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Vliv mikrofluidni separace spermii na tspéch IVF terapie

Abstrakt

Do center asistované reprodukce prichdzi stale vice para, které maji problémy s pocetim.
Ptes prvotni snahu o zlepSeni Zivotniho stylu a sniZeni kazdodenniho stresu, mohou byt
problémy s otéhotnénim a donoSenim zdravého ditéte zptisobené jednim nebo kombinac{
vice faktort a v takovych piipadech neplodné pary voli cestu asistované reprodukce.
Diive se o oblasti reprodukéni mediciny pozornost soustfedila zejména na pfiCiny
neplodnosti na stran€ Zeny. V poslednich letech se asistovand reprodukce zaméfuje
z velké Casti 1 na oblast andrologie. V tomto ohledu doslo k rozvoji metod rozSitreného
spermiogramu a technik zpracovani spermii. SouCasnym trendem metod reprodukéni
embryologie a andrologie je co nejvice napodobit prostredi in vivo. Cilem této bakalafské
prace bylo zjistit, zda md metoda mikrofluidni separace spermii vliv na jejich kvalitu a

zda ma pouZiti takto ziskanych spermii vliv na dspéch IVF 1éCby.

Pro splnéni cilt této prace byla pouzita data od 129 para, které podstoupily v nasem IVF
centru 1écbu pomoci darovanych oocytli a zdroveni u nich byly pouZity spermie
z Cerstvého ejakulatu. Vzorky spermii byly rozdéleny do dvou skupin, a to pro zpracovani
tiistupfiovou gradientovou centrifugaci a separaci pomoci mikrofluidniho chipu ZyMot.
Spermie byly ndsledn€ pouZity pro in vitro fertilizaci metodou intracytolazmatické
injekce spermie do oocytu. Cykly s darovanymi oocyty byly vybrany z divodu

minimalizace vlivu Zenského faktoru.

Vysledky této prace ukazuji na skuteCnost, Ze zpracovdni spermii metodou

mikrofluidniho chipu ma pozitivni vliv na dspéch IVF terapie.

Klicova slova
asistovand reprodukce; andrologie; in vivo; mikrofluidni separace spermif;

gradientovécentrifugace; in vitro fertilizace; intracytoplazmatickd injekce spermie



The effect of microfluidic sperm separation on the success of IVF

therapy

Abstract

More and more couples are coming to assisted reproduction centres to solve conception
problems. Despite initial efforts to improve lifestyle and reduce daily stress, problems in
conceiving and delivering a healthy baby can be caused by one or a combination of
multiple factors, and in such cases infertile couples opt for assisted reproductive
treatment. In earlier times, the focus in the field of reproductive medicine was mainly on
female fertility. In recent years, assisted reproductive medicine has largely focused on the
field of andrology. In this regard, the development of enhanced spermiogram methods
and sperm processing techniques has been developed. The current trend in reproductive
embryology and andrology methods is to mimic the in vivo environment as much as
possible. The aim of this bachelor's thesis was to determine whether the method of
microfluidic sperm separation has an effect on sperm quality and whether the use of sperm

obtained in this way influences the success of IVF treatment.

In order to achieve the objectives of this study, data from 129 couples who underwent
treatment in our IVF centre by donated oocytes and at the same time sperm from fresh
ejaculate were used. The sperm samples were divided into two groups, namely for
processing by gradient centrifugation and separation by microfluidic chip. The sperm
were then used for in vitro fertilization using intracytoplasmic sperm injection method.

Cycles with donated oocytes were selected to minimize the influence of female factor.

The results of this work indicate that sperm processing by microfluidic chip method has

a positive impact on the success of IVF treatment.

Key words
assisted reproduction; andrology; in vivo; microfluidic sperm separation; gradient

centrifugation; in vitro fertilization; intracytoplasmatic injection of sperm
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1 Uvod

«p e

oboru bylo bezpochyby narozeni Luisy Brownové — prvniho ditéte ,,ze zkumavky* v roce
1978 v Anglii. Tato uspé&€Snd in vitro fertilizace se podafila tymu profesora Roberta

Edwardse a Patricka Steptoea. (Dow, 2017)

V nasi zemi se prvni dité pomoci metod asistované reprodukce narodilo v tehdejSim

Ceskoslovensku v roce 1982 v centru profesora Ladislava Pilky. (Travnik, 2011)

Déti narozenych za pomoci metod asistované reprodukce stéle piibyva. Cilem odborniku
v oblasti reproduk¢ni mediciny je snaha co nejSetrn€ji napodobit proces pfirozeného
poceti. Ktomu je zapotifebi kvalitnich oocyti a spermii. V nékolika poslednich
desetiletich ukazuji mnohé studie na zhorSujici se kvalitu ejakuldtu. Andrologicky faktor
zaméfit na piipravu vzorki spermii metodami, které co nejlépe zaruCuji vybér

nejkvalitnéjSich spermii pro oplozeni.



2 Teoreticka cast

2.1 Fyziologie spermatogeneze a spermii

2.1.1 Stavba a funkce muzského pohlavniho istroji
2.1.1.1 Varle (testis)

Varle je elipsoidni parovy orgén, v jehoZ stoenych kanélcich (tubuli seminiferi contorti)
vznikaji spermie v prubéhu spermatogeneze tizené sekreci gonadotropnich hormon.
Intersticidlni Leydigovy buiky zajistuji zvySenou koncentraci testosteronu, kterd je
nezbytna pro tvorbu spermii. Délka semenotvornych stoenych kanalkti miZe celkove
dosahovat a7z 250 m. Ridké kolagenni vazivo obsahuje kromé téchto kanalkd a
Leydigovych bunék i krevni cévy a nervy. Krevni zdsobeni zajistuje arteria testicularis
a nervové funkce probihaji v pleteni plexus testicularis. Zaklad zdrodecného epitelu
sto¢enych kandlkt tvoii Sertoliho buriky, které prostupuji celou tloustku epitelu. Nasedaji
na lamina basalis a jejich Cetné vybé&zky obklopuji vyvijejici se spermie. Jejich hlavni
funkei je vyZiva, podpora a ochrana spermii, regulace spermatogeneze, sekrece
testikuldrni tekutiny obsahujici bilkoviny, steroidy, proteiny a ionty a v neposledni fadé
zajiStuji 1 fagocytézu. Na periferii kandlku se u bazdlni membriany nachdzeji
spermatogonie (primitivni zirodecné buiiky), didle pak smérem od lamina basalis
spermatocyty I a II, spermatidy, a nakonec nove¢ vznikajici spermie. VSechny tyto
zminéné buriky spermatogeneze jsou zanofeny v cytoplazmé Sertoliho bunék. (Travnik,

2018)
2.1.1.2 Sourek (scrotum)

Tento koZni vak obklopujici varle, nadvarle a ¢4st semenného provazce se nachazi za
kofenem penisu. Je rozdé€len vazivovou prepazkou na dvé dutiny, z nichz kazd4d obsahuje
neZz je teplota téla. Tento proces probihd svraStovanim a povolovianim hladkych
svalovych bungk, které podle okolni teploty spolu s potnimi Zldzami a cévnim systémem

teplotu varlat reguluji. (Travnik, 2011)



2.1.1.3 Nadvarle (epididymis)

Nadvarle je umisténo na horni a zCasti i na zadni strané varlete a déle pfechazi do
chamovodu (ductus deferens). Z.8 az 12 vyvodnych stoCenych kandlk (ductuli
efferentes) nasledné€ vznikd jeden mnohondsobné stoceny vyvod (ductus epididymidis).
V nadvarleti dochézi k dozrdvani spermii a po dobu pfiblizné€ 14 dnt slouzi jako jejich

zéasobarna. (Travnik, 2022)
2.1.1.4 Predstojnd Zldza (prostata)

Tato Zl4za je uloZena v malé panvi a prochézi ji moCov4 trubice. Pod vazivovym obalem
se nachdazi 30 aZ 50 tubuloalveoldrnich rozvétvenych zldzek, které produkuji prostaticky
sekret tvorici priblizné 30 % objemu ejakulatu. Obsahuje slozky daleZité pro spravnou
funkci spermii a jeho sekrece je zdvisld na testosteronu. Jeho pH je pfiblizné 6,4.

