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Souhrn

Jednim z problému soucasné spole¢nosti je bezesporu téma stéale se zvysujici neplodnosti
muzi. Tlak vyvijeny na laboratofe center asistované reprodukce je tak obrovsky, protoze je
velmi dilezité maximélné optimalizovat soucasné postupy a testovat nové metody separace
kvalitnich spermif s cilem zvysit dspésSnost cykli.

K diagnostice kvality ejakulatu se vyuzivd nejen spermiogram, ale také cytometrické
stanoveni procenta zivych a apoptotickych spermii nebo stanoveni spermii s fragmentaci
DNA. Selekce spermii z ejakulatu se provadi tradiéné gradientovou centrifugaci (GC) nebo
swim-up (SU). Testuji se ale i nové metody jako magneticka separace spermii (MACS) nebo
separace pomoci mikrofluidniho systému (MFSS).

Diplomova préace je rozdélena na experimentélni a klinickou ¢ast. Cilem experimentélni
¢asti bylo pomoci priutokové cytometrie ovérit Géinnost odstranéni apoptotickych spermii
v ejakulatu u vybranych separa¢nich metod. Byla stanovena hypotéza, Zze rutinni GC neni
vhodné pro vzorky s nizkym zastoupenim zivych spermii v ejakuléatu.

Statisticky vyznamny pokles procenta zivych spermii po GC separaci byl zjistén u vzorki,
které mély nizké zastoupeni zivych spermii v ejakulatu (< 50 %). Timto bylo prokazéano, ze
pro tyto pacieny neni GC vhodné metoda. Experimentélné byly u podobnych typi ejakulati
ovéfeny alternativni metody separace (SU, MFSS, MACS). Za nejvyznamnéjsi vysledek byl
povazovén signifikantni vzestup procenta zivych spermii po MEFSS. Metoda MFSS byla proto
doporucena pro rutinni vyuzivini u pacientt s vysokym zastoupenim apoptotickych spermii
nebo vysokou fragmentaci DNA.

Cilem klinické ¢asti bylo ovérit, zda stanoveni procenta Zivych a apoptotickych spermii
v ejakuldtu muze predpovédét kvalitu embryi. Predpokladem bylo, Ze vysoké zastoupeni
apoptotickych spermii bude mit negativni vliv na tGspésnost cyklu.

Obdobné jako v jinych publikacich, tak ani v této praci se tato hypotéza neprokazala.
Z vysledku vyplyva, Ze u skupiny s nizkym procentem apoptotickych spermii (ApoLow)
byl signifikantné vyssi parametr FR (fertilizaton rate), av8ak ostatni parametry aspéSnosti
cyklu byly vyssi u skupiny s vysokym procentem apoptotickych spermii (ApoHigh). MoZznym
diuvodem byl vyssi pocet transferii nejkvalitngjsich blastocyst (BL5) u skupiny ApoHigh.
Byla totiz prokazana vyznamné vyssi Gspésnost cyklu pfi transferu BL5.

Zavérem lze Tici, ze cytometrické vysSetfeni ejakulatu je kvalitni diagnostickou metodou
a ziskané informace mohou pfispét k volbé vhodnych postupt zpracovani ejakulatu pred
i vitro oplozenim.
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Summary

One of the biggest problems in current society is the increasing amount of men’s inferti-
lity. The pressure on laboratories for assisted reproduction technology (ART) is huge. The
most important requirements in this field are specifying the diagnosis of infertile men and
developing better techniques for more successful ART.

Diagnosis methods include the spermiogram, the flow cytometric analysis of the viable
and apoptotic sperm, or the analysis of sperm DNA fragmentation. Sperm selected was
through density gradient centrifugation (GC), swim-up (SU), or methods such as magnetic
sperm separation (MACS) and microfluidic separation (MFSS).

This diploma thesis has two parts, experimental and clinical. The aim of the experimental
part was to verify the efficiency of sperm separation techniques by analysis of the viable and
apoptotic sperm in semen. The hypothesis was that routine density gradient centrifugation
is not suitable for samples with low levels of viable sperm in the ejaculate and more gentle
separation techniques would be more effective. A decrease in the viable sperm percentage
after GC separation was found in samples with low levels of viable sperm in semen (<50 %),
which confirmed the first hypothesis.

Separation techniques such as GC, SU, MFSS and MACS were also tested using similar
quality semen (<50 % viable sperm). The most significant result was the increase in the viable
sperm percentage after MFSS. The MFSS technique would be recommended for routine use
for patients with high levels of apoptotic sperm or high DNA fragmentation. The aim of
the clinical part was to verify whether the analysis of the viable and apoptotic sperm in the
ejaculate can predict lower embryo quality. The hypothesis was that a high level of apoptotic
sperm has a negative impact on the success of ART.

The outcome was that FR (fertilization rate) was much higher in the low apoptotic
sperm percentage group (ApoLow), but other parameters of ART efficiency were higher in
the high apoptotic sperm percentage group (ApoHigh). The hypothesis was not confirmed
like in similar studies. It was likely due to more embryo transfers of the highest quality
blastocysts (BL5) in the ApoHigh group compared to ApoLow group. The transfer of BL5
was significantly more successful.

In summary, the flow cytometric analysis of semen is a quality diagnostic technique and
information gained can help with the proper choice of sperm separation technique earlier in
vitro fertilization.

Keywords

flow cytometry, sperm, assisted reproduction technology, apoptosis, spermiogram
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Kapitola 1

Uvod

Lé¢ba neplodnosti pomoci metod asistované reprodukce je jednou z nejprogresivnéjsich
oblasti moderni mediciny. Je obecné zndmo, Ze rok od roku mirné stoupa pocet infertilnich
pard, které vyhledavaji lékaiskou pomoc. Proto je dilezité pracovat na stale novych, vy-
lepSenych metodach, které zlepsuji 1é¢bu neplodnosti. Pokrok v reprodukénich metodach je
nezbytny pro dnesni spolecnost a je proto nutné toto odvétvi zdokonalovat.

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) definuje neplodnost jako onemocnéni, pii kterém
nebylo opakované dosazeno klinického téhotenstvi po dvanacti a vice mésicich pohlavniho
styku (WHO 2010). Odhaduje se, Ze infertilita postihuje pfiblizné 15 % péarta v plodném véku
(Sharlip et al. 2002). Podil pari potykajicich se s problémem neplodnosti se v8ak v blizké
budoucnosti muze jesté zvysit, protoze stoupé pocet Zzen, které odkladaji narozeni ditéte do
vy&siho véku (Evers 2002). V minulosti se pii hledani pfi¢iny neplodnosti pozornost obracela
casto jen k zené, avSak podle soucasnych studii se zjistilo, Ze chyba je témér stejnou mérou
na strané muze. Proto je nutné, aby byli muzi diagnostikovani a lé¢eni stejné intenzivné jako
Zeny, coz se v soucasnosti bohuzel nedéje.

Pri diagnostice muzské neplodnosti se jako zakladni vySetfeni provadi spermiogram. Hod-
noti se parametry, které ovliviiuji schopnost spermii oplodnit oocyt. Mezi né patii napt. kon-
centrace spermif v ejakuléatu, jejich pohyblivost a morfologie. V posledni dobé se vSak objevuji
nova vysSetfeni, kterda poskytuji vice informaci o kvalité spermii a rozsifuji tim spermiogram.

Cilem diplomové prace je pfedstavit cytometrickd vySetfeni ejakulatu, kterd jsou do-
stupné v laboratofich reprodukéni imunologie. Pomoci pritokové cytometrie je mozné sta-
novit koncentraci spermii, koncentraci leukocyti, zastoupeni Zivych a apoptotickych spermii
a ovérit integritu akrozomu. Daéle je mozZné stanovit fragmentaci DNA ve spermiich. Tyto
Zaroven cytometrickd vySetfeni mohou poskytnout informace embryologickym pracovniktim
a umoznit jim volbu metody pro separaci spermii. Pro tspésné in vitro oplozeni oocytu je
dilezité nejen posoudit kvalitu ejakulétu, ale také je potifeba z ejakuldtu separovat co nej-
kvalitnéjsi zivé spermie. Separac¢nich postupi je cela rfada, ale ne vSechny jsou vhodné pro
pacienty s nizkou kvalitou ejakulatu. V diplomové praci jsou porovnény tradi¢né pouzivané
postupy - gradientova centrifugace (GC) a swim-up (SU) s novymi metodami zaloZenymi na
magnetické (MACS) a mikrofluidni (MFSS) separaci.

Prubéh asistované reprodukce zahrnuje nékolik kroki, které jsou v diplomové préci po-
drobné probrany. Zakladem je spravny odbér, pfiprava a hodnoceni kvality oocytt, které
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jsou vybrany pro oplozeni. V sou¢asné dobé se pti vybéru metody oplozeni nejcastéji pristu-
puje k metodé ICSI (intracytoplazmatické injekce spermie), kterou préace priblizuje. Oplozené
oocyty jsou inkuboviny 3-5 dni v inkub&toru a vyvoj embryi je peclivé sledovan a hodno-
cen. Soucasti prace je shrnuti pravidel, podle kterych se embrya hodnoti a jaké parametry
musi splitjovat vybrand embrya pro transfer nebo pfipadné zamrazeni. V dobé po provedeni
transferu jsou pacientky nadale sledovany a je kontrolovan stav jejich pfipadné gravidity.
V praci je uvedeno, jak probih& monitoring téhotenstvi a jaké se sleduji parametry pro
zhodnoceni tspésnosti cyklu. U Zen, které maji nekvalitni oocyty a embrya ¢&i u Zen, jez jsou
ohroZeny ovarialnim selhanim nebo rizikem prenosu zavazné geneticky podminéné choroby, je
zvazovan darovaci program oocytl. Této problematice je vénovana pozornost a jsou popsany
nezbytné kroky pro tspésné provedeni transferu oocytt pfijemkynim.

Experimentalni ¢ast diplomové préce je realizovana v imunologické laboratori GENNET
za vyznamné pomoci laboratore IVF GENNET - Archa. Jednim z cilu je pomoci priutokové
cytometrie ovérit acinnost separace apoptotickych spermii z ejakulatu u vybranych metod
pouzivanych pro selekci spermif pii asistované reprodukci. Vysledky prace a literarni reSerse
prispély k vybéru vhodnych metod vyuzitelnych v rutinnim provozu embryologické labora-
tore.

V klinické studii této diplomové prace je cilem zjistit, zda cytometricky stanovena hod-
nota zivych a apoptotickych spermii v ejakuldtu pouzitém pro ICSI, koreluje s kvalitou
embryi a miize predikovat vysledek embryotransferu. Pozornost je vénovana porovnavanim
pacientu s normalnim nebo patologickym spermiogramem, vysokym ¢i nizkym zastoupenim
apoptotickych spermii v ejakulédtu a vysokou a nizkou fragmentaci DNA ve spermiich.

Prutokova cytometrie poskytuje nové informace o kvalité spermii, které mohou byt pii-
nosné pro rutinni andrologické a embryologické laboratore. MiZe prispét nejen k objasnéni
pri¢in neplodnosti, ale i k volbé vhodné metody in vitro oplozeni.
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1. Gradientova centrifugace (GC) je rizikova pro nékteré patologické vzorky nebo vzorky
s vysokym % apoptotickych spermif, protoze miize dojit k uvolnéni reaktivnich kysli-
kovych radikali a k poklesu Zivotnosti spermii.

Cil — Stanovit u jakych ejakulati se snizuje % Zivych spermii po GC sepa-
raci.

2. Pro pacienty s vysokym zastoupenim apoptotickych spermii nebo s vysokou fragmen-

taci DNA je nezbytné najit vhodnou separac¢ni metodu. Otazkou je, ktera ze soucas-
nych metod pouZivanych na klinikach IVF (In Vitro Fertilization) je pro tyto pacienty
nejvhodnéjsi.
Cil- Experimentalné porovnat i¢innost separace zivych spermii metodami
GC, swim-up, magnetické separace spermii (M ACS) a mikrofluidni separace
spermii (MFSS). Doporuéit vhodny postup separace spermii pro rutinni
praxi.

3. Pocet a kvalita embryi vzniklych po oplozeni darovanych oocytt se mezi jednotlivymi
pary vyznamné lisi. Kvalitnéjsi transferované embrya zvysi ispésnost embryotransferu.

Cil — Zhodnotit kvalitu embryi v celém souboru. Stanovit celkovou tspé&s-

nost lé¢by a posoudit, zda byla vyssi tispésnost embryotransferu spojena
s vy88i kvalitou transferovanych blastocyst.

4. Niz&i zastoupeni apoptotickych spermii ve vzorku pouzitém na oplozeni oocytl pozi-
tivné piispiva ke vzniku vyssiho poctu kvalitnich blastocyst. Diky kvalitngjsim blasto-
cystam stoupe i uspésnost cyklu.

Cil — Vyhodnotit tspésnost oplozeni, kvalitu embryi a pocet gravidnich Zen
u skupiny s niz$im a vys$sim zastoupenim apoptotickych spermii v ejakulatu.
Zjistit, zda je vysoké zastoupeni apoptotickych spermii rizikovym prvkem
snizujicim parametry tspésnosti cyklu.
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5. V pripadé ejakulatu s normalnim spermiogramem bude pocet kvalitnich blastocyst
vySSi nez pii pouziti ejakulétu s patologickym spermiogramem. Diky kvalitnéjsim blas-
tocystam stoupne i Gspésnost cyklu.

Cil — Vyhodnotit tspésnost oplozeni, kvalitu embryi a podet gravidnich
zen u skupiny s normalnim a patologickym spermiogramem. Zjistit, zda je
uspésnost cyklu vyssi v pripadé pouziti ejakulatu s normalnim nez patolo-
gickym spermiogramem.

6. Nizsi zastoupeni spermii s fragmentaci DNA ve vzorku pouZzitém na oplozeni oocytt
pozitivné pfispivad ke vzniku vyssiho poctu kvalitnich blastocyst. Diky kvalitnéjsim
blastocystam stoupe i tspésnost cyklu.

Cil — Vyhodnotit tspésnost oplozeni, kvalitu embryi a pocet gravidnich
zen u skupin s vys$$im a niZ8im zastoupenim spermii s fragmentaci DNA
v ejakulatu. Zjistit, zda je vysoké zastoupeni spermii s fragmentaci DNA
rizikovym prvkem snizujicim parametry tGspésnosti cyklu.

7. Vyssi koncentrace spermif ovliviluje kvalitu separace GC a pozdéji v pripadé negativ-
niho vlivu na spermie tak pfispiva k nizsi kvalité embryi.

Cil — Vyhodnotit tspé&Snost oplozeni, kvalitu embryi a pocdet gravidnich
zen u skupin rozdélenych podle koncentrace spermii po GC. Zjistit, zda je
vysoka koncentrace spermii po GC rizikovym prvkem sniZujicim parametry
uspésnosti cyklu.
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Neplodnost

Neplodnost je takové onemocnéni reprodukéniho systému, pii kterém nebylo dosaZeno
klinického téhotenstvi po dvanacti a vice mésicich pravidelného pohlavniho styku bez po-
uzivani kontraceptivnich prostiedkt (Zegers-Hochschilda et al. 2009). Dfive byla hranice
neplodnosti stanovené na 2 roky intenzivniho snazZeni, ale to bylo v dobé&, kdy byl prameérny
vék prvorodicek vyrazné nizsi nez v soucasnosti. U Zen starsich 35 let se dokonce hranice, kdy
nebylo dosahnuto téhotenstvi, zkratila jen na 6 mésict (Dostal 2012). To souvisi pfedevsim
s modernim stylem Zivota, protoze stale vice part uvazuje o poceti potomki ve vyssim véku.
Oddalovani matefstvi do pozdné&jsich obdobi fertilniho véku postupné vzrista s poslednimi
dvéma dekddami, zvlasté ve vyspélych zemich. Zatimco ke konci 80. let predstavovala popu-
lace tehotnych nad 35 let cca 5 %, v poslednich letech se procento téchto Zen vySplhalo nad
20 %. Hranice vyssiho véku matky je nejcastéji definovana z hlediska rizika vzniku vrozenych
vyvojovych vad jako vék nad 35 let (Haslik 2013).

