzivnich rlstovych procest je, ze zarodek vyvstava nad
ptvodni rovinu blastodermu smérem do dutiny amniové, za vzniku dvou transverzalnich
a dvou podélnych zahybi. Prvni dva nachdzime na ptfednim a zadnim p6lu (zahyb hla-
vovy a kaudalni), druhé dva (zahyby lateralni) probihaji v dlouhé ose zarodku. Zatimco
embryo se v amniové dutiné prudce rozviji a roste, kdysi relativné Siroké propojeni se
zloutkovym vakem se vyrazné zuzuje, predevsim v souvislosti s vyvojem srdce a jater
veptedu a allantoické vychlipky vzadu.

Vznika tak Gzka stopka zloutkového vaku - ductus vitellinus - komunikujici s dutinou
vystlanou endodermem, pasivné sledujicim expandujici ekto- a mezoderm. Tato dutina,
ohranic¢ena zpocatku vpiedu pomoci membrana oropharyngea (buccopharyngea) a vza-

du membrana cloacalis, se nazyva primitivni stievo - zaklad budouciho canalis alimen-
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tarius - travici trubice. S rozvojem hlavového a kaudalniho zahybu lze zahy rozpoznat v
zakladu travici trubice tii useky. Piedni stievo, oddélené od ektodermem vystlaného
stomodea (zakladu dutiny ustni) v horni ¢asti hlavového zdhybu bukofaryngealni mem-
branou.

Zadni stfevo s vychlipkou allantois, oddélené od ektodermem vystlaného proktodea
(zékladu fiti) v dolni casti kaudalniho zahybu kloakalni membranou. Stfedni stfevo,
které zlistava ve spojeni se Zloutkovym vackem prostiednictvim ductus vitellinus, jez
pozdéji oznac¢ime jako ductus omphaloentericus. Dutina pfedniho stieva se vychlipuje
mezi postupné vznikajici faryngealni (ve fylogeneze pivodné zaberni) oblouky, vytva-
tejici faryngedlni vychlipky. Z endodermové vystelky primitivniho stieva a intraembry-

onalnich ¢asti ductus vitellinus a allantois posléze vznika:

- epitel travici trubice od faryngu az po rectum

- epitel sttedniho a dolniho useku respiracniho traktu,

- parenchym gl. thyreoidea a parathyreoidea,

- parenchym jater a pankreatu,

- retikularni stroma thymu a tonzil,

- vystelka cavum tympani a tuba pharyngotympanica a epitel uretry a moc¢ového méchy-

v

Ie.

Organogeneza

Bunky zarodecnych listl, které, jak bylo ukazano, prosly vyvojem odlisnym v prostoru
a Case a obsahuji proto rizné genové produkty, vytvaieji izogenetické lokalni bunétné
populace, které se vzajemné ovliviiuji v ramci morfogenetickych systémi. Vysledkem
je polyklonalni determinace - indukce organovych zakladd, jejich komponent a tkani se
specifickou stavbou a funkci. Kazdy orgén je vysledkem interakce bunck nejméné dvou
zarode¢nych listd, pficemz funkci induktoru zastava piedevsim mezenchym. Embryo-

nalni obdobi je hlavni organogenetickou fazi (Jelinek et al., 2000).

Vyvoj zevniho tvaru

Charakteristickymi utvary zarodku koncem 4. tydne, ve sméru pifedozadnim, jsou moz-
kové vacky se zakladem oci a vnitiniho ucha, faryngeéalni oblouky, srde¢ni hrbol a 25-
30 somitu konturujicich konvexni, lukovité prohnuty hibet, konc¢ici hrotem ocasu. Neu-

ralni trubice je na obou poélech (byvaly pfedni a zadni neuroporus) dokonale uzaviena.
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Pod stfedem konkévni strany bfiSni vyvstava jako nadmuty balon Zloutkovy vak, propo-
jeny se stiednim stievem pomoci ductus vitellinus, v jehoz blizkosti se zahy vlivem rus-
tovych procest ocita vychlipka allantois.

V pribéhu druhého meésice enormné narasta hlava, objevuji a diferencuji se zaklady
koncetin a formuje se obli¢ej. Proximalni koncetinové pupeny vyrlstaji zacatkem 5.
tydne po strandch trupu mezi ¢tvrtym cervikalnim a prvnim thorakalnim somitem, za-
klady distalni se objevi o néco pozdéji kaudalné od pupecniku v urovni dolnich lumbal-
nich a hornich sakralnich somitii. Terminalni ¢ast koncetinovych pupent se zéhy oplos-
tuje, oddélujic se cirkuldrni konstrikei od proximalné ulozenych cylindrickych zakladt
cingula, stylopodia a zeugopodia. Na této koncové, padlovité rozsifené Casti se zahy
objevi Ctyfi radidlni ryhy oddé€lujici pét fylogeneticky dobte konzervovanych paprski
pentadaktylniho autopodia. V disledku cefalokaudalniho vyvojového gradientu dané¢ho
funkci kaudalniho morfogenetického systému, jsou proximalni koncetinové pupeny z
pocatku o néco vice diferencovany nez zaklady koncetin distalnich. Potom, co zaklady
vSech péti prstl jsou zietelné viditelné, druha cirkuldrni ryha - misto pfiStiho loketniho

ohybu, odd¢li od sebe stylo- a zeugopodium (Jelinek et al., 2000).

Fetalni perioda

Vyvoj fétu

Obdobi od zacatku 9. tydne do konce intrauterinniho Zivota (vyvoje) je zndmé jako fe-
talni perioda. Charakteristické pro toto obdobi je vyzravani tkani a organti a rychly rast
téla zarodku.

Vyvolat vyvojové strukturdlni malformace lze jen u nékolika mélo organti (napt. roz-
St€p mocové trubice, malformace usnich boltcli). Zato vSak lze vyvolat skalu drobnych
strukturalnich malformaci, které nelze odhalit pouhym pohledem, ale projevuji se poru-
chou funkce organu (napt. u CNS poruchou chovéani jedince).

Vyvojové stati fétu lze odhadovat méfenim jeho délky. Nejcastéji se pouziva vyska
vsede, tzv. temeno-kostréni (TK) délka. Méné Casto je pouzivdna temeno-patni (TP)
délka. Je to z toho divodu, ze zméfit fétus veetné nohou byva obtizné, nebot’ nohy nej-
sou napjaté a chyba méfeni je velka.

D¢élka prenatalniho vyvoje (obdobi poceti - porod) trva 266 dni, tj. 38 tydnti. Gynekolo-
gové vsak udéavaji délku téhotenstvi od prvniho dne posledni menstruace, tj. 280 dni =
40 tydnd. Odhadovat stafi zarodku lze nejen jeho méfenim, ale i1 vaZzenim. Posledni dva

meésice prenatalniho Zivota vSak fétus svou hmotnost prakticky zdvojnasobi. Oba para-
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metry - jak délkovy, tak vahovy, selhdvaji pfi odhadu véku zarodku v téch piipadech,
kdy doslo k opozdéni vyvoje plodu - ristové retardaci. Ristova retardace zarodku se
vyskytuje casto u plodil s vyvojovymi strukturdlnimi anomaliemi, ale nékdy i u ploda,
které nemaji viditelnou strukturalni anomalii (dvojCata, matka koufila béhem téhoten-
stvi).

Dale je dulezité védét, ze existuji pohlavni rozdily v porodni hmotnosti novorozenct -
dévcata jsou asi 0 200 g leh¢i nez chlapci. K urceni stafi spontanné potracenych zarod-
ki, nebo u novorozenct s nizkou porodni hmotnosti, je pak zapotiebi pouzit dal§i mor-

fologicka kritéria (Jelinek et al., 2000).

Morfologické zmény fétu béhem 3. - 9. mésice

Velice pozoruhodnou zménou béhem fetalniho vyvoje je relativni zpomaleni rlstu hla-
vy vzhledem k rastu téla fétu. Pocatkem tietiho mésice zaujima velikost hlavy asi polo-
vinu TK (CR) délky. Na poc¢atku 5. mésice zaujima hlava jednu tfetinu a pii narozeni
pouze jednu ¢tvrtinu celkové TP délky (méfeno od hlavy az k paté zarodku).

Béhem tfetiho mésice prenatalniho Zivota se o€i a usi dostdvaji do definitivni pozice na
hlavé.

Koncetiny jsou relativné delsi ve srovnani s télem, i kdyz dolni koncetiny jsou stale
jesté mensi nez horni. Pohlavi plodu je jiz bezpeéné rozpoznatelné. Zpocatku tretiho
meésice je v pupecniku stievni kli¢ka (fyziologicka pupeénikova hernie), ktera je vta-
zena okolo 11. tydne zase zpét do bfisni dutiny. U ploda potracenych na konci 3. meé-
sice je patrna muskularni aktivita. Tento pohyb vSak pii normalnim téhotenstvi matky
jesté nevnimaji.

Béhem 4. az 5. mésice roste fétus velmi rychle a na konci prvni poloviny teéhotenstvi
dosahuje TK délky 15 cm (polovina délky pti narozeni). Hmotnost v$ak vzristda poma-
leji a fétus vazi okolo 500 g. Fétus pokryvaji jemné chloupky - lanugo. Oboci a vlasy
Jsou viditelné. Pohyb fétu béhem 5. mésice je matkou obvykle zcela jasné rozpoznatel-
ny.

Ve druhé poloviné téhotenstvi (6. az 10. mésic) hmotnost plodu plynule nartsta. Vyjim-
ku tvoii posledni dva mésice t€¢hotenstvi, kdy se hmotnost plodu zdvojnasobi. Béhem 6.
mésice je kize fétu nacCervenald a vrascita, protoze chybi tukova tkan. PredCasné naro-
zeny fétus béhem 6. a prvni poloviny 7. mésice ma malou nadgji na preziti. Nekteré
organy jsou jiz schopné funkce, ale plice ani centralni nervovy systém nejsou dostate¢né

diferenciovany a koordinace mezi obéma Zivotné dlileZitymi organy chybi.
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Posledni dva mésice t¢hotenstvi mizi vrasky na kuzi, protoze se pod kizi uklada tuk.
Kuze zarodku je pokryta bélavym mazem - vernix caseosa, jenz je secernovan koznimi
zlazkami. Od 28. tydne téhotenstvi je fétus schopen pieziti, i kdyz s velkymi potize-
mi. Na konci 9. mésice je obvod hlavi¢ky vétsi nez obvod ramen, trupu a panve, coz je
velmi dilezita okolnost, uplatiujici se pfi prichodu plodu porodnim kanalem.

Donoseny plod vazi 3000 az 4000 g, TK délka je asi 36 cm a celkova délka asi 50 cm.
Testes maji byt v Sourku, nehty dosahuji ke konecktim prsti, kiize je vyhlazena a oboci

a fasy jsou dobie vytvorené (Jelinek et al., 2000).

3.4.2 Placenta a plodové obaly

Oboustranné funkéni propojeni mezi zarodkem a matkou je zajisténo pomoci placenty.
Placenta slouzi zarodku jako plice, ledviny, stievo, pravdépodobné jako fetalni jatra a
co vice, 1 jako komplexni endokrinni organ. Z krevniho obéhu matky jsou do krevniho
ob&hu zarodku aktivné transportovany kyslik a Ziviny, opaénym smérem putuje

kysli¢nik uhli¢ity a nepotfebné metabolické produkty. Placentou pronika i vétSina 1é¢iv

a chemickych latek z prostiedi.

Vyvoj placenty

Vyvoj placenty zac¢ina ihned po uhnizdéni blastocysty v endometriu délohy. Na vzniku
placenty se podileji tkan¢ matetské - t€hotenské endometrium = decidua a tkané embry-
onalni - trofoblast. Ob¢ ¢asti placenty maji odliSny genotyp a ptesto po celou dobu teého-
tenstvi dobte "spolupracuji". PrestoZe zarodek predstavuje cizorody transplantat, nevy-
volava za normdlnich okolnosti v matefském organismu imunitni reakci vedouci

k odhojeni (Jelinek et al., 2000).

Endometrium - decidudini reakce

V dobé¢ nidace (cca tyden po oplodnéni) je endometrium na vrcholu sekre¢ni taze pro-
saknuté tekutinou a skvéle prokrvené. Slizni¢ni zlazky produkuji hlenovity sekret. Asi
2-3 dny po zacatku implantace probéhne v endometriu délohy tzv. decidudlni reakce.
Vazivové buiky endometria se pfeménuji ve velké decidudlni bunky, které obsahuji
velké mnozstvi glykogenu a kapének lipida. Kapilary se v okoli blastocysty zmnoZzuji a

méni se na tenkosténné sinusoidy. Decidudlni reakce se postupné rozsiii na celou déloz-
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ni sliznici (pars functionalis), ktera se zméni v "blanu padavou" - membrana decidua.
Vzhledem k poloze zarodku rozlisujeme délozni sliznici na decidua basalis pod zarod-
kem (misto budouci placenty), na decidua marginalis po stranach zarodku a na decidua
capsularis nad zarodkem. Ostatni ¢asti d€lozni sliznice se nazyvaji decidua parietalis
(Jelinek et al., 2000).

Trofoblast

Vyvojovym prekurzorem parenchymu zarodecné ¢asti placenty je sténa blastocysty -
trofoblast, ktery je odpovédny zpocatku vyvoje za proces implantace (zacina 6. embry-
onalni den). Trofoblast se diferencuje ve dvé morfologicky i funkéné odlisné Casti - cy-
totrofoblast - Langhansovy buiiky (vnitini ¢ast) a syncytiotrofoblast neboli plazmoditro-
foblast (zevni ¢ast - mysleno z pohledu od zarodku). Bunky cytotrofoblastu se rychle
déli. Zaroven zanikaji nebo se nevytvareji bunééné membrany, ¢imz vznikd mnohoja-
derny utvar syncytium. Syncytiotrofoblast puc¢i do okoli ve formé prstovitych vybézku,
které pusobenim proteolytickych enzymil naruSuji délozni sliznici. Rozpadld d€lozni
sliznice poskytuje vyzivny substrat pro zarodek — histiotrofické stddium vyzivy. Vyziv-
né latky prochazeji syncytiotrofoblastem a cytotrofoblastem do zarodku. Po devatém dni
vyvoje zarodku se v syncytiotrofoblastu vytvareji vakuoly, které splyvaji ve vétsi dutiny
zvané lakuny - lakunéarni stadium vyvoje trofoblastu. Lakuny se postupné vzajemné
propojuji a vytvoii tak prostorovou sit’. Do téchto prostort se pfi postupném naruSovani
matefskych kapilar, které se prekrvi a pfeméiuji v tzv. sinusoidy, vyléva krev. Krev pak
omyva syncytiotrofoblast a vyziva jde k zarodku ptimo z krve matky - hemotroficky

zpusob vyzivy. Tim se utvoii zaklad uteroplacentdrniho obéhu (Jelinek et al., 2000).

Tvorba choriovych kikil

Bunky cytotrofoblastu za¢inaji po celém povrchu plodového vejce lokalné penetrovat
do syncytiotrofoblastu a vytvareji tak primarni choriové klky. Sekundarni choriové klky
obsahuji navic, v centru klkii, mezenchymové buiiky z extraembryonalniho mezodermu
(asi 14. den vyvoje). Ve tfetim tydnu vyvoje se zacinaji tvofit krevni ostrivky v mezen-
chymu zarodku 1 v mezenchymu choriovych klka. Z krevnich ostriivkii se postupné sta-
vaji kapilary. Choriové klky, které obsahuji krevni kapilary, nazyvame terciarni. Tim je
vytvoten ptedpoklad pro vyménu latek mezi krvi matky, (kterd volné omyvéa povrch

klk®) a krvi plodu (v kapilarach uvnitt choriovych klki).
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Chorion frondosum

Soustava tercialnich choriovych klka vyrastajici s choriové ploténky (tj. mezenchym
kryty epitelem amnia) se nazyva chorion frondosum. Konce nékterych choriovych klkt
vrustaji do decidui, kde jsou pevné€ uchyceny a nazyvame je tiponové choriové klky. Ze
svahtl uponovych klki vyristaji tzv. volné klky, které se dale vétvi a rozristaji. Upono-
vé a volné klky tvofi dohromady fetalni ¢ast placenty. Béhem dalsiho vyvoje placenty
pak chorion frondosum zustava pouze v oblasti decidua basalis, zatimco v oblasti deci-
dua capsularis a decidua marginalis klky postupné degeneruji a vznika hladka oblast

nazyvana chorion laeve (Jelinek et al., 2000).
Stavba zralé placenty
Placentu délime na fetalni a matefskou ¢ast podle toho, z které tkan¢ vznikla. Fetalni

¢ast zralé placenty méa dvé komponenty:

Choriova plotna (membrana)

Jedna se o vazivo (mezenchym) ve kterém vedou pupecnikové cévy. Ze strany plodu, je
choriova membrana pokryta epitelem amnia, se strany opa¢né, kde vyrastaji choriové
klky smétujici k decidui, je kryta cytotrofoblastem a syncytiotrofoblastem. Vétve dvou
umbilikalnich arterii vstupuji z choriové plotny do choriovych tponovych klki a do
klkt volnych, kde se postupné vétvi na sit” kapilar. Z volnych klki se sbihaji venuly do
vén v uponovych klcich a ty usti do ptiivodné dvou a pozdé&ji do jediné vétveé vena umbi-
licalis v choriové plotné. Vény vedou krev z choriové plotny do pupe¢niku a do téla
zarodku, arterie naopak. Umbilikdlni arterie vedou krev s nizkym obsahem kysliku z
plodu do placenty a umbilikalni vena vede okysli¢enou a Zivinami bohatou krev z pla-
centy do zarodku (Jelinek et al., 2000).