(Travnik, 2011)
2.1.1.5 Semenné vdacky (vesicuale seminales)

Tyto malé zlazky jsou tvofeny seskupenim rizné rozsifenych tubulli. Povrch jejich
sliznice tvofi Cetné fasy pokryté cylindrickym epitelem a zanofené pohdrkové buiky
tvorici alkalicky sekret, ktery se podili z vice neZ 70 % na objemu ejakuldtu a upravuje

jeho pH. Tato sekrece je z4visld na koncentraci testosteronu. (Travnik, 2011)
2.1.1.6 Pyj (penis)

Penis je mikeni a kopulacni organ, ktery tvoii dveé rovnobéZzna toporfiva valcovitd télesa a
jeden corpus spongiosum, kterym probihd mocova trubice. Malé kaverny topofivych téles
se pti erekci napliuji krvi na zdkladé aktivace viscerdlniho reflexu v miSnich segmentech

S2-S4. (Travnik 2011)
2.1.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze (obr. 1) je proces vzniku spermie, ktery je fizen sekreci gonadotropnich
hormont. Intersticidlni Leydigovy bunky lokdlné zajistuji vysokou koncentraci
testosteronu. Prostfednictvim mitotického déleni se spermatogonickd kmenova buika
diferencuje do spermatocytu. Naslednym meiotickym délenim dochdzi ke vzniku spermii

ze spermatid.
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Tato faze spermatogeneze se nazyva spermiogeneze. Spermatogeneze tedy probihd ve 3
fazich:

1. faze — mitotickd, pfi niZ probihaji postupné 4 mitotickd d€leni prepubertdlnich
spermatogonii, tedy dochézi k jejich proliferaci a obnovovani za vzniku pre-leptotennich
spermatocytu I (procesem spermatocytogeneze). Postupné tedy probihd déleni tmavych
spermatogonii A (dark) za vzniku svétlych spermatogonii A (pale) a ndsledné
spermatogonii B, z nichZz vznikne béhem ctyf mitotickych déleni 16 spermatocyti.

Vsechny spermatogonie maji na rozdil od spermatocyt kontakt s bazalni membranou.

2. faze — meiotickd, kterd probihd jako proces komplexni na drovni molekul a
chromozomt. Nejprve vznikaji spermatocyty I s diploidni sadou chromozomu (po
mitotické S-fazi u nich nastdvd meiotickd profaze I trvajici u Clov€ka 24 dni) a poté z nich
vyviji spermatocyty II s haploidni chromosomadlni sadou. Tedy z jednoho velkého
spermatocytu I takto vzniknou dva mensi spermatocyty II, které jsou pro svoji kratkou
existenci ziidka zachyceny histologicky, jelikoZ po kratké interfazi pfechdzi do druhé

meiozy.

3. faze — spermiogeneze, kdy dochazi ke konecné sloZité diferenciaci malé spermatidy
(kondenzace a modelace jadra, tvorba akrozomu s hydrolytickymi enzymy a bi¢iku) za
vzniku spermie, kterd je nakonec ze zdrodecného epitelu uvolnéna. Béhem
spermiogeneze probiha fizena nahrada histont riznymi subtypy a protaminy s velkym
podilem argininu a cysteinu. Dochdzi k tzv. spermiaci, pfi které dojde k pferuSeni

membranovych spoji mezi spermatidami a Sertoliho bunikami. (Travnik, 2018)

Cely proces vzniku zralé spermie z kmenové spermatogonie probihd v rozmezi 72 az 91
dni. Spermatogeneze savcu je jednim z nejslozitéjSich a nejzdlouhavéjSich
diferenciacnich procesu v biologii, ktery transformuje spermatogonialni kmenové buiky
na vysoce specializované spermie po dobu nékolika tydnd. Tento komplikovany proces
diferenciace vyZaduje né€kolik vyvojov€é regulovanych mitochondridlnich a
metabolickych prechodd, coz z néj Cini atraktivni modelovy systém pro studium
mitochondridlni dynamiky in vivo. Mitochondridlni fize a Stépeni (mitochondridlni

dynamika) jsou homeostatické procesy, které chrani normdlni bunéCnou funkci.

(Varuzhanyan, 2020)
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W F N spermie

Obrazek 1: Schématické znazornéni spermatogeneze

Zdroj: SADLER, Thomas W. Langmanova lékai'ska embryologie. Grada Publishing as, 2011.



2.1.3 Stavba spermie

Spermie (obr. 2) je pfiblizn€é 60 um dlouhd vysoce diferencovand burika zcela pokryta
bunéCnou membranou. Skldda se ze 3 ¢asti: hlavicky, krcku a jako jedind lidskd burika 1

z bi¢iku.

10 ym

Obrazek 2: Morfologie spermie

zdroj: Embryology.ch. Online. In: Www.embryology.ch. 2020. Dostupné
z: https://embryology.ch/old/images/cimggametogen/03spermato/c3i_spermium.gif.
[cit. 2024-04-10].

A Hlavicka, B Kréek, C Stredni oddil, D Hlavni ¢ast bi¢iku, E Koncova cast biciku,

1 Plasmatickd membrdna, 2 Vnéjsi akrozomélni membréna, 3 Akrozom, 4 Vnitini
akrozomdlni membréna, S Jadro, 6 Proximdlni centrioly, 7 Distalni centrioly, 8 Vnéjsi
fibrézni vlakna, 9 Mitochondrie, 10 Axonema, 11 Anulus (terminalni disk),

12 Prstencova vlakna

2.1.3.1 Hlavicka

Fyziologicky m4 hlavicka ovdlny oplostely tvar. Jeji velikost je 2-3 um x 4-5 um. Tvori
jijadro s velmi kondenzovanym chromatinem. Chromozomy jsou v jadfe usporadany tak,
7Ze centromery smé&fuji dovnitf jadra a telomery jsou orientovany smerem k periferii. Jadro
obklopuje cytoskeletova perinukledrni theka. Krajni dvé tfetiny jaddra pokryva akrozom,
ktery obsahuje fadu enzymu a glykoproteind. Hlavicka ma tedy ¢ast akrozomalni a

postakrozomdlni. (Travnik, 2018)
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2.1.3.2 Krcek (stiedni cdst)

Krcek spojuje hlavicku a bic¢ik. V prohlubni na jaderné bazi lezi proximdlni centriol a
pod nim se nachdzi distdlni centriol, ze kterého se formuje apardt pohybu spermie. Jsou
to valcovité utvary sloZené z mikrotubulti. Podle poslednich studii pravdépodobné maji
oba tyto centrioly podil na vzniku centrozomll zygoty a jsou prekurzory novych

nasledujicich generaci centriolti zygoty a embrya. (Fishman et al, 2018)
2.1.3.3 Bicik