Misto terminu neplodnost se lze setkat s terminy sterilita, infertilita. Tato oznaceni zna-
menaji totéz, ale jednotné se nepouzivaji. Termin sterilita se v ¢eské terminologii pouziva
pro uplnou neschopnost paru otéhotnét a infertilita pfi nemoznosti donoseni Zivotaschop-
ného plodu. V soucasném ceském nazvoslovi se vSak vyraz infertilita stale vice pouziva pro
poruchy plodnosti v obecném slova smyslu (Citterbart et al. 2001). Nezélezi pfitom na tom,
zda se jedna o neplodnost ¢i potréacivost Zeny, neplodnost muze nebo obou (Koneéné 2003).

Rozlisuje se primérni a sekundarni neplodnost. Diagnézou primarni neplodnosti se ozna-
¢uji Zeny, kterym se nikdy nepodafilo ot€hotnét. Sekundarni neplodnost je definovana jako
neschopnost po¢it po predchozim otéhotnéni (at uz zakonceném porodem, interrupci nebo
potratem) (Doherty & Clark 2006). Vyzkumy ukazaly, ze sekundéarni neplodnost je ¢astéjsi
neZ priméarni plodnost (obr. 3.1)!. V roce 2010 se pfiblizne 10,5 % Zen potykalo se sekundarni
neplodnosti a zhruba 2 % s neplodnosti primarni. Prevalence sekundéarni neplodnosti (tj. po-
dil po¢tu Zen trpicich neplodnosti a poc¢tu vSech Zen ve sledované populaci) se pohybuje
v rozmezi od 6 % do 16 % Zen a lisi se v zavislosti na regionu a zemi (obr. 3.2).

Odhaduje se, ze infertilita postihuje ptiblizné 15 % péara v plodném véku (Sharlip et al.
2002). Ac¢koliv se difve posuzovala neplodnost predevsim ze strany Zeny, zjistilo se, Ze na
neplodnosti se podileji oba partnefi (Dohle et al. 2005). Pouze muzsky faktor neplodnosti
je ve 30 % pripadt, pouze Zensky v 35 %, kombinovany faktor ve 20 % a idiopaticky faktor

'Data prevzata z: <https://journals.plos.org/plosmedicine/article?id=10.1371/journal. pmed.1001356>
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Obrézek 3.1: Prevalence svétového vyskytu primarni neplodnosti Zen ve véku 20-44 let (2010)
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Obréazek 3.2: Prevalence svétového vyskytu sekundarni neplodnosti Zen ve v&ku 20-44 let
(2010)

v 15 % pripadi. V pfipadé idiopatické neplodnosti neni zfejma piic¢ina neplodnosti (Thon-
neau et al. 1991; Schenken & Guzick 1997; Evers 2002). Pfi¢in neplodnosti je cela fada,
a proto se na lécbé neplodnych pari podileji nejen gynekologové, ale i endokrinologové a
andrologové /urologové. V nékterych pfipadech je vhodné konzultace 1é¢by neplodnosti také
s imunologem ¢i genetikem. V pripadé psychickych obtizi je vhodné konzultace s psychologem
nebo psychiatrem (Uléova-Gallova & Losan 2013).

3.1 Soudasna porodnost v Ceské republice

Podle udaju Ceského statistického tiadu v roce 2016 prislo na svét v Ceské republice
114 400 7ivé narozenych déti. Z toho se 4 % déti narodila pomoci asistované reprodukce
(Cesky statisticky ufad 2017) a predpoklada se, Ze pocet in vitro pocatych dé&ti bude nadale
narustat. Za 15-20 let muze byt az polovina narozenych déti poc¢ata uméle (Rumpik 2014).



3.1. SOUCASNA PORODNOST V CESKE REPUBLICE

V Ceské republice je v souasnosti 15-25 % péart neplodnych (Kubicek 2018). Uspé&snost
umélého oplodnéni se pohybuje mezi 20 az 75 % a je ovlivnéna mnoha faktory. Pfedpoklada
se, ze kdyby bylo mozné muzsky faktor neplodnosti tispésné 1é¢ebné ovlivnit, pak by se ro¢né
mohlo narodit az o 8 % (tj. o0 9152) déti vice (Kubicek 2018).

Velmi vyznamnym faktorem ovliviiujicim plodnost péaru je vék partnerid. Optimalni bio-
logicky vék Zeny, ve kterém by méla otéhotnét, je 20-25 let (Vacha 2017). AvSak pramérny
vék prvorodicek je v soucasnosti 28,9 roku. V Ceské republice se v letech 2008-2016 nej-
vice déti narodilo rodi¢tim ve véku 30-34 let, navic vyznamné nartista pocet rodi¢t starsich
35 let (Cesky statisticky arad 2017)2. V roce 2015 poprvé v historii CR prumérny vék rodicek
prekrocil hranici 30 let (Mardesi¢ 2016) (obr. 3.3).

<30]let
30-30,49

30,50- 30,99

. 31-31,99
. >32

Obrézek 3.3: Priamérny vék matky pii narozeni ditéte v krajich v roce 2017 (CSU)

Vyznamné stoupa také vék otcit novorozenych déti. Ac¢koliv se pramérny vék otci neu-
vadi, ve statistickych datech je mozné dohledat informace o véku otcti novorozenych déti.
Z grafu 1 je zfejmé, 7e se v poslednim desetileti posunul vék otcti do vyssich vékovych skupin

(Cesky statisticky arad 2017).
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Graf 1: Celkovy pocet porodu dle vekovych skupin otct v letech 2007-2017 (GSU)

*Data pievzata z: <https://www.czso.cz/csu/czso/demograficka-prirucka-2017>
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3.2 Muzska neplodnost

Muzskéa neplodnost je celosvétovym problémem a ke sniZzeni kvality ejakulatu dochazi
téméf ve viech zemich (obr. 3.4)%. Neplodnost miZe byt povazovana za syndrom, ktery je
vysledkem mnoha vrozenych nebo ziskanych faktora (Ul¢ova-Gallova & Losan 2013). K vro-
zenym faktortiim muzské neplodnosti patii varikokéla, poruchy endokrinniho systému, gene-
tické pfi¢iny, poruchy v ejakulaci a anatomické problémy (Wald 2005). Mezi ziskané fak-
tory muzské neplodnosti fadime napft. infekci a zanétlivdi onemocnéni, imunologické pric¢iny,
urazy a nasledky chirurgickych zakroku (Wald 2005). K poklesu kvality ejakulatu dochazi
také vlivem koufeni, obezity, ptisobenim toxickych latek, Gcinkem rentgenového zaieni nebo
pusobenim extrémnich teplot. V mnohych piipadech pri¢ina neplodnosti nemusi byt zjisténa
a stav se oznacuje jako idiopatickd neplodnost (Evers 2002). Pred kazdym vySetfenim je
nutna anamnéza, kterd se zaméruje na predchazejici otcovstvi, frekvenci a charakteristiku
pohlavniho Zivota, prodélané nemoci a pfipadné operace, vyvojové vady (napft. kryptorchis-
mus), sexudlné pienosné choroby, infekéni onemocnéni a dalsi (Doherty 2006). Zjistuje se
také rodinna anamnéza. Dilezité je provedeni fyzického a ultrazvukového vysSetieni pohlav-
nich organd. Zakladnim vySetfenim kvality spermif je spermiogram a pfipadné cytometrické
vySetfeni spermii (Kratka 2017). Kromé toho je vhodné provést vySet¥eni infekei v mo¢i pa-
cienta (a pripadné i jeho partnerky). V krvi se stanovuje také hladina pohlavnich hormonu.
V ptipadé nizké koncentrace spermii je vhodné provést genetické vysetieni.

<4%

4% - 6,99%

. 7%-9,99%
. 2 10%

Obrézek 3.4: Prevalence svétového vyskytu muzské neplodnosti (2017)

3.3 VysSetreni kvality ejakulatu

Zékladnim laboratornim vySetfenim muZe je spermiogram. Ve snaze o zajisténi urci-
tého standardu a srovnatelnosti vysledkt z rtznych pracovist vydala World Health Organi-

3Data pievzata z: <https://media.nature.com/original /nature-assets/nrurol /journal /v14/n12/extref/
nrurol.2017.175-s1.pdf>
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zation (WHO) manual (Manual for Semen Analysis). Manualy jsou vydavany od roku 1980 a
byly pravidelné aktualizovany. Zatim posledni verze pochazi z roku 2010. V tomto manualu
je uveden doporuceny postup vySetfeni véetné hrani¢nich hodnot jednotlivych parametri
(tabulka 3.1). Mezi makroskopicky hodnocené parametry patii objem ejakulatu po zkapal-
néni, viskozita, barva a pH. Mikroskopicky je ur¢ovana koncentrace spermii, jejich motilita,
morfologie a pfipadné aglutinace bunék. Z objemu a koncentrace je vypocitan celkovy pocet
spermii v ejakulatu. Pravdépodobné nejdilezitéjsim tdajem spermiogramu jsou koncentrace
pohyblivych spermii a kvalita jejich pohybu (Reiébek 2014).

Celkovy pocet spermii u muzt v poslednich desetiletich vyznamné klesa, jak prokazala
metaanalyza dat ziskanych od 43 000 muza ze Severni Ameriky, Evropy, Australie a Nového
Zélandu provedena v roce 2017 Levinem et al. Do analyzy bylo zafazeno 185 studii. Autofi
vypocitali, Ze mezi lety 1973 az 2011 poklesl celkovy pocet spermii u zdravych muzi o 59,3 %
a koncentrace spermii v ejakulatu klesla o 52 %.

Pocet spermii a dal$i parametry ejakulatu jsou spojeny s vlivy prostfedi a zivotnim
stylem. Mezi vlivy prostiedi pat¥i endokrinni disruptory (Gore et al. 2015), pesticidy (Chiu
et al. 2016) a zména teploty (Zhang et al. 2015). Faktory Zivotniho stylu zahrnuji stres
(Nordkap et al. 2016), diety (Jensen et al. 2013), koufeni (Sharma et al. 2016) a Body Mass
Index (BMI) (Sermondade et al. 2013).

Také hrani¢ni hodnoty jednotlivych parametri spermiogramu se ve WHO manualu vy-
razné zménily (tab. 3.1)(Mardesi¢ 2013). Aktualni spodni hranice normy z roku 2010 udava
koncentraci 15 miliont spermii na mililitr spermatu, pficemz ve WHO doporuceni z roku
1999 bylo uvedeno 20 miliont spermif na mililitr. Aktuélni referenc¢ni hodnoty byly zjistény
vySetfenim 4500 vzorki ejakulatu plodnych muzi ve véku 3145 let. Nové zjisténé hodnoty
jsou ve srovnani s predchéazejicimi doposud nejnizsi. Tyto normy jsou z nékolika dtavodu
kritizovany. Data byla ziskana ze 14 zemi, ale pouze ze severni polokoule a nejsou zahrnuty
vzorky z Jizni Ameriky, Afriky a Asie (Vieira 2013). Parametry jsou zaloZeny na tdajich
muzi, jejichz partnerky otéhotnély v dobé do 12 mésici od provedeni vySetieni, coz je velmi
dlouhé doba a kvalita ejakuldtu se mohla mezitim vyrazné zménit. Navic u kazdého z muza
byl proveden pouze jeden odbér spermatu (Esteves et al. 2012). Nové referenéni hodnoty
maji vyznamny dopad na klinickou praxi. Mirngjsi hrani¢ni hodnoty umoznuji mezi normo-
zoospermiky zafadit muze, ktefi byli v minulosti povazovani za neplodné. To muze zpozdit
indikaci 16¢by neplodnosti a postihnout i jeji vysledek (Yerram et al. 2012).

Tabulka 3.1: Vyvoj referen¢nich hodnot parametri spermiogramu podle WHO

Parametry SPG dle WHO | 1980 | 1987 | 1992 | 1999 | 2010
Objem (ml) - >2 >2 > 2 1,5
koncentrace spermii (10°/ml) 20-200 > 20 > 20 > 20 15
celkova koncentrace spermii (10°) - > 40 > 40 > 40 39
celkova motilita > 60 > 50 > 50 > 50 40
progresivni motilita (% motilnich) > 2 > 25 > 25(a) > 25(a) 32(a+b)
vitalita (% zivych) - > 50 > 75 > 75 58
morfologie (% normalnich) 80,5 > 50 > 30 > 14 4

SPG - Spermiogram
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3.3.1 Spermiogram

V obdobi pfed odbérem je pacient pozadén, aby dodrzel 3-Hdenni sexuélni abstinenci
(WHO 2010). Pred vySetienim je pacient poucen o zptusobu odbéru ejakulatu. Odbér vzorku
ejakulatu by mél idealné probéhnout ve specidlni odbérové mistnosti vedle laboratore, aby
byl interval mezi odbérem a analyzou vzorku co nejkratsi a aby nedoslo k vystaveni vykyvu
teplot vzorku. Pro tcely vySetieni spermiogramu je vzorek ejakulatu ziskan masturbaci a ode-
bira se do Sirokohrdlé nadobky oznac¢ené jménem a identifika¢nim ¢&islem. Pacient podepisuje
informovany souhlas s odbérem, na kterém je uveden i ¢as odbéru a informace, zda je vzo-
rek kompletni. Zaznamenény jsou i informace o uzivanych lécich, hore¢natych onemocnénich
prodélanych v posledni dobé a pocet dni pohlavni abstinence. Béhem transportu do labo-
ratofe by mél byt vzorek uchovan pii teploté mezi 20 °C a 37 °C a mél by byt dorucen ke
zpracovani maximélné do 60 minut od odbéru (WHO 2010; SOP 001).

3.3.1.1 Makroskopické hodnoceni ejakulatu

Ejakulat se hodnoti v laboratoii jak z makroskopického, tak mikroskopického hlediska.
Makroskopické hodnoceni zahrnuje zkapalnéni, viskozitu, vzhled, objem a pH ejakulatu.

Zkapalnéni, vzhled ejakulatu

Normalni vzorek ejakulatu je homogenni, Sedavé bily a opalescentni (Weiss et al. 2010).
P1i pokojové teploté zkapalni béhem 15 minut, pokud je doba zkapalnéni delsi nez 60 mi-
nut, je tfeba to zaznamenat do protokolu. Zlutavé zbarveni ejakulatu maze byt zptsobeno
uzivanim multivitamint nebo nékterych 1ékii a nemusi znamenat nic patologického. Cervené
a hnédavé zbarveni byva zptusobeno piitomnosti Cervenych krvinek v ejakulatu. V tako-
vych piipadech by pacient mél byt podrobnéji vySetien, aby byla zjisténa pfic¢ina krvaceni
(Bjorndahl et al. 2010). Silné Zlutozelené nebo zelené zbarveni zna¢i p¥imés hnisu, moce
nebo mikroorganismii. Zkapalnény ejakulat mize fyziologicky obsahovat gelova zrna, ktera
nezkapalni. Takovéi gelova zrna nemaji zadny klinicky vyznam, jejich pritomnost vSak muze
negativné ovlivnit pribéh dalsi analyzy (Kubicek 2010).

Objem

Objem se stanovuje bud pomoci valce nebo pomoci plastové siroké pipety (WHO 2010).
Pfi¢inami sniZzeného objemu ejakulétu (<1,5 ml) mohou byt obstrukece ve vyvodnych cestéch,
vrozend bilateralni absence chdmovodu nebo odbér nekompletniho vzorku. Zvyseny objem
vzorku (>6 ml) muze byt zpusobeny pfitomnosti zanétlivého exsudéatu, vyvolaného akutni
infekei nékterych pridatnych organt (napft. prostaty) (Tamler et al. 2007).