Choriové kiky

Choriové klky vyrlstaji na zevnim povrchu choriové plotny. Uvnitt choriovych klki je
rosolovité vazivo, v némz jsou velké fagocytujici Hofbauerovy buiky. Z pocatku vyvo-
je placenty je na povrchu klku souvisla vrstva cytotrofoblastu (Langhansovy bunky) a z
nich vznikajici vrstva syncytiotrofoblastu. Po 4. mésici vyvoje se buriky cytotrofoblastu
postupné ztraceji a netvofi uz souvislou vrstvu. Rovnéz vrstva syncytiotrofoblastu je

ztenCena a na jeho povrchu se vytvoii lem z mikroklkd, coz zvétSuje jeho resorpéni plo-
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chu. Ztencéeni syncytiotrofoblastu a nesouvislost vrstvy bun¢k cytotrofoblastu umoznuje

lepsi prestup vyzivnych latek z krve matky do krve zarodku.

Materska cast placenty

Je tvofena bazalni plotnou = decidua basalis, ktera obsahuje matefské cévy a dna ute-
rinnich zlazek a je pokryta smérem k zarodku vrstvou trofoblastu. Trofoblasticky obal je
hrani¢ni zonou mezi fetalni a matefskou ¢asti placenty. Z bazalni plotny smérem Kk fe-
talni ¢asti placenty mifi placentarni septa, jez neupln¢ odd¢luji jamky v decidua basalis,
vyhloubené jednotlivymi fetadlnimi kotyledony (fetalni kotyledon = jeden uponovy klk +
soustava jeho volnych klkii). Placentarni septa z bazalni ploténky nevyrustaji, ale jsou
to neresorbované zbytky decidua basalis pravé v mistech, kde nejsou tponové klky. Na
povrch trofoblastového obalu usti arterie, z nichz tryska krev pod tlakem do prostoru
mezi choriové klky, az k choriové membrané€. Pocet arterii dosahuje jednoho sta a za
jednu minutu vtéka do placenty asi 500 ml matetské krve.

Krev se vraci zpét k bazalni ploténce a vtékd do matefskych venul. Placenta se s ristem
plodu neustale zvétSuje a na konci t€hotenstvi pokryva 30% plochy uteru,

vazi okolo 500-600 g, jeji pramér je 15 - 25 cm a vyska 3 cm. K odlouceni placenty od
stény uteru a K jejimu vypuzeni dochazi asi 30 minut po porodu ditéte (v ramci tzv. treti

doby porodni), (Jelinek et al., 2000).

Placentarni bariéra

Placentarni bariéra je strukturdlné funkcni bariéra, kterd brani miseni fetalni a matetské
krve v placenté a umoziuje ptestup nékterych latek mezi obéma krevnimi ob&hy. Ma-
tetskou krev oddé€luji od fetalni krve nasledujici vrstvy (ptivodu embryonalniho a fetal-
niho):

1. endotel a bazalni membrana kapilar

2. vazivo choriovych klki

3. bazalni membrana a cytotrofoblast

4. syncytiotrofoblast
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Funkce placenty

Vyziva a dychani plodu

Plocha choriovych klkii je variabilni od 4 do 14 m”. Fetus odebira z matei'ské cirkulace
20-30 ml kysliku za minutu, coz vysvétluje proc¢ i kratkodobé preruseni saturace kysli-
kem ma fatalni nasledek pro fetus. Kromé kysliku je z mateiské krve do krve zarodku
transportovana voda, elektrolyty, gluk6za, proteiny, tuky, vitaminy, hormony a protilat-

ky. Opacnym smérem pak putuji kysli¢nik uhli¢ity a produkty latkové vymény plodu.

Endokrinni funkce

Placenta produkuje hormony, které v dospélosti vylucuji hypofyza, ovarium a ledviny.
Syntéza hormonti probiha v choriovych klcich a jedna se o: choriovy gonadotropin, kte-
ry se vylucuje moci a vyuziva se k ¢asné diagnostice t¢hotenstvi, somatomammotropin
(diive placentarni laktogen). Déle pak choriovy TSH, ACTH a FSH, progesteron a es-

trogeny, oxytocin, vazopresin, relaxin a renin (Jelinek et al., 2000).

Ochranna bariéra

Krev obou krevnich ob&hti se za normalnich podminek v placenté¢ nemisi a tak vznikl
termin - placentarni bariéra. Bohuzel jako bariéra pro oba krevni obéhy nefunguje sto-
procentné, coz zpusobuje v nékterych ptipadech averzni odpovéd’ mateiského organis-
mu a zvysSené riziko poSkozeni vyvijejiciho se zarodku napft. fetalni erytroblastosu. V
pfipad¢, Ze matka je Rh-negativni a plod Rh-pozitivni a proniknou-li ¢ervené krvinky
plodu do matetského organismu, vytvoifi se v matefském organismu protilatky proti
nim. Protilatka proti cervenym krvinkdm plodu pronikne zpét do plodu a zacne rozkla-
dat ¢ervené krvinky v nadmérném mnozstvi. Intenzivni rozklad ¢ervenych krvinek (he-
molyza) vede u plodu k vyplavovani mladych forem erytrocytt - erytroblastosis fetalis -
a k vzestupu hladiny bilirubinu, coz je degrada¢ni produkt hemoglobinu. Postupujici
anémie plodu v druhé poloviné t€hotenstvi mize koncit smrti plodu. Po narozeni pak
vysoké mnozstvi uvolnéného bilirubinu ohrozuje novorozence toxickym pisobenim na
nervovou tkan. Stupent poSkozeni plodu Ize kontrolovat z amniové tekutiny a provést
intrauterinni krevni transfuzi do fétu nebo vymeénit krev plodu ihned po porodu a tim
zabranit jeho smrti ¢i poSkozeni mozkovych bunék. V leh¢ich ptipadech I1ze po porodu
snizit hladinu bilirubinu ozafovanim novorozence intenzivnim svétlem modré nebo bilé

barvy, coz urychluje rozklad bilirubinu v kiizi. Bézné se provadi prevence fetalni ery-
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troblastosy sérem anti-Rh, které je injek¢né podéno v pribéhu téhotenstvi matkdm se
zvySenym titrem protilatek.

Placenta netvoii G¢innou ochranou barieru branici priniku cizorodych latek k zarodku,
jako jsou léky, alkohol, nikotin, praimyslové chemikalie, bakterie, viry ¢i fyzikalni fak-

tory (Jelinek et al., 2000).

Amniova dutina

Amniova dutina se zafind vyvijet jiz 7. den po oplodnéni jako tzka Stérbina mezi em-
bryoblastem a trofoblastem. Strop amniové dutiny je tvofen jednovrstevnym epitelem -
plochymi amnioblasty a pozdé&ji i extraembryonalnim somatickym mezodermem (mezo-
blastem). Po 4. tydnu vyvoje se za¢ina amniova dutina roz$ifovat, az obklopi celé em-
bryo. Sténa amniové dutiny piechazi na ventralni stran¢ do stény zarodku v misté, které
Se nazyva kozni pupek. Postranni ohranicujici ryhy zarodku stlacuji mezi sebou Zlout-
kovy vak a zarodecny stvol do spolecného zékladu pupecniku (zarodecny stvol = pruh
extraembryonalniho somatického mezodermu mezi trofoblastem a amniovym vackem).
Primitivni pupe¢nik obsahuje nasledujici extraembryonalni komponenty:

a) sténu amnia

b) zloutkovy vacek + vitelinni cévy

¢) zérodecny stvol

d) allantois

e) umbilikalni cévy

Pupecénik

Prostfednictvim pupecniku komunikuje embryonalni coelom s coelomem extraembryo-
nalnim a mezi 6. - 10. tydnem vyvoje se do tohoto pupecnikového prostoru vsune stiev-
ni klicka — fyziologickd pupecnikova hernie. Koncem tfetiho tydne vyvoje komunikace
mezi bfisni dutinou a extraembryonalnim coelomem zanikne.

Béhem dalsiho vyvoje se pupecnik zuzuje a prodluzuje. Allantois, vitelinni cévy a
zloutkovy vacek obliteruji, a pupenikem prochazeji pouze dvé arterie a jedna vena
umbilicalis. Na povrchu pupe¢niku je amniovy epitel. Mezenchym uvnitié pupe¢niku,
jenz vznikl z extraembryonalniho mezodermu amnia, zloutkového vaku a zarode¢ného
stvolu, se pfeméni v rosolovité vazivo.

Pfi narozeni je pupecnik dlouhy 50 cm (méfeno od koZniho pupku k fetdlnimu konci

placenty) a v priméru méfi 2 cm (Jelinek et al., 2000).
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Plodové obaly

Zarodek je ulozen v amniovém vaku, ktery lezi v choriové dutiné. Postupné, jak amnio-
vy vak roste, zanikne choriova dutina (cely extraembryonalni prostor) a extraembryo-
ndlni mezoderm amnia splyne s extraembryondlnim mezodermem choria. Tomuto jed-
notnému plodovému obalu se fika amniochorion. Uvniti amniochoria je amniovy epitel,
zevné pak choriové klky v oblasti chorion frondosum a nebo tenka vazivova vrstva v

oblasti chorion laeve.

Plodovy vak

Rast zarodku pokracuje dal, az spolu s piibyvajici amniovou tekutinou vyplni celé ca-
vum uteri. Decidua capsularis (nad zarodkem) sroste s protilehlou decidua parietalis
¢imz zanikne cavum uteri. Plodovy obal amniochorion sroste s deciduou a spole¢né pak
tvori plodovy vak. Existuje pouze jedno misto v oblasti hrdla dé¢lozniho, kde zlistava
zbytek decidua capsularis a cavum uteri. S pokracujicim ristem plodu se zvétSuje cely

uterus, jenz vyklenuje btisni sténu (Jelinek et al., 2000).

Amniova tekutina

Amniova tekutina neboli plodova voda, poskytuje béhem téhotenstvi optimalni prostie-
di pro vyvijejici se plod a umozituje mu volny pohyb. Zaroven plod chrani proti nara-
zUim a otfestim, udrZuje stalou teplotu a Gcastni se na transportu nékterych latek. Ve 2.
meésici vyvoje je objem amniové tekutiny 5-10 ml, ve 3. mésici se zvysi na 100 ml, ve 4.
meésici dosahne 250 ml. Maximum plodové vody je 38. tyden gravidity - 1 litr. Pfed
porodem se pohybuje mnozstvi amniové tekutiny okolo 250 ml. Obména plodové vody
probiha velmi rychle: na konci téhotenstvi se obméni za dvé hodiny. Plod amniovou
tekutinu polyka a ta se dostava, po vstiebani stftevem zarodku, do cév plodu a odtud do
placenty.

Tvorba amniové tekutiny je dilem jak plodu, tak 1 matky. Pred 20. tydnem téhotenstvi
tvoii hlavni podil matka, po tomto terminu tvoii hlavni podil plod. Od 20. tydne t&€ho-
tenstvi vylucuje plod do amniové tekutiny také moc. Chemické sloZeni amniové tekuti-
ny je v jednotlivych fazich vyvoje plodu dobfe znamo a Ize ho vyuzit k prenatalni dia-
gnostice vyvojovych vad. Plodova voda dale obsahuje bufiky embrya (hlavné z pokozky
embrya a z urogenitalniho traktu), které mohou slouzit k cytologickému vysetteni plodu
(k urceni chromosomalnich vyvojovych vad, ke zjiSténi metabolickych poruch, pohlavi

plodu atd.) (Jelinek et al., 2000).
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Imunologicky vztah matky a plodu

Vyvoj plodu v téle matky predstavuje vyjimku ze zdkond imunologie. Jak muzské po-
hlavni bunky, tak i pozdé&ji fenotypy zarodku, které jsou odrazem genotypu otce, jSOU Z
hlediska imunologického pro matku cizi. Pfesto matef'sky organismus nereaguje imunit-
ni averzni reakci a zarodek neodvrhne. Na vysvétleni tohoto jevu existuje nékolik hypo-
téz. Pfedevsim od zacatku implantace lezi mezi tkanémi plodu a matky trofoblast, ktery
patrn¢ tvofi imunologickou bariéru (antigeny trofoblastu jsou zakryty vrstvou mukopro-
teinu). Dale se soudi, ze imunitni reakce t€hotné Zeny je sniZzena pouze vici plodu, ale
nikoliv vii¢i lymfocytiim jinych osob. V burkach trofoblastu a v placenté byla prokaza-
na pritomnost proteinii s imunosupresivnim uc¢inkem, které se objevuji v plazmé téhot-

nych Zen (Jelinek et al., 2000).

3.5 Neplodnost

3.5.1 Zensk4 a muZska neplodnost

Poruchou plodnosti je postihovano v nasi populaci pfiblizné 20 % paru a predstavuje
vyznamny problém z hlediska psychologického, medicinského, spolecenského i finan¢-
niho. Za neplodny se povazuje par po roce neuspésné snahy o oté¢hotnéni. U nékterych
part je neplodnost pouze jednostrannd, u jinych se problémy kombinuji. Asi u 10 %
paru zustava pric¢ina poruch plodnosti i pfes nejmodernéjsi diagnostické postupy neob-
jasnéna. Problémy spojené s poruchou plodnosti jsou vétSinou feSeny pomoci asistované

reprodukce (AR).

Zenské faktory neplodnosti:
* Ovarialni faktor

* Tubérni faktor

* Endometrioza

* Imunologicky faktor

* Genetické poruchy
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Muzské faktory neplodnosti:

* Nizky pocet spermii.

* Nedostatecny pohyb spermii.

* Poruchy morfologické stavby spermii.

* Nepiitomnost spermii v ejakulatu.

* Psychické poruchy spojeny s potizemi s ejakulaci nebo impotenci.

* Genetické poruchy.

* Neplodnost po prodélanych infekcich, tirazech ¢i onkologické 1é¢bé.

3.5.1.1 Lécba Zenské neplodnosti v programu AR

Stimulace vaje¢nikii u metod asistované reprodukce

Zakladem pro 1é¢bu je stimulace ovarii pomoci hormonalnich preparati. Reakce na sti-
vajeénikt s vékem klesd). Dale se pak odviji od schopnosti dozravajicich vaji¢ek (foli-
kultl) reagovat na stimulaci hormonem gonadotropinem. Mezi gonadotropiny pocitime
folikulostimula¢ni hormon (FSH) a luteiniza¢ni hormon (LH), oba nezbytné pro nor-
malni pribe¢h steroidogeneze (produkce pohlavnich hormontl) a folikulogeneze (proces
dozravani vaji¢ek). K nim pfistupuje jesté choriovy gonadotropin (hCG), jehoz podani
ve stimulacnich protokolech nahrazuje ovulacni vzestup LH a umoZznuje optimalni ¢a-
sovani lécebného cyklu.

Pti 1é¢bé neplodnosti je nezbytna kontrola ovarialni hyperstimulace pacientek. Hlavnimi
pozadavky hormonalni ovaridlni stimulace je zisk vyssiho (ale bezpecného) poctu oocy-
tt, optimalni kvalita (zralost) ziskanych oocytti a minimalni zasah do lutealni faze cyk-
lu. Stimula¢ni protokoly asistované reprodukce prodélaly v poslednich letech znacny
vyvoj. Zcela se ustoupilo od piivodni stimulace klomifencitrat + gonadotropiny a v sou-
Casné dob¢ se uzivaji jiz jen analoga nebo antagonisté gonadoliberinli (aGnRH) s

gonadotropiny (vysoce purifikovany humanni menopauzalni gonadotropin hMG
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v kombinaci s FSH - hMG.u.FSH nebo rekombinantni FSH - rec.FSH) spolu s preovu-
laéni aplikaci hCG. Mezi standard poslednich let patii stimulace aGn-
RH+hMG/FSH+hCG v kratkém, dlouhém nebo ultra kratkém protokolu (Sucha, 2002).