Tuto €ast spermie tvoii axonema, kolem kterého jsou uspofddané hladké chordy a na nich
mitochondridlni pochva. Mitochondrie, které jsou Sroubovité usporddané okolo hladkych
chord, jsou zodpoveédné za vznik energie potfebné k pohybu spermie. Délka biciku se
pohybuje okolo 55 pm a jeho koncova ¢ast dlouhd 5 um obsahuje jen axonema. (Balko,

2017)
2.2 Patofyziologie spermatogeneze a spermii

Spermatogeneze je proces slozeny z nékolika fazi. V kterékoliv z nich muaZe dojit ke
vzniku chyby, kterd pak ovlivni kvalitu a schopnost vzniklé spermie. Jednou z pfi€in
muZe byt geneticky faktor uplatiiujici se ve fazi pretestikularni (endokrinni pfi¢iny),
testikuldrni (nejCastéji poruchy meidzy) nebo posttestikularni (porucha transportu spermii
diky obstrukci nebo problému s ejakulaci). Zdsadni vliv na spermatogenezi md numericka
chromozomovd vada u Klinefelterova syndromu. Nejcast&jsi karyotyp je v tomto piipadé
umuzi 47, XXY. Vyrazné snizeni plodnosti je také u osob s Downovym syndromem (47,
XY, 421). U reciprokych translokaci tykajicich se pohlavnich chromozomi je porucha

plodnosti pravdépodobna nejvice. (Travnik, 2018)

Vyznamny vliv na spermatogenezi maji poruchy sekrece androgenu. Pfi¢in muZe byt cela
fada, napfiklad poskozeni hypotalamu (z divodu vyskytu tumoru, poruchy prokrveni,
ozafovani nebo jiz zminénych genetickych defektl), hypofyzy (traumatem,
autoimunitnim onemocnénim, infarktem, tumorem ¢i hyperplazii), fyzickd a psychicka

zat€z nebo enzymatické defekty v syntéze hormont. (Necas, 2021)

14



2.2.1 Abnormality spermii

V piipadé kvalitativnich zmén se muZe abnormalita tykat hlavicky spermie, kdy
rozezndvame makrozoospermii (ndlez spermii se zvétSenou hlavickou), globozoospermii
(spermie s kulatou hlavickou bez akrozomu) nebo nélez acefalickych spermii (tzv.
Spendlikové hlavicky). U abnormalit bic¢iku je sniZend pohyblivost spermie
(asthenozoospermie) nebo soucasné 1 ndlez morfologicky zménéného pohybového
apardtu spermie (asthenoteratozoospermie), kdy je znemoZnéna progresivni motilita
nezbytnd k pfirozenému oplozeni. Pri zméndch kvantity je pak disledkem

oligozoospermie, v krajnim piipad€ az azoospermie. (Tradvnik, 2018)
2.3 Spermiogram

Analyza ejakuldtu hraje klicovou roli v diagnostice muzské infertility. Stanoveni se
provadi podle kritérii a postupti doporucenych Svétovou zdravotnickou organizaci
(World Health Organization, didle jen WHO). Standartni vySetfeni spermiogramu

zahrnuje koncentraci, motilitu, morfologii a vitalitu spermii. (Gottardo, 2011)
2.3.1 Normozoospermie

Normalni spermiogram musi spliiovat vSechna kritéria v rozmezich normalnich hodnot,
jak je uvedeno ve WHO manudlu, verze €. 6 z roku 2021 (tab. 1), a to objem: minimélné
1,5 ml, koncentrace minimélné 16 mil/ml, barva Sed€ opaleskujici ¢i mlécné zakalena,
kapalnéni maximdlné€ do 60 minut od odevzdani, bez aglutinaci a ptimesi kulatych bunek,
pH od 7,2 vySe, motilita minimdlné 40 % - z toho progresivni nad 32 %, morfologie

minimdlné 4 % normdlnich spermii. (WHO, 2021)
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Tabulka 1: Hodnoty spermiogramu dle standardd WHO 2021

Parametry Fyziologické hodnoty SPG
Barva opaleskujici

Objem > 1,5ml

Morfologie > 4 % normalnich morfologie
Aglutinace (0 az 4) Oaz 1

Koncentrace spermii > 16 x 10% ml

Celkova motilita > 40 %

PR motilita >32 %

pH 7,2

Leukocyty <1 x 10% ml

Zdroj: WORLD HEALTH ORGANIZATION, et al. WHO laboratory manual for the

examination and processing of human semen. World Health Organization, 2021.

2.3.2 Abnormality spermiogramu

Jakakoliv odchylka spermiogramu od normadlu je pfesné definovédna (tab. 2). Tyka-li se
ejakulatu, pouZivdme piiponu — spermie, napiiklad Aspermie (nepfitomnost ejakuldtu),
Leukospermie (pfitomnost leukocyt vétsi nez 5 mil/ml) a Hematospermie (pfitomnost

erytrocytn). (WHO, 2021)

V piipadg, Ze je patologie vztaZzend ke kvalit€ spermifi, je pfipona — zoospermie. Napiiklad
Asthenozoospermie (snizend pohyblivost), Oligozoospermie (sniZeny pocet spermii),
Azoospermie (neni piitomna Zadna spermie), Kryptozoospermie (spermie jsou nalezeny
az po centrifugaci) nebo Teratozoospermie (sniZzeny podil morfologicky normélnich
spermif). Pfi vyskytu vice abnormalit najednou, je ndzev sloZen z vySe uvedenych,
napiiklad Asthenoteratozoospermie, kdy vzorek nesplituje kritéria motility a morfologie.

(WHO, 2021)
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Tabulka 2: Terminologie spermiogramu

Oznaceni Popis
Normozoospermie Vzorek spliujici veSkera kritéria hodnoceni
Asthenozoospermie Motilita spermii: PR <22 %

Mirna asthenozoospermie

Motilita spermii: PR 23-31 %

Asthenoteratozoospermie

Vzorek nespliiuje kritéria motility a morfologie

Oligozoospermie

Koncentrace spermii: <16 mil/ml

Oligoasthenozoospermie

Vzorek nespliiuje kritéria koncentrace a motility

Oligoteratozoospermie

Vzorek nespliiuje kritéria koncentrace a
morfologie

Teratozoospermie

<4 % spermii s normélni morfologii

Oligoasthenoteratozoospermie

Vzorek nespliiuje kritéria koncentrace, motility
i morfologie

Kryptozoospermie Spermie jsou nalezeny az po centrifugaci
Azoospemie Nepftitomnost spermii v ejakuldtu
Aspermie Nepftitomnost ejakuldtu

Pyospermie / Leukospermie

Pritomnost >3 mil/ml leukocytt v ejakulatu

Hematospermie Pfitomnost erytrocytt v ejakulatu
Nekrozoospermie Nepfiitomnost motilnich spermii v ejakulatu

Zdroj: WORLD HEALTH ORGANIZATION, et al. WHO laboratory manual for the

examination and processing of human semen. World Health Organization, 2021.
2.4 Fyziologie procesu fertilizace a casného embryondlniho vyvoje