Stanoveni pH
K vysSetifeni hodnoty pH se pouziva pH papirek s indika¢nim rozmezim 6,4-8,0. Normalni{
pH je 7,2-7,8. Je-li pH vySsi nez 7,8, je mozna pritomnost infekce. Je-li pH pfi azoospermii

pod 7,0, je nutno vySetiit chamovod, semenné vacky a nadvarlata, nebot mize jit o obstrukei
semenného traktu (Kubicek 1998).

10
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3.3.1.2 Mikroskopické hodnoceni ejakulatu

Pti mikroskopickém hodnoceni vzorku ejakulatu se hodnoti koncentrace, motilita, vita-
lita, morfologie a aglutinace spermii (WHO 2010). Zjistuje se pfitomnost jinych bunéénych
elementti nez spermii. Mikroskopické zhodnoceni spermii by mélo byt provedeno maximalné
do 1 hodiny od odbéru (SOP 001).

Koncentrace

Koncentrace spermii je hodnocena pomoci Maklerovy pocitaci komurky (WHO 2010;
Rezabek 2014). Komirka se sklada ze dvou sklicek, ktera jsou presné zbrouSena tak, ze je
mezi nimi mald mezera o tloustce 10 pm. Do kryciho sklicka je vyryta mfizka. Diky tomu
se v kazdém Ctverci miizky ukazuje tak maly pocet spermii, Ze ho lze dobfe spocitat v na-
tivnim ejakulatu bez fedéni (Reéébek 2014). Odecet preparéatu se provadi pod 200nasobnym
zvétSenim. V deseti ¢tvereceich bud v fadé nebo ve sloupci se spocita pocet spermii a vysle-
dek se vynasobi 10%. Udaj udava pocet spermii v jednom mililitru ejakulatu. Pocitaji se jen
spolehlivé rozpoznatelné spermie. Volné hlavicky, bi¢iky a jiné elementy nejsou zahrnuty do
pocitani (Kubicek 1998). Hrani¢ni hodnota koncentrace spermif je 15x10° spermif v ml. Ozna-
¢eni oligozoospermie znamené nizkou koncentraci spermii v ejakulétu. Azoospermie oznacuje
nepiitomnost spermii v ejakulatu (nejsou pritomné ani po centrifugaci vzorku) (WHO 2010).

Motilita spermii

Analyza pohyblivosti spermii by se méla provadét co nejdiive po zkapalnéni vzorku, aby
se omezilo nepfiznivé pusobeni dehydratace, pH nebo zmény teploty na motilitu spermii.
Pohyblivost spermii se také hodnoti v Maklerové komurce. Hodnoti se progresivné motilni
(A,B), nonprogresivné motilni (C) a nakonec imotilni spermie (D). V ejakulatu by mé&lo byt
minimélné 32 % progesivné pohyblivych spermii (WHO 2010). Astenozoospermie oznacuje
niz$i pocet pohyblivych spermii, nekrozoospermie je oznaceni ejakuldtu bez pohyblivych
spermii. SniZena motilita spermii muze byt zpusobena napf. infekénim onemocnénim (za-
nétem prostaty nebo semennych vacki). Pohyblivost spermii omezuji nékteré spermatické
protilatky (Bjorndahl et al. 2010; Madar et al. 2016).

Vitalita spermii

Ve vzorcich ejakulatu s nizkym zastoupenim pohyblivych spermii se doporucuje stanovit
% zivych a mrtvych spermii. D¥ive se provadélo mikroskopické stanoveni vitality spermii kla-
sickym barvenim eosinem v kombinaci s nigrosinem a anilinovou modfi pro vytvofreni pozadi
pro zivé buiiky, které se neobarvily eosinem (Graham 2001). V posledni dobé se na klinikach
zaCind pouzivat méfeni vitality spermii pomoci propidium jodidu. Méfeni poté probihéd na
pritokovém cytometru (viz kap. 3.3.3).
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Morfologie spermii

Zrala lidska spermie je stihla pohybliva buiika skladajici se z hlavicky, stfedniho oddilu
a bic¢iku (Freund 1966) (obr. 3.5). Hlavicka mé ovalny, zplostély, pti pohledu ze strany hrus-
kovity tvar (Malinsky & Lichnovsky 2003). Stiedni oddil se sklada z krcku a spojovaciho
oddilu (Klika 1985). Bi¢ik norméalni spermie je asi 10krat delsi nez hlavicka. Nemél by byt
vyrazné zahnuty ani nesmi byt zdvojeny. Odchylek od normaélniho tvaru je mnoho, napr.
dvojita hlavicka, dvojité bic¢iky, deformace hlavi¢ek, defekty krcku. V ejakuldtu by mély byt
alespoit 4 % spermii s normalni morfologii. Teratozoospermie oznacuje ejakulat s nizsim
zastoupenim morfologicky normalnich spermii. VySsi procento patologickych spermii byva
nékdy spojeno s poruchou spermiogeneze nebo s onemocnénim varlat (WHO 2010).

>

BICIK STREDNIiODDIL  HLAVICKA
45 um 4 pum 4.1pum

Obrazek 3.5: Zakladni morfologické znaky a rozméry spermie
Autor obrdzku: Petr Tarant

Aglutinace spermii

Jde o vzajemné shlukovani pohyblivych spermii. Dle WHO se rozlisuje 1-4 stupné aglu-
tinace podle poc¢tu spermii ve shluku. Aglutinace mohou byt zptisobené mj. pritomnosti
anti-spermatickych protilatek ve vzorku (Rose et al. 1976).

Stanoveni protilatek proti spermiim v ejakulatu

Protilatky proti spermiim v ejakulatu se prokazuji pomoci smiSené aglutinac¢ni reakce
(Mixed Anti-immunoglobulin Reaction (MAR) test) nebo pomoci immunobead testu (IBT)
(Madar et al. 2016). MAR test vyuZiva latexové Castice oznaené lidskymi imunoglobuliny
IgA, IgM nebo IgG. Sérum proti lidskym Ig zptisobi aglutinaci mezi spermiemi a ¢asticemi
(McLachlan 2002). IBT vyuziva polyakrylamidové kulicky potazené protilatkami proti lid-
skym IgG, IgM a IgA, které jsou inkubovany s promytymi spermiemi pacienta (piimy test).
V pripadé nepiimého testu se nejprve inkubuji spermie zdravého darce se seminélni tekuti-
nou pacienta (pfi¢emz se na povrch spermii navazi protilatky od pacienta) a pak se pridaji
kulicky (McLachlan 2002).

12
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Koncentrace leukocyta a stanoveni pritomnosti dalsich bunék

V ejakulatu se vyskytuji i jiné bunky nez spermie, napf. nezralé zarodeéné buiniky (sper-
matocyty, spermatidy, spermatogonie), leukocyty, epitelialni buiiky, prostatické bunky, bak-
terie i prvoci (Reiébek 2014). Ke stanoveni koncentrace téchto bunék se doporucuje vyuzi-
vat prutokové cytometrie (Kratka et al. 2017) (viz kap. 3.3.3). Leukocyty jsou ve velmi nizké
koncentraci detekovany i ve zdravém ejakulatu (Diemer et al. 2003). Koncentrace leukocytii
mé byt nizsi nez 1 mil/ml (WHO 2010). Vysoka koncentrace leukocytu v ejakulatu mize
signalizovat probihajici zanét ¢i infekci pohlavniho tstroji (Talbert et al. 1987; Wolff 1995).
Leukocyty mohou piimo nic¢it spermie nebo produkuji cytokiny, které spermie poskozuji
(Uléova-Gallova & Losan 2013).

3.3.1.3 Vysledné hodnoceni

Celkovy vysledek spermiogramu se hodnot{ slovné a zahrnuje kombinaci pfedpon popi-
sujicich jednotlivé patologie. Nejcastéjsi terminy jsou uvedené v tabulce 3.2.

Tabulka 3.2: Zavéry hodnoceni spermiogramu (WHO 2010)

Zavér Hodnoceni

Normozoospermie V8echny parametry v normé

Oligozoospermie Koncentrace spermif nizsf nez 15 mil/ml

Teratozoospermie Méné nez 4 % spermii s normalni morfologii

Asthenozoospermie Méng nez 40 % spermii s celkovou motilitou nebo méné nez 32 % spermii s
progresivni motilitou

Azoospermie Absence spermii ve vzorku

Aspermie Nepfritomnost ejakulétu

Nekrozoospermie V ejakulatu pritomny pouze spermie bez pohybu

Kryptozoospermie V Cerstvém vzorku absence spermii, ale po centrifugaci celého vzorku spermie

obsazeny v peleté

Globozoospermie V ejakulatu pritomny spermie se zakulacenou hlavickou a bez akrozomu

3.3.2 Priutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je metoda umoznujici simultanni méreni a analyzu fyzikalné-chemic-
kych vlastnosti bunék béhem jejich prichodu laserovym paprskem v priutokovém cytometru
(Vavrova et al. 2002). Buniky jsou unaSeny proudem nosné kapaliny (sheath fluid) a jsou
usmérnény do tenkého laminarniho proudu bunék, které postupuji jedna za druhou detekéni
komurkou a v ni protinaji svételny paprsek (Eckschlager et al. 1999). Pfitom dochéazi k roz-
ptyleni paprsku. V thlu do 20° proti ose paprsku je sniméan tzv. Forward scatter (FSC),
kterym se zjistuje velikost ¢astic. V thlu 90° proti ose svételného paprsku je snimén tzv.
Sideward scatter (SSC), kterym se zjistuje vnitini struktura a granularita ¢astic (Wu et al.
2010) (obr. 3.6).

13



KAPITOLA 3. NEPLODNOST

Bunécna suspenze je pred méfenim oznacena protilatkami konjugovanymi s riznymi fluo-
rescen¢nimi znackami. Prutokovy cytometr umoznuje detekovat fluorescenci, a tedy i jednot-
livé subpopulace prochazejicich bunék. Fluorescence je zachycena fotonasobi¢em pro kazdou
vlnovou délku specifickou pro fluorochrom (Eckschlager et al. 1999; Marinov 2008). Vystu-
pem méfeni jsou data, kterd mohou byt zobrazena riznymi typy grafi a umoznuji znazornit
odlisné subpopulace bunék (Eckschlager et al. 1999).

Nosn4 kapalina Vzorek spermii

Laminarni tok

Fluorescence

> Forward scatter (FSC) a
side ward scatter (SSC)

Laserovy paprsek o

Obréazek 3.6: Princip fluidniho systému prutokového cytometru
Autor obrdzku: Petr Tarant

3.3.3 Vysetieni ejakulatu

Vyuziti pratokové cytometrie ke stanoveni kvality ejakulatu je objektivnéjsi nez mik-
roskopické zhodnoceni. Pii cytometrické analyze dochazi k métfeni velkého pocétu spermii.
Pouzitim protilatek je mozné oznacit nékteré subpopulace bunék (leukocyty) nebo oznaéit
napf. spermie s permeabilizovanym akrozomem. Vyhodou je i velkd rychlost méfeni a ob-
jektivnost (Shai et al. 2005). Pro praci s prutokym cytometrem je nutna znalost spravného
nastaveni analyz dat a tzv. kompenzaci. Mezi zédkladni cytometricka stanoveni patii koncen-
trace spermii a leukocytt v ejakulatu, stanoveni zZivych a apoptotickych spermii, stanoveni
integrity akrozomu nebo fragmenatace DNA spermii (Kratka et al. 2017). Stanoveni koncent-
race bunék pritokovou cytometrii je zaloZeno na pfidani vnitiniho standardu (fluorescenénich
kuli¢ek o zndmém poctu) ke vzorku ejakulatu.
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3.3.3.1 Stanoveni zivych, apoptotickych a mrtvych spermii

Apoptoza je geneticky prisné regulovany druh bunécéné smrti spojeny s ¢etnymi typickymi
biochemickymi a morfologickymi zménami bunécné architektury (Elmore 2007). Dusledkem
apoptozy neni jen smrt bunky, ale také tc¢inné bezpeéné odstranéni mrtvych bunék a jejich
Casti (apoptoptickych télisek) fagocytujicimi buiitkami bez rozvoje zanétlivé (skodlivé) reakce
(Schultz et al. 2003). Typickymi znaky apoptozy jsou smritovani buiiky, postupné zhustovani
cytoplazmy, fragmentace DNA, kondenzace chromatinu, rozpad jadra, externalizace fosfati-
dylserint (PS) z vnit¥ni na vnéjsi vrstvu bunééné membrany, aktivace kaspéz a rozpad buiiky
na apoptoticka téliska, pfi¢emz ale nedochézi k poruseni membréanové integrity (Henry et al.
2013). Uvnit¥ apoptotickych télisek zlistava uzavieny vnitini obsah buiiky. Pokud by doslo
k vyliti intracelularniho obsahu (mrtvych) bunék do okoli, pak by doslo k poskozeni okolni
tkané a k vyvolani zanétlivé reakce. Apoptoticka téliska jsou velmi rychle odstranéna fago-
cytozou, pricem? fagocyty neprodukuji cytokiny, které by vyvolaly zanét (Kurosaka et al.
2003; Hart et al. 2008).

Apoptoza ma b&hem spermatogeneze vyznamnou roli. Pomoci apoptozy je regulovana
koncentrace vyvijejicich se zarodecnych bunék tak, aby mohly byt dostateéné vyzivoviny Ser-
toliho bunikami. Apoptdzou jsou také likvidovany abnormélni spermie (Sakkas et al. 2003).
Apoptozou dochézi k eliminaci napfiklad starych, infikovanych, poskozenych bunék nebo
bunék s mutacemi v DNA. Za normalnich podminek se vice neZ polovina moZného pocétu
zralych zarodeénych bunék znic¢i, vétsinou pravé v dusledku apoptézy spermatogonii a sper-
matocytit (Dunkel et al. 1997). Pro detekei apoptotickych bunék se pouZziva protein annexin
V konjugovany s fluorescen¢ni znackou (napf. fluorescein isothiokyanat (FITC)), ktery se za
tcasti iontt vapniku vaZze na PS na vnéjsi strané membrany (Dvorska et al. 2008). Soucasné
se pouziva propidium jodid (PI), ktery pronika poskozenou membranou do mrtvych bunék
a dostava se do jadra, kde barvi DNA (Joux & Lebaron 2000). Zivé spermie jsou annexin
V negativni a PI negativni buiikky (Dvorské et al. 2008). Casné apoptotické buiiky jsou an-
nexin V pozitivn{ a soucasné jsou PI negativni. Pozdné apoptotické bunky jsou pozitivni na
annexin V i na PI a nekrotické buiiky jsou pozitivni pfevazné na PI (obr. 3.7).

2 2
Pl Ca - FITC Pl Ca * Ca 2+

FITC FITC
(o
AnnexinV AnnexinV

<—— ps %)
PI ‘ FITC ' FITC

C% 2 %) o Ca? PI %} Ca%
(%

2+ }
Ca ) PI

ZIVA SPERMIE CASNE APOPTOTICKASPERMIE ~ POZDNE APOPTOTICKA SPERMIE

Obréazek 3.7: Princip stanoveni Zivych, apoptotickych a mrtvych spermii pomoci Annexin
V/ PI assay
Autor obrazku: Petr Tarant
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V cerstvém ejakulatu u fertilnich muzia by mély prevazovat zivé spermie (Kratka et
al. 2017). Vysoké zastoupeni apoptotickych spermii signalizuje patologii a mtze byt zpiso-
beno mnoha faktory, nap¥. pfitomnosti infekce, vysokou teplotou, vlivem chemickych latek
¢ koutfenim (Aitken et al. 2013). Castéji nez zastoupeni apoptotickych spermif se stanovuje
tzv. vitalita. P¥i tomto testu se pouZiva pouze PI (Christensen et al. 2004).