Kratky protokol

Vyuziva pocatecniho flare.up efektu aGnRH (vzplanuti endogenni sekrece hypofyzou) i

gonadotropinil a souc¢asn¢ periovula¢niho supresivniho ptsobeni analoga na hypofyzu.

Dlouhy protokol

Vyuziva supresi hypotalamo, hypofyzo-ovarialni osy, tzv. down regulaci, ktera nastupu-

je pii dlouhodobé aplikaci analoga a nasledné se pfidava stimulace gonadotropiny.

Ultra kratky protokol

Uziva se méné Casto, a sice u tzv. low responders (pacientky malo reagujici na stimula-

ci), zde se vyuziva pouze flare.up efektu aGnRH.

Gonadotropiny, dnes uzivané pro ovarialni stimulaci, jsou bud’ vysoce Cisténé preparaty
s FSH ziskané z mo¢i menopauzalnich zen (u.FSH), nebo rekombinantni (rec.FSH) zis-
kané genovou manipulaci po biotechnologické inkorporaci humanniho genu kodujiciho
syntézu FSH do buné&éné linie ¢inského kiecka. Rec.FSH oproti u.FSH preparatim maji
Vyssi bioaktivitu pres podobnou nebo nizsi sérovou imunoaktivni FSH koncentraci, ne-

nesou LH aktivitu a maji minimalni kontaminaci non.FSH proteiny (Sucha, 2002).
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Obr. 2: Ultrazvukovy obraz nastimulovaného ovaria (E. Blahovd, ReproGenesis, 2015)

3.5.2 Asistovana reprodukce

Asistovana reprodukce (AR) zahrnuje celou fadu embryologickych metod, které vy-

znamn¢ zvysuji uspésnost 1éCby.

Cilem AR je nalézt efektivni neinvazivni zptisob vybéru nejkvalitnéj$iho embrya.

Cilem AR je pfenos jednoho embrya, sniZeni rizika vicec¢etného t€hotenstvi, porod do-

noseného, zdravého ditéte a snizeni ndkladl na perinatalni péci.

Metody asistované reprodukce zahrnuji vSechny lécebné postupy a techniky vyzadujici
manipulaci se zarode¢nymi bunkami (vajicky nebo spermiemi). Poznatky, které byly

ziskany vyzkumem fertilizace, se vyuzivaji pfi oplozeni oocytu in vitro.

3.5.3 Laboratorni techniky IVF

Na pocatku byla velkym objevem fertilizace lidského oocytu in vitro a transfer embrya
do délohy (IVF-ET). Louisa Brown, prvni dité pocaté po oplozeni metodou IVF — ET,
se narodila v roce 1978 v Oldhamu v Anglii. Pfestoze je jméno Louisy Brownové ¢asto

spojovano s poc¢atkem IVF, pravdou je, Ze k prvnimu lidskému IVF -ET vedla dlouha
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cesta, kterd zacala v Edinburghu ve Skotsku jiz o 20 let diive. Robert Edwards v roce
1962 popsal stadia zrani lidského vajicka ve zkumavce. Ve stejné dobé¢, tedy v r. 1962,
byla také poprvé popsdna embryonalni kmenova buiika (Edwards, Paul a Cole), ktera
se diferencovala in vitro. Prvni fertilizaci lidského oocytu, ktery dozral in vitro, popsal

Barry Bavister.

Asistovana reprodukce se neustdle vyviji a zdokonaluje. V soucasnosti metodu IVF -

Vv v

ET velmi uspésné dopliwuji tzv. mikromanipulacni techniky:

- Intracytoplasmaticka injekce spermie (ICSI). Vykon, pfi kterém je pod mi-
kroskopem vzdy jedna spermie zavedena tenkou sklenénou kapilarou pfimo
do cytoplazmy oocytu.

- Metoda PICSI (intracytoplazmaticka injekce preselektované spermie), je vy-
lepSenou modifikaci mikromanipulaéniho oplozeni pomoci intracytoplazma-
tické injekce. Modifikace spociva ve specifické selekci spermii vazajicich se
na hyaluronovy gel, ktery zajiSt'uje navazani pouze zralych spermii se schop-
nosti specifické vazby na kumulo-oocytarni komplex (vazba na kumuléarni
bunky obklopujici vajicko), dale prodlouzena kultivace embryi, kterd umoz-
fluje nejen lepsi kontrolu vyvoje embryi, ale také naslednou selekei a transfer
morfologicky nejlepSich embryi, které davaji ptedpoklad vysSi Sanci na
uspeésnou implantaci.

- Asistovany hatching (AH), mechanické, chemické ¢i laserové naruSeni obalu
embrya, které usnadni vycestovani embrya ze zona pellucida, které je nutné
pfed uhnizdénim do dé&loZni sliznice (AH poprvé publikoval Cohen et al. v r.
1991).

- Mikrochirurgicka aspirace spermii z nadvarlete (MESA), pfi uzavéru chamo-
vodu (pouziva se specialni punkéni jehla).

- Extrakce spermii z varlete (TESE). Z cca 5-ti milimetrovych incisi na varleti
se extrahuji semenotvorné kanalky, v nichz embryolog pfi preparaci pod mi-
kroskopem hled4 spermie.

- DalSimi specidlnimi mikromanipula¢nimi technikami je odbér pélového télis-
ka u zralého oocytu pro genetickou diagnostiku a odbér ne€kolika bun¢k em-
brya ve stadiu blastocysty pro preimplantacni genetickou diagnostiku (PGD)
nebo geneticky screening (PGS).
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- Kontinualni monitoring embryi s moznosti podrobného sledovani vyvoje. Ta-
to neinvazivni metoda umozituje nepfetrzité snimani a analyzu embryonalni-
ho vyvoje bez nutnosti opakovaného hodnoceni embryi mimo kultivacni pro-
sttedi. Objektivni analyza nasnimaného vyvoje zajistuje maximalné efektivni
selekci vhodnych embryi k transferu a vyluc¢uje embrya s abnormalnim vyvo-
jem.

- Kryokonzervace gamet a embryi umoziuje jejich dlouhodobé uchovani pii

-196°C Vv kapalném dusiku.

Dokonalejsi techniky asistované reprodukce, kvalitn€jsi média, ktera umoziuji delsi
kultivaci embryi v laboratornich podminkéch, kvalitné;jsi ptistroje, laboratorni vybaveni
a Vv neposledni fad¢é U¢innéjsi hormondlni ptipravky nezbytné k navozeni ristu a zrani
vajicek na vaje¢nicich zeny, to vSe se podili na zvySujici se uspésnosti 1é¢by neplodnos-

ti.

Pii 1é¢bé pomoci asistované reprodukce — in vitro fertilizace (IVF) jsou vajeéniky zeny
stimulovany pomoci gonadotropinti. Pfi hormonalni stimulaci dochazi k rustu vice foli-
kulti na obou vaje¢nicich. Po punkci ovarialnich folikuld je mozné najit vajicka (oocyty)
V rizném stadiu zralosti. Pod mikroskopem je vidét oocyt obklopen kumularnimi bun-
kami (corona radiata), (viz obr. 3). Po denudaci (mechanickém ocisténi vajicka) se

hodnoti zralost oocytu.

Vajicka, kterd jsou vhodna pro oplozeni, se nachdzi ve fazi MIIL. Jedn4 se o oocyt

s vydélenym polovym téliskem V perivitelinnim prostoru (viz obr. 6).
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Obr. 3: Oocyt obklopeny kumularnimi bunikami (E. Blahovd, ReproGenesis, 2012)

Stadia vajicek (oocyti) ziskanych po punkci ovarialnich folikula:

GV (Germinal Vesicle) — plné nezralé vajicko (se zarode¢nym vackem).

Zarode¢ny vacek je meioticky nezraly, uprostfed nebo na okraji ooplazmy je sféricky,
obsahuje velké refraktilni jadérko (nucleolus), ooplazma — je tmava, granulovana a ne-

pravidelného tvaru.

Obr. 4: Nezraly oocyt (faze GV), (E. Blahova, ReproGenesis, 2012)

GVBD (Germinal Vesicle Break Down) — faze M1, vajicko Vv puli nebo tésné pied ukon-

¢enim procesu dozrani (ve stadiu metafaze I).
Zarodeény vacek - jiz neni patrny (doslo k jeho breakdownu).
Polové telisko - jesté neni extrudované.

Ooplazma - jasna a homogenné granulovana.
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Obr. 5: Oocyt ve fazi MI (E. Blahovad, ReproGenesis, 2012)

PB (Polar Body) - pIn¢ zralé vajicko s extrudovanym pélovym téliskem s chromosomy
ve stadiu metafaze I1 (MII).

Ooplazma - hladka svétle zbarvena.

Zona pellucida ma 2 jasné vrstvy: vné&jsi pordzni, vnitini kompaktni.

Obr. 6: Zraly oocyt ve fazi MII (E. Blahovd, ReproGenesis, 2012)

3.5.3.1 Intracytoplasmaticka injekce spermie (ICSI)

Morfologické abnormality spermii jsou Casto identifikované u muzi s problematic-
kou fertilitou. Kvalita spermii ma zasadni vliv na oplozeni vajicka a nasledny vyvoj
embrya. Je zde pifimy vztah mezi abnormalni morfologii spermie a morfologii embrya
V pozdéjsim stadiu déleni (Perinaud et al., 1993). Prvni dva cykly bunééného déleni

embrya jsou kontrolovany maternalnim faktorem. Paternalni efekt nastupuje u embrya
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od Ctyfbunécného stadia (Braude et al., 1988). Kvalita DNA u spermii je hodnocena
jako absence ¢i vyskyt fragmentaci v pozdnim embryonalnim vyvoji — late paternal
effect (Tesarik et al., 2004, Alikani et al. 2007).

V roce 1992 doslo k prvnimu téhotenstvi a porodu ditéte po provedeni metody ICSI
(Palermo et al., 1992). Metoda ICSI piinesla do 1é¢by IVF vyssi uspéSnost u pari
s muzskym faktorem sterility. Oplozeni oocytd po ICSI bylo reportovano jako signifi-
kantné vyssi nez do té doby pouzivana metoda SUZI — Subzonal insemination (Van
Steirteghem et al., 1993). Muzska infertilita je hodnocena jako oligoasthenoteratozoo-
spermie nebo azoospermie. Metoda ICSI piinasi vyssi pocet oplozenych vajicek a na-
sledn¢ i vyssi pocet té€hotenstvi, je metodou, kterou lze stspéchem pouzit u parQ
s neobjasnénou piic¢inou infertility (Aboulghar et al., 1996), hrani¢énimi hodnotami
spermiogramu (Aboulghar et al., 1995), imunologickou infertilitou (Nagy et al., 1995)
a opakované neuspé$nou konvenéni 1éEbou in vitro fertilizace (Cohen et al., 1994).
Béznou indikaci k metod¢ ICSI jsou snizené parametry u spermii pii hodnoceni ejakulé-
tu. Metody ICSI s ejakulovanymi spermiemi mtze byt ispé$né€ pouZito u pacienti, ktefi
maji nizky pocet morfologicky kvalitnich spermii a nizky pocet mobilnich spermii

v ejakulatu (E. Blahova et al., 2014).
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Obr. 7: Intracytoplazmaticka injekce spermie do cytoplazmy zralého vajicka (E. Blaho-
va, ReproGenesis, 2012)

3.5.3.2 Intracytoplazmaticka injekce preselektované spermie (PICSI)

Metoda specifické selekce spermii vyuziva specifickych receptorti na hlavicce zralé
spermie, které ma schopnost vazat se na hyaluronan. U spermii se schopnosti vazby na
hyaluronan byl pozorovan niZz§i vyskyt chromozomalnich anomalii a lepSi integrita
DNA. Pifi vybéru spermii pomoci metody PICSI je mozné dosahnout vyssi fertilizace

vajicek (oocytil).
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Obr. 8a: Navazané spermie Obr. 8b: Vyber spermii
(E. Blahova, ReproGenesis, 2014) (E. Blahovd, ReproGenesis, 2014)

3.5.3.3 Asistovany hatching (AH)

Asistovany hatching je mikromanipulacni technika, kde se mechanicky, chemicky nebo
laserem narusi zona pellucida. NaruSenim obalu je usnadnéno pro vyvijejici se embryo

ve stadiu blastocysty vycestovat ze zona pellucida a implantovat se v délozni sliznici.

Obr. 9: Mechanicky asistovany hatching u tridenniho embrya (E. Blahovd, ReproGene-
sis, 2012)
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Obr. 10: Asistovany hatching embrya pomoci laseru pred (4) a po provedeni (B)
(E. Blahovd, ReproGenesis, 2015)

3.5.4 Morfokinetika jako vhodny faktor pro vybér embryi

Vybér nejzivotaschopngjSich embryi je klicovym faktorem v IVF 1éc¢bé. Identifikace
,»top® embrya s vysokym implanta¢nim potencialem je stale zpochybiiovanym pojmem.
Zavedeni prodlouzené kultivace v in vitro podminkach se ukazalo jako uzitecny postup,
ktery umoziuje vybér embryi ve vyS$§im vyvojovém stadiu. Tato embrya maji vyssi
Sanci na Uspésnou implantaci. Pfed¢asny transfer embryi 2. nebo 3. den kultivace, mize
vést ke snizeni implantacniho potencialu lidskych embryi. Transfer pozdéjsich vyvojo-
vych fazi embryi - blastocyst vede az k dvakrat vyssi uspeSnosti ve srovnani s embryi ve
fazi pocateniho déleni (Graham et al., 2000; Scholtes a Zeilmaker, 2006).

ProdlouZena kultivace embryi mlZe na druhou stranu vést k zruSeni 1écby z ditvodu
zastaveni vyvoje embryi ¢i nevhodné kvality. V klinické studii Walsh et al. (2009)
srovnaval uspés$nost 1é¢by IVF mezi dvéma skupinami pacientek. Jedna skupina pod-
stoupila pfenos tfidennich embryi, druha transfer pétidennich embryi ve stadiu blasto-
cyst. Srovnani nenalezlo Zadné vyznamné rozdily mezi t€émito dvéma skupinami. Blake
et al. (2007) dospél k zavéru, ze byl vyznamny rozdil v Zivé narozenych détech ve pro-
spéch transferu blastocyst. K témto zavérim mohou existovat dvé vysvétleni, pienos
blastocyst, 5. den kultivace je fyziologicky pfirozenéjsi, jde o stddium embryonalniho
vyvoje, které se dostdva do délohy pfi spontdnnim poceti v nestimulovaném cyklu

(Gardner et al., 1998). Paty den kultivace od oplozeni oocytu po aktivaci embryonalniho

vvvvvv
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Prodlouzena kultivace mize vést k ptirozenému vybéru vhodnych embryi, protoze ab-
normalni a nezivotaschopna embrya v priubéhu in vitro kultivace sviij vyvoj ukonéi. I
kdyz schopnost zygoty vyvijet se do blastocysty nemusi nutné odrazet schopnost se
implantovat a vyvijet se zdarn¢ az do porodu zdravého ditéte. Odhad Zivotaschopnosti
embrya pied pfenosem je subjektivni, na zdkladé morfologickych znakt. Jeden vhodny
postup se opird o korelaci mezi ¢asnym délenim embrya a jeho zivotaschopnosti (Gon-
zales et al., 1995). Konven¢ni klasifikace embryi nemusi zaznamenat jemné rozdily
mezi jednotlivymi embryi po ¢as vyvoje jako je nacasovani progrese vyvoje z jednoho
stadia do druhého (Arav et al., 2008). Dilezity parametr rané¢ho $tépeni v zdvislosti na
¢etnosti klinické gravidity byl poprvé zaznamenan Edwardsem et al. (1984), ktery jasné
poukazuje na souvislost mezi embryi s rychlejsi progresi déleni na schopnost embryi
Iépe se implantovat. Dalsi studie poukazuje na GspéSné pouziti nacasovani prvniho dé-
leni v 1écbé IVF pro identifikaci embryi nejvyssi kvality (Sakkas et al., 1998; Shoukir et
al., 1997) a pfedstavuje jeden z prvnich neinvazivnich markerti pfi vybéru embrya
S vyvojovym potencidlem. Tuto teorii potvrdily i pozdé&jsi prace, které poukazuji na
vyS$si Uspésnost v 16cbé u zen, ktera méla embrya s ranym délenim (Lundin et al., 2001;
Salumets et al., 2003). Dalsi studie potvrzuji zavér, ze ¢asné se delici embrya dospéji do
stadia kvalitni blastocysty, na rozdil od embryi s pomalou fazi déleni (Fenwick et al.,
2002). Ukazuje se, ze rychlost déleni koreluje se schopnosti embrya dosdhnout stadia
blastocysty v dobré kvalité.