Fertilizace je proces, pti kterém dochdzi ke spojeni oocytu a spermie za vzniku zygoty.
Pfi oplozeni in vivo musi byt splnéno nékolik nezbytnych podminek. U spermie je nutné,
aby byla schopna progresivniho pohybu, kapacitace a v neposledni fad¢ také akrozomalni
reakce. DuleZita je pfitomnost receptoru a faktoru, které aktivuji oocyt. Spermie musi mit
funk¢ni proximalni centriol a také haploidni sadu chromozomi. V piipadé oocytu je
nezbytné, aby bylo ukonceno prvni meiotické deleni a aby mél oocyt v metafdzi druhého
meiotického déleni také haploidni chromozomalni sadu, zralé struktury cytoplazmy, zona

pellucida a funk¢ni receptory pro spermii. (Travnik, 2018)
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Soucasné studie se zabyvaji dlohou lidského spermatu pro vyvoj €asného embrya
komplexn¢ a jejich cilem je poskytnout lepsi pochopeni vlivu semindlni plazmy a spermifi
na ¢asné embryondlni dé€leni, genovou a proteinovou expresi, potrat a vrozené nemoci.
Zkoumaji vliv semindlni plazmy, otcovského centriolu, RNA, proteint a integrity DNA
a vyslednd data naznaluji, Ze muzské faktory pfispivaji k Casnému vyvoji embrya

mnohem vice nez jen haploidnim genomem. (Vallet-Buisan, 2023)

Schopnost oplodnit oocyt spermie ziskdvad in vivo béhem cesty Zenskym pohlavnim
traktem. Tento Casoveé zdvisly proces, zndmy jako kapacitace, zahrnuje ftadu
strukturdlnich a fyziologickych zmeén, vcetné ztridty cholesterolu, reorganizace
glykokonjugati a fosforylace proteini. Kapacitace spermii je spojend s jejich
hyperaktivaci, béhem které dochédzi ke zméné charakteru pohybu. To pomuze spermii
proniknout komplexem cumulus-oophorus (COC) obklopujici oocyt. Vysledkem
kapacitace je spermie schopnd vazat se na zona pellucida a podstoupit akrozomdlni
reakci. Tato vysoce regulovand uddlost pfedstavuje kaskddu enzymatickych reakct,
béhem kterych dochazi ke zvySeni poctu kalciovych iontd a aktivaci enzymu
fosfokindzy C. Vrcholem akrozomadlni reakce je uvolnéni obsahu akrozomu a odhaleni
vnitini akrozomdlni membrany, jejiZz proteiny a enzymy umoZziiuji spermiim proniknout
do zona pellucida a vazat se s oocytem. VSechny tyto procesy jsou nezbytné pro dosazeni

uspeSného oplozeni. (Gémez-Torres, 2023)

Pro fizi spermie a oocytu je dilezity akrozomaélni transmembranovy protein [ZUMOI,
jehoz ptitomnost je na membrané spermii pro tento proces in vivo nezbytnd. Muze byt
také pouzit jako marker akrozomové reakce. Krok fize je mozné obejit in vitro metodou
intracytoplasmatické injekce spermie do vajicka, a tak miZe dojit k oplozeni i v pripadé

deficitu tohoto proteinu. (Siu, 2021)

Na zdklad€ pusobeni cytoplazmatické fosfolipazy C, kterd se nachazi ve spermii, dochazi
k aktivaci oocytu, a to diky zmeéné v koncentraci iontt kalcia. Po proniknuti spermie do
vajicka v metafdzi II (MII — obr. 3) dojde k oddé€leni biciku, proximélniho centriolu,
hlavi€ky a paternalni mitochondrie jsou okamzité fagocytovany. Jako Casny embryonalni
VyVvoj je oznacovano obdobi od oplozeni do implantace. Dikazem spravné fertilizace jsou
2 prvojadra v cytoplazmé oocytu (muzské transformované z hlavicky spermie a Zenské)

a 2 polova téliska pod zona pellucida (Obr. 4). Zygota dédi paterndln€ centrozom, ktery
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pusobi jako centrum MTOC (mikrotubulorganizujici) a zaroveni usnadfiuje sestaveni
mitotického vietena, segregaci chromozomu a déleni zygoty. Ovliviiuje i dal$i aspekty

organizace cytoskeletu v raném stddiu embrya. (Rezdcovi et al., 2018; Xie, 2023)

L
Obrazek 3: Oocyt MII Obrazek 4: Fertilizovany oocyt — 2PN
Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

Pfed zahdjenim prvniho ryhovani dojde k vymizeni obald obou prvojader, k formovani
chromozomu a ke sparovani homolognich chromozomu (syngamie). Nasledné se embryo
mitoticky de€li na dvou, Ctyf a osmibunécné (obr. 5, 6 a 7). Tato déleni nejsou zcela
synchronni, a tak miZeme v urCitém okamZziku zaznamenat lichy pocet blastomer. Déle
nasleduje d¢j oznaCovany jako kompaktace, jehoz vysledkem je stddium kompaktni
moruly. V tomto stddiu jiZ neni mozné rozliSit pfesny pocet bunek (obr. 8). DalSim
vyvojem se v morule tvoii dutinka, a nakonec se embryo diferencuje do stadia blastocysty
s rozliSitelnym trofoblastem (TE) a embryoblastem (ICM). Vznikd dutinka, kterd se
postupné zvétSuje pies stddium Casné blastocysty (obr. 9), plné blastocysty (obr. 10) az
po plné expandovanou blastocystu (obr. 11) a hatchujici blastocystu (obr. 12) diky narastu

koncentrace ionta sodiku. (Gardner, 2013)
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Obrazek 5: Dvoubunécné embryo Obrazek 6: Ctyibun&éné embryo

Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

Obrazek 7: Osmibunécné embryo Obrazek 8: Kompaktni morula

Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni
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Obrizek 9: Casnd blastocysta Obrazek 10: Plna blastocysta

Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

Obrazek 11: PIn¢ expandovand blastocysta ~ Obrazek 12: Hatchujici blastocysta

Zdroj: vlastni Zdroj: vlastni

Tento proces je uskuteCiiovdn prostfednictvim sodikové pumpy, kterd se nachdzi
v membriné bunek trofoblastu. Mezi témito burikami jsou tésné spoje, a to ndsledné vede
k rozpindni blastocysty. V ptipad¢, Ze dojde k naruSeni této tésnosti, blastocysta kolabuje.
Diky repara¢nim procesum dochézi k opétovné expanzi. Tento proces miiZzeme pozorovat
opakované. V piipad¢, Ze tlak tekutiny v duting blastocysty prekro¢i ur€itou mez, dojde
z ruptufe zona pellucida a blastocysta ji zaCne postupné opoustét (klubat se neboli
hatchovat). Vyvoj lidského embrya od stadia zygoty do stadia blastocysty trva pfiblizné
120 hodin. (Rez4¢ovi et al., 2018)
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In vivo probihd vyvoj embrya aZ do stddia 4 bunék ve vejcovodu. Tteti den vstupuje do
délohy jako osmibunécné a jiz zde zistava. V tomto obdobi je u embrya aktivovan lidsky

/////

zda X nebo Y. Oocyt prispivé zygoté vzdy chromozomem X. (Rezagovi et al., 2018)
2.5 Techniky separace spermii v asistované reprodukci
2.5.1 Hodnoceni spermiogramu

Pred vlastnim zpracovanim ejakulétu se vzdy provadi analyza jeho zakladnich parametru,
zejména objem, konzistence, vzhled, koncentrace, motilita a morfologie dle WHO
manudlu. Koncentrace se hodnoti pomoci hemocytometru (Biirker, Neubauer a
Thoma), analyzatoru (CASA — pocitaCovd analyza spermatu) nebo v Maklerové
komdurce. Vysledna koncentrace se uvadi v 1 ml ejakuldtu. Pfi hodnoceni motility se
rozliSuje podil pohyblivych a progresivné pohyblivych spermii. Morfologie se stanovuje
z barveného prepardtu (imerzni objektiv, zvétSeni 600x aZ 1500x) nebo pomoci IMSI

objektivu pti zvétSeni az 6000x. (Travnik, 2022)
2.5.2 Centrifugacni techniky

Cilem téchto technik je separovat spermie od ostatnich soucasti ejakuldtu za pomoci
centrifugace a ziskat tak co nejkvalitnéj$i spermie pro dal§i metody asistované
reprodukce. Zpracovéani spermii se provadi prostou nebo gradientovou centrifugaci.