3.3.3.2 Integrita akrozomu

Cytometricky muze byt integrita akrozomu hodnocena pomoci protilatky proti intraa-
krozomalnimu proteinu Hs-8 (éapkové et al. 2016). U spermii s posSkozenym akrozomem
pronika protildtka do akrozomu a vize se na intraakrozomélni protein. Pokud je akrozom
spermie celistvy, neni umoZznéna vazba na proteiny uvniti akrozomu (éapkové et al. 2016).
Hodnoceni stavu akrozomu se muze provést také mikroskopicky. Norma je <30 % spermii
s nizkou integritou akrozomu (tj. Hs-8 pozitivnich) (Péknicova et al. 2005).

3.3.3.3 Fragmentace DNA ve spermiich

Jednim z projevi apoptozy spermii je fragmentace DNA. Fragmentace DNA je charak-
terizovana zlomy jednoho nebo obou vlaken DNA. Vysoké zastoupeni spermii s fragmento-
vanou DNA bylo prokizano v ejakulatu subfertilnich muzi (Irvine 2000), ale signifikantné
zvysené poskozeni DNA spermii bylo detekovano i u nékterych normozoospermiki (Saleh et
al. 2002). Spermie od somatickych bunék odlisuji dvé vlastnosti, a to protaminace a absence
repara¢nich mechanismi DNA. Spermie nejsou schopné opravit poskozeni DNA, ke kterému
do8lo napf. pii transportu pies epididymis a po ejakulaci. K ¢astecné opravé otcovské DNA
miuze dojit po oplozeni oocytu, protoze v oocytech jsou zachovany enzymy schopné opravovat
poskozenou DNA (Matsuda 1988; Genesca 1992; Steger et al. 2010).

Etiologie poskozeni DNA spermii je tedy multifaktorialni (Gonzales—Marin at al. 2012).
Ke ztraté integrity DNA miiZe dojit pfi vyvoji u testikuldrnich spermii, u epididymalnich
spermii, nebo i u zralych spermii az v samotném ejakulatu (Shamsi et al. 2009). Napf.
v prubéhu spermiogeneze dochézi k tvorbé zlomi diky topoizomeraze. Zlomy DNA vznikaji
v dusledku torzniho napéti, které nastava pii baleni velkého mnozstvi DNA do velmi malého
prostoru hlavicky spermie (Aitken et al. 2005). Mezi vnégjsi faktory, které mohou vyvolat
apoptozu spermii a naslednou fragmentaci DNA patii varikokéla, kryptorchorismus, infekce
nebo rakovina a jeji lécba. Na kvalitu spermii a jejich DNA maji vliv vyssi vék, dlouha
pohlavni abstinence, koufeni, zne¢isténé ovzdusi, prace v prostiedi s vysokou koncentraci
pesticidi nebo nebezpeénych chemikalii (Skakkebaek et al. 2016).

P1i analyze apoptozy spermii a fragmentace DNA je tfeba dodrzet doporuc¢enou délku
preanalytické faze. DNA miiZze byt poSkozena také p¥i nesprdvné manipulaci se vzorkem,
napf. vlivem teploty pfi skladovani vzorku nebo pfi pfili§ dlouhém skladovani vzorku eja-
kulatu (Aitken & De Tuliis 2010). Stanoveni fragmentace DNA ve spermiich se povaZzuje za
nadé&jny biomarker fertility muzu (Cissen et al. 2016). Kvalitni DNA je nezbytné pro zdravy
vyvoj embrya a pokud DNA neni kvalitni, pak muZe dojit bud k zastaveni vyvoje embrya
v Casném stadiu téhotenstvi ¢i pozdéji k potratu. Nekvalitni DNA se muZe projevit také
pozdéji, a to rozvojem riznych systémovych onemocnéni (Aitken & Koppers 2011; Sakkas et
al. 2015). Vysoky pocet spermii s fragmentaci DNA tedy vyznamné snizuje pravdépodobnost
poceti a narozeni zdravého ditéte (Cissen et al. 2016; Simon et al. 2017).
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Nejcastéji vyuzivanou spolehlivou metodou pro stanoveni fragmentace DNA je metoda
Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) (Simon
et al. 2017). Kromé ni se pouZiva i cytometricka metoda SCSA (Sperm Chromatin Structure
Assay) (Evenson 2016). Existuji i mikroskopické metody stanoveni fragmentace jako Comet
assay nebo SCD (Sperm Chromatin Dispersion) (Novotnéa et al. 2016). Princip TUNEL testu
spoCiva v tom, Ze terminélni deoxynukleotidyl transferaza (TdT) inkorporuje na volné 3’
OH konce DNA znaceny deoxyuridintrifosfat (dUTP). Pogkozenou DNA je mozné hodnotit
pomoci svételné mikroskopie, fluorescenéni mikroskopie nebo prutokové cytometrie (Huerta
et al. 2007) (obr. 3.8). K vyhodam metody TUNEL patii schopnost méfit jednovlaknové i
dvouvlaknové zlomy zaroven (Shamsi et al. 2009). Dalsi vyhodou testu je i moznost pouzivat
zamrazené spermie. Mezi nevyhody patii zejména ¢asova a finanéni naro¢nost (Grasl-Kraupp
et al. 1995). Je t¥eba brat ohled na to, Ze zlomy v DNA nenastavaji jen pii apoptoze, ale
fragmentovanad DNA je pfitomna i v nekrotickych bunkach (Charriaut-Marlangue & Ben-Ari

1995).
)

¢ DNA SPERMIE

¢ ZLOMY DNA
3-OH

3-OH

TdTENZYM

~l“|~ |l "|||'|' "Ill' -|| TUNEL

PRUTOKOVA CYTOMETRIE
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Obrazek 3.8: Princip metody stanoveni fragmentace DNA - TUNEL
Autor obrdzku: Petr Tarant
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Kapitola 4

Metody asistované reprodukce

V pripadé neschopnosti spontanniho pocet{ se vyuziva pii 1é¢bé neplodnych part moznost
i vitro oplozeni oocytu spermiemi partnera. Tato price se zaméiuje predevsim na metody
ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection) a PICSI (Preselected Intracytoplasmic Sperm In-
jection).

Intracytoplasmatické injekce spermie je metoda asistované reprodukce, pfi které je jedna
spermie injikovana do oocytu (Reiébek 2014). V soucasnosti je ICSI nejvice pouzivanou
metodou in vitro oplozeni. Metoda PICSI je modifikaci ICSI. Pouzivaji se spermie selektované
na zakladé jejich schopnosti vazat se na hyaluronan (viz kap. 4.1.3).

4.1 Separace kvalitnich spermii pred in vitro oplozenim

Pted oplozenim oocyttit pomoci technik asistované reprodukce je potieba z ejakulatu
selektovat co nejkvalitnéjsi spermie. Metody separace spermii jsou nezbytné jak pro béznou
IVF, tak pro ICSI. Pri téchto metodach nejsou spermie vystaveny fyziologickym bariéram
(napf. cervikalni hlen, vaginalni pH, zahyby vejcovodu, odpovéd imunitniho systému), které
pusobi jako pfirozeny mechanismus vybéru motilnich spermii (Perez-Cerezales et al. 2017).

Idealni technika separace spermii by méla byt rychla, snadna a izolovat co nejvice mo-
tilnich spermii. Neméla by zptisobovat poskozeni spermii nebo nefyziologické zmény u se-
parovanych spermii. Eliminuje semennou plazmu, mrtvé spermie a ostatni buinky, véetné
leukocytt a bakterii. Také eliminuje toxické nebo bioaktivni latky, jako jsou dekapacitacni
faktory a reaktivni druhy kysliku (ROS) (Matés et al. 2011). Pouziti jednotlivych metod by
se mélo zvolit podle kvality spermif.

4.1.1 Swim-up separace spermii (SU)

Swim-up je metoda zalozena na separaci spermii na zakladé jejich motility. Pti této tech-
nice pohyblivé spermie aktivné migruji (vyplavou) do kultiva¢niho média, ve kterém poté
dochézi k jejich kapacitaci (WHO 2010). Migrace spermii skrz médium je povaZzovano za
ekvivalentni proces, pii kterém lidské spermie unikaji z ejakulatu a kolonizuji cervikalni hlen
(Mortimer et al. 1982; Katz et al 1990; Mortimer 1997). Selekce spermii podle motility a mor-
fologie béhem metody swim-up je tedy vysoce srovnatelné s in vivo podminkami. K separaci
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metodou swim-up by mélo dochézet prednostné pred centrifugaci, v jejimz duasledku dochazi
k rozruseni defektnich spermii, které tvoii ROS (Aitken & Clarkson 1987; Aitken & Baker
2013). Pomoci techniky swim-up se ziskdva suspenze s nizsi koncentraci spermii, které jsou
vSak plné pohyblivé.

4.1.2 Gradientova centrifugace (GC)

Obecné plati, ze pohybliva zrald spermie ma vyssi hustotu nez imotilni nebo nezrald
spermie (Oshio et al. 1987). Principem separace gradientovou centrifugaci je rozdéleni slo-
zek ejakulatu podle jejich hustoty. Hustotni gradient se vytvori vrstvenim koloidnich roztoku
razné denzity. Ejakulat se opatrné navrstvi nad gradient. Béhem centrifugace se nezarodecné
bunky, necistoty a nepohyblivé spermie zachyti na rozhrani dvou vrstev, zatimco zcela pohyb-
livé, zralé spermie, které maji vyssi denzitu, sedimentuji na dno zkumavky (Malvezzi et al.
2014). Sedimentované spermie se resuspenduji v kultivaénim médiu. Centrifugace vSak muze
zpusobit poskozeni integrity spermii a zvySeni ROS (Alvarez et al. 1993). To zpusobuje vyssi
fragmentaci DNA spermii, ktera miZe ovlivnit tispésnost téhotenstvi a embryonélni vyvoj.

4.1.3 Separace spermii vazbou na hyaluronan (PICSI)

Pro dspé&snou penetraci a fertilizaci oocytu jsou potiebné zralé spermie, které maji re-
ceptory pro hyaluronan. Glykosaminoglykan hyaluronan je hlavni soucasti tzv. cumulus oo-
phorus — mezibunééné hmoty obalové vrstvy oocytu (Salustri et al. 1989). Separace zralych
spermii muZe probihat pomoci specidlnich Petriho misek, jejichZz dno je pokryto vrstvou
gelu, ktery obsahuje hyaluronan. Spermie suspendované v médiu se napipetuji na povrch
tohoto gelu. Poté spermie migruji ke gelu, na ktery se zralé spermie navazi prostfednictvim
hyaluronan-specifickych receptori. Nezralé spermie, které nemaji specifické receptory, se na
gelovou vrstvu nenavazou. Pro ICSI jsou nasledné embryologem vybirany pouze spermie
navazané na hyaluronan, které vykazuji pohyb na misté (Saymé et al. 2013).

4.1.4 Magneticka separace apoptotickych spermii (MACS)

Separacni systém MACS (Miltenyi Biotec, Némecko) vyuziva vazby Zeleznych ¢astic ozna-
¢enych specifickou molekulou na povrch bunék (Miltenyi et al. 1990). Vyuziva kovové nano-
castice o velikosti 50 nm, které neméni strukturu, funkci nebo aktivitu bunék. PouZivaji se
v mnoha riznych testech, pri¢emz se lisi pouze molekulami, které jsou navazany na povrchu
nanoc¢astic. Tyto molekuly se navazi na buiiky a specificky oznac¢i urcitou populaci bunék.
Po separaci bunéénych suspenzi v koloné umisténé v magnetickém poli se zpravidla pouziva
pro dalsi zpracovani neoznacené (negativni) populace, ktera kolonou prochézi.

Metoda MACS Art Annexin V vyuZziva vazby nanocastic na povrch apoptotickych sper-
mii. Na povrch nanocastic jsou navazéany molekuly annexinu V, ktery se specificky vaZe na
PS na bunkach (Said et al. 2008). Po vazbé nanoc¢éstic na spermie je smés pienesena na sepa-
racn{ kolonu umisténou v magnetickém poli. Znacené apoptotické bunky ztstavaji zachycené
v koloné. Kolonou protecou a dale se pouzivaji pouze spermie bez naviazanych nanocastic
(zivé spermie).
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4.1.5 Mikrofluidni separace spermii (MFSS)

Mikrofluidni separace spermii patii mezi nejnovéjsi metody pouZivané pro selekci sper-
mii. PHi MFSS se vyuZzivaji principy chemotaxe, termotaxe a fluidniho toku. V klinikach
asistované reprodukce se nejéastéji pouziva pasivni systém mikrofluidni separace, kde je-
dinym mechanismem separace je aktivni pohyb spermii. Tato metoda selekce spermii se
nejvice blizi k mechanismu pfirozeného vybéru. Spermie se izoluji laminédrnim proudénim,
které prochéazi kolem mikrobariér (Cho et al. 2003; Chung et al. 2006). Tyto bariéry napodo-
buji pfirozené prostiedi, kdy spermie putuje déloznim ¢éipkem, dutinou délohy a vejcovody
(Koyama et al. 2006; Xie et al. 2010). Cip ma dvé komory oddélené polykarbonétovym filtrem
o rlznych primérech pora, a to 8, 14 a 20 mm. Vzorek ejakulatu se napipetuje do vstupni
komory a nasledné se druha komora naplni separa¢nim médiem. Obé tekutiny se v ¢ipu pod
mirnym tlakem spoji. Jakmile dojde uvnitf ¢ipu ke spojeni obou toki tekutin, pohyblivé
spermie svym aktivnim pohybem pirechazi do proudu média, zatimco nepohyblivé a mrtvé
spermie jsou unéseny ve svém puvodnim proudu. éip je 30 minut inkubovén pii 37 °C, poté
jsou z vystupnfho otvoru odsaty separované spermie. Nekvalitni spermie ztstavaji v kanalku
(Zhang et al. 2011; Tasoglu et al. 2013a; Tasoglu et al. 2013b). Separované spermie maji lepsi
morfologii, integrovanou DNA a vice nez dvojnasobnou Zivotaschopnost a pohyblivost oproti
spermiim neseparovanym. Vyhodou této separace je rychlé a Setrné zpracovani ejakulatu bez
pouziti centrifugace.

4.1.6 Kombinace separa¢nich metod

Uvedené metody, které se pouzivaji pro separaci spermii, lze také mezi sebou kombinovat,
coz muze zvysit jejich separa¢ni icinek. Nejcastéjsimi kombinacemi, které se vyuzivaji jsou
GC+SU, SU+MACS, GC+MACS. Prilisna kombinace muZe i uskodit. Zvlasté u pacientt
s patologickym spermiogramem mohou byt spermie pomérné kiehké a pfili§ mnoho kroku
miize naopak kvalitu separovaného vzorku zhorsit.

4.2 Odbér a priprava oocytt pro in vitro oplozeni

Hormonélni stimulace vyvolava tvorbu folikuli rtzné velikosti, které nejsou zcela syn-
chronni ve svém vyvoji. Po¢et a maturacni status oocytt determinuje stimula¢ni protokol,
¢asovani podani hCG (humanni choriovy gonadotropin), interval mezi injekci hCG a punkei
vajecnikil a samoziejmé individualni reakce kazdé pacientky (Tauwinklova 2000).