Cilem IVF je ptenos jednoho embrya s nejvyssi Sanci na implantaci, klinického t&hoten-
stvi a porodu zdravého ditéte. MoZnost nepietrZit¢ho sledovani vyvoje embryi pomoci
systému time-lapse, poskytuje cenné informace o kinetickych parametrech charakterizu-
jicich vyvoj embrya. Time-lapse studie vyvoje lidskych embryi, poukazuje na vztah
mezi morfokinetickymi parametry, jako jsou vytvofeni prvojader (Balaban et al., 2001),
¢i nasledné druhé nebo tieti déleni a implantaci embrya (Lemmen et al., 2008; Ra-
cowsky et al., 2011). Wong et al. (2010) zjistil, Ze vyvoj lidského embrya do stadia
blastocysty je navazana na ¢asovani v ¢asném vyvoji béhem prvniho cytoplazmatického
déleni z jedné buniky do 2-bunécného stadia, ¢as mezi 2-bunéénym stadiem k 3- az 4-
bunécnému stadiu. Na zaklade této studie autofi dospéli k zavéru, ze uspésny vyvoj em-
brya do stadia blastocysty miize byt pfedpovézen s pozoruhodnou ptesnosti vychazejici
z ¢asovani raného déleni embrya.

V ¢lanku z roku 2011 Meseguer et al. (2011) predstavil konkrétni casové znacky, které

souvisi s Ndslednou implantaci. Autofi zde hodnoti chronologicky vzor bunééného déle-
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ni, jakoz i dal$i morfologické vlastnosti (velikost bun¢k a nukleace) v navaznosti na
odhaleni souvislosti mezi dobou potiebnou k vyvoji, pti dosazeni vyvojového milniku a
implantacniho potencidlu konkrétniho embrya. Je identifikovan optimalni rozsah pro
kazdou morfokinetickou proménou, ktera je spojena s podstatné vyssi pravdépodobnosti
implantace. Tato data tvofi zaklad pro navrhovanou hierarchickou klasifikaci postupu

pro vybér nejvhodnéjsiho embrya pro transfer v kazdém lécebném cyklu.

3.5.4.1 Monitoring embryi

Moznost kontinualniho pozorovani embryi, jejich zivotaschopnosti a ristového potenci-
ala je velkym pfinosem v embryologické laboratofi (Scott, 2003). Zatizeni, které zachy-
Cuje vyvoj embryi prostfednictvim kamerového systému, je neinvazivni metoda sledo-
vani embryi v pribéhu jejich kultivace. Je mozné shromazd’ovat kvantitativni a kvalita-
tivni informace o kazdém embryu, aniz bychom tim narusili kultiva¢ni podminky (Kir-
kegaard et al., 2012).

Kontinuélni snimani vyvoje neni nova metoda, ale komer¢ni dostupnost této techniky
privedla jeji zavedeni do humanni embryologické praxe. Nacasovani embryondlniho
vyvoje muze byt dalSim poznatkem pro vyber embrya s nejvyssim vyvojovym potencia-
lem z vétsi skupiny embryi (Kirkegaard et al., 2012). Bezpe¢nost techniky byla analy-
zovana ve studii, ktera srovnavala vyvoj embryi, vV zobrazovacim systému time-lapse
S vyvojem v normalnim referenénim kultivaénim boxu (Cruz et al., 2011). Tato studie
dospéla k zavéru, ze systém time-lapse, nezhorSoval kvalitu ani implantac¢ni potencial
embryi. Sekvencni pozorovani embryi v riznych ¢asovych obdobich v prabéhu vyvoje,
muze byt napomocno pii odhaleni aberantni vyvojové vady embrya s abnormalnim ob-
sahem chromozomu. Z pozorovani bylo odvozeno, Ze zivotaschopna embrya by se méla
fidit pfedem stanovenou ¢asovou strukturou bunéénych déleni. Sekvenéni morfokineti-
ka muize byt uspésné pouzita pro identifikaci embryi, které jsou nejvhodné;si k transferu
(Magli et al. 2007; Azzarello et al., 2012). V souc¢asné dob¢ 1ze toto podrobné hodnoce-
ni provadét béhem kontinualniho monitoringu embryi, bez naruseni kultivacnich pod-
minek a spolehlivé vyloucit k pfenosu embryo, které vykazuje odchylky od normalniho
vyvoje.

DalSim parametrem hodnoceni je i ¢as déleni. Dllezitym parametrem vyvojového po-
tencialu embrya je jeho ¢asné oddé€leni do faze 2-bunék (tj. 25-27 h po oplodnéni). Po-

moci kontinualniho monitoringu jsou embrya vizualné kontrolovéana 25 az 27 hodin po
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oplodnéni pro zjisténi, zda prvni bunécné déleni bylo dokonceno. Nékolik studii doku-
mentuje silnou korelaci mezi pocatkem déleni a nasledného rozvoje potencialu jednotli-
vych embryi (Lundin et al., 2001; Shoukir et al., 1997; Sakkas et al., 2001; Sakkas et
al., 1998; Fenwick et al., 2002; Van Montfoort et al., 2004). Vsechny uvedené studie se
shoduji na korelaci mezi ¢asnym délenim embrya, Zivotaschopnosti a nasledné implan-
implantace.

Spolehlivy vybér Zivotaschopnych embryi pro transfer je klicovym faktorem pii stano-
veni uspéSnosti 1éCby IVF. I piesto stale neexistuji stoprocentné spolehlivé metody
k identifikaci embrya s vysokym vyvojovym potencialem. Prodlouzena kultivace em-
bryi v laboratornich podminkach az do patého dne se ukdzala jako uzite¢na metoda,
kterd umozni vybér embryi ve vyspélejSim stddiu. Tato embrya ddvaji vyssi pravdépo-

dobnost uspésného vysledku v podob¢ klinické gravidity.

4 MATERIAL A METODIKA

Studie byla provedena na Kklinice reprodukéni mediciny ReproGenesis Brno v obdobi od
bfezna 2012 do prosince 2014. Klinika ReproGenesis ma povoleni k ¢innosti tkaiového
zafizeni vydané Statnim Gstavem pro kontrolu 16¢iv (SUKL). Je specializovanym pra-
covistém pro 1é¢bu poruch plodnosti.

Vsechny postupy a protokoly byly provedeny v souladu se zakonem ¢.296/2008 Sb. a
vyhlasky ¢.422/2008 Sb. o zajisténi jakosti a bezpe¢nosti lidskych tkani a bunék urce-
nych k pouziti u ¢lovéka. Studie byla provedena v darcovském programu IVF za pouziti
darovanych vajicek (oocytll). Darkyné byly zatazeny do programu darcovstvi vaji¢ek na
zaklad€ postupll, které se fidi zdkonem 296/2008 Sb. a vyhlasky 422/2008 Sb. Tyto
zakony spadaji do spolecné Evropské tkanové direktivy (European Tissue Dirrectives
2004/23/ES) a jsou kontrolovany SUKLem.

Primérny vék darkyn oocytli byl 25,5 + 2,82 let, primérny vek piijemkyn oocyt byl
43,9 £+ 2,89 let. Do studie byly zafazeny jen ty pary, kde muz vykazoval normalni hod-
noty spermiogramu (WHO laboratory manual for the Examination and processing of

human semen, 2010).
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Pfi odbéru bylo ziskano 352 darcovskych oocytti v metafazi II. VSechny oocyty byly
oplodnény pomoci intracytoplazmatické injekce spermie do oocytu (ICSI). K oplozeni
byly pouzity spermie partnera piijemkyn. 268 oocytii normalné fertilizovalo a 206 em-
bryi bylo nasledné v prab¢hu pétidenni kultivace in vitro analyzovano, pomoci metody
time-lapse Vv piistroji Embryoscope. Ctvrty den kultivace byl u embryi proveden asisto-
vany hatching. Embrya byla transferovana 5. den kultivace (cca 120 hodin od fertilizace
oocytu). Transferovano bylo jedno nebo dvé embrya. Pocet embryi k transferu byl uréen
na zaklad¢ pfani paru s pfihlédnutim na zdravotni anamnézu a vék Zzeny. Do souboru
byly zatazeny jen pacientky s prikaznou implantaci embrya/-i. V piipadé, Ze se transfe-
rovala dvé embrya a pii ultrazvukové kontrole bylo verifikovano jen jedno embryo, byla

pacientka ze studie vytazena.

4.1 Priprava prijemkyn oocyti

Pro synchronizaci cyklu darkyné a piijemkyné byla v ptipravé pouZzita hormonalni anti-
koncepce. V transferovém cyklu byla pfiprava endometria piijjemkyné vedena pomoci
estrogent (Progynova; Bayer, Berkshire, Velkd Britanie) a GnRH antagonisty (Orga-
lutran; Organon, Dublin, Irsko) s doplnénim progesteronu (Utrogestan, SEID, S.A.,

Barcelona, Spanélsko) v lutealni fazi.

4.2 Ovarialni stimulace darkyn oocyta

Darkyné byly mladé Zeny bez genetické zatéze v rodin€, normélniho karyotypu, nega-
tivni na pohlavné pfenosné choroby, vySetfeni bylo provedeno v souladu se zdkonem
€.296/2008 Sb. a vyhlasky ¢.422/2008 Sb. VSechny darkyné mély normalni menstruaéni
cyklus v délce 26 — 34 dni, normalni hmotnosti. Dva mésice pted stimulaci neuvadély
zadnou endokrinni 1é¢bu. Fyziologickou délohu a vajecniky, které nevykazovaly pfi-
znaky syndromu polycystickych ovarii, vSe zkontrolovano transvaginalni sondou.

Darkyné byly stimulovany rekombinanatni FSH (Gonal-F, MercSerono, Madrid, Spa-
nélsko) spolu s s aGnRH (Cetrotid, antagonisté gonadoliberini Merck Serono, Madrid,
Spanélsko). Ultrazvukova kontrola byla zah4jena 6. den stimulace a provadéna nasledu-
jicich 48 hodin pro monitoring ristu folikul. Denni ddvka FSH byla stanovena na za-

klad¢ sérovych hladin estradiolu a poctu a velikosti folikulii na zaklad¢ transvaginalni
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sonografie. Pokud minimalné 6 nejrychlejsich folikuli dosahlo priméru 20 mm, byl
subkutanné¢ podan GnRH agonista (Decapeptyl, Ferring GmbH, Kiel, Némecko).
Transvaginalni odbér oocyti (oocyte pick-up, OPU) byl naplanovan za 36 hodin po

podani.

4.3 Punkce ovarialnich folikuli

Folikuly byly aspirovany transvaginalni punkéni jehlou (COOK, Australie), folikularni
tekutina byla nasavana do sterilnich zkumavek (Nunc, Dansko) a poté vylévana do ste-
rilnich Petriho misek (Nunc, Dansko). Pod 100-nasobnym zvétSenim pomoci stereomi-
kroskopu (Nikon SMZ 1500, Japonsko) byly oocyty vyhledavany. Nalezené oocyty
byly pomoci sklenéné sterilni pipety (Origio, Dénsko) pteneseny a oplachnuty
v manipulaénim médiu G-MOPS™Plus (Vitrolife, Svédsko) ve sterilnich Petriho mis-
kach (Nunc, Dansko). Nasledn¢ byly umistény do sterilnich kultiva¢nich misek (Nunc,
Dénsko) v inkubatoru Heracell (Thermo Scientific, USA) pii 37°C, 5% 02, 6% CO2.
Zde byly kultivovany 4 hodiny pfed denudaci (mechanické o€isténi oocytlh od kumular-
nich bun¢k). Oocyty byly denudovany k ovéfeni jejich zralosti a kvality a nasledné
pripravy k metod¢ ICSI. Vyhledavani oocyti a jejich manipulace byla provadéna
v laminarnim boxu (IVFtech, Dansko), aby byla zajiSténa Cistota prostfedi a optimalni

teplota.

4.4 Denudace oocytii

Ocisténi vajicek bylo provedeno na sterilni Petriho misce (Nunc, Dansko) mechanickym
pipetovanim pomoci sterilni denudacni pipety (Microtech, Ceska republika) v roztoku
hyazy (Hyase™, Vitrolife, Svédsko) a nasledné v manipulaénim médiu (G-
MOPS™Plys, Vitrolife, Svédsko) prekryté parafinovym olejem (Ovoil, Vitrolife, Svéd-
sko). Denudace probihala v laminarnim boxu (IVFtech, Dansko) za pouziti stereomi-
kroskopu (100x, Nikon SMZ 1500, Japonsko). Nasledné po mechanickém ocisténi byla
zhodnocena morfologie a zralost oocytd. Oocyty, které vykazovaly dobrou morfologic-
kou kvalitu a nachazely se ve fazi MII (pIn¢ zraly oocyt s vydélenym polovym telis-

kem) byly pouzity k metodé ICSIL.
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4.5 Vyhodnoceni spermiogramu a priprava spermii pred metodou

ICSI

Ejakulat obsahujici spermie byl ziskan masturbaci po 3 az 5-denni pohlavni abstinenci,
odebrany do sterilni kadinky se nechal po dobu tficeti minut zkapalnit ve vyhiivacim
boxu (Heraeus, Némecko) pii teploté 37 = 0,1°C. Po zkapalnéni byl ejakulat vyhodno-
cen dle standardnich postupua WHO (World Health Organisation: WHO laboratory ma-
nual for the Examination and processing of human semen, 2010).

Spermie pro metodu ICSI byly pfipraveny metodou swim-up (Enginsu et al., 1993)
v médiu Sperm medium (Vitrolife, Svédsko). Takto pfipravené spermie byly uloZeny do
inkubatoru Heracell (Thermo Scientific, USA) pii 37°C, 5% 02, 6% CO2 pro nasledné
pouziti k metodé ICSI.

4.6 Embryologické metody

Metoda ICSI

Metoda ICSI byla provedena na invertovaném mikroskopu (Olympus, USA) s vyuzitim
mikromanipuldtoru ResearchInstruments (RI, Velkd Britanie) a injektori Eppendorf
(Eppendorf, Némecko). Za pouziti Holdingové (fixacni) ICSI pipety (injektujici) a skle-
néné sterilni pipety (Microtech, Ceska republika). Pro metodu ICSI byla pouzita média:
G-IVE™ (Vitrolife, Svédsko) pro oocyty a médium ICSI™ (Vitrolife, Svédsko), vis-
kozni roztok pro mikromanipulaci se spermiemi obsahujici polyvinylpyrollidone (PVP)
pro spermie. Do mikrokapek G-IVE™ (Vitrolife, Svédsko) o objemu 10pul byly jednot-
livé umistény oocyty a do jedné mikrokapky s médiem ICSI™ (Vitrolife, Svédsko) bylo
injektovano 2 pl suspenze spermii. Spermie byly pii zvétSeni 400x za pouziti Hoffma-
nova modula¢niho kontrastu selektovany, imobilizovany, nasaty do ICSI pipety a vpra-
veny do cytoplazmy oocyta.

Pied vpichem spermie do oocytu byla hodnocena morfologicka stavba spermii — hlavic-
ka, kréek, bicik, pfipadna ptitomnost vakuol v hlavi¢ce spermie.

Po ICSI byly oocyty byly jednotlivé vloZzeny do piedem ekvilibrovanych sterilnich kul-
tivaénich misek - embryo-slide (EmbryoSlide, UnisenseFertiliTech, Aarhus, Dansko)

obsahujici 12 kapek média G-1™ (Vitrolife, Svédsko), které je uréeno pro kultivaci
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embryi do 3. dne v podminkach in vitro o objemu 20 ul a prekryté mineralnim olejem
k prevenci evaporace o objemu 1,4 ml (SAGE, BIOCARE Evropa, Italie). Ekvilibrace
média probihala 24 hodin pfedem pro ustaleni média (inkuba¢ni podminky: 37°C, 5%
02, 6% CO,) v ptistroji EmryoScope (UnisenseFertiliTech, Dansko), kam byly embryo-
slidy pieneseny pro zacatek casosbérného snimani nasledného vyvoje embryi. Jako in-
dikéator fertilizace bylo stanoveno objeveni dvou pronuklearti a dvou polovych télisek.
VSechny fertilizované oocyty byly dale hodnoceny pomoci softwaru, kterym je vybaven
EmbryoScope.