(Travnik, 2022)
2.5.2.1 Prostd centrifugace

Tato metoda umoZni centrifugaci ejakuldtu oddélit semindlni plasmu od ostatnich
komponent, ale nevede k separaci spermii od buné&k pifitomnych v ejakuldtu ani

k odstranéni nekvalitnich spermii. (Travnik, 2022)
2.5.2.2 Gradientovd centrifugace

Touto metodou dojde pfi centrifugaci ejakuldtu navrstveného na dvou nebo tifstupniovy
gradient o ruzné koncentraci (napiiklad 90 %, 70 % a 50 %) k oddéleni spermii od
ostatnich bunék, bakterii a nékterych virt, které ve vzorku mohou byt pfitomny. (Cissen

et al, 1996)

22



2.5.3 Techniky separace zaloZené na aktivnim pohybu

Principem téchto technik je aktivni pohyb spermii, ktery od sebe oddé€li spermie motilni
a imotilni a v urcité spojitosti s tim i morfologicky nekvalitni a kvalitni. Pro lepsi

vysledky je vhodné tyto metody kombinovat s centrifuga¢nimi. (Travnik, 2018)
2.5.3.1 Swim up

Tato ptiprava spermii se miize provadét dvéma zplisoby. Prvnim je swim up primarni, pfi
které se ejakulét prevrstvi promyvacim médiem, do kterého nédsledné spermie vycestuji.
Druhym je swim up sekunddrni, kdy se promyvacim médiem pievrstvi materidl ziskany

po centrifugaci, a to prosté nebo gradientové. (Gardner, 2012)
2.5.4 Techniky zaloZené na pruchodu specidlnim prostiedim

V tomto piipadé prochdzi spermie pfes specidlné upravenou komurkou nebo pres
membrdnu a dochdzi tak kjejich selekci metodami imitujicimi nekteré procesy
pfirozeného vybeéru, které probihaji v Zenském reprodukénim traktu. Na zaklade
velikosti, pohyblivosti a dalSich vlastnosti spermii dochdzi k zisku co nejkvalitné&jsi

spermie metodou mikrofluidniho Cipu. (Nosrati, 2017, Vaughan, 2019)
2.5.5 Techniky cilené separace spermii

Nejpouzivangj$i metodou tohoto typu je MACS (magnetickd separace spermii), ktera je
zaloZena vazb¢ apoptickych spermii na magnetické Castice s navdzanym annexinem V.
K oplozeni in vitro jsou ndsledn€ pouZity neapoptické spermie, které voln€ prosly

kolonou. (Gil et al, 2013)
2.6 Metody asistované reprodukce

Asistovand reprodukce (dédle jen AR) zahrnuje metody oplozeni in vitro, jejichZ cilem je
ziskani embrya schopného implantace a dalSiho vyvoje vedouciho k narozeni zdravého
jedince. Mezi metody, které provadéji centra asistované reprodukce patii intrauterinni
inseminace, klasickd in vitro fertilizace (ddle jen IVF) bez mikromanipulace a metody,
které vyuZzivaji mikromanipulaéni techniky, a to intracytoplazmatickd injekce spermie
(déle jen ICSI), intracytoplazmatickd injekce morfologicky selektované spermie (déle jen

IMS]) a intracytolpazmaticka injekce preselektované spermie (ddle jen PICSI). Klasické
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IVF a mikromanipulaénim technikdm pfedchdzi hormondlni stimulace pacientky a

nasledna ovaridlni punkce oocytd. (Travnik, 2022)
2.6.1 Intrauterinni inseminace

Intrauterinni inseminace (IUI) je jednim ze zdkladnich a nejjednodussich postupd pii
1écbe neplodnosti. Zahrnuje zpracovani ejakuldtu gradientovou nebo ¢ipovou metodou,
kdy dochazi k zisku co nejvice kvalitnich spermii z daného materidlu. Nédsledné je vzorek

zaveden inseminacnim katetrem do dé€lohy Zeny. (Travnik, 2022)
2.6.2 Klasickd IVF

Tato metoda se nejvice pfiblizuje pfirozenému oplozeni, ale jeji efektivita je podstatné
niz§i, nez je tomu u postuptl zahrnujicich mikromanipulace. Pfi klasické IVF dochazi ke
spontannimu  oplozeni oocyti kapacitovanymi suspendovanymi spermiemi ve
fertilizaCnim médiu. Zdkladnimi pifedpoklady udspéSnosti této konvencni metody je
pouziti spermii s progresivni motilitou a vyb&r vhodného fertilizacniho média. (Travnik,

2022)
2.6.3 ICSI

NejcCastéjsi technikou asistované reprodukce je Intracytolazmatickd injekce spermie do
oocytu (ICSI) (obr. 13). Tato metoda umoZiuje vysSsi tspeSnost fertilizace 1 v piipadé
snizené motility nebo poctu spermii a umoziuje oplozeni oocytd spermiemi ziskanymi
chirurgicky. Provedeni ICSI vyZaduje manudlni zru¢nost a mikromanupulacni inverzni
mikroskop. Oocyty je nutné pro tuto metodu ocistit (denudovat) od kumularnich bunék.
Pro oplozeni jsou pouZity pouze oocyty v metafédzi II. Vybrana imobilizovana spermie je
mikromanipulacéni ICSI pipetou vpravena do oocytu, ktery je béhem injekce zafixovan

holding pipetou. (Travnik, 2022)
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Obrazek 13: ICSI

Zdroj: vlastni
2.6.4 IMSI

Intracytoplazmatickd injekce morfologicky selektované spermie je modifikaci ICSI za
pouziti specidlniho IMSI objektivu. Je to dal$i ze zpisobu, jak vybrat co nejvice
morfologicky kvalitni spermii pro oplozeni, a to pod velkym zvétSenim.

(Vanderzwalmen, 2023)
2.6.5 PICSI

Intracytopazmatickd injekce preselektované spermie je metoda, pti které jsou spermie
pied provedenim ICSI selektovdny na zdkladé jejich schopnosti se vdzat na hyaluronan.
Je to vlastnost spermie souvisejici zejména s jeji zralosti. Proto je PICSI pouZzivadna jako
pokrocilé technika vybéru spermie k oplozeni oocytu. Srovnanim PICSI a ICSI se zabyva
napiiklad rozsdhld studie HABSelect — Hyaluronic Acid Binding Sperm selection.
(Martin, 2021)

2.7 Kultivace embryi

Predpokladem zisku kvalitniho embrya je vhodné zvolena kultivace, jejimz cilem je zisk

embrya, které je schopné implantace a vede k porodu zdravého ditéte.
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2.7.1 Délka kultivace

Podle délky se rozliSuje kratkodoba nebo dlouhodoba kultivace, tzv. prodlouZend. Pfi
kratkodobé kultivaci se embrya kultivuji dva nebo tii dny. Transferuji se tedy ve stadiu
Ctyt az osmi bungk, coZ je nevyhodné z hlediska vybéru embrya vhodného k transferu a
k nésledné kryokonzervaci zbylych embryi, nebot’ v tomto stadiu se jesté plné€ neprojevi
aktivace embryondlniho genomu. Zndmkou této aktivace se schopnost embrya
kompaktovat. NejlepSim kritériem selekce je prodlouZena kultivace do stddia blastocysty.
dal8i vyhody. V tomto stddiu se embrya dobte vitrifikuji a lze také provést biopsii

trofoektodermu pro preimplantacni genetické testovéni. (Travnik, 2022)
2.7.2 Kultivaéni médium