Odbér oocytt se obvykle provadi v kratkodobé celkové anestézii. Samotny odbér je pro-
vadén pomoci punkéni jehly, ktera je vedena pomoci transvaginalni sondy ultrazvuku. Vpich
je situovan do klenby poSevni. Postupné lékar vpichuje jehlu do jednotlivych folikuli a od-
sava jejich obsah s oocyty. Pocet a kvalita odebranych oocytii se bezprostfedné po vykonu
hodnoti v embryologické laboratofi. V dobé& odbéru se nachazi oocyty ve tfech maturacnich

stadiich (SOP 003)(obr. 4.1).

e GV (Germinal Vesicle) — plné nezraly oocyt (se zarode¢nym vackem). Zarodeény
vacek je meioticky nezraly, uprostied nebo na okraji ooplazmy je sféricky, obsahuje
velké refraktilni jadérko (nucleolus).
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e M1 oocyt (metafaze I) - oocyt po rozpadu jadra (GVBD = germinal vesicle bre-
akdown). Zarode¢ny vacek jiz neni patrny, doslo k jeho rozpadu. Polové télisko (PB)
jesté neni extrudované.

e M2 oocyt (metafaze II) - zraly, ovulacni oocyt. Ma vieténko s chromozomy, vydélené
1. PB v perivitelinnim prostoru. Zona pellucida (ZP) méa dvé jasné vrstvy — vnéjsi
pordzni a vnitini kompaktni. V tomto stadiu oocyt setrvava do doby oplozeni.

Zarodeény
vacek (GV)

Rozpad zarodecéného
vacku (GVBD)

Perivitelinni Pélové télisko
prostor (PB)
(PP}

Plazmaticka

membrana \

Zona pellucida (ZP)

Obrazek 4.1: Stadia zrani: A - GV; B - M1 oocyt (metafaze I); C - M2 oocyt (metafaze II)
Autor obrdzku: Misc¢ikovd 2016, Petr Tarant
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4.3. IN VITRO OPLOZENI OOCYTU

Béhem dozravani probihé v oocytu fada morfologickych zmén. Pod jeho povrchem vzriista
pocet kortikalnich granul branicich polyspermii, corona radiata nasedajici v GV-stadiu tésné
na oolemu se postupné stahuje nad ZP, vazebné kapacita ZP pro spermie se zvysuje a vrcholi
v M2-stadiu, kdy je oocyt pripraven k fertilizaci (Sathananthan et al. 1993).

Priprava oocytti spo¢iva v odstranén{ kumularnich bunék tvofici coronu radiatu, aby se
zpristupnil oocyt pro potfeby mikromanipulace. Odebrané oocyty se pfenesou do pfipravené
kapky zahiatého denuda¢niho média. Opakovanym nasavanim a vypuzovanim se oocyty zbavi
¢asti kumularnich bunék. Nakonec se oocyty pfenesou do jamek a pomoci denudad¢ni pipety
se zbavi zbylych bunék corony radiaty. Po iplné denudaci se stanovi stupen zralosti a oocyty
se umisti do kultivaéni misky s médiem. Zralé oocyty (M2) se umisti do jamek oddélené od
nezralych (GV, M1) a degenerovanych (SOP 003). Odstranéni bunék kumularniho komplexu
je doporuceno provadét alespoii 2 hodiny po odbéru oocytt (Worrilow et al. 2013). Oplozeni
oocytt musi prob&hnout do 16 hodin od odbéru.

4.3 In wvitro oplozeni oocyti

Oplozeni oocytu se provadi na vyhfivané pracovni ploSe inverzniho ICSI mikroskopu po-
moci mikromanipulatoru s pouzitim injektorti a mikromanipula¢nich jehel. Embryolog vybere
spermii s nejpfirozenéjsSim tvarem a zachovalym nebo nejlepsim pohybem. Oocyty jsou ve
stadiu M2 (Stricker 1999) a uvoliji se z tohoto stavu pouze tehdy, kdyZ jsou fertilizovany
spermiemi v procesu znamém jako ,aktivace oocyti“ (Jones 2007; Machaca 2007). Ptitom-
nost spermie v cytoplazmé oocytu vyvoléva vzestup intracelularniho vapniku (Ca?") (Swann
1990), ktery nastartuje fadu dalgich kroku jako exocytoza kortikalnich granuli, blokace po-
lyspermie, vylouceni polového téliska, obnoveni meiézy, tvorba prvojadra, iniciace prvniho
mitotického rozdéleni v nové zygoté a regulace genové exprese (Abassi & Foltz 1994; Swann
et al. 2004). Faktory spermii, které vyvolavaji vzestup intracelularniho vapniku, nejsou stale
zcela objasnény (Yeste et al. 2015).

Holding
pipeta

Kumularni bunky

Spermie

Obréazek 4.2: ICSI - Intracytoplasmic Sperm Injection
Autor obrdazku: Petr Tarant
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Tésné pred oplozenim oocytu proto musi dojit k naruSeni bunééné membrény vybrané
spermie, aby se po vpraveni do oocytu zacaly ze spermie uvoliiovat faktory aktivujici oocyt.
Vybrana a znehybnéna spermie se nasaje do ICSI pipety od konce bi¢iku. K imobilizaci
spermie a jejimu naruseni lze také vyuzit laser (Ebner 2001). Oocyt se nastavi do zorného pole
a jemnym tlakem se zafixuje do Holding pipety. Jemnym tlakem se zavede ICSI pipeta pod
ZP i oolemu. Kontrolované se aspiruje cytoplasma, dokud nedojde k viditelnému prasknuti
oolemy. Cytoplasma spolu se spermii je injikovana do oocytu (SOP 003) (obr. 4.2).

4.4 Kultivace embryi

Oplozené oocyty jsou kultivovany v médiu v miskédch uloZzenych v inkubétoru pii 37 °C
a 5% COg (Travnik 1990). Délka kultivace je 2-6 dni. V piipadé kultivace do patého nebo
Sestého dne, kdy embrya dosahuji stadia blastocysty, se jedna o tzv. prodlouzenou kultivaci.
Prodlouzeni kultivace muze pomoci k vybéru vhodnych embryi, protoze abnormalni a ne-
zivotaschopné embrya v priubéhu in vitro kultivace sviij vyvoj ukonc¢i. V pribéhu kultivace
jsou embrya pravidelné kontrolovana a je hodnocen jejich vyvoj (obr. 4.4). Pro kontrolu
vyvoje lze pouzit tzv. Time-laps systém. P¥i béZzném morfologickém hodnoceni se embrya
vyjimaji z inkubatoru a poté se zhodnot{ pod mikroskopem. Vyhodou systému Time-laps je
kontrola vyvoje embryi ve standardnim prostfedi inkubatoru, tudiz za dodrZeni konstant-
nich podminek (Kirkegaard et al. 2012). Nejc¢ast&ji pouzivanym systémem je EmbryoScope.
Systémy umi posoudit po dvou dnech monitoringu, zda vyvoj embrya do stddia blastocysty
probiha fadné ¢i nikoliv. K tomuto zhodnoceni pouziva tii ¢asové parametry — délku prvni
cytokineze, dobu mezi prvni cytokinezi a zaGitkem prvni mitézy a dobu mezi druhou a treti
mitozou (Wong et al. 2010). Diky kontinualnimu monitoringu se mtZou u embryi odhalit
poruchy déleni a tato embrya se vytrazuji. Kvalitni embrya jsou pouzZita pro oplozeni Zeny
(embryotransfer) nebo mohou byt zamrazena (kryokonzervace).

V nésledujicich podkapitolach tykajicich se hodnoceni embryf{ je uvedeno interni nastaveni
IVF GENNET, které je popsano v SOP 003. Existuje i dalsi systém hodnoceni embryi podle
postupu zavedeném v Saiz et al. (2017).

4.4.1 Kultivace embryi - Den 1

Hodnoceni oplozenych oocytt se provadi 16-22 hodin po ICSI. Hodnot{ se, zda byly
oocyty usp&sné oplozené, a to na zakladé pfitomnosti dvou prvojader (2PN) a dvou PB
v perivitelinnim prostoru (PP) (tab. 4.1 a obr. 4.3). Zaroven se zjistuje pocet neoplozenych,
degenerovanych a $patné oplozenych oocyti (OPN, 1PN, 3PN-nPN, DEG) a ty se odstrani
(SOP 003).
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Tabulka 4.1: Vyhodnoceni oplozenych oocytt v den 1

Stadium | Nazev | Hodnoceni

0PN Neoplozeny oocyt V cytoplazmé oocytu neni vidét zadny PN a v PP je 1
PB (znamky zralého oocytu pfed oplozenim).

1PN Aktivovany (partenogeneticky) | Oocyt je abnormalné oplozeny. V cytoplasmé je piitomno

oocyt pouze jedno PN a v PP je pouze jedno PB.

2PN Normalné oplozeny oocyt V cytoplasmé jsou piitomna 2 PN a v PP jsou vydélena
2 PB.

3PN /4PN Triploidné/tetraploidng, Pfitomnost 3/4PN — nPN v cytoplasmé. Jestlize se v PP

- nPN polyploidné oplozeny oocyt. vyskytuji 2 PB, pak se jedna o diandry.

DEG Zdegenerovany oocyt Nehomogenni tmava cytoplazma se znamkami nebo bez
znédmek oplozeni.

100 pm

100 um

Dekondenzace
hlavi¢ky spermie

QOddgleni biciku

Muzska a Zenska
prvojadra

Obrazek 4.3: Dekondenzace hlavicky spermie a tvorba prvojader
Autor obrdazku: Misc¢ikova 2016, Petr Tarant

4.4.2 Kultivace embryi - Den 2 a Den 3

Vyhodnocen{ kvality embryi se provadi pod stereolupou nebo se rychlost déleni embryi
sleduje pomoci permanentniho monitoringu v EmbryoScopu. Hodnoti se rychlost déleni em-
brya a jeho kvalita. Po dvou dnech vyvoje by mélo embryo idealné obsahovat 4 blastomery a
po tfech dnech 8 blastomer. V tabulce 4.2 je uveden kédovy systém hodnoceni, kdy se kom-
binuji ¢islice a pismena. Pfi hodnoceni kvality embryf se vychazi z po¢tu bunék v zévislosti
na dni kultivace, pravidelnosti ve velikosti bunék embrya a ze stupné fragmentace embrya

(SOP 003).

Nejkvalitnéjsi jsou embrya oznacené jako Grade 1 (G1) a Grade 2 (G2), ktera se mohou
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transferovat jiz 3. den po oplozeni. Pokud se provadi prodlouzené kultivace, premisti se
embrya do média ur¢eného pro kultivaci embryi do 120, eventualné 144 hodin po oplozeni.
Dalsi moznosti je kvalitni embrya zamrazit.

Embrya ohodnocena jako Grade 3 (G3) se kultivuji do dalsiho dne. Embrya Grade 4
(G4), ktera se zastavi ve vyvoji, nebo degenerovana embrya jsou odstranéna.

Tabulka 4.2: Hodnoceni kvality embryi

Kaod ‘ Pocet blastomer Velikost bunék Stupen fragmentace embrya
G1 2-4/ 6-8 Vsechny stejné velké <10 %
G2 2-4/ 6-8 Vsechny stejné velké <30 %
G3+ 2-4/ 5-8 Nestejné velikosti <10 %
G3 2-4/ 5-8 Nestejné velikosti <50 %
G4 2-4/ 5-8 Nestejné velikosti > 50 %

4.4.3 Kultivace embryi - Den 4

étvrty den po oplozeni se hodnoti stupen kompaktace moruly (tab. 4.3). U po¢éateéni mo-
ruly jsou jesté viditelné blastomery, které se postupné zacinaji formovat do souvislé bunécné
hmoty. Plné kompaktni morula je tvorena blastomerami, které jsou k sobé tésné pfilnuty
a jejich membrany nejsou patrné. Vyfazena jsou embrya, kterd ¢tvrty den po oplozeni ne-
vykazuji zadné znamky kompaktace. U kompaktnich morul se déle sleduje podil blastomer,
morfologie a podil bunéénych fragmentu (Veeck et al. 2003).

Tabulka 4.3: Hodnoceni moruly

Koéd Nazev ‘ Hodnoceni

M1 Morula Morula ma od 14-16 bunék bez znamek kompaktace (sply-
nuti bunék).

M2 Kompaktujici morula Morula vykazuje rizné stupné kompaktace, souc¢asné lze roz-
lisit i jednotlivé buniky.

M3 Zcela kompaktovani morula | Morula je bez vyskytu samostatnych bunék.

26
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4.4.4 Kultivace embryi - Den 5 a Den 6

Blastocysta se vyviji paty a Sesty den po oplozeni (tab. 4.4). Tvoii ji dva typy bunék,
tzv. trofektoderm a blastocoel, neboli vnitin{ bunééné hmota ulozend v dutiné embrya. Pri
hodnoceni kvality blastocyst se sleduji 4 parametry: stupen expanze, hatching, vzhled vnitini
bunééné masy a trofektoderm (Veeck et al. 2003).

Tabulka 4.4: Hodnoceni blastocysty

Kaod Nazev ‘ Hodnoceni

BL1 Casna blastocysta Blastocoel vypliiuje méné jak 1/2 embrya.

BL2 Blastocysta Blastocoel vypliiuje 1/2 embrya.

BL3 Plna blastocysta Blastocoel vypliuje vice jak 1/2 embrya, podobné BL4, ale
ZP je stéle silna.

BL4 Expandované blastocysta Blastocoel vypliiuje celé embryo, je zfetelny embryoblast a
trofoblast, ZP je zna¢né ztendena.

BL5 Hatchujici blastocysta Stejné znaky jako BL4 ale ¢ast embrya protrhla ZP a vyces-
tovala ven.

U blastocysty BL3 az BL6 se hodnoti také kvalita embryoblastu (struktury, ze které
vznikne embryo) a trofoblastu (struktury, ze které¢ vzniknou plodové obaly). Hodnoceni se

kombinuji, pfi¢em?z za kvalitni se povazuji embrya s hodnocenim AA, AB, BA a BB (tab.
45).

Tabulka 4.5: Hodnoceni embryoblastu a trofoblastu u blastocysty

Embryoblast H Trofoblast

A Bunky tésné semknuté, mnoho || A Mnoho bunék formujicich
bunék uceleny epitel

B Buiky volné seskupené, nékolik || B Nékolik bunék formujicich volné
bunék seskupeny epitel

C Velmi malo bunék C Velmi malo bunék

4.5 Transfer embryi (ET)

Embryotransferem (ET) se rozumi ambulantni vykon, kdy lékaf s embryologem Setrné za-
vadi embryo v katetru pres délozni hrdlo do sliznice dutiny délozni. Pied zavedenim embrya
je mozné vyuzit specialni kultivaéni médium EmbryoGlue® (Vitrolife, Svédsko). Médium
zvySuje prilnavosti embrya k endometriu, jelikoz obsahuje vyssi koncentraci hyaluronanu
(HA). HA je glykosaminoglykan, ktery se vyskytuje v télnich tekutinich (v sekretu dutiny
délozni a vejecovodil) a v extracelularnim matrixu (Salustri et al. 1999). Vlivem HA se vy-
znamné podporuje proces apozice a adheze blastocysty (Turley a Moore 1984; Yanagishita
1994). K embryotransferu se vybiraji embrya v nejvyssim stadiu embryonélniho vyvoje od-
povidajici danému dni kultivace, v kategorii G1-G3+-, u embryi do stadia BL2 a u vyssich
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stadii v kvalité A az B. Zbyla kvalitni embrya jsou zpravidla zamrazena a mohou byt pou-
Zita pii pripadném dalsim cyklu. Kryoembryotransfer (KET) je cyklus, pii kterém je pouzito
rozmrazené embryo.

4.6 Darovani oocytt

Darovaci program je zvazovan zejména u Zen s rizikem prenosu zavazné geneticky podmi-
néné choroby, u zen s ovaridlnim selhanim (napf. stav po odstranéni ovarii, u stargich zen),
u zen s agenezi ¢i dysgenez{ ovarif a u Zen, které mély nekvalitni oocyty nebo nekvalitni em-
brya v nékolika predchozich cyklech IVF. Zeny (prijemkyné) musi byt mladsi 39 let, museji
byt zdravé, aby zvladly zatéz gravidity a museji mit kvalitni endometrium (Mardesi¢ et al.
2013).