Obr. 11: Metoda ICSI (E. Blahovd, ReproGenesis, 2013)
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Obr. 12: Mikromanipulator Research Instruments (E. Blahovd, ReproGenesis, 2014)

Obr. 13: Lamindrni box pro manipulaci se zdarodecnymi bunikami a embryi (E. Blahovd,
ReproGenesis, 2014)
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Obr. 14: Kultivacni boxy pro uchovani zdarodecnych bunék pred ICSI (E. Blahovad, Re-
proGenesis, 2014)

4.7 Kultivace a hodnoceni embryi

Kultiva¢ni systém EmbryoScope (ES)

Kultivacni syst¢ém EmbryoScope (UnisenseFertiliTech, Dansko) pouziva zobrazovaci
techniku s nizkou intenzitou ¢erveného svétla (635 nm) z jedné svétlo emitujici diody s
kratkym ¢asem osvétleni (30 ms) na jeden snimek (Oh et al., 2007; Ottosen et al. 2007).
Optika obsahuje modifikovany Hoffmanntiv kontrast se specialnim objektivem 20x s
dlouhou pracovni vzdalenosti (LWD, Leica, Wetzlar, Némecko) pro optimalni svétel-
nou citlivost a rozliSeni pro ¢ervené vinové délky. Digitalni obraz byl ziskdvan vysoce
citlivym monochromatickym CCD fotoaparatem (1280 x 1024 pixelu na obrazek). Ko-
necné zvétSeni vysledného digitalniho snimku zobrazeného na obrazovce pocitace zavi-
selo na velikosti zobrazovaného obrazu. Obraz embrya byl pfenesen na obrazovku poci-

tae pomoci specialniho softwaru pro obrazovou analyzu EmbryoViewer (UnisenseFer-
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tiliTech, Dansko). Jednotlivdi embrya se zobrazovala na plose 27 X 27 cm. ZvétSeni
Vv této velikosti se blizi hodnoté 1000x. Obraz vyvijejiciho se embrya byl pofizen kaz-
dych 15 minut v sedmi stejné vzdalenych rovinach ostrosti Vv rozliseni 1000 x 1000 pi-
xell, a to nepfetrzité az do transferu embryi (az 120 hodin po oplozeni).

Intenzita svétla v ES byla mnohem niz$i, nez je intenzita svétla v mikroskopech, které
se standardné pouzivaji pti kontrole vyvoje embryi na IVF klinikach. Spektralni slozeni

svétla v ES bylo omezeno na tzky rozsah soustiedény kolem 635 nm. Je prokazano, Ze

nizsi vinové délky svétla < 550 nm inhibuji vyvoj embrya (Oh et al., 2007).
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Obr. 16: Kultivacni miska Embryoslide v systéem EmbryoScope (E. Blahovd, ReproGe-
nesis, 2014)
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Kultivace embryi
Fertilizované oocyty byly kultivovany po dobu 5 dni v podminkach in vitro. Pro kulti-

vaci embryi byla pouZita sekvenéni média Vitrolife (Vitrolife, Svédsko).

Hodnoceni embryi

Uspé&snost fertilizace byla hodnocena po 16 — 19 h od provedeni metody ICSI. Morfolo-
gie kultivovanych embryi byla hodnocena den 2 (44 - 48 h po ICSI), den 3 (64 - 72 h po
ICSI), den 4 (90 - 94 h po ICSI). Parametry, pro hodnoceni zahrnovaly: pocet bunék,
symetrie a granulace, typ a procento fragmentace, pfitomnost multinukleaci
Vv blastomerach a stupen kompaktace, hodnoceni dle Alikani et al. (2000).

Blastocysty byly hodnoceny den 5 (po 120 hodinach od injekce spermie) v zavislosti na
expanzi blastocelové dutiny a utvotené (integrita) inner cell mass (ICM) a
trophectodermu — trophectodermcells (TE). Po vytvofeni expandované blastocoelové
dutiny bylo mozné fadné vyhodnoceni ICM a TE az po 120 hodinach od ICSI (Alicani
et al., 2000). Za embrya dobré kvality byly povazovany blastocysty, které mély vytvo-
fen soudrzny tvar TE skladajici se z mnoha bun¢k ve tvaru srpkil a zhutnéni ICM. Pro
hodnoceni embryi byl pouzity systém hodnoceni pro blastocysty dle konsensu
ALPHA/ESHRE (AlphaScientists, 2011), které vymezuji hodnoceni pro morfologicky

optimalni nebo dobré blastocysty.
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Hodnoceni embryi v priibéhu kultivace od druhého do ¢tvrtého dne

Tab. 1: Hodnoceni embryi v pribéhu kultivace od druhého do ctvrtého dne

STUPEN DEN 2 DEN 3 DEN 4

A >4 blastomery | > 6 blastomer | Casteéna/kompaktni

fragmentace fragmentace morula
0-10% 0-10% fragmentace
0-10%

B >4 blastomery | > 6 blastomer | Casteéna/kompaktni
fragmentace fragmentace morula
10-25% 10 -25% fragmentace

C < 4 blastomery | 4-6 blastomer 10 — 25%
fragmentace fragmentace > 8 blastomer
0-10% 0-10% fragmentace

0-10%

D Neryhovana <4 blastomery | < 8 blastomer bez
embrya bez ohledu na ohledu na frag.
<4 blastomery | frag. > 8 blastomer
fragmentace 4-6 blastomer fragmentace
10— 25% fragmentace 10 — 25%.
embryo 10— 25% embryo
s fragmentaci embryo s fragmentaci nad
nad 25% s fragmentaci 25%

nad 25%
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Den 1 — 2PN stadium Den 2 — 4B stadium Den 3 — 8B stadium

Obr 17: Vyvoj embryi od 1. do 4. dne kultivace
(E. Blahovd, ReproGenesis, 2012)
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Hodnoceni embryi v priibéhu kultivace paty den

Tab. 2: Konsenzus hodnoticiho systému blastocyst (AlphaScientists, 2011)

Kvalita | Hodnoceni | Popis
Stadium vyvo-
je 1 casna blastocysta
2 blastocysta
3 expandovana blastocysta
4 hatchujici blastocysta
ICM 1 dobry vyrazny, snadno rozpoznatelny, zhusténé mnozstvi bunék
2 ptiméfeny |snadno rozpoznatelny, s mnoha bunkami volné seskupenymi
3 slaby obtizné rozeznatelny, velmi malo bunék
TE 1 dobry mnoho bunek formovaného kohezivniho epitelu
2 ptiméteny |mdlo bunék formovaného epitelu
3 slaby velmi malo bunéek

CB (¢asnd blastocysta)

- blastocel (tekutinou naplnéna dutina) je mensi nez ptlka velikosti embrya.

B (blastocysta)

- blastocel je stejny nebo vétsi nez pulka velikosti embrya.

EB (expandovana blastocysta)

- blastocel vypliuje celé embryo, dochazi k zvétseni embrya a ztenéeni zony pelucidy.

HB (hatchujici blastocysta)

- embryo jiz opousti obal zona pellucida

Blastocel rozdéli buiiky do dvou skupin:

- Inner cell mass (ICM, vnitini bunécénd masa) - zéklad vlastniho embrya

- Trophectoderm (TM, trofektoderm) — vyvoj extraembryonalnich struktur
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Den 5 - Casna blastocysta Den 5 - Blastocysta

Den 5 — Expandovana blasto- Den 5 — Hatchujici blastocysta

Obr. 18: Hodnoceni blastocyst dle stadia (E. Blahovd, ReproGenesis, 2013)

Hodnoceni ¢asosbérnych snimk

Analyza ziskanych obrazkt kazdého embrya byla provedena na externim pocitaci se
specialnim softwarem pro EmbryoViewer (UnisenseFertliTech, Dansko). Pomoci soft-
waru byl analyzovan obraz embrya se zdznamem vsech vyvojovych udalosti po ICSIL
Pii pouziti softwaru EmbryoViewer bylo stanovené piesné nacasovani bunééného déle-

ni a stanoveny dalsi parametry vyvoje:

82



- Cas déleni embrya do 2-bunééného stadia t2
- Cas déleni embrya do 3-bunééného stadia t3

- Cas déleni embrya do 5-bunécného stadia t5

Cas déleni byl definovan jako moment, kdy doslo ke kompletnimu rozdéleni bunék.
Znamena to, ze pii prvnim déleni byly dvé nové dcefiné bunky kompletné segregovany
a byla uzavfena jejich vlastni cytoplazmatickd membrana.

Rovnéz byly stanoveny casové proménné vztahujici se k bunénému déleni, dobé trvani
bunécného cyklu. Oznaceni cc2 (13 - t2), oznaceni ¢asu, kdy embryo setrvavalo

ve 2- bunécném stadiu k vydéleni do 3-bunécného stadia a s2 (t4 - t3) stadium
k synchronizaci obou blastomer na 4-buné¢éné embryo (obdobi, kdy embryo

z 3-bunécného stadia doséhlo 4-bunééného). Pro hledani potencidlnich markert pro
predikci kone¢ného procenta blastocyst, uspé€sné implantace a porodu, byly hodnoceny
casové proménné t2, t3, t5, cc2 a s2 a nasledné srovnany s doporu¢enym optimalnim

casovym rozpétim, které bylo navrzeno Meseguerem et al. (2011).

Optimdlni nacasovani dle Meseguera et al. (2011):
t2,24,3-27.9h

t3,35,4-40,3h

t5, 48,8 - 56,6 h

cc2,<119h

s2,<0,76 h

Morfokinetické kategorie

V ¢lanku Meseguer et al. (2011) vytvofil zaklad pro hierarchii klasifikace postupt pro
vybér zivotaschopnych embryi na zakladé morfokinetickych parametri, které jsou cha-
rakteristické v ¢asném embryonalnim vyvoji. Prvnim krokem je rozdéleni vSech hodno-
cenych embryi do ¢tyt kategorii s klesajicim implantacnim potencidlem od tfidy A po
ttidu D. Vybér byl priméarné hodnocen podle ¢asové proménné t5 a sekundarni promén-
né s2. V ptipad¢€, ze hodnota t5 byla v optiméalnim ¢asovém rozsahu (48,8 az 56,6 h),
embryo bylo hodnoceno jako A nebo B. V piipadé, ze hodnota t5 klesla mimo optimalni
rozsah, bylo embryo vyhodnoceno jako C nebo D. Pokud s2 byla v optimalnim rozsahu
(£0,76 h) bylo embryo hodnoceno jako A jestlize zaroven t5 bylo v optimalnim rozsahu

a C pokud t5 bylo mimo optimdlni rozsah. Stejn¢ tak pokud s2 > 0,76 h, embryo bylo
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hodnoceno jako B jestlize bylo t5 v optimalnim rozsahu a D jestlize t5 bylo mimo opti-
malni rozsah. Z této klasifikace se dd oCekavat, ze embrya s klasifikaci tfidy A budou
mit nejvyssi miru implantace, nejnizsi tfida D a sttednim hodnotam pfislusi tftida B a C

(viz obr 19).

Obr. 19: Hierarchicka klasifikace embryi

4.8 Transfer embryi

Transferovanano bylo jedno nebo dvé embrya, vzdy bylo pfihlédnuto k zdravotni
anamnéze, véku piijemkyné a pfani léceného paru. Dalsi embrya byla zmrazena pro
potencialni budouci transfer pomoci Standardni vitrifikaéni technologie (Cobo et al.,
2010). Hodnota B-hCG byla stanovena 14 dnt po ptenosu embra/-i. Klinické téhotenstvi
bylo potvrzeno pfitomnosti gestacniho vacku se srde¢ni akei pfi ultrazvukovém vyset-

feni po 8 tydnech te¢hotenstvi.
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5 VYSLEDKY

5.1 Analyza dat

Sledovana embrya byla rozdélena do dvou skupin podle parametru, zda se vyvinula 5.
den do stadia blastocysty nebo ne. Dale, zda se jednalo o blastocysty dobré nebo Spatné
kvality. Embrya, ktera dosahla stadia blastocysty, byla hodnocena, jak bylo popsano
vyse. Nasledné byla zhodnocena mira implantace a nasledného porodu. VSechny hodno-

ty byly statisticky zpracovany. Analyza dostupnych dat byla rozdélena do 4 skupin.

V prvni skupiné je ukdzdna grafickd analyza celého sledované¢ho souboru. Vzdy
nejdiive orientacni sloupcovy graf pro ur€eni normality, poté rozlozeni Casti vzhledem

k pfeddefinovanym hrani¢nim hodnotam.

Ve druhé skupiné je provedena analyza pro sledované koncové body - blastocysta,
GMB (blastocysta dobré kvality), implantace a zivé narozené déti - a Stanovované Casy.
Kazdy koncovy bod ma 2 mozné vystupy: 1 (pfitomnost) a 2 (neptfitomnost). Vzdy jsou
porovnavana nejprve redlna, namefend data a nasledné srovnédni s Casy V optimdlnim
rozmezi navrzené Meseguerem et al. (2011). K prvni skupiné analyz je pouzit Mann-
Whitney U-test a krabicové grafy, ke druhé, Fisher exact test a sloupcové grafy. Vzhle-
dem k tomu, ze se provadi vzdy vice testl najednou (konkrétné 5 pro 5 riiznych Casu),
bylo nutné pro signifikaci provést korekci na mnohonasobné srovndni. Byla pouzita
Bonferroniho korekce a hladina a = 0.05 sniZena na 0.05/5 (pocet test) = 0.01, za vy-

znamné lze povazovat ty testy, kde je p <0.01.

Ve tireti skupiné je uvedeno grafické vyjadieni procent jednotlivych vystupt (u implan-

tace a zivé narozenych déti) z celku a z poctu blastocyst (tj. blastocysta = 1).

Ve ¢tvrté skupiné je zhodnocena asociace hodnoceni vyvoje (4 skupiny A, B, C a D)
s jednotlivymi koncovymi body (blastocysta, GMB, BMB — blastocysta Spatné kvality,
implantace a zivé narozeni). K celkovému zhodnoceni byl pouzit Pearsontiv Xz-test, pii

signifikantnim vysledku (p < 0.01) byl dale nasledovan sérii Fisher exact testl
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pro zjisténi, mezi kterymi skupinami se nachazi rozdil. I zde je tieba pouzit Bonferroni-
ho korekci, protoze kazda série ma 6 testi, tak o = 0.05/6 = 0.0083, tedy za vyznamné
povazovat ty testy, kde p < 0.0083.

Z 83 transferovanych blastocyst se 39 uspésné implantovalo (potvrzeny gestacni vacek
se srde¢ni akci na ultrazvuku). Vysledné procento implantace bylo 47,0 %. Po Gspésné
implantaci pokra¢ovalo ve vyvoji, ktery byl ukonéen porodem donoseného ditéte, 30

embryi. Celkovy pocet zivé narozenych déti 36,1 %.

5.2 Hodnoceni sledovaného souboru

Hodnoceni celého souboru je zndzornéno graficky. Ke kazdé ¢asové proménné je vzdy
znazornén graf celého souboru a poté srovnadni jednotlivého procentualniho zastoupeni
embryi v preddefinovanych optimalnich ¢asech dle Meseguera et al. (2011), viz grafy 1
azs.