Velmi dalezita je volba vhodného kultivacniho média, které musi respektovat potieby
embrya. Tyto vodné roztoky obsahuji mnoho anorganickych a organickych latek se
specifickymi metabolickymi funkcemi. Tyto latka zajistuji vhodné pH, osmolaritu a
oxidacné reduk¢ni vlastnosti média. Vzhledem k tomu, Ze jakdkoliv manipulace s embryi
mimo inkubdtor miZe mit vliv na zménu koncentrace plynu a teploty, stale vice se
uptednostiiuje pouZziti jednokrokového média (one-step) pfed sekvenénimi, kterd

vyZaduji provedeni vice ukonu. (Travnik, 2022)
2.7.3 Kultivacni systémy

Kultivaéni systémy tvoii komory inkubdtoru a pfidavna zafizeni. ZajiStuji optimalni
podminky pro kultivaci embryi. Teplota, koncentrace plyni a vihkost musi byt udrzovany
v mezich vhodnych pro vyvoj embryi. Inkubdtory jsou orientovdny vertikdlné
(komorové) nebo horizontdlné (s oddélenymi komurkami). Kultivacni podminky jsou
v obou piipadech nepfetrZit€ monitorovdny a udrZovany. V souCasné dobé stile vice
center AR pouZivd ke kultivaci embryi horizontdlni inkubdtory s tzy. time-lapse
monitoringem, kdy je vyvoj embryi nepfetrzité zaznamenavan kamerovym systémem bez
nutnosti s embryi, jakkoliv manipulovat. Vyhodou je, Ze podminky kultivace jsou v tomto
piipadé velmi stabilni a diky moZnosti kontinudlniho sledovédni vyvoje 1ze podle toho

vybrat nejperspektivnéjsi embryo k embryotransferu. (Gardner, 2012, Kovacs, 2014)
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2.7.4 Transfer embrya — embryotransfer

Embryotransfer (ET, obr. 14) je ambulantni vykon, béhem kterého 1ékat ve spolupréci
s embryologem Setrné zavede embryo do dé&lozni dutiny. Provddi se pomoci
transferového katetru, ktery je zaveden do dutiny déloZnim hrdlem. Tento proces
navazuje na kultivaci embryi a je jim zakoncen cyklus in vitro fertilizace. Ve vétSiné

piipadu se embryo transferuje paty den kultivace. (Chmel, 2020)

Obrazek 14: Embryotransfer

Zdroj:  Single embryo transfer (SET). Online. In: Invitra. Dostupné
z: https://www.invitra.com/en/embryo-transfer-in-spain/web/. [cit. 2024-04-10].
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3 Prakticka cast

Pro tuto prici byly pouzity spermie, oocyty a embrya v rdmci IVF programu v naSem
centru asistované reprodukce. Do praktické ¢asti této prace jsme zafadili metodu pro
separaci spermii mikrofluidnim chipem ZyMot a hustotni gradientovou centrifugaci a

metody invazivniho oplozeni oocyti ICSI a IMSI.
3.1 Metoda pripravy spermii pomoci mikrofluidniho chipu ZyMot

V oblasti asistované reprodukce je mechanismus pfirozeného vybéru spermii napodoben
v laboratornim prostfedi diky pouZiti mikrofluidniho chipu (Obr. 15), ktery vyuZiva
schopnosti zdravych a kvalitnich spermii prochdzet membrdnou s mikrokandlky o
pruméru 8 pum. Zaroven tato metoda minimalizuje aditivni tvorbu volnych radikalt

dlouhou centrifugaci, jak zmifiuje vyrobce.
3.1.1 Poufité materidlové a pristrojové pomiicky

sterilni odbérovy kelimek, mikrofluidni chip ZyMot, sterilni centrifugacni zkumavka,

tuberkulinky, Pasteurovy pipety,

Sperm wash

laminédrni box HERAguard ECO, Inkubétor Labotect C42, mikroskop Olympus CX41
3.1.2 Vlastni provedeni

e Do piisluSného otvoru pifedem oznaceného mikrofluidniho chipu ZyMot se

injek¢ni stifkackou pomalu vypusti pfesny objem ejakulatu.
¢ Do druhého urceného otvoru se vypusti pfesny objem wash media.

e Béhem 30min inkubace v termostatu dojde k prichodu nejkvalitnéjSich spermif

pfes specidlni membrénu z ejakulatu do wash média (obr. 16).

e Médium se spermiemi je ndsledné odsédto do predem oznacené zkumavky. Takto

je vzorek pripraven k pouZiti pro oplozeni.
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Obrazek 15: ZyMot mikrofluidni chip

Zdroj: vlastni

Inlet Filter

\ «—— Retrieval chamber

N\

1 <—— Semen chamber

| «—— (lass slide

Obrazek 16: ZyMot mikrofluidni chip

Zdroj: Propagacni material firmy ZyMot Fertility

3.2 Metoda pripravy spermii gradientovou centrifugaci
3.2.1 Poufité materidlové a pristrojové pomiicky

sterilni odbérovy kelimek, sterilni centrifugacni zkumavka, tuberkulinka, Petriho misky,

Pasteurovy pipety
Sperm wash, Gradient 100

laminédrni box HERAguard ECO, Inkubator Labotect C42, mikroskop Olympus CX41
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3.2.2 Vlastni provedeni

e Pro tuto metodu je do inkubdtoru pii 37 °C predem pfipravena konickd
centrifugacni zkumavka s postupné navrstvenym hustotnim gradientem (1,5 ml

90% + 0,3 ml 70% + 0,3 ml 50% roztoku Gradient 100).

e Pomoci sterilni plastové Pasteurovy pipety se ejakulat opatrn€ navrstvi na hustotni
gradient ve zkumavce predem oznacené Stitkem se jmény a daty narozeni obou

partneru.
e Uzaviend zkumavka se centrifuguje pfi 2000 otaCkach po dobu 20 minut.

e Nisledné se sterilni Pasteurovou pipetou odsaje supernatant a peleta se

resuspenduje v 8 ml wash média.
e Uzaviend zkumavka se centrifuguje pfi 2000 otackach po dobu 8 minut.

e Poté se supernatant odstrani a spermie z pelety, kterd zustane v konické Casti

zkumavky se pouZiji pro oplozeni.
3.3 Metody invazivniho oplozeni in vitro

Diky metoddm intracytoplasmatické injekce spermie (ICSI) a intracytoplasmatické
injekce morfologicky selektované spermie (IMSI) je moZzné feSit prakticky kazdy typ
muZzské neplodnosti v pfipad€, Ze se podaii ziskat spermie. Principem obou téchto metod
je injekce jedné vybrané spermie piimo do oocytu. V piipadé IMSI se vybér spermie

provadi pomoci IMSI objektivu. (De Vos et al, 2013)
3.3.1 Poutité materidlové a pristrojové pomiicky

sterilni odbérovy kelimek, mikrofluidni chip ZyMot, sterilni centrifugacni zkumavka,
tuberkulinka, Petriho misky, kultivacni miska 4well dish, kultivacni miska Swell dish,
kultivani miska CultureCoin, sterilni Spicky, automatické pipety, ICSI misky, flexi

pipety, ICSI pipeta, Holding pipeta, Pasteurovy pipety

Sperm wash, Gradient 100, médium Global total LP for fertilization, Cumulase, PVP,
médium Global total LP HEPES, kultivaéni médium Global total LP, mineralni olej

30



lamindrni boxy, inkubdtor Labotect C42, mikroskop Olympus CX41, stereomikroskop

Leica, mikroskop Leica, ICSI mikroskop Olympus IX 70 s mikromanipuldtory a injektory
Eppendorf, Inkubdtor ESCO MIRI TL12

3.3.2

Vlastni provedeni
Pomoci automatickych pipet je pfedem ptipravena mikromanipulac¢ni ICSI miska.