Dérkynémi se mohou stat zdravé Zeny ve véku od 18 do 35 let, které tspésné absolvo-
valy potfebné vySetfeni a jsou registrované v evidenci déarcii center asistované reprodukce.
U darkyn se zjistuje, zda nemaji pohlavné prenosné choroby (syphilis, HIV, CMV — cyto-
megalovirus, HCV — Hepatitis C Virus, HBsAg — Hepatitis B surface Antigen, chlamydie).
Provadéji se geneticka vysetfeni a ovéfuje se karyotyp. V ramci rodinné anamnézy se zjistuje,
jestli se u rodi¢u, sourozencii a potomki darkyné nevyskytla zavazné genetickd malformace
¢ onemocnéni (napt. Huntingtonova nemoc, chromozoméalni abnormalita) a také zavazna
psychiatrickd onemocnéni. Zenam se takeé zjistuje krevni skupina a Rh faktor (Rob et al.
2008; Mardesi¢ et al. 2013). Vybér darkyné je anonymni a zajistuji ho koordinatorky daro-
vaciho programu. Pro pfijemkyni se vybira typové vhodné déarkyné (s podobnou barvou o¢i,
vlasii, vahou, vyskou).

U vybraného paru darkyné/piijemkyné je pomoci hormonalni lé¢by nastaven cyklus tak,
aby doglo k ¢asové synchronizaci cykli. Hormonéalni stimulaci darkyné dojde ke stimulaci
ovarif, pii které je vyprodukovan vysoky pocet zralych folikuli. P¥ijemkyné uzivi estrogeny
podle protokolu 10-50 dnua pred ,fresh* ET, jejichZz ptusobenim naroste sliznice endometria.
Poté, co se darkyni odeberou oocyty a oplodni se spermiemi partnera, za¢ne pifjemkyné
uzivat progesteron. K transferu embrya dochéazi v tzv. implanta¢nim okénku, coZ je Casovy
interval od 2. do 6. dne podavani progesteronu. V tomto obdobi je sliznice nejlépe pripravena
k prijeti embrya.

4.7 Monitoring téhotenstvi

Prvni t€hotensky test se provadi z moci ptiblizné 14. den po embryotransferu. V piipadé
pozitivniho vysledku se 15.—-17. den provadi vySetieni hladiny hCG, estradiolu a progesteronu
z krve a soucasné se provadi i ultrazvukové vySetfeni (UZ). Za pozitivni vysledek se povazuje
hCG > 10 IU/1. Koncentrace hCG v dalsim obdobi stoupa.

Za klinickou graviditu se oznacuje stav, kdy je UZ prokazan gestacni vacek a piitomnost
srdecnf akce v 6.—7. tydnu téhotenstvi. Biochemicka gravidita je stav, kdy na pocatku stoupla
hladina hCG, ale poté se zastavil vyvoj embrya a nedo8lo k UZ prokazani srde¢ni akce. Bio-
chemické gravidita konéi menstruaci. Pokud v prubéhu téhotenstvi dojde k zastaveni vyvoje
plodu, pak dochéazi k abortu (potratu). Potraty se rozdéluji na tfi typy — samovolny potrat,
umélé preruseni téhotenstvi a ostatni potraty. Samovolny ¢i pfirozeny potrat je spontanni
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vypuzeni plodu z délohy. Za umélé pieruseni téhotenstvi (interrupci) se povazuji induko-
vané potraty. Do kategorie ostatni potraty spada napt. zamlkly potrat (missed abort), coz
je situace, kdy plod odumfe v déloze a neni samovolné vylou¢en (Koschin 2000).

Ukazatelé efektivity 1é¢by metodami asistované reprodukce jsou predevsim Pregnancy
rate (PR), Implantation rate (IR) a Take-home baby rate (THBR).

PR je podil Zen, které otéhotnély, ze v8ech Zen, u nichZ byl proveden embryotransfer.
Vzdy plati, Ze po vneseni 2 a vice embry{ do délohy bude pravdépodobnost otéhotnéni zeny
vySsi nez pii vneseni pouze jednoho. Proto nelze porovnavat PR bez znalosti toho, kolik
embryi bylo v dané skupiné sledovanych cykla transferovano (Reiébek 2014).

IR je podil poctu gesta¢nich vacka viditelnych UZ v déloze a poctu transferovanych
embryi. Je tedy parametrem automaticky zohlediujicim transfer vicero embryi. THBR je
nejkomplexnéjsi ukazatel vysledku 1é¢by neplodnosti, ktery zohlednuje i v8echny téhotenské
ztraty az do porodu. Je to pomér narozenych déti ku celkovému poctu transferovanych
embryi. Stejné jako PR je THBR srovnatelny jen pfi stejném poctu transferovanych embryi.
Tento parametr vyznamné zavisi zejména na v€ku zeny. U darovacich cyklt byva vySsi nez
v pfipadé cyklu s vlastnimi oocyty u stejné staré vékové skupiny Zen (Reéébek 2014).

Metody asistované reprodukce umoznuji ziskat kvalitni embryo v in vitro podminkéch.
Kvalita embry{ je ovlivnéna mnoha faktory a jednim z nich muze byt i kvalita spermii pouzi-
tych na oplozeni oocytt. Oocyty mladych Zen jsou kvalitnéjsi nez oocyty starsich pacientek
a vzniklé embryo by mélo mit vysokou Sanci se ujmout. Nicméné to, zda dojde ¢i nedojde
k téhotenstvi, ovliviiuje mnoho faktori, mj. stav endometria ¢ reakce imunitniho systému
zeny.
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Obréazek 4.4: Vyvoj embrya: A - 2-bun.; B - 4-bun.; C - 8-bun.; D - morula; E - blastocysta
Autor obrdzku: Misc¢ikovd 2016, Petr Tarant
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Kapitola 5

Metodika a material

5.1 Design experimentu

Experiment se skladal ze dvou ¢asti. V prvni ¢asti (obr. 5.1 ¢ast A) byl ejakulat ode-
bran masturbaci do oznacené sterilni nddobky v odbérovych mistnostech. V andrologické
laboratoii GENNET byl andrologem nejprve proveden spermiogram podle WHO 2010. Poté
byl ejakulat separovan metodou gradientové centrifugace a nasledné byl pouzit na fertilizaci
oocytu ziskanych od darkyn metodou ICSI. Po ukonceni vSech standardnich procedur byl
predan nepotiebny zbytek ejakulatu a vzorek izolovanych spermii do imunologické laboratofe
GENNET, kde byly pouzity jako materidly k experimentalni ¢asti této prace.

V imunologické laboratofi bylo provedeno cytometrické stanoveni apoptézy obou vzorkii.
Zaroven byl zamrazen vzorek ejakulatu na cytometrické stanoveni fragmentace DNA, které
bylo provedeno pozdéji. Vysledky vyvoje, kvality embryi a informace o prob&hlém embry-
otransferu byly ziskdny 3.—5. den po oplozeni v zévislosti na pouzitém protokolu. Déle se
monitoroval pribéh téhotenstvi prostfednictvim interniho informacniho systému. Vliv apo-
ptozy a fragmentace DNA spermif na kvalitu embryi a graviditu neni na klinice GENNET
sledovan, jelikoz se tyto tidaje nachéazi v n€kolika oddélenych informacnich systémech. Jednou
z unikatnostni této prace je souhrna analyza téchto dat.

V druhé ¢asti experimentu (obr. 5.1 ¢ast B) se v andrologické laboratoii GENNET stano-
vil spermiogram a ejakulat byl predan do imunologické laboratoire GENNET, kde byl pouzit
jako material k této ¢asti experimentu. Cytometricky byla stanovena apoptoza spermif a pro-
vedena separace spermii. Separovalo se metodami gradientové centrifugace (GC), swim-up
(SU), magnetické separace spermii (MACS) a mikrofluidni separace spermii (MFSS). Po pro-
vedeni jednotlivych separaci se ve vzorku stanovila apoptéza spermii. V zavéru se porovnala
uc¢innost separace.
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Obréazek 5.1: Design experimentu
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5.2 Statistické vyhodnoceni vysledki

Ziskan4 data byla pfevedena do MS Excel verze 16.22. Pro stanoveni zakladnich para-
metri soubord byla vyuzita procedura UNIVARIATE. Frekvence byly vypocéteny za pomoci
procedury FREQ. Pfi vybéru vhodného modelu hodnoceni danych ukazateli byla vyuzita
procedura REG, metoda STEPWISE. Pro vlastni vyhodnoceni vyznamnosti efektt byla po-
uzita procedura GLM, s néslednym detailnim vyhodnocenim pomoci Tukey-Kramerova testu
s pouzitim metody nulové hypotézy (tj. se soubory vyznamné nelisi). K rozhodnuti platnosti
nulové hypotézy byl pouzit 95% interval spolehlivosti (p < 0,05). Rozdily byly povazovany
za signifikantni, pokud dosahly p < 0, 05.

5.3 Charakteristika souboru

Soubor tvofilo 43 pari s diagnézou primarni ¢ sekundérni neplodnosti, které podstupo-
valy 1é¢bu s darovanymi oocyty. VSechny sledované cykly probéhly v IVF GENNET Archa
v obdobi od ¢ervna do listopadu 2018. Od vSech para byl ziskan informovany souhlas s pro-
vedenim cytometrického vySetifeni spermii v den oplozeni oocytt a s moznosti vyuziti klinic-
kych dat. Hodnocena data zahrnovala napft. informace o po¢tu a kvalité darovanych oocytu,
o kvalité spermii i embryi, o pribéhu a vysledku embryotransferu (potvrzeni gravidity, abort
apod.).

5.3.1 Zeny

Soubor zahrnoval 43 Zen. Pramérny vék pacientek byl 41,4 let (31-46 let). Vekové slozent
souboru je uvedeno v grafu 2. Nejvice Zen bylo ve vékové skupiné 40-44,9 let (48,8 %).
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Graf 2: Vékové zastoupeni Zen

V souboru bylo 53,5 % Zen s priméarni neplodnosti a 46,6 % Zen se sekundéarni neplodnosti.
Zeny se léc¢ily s neplodnosti od 1 roku do 7 let, primérnd doba lé¢by neplodnosti byla
2,6 let. Béhem této doby podstoupily Zeny 1 az 12 cykla. V priméru bylo zjisténo 2,6 cykla
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asistované reprodukce na péar. Pouze dvé Zeny mély za sebou tispésny porod. Soubor byl velmi
heterogenni z hlediska rtznych zdravotnich komplikaci. Nejcastéjsim zdravotnim problémem
byla endometriéza, vyskytovala se také myomektomie, ovarektomie, polypektomie a cysty
ovarii.

5.3.2 Muzi

Soubor zahrnoval 43 muzi. Pramérny vék muza byl 41,0 let (29-63 let). Vékové slozeni
je uvedeno v grafu 3. Nejvice muzi bylo ve vékové skupiné < 39,9 let. Vétsina muzu byla
bez vyznamnych zdravotnich komplikaci (86 % muzi), ale néktefi byli léceni s varikokélou
¢i hydrokélou.
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Graf 3: Vékové zastoupeni muzu

5.3.3 Darkyné oocytt

V8echny oocyty byly darované od mladych zdravych Zen ve véku 18-30 let. Odbér oocytii
byl proveden v den ICSI v IVF GENNET a na spolupracujicich pracovistich. Transport
oocytu do IVF GENNET Archa byl zajistén ve vhodnych fyziologickych podminkach. Vzhle-

~iv e

dem k nutnosti zachovat anonymitu darkyin neni mozné zjistit o nich detailnéjsi informace.

5.4 Embryologické metody

5.4.1 Spermiogram

Po obdrzeni nadobky s ejakulatem byl zkontrolovan zrakem vzhled ejakuldtu v odbérové
nadobce (barva a eventualni pfimeési, bilé ¢i zlutavé vlocky). Pied vlastnim zpracovanim bylo
zkontrolovano ztekuceni tak, Ze se sterilni Pasteurovou pipetou nasalo asi 1 ml ejakulétu
a vytlacovalo se ven z pipety. Kdyz ejakulat opoustél pipetu v samostatnych kapickach,
byl vzorek ztekuceny. Pokud ejakuléat tvoril provazec delsi nez cca 2 cm, byl neztekuceny.
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Nedoslo-li ke ztekuceni, byl ejakulat nafedén mediem - Sperm Medium (Origio) (1:1) a cely
objem byl opakované nasavan a vytlacovan z Pasteurovy pipety az do dplného ztekuceni.
Po ztekuceni ejakulatu (pfi pokojové teploté) byl stanoven jeho objem pomoci Pasteurovy
pipety. Ejakulat byl promichédn a pak bylo odebrano 10 pl ejakulatu a naneseno na spodni
sklo Maklerovy komirky. Komiirka se po naplnéni kapkou ejakulédtu nechala chvilku stat, aby
bunééné elementy sedimentovaly. Odecet koncentrace spermii byl provadén pod 200nésobnym
zvétsenim. V deseti Gtvereécich bud v fadé nebo jen ve sloupci byl spoéitan pocet spermii
a vynasobil se 10%, ¢imz se ziskal pocet spermii v milionu na jeden mililitr ejakulatu. Byly
pocitany jen spolehlivé rozpoznatelné spermie.

Nejdfive byla hodnocena celkova pohyblivost, tzn. Ze byly spocitany vSechny spermie,
které se jakymkoli zptisobem pohybovaly v téch samych deseti ¢tvereccich, ve kterych byla
hodnocena koncentrace. Po vyhodnoceni celkové motility v procentech z celkového poctu
spermii byla hodnocena progresivni pohyblivost. Pocet motilnich spermii (v mil/ml), byla
uvedena v kategoriich pfimoc¢ate motilnich (a), progresivné motilnich (b), motilnich na misté
(c) a nemotilnich (d). Jednotlivé kategorie motilnich spermii byly uvedeny v %. Dale byla
stanovena morfologie spermii. Hodnotil se tvar hlavicky, kréku, stfedni ¢asti i bi¢iku. Pocet
patologickych spermii byl poté uveden v %. V ejakulatu mohou byt zjistény i kulaté buiiky,
mezi které patii leukocyty a nezralé buiiky (spermatocyty, spermatogonie). Pocet kulatych
bunék byl poc¢itan stejné jako koncentrace spermii a byl uveden v mil/ml.

5.4.2 Gradientova centrifugace (GC)

Ejakulat byl zpracovan dle instrukei v kitu SupraSperm® System 55%-+80% gradients
(Origio), jako kultiva¢ni médium byl pouzito médium Sperm Medium (SM) (Origio). Do ste-
rilni 9 ml konické zkumavky (Nunc) byl napipetovan 1 ml SupraSperm 80% hustotniho média
a to bylo pfevrstveno 1 ml SupraSperm o 55% hustoté.

Centrifugace 20 minut/300 g

Seminalni

Vzorek | 3705 tekutina

ejakulatu SOy

Leukocyty,
debris

HUSTOTNI GRADIENT & :},
55% oo ®| Nemotilni
3 spermie

80/  Zivé motilni
A .
80% S spermie

Obréazek 5.2: Metoda gradientové centrifugace
Autor obrdazku: Petr Tarant
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Na takto pripraveny gradient byl napipetovan 1 ml ztekuceného ejakulatu a centrifugo-
valo se pii 300 x g po dobu 20 min. Po centrifugaci byla odstranéna pomoci sklenéné sterilni
Pasteurovy pipety ze dna zkumavky peleta a pfenesena do sterilni 5ml zkumavky. K peleté
bylo pfidano 0,5 ml SM a centrifugovalo se 250-350 x g/10 min. Po centrifugaci byl odstranén
supernatant, ptridalo se 0,5 ml SM a vzorek byl promichén (obr. 5.2).