V grafickém znazornéni celého souboru (viz grafy 1 az 5) u danych ¢asovych promén-
nych je na ose x vyznacen Cas déleni embryi v Case t a na ose y procentualni zastoupeni
embryi. V grafickém znazornéni s konkrétni ¢asovou proménnou (viz grafy 6 az 15) je
na ose x vyznacen Cas déleni embryi a na ose y pocet embryi. Ve sledovaném souboru
embryi v Case t2 (Cas déleni embra do 2-bunééného stadia) bylo 81 % embryi
V optimalnim ¢asovém rozmezi (24,3 — 27,9 h), 17 % embryi se vyvijelo pomaleji a 1 %
embryi bylo ve svém vyvoji rychlejsi (viz graf 1). V souboru embryi v ¢ase t3 (Cas d¢-
leni embrya do 3-bunécného stadia) bylo 79 % embryi v optimalnim ¢asovém rozmezi
(35,4 — 40,3 h), 19 % embryi bylo ve svém vyvoji pomalejsi a 2 % embryi mély vyvoj
rychlejsi ve srovnani s optimalnim rozmezim (viz graf 2). Soubor embryi v Case t5 (Cas
déleni embrya do 5-bunééného stadia) byl zastoupen z 51 % v optimalnim ¢asovém
rozmezi, 13 % embryi bylo pomalejsi a 35 % embryi mélo rychlejsi vyvoj (viz graf 3).
V souboru embryi v ¢ase cc2 (oznaceni Casu, kdy embryo setrvavalo ve 2- bunécném
stadiu k vydéleni do 3-bunééného stadia) bylo 36 % embryi v optimdlnim ¢asovém
rozmezi (cc2 <11,9 h) a 64 % embryi melo vyvoj pomalejsi (viz graf 4). V souboru
embryi oznaCeny Casovou promeénnou s2 (oznaceni casu, kdy u embrya doslo
k synchronizaci obou blastomer na 4-bunécné embryo) bylo 73 % embryi v optimalnim

¢asovém rozmezi (52, <0,76 h) a 27 % embryi s pomalejsim vyvojem (viz graf 5).
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Graf 1: Analyza celého souboru v case t2 a procentudlni zastoupeni embryi v case t2

V optimalnim rozmezi.
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Graf 2: Analyza celého souboru v case t3 a procentudlni zastoupeni embryi v case t3

V optimdlnim rozmezi
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Graf 3: Analyza celého souboru v case t5 a procentudlni zastoupeni embryi v case t5

V optimdlnim rozmezi
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Graf 4: Analyza celého souboru v case Cc2 a procentudlni zastoupeni embryi v case CC2

V optimdlnim rozmezi
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Graf 5: Analyza celého souboru v case s2 a procentuadlni zastoupeni embryi v ¢ase S2

V optimdlnim rozmezi
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5.2.1 Stadium blastocysty (B), stadium blastocysty s dobrou morfologickou

kvalitou (GMB) - realné naméi'ené hodnoty

Byla provedena analyza ¢asti déleni embryi v zavislosti na vyvoji embryi do stadia blas-
tocysty a nésledné byla provedena vyssi selekce na skupinu hodnocenou jako blasto-
cysty dobré kvality (GMB - pouze blastocysty s dobie definovanym inner cell mass a
trophectoderm), tzn. embrya, ktera jsou nejvhodnéjsi k transferu po pétidenni kultivaci
v podminkach in vitro. U embryi, ktera se vyvinula do stadia blastocysty (B) a nasledné
do GMB byl statistickym hodnocenim u ¢asovych proménnych t2, t3, t5 a cc2 stanoven
rozdil v ¢ase déleni embryi. Embrya, kterd se dé¢lila rychleji, méla signifikantné vySsi
pocet blastocyst a nasledné¢ i GMB. U skupiny B byl ze vSech sledovanych ¢asovych
proménnych potvrzen statisticky vyznamny rozdil v casovych bodech t2, t3, t5 a cc2 ve
prospéch rychleji se delicich embryi, ve skupiné GMB byl ze vSech sledovanych ¢aso-
vych proménnych stanoven statisticky vyznamny rozdil ve vSech ¢asovych bodech (t2,
t3, t5, cc2 a s2). Po statistickém zhodnoceni naméfenych realnych ¢asti déleni embryi
lze usuzovat, Ze embrya s rychlejSim délenim méla vétsi Sanci dospét do stadia GMB

(viz tab. 3).
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Tab. 3: Statistické zhodnoceni redalnych casit déleni embryi do stadia B a GMB

BSC B (n =83) NoB (n=123) | P-value GMB (n=46)" |NoB(n=123) |P-value

t2 26,25 27,04 p <0.05 26,14 27,04 p <0.05
t3 38,09 39,1 p <0.05 38,06 39,1 p £0.05
t5 49,8 52,51 p <0.05 49,84 52,51 p <0.05
cc2 11,94 12,63 p <0.05 12,01 12,63 p <0.05
s2 0,58 0,67 NS 0,36 0,67 p <0.05

Uvedené hodnoty - median casu v hodinach
NS - neni statisticky signifikantni rozdil
! pouze blastocysty s dobre definovanym inner cell mass a trophectoderm
BSC (bunécné stadium cyklu), B (Blastocysta), NoB (nepritomnost stadia Blastocysty),
GMB (blastocysta dobré kvality)

Realné ¢asové hodnoty, které vedly k vyvoji embryi do stadia B a GMB, byly nasledné

porovnany a statisticky vyhodnoceny s jednotlivymi optimalnimi ¢asovymi proménny-

mi navienymi Metseguerem et al. (2011).

5.2.2 Stadium blastocysty (B) — srovnani realnych ¢asi S navrZenym optimalnim

rozmezim

Srovnani optimalnich ¢asovych proménnych s naméfenymi redlnymi hodnotami pro

blastocysty (B) bylo statisticky vyhodnoceno pro jednotlivé ¢asové body t2, t3, t5, cc2 a

s2 (viz grafy 6 az 10). V Casovych bodech t5 (viz tab. 6) a s2 (viz tab. 8) nebyla naleze-

na statisticky vyznamna shoda s navrzenymi optimalnimi proménnymi. Ze sledované¢ho

souboru lze tedy potvrdit shodu ve stanoveném optimalnim ¢asovém rozmezi navrzené

Meseguerem et al. (2011) v ¢asovych bodech t2, t3 a cc2 (viz tab. 4, 5 a 7) jako predikci

k vyvoji embrya do stadia blastocysty.
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Graf 6: Porovnani redalnych casu vs. optimalni rozmezi v case t2
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Tab. 4: Statistické vyhodnoceni redlnych casii vs. optimdlni rozmezi v case t2

Statistics: t2 fit(2) x blastocysta(2) (timing._pro_odeslan|
Statistic Chi-square | df | p
Yates Chi-square 9,680357 df=1 p=,0018¢
Fisher exact, one-tailed p=,0006(
two-tailed p=,0008
McNemar Chi-square (A/D) 18,7500(] df=1 p=,0000!
(B/C) 73,7244¢ df=1 p=,0000(

Graf 7: Porovndni realnych casii vs. optimdlni rozmezi v case t3

100%
90% -
80% -
70%
60% -

50% - MW blastocysta 1

A0% mblastocysta 0
30% -
20% -
10% -

0% -

13 fit mimo t3 fit v normé

91



Tab. 5: Statistické vyhodnoceni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v case t3

Statistic

Statistics: blastocysta(2) x t3 fit(2) (timing._pro_odeslan|

Chi-square | df | p

Yates Chi-square

Fisher exact, one-tailed

two-tailed

McNemar Chi-square (A/D)

(BIC)

10,9629¢ df=1 p=,0009:
p=,0003(
p=,0005(
12,2232: df=1 p=,0004]
63,07447 df=1 p=,0000(

Graf 8: Porovnani redalnych casu vs. optimalni rozmezi v case t5
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Tab. 6: Statistické vvhodnoceni redlnych casu vs. optimalni rozmezi v case t5

Statistic

Statistics: blastocysta(2) x t5 fit(2) (timing._pro_odesl an|

Chi-square | df | p

Yates Chi-square

Fisher exact, one-tailed

two-tailed

McNemar Chi-square (A/D)

(BIC)

2,17841¢ df=1 p=,1399¢
p=,0698
p=,1192¢
2,53508¢ df=1 p=,1113¢
4,79347¢ df=1 p=,0285]
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Graf 9: Porovnani redalnych casii vs. optimalni rozmezi v case CC2
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Tab. 7: Statistické vyhodnoceni redlnych casii vs. optimdlni rozmezi v ¢ase CC2

Statistics: blastocysta(2) x cc2 fit(2) (timing._pro_odedan|
Statistic Chi-square | df | p
Yates Chi-square 21,5572¢ df=1 p=,0000(
Fisher exact, one-tailed p=,0000¢(
two-tailed p=,0000(
McNemar Chi-square (A/D) 26,2042 df=1 p=,0000(
(B/C) 6,89062f df=1 p=,0086¢

Graf 10: Porovnani redlnych casii vs. optimalni rozmezi v ¢ase S2

100% —
90% -
80% -
70% -
60% -
50% - MW blastocysta 1
40% -

30% -

M blastocysta 0

20% -
10% -

0% -
s2 fit mimo s2 fitv normé

93



Tab. 8: Statistické vyhodnoceni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v ¢ase S2

Statistics: blastocysta(2) x s2 fit(2) (timing._pro_odeslanif
Statistic Chi-square | df | p
Yates Chi-square ,237245( df=1 p=,6262(
Fisher exact, one-tailed p=,31191
two-tailed p=,5293¢
McNemar Chi-square (A/D) 6,94444t df=1 p=,0084!
(B/C) 36,4224. df=1 p=,0000(

5.2.3 Stadium blastocysty s dobrou kvalitou (GMB) — srovnani ¢ast S navrZzenym

optimalnim rozmezim

Nasledné byl stejnym zpiisobem zhodnocen soubor GMB. Hodnoty, které vedly ke sta-
noveni poctu embryi, které se vyvinuly do stddia GMB, byly nasledné porovnany a sta-
tisticky vyhodnoceny s jednotlivymi optimalnimi ¢asovymi proménnymi stanovenymi
Metseguerem et al. (2011).

Srovnani proménnych s naméfenymi realnymi hodnotami pro blastocysty s dobrou kva-
litou (GMB), bylo statisticky vyhodnoceno pro jednotlivé ¢asové body t2, t3, t5, cc2 a
s2 (viz grafy 11 az 15). V Casovych bodech t5 a s2, nebyla nalezena statisticky vyznam-
na shoda s navrZzenymi optiméalnimi proménnymi (viz tab. 11 a 13). Ze sledovaného
souboru lze potvrdit shodu ve stanoveném optimalnim Casovém rozmezi navrzené
Meseguerem et al. (2011) pouze v ¢asovych bodech t2 a t3 (viz tab. 9 a 10) jako predik-
ci k vyvoji embrya do stadia blastocysty s dobrou kvalitou. Ve sledovaném souboru lze
tedy potvrdit shodu ve stanoveném optimalnim ¢asovém rozmezi navrzené Meseguerem
et al. (2011) v ¢asovych bodech t2, t3 jako predikci k vyvoji embrya do stadia blasto-
cysty.
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Graf 11: Porovndani redalnych casii vs. optimalni rozmezi v case t2
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Tab. 9: Statistické vyhodnoceni redlnych casii vs. optimdlni rozmezi v case t2

Statistics: GMB(2) x t2 fit(2) (timing._pro_odeslan|

Statistic Chi-square | df | p

Yates Chi-square 4,30763¢ df=1 p=,0379¢
Fisher exact, one-tailed p=,0137¢
two-tailed p=,0275¢
McNemar Chi-square (A/D) ,831168¢ df=1 p=,3619:
(B/C) 115,379¢ df=1 p=0,000(

Graf 12: Porovndni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v case t3
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Tab. 10: Statistické vyhodnoceni redalnych casii vs. optimalni rozmezi v case t3

Statistics: GMB(2) x t3 fit(2) (timing._pro_odeslan|

Statistic Chi-square | df | p

Yates Chi-square 7,03031%7 df=1 p=,0080!
Fisher exact, one-tailed p=,0021:
two-tailed p=,0039¢
McNemar Chi-square (A/D) 0,00000( df=1 p=1,000¢(
(B/C) 107,405( df=1 p=0,000(

Graf 13: Porovndni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v case t5
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Tab. 11: Statistické vyhodnoceni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v case t5

Statistics: GMB(2) x t5 fit(2) (timing._pro_odeslan|

Statistic Chi-square | df | p

Yates Chi-square 2,86009: df=1 p=,0908¢(
Fisher exact, one-tailed p=,0449¢
two-tailed p=,0679¢
McNemar Chi-square (A/D) 25,8053 df=1 p=,0000¢(
(B/C) 36,1720« df=1 p=,0000(
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Graf 14: Porovndni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v ¢ase CC2
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Tab. 12: Statistické vvhodnoceni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v case €C2

Statistics: GMB(2) x cc2 fit(2) (timing._pro_odeslani]

Statistic Chi-square | df | p

Yates Chi-square 3,19612¢ df=1 p=,0738!
Fisher exact, one-tailed p=,0388:
two-tailed p=,0660¢
McNemar Chi-square (A/D) 70,1021¢ =1 p=,0000(
(B/C) 2,84058(] df=1 p=,0919

Graf 15: Porovnani redlnych casii vs. optimalni rozmezi v ¢ase S2
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Tab. 13: Statistické vyhodnoceni redalnych casu vs. optimalni rozmezi v case S2

Statistics: GMB(2) x 2 fit(2) (timing._pro_odeslani]
Statistic Chi-square | df | p
Yates Chi-square ,210945( df=1 p=,6460:
Fisher exact, one-tailed p=,3277:
two-tailed p=,5788"
McNemar Chi-square (A/D) 1,23456¢ df=1 p=,2665:
(B/C) 83,2320( df=1 p=0,000¢(

5.2.4 Implantace embryi

Po transferu embryi do délohy Zeny piijemkyné, a nasledné implantaci embryi byly opét
statisticky vyhodnoceny jednotlivé realné ¢asové proménné (viz grafy 16 az 20). Jako
vhodny indikétor k Gispésné implantaci embryi se jevi ¢asy oznacené t2, t3 a cc2, kde
signifikantné¢ rychlejsi ¢as déleni embryi vedl k vyssi imlantaci (viz tab. 14). Po srovna-
ni S navrzenymi optimalnimi ¢asovymi hodnotami Ize potvrdit shodu v ¢asovych bo-
dech t3 a t5 (viz grafy 17 a 18) jako moznou predikci k Gispé$né implantaci embryi.
Hodnota t5 se vSak ve statistickém hodnoceni redlnych casovych hodnot ve sledovaném

souboru jevi jako statisticky nevyznamna (viz tab. 14).

Graf 16: Implantace embryi v redlném case t2
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Graf 17:

3
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Graf 19: Implantace embryi v redlném case cC2
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Graf 20: Implantace embryi v redlném case S2
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Tabulka 14: Statistické zhodnocent implantace V realnych casech

Mann-Whitney U Test (w/ continuity correction) (timing._pro_odeslani)

By variable implantace (ano -1, ne - 0)

Marked tests are significant at p <,05000

Rank Sum Rank Sum u Z p-value Z p-value Valid N Valid N

variable Group 1 Group 2 adjusted Group 1 Group 2
t2 2914,500 18406,50 2134500/ -3,34591  0,000820 -3,34758  0,000815 39 167
t3 3104,500 18216,50, 2324,500/ -2,77906  0,005452 -2,77987  0,005438 39 167
t5 3440,000 17881,000 2660,0000 -1,77812 0,075385 -1,77886  0,075264 39 167
cc2 (3 - t2) 2888,000 18433,000 2108,000/ -3,42497 0,000615 -3,42947  0,000605 39 167
52 (4 - 13) 3598,000 17723,000 2818,0000 -1,30674 0,191302 -1,31071  0,189956 39 167

Graf 21: Porovndni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v case t2

100% -

90%
80% -
70%
60% |
50%

W implantace 1
0% -
30%
20%
10% -
0%

W implantace 0

12 fit mimo 12 fit v normé

Tab. 15: Statistické vyhodnoceni redalnych casii vs. optimalni rozmezi v case t2

Statistics: implantace (ano -1, ne - 0)(2) x t2 fit(2) (timing._pro_odeslani) |
Statistic Chi-square | df | p
Yates Chi-square ,4860950 df=1  p=,48567
Fisher exact, one-tailed p=,24838
two-tailed p=,48773
McNemar Chi-square (A/D) ,0151515  df=1  p=,90203
(B/C) 118,8643 df=1  p=0,0000
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Graf 22: Porovndani realnych casii vs. optimalni rozmezi v case t3

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% —
30% -
20% -
10% -

0% -

W implantace 1

mimplantace 0

13 fit mimo 13 fit vnormé

Tab. 16: Statistické vyhodnoceni redalnych casii vs. optimalni rozmezi v case t3

Statistics: implantace (ano -1, ne - 0)(2) x t3 fit(2) (timing._pro_odeslani)

Statistic Chi-square | df | p

Yates Chi-square 4,667548, df=1 p=,03074
Fisher exact, one-tailed p=,01072
two-tailed p=,01739
McNemar Chi-square (A/D) 3205128 df=1 p=,57130
(B/C) 114,3828 df=1 p=0,0000

Graf 23: Porovndni redlnych casit vs. optimalni rozmezi v case t5
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Tab. 17: Statistické vyhodnoceni redalnych casii vs. optimalni rozmezi v case t5

Statistics: implantace (ano -1, ne - 0

(2) x t5 fit(2) (timing._pro_odeslani)

Chi-square |

df |

Statistic p

Yates Chi-square 5,548866| df=1 p=,01849
Fisher exact, one-tailed p=,00878
two-tailed p=,01288
McNemar Chi-square (A/D) 32,07759, df=1  p=,00000
(B/C) 46,94444  df=1/ p=,00000

Graf 24: Porovndni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v ¢ase CC2
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Tab. 18: Statistické vyhodnoceni redalnych casii vs. optimdlni rozmezi v ¢ase CC2

Statistics: implantace (ano -1, ne -0

(2) x cc2 fit(2) (timing._pro_odeslani)

Chi-square |

df |

Statistic p

Yates Chi-square 1,321890 df=1 p=,25025
Fisher exact, one-tailed p=,12596
two-tailed p=,17977
McNemar Chi-square (A/D) 81,06618 df=1  p=0,0000
(B/C) 6,300000 df=1 p=,01207
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Graf 25: Porovndni redlnych casii vs. optimalni rozmezi v ¢ase S2

100% -~

90%

80%
70%

60% -

50% -

40% -~

30%

20%
10% -

0% -
52 fit mimo

s2 fit v normé

mimplantace 1

W implantace 0

Tab. 19: Statistické vvhodnoceni redlnych casu vs. optimalni rozmezi v case S2

(2) x s2 fit(2) (timing._pro_odeslani)

Statistics: implantace (ano -1, ne - 0
Statistic Chi-square | df | p
Yates Chi-square ,0134069  df=1| p=,90782
Fisher exact, one-tailed p=,53867
two-tailed p=1,0000
McNemar Chi-square (A/D) 3,905406 df=1 p=,04813
(B/C) 90,00758 df=1 p=0,0000

5.2.5 Porod Zivého ditéte (ZDN)

Embrya, ktera se uspésné implantovala, byla zhodnocena po uplynuti doby gravidity

Vv zavislosti na porodu Zivého ditéte. Po statistickém zhodnoceni redlnych casovych

proménnych se jako statisticky vyznamny jevi casovy bod cc2 (viz tab. 20).