Do nf jsou nésledné pieneseny do piisluSného prouzku média pfipravené spermie

a do kapek denudované oocyty.
Miska je ndsledn€ umisténa na vyhiivany stolek ICSI mikroskopu.

Za pomoci mikromanipulatora je proveden vybér a imobilizace vhodné vybrané

spermie a jeji nasati do ICSI pipety.
Pomoci Holding pipety je oocyt zafixovan ve stabilni poloze.

ICSI pipeta se spermii je svym hrotem optena o ZP oocytu a spermie je posunuta

co nejbliZe oocytu.
ICSI pipeta je jemnym tlakem zavedena do cytoplazmy oocytu.

Kontrolovang je cytoplasma zpétnym chodem aspirovéna, az dojde k prasknuti

oolemy.
Nésledné je cytoplazma spolu se spermii injikovdna do oocytu.

Timto zptusobem se injikuji vSechny zralé oocyty dané pacientky.

3.4 Hodnocené parametry

Pro zhodnoceni vlivu mikrofluidni separace spermii na tuspéch IVF terapie jsme zvolili

zékladni embryologické a klinické ukazatele uspé&Snosti, které doporucuje evropska

spolecnost pro lidskou reproduk¢ni embryologii — ESHRE ve svém doporuceni z roku

2017.

1.

Fertilization rate (FR), fertilizacni pomér, vyjadiuje podil mezi fyziologicky

fertilizovanymi oocyty a oocyty urenymi k fertilizaci;
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L o/] _ M2PN
Vypocet: FR [%] = i X 100
2. Blastocyst rate (BR), pomér blastocyst, je parametr, ktery vyjadiuje zisk
blastocyst po 120 hodinéch kultivace ze vSech fertilizovanych oocytti (2PN);

Vypocet: BR [%] = T2 i 100

3. Jako uspéch celé IVF 1écby lze hodnotit zachyceni srde¢ni akce embrya pfii
ultrazvukovém vySetfeni, které probihd obvykle za 14 dni po provedeni

embryotransferu. Tento stav popisuje parametr Implantation rate (IR);

L n gestacnich vacki se srdecéni akci
Vypodet: IR [%] = == X 100

n provedenych embryotransfert

3.5 Popis statistickych metod

Zhodnoceni a analyzu ziskanych dat za obdobi leden 2023 aZ tnor 2024 jsme provedli
v programu MS excel 2011 a vyhodnotili Fisherovym exaktnim testem. Vysledky jsou
vyjadifeny jako prumérny rozdil a hodnota statistické signifikance byla stanovena

p <0,05.
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4 Vysledky

Sledovany soubor srovnavaci retrospektivni studie zahrnoval 129 1é¢enych part, které
v centru asistované reprodukce Next Fertility IVF Prof. Zech Pilsen s.r.o. podstoupili
lécbu neplodnosti ICSI/IMSI metodou s vyuzitim darovanych oocyti a ndslednym

embryotransferem.

Do studie byli zatazeni muZi, od kterych jsme méli v den odbéru oocytt Cerstvy ejakulat.
Dalsi selek¢ni mechanismus spocival v analyze ICSI/IMSI cykli, ve kterych byly pouZity
darované oocyty zdivodu co nejvyssi eliminace Zenského faktoru neplodnosti.
Vysledkem této selekce bylo moZzné sledovat vliv mikrofluidni separace spermii na

vysledek IVF 1é&by.

Cely soubor (viz pfilohy) byl rozdélen na 2 skupiny, podle metody, kterd byla zvolena
pro piipravu spermii k fertilizaci oocytl. Analyzovanou skupinu tvofilo 69 muzu, jejichZ
spermie byly separovdny pomoci mikrofluidniho chipu ZyMot. Referen¢ni skupina
zahrnovala 60 piipadi, kde byly spermie z ejakulatu ziskany gradientovou centrifugaci

(tab. 3).

Tabulka 3: Rozdéleni hodnoceného souboru na skupiny

Nézev skupiny Pocet muza Zastoupeni [%]
Referen¢ni skupina 60 46,5
Analyzovand skupina 69 53,5

Tabulka 4: Distribuce oocytti a zhodnoceni vysledku fertilizace

FR [%] n MII n 2PN % FR P
Referen¢ni skupina | 579 482 83,2
Analyzovand skupina | 723 589 81,5
Rozdil 1,8 0,8035

Referencni skupina zahrnovala celkem 579 oocyta ve stadiu MII, které byly fertilizovany
spermiemi ziskanymi z ejakuldtu hustotni gradientovou centrifugaci. V této skupiné

doslo k oplozeni 482 oocyti. Fertiliza¢ni pomér v referencni skupiné byl 83,2 %. 723 MII
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oocytl bylo fertilizovdno spermiemi, které byly separovdny pies mikrofluidni chip,
fertilizacni pomér v této skupiné byl 81,5 %. Rozdil mezi referencni a analyzovanou
skupinou byl 1,8 % a nedosahoval statistické vyznamnosti (p = 0,8035). Dle téchto dat je

patrné, Ze zvolend separani technika nem4 vliv na fertilizacni schopnost spermif (tab. 4).

Tabulka 5: Zhodnoceni vlivu separovanych spermii na zisk blastocyst

BR [%] n 2PN n Bl po 120 hod. % BR )
Referen¢ni skupina | 482 256 53,1
Analyzovand skupina | 589 336 57,0
Rozdil 3,9 0,5031

Vyssi pocet blastocyst po 120 hodinéch kultivace byl ziskdn v analyzované skuping, bylo
ziskdno 256 blastocyst ze 482 oplozenych oocyti (BR = 57,0 %) oproti referen¢ni
skuping, kde byl BR = 53,1 % (geneze 336 blastocyst z 589 zygot). Rozdil mezi obéma
skupinami byl 3,9 % na hladin€ vyznamnosti p = 0,503 1. Tento rozdil nedoséhl statistické
signifikance (tab. 5).

Tabulka 6: Zhodnoceni vlivu spermii na dosaZeni klinické gravidity

IR [%] n poz. AS n neg. AS % IR P
Referen¢ni skupina 15 4 37,5
Analyzovand skupina | 17 2 48,6
Rozdil 11,1 0,6599

V referen¢ni skupiné bylo provedeno 40 embryotransfert, béhem kterych byla pfenesena
pacientce vZdy jen 1 blastocysta. V 15 ptfipadech doslo k implantaci embrya, u kterého
byla detekovana pozitivni srde¢ni akce, IR byl v této skupin€ 37,5 %. 35 embryotransfert
podstoupily pary ze sledované skupiny. I v té€chto ptfipadech byla k embryotransferu
pripravena pouze jedna blastocysta. U 17 partu doslo k zachyceni embrya s pozitivni
srde¢ni akci vysledni IR byl 48,6 %. Rozdil v parametru IR byl 11,1 % ovSem na hladiné
statistické vyznamnosti p = 0,6599 (tab. 6).
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5 Diskuse

Kvalita gamet rozhoduje ve velké mife o vysledku IVF 1é€by. Nicméné kvalitu
spermiogramu jsme schopni ovlivnit velmi médlo. Spermiogram je vySetfovan na zdkladé
konvenéni analyzy parametrt ejakulatu. Toto vySetieni je velice variabilni, jak z hlediska
ziskanych vysledku, tak zpasobu provedeni, a pifedevSim toto vySetfeni nezachycuje

funk¢ni poruchy spermii a uz viibec ne jejich piicinu.