5.4.3 Swim-up (SU)

Pfi metodé swim-up bylo jako kultivaéni médium pouzito médium Sperm Medium (Ori-
gio). Do 10ml plastové zkumavky s kulatym dnem bylo napipetovano 2 ml SM, pod né&jz
byl opatrné pipetou navrstven 1 ml zkapalnéného ejakulatu tak, aby se jednotlivé faze ne-
promisily. Zkumavka byla vloZena do stojanu pod thlem 45° a na 60 minut se umistila do
inkubatoru (pii 37 °C). Uhel sklonu zkumavky slouzil ke zvétSeni sty¢né plochy ejakulatu
s kultivaénim médiem (obr. 5.3). Poté byla vrchni zkalena vrstva (0,5 ml) s vycestovanymi
spermiemi odpipetovana do nové zkumavky.

Inkubace pod thlem 45° po dobu 60 minut

Sperm wash
medium
e Viable spermatozoa
Liquefied RIGAY swim-up through medium
semen S
sample I3y Nonviable spermatozoa
| remain in semen layer

Obrazek 5.3: Swim-up metoda separace spermii
Autor obrdazku: Petr Tarant

5.4.4 Magneticka separace apoptotickych spermii (M ACS)

Pro separaci MACS byl pouzit kit MACS ART Annexin V Reagent (Miltenyi Biotec),
MACS Art Binding Buffer (Miltenyi Biotec), MACS ART MS Column (Miltenyi Biotec)
a MACS MultiStand (Miltenyi Biotec). Separace MACS se skladala ze t¥i kroki (obr. 5.4).
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MAGNET

AnnexinV

Obrézek 5.4: Metoda magnetickd separace apoptotickych spermii (MACS)
Autor obrdzku: Petr Tarant

Priprava bunék pred magnetickou separaci

Nejprve byl napipetovan 1 ml vzorku zkapalnéného ejakulatu do kénické zkumavky a po-
malu byl nafedén 2 ml MACS ART Binding pufru. Suspenze byla centrifugovina 4 minuty
pri 300 x g. Supernatant byl zcela odstanén a peleta byla resuspendovana ve 100 ul roztoku
MACS ART Annexin V Reagent. Suspenze byla doplnéna roztokem MACS ART Binding
pufru do kone¢ného objemu 500 ul. Takto pripravené suspenze byla jemné a dikladné ho-
mogenizovana a inkubovana 15 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci byl vzorek piipraven
k magnetické separaci.

Magneticka separace

Na kovovy stojan (MACS MultiStand) byla pfipevnéna separac¢ni jednotka (MACS ART
Separation Unit). Byla pfipravena magneticka separa¢ni kolona (MACS ART MS Column) a
vlozila se do separaéni jednoty (,kiidélky* na koloné smérem dopiedu). Pod separac¢ni kolonu
byla umisténa zkumavka pro sbér oplachovaciho roztoku. Byl proveden proplach separaé¢ni
kolony pomoci 1 000 4l MACS ART Binding pufru. Po pfidani roztoku do sloupce bylo nutné
pockat, dokud se nevyprazdni.

Po odkapani média byla zkumavka pod separacni kolonou vyménéna za ¢istou zkumavku.
Do separa¢ni kolony bylo napipetovano 500 ul pfipraveného vzorku a nechal se protéci ko-
lonou. Tato frakce obsahovala cilové buiky. MACS ART Binding pufr obsahuje vapenaté
ionty, které mohou aktivovat oocyty, proto museli byt spermie od tohoto média oddéleny.
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Promyti vzorku

Bunécné suspenze byla centrifugovana 4 minuty pii 300 x g, supernatant byl kompletné
odpipetovan. Supernatant byl finalné natfedén v 0,5 ml SM.

5.4.5 Mikrofluidni separace spermii (MFSS)

Separace pomoci MFSS byla provedena podle instrukci uvedenych v kitu FERTILE
PLUS® Microfluidic Sperm Sorting Chip (KOEK Biotechnology) a jako separa¢ni médium
bylo pouzito Sperm Medium (Origio). Inzulinovou st¥ikackou bylo nasato 850 ul zkapal-
néného ejakulatu. Stiikacka byla ve vertikdlni poloze opatrné vlozena do vstupniho otvoru
(Inlet Hole) a pod mirnym plynulym tlakem byl naplnén ¢ip. Bylo t¥eba plnit ¢ip opatrné,
aby se pod membranou netvorily bubliny. Po naplnéni ¢ipu ejakulatem bylo novou inzulino-
vou stiikackou nasito 750 pl SM a stejnym zptisobem bylo aplikovano do vystupniho otvoru
(Outlet Hole). Cip byl na 30 minut vlozen do inkubatoru (p#i 37 °C). Po inkubaci bylo novou
stiikackou odsato médium s vyizolovanymi spermiemi z vystupniho otvoru (obr. 5.5).

Vstupni otvor

(Inlet Hole) IR
. ¢ Vystupni otvor
¢ . o (Outlet Hole)
) Vo)
F | g H E/m <4— Membrana
0 < Q
r»] S o, o © © W «— Ejakuldt

Obrazek 5.5: Metoda Microfluidic Sperm Sorting (MFSS)
Autor obrdzku: Petr Tarant

5.5 Cytometrické metody

Pro analyzu spermii byl pouzit pritokovy cytometr NAVIOS Beckman Coulter. Pfistroj
souCasné méri primy rozptyl, bo¢ni rozptyl a aZ deset fluorescen¢nich barviv pomoci t¥i
polovodicovych laserd pfi vlnovych délkich 488 nm, 638 nm a 405 nm. Pfistroj umoziuje
provadét viceparametrovou analyzu jednotlivych bunék. Pfi pouziti reagencie obsahujici pro-
pidium jodid dochézi k zachyceni signalu o vlnové délce 623 nm, u FITC pii vinové délce
520 nm.

5.5.1 Stanoveni apoptdzy spermii

Ejakulat byl zpracovan podle instrukei uvedenych v kitu ApoFlowEx® FITC kit (Exbio
Praha). Pro analyzu bylo pfipraveno 25 ul promichaného ejakulatu a 1 ml PBS do cyto-
metrické zkumavky. Zkumavka byla centrifugovana 5 minut pfi 150 x g a pokojové teploté.
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Supernatant byl ostranén a k sedimentu byl pfidan 1 ml PBS. Vzorek byl promichan spickou
a centrifugovan 5 minut pifi 150 x g. Celé promyti bylo znovu opakovano. Po odstranéni
supernatantu bylo k sedimentu pfiddno 1 ml nafedéného Annexin V Binding pufru. Byla
oznacena nova cytometrickd zkumavka a napipetovalo se do ni 5 ul Annexin V-FITC a 5 pul
propidium jodidu. Do nové zkumavky bylo pfidano 100 pl nafedéného vzorku a promichalo
se. Vzorek byl inkubovan 15 minut za nepfistupu svétla. Poté bylo pfidano 100 pl Annexin
V Binding pufru. Vzorek byl zméfen na pritokovém cytometru Navios Beckman Coulter a
hodnoceni naméfenych dat bylo provedeno v softwaru Kaluza, verze 1.5.

Obarveny vzorek spermii byl vloZen do pfistroje. Po zmé¥eni 10 000 udalosti (events)
byly vysledky zobrazeny v grafu side-scatter (SSC) versus forward-scater (FSC). Déale byly
vybrany spermie z ohrani¢ené populace intaktnich bunék (bez debris). Tyto vybrané spermie
byly zobrazeny v diagramu Annexin V FITC (FL1) vs PI (FL4) a byly rozdélené na tii
Casti (obr. 5.6). Apoptotické spermie vykazovaly intenzivni fluorescenci v kanalu pro FITC.
V ApoFlow Ex kitu neni k dispozici pozitivni ani negativni kontrola, ale nastaveni bylo
provedeno pomoci vysoce kvalitnich vzorku a vzorkt, u nichZ byla vyvolani apoptoza.

10% <
=| POZDNE APOPTOTICKE A NEKROTICKE
Z| SPERMIE T,
102—
= 10'=
-| ZIVESPERMIE CASNE APOPTOTICKE
10° = SPERMIE
10° 10° 102 10°

Annexin V FITC

Obrazek 5.6: Reprezentativni graf z analyzy stanoveni zivych, apoptotickych a mrtvych sper-
mii pomoci Annexin V/ PI assay

5.5.2 Stanoveni fragmentace DNA spermii (TUNEL)

Pro stanoveni poc¢tu spermii s fragmentovanou DNA metodou TUNEL byl pouzit kit
Apo Direct”™ (Phoenix Flow Systems). Rozmrazeny ejakulat byl centrifugovan v 1 ml PBS
5 minut p¥i 150 x g a pokojové teploté. Supernatant byl ostranén a k sedimentu byl pfi-
dan 1 ml vychlazeného permeabiliza¢niho roztoku Intracellular Staining Perm Wash Buffer
(BioLegend). Vzorek byl inkubovan 30-45 minut v lednici na ledové podloZzce. Poté byl cent-
rifugovan 5 minut pii 150 x g a pokojové teploté. Byl odstranén supernatant a k sedimentu
byl pfidén 1 ml PBS. Vzorek byl promichén Spickou a znovu centrifugovan 5 minut pii 150 x
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g. Celé promyti bylo jesté jednou opakovino. Nésledné bylo k sedimentu pfidano 1 ml ledo-
vého 70% etanolu a vzorek byl inkubovan v lednici na ledové podloZce pfiblizné 30 minut. Po
inkubaci byl vzorek centrifugovan 10 minut p¥i 3 000 x g a pokojové teploté. Po odstranéni
supernatantu byl pfidan 1 ml promyvaciho pufru (Wash Buffer) a vzorek byl promichén na
vortexu. Centrifugovalo se 10 min pii 3 000 x g a pokojové teploté. Ze vzorku byl odstra-
nén supernatant a pfidal se 1 ml promyvaciho pufru. Vzorek byl promichan na vortexu a
centrifugoval se 5 minut pii 300 x g a pokojové teploté.
Stimula¢ni smés reagencii byla nasledné pfipravena podle tabulky:

Na 1 vzorek

Reaction buffer 10,0 pl
TdT Enzym 0,8 pul
FITC dUTP 8,0 ul
Destilovana voda 32,3 pl

Supernatant byl ostranén a k sedimentu bylo pfidano 50 pl pFipravené smési reagencii.
Vzorek byl vlozen do vyhiatého bloku o teploté 37 °C a inkubovan 60 minut, pfi¢emz kazdych
15 minut byla provedena jejich homogenizace. Po inkubaci byl pfidan 1 ml proplachovaciho
pufru (Rinse Buffer) a vzorek byl promichan na vortexu. Nasledovala centrifugace 5 minut
pii 300 x g a pokojové teploté. Supernatant byl ostranén a poté byl pfidan 1 ml proplacho-
vacfho pufru. Vzorek byl centrifugovan 5 minut pti 300 x g a pokojové teploté. Po ostranéni
supernatantu byl k sedimentu pfidan 0,5 ml propidium jodidu a vzorek byl inkubovan 5
minut za nepiistupu svétla. Vzorek byl zméfen na pritokovém cytometru Navios Beckman
Coulter a hodnoceneni naméienych dat bylo provedeno v softwaru Kaluza, verze 1.5.

Obarveny vzorek spermii byl vloZen do pfistroje. Po zmé¥eni 10 000 udalosti (events)
byly vysledky zobrazeny v grafu side-scatter (SSC) versus forward-scater (FSC). Z tohoto
zobrazeni byly na zékladé velikosti a granularity vylouceny rozpadlé bunky, debris a pfi-
padné shluky bunék. Vysledkem byl histogram (osa x - intenzita fluorescence PI), kde byly
ohrani¢eny haploidn{ buiiky — spermie. V dalsim grafu byly zobrazeny pouze haploidni sper-
mie. Na ose x byla vynesena hodnota FL4-PI (peak) a na ose y hodnota dUTP FITC (obr.
5.7). Pomoci negativni kontroly (vzorek bez TdT) a pozitivni kontroly (pacient s vysokou
fragmentaci DNA zjisténou metodou Halosperm) bylo nastaveno rozhrani pro pozitivitu.

41.2%

SPERMIE S
FRAGMENTACI DNA

10" 10"

dUTP FITC

10°= 10° S

SPERMIE BEZ
FRAGMENTACE DNA

0 1023 ) T 1023

FL4 Pl peak

Obréazek 5.7: Reprezentativni graf z analyzy stanoveni fragmentace DNA TUNEL
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Kapitola 6

Vysledky

6.1 Zakladni vySetfeni ejakulatu

6.1.1 VysSetfeni spermiogramu

V IVF laboratofi GENNET Archa bylo provedeno vySetfeni spermiogramu podle po-
stupu v SOP 001. V souboru bylo 34 normozoospermikii a 10 muzi s patologickym spermi-
ogramem (graf 4). Mezi muzi s patologickym spermiogramem byli 2 astenozoospermici (A),
1 oligozoospermik (O), 1 teratozoospermik (T), 2 oligoteratozoospermici (OT), 1 astenotera-
tozoospermik (AT) a 3 oligoastenoteratozoospermici (OAT). Vyskyt jednotlivych patologii
je uveden v grafu 4.

Normozoospermici

[ Patologické spermiogramy

(6,8%) OAT - oligoastenoteratozoospermici

(4,5%) OT - oligoteratozoospermici

(4,5%) A - astenozoospermici

(2,3%) AT - astenoteratozoospermik
77,3% (2,3%) T - teratozoospermik

(2,3%) O - oligozoospermik

Graf 4: Vysledky spermiogramu

6.1.2 Stanoveni apoptézy spermii

V imunologické laboratofi bylo ze stejného vzorku ejakulatu provedeno cytometrické
vySetfeni procenta zivych, ¢asné apoptotickych a pozdné apoptotickych + mrtvych spermif
podle postupu viz kap. 5.5.1.

Pramérny pocet zivych spermii byl 53,9 % (od 8,7 % do 81 %). Na zakladé hodnoty
% zivych spermii byly vzorky rozdélené na skupinu ApoLow s nizkym zastoupenim apopto-
tickych spermii (> 50 % zivych spermii) a ApoHigh s vysokym zastoupenim apoptotickych
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spermii (< 50 % zivych spermii). ApoLow tedy reprezentuje skupinu s fyziologickym zastou-
penim apoptotickych spermii a ApoHigh s patologicky zvySenym zastoupenim apoptotickych
spermii.

V grafu 5 je uvedeno prumérné procento zivych spermii ve tfech vékovych skupinéch.
Primérné % zivych spermii v ejakulatu klesa s rostoucim vékem muzi a tento pokles je
statisticky signifikantni (r = —0,326, p = 0,03). U muzt starSich 45 let je jiZz pramérné
% zivych spermif na hranici hodnoty pro normu. Zajimavé je, ze s vékem nekoreloval zadny
z parametrd spermiogramu.
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30%

% Zivych spermii

20%
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<339 40-44,9 > 45
Vékové skupiny
Graf 5: Prumérné procentualni zastoupeni Zivych spermii v riznych vékovych skupinich
Vy$8i zastoupeni apoptotickych spermii (vzorky ApoHigh) se vyskytovalo nejen u paci-
entl s patologickym spermiogramem (u 90,0 %), ale i v pomérné vysokém poé¢tu u normo-

zoospermiki (21,2 %), jak vyplyva z grafu 6.
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Graf 6: Zastoupeni vzorki s nizkym (ApoLow) a vysokym (ApoHigh) po¢tem apoptotickych
spermif u normozoospermiki a pacientii s patologickym spermiogramem

Procentualni zastoupeni zZivych spermif statisticky vyznamné pozitivné koreluje s kon-
centraci spermii, celkovym poc¢tem spermii, % pohyblivych spermii a statisticky vyznamné
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negativné koreluje s % morfologicky abnormalnich spermii (tab. 6.1).