V nasledném srovnani s navrzenymi optimalnimi ¢asovymi proménnymi je zde statis-

ticky vyznamna shoda jen v ¢asovém bod¢ t5 (viz graf 26 a tab. 21), ktera se vSak ve

statistickém hodnoceni redlnych ¢asovych hodnot ve sledovaném souboru jevi jako sta-

tisticky nevyznamna.
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Tab. 20: Statistické zhodnoceni porodu zivého ditéte V redlnych casech

Mann-Whitney U Test (w/ continuity correction) (timing._pro_odeslani)

By variable ZND (ano - 1, ne - 0)

Marked tests are significant at p <,05000

Rank Sum Rank Sum u | z | p-value z | p-value Valid N Valid N

variable Group 1 Group 2 adjusted Group 1 Group 2
t2 2607,500 18713,50 2142,500 -1,64682  0,099597 -1,64764  0,099428 30 176
t3 2638,500 18682,50 2173,500 -1,54410  0,122566 -1,54455  0,122457 30 176
t5 2872,500 18448,50  2407,500 -0,76873  0,442051 -0,76905 0,441862 30 176
cc2 (13 - t2) 2343,000 18978,00 1878,000 -2,52324, 0,011628 -2,52656, 0,011519 30 176
s2 (14 - t3) 2677,500 18643,50 2212,500 -1,41487 0,157108 -1,41917  0,155850 30 176

Graf 26: Porovndni redalnych casii vs. optimalni rozmezi v case t5
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Tab. 21: Statistické vyhodnoceni realnych casii vs. optimalni rozmezi v ¢ase t5

Statistics: ZND (ano - 1, ne - 0)(2) x t5 fit(2) (timing._pro_odeslani) |
Statistic Chi-square | df | p
Yates Chi-square 10,51986) df=1 p=,00118
Fisher exact, one-tailed p=,00044
two-tailed p=,00063
McNemar Chi-square (A/D) 41,17647 df=1| p=,00000
(B/C) 62,94253 df=1  p=,00000

5.2.6 Zavérecné zhodnoceni celého souboru realnych ¢asi a srovnani s navrZzenymi

optimalnimi rozmezimi

Ve sledovaném souboru se jako statisticky vyznamny indikator K predikci vybéru
»top“‘embrya jevi ¢asovd promeénna cc2 - oznaceni Casu, kdy embryo setrvavalo ve 2-
buné&¢ném stadiu k vydéleni do 3-buné¢ného stadia, (viz tab. 22). Za optimalni ¢as cc2

stanoveny na zakladé¢ méfeni redlnych Casovych proménnych, v zavislosti na vyvoji
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embrya do stadia GMB (nejvhodngjsi stadium k transferu po pétidenni kultivaci in vit-
ro), implantaci a porod zivého ditéte byl stanoven cas déleni v rozmezi: 11,6 az 12,01

hodin od oplozeni vajicka.

Tab. 22: Stanoveni optimalni casové proménné

RH / statisticka vyznamnost OH vs. RH/ statisticka shoda
B 12, t3, t5, cc2 12,13, cc2
GMB t2,t3, 15, cc2, s2 2, 13
Implantace |[t2,t3, cc2 13, t5
Porod cc2 t5

RH - realné hodnoty

OH vs. RH - optimalni hodnoty versus realné hodnoty
B — Blastocysta

GMB — Blastocysta dobré kvality

5.2.7 Hodnoceni embryi na zakladé hierarchické klasifikace

Embrya ve stddiu blastocysty byla rozdélena do ctyt kategorii od tfidy A po tfidu D.
Hierarchicka klasifikace byla kromé& morfologické kvality embryi stanovena i na zakla-
dé¢ casovych proménnych dle Meseguera et al. (2011), ktery navrhl optimalni ¢asové
rozmezi. Vybér byl primarné¢ hodnocen podle casové proménné t5 a sekundarni pro-
meénné s2. V ptipadé, Ze hodnota t5 byla v optimalnim ¢asovém rozsahu (48,8 az 56,6
h), embryo bylo hodnoceno jako A nebo B. V piipadé, ze hodnota t5 klesla mimo opti-
malni rozsah, bylo embryo vyhodnoceno jako C nebo D. Pokud s2 byla v optimalnim
rozsahu (< 0,76 h) bylo embryo hodnoceno jako A, jestlize zaroven t5 bylo
V optimalnim rozsahu a C pokud t5 bylo mimo optimalni rozsah. Stejné tak pokud

s2 > 0,76 h, embryo bylo hodnoceno jako B jestlize bylo t5 v optimalnim rozsahu a D
jestlize t5 bylo mimo optimalni rozsah. Z této klasifikace se da ocCekavat, ze embrya
s klasifikaci tfidy A budou mit nejvyssi miru implantace, nejnizsi tiida D a stfednim
hodnotam pfislusi tifida B a C (viz obr. 19, str. 78). Vysledné rozdé€leni embryi, bylo
stanoveno, kromé Casu 1 na zédkladé morfologické kvality.

Do souboru byly zafazeny jen embrya, ktera se dé¢lila do stadia blastocysty a nasledné
byla transferovdna, aby mohla byt porovnana hierarchickd klasifikace embryi s Zivé
narozenym ditétem (ZDN). Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 23. Z celkového poétu
blastocyst bylo 57,5 % kvality A, 53,3 % kvality B, 31,6 % kvality C a 22,2 % kvality
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D. U skupiny A bylo 78,3 % embryi GMB, které vedly k porodu zivého ditéte. U em-
bryi BMB to bylo 13 %. U skupiny B bylo 62,5 % embryi GMB, které dospély
k porodu Zivého ditéte, u skupiny BMB to bylo 25 %. Skupina C, zde bylo 33,3 % em-

bryi GMB, které vedly k porodu Zivého ditéte a zadné embryo BMB. U skupiny D zad-

na z transferovanych blastocyst nevedla k porodu zivého ditéte. Na zaklad¢ zjisténi,

které vedlo Meseguera et al. (2011) k nastaveni hodnoceni hierarchické klasifikace em-

bryi, 1ze jednoznaéné potvrdit stejny zavér, a to, Ze vysledna embrya S klasifikaci téidy

A méla nejvyssi miru implantace, resp. porodu zivého ditéte, tfida B byla v této praci

hodnocena velmi dobfe jako skupina A. Naopak skupina C jiz vykazovala nizké hodno-

ty a ve skupiné D nebyl zaznamenan zadny porod zivého ditcte.

Tab. 23: Hierarchicka klasifikace embryi v zavislosti na porodu zivého ditéte

TIB% (n=39) | TZDNzGMB % (n = 25) TZND z BMB % (n = 5) TZND % (n = 30)
A 57,5 (23) 78,3 (18) 13,0 (3) 91,3 % ( 21)
B 53,3 (8) 62,5 (5) 25,0 (2) 87,5 % (7)
C 31,6 (6) 33,3(2) 0 (0) 33,3%(2)
D 22,2 (2) 0(0) 0(0) 0% (0)

TIB - celkovy pocet blastocyst
TZDN z GMB - celkovy pocet zivé narozenych déti z blastocyst dobré kvality
TZDN z BMB - celkovy pocet Zivé narozenych déti z blastocyst Spatné kvality
TZND - celkovy pocet Zivé narozenych déti
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6 DISKUZE

Jiz od prvopocatku oplodnéni lidského vajicka in vitro byla snaha o pozorovani vyvoje
embrya v laboratornich podminkach. Pochopit zakonitosti vyvoje a stanovit parametry
pro spravny vybér embrya pro nasledny pienos do délohy Zeny.

Pocatecni pozorovani oplodnéni lidského vajicka a rany vyvoj embrya prostiednictvim
Casosbérné mikroskopie byly uvedeny McKiernanem et al. (1994), Paynem et al. (1997)
a o nékolik let pozd¢ji Lemmenem et al. (2008) a Hestersem et al. (2008). Pro vybér
nejvhodnéjsiho embrya bylo stanoveno i morfologické skore (Fisch et al. 2001; Langley
et al. 2001).

Ve své praci jsem se zaméfila na metodu kontinudlniho sledovani vyvoje embryi
v podminkach in vitro za pomoci time-laps mikroskopie. Tato pomérné nova metoda je
jiz rutin€ vyuzivana v ptednich IVF laboratofich po celém svété. Umoziiuje s pomérné
vysokou spolehlivosti vybrat vhodna embrya k transferu a nabizi novou fadu pfileZitosti
ke studiu bunééného déleni raného embrya. Tuto teorii potvrzuji i zahrani¢ni studie.
Nakahara et al. (2010) i Basile a Meseguer (2012) uvadi, Ze pouziti metody time-lapse
mikroskopie pro studium vyvoje embryi se v poslednich letech, jevi jako velmi dobry
zpusob pro vybér vhodného embrya k transferu v klinické embryologii.

V prezentované disertaéni praci byly v souvislosti s t¢émito poznatky a vyuzitim time-
lapse mikroskopie porovnany vyznamné ¢asové proménné ve vyvoji embryi a srovnany
s vysledky soucasnych védeckych praci, zabyvajici se kontinudlnim monitoringem em-
brya v zavislosti na ¢ase déleni.

Prvni ¢asovou proménnou bylo hodnoceni ¢asného embryonalniho déleni, které je defi-
novano jako €asné déleni bunék embrya do 2-bunécného stadia v ¢asovém rozpéti 25 -
27 hodin po ICSI. Po zhodnoceni ¢asového potencialu vyvoje embryi se nabizi zaver, ze
casné déleni embryi v této fazi jednoznacné poukazuje na dobrou progndzu vyvoje em-
brya do stadia kvalitni blastocysty, ale neni spolehlivym ukazatelem nasledného tého-
tenstvi. Dé€leni embrya do 2-bunécného stadia a jeho vliv na téhotenstvi byl poprvé
zvefejnén tymem Edwardse (Edwards et al., 1984). Mnoho studii nasledné pouzilo tento
koncept jako zaklad svych praci (Shoukir et al., 1997; Sakkas et al., 1998, 2001; Bos-
Mikich et al., 2001; Lundinet al., 2001; Salumetset al., 2001; Fenwicket al.,
2002; Tsai et al., 2002; Ciray et al., 2006). Ze zavéra téchto praci vyplyva, ze pienos

vvvvv
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srovnani s transfery embryi, kterd méla pomalejsi vyvoj. S timto zavérem po zhodnoce-
ni své prace nemohu jednoznaéné souhlasit, protoze prvni ¢asné déleni embrya se ne-
prokazalo jako spolehlivy ukazatel dobré implantace a nasledného téhotenstvi. Jako
mozny rozpor ve vysledcich téchto studii je skutecnost, ze byla vétSinou transferovana
embrya po dvou nebo tfidenni kultivaci. V soucasné dobé jsou jiz embrya ve vétSiné
laboratofi kultivovana in vitro pét az Sest dni do stadia blastocysty. Diky modernéjsimu
pfistrojovému vybaveni laboratofe, které umoznuje kontinualni monitoring embryi, je
mozné jak detailnéjsi pozorovani vyvoje embryi, tak i moznost sledovani dalSich ¢aso-
vych proménnych, které maji daleko vétsi prediktivni hodnotu. Celkové se diky pro-
dlouzené kultivaci embryi do stadia blastocysty vyrazné zvysilo i procento Gispésnosti
1écby.

Mnou zjisténa data poukazuji na skutecnost, Ze embrya, ktera se v pocatcich vyvoje déli
rychleji, maji vyrazn¢ vyssi Sanci dal§iho rozvoje do 5. dne kultivace ve srovnani
s embryi s pomalej$im vyvojem. V praci bylo prokazano, ze zivotaschopnost embryi a
potencial rustu do stadia blastocysty, je spojen s pfesné ¢asové regulovanymi sledy bu-
néénych déja, které maji pocatek v okamziku oplozeni. Tento zavér byl prezentovan i
v pracich Shoukira et al. (1997), Sakkase et al. (1998, 2001), Bos-Mikicha et al. (2001),
Salumetse et al. (2001), Fenwicka et al. (2002), Tsaie et al. (2002), Ciraye et al.
(2006).

Nicméng, ve vySe uvedenych studiich bylo v mnoha pfipadech transferovano vice nez
jedno embryo a v mnoha kombinacich, kdy byla transferovana embrya s rychlejsim i
pomalejsim délenim spoleéné. Bylo tedy velmi obtizné stanovit, zda Casné d€leni na
pocatku vyvoje embrya jednoznacné vede k vysSsi implantaci.

Ve své praci jsem porovnavala vysledky transfert, kdy byla pfenesena vyhradné rychle
se délici embrya se skupinou, kde byla transferovana embrya s pomalej$im vyvojem. Ve
skuping, kde se transferovala embrya s rychlejSim d€lenim, byl vyznamné vyssi pocet
téhotenstvi ve srovnadni se skupinou pomaleji se délicich embryi. Rychlejsi vyvoj em-
brya do stadia blastocysty vyrazné zvysil pocet klinickych te€hotenstvi a snizil pocet
potratll ve srovnani se skupinou pomalejSich embryi. Ke stejnému zavéru dospél i Van
Montfoort et al. (2004) ve své praci. Embrya s rychlej$im vyvojovym potencialem, kte-
ra dospéla do stadia blastocysty, dosahovala prokazatelné vyssi miry klinickych tého-
tenstvi a také byl potvrzen niZsi pocet potrati.

Cas prvniho déleni byl rozsahle zkouméan v mnoha studiich a je jiz vieobecné vniman

jako dobry ukazatel vyvojového potencialu embryi, a Vv piipadé vybéru vhodného em-
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brya je vzdy upiednostnéno to, které se déli rychleji nez to, které méa pomalejsi vyvoj
(Lundin et al., 2001; Giorgetti et al., 2007; Terriou et al., 2007). V prezentovaném sou-
boru byl cas rychlého prvniho déleni prokazan jako dobry, resp. spolehlivy ukazatel
vyvojového potencidlu embrya a se zavérem, Ze jsou upiednostnéna k prenosu ta em-
brya, ktera se dé¢li rychleji, Ize z vysledku naméfenych ¢asti souhlasit.

Cilem kliniky ReproGenesis, z které je muj prezentovany soubor, je transferovat jen
jedno ,,top* embryo, aby bylo zabranéno nezddoucimu vice¢etnému té€hotenstvi a s tim
souvisejicimi téhotenskymi komplikacemi s pfed¢asnym porodem nedonoSenych déti.
Tento trend je patrny ve vétsiné Evropskych IVF klinik zamétujicich se na snizeni poctu
vicecetného téhotenstvi po 1€cbé pomoci asistované reprodukce, S cilem transferovat jen
jedno embryo (Van Royen et al., 1999). Sledovany soubor disertacni prace zahrnuje
embrya, ktera byla kultivovana do 5. dne v podminkach in vitro, tak aby bylo mozné
zhodnotit vyvojovy potencial embrya a jeho morfologickou kvalitu s vétsi piesnosti. Ke
stejnému postupu jiz smétuje vétsina klinik a své vysledky z pétidenni kultivace prezen-
tuje i v odbornych studiich. Kultivace embryi pouze do 3. dne s naslednym transferem,
nemusi vypovidat o jejich kvalité s dostate¢nymi informacemi o vyvojovém potencidlu
(Racowsky et al., 2000; Luna et al., 2008; Milki et al., 2000; Gardner et al., 2004; Kall-
en et al., 2010; Sills et al., 2010; Dal Canto et al., 2012). Pétidenni kultivace embryi do
stddia blastocysty pfindsi fadu potencialnich vyhod oproti tradi¢ni zkrdcené kultivaci.
Diky prodlouzené kultivaci je mozné vyselektovat embrya, ktera jsou nezivotaschopna a
zabranit tak transferu téchto embryi. Ze zavéru disertacni prace mohu jednoznacné po-
tvrdit, Ze prodlouZena kultivace je zptsob, kterym se d& zvysit mira implantace a zlepsSit
vysledky reprodukce. Tuto teorii potvrzuji ve své praci i Mercader et al. (2003) a Gard-
ner et al. (2002; 2004).