V 90. letech minulého stoleti doSlo k celosvétovému rozsifeni metody ICSI a jejich
se toto paradigma ndhledu na vySetteni a pouZziti spermii pfi 1é¢b& neplodnosti zménilo.

V poslednich 10 letech dochdzi k rozvoji dalSich funkénich testli spermii, pficemz

vvvvvv

Yev s

je nejCastéjSi anomdlii spermii a ovliviluje fertilization rate, kvalitu vyvoje
preimplantacniho embrya a tim padem i cely vysledek IVF 1éCby. Z tohoto diivodu je

soucasnym trendem vyvoj a zavadéni specifickych selekénich metod.

Prvni z téchto metod je MACS, ktera je zaloZena na principu selekce apoptickych spermii
v magnetickém poli. Tato metoda je pouZzivdna v lidské reprodukci témet 10 let a dle
metaanalyzy z roku 2020 (Pacheco A., et. al, 2020) zaznamenala vyssi narast klinickych

gravidit u IVF cykll s pouzitim spermii po magnetické selekci.

Dalsi rozSifenou a velice oblibenou technikou ve svété je sperm sorting na mikrofluidnim
chipu. Cilem separace je zisk populace hyperaktivnich spermii, coZ je stejnd populace
spermii jako u metody swim up nebo hustotni gradientové centrifugace. Oproti klasické
gradientové centrifugaci a metod€ swim up m4 mikrofluidni separace spermii fadu vyhod,
jako je velka selekéni plocha (systém kandlkd a membran z polymetylenmetakryldtu) a
minimélni manipulace se vzorkem ejakulatu. Diky tomu nedochdzi k aditivni produkci
reaktivnich kyslikovych radikalt, které mohou separované spermie poSkozovat, praveé
diky jejich pusobeni na integritu DNA. Nespornou vyhodou techniky je presné definovani
Casového bodu k separaci hyperaktivni frakce spermii vhodnych pro fertilizaci. Tato
metoda tedy umoziuje separaci hyperaktivnich spermif, které dle zavéra studie z roku
2020 (LEISINGER, Chelsey A., et al, 2020) nemaji poSkozenou integritu DNA oproti
populaci spermii ziskanych separaci pfed hustotni gradient. Tento zdvér naSe préce

nepotvrzuje ani nevylucuje, protoZe toto téma nebylo jejim hlavnim cilem. Selekce
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spermii pomoci mikrofluidnich chipt se v humanni reprodukci vyuzivd v poslednich 5

letech a recenzovanych praci na toto téma je velmi malo.

Cilem této prace bylo zjistit, zda selekce spermii pomoci mikrofluidnich chipt ovliviiuje
vysledek IVF 1é¢by. Byla provedena retrospektivni analyza 129 IVF cykla provedenych
v obdobi od ledna 2023 do tinora 2024 na pracoviSti Next Fertility IVF Prof. Zech Pilsen
s.r.0., kde u 69 pacientli probéhla selekce spermii pomoci mikrofluidniho chipu (déle jen
analyzovand skupina) a u zbyvajicich 60 pacientti byly spermie pro fertilizaci ziskany
centrifugaci pfes hustotni gradient (dale jen referen¢ni skupina). V obou skupindch byly

vzorky s normélnimi i abnormdlnimi hodnotami vstupniho spermiogramu.

Dércovské oocyty byly oplozovdny mikromanipulacni technikou ICSI/IMSI a nasledna
kultivace embryi probihala 120 hodin v inkubdtoru ECSO MIRI TL12. Tim, Ze doslo
k pouziti oocyti od darkyn se podafilo minimalizovat ovlivnéni vysledki Zenskym

faktorem neplodnosti.

Po provedeni fertilizace oocyti byla v obou skupinich hodnocena jeji uspeSnost
(analyzovana skupina: 81,5 %, referen¢ni skupina: 83,2 %), rozdil mezi t€émito skupinami
nedosahuje statistické vyznamnosti, pravdépodobné kvuli nizkému poc¢tu hodnocenych
cykld. Ovsem vysledky naSi prace se téméf shoduji s vysledky ze studie autort
LEISINGER, Chelsey A., et al, 2020, kde bylo dosaZzeno FR (analyzovana skupina:
79,3 %, referenéni skupina: 81,9 %). Rozdil v tomto pifipadé dosahoval statistické

signifikace (606 hodnocenych IVF cyklu).

Dilezitym embryologickym parametrem byl zisk blastocyst v obou skupinach po 120
hodinich kultivace, BR v analyzované skupiné byl 57,0 % a v referencni skupiné 53,1 %,
stejn¢ jako u parametru FR nedosahl rozdil statistické signifikace opét diky nizkému
poctu hodnocenych cykla. Vysledky dosahuji prakticky stejnych hodnot jako v publikaci
autort LEISINGER, Chelsey A., et al, 2020, kde BR byl (58,5 % v analyzované skupiné
a 50,6 % v referencni skuping). Vysledky potvrzuji, Ze vyuZziti mikrofluidni separace

spermii pozitivne ovliviiuje zisk blastocyst.

Klinicky ukazatel dsp&Snosti IVF 1€¢by implantation rate (IR) dosdhl v analyzované
skuping 48,6 % a vreferenéni skupin€¢ 37,5 %. Rozdil mezi skupinami nedosdhl

statistické vyznamnosti, ovSem dosahované hodnoty jsou téméf shodné s praci
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publikovanou v roce 2020 kolektivem autora LEISINGER, Chelsey A., et al. V této praci
doslo ke vzniku klinické gravidity v 50,0 % u part, kde byl pro separaci spermii vyuzit
mikrofliudni chip. A 35,0 % klinickych gravidit vzniklo ve skupiné part, kde byly

spermie ziskdny separaci s vyuZitim hustotni gradientové centrifugace.

V nasi prici, se ndm nepodarilo prokazat signifikantni rozdil mezi pary u kterych byl
vyuzit k zisku spermii mikrofluidni chip a pary, kde byly spermie izolovani gradientovou
centrifugaci. OvSem je patrné, Ze separace spermii pres mikrofluidni chipy pozitivné
ovliviiuje vysledek IVF 1éCby, tim, Ze je dosazeno vyssi geneze blastocyst a tim muze byt

zvySena 1 Sance na klinickou graviditu.

37



6 Zavér

Metody selekce spermii pomoci mikrofluidnich chipi a gradientové centrifugace jsou
z hlediska dspéchu klinickych parametrti IVF 1é¢by téméf srovnatelné a nepodafilo se
prokdzat signifikantni vyznamnost, zda mikrofluidni separace spermii ovliviiuje

uspésnost IVF 1é¢by, kterou jsme sledovali pomoci parametra FR, BR a IR.

Ve skuping, kde byly spermie separovany pomoci mikrofluidnich chipi bylo ziskano
vys8i mnoZstvi blastocyst, které mohou byt pouZity pro dalsi 1écbu. Lze pfedpoklddat, Ze

u téchto part dojde k vyssi Sanci na graviditu. V této skupiné bylo dosaZzeno i vyssiho

poctu klinickych gravidit.

Mikrofluidni separace spermii pres mikrofluidni chipy ovliviiuje pozitivné vysledky IVF

1é¢by, je ovSem potieba sledovat a analyzovat vétsi mnozstvi 1éCenych pard.
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