V posledni dobé byly publikovany dvé prace (Ajduk et al., 2011; Swann et al., 2012),
ve kterych byly zkoumany cytoplazmatické pohyby vyvolané vstupem spermii, dyna-
miky tvaru zygoty a funkci cytoskeletu s cilem zjistit, zda dynamika téchto pohybti ma-
Ze byt pouzita jako predikce dobrého vyvoje. Diky neinvazivnimu kontinualnimu moni-
toringu, v kombinaci se zobrazovaci velocitometrickou analyzou cytoplazmatickych
déju po fertilizaci, bylo mozné popsat strukturu cytoplazmatickych pohybt a predikovat
preimplanta¢ni kvalitu vyvoje embrya (Hardarson et al., 2002). Tento postup ale neni
Vv klinické praxi pouzivan pro nutnost invazivniho vstupu do embrya. Jako neinvazivni
se Vv klinické praxi vyuziva, pravé monitorovaciho systému time-lapse, ktery umoziuje

ptredvidat vyvojovy potencial déleni embrya (Pribenszky et al., 2010 a, b). Pokud jde o
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vyvojovy potencidl, bylo prokdzano, ze time-lapse na mysich embryich, odhalil pfi vy-
voji nékteré dulezité udalosti se silnou prediktivni hodnotou. Wong et al. (2010), pre-
zentoval analyzu time-lapse na stovce rozmrazenych zygot, u kterych hodnotil ca-
sosbérné snimani vyvoje embryi v pribéhu vyvoje do stadia blastocysty. Vysledky
predlozené disertacni prace se ponékud lisi od zavéru Wonga et al. (2010), ktery pied-
vidal schopnost embrya vyvinout se do stddia blastocysty pomoci tii morfokinetickych
parametrii: (i) délka druhého bunécného cyklu (doba trvani z faze 2-bunék, faze cc2);
(i1) synchronizace druhého a tfetiho bunécného déleni (doba do 3-bunécného stadia,
faze s2); a (iii) doba trvani druhého bunécného déleni (tj. cytokineze vedouci ke vzniku
dvou dcetinych bun¢k, faze t2). Tato prezentovand studie (Wong et al., 2010) nalezla
vyznamny statisticky rozdil u hodnot cc2 a s2 mezi embryi, ktera se vyvinula do stadia
blastocysty a témi, ktera se nevyvinula. Tyto zavery ve své praci nemohu jednoznaéné
potvrdit. Pro hodnotu cc2 se ve sledovaném souboru podafilo najit vyznamny rozdil
mezi embryi, ktera se vyvinula do stadia blastocysty s dobrou morfologickou kvalitou a
embryi, kterd se do stddia blastocysty nedostala. V tomto bod¢ je mozné se zavérem
Wonga et al. (2010) souhlasit. Ale hodnota s2 nevykazovala v mém sledovaném soubo-
ru vuvedeném parametru statisticky vyznamny rozdil. Mozné vysvétleni pro rozpor
Vv prezentované praci Wonga et al. (2010) mize byt takové, Ze zkoumali omezeny pocet
kryokonzervovanych embryi darovanych védég, ktera se mohou liSit od cerstvych em-
bryi, kterd jsou pouzivana Vv klinické praxi. Wong et al. (2010) nepiedlozil zadné infor-
mace o morfologické kvalité blastocyst, takze pfimé srovnani v tomto piipad¢ nelze
provést. Naopak v této prezentované disertacni praci byla do hodnoceni zahrnuta jen
embrya s prokazatelnou morfologickou kvalitou a verifikovanou implantaci.

Vyznamné rozdily v cc2 byly dfive prezentovany Meseguerem et al. (2011) pro embrya
s dobrym implanta¢nim potencialem a embrya u kterych doslo k selhani implantace. Na
zakladé vysledki uvedenych v disertaéni praci lze potvrdit zavér Meseguera et al.
(2011), Ze morfokineticky parametr cc2 je dulezitym ukazatelem vyvojem embrya do
stadia blastocysty s dobrou morfologickou kvalitou a dobrym implanta¢nim potencia-
lem.

V pracich Meseguera et al. (2010) a Hashimota et al. (2012) bylo potvrzeno, Ze kinetika
déleni embryi pomoci time-lapse mikroskopie, muze byt pouzita jako nastroj
k predvidani vyvoje a kvality blastocysty. Sledovanim 80 embryi autofi zjistili, ze
Vv ptipad¢, Ze doba prechodu mezi 3 az 4-bunéénym stadiem vyvoje, stejné jako 5 az 8-
bunéénym stadiem byla krat$i, embrya dosahla Casté&ji stadia blastocysty s dobrou kvali-
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tou. Nicméné podobné jako ve vySe popsaném piipadé, vliv téchto idajli je omezen tim,
ze embrya zahrnuta do studie byla z kryokonzervovaného materialu a nebyla vybrana
k pfenosu. Data ukazuji, Zze vyvoj se nevztahuje jen na rychlost déleni, ale i na morfolo-
gii blastocysty. Dobra morfologie blastocysty koreluje s lepsi synchronizaci bunééného
déleni oproti embryim, kterd byla definovand jako blastocysty se Spatnou morfologii
(Cruz et al., 2012). Tento zavér je mozné potvrdit i zjisténim v predkladané disertacni
praci.

Tradi¢ni morfologické hodnoceni bylo zalozeno na hodnoceni morfologie embrya
(Cummins et al., 1986), které bylo postupem ¢asu rozsifeno o pozorovani vyvoje em-
brya v zavislosti na Case, stadiu a kvalité. Rozhodujicim momentem je den embry-
otransferu (Rehman et al., 2007). Kontinualnim monitoringem embryi byla odstranéna
nutnost Castého kontrolovani embryi mimo kultivaéni box, coz bylo naro¢né nejen ca-
sov¢ a personalné, ale zvySoval se i stres embrya pfi manipulaci mimo kultiva¢ni box.
Automaticky kontinudlni monitoring poskytuje mnozstvi informaci o dynamice déleni
embrya. Na zdklad¢ téchto skutecnosti je mozné identifikovat optimélni interval pro
kazdy kineticky parametr tak, aby bylo mozné jiz pfi ¢asném d¢€leni spolehlivé urcit
,»top* embryo vhodné k transferu.

Dalsi studie dospély ke stejnym zaveérim, tzn. pozitivni vztah mezi kinetikou embrya a
schopnost vyvoje do stadia blastocysty (Arav et al., 2008; Gonzales et al., 1995). Ne-
davna studie Meseguera et al. (2011) zkoumala vztah mezi morfokinetickymi parametry
charakterizujici vyvoj embryi a naslednou implantaci. U 247 embryi, ktera byla transfe-
rovana 3. den kultivace po metodé ICSI, nalezli autofi nékolik vyznamnych rozdilti me-
zi morfokinetickymi parametry a implantaci embryi oproti tém, ktera se neimplantovala.
Na zéklad¢ téchto zjisténi navrhli hierarchicky model vybéru embryi zalozeny na: (i)
primarni kritéria: nacasovani déleni na 5 bunék, t5 ; (ii) sekundarni kritéria: synchronni
déleni 2 az 4 bunky, s2 ; a (iii) terciarni kritéria: trvani druhého bunééného cyklu, cc2.
Tato studie méla za cil vyhodnotit navrhovanou hierarchii kritérii vybéru embryi. Pred-
poveédét vznik blastocysty a naslednou etapu implantace. Navrzené parametry byly vyu-
zity 1 v disertacni praci. Na zaklad¢ nasich vysledkil je mozné potvrdit, ze uvedeny hie-
rarchicky model umoziiuje vybrat embrya s vyssi mirou implantace.

Nicméné uspéSna implantace zahrnuje i jiné aspekty, a to zejména uspesnou aktivaci
embryonalniho genomu. Tato skute¢nost miize znamenat, Ze morfokinetické parametry
ptedpovidajici tvorbu blastocysty se mohou liSit od téch, které predpovidaji tispéSnou

implantaci. Pfedlozené vysledky ukazuji, ze vétSina embryi, kterd prosla délenim
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Vv ramci navrhovaného optimalniho ¢asového intervalu pro implantaci, dosahlo stadia
blastocysty. Zejména pro hodnoty t3, t5, s2 a cc2. Dalsi vyznamné rozdily byly pozoro-
vany v t5. Coz v predchozim pozorovani potvrdil Meseguer et al. (2011), ktery popsal
t5 jako nejlepsi indikator implanta¢niho potencialu. Dospél k zaveru, Zze embrya s t5 od
48,8 do 56,6 h maji nejen vyssi implantacni potencidl, ale také vyssi pravdépodobnost
vyvoje do stadia blastocysty. Tato skutecnost nebyla v mém sledovaném souboru potvr-
zena. Diky statistickému zhodnoceni 1ze potvrdit vyznamnost ¢asu t5 pro vyssi pravdé-
podobnost vyvoje embrya do stadia blastocysty, ale nebyla zde prokazana shoda pro
tento Cas jako vhodného indikatoru k vyssi mife implantace. Po statistickém zhodnoceni
(< 11,9 h). Rozdilny vysledek miize mit ptic¢inu v pouzitych kultiva¢nich médiich, jiném
managementu laboratofe i ve zvoleném sledovaném souboru. K tomuto zavéru se kloni i
vysledek nové studie z roku 2015 (Basile et al.), cilem studie bylo ovéfit spolehlivost
navrhovanych algoritmti Meseguerem et al. (2011). Data byla shromazdéna ze ¢tyt raz-
nych klinik, rozdélena do dvou fazi, v prvni byly stanoveny vhodné parametry pro pre-
dikci kvalitniho embrya. V druhé byly tyto vysledky srovnany na jiné skupiné pacientt.
Pti srovnani vSech proménnych jako robustni ukazatel vysla hodnota t3. Rozdilny vy-
sledek je pfic¢itan sbérem dat s vice laboratoii a zapojeni vice nez 40 embryologa, tzn. je
zde véEtsi variabilita postupd, ktera mize vést k nestejnym vysledkiim. Stanoveni vhod-
nych morfokinetickych parametri, které povedou k vy$si mife implantace a porodu nel-
ze pravdépodobné vztahnout pausalné pro vSechny IVF laboratofe, ale je tfeba je na
zaklad¢ vysledkd nastavit individualné. K podobnému zévéru dospél v nejnovejsi praci
z letosniho roku i Kirkegaard et al. (2016).

Casné déleni je velmi dobrym ukazatelem vyvojové kompetence v porovnani s pozdé se
délici zygotou (Ziebe et al., 1997; Lundin et al., 2001; Salumets et al., 2003; Van Mont-
foort et al., 2004). Tyto studie skuteéné pozorovaly vyssi podil blastocyst s dobrou mor-
fologii z embryi s asnym d¢lenim. Dle Van Blerkoma (1997) nelze ptedpokladat, ze
dalsi faktory. Tato skute¢nost podporuje myslenku ¢asového okna pro vSechna bunééna
déleni. Van Blerkom srovnava rychlost vyvoje embrya od zygoty po blastocystu. Pro
vyhodnoceni byla rychlost déleni rozdélena do skupin podle morfokinetického vyvoje.
Nejvyssi pocet blastocyt s kvalitni morfologii se nachazelo v morfokinetické tfidé A.

Postupné nastaval pokles jak vyvojového stadia, tak i morfologické kvality embrya az
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na nejniz§i tfidu D. Hodnoceni do tiid jasn¢ ukazuje na vztah mezi vyvojem embrya do
stadia kvalitni blastocysty za urcity ¢as a implantaci.

V prezentované praci byl zvolen stejny model a embrya byla rozdélena do ¢ty morfo-
logickych skupin od nejvyssi kvality po kvalitu ve vztahu k morfologii a rychlost déleni
(A, B, C, D), jak je navrhl Meseguer et al. (2011). Po vyhodnoceni sledovaného soubo-
ru embryi Ize konstatovat shodny zavér - rozdéleni do tfid souvisi se vztahem mezi vy-
vojem embrya Vv ur¢itém Case a naslednou implantaci.

I kdyz se morfokinetika jevi jako slibny faktor k vybéru vhodného embrya, je zde stale
mnoho dalsich faktord, které ovliviiuji vyvoj a implantaci embryi a jsou neznadmé - napf.
porozuméni efektu 1éCebnych parametri, jako jsou stimulacni protokoly, kultivacni mé-
dia, inkuba¢ni podminky a manipulace s embryi (Gardner et al., 2002; Neuber et al.,
2003; Sifer et al., 2009; Wale a Gardner, 2010; Basile et al., 2015; Kirkegaard et al.,
2016).

Mezi mozné ptiiny odchyleni embrya od optimélniho pribéhu déleni Ize také zaradit
aneuploidie a genetické poruchy. Morfokinetika neni stoprocentni zarukou pro vybér
zdravého embrya, ale bylo zjisténo, ze u embryi, ktera vykazovala odchylky v déleni,
byl vyssi vyskyt aneuploidii (Jones et al., 1998; Fragouli et al., 2011; Montag et al.,
2011; Rubio et al., 2012). Pti srovnani nami prezentovanych vysledki s vysledky ostat-
nich autorl je mozné fici, Zze morfokinetické parametry mohou zlepsit vybér geneticky
normdlnich a Zivotaschopnych embryi a tim sniZit potfebu invazivnich z4saht do inte-
grity embrya. Je v8ak tieba dalSich vyzkumd, které potvrdi jednozna¢nou vyhodu konti-
nualniho monitoringu a uréitou spolehlivost v casovych proménnych pro vybér embrya
S nejvySSim implantacnim potencidlem tak, aby bylo mozné s vétsi jistotou zvysit
uspé&Snost IVF 1écby, umoznit transfer jednoho ,,top* embrya a zabranit komplikacim

pfi viceCetnych te¢hotenstvi.
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7 ZAVER

Zavérem lze fici, ze kontinudlni monitoring embryi poskytuje mnoho cennych informaci
o vyvoji embryi a diky specialnimu softwaru pro obrazovou analyzu EmbryoViewer
(UnisenseFertiliTech, Dansko), 1ze velmi dobfe vyhodnotit jednotlivé ¢asové pochody
ve vyvoji. Po zhodnoceni celého sledovaného souboru je mozné fici, ze byla nalezena
casova proménna, ktera se jevi jako dulezity indikator k predikci vyvoje embrya do sta-
dia kvalitni blastocysty, vyssi miry implantace a vyssi Sance na porod zivého ditcte.
Touto ¢asovou proménou je hodnota cc2, tzn. oznaceni Casu, kdy embryo setrvavalo

ve 2-bunécném stadiu k vydéleni do 3-bunécného stadia. Optimalni hodnota stanovena
pro cc2 < 11,9 h. V druhé fazi hodnoceni byly realné namétené hodnoty porovnany
s navrZzenymi optimalnimi hodnotami dle Meseguera et al. (2011), zde nebyla nalezena
7adna spolecnd ¢asova proménna, kterd by byla statisticky vyznamna pro predikei kva-
litni blastocysty, implantaci embrya a nasledného porodu zivého ditéte. Ve své praci
Meseguer et al. (2011) popsal hodnotu t5 jako nejlepsi indikator vyvoje embrya do sta-
dia blastocysty a implanta¢niho potencialu, ktery nebyl ve sledovaném souboru potvr-
zen. Nelze vyloucit, ze vysledek mize byt ovlivnén pouzitym kultivaénim médiem
(Ciray et al., 2012). V soucasné dob¢ nebyl zkouman vliv zvoleného typu kultiva¢niho
média v zavislosti na navrzenych optimalnich ¢asovych kritériich a v dtsledku toho je
jesté stale nejasné, zda navrzena kritéria Meseguerem (2011) jsou vSeobecné€ pouZitelna.
Po zhodnoceni naméfenych dat, a srovnani s jiZ navrZzenymi optimalnimi hodnotami, 1ze
ale jednoznacné fici, ze embrya s rychlejsim vyvojovym potencidlem zvySuji Sanci na
isp&$nou 1é¢bu partim, které podstupuiji in vitro fertilizaci. Casné déleni embrya je vel-
mi silnym biologickym indikatorem vyvojového potencidlu embrya a miize byt pouzito

jako spolehlivy indikator pro vybér vhodného embrya po metode ICSI.

7.1 Uplatnéni v praxi

Moznost kontinualniho pozorovani embryi, jejich Zivotaschopnosti a ristového potenci-
ala je velkym piinosem pro embryologickou laboratot. Metoda time-lapse, ktera zachy-
cuje vyvoj embryi prostiednictvim kamerového systému, je neinvazivni metoda sledo-
vani embryi béhem celé doby jejich kultivace v podminkach in vitro. Je mozné shro-
mazd’ovat kvantitativni a kvalitativni informace o kazdém embryu, aniz bychom naru-
Sovali kultivacni podminky.
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Spolehlivy vybér zivotaschopnych embryi pro transfer je kliCovym faktorem pfi stano-
veni Gspésnosti 1écby IVF. Prodlouzena kultivace embryi in vitro az do patého dne, spo-
lu s kontinualnim monitoringem vyvoje embryi v laboratornich podminkach, je slibnym
nastrojem pro predikci kvalitni blastocysty, a s tim souvisejici vybér embrya s nejvyssi

Sanci implantace pro transfer a nasledny porod pfi 1€€bé pomoci asistované reprodukce.
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