Tabulka 6.1: Korelace % Zivych spermii v ejakulatu s parametry spermiogramu

Pocet % zivych Statisticka
vzorki spermii v priakaznost
ejakulatu
Hodnota r Hodnota p
Koncentrace spermii v ejakulatu (10e®/ml) 43 0,552 < 0,001
Celkovy poéet spermif v ejakulatu (10e°) 43 0,344 0,023
Koncentrace kulatych bungk (10e°/ml) 43 -0,185 NS
Objem (ml) 43 0,154 NS
Pocet progres. pohyblivych sp. (%) 43 0,383 0,011
Pocet morfolog. abnorm sp. (%) 43 -0,668 < 0,001

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0, 05.

6.1.3 Stanoveni fragmentace DNA spermii

Vzorky ejakulatu byly zamrazeny pro pozdéjsi stanoveni fragmentace DNA ve spermiich.
Stanoveni bylo provedeno cytometricky pomoci metody TUNEL podle postupu viz kap. 5.5.2.
Priumérny pocet spermii s fragmentaci DNA v souboru pacientii byl 18,2 % (od 2,5 % do
46,7 %). Fyziologicky pocet spermii s fragmentaci DNA mélo 69,8 % pacientt, vyssi pocet
spermii s fragmentaci DNA mélo 30,2 % pacienti. Vzorky byly rozdélené do dvou skupin
na zakladé hodnoty fragmentace DNA. Skupina FragLow méla fyziologicky pocet spermif s
fragmentovanou DNA (méné nez 20 %). Skupina FragHigh méla patologicky zvySeny pocet

spermii s fragmentaci DNA (vice nez 20 %).

V grafu 7 je uveden praumérny pocet spermii s fragmentaci DNA ve tfech vékovych skupi-
néch. Nejvyssi primérna hodnota poctu spermii s fragmentaci DNA byla zjisténa u nejstar-
$ich muzt nad 45 let, rozdily mezi vékovymi skupinami nebyly statisticky priikkazné. Hodnoty
fragmentace DNA nekorelovaly s vékem muzu (r = 0,143, p = 0, 359).
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Graf 7: Pramérny podet spermii s fragmentaci DNA v riaznych vékovych skupinach
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U 3/10 pacientii (30,0 %) s patologickym spermiogramem a u 10/33 (30,3 %) normo-
zoospermiki se vyskytovaly vyssi hodnoty fragmentace DNA. U pacienti s patologickym
spermiogramem bylo v priméru 19,3 % spermii s fragmentaci DNA, zatimco u normozo-
ospermiki 17,9 % spermii s fragmentaci DNA.

6.1.4 Porovnani skupin ApoLow a ApoHigh

Stanoveni apoptotickych spermii v ejakulatu je méné ¢astou diagnostickou metodou nez
stanoveni fragmentace DNA. Vyhodou metody je velmi rychlé provedeni, coz umoziuje test
provadét z Cerstvého ejakulatu. Metoda stanoveni fragmentace DNA je ¢asové naroCné a pro-
vadi se proto ze zamrazeného ejakulatu.

Za vyznamny vysledek je povaZovana statisticky priukazné zavislost fragmentace DNA
na % apoptotickych spermii (r = 0,423, p < 0,01). Cim vyS8i je zastoupeni apoptotickych
spermii ve vzorku, tim vyssi je riziko, Ze pacient bude mit vyssi fragmentaci DNA (graf 8).
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Graf 8: Zavislost po¢tu spermii s fragmentaci DNA na poc¢tu apoptotickych spermii

U skupin ApoHigh a ApoLow byly statisticky porovnany hodnoty spermiogramu a cyto-
metrickych vySetfeni. V tabulce 6.2 jsou uvedené primérné hodnoty % Zzivych spermii,
% spermii s fragmentaci DNA, koncentrace spermii, celkového poc¢tu spermii, % pohyblivych
spermii, % morfologicky abnormalnich spermii, objemu a poc¢tu kulatych bunék. U ApoLow
skupiny byly zjistény statisticky vyznamné vyssi hodnoty koncentrace spermii, celkového
poctu spermii, % progresivné pohyblivych spermii a % Zivych spermii. Statisticky vyznamné
nizsi hodnoty byly u % morfologicky abnormélnich spermii a % spermii s fragmentaci DNA.
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Tabulka 6.2: Porovnani hodnot spermiogramu a cytometrického vySetfeni spermii u skupin
s nizkym (ApoLow) a vysokym (ApoHigh) zastoupenim spermii v ejakulatu

ApoLow ApoHigh Statisticka
priukaznost
N =27 N =16 Hodnota p
Koncentrace spermif v ejakulatu (10e®/ml) 72,2 32,8 < 0,001
Celkovy pocet spermif v ejakulatu (10e®) 2149 137,7 < 0,001
Koncentrace kulatych bungk (10e®/ml) 0,8 1,3 NS
Objem (ml) 3,2 3,7 NS
Poéet progres. pohyblivych sp. (%) 54,5 39,4 < 0,001
Pocet morfolog. abnorm sp. (%) 81,5 91,9 < 0,001
Pocet zivych spermii v ejakulatu (%) 63,7 37,3 < 0,001
Pocet spermii s fragmentaci DNA (%) 14,3 23,6 < 0,001

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05

Zavéry zakladniho vySetieni ejakulatu

e Pramérné % zivych spermii v ejakulatu klesa s rostoucim vékem muzi a pokles je
statisticky signifikantni na rozdil od parametra spermiogramu nebo fragmentace DNA.

e Procento zivych spermif statisticky vyznamneé pozitivné koreluje s koncentraci spermii,
celkovym poc¢tem spermii, % progresivné pohyblivych spermii a statisticky vyznamné
negativné koreluje s % morfologicky abnormélnich spermii.

e Vy&si hodnoty fragmentace DNA ve spermiich se vyskytovaly u 30,2 % pacientt.

e Stanoveni % apoptotickych spermii v ejakulatu statisticky signifikantné koreluje s % sper-
mif s fragmentaci DNA.

e U ApoLow skupiny byly zjistény statisticky vyznamné vyssi hodnoty koncentrace sper-
mii, celkového poc¢tu spermii, % progresivné pohyblivych spermii a % Zivych spermif
nez u skupiny ApoHigh. Statisticky nizsi hodnoty byly zjistény u % morfologicky ab-
normélnich spermifi a % spermii s fragmentaci DNA.

6.2 Vliv gradientové centrifugace (GC) na kvalitu spermii

U pacientti bylo cytometricky vySetieno % Zzivych spermii také po gradientové centrifugaci
(GC) pred pouzitim spermii na ICSI. Cilem této ¢asti prace bylo ovéfit % Zzivych spermii ve
vzorku pouzitém k oplozeni oocytu a zjistit, jak ucinné je separovani Zivych spermii pomoci
GC. Predpoklada se, Ze pri gradientové separaci dochazi k odstranéni mrtvych spermii a ke
zvySeni % zivych spermii ve vzorku.
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Separace pomoci GC byla provedena v embryologické laboratofi, stanoveni % Zivych sper-
mif bylo provedeno v imunologické laboratofi. Vzorek spermii byl do imunologické laboratore
dodén ihned po oplozeni oocyti.

Soubor zahrnoval 36 pacientti. V grafu 9 jsou uvedené namérené hodnoty % Zivych spermif
v ejakulatu pred separaci a po GC separaci. Za stejné hodnoty byly povazovany ty, u kterych
se % spermif zménilo maximélné o 5 %). U 31 pacientii (86,1 %) doslo ke zvySeni % Zivych
spermii po separaci, naopak u 4 pacientt (11,1 %) doslo k poklesu a u 1 pacienta (2,8 %)
bylo zastoupeni Zivych spermif stejné. Pramérny narist % Zivych spermii po GC separaci
byl 19,5 %.
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Graf 9: Procento zivych spermii pred a po separaci gradientovou centrifugaci

Po GC separaci vyrazné klesa % pozdné apoptotickych a nekrotickych spermii (graf 10).
Jejich zastoupeni po GC se snizilo v praméru o 14,7 %. U 29 pacienti (80,5 %) doslo k poklesu
% pozdné apoptotickych a nekrotickych spermii po separaci, naopak u 4 pacientu (11,1 %)
doglo ke zvySeni a u 3 pacienti (8,3 %) bylo zastoupeni stejné.
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Graf 10: Procento pozdné apoptotickych spermii pfed/po separaci gradientovou centrifugaci
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Po gradientové centrifugaci kleslo procentualni zastoupeni ¢asné apoptotickych spermii
v pruméru jen o 4,7 % (graf 11). Za stejnou byla povazovana zména o méné nez 1,0 %.
U 31 pacientii (86,1%) doslo k poklesu % ¢asné apoptotickych spermii po separaci, nao-
pak u 2 pacientu (5,5 %) doslo ke zvyseni a u 3 pacienti (8,3 %) bylo zastoupeni Casné
apoptotickych spermif stejné pred a po separaci.
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Graf 11: Procento ¢asné apoptotickych spermif pfed a po separaci gradientovou centrifugaci

V tabulce 6.3 je zhodnocena korelace mezi % Zivych spermii po gradientové centrifu-
gaci a parametry spermiogramu nebo cytometrického vySetfeni ejakulatu. Procento zivych
spermii po GC statisticky prikazné pozitivné koreluje s koncentraci spermii v ejakulétu,
s % zivych spermii v ejakulatu a s % progresivné pohyblivych spermii v ejakulatu. Sta-
tisticky prikazna je negativni korelace mezi % Zivych spermii po GC a % morfologicky

abnormaélnich spermii v ejakuldtu. Tedy ¢im kvalitnéjsi je ejakulat, tim vyssi je koncentrace
spermii po gradientové centrifugaci.

Tabulka 6.3: Korelace mezi % zivych spermii po GC a parametry spermiogramu a hodnotami
cytometrického vySetieni ejakulatu

Pocet % Zivych Statisticka

vzorkd spermii po GC prikaznost

N =27 Hodnota r Hodnota p
Koncentrace spermii v ejakulatu (10e®/ml) 36 0,445 < 0,001
Celkovy poéet spermif v ejakulatu (10e°) 36 0,106 NS
Koncentrace kulatych bungk (10e°/ml) 36 -0,099 NS
Objem (ml) 36 -0,101 NS
Pocet progres. pohyblivych sp. (%) 36 0,554 < 0,001
Pocet morfolog. abnorm sp. (%) 36 -0,617 < 0,001
Pocet zivych spermii v ejakulatu (%) 36 0,592 < 0,001
Pocet spermii s fragmentaci DNA (%) 36 -0,312 NS

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05
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Cilem experimentu bylo zjistit, u kterych skupin pacienti neni GC separace dostatené
u¢inna a snizuje % zivych spermii ve vzorku. V tabulce 6.4 jsou porovnany praumérné hodnoty
% zivych spermii pied a po GC separaci u skupin pacientic ApoLow ( < 50 % apoptotickych
spermii v ejakulatu) a Apo High ( > 50 % apoptotickych spermii v ejakulatu) resp. u skupin
pacientli s normalnim a patologickym ejakulatem.

Tabulka 6.4: Porovnani primérného % Zivych spermii v ejakulatu a vzorku po gradientové
separaci u pacientt ze skupin ApoLow, ApoHigh, normozoospermikii a pacientii s patologic-
kym ejakulatem

Priamérné % Primeérné Primeérné Pocet
zivych sp. % zivych zvySeni % neaspésnych
pred GC sp. po GC Zivych GC

spermii
Vsichni pacienti (n = 36) 51,7 71,2 19,5 4
ApoLow (n = 20) 63,7 79,2 15,9 1
ApoHigh (n = 16) 37,3 61,3 24,0 3
Normozoospermici (n = 26) 56,1 78,6 22,5 1
Pacienti s patol. spermiogramem 40,3 52,1 11,8 3
(n = 10)

Ve skupiné ApoLow byla pramérna hodnota 63,3 % zivych spermii v ejakulatu a 79,2 %
po separaci. Primérné zvySeni bylo 15,9 %. K naristu % Zivych spermii po GC doglo u
19/20 pacienti. U ApoHigh skupiny byla primérna hodnota Zivych spermii v ejakulatu
37,3 % a po separaci 61,3 %. Pramérné zvySeni bylo 24,0 %. K narastu % Zivych spermii
doslo u 13/16 pacientii, u 3 pacientt v8ak doslo k poklesu % zivych spermii ve vzorku po
GC separaci. Gradientova centrifugace tedy velmi dobfe separuje zivé spermie u pacientt
s vyS8im % Zivych spermii v ejakulatu. U vzorka s nizsim % zivych spermii miZe piisobit
negativne.

U normozoospermiki byla primérna hodnota Zivych spermii v ejakulatu 56,1 % a po
separaci 78,6 %. Praumérny nérast byl 22,5 %. K nartustu % zivych spermii doslo u 25/26
pacientti. U pacientti s patologickym spermiogramem byla primérné hodnota Zivych spermif
v ejakulatu 40,3 % a po separaci 52,1 %. Pramérny narast byl 11,8 %. U 3/10 pacientti viak
doglo k poklesu % zivych spermii ve vzorku po GC separaci. Gradientova centrifugace je
vhodnéjsi metodou pro normozoospermiky, u pacientd s patologickym spermiogramem miize
pusobit negativné. Koncentrace spermii po GC separaci a % Zzivych spermii po GC signi-
fikantné koreluji s % Zivych spermii v ejakulatu (tab. 6.5). Tedy ¢im vyssi je koncentrace
spermii v ejakulatu, tim vyssi lze ocekavat koncentraci spermif a % Zivych spermii v separo-
vaném vzorku.
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Tabulka 6.5: Korelace % zivych spermii v ejakulatu s koncentraci spermii a % zivych spermif
po gradientové centrifugaci

Pocéet vzorki % zivych spermif Statisticka

v ejakulatu prikaznost

N =27 Hodnota r Hodnota p
Koncentrace sp. po GC (10e®/ml) 36 0,646 < 0,001
Pocet zivych sp. po GC (%) 36 0,594 < 0,001

Zavéry hodnoceni kvality spermii po gradientové centrifugaci

e Po separaci GC doslo ke zvySeni % Zivych spermii u 86,1 % vzorki. Po GC klesa
zejména % pozdné apoptotickych a nekrotickych spermii. Pokles % ¢asné apoptotickych
spermif je nizky.

e Cim vyS§i je kvalita ejakulatu, tim vyssi je % Zivych spermii po GC. Procento Zivych
spermii po GC statisticky prikazné pozitivné koreluje s koncentraci spermii v ejakulétu,
s % 7ivych spermii v ejakulatu a s % progresivné pohyblivych spermii v ejakuléatu.
Statisticky negativné koreluje s % morfologicky abnormaéalnich spermii.

e Na zakladé znalosti % Zzivych spermii v ejakulatu lze odhadnout vysledek GC. Cim
GC. Tato korelace je statisticky prikazna. Gradientova centrifugace je méné vhodnou
metodou pro pacienty s patologickym spermiogramem nebo pro ejakulat s nizkym
% zivych spermii. Po GC doglo k poklesu % Zivych spermii u 4 pacientii.

6.3 Porovnani separac¢nich metod a jejich vliv na pocet Zivych
spermii

V kapitole 6.2 bylo zjisténo, Ze u nékterych pacienti s nizkym % Zivych spermii v eja-
kulatu nebo s patologickym spermiogramem dochézi po GC k poklesu % Zzivych spermii.
K separaci kvalitnich spermif je mozné pouzit i jiné metody nez GC. Experimentalné byla
porovnéna separace spermii pomoci GC, SU, MACS a MFSS. Zastoupeni Zivych a apopto-
tickych spermii bylo zméreno v ejakulatu a ve vzorku ziskaném po riznych typech separaci
spermii. Cilem bylo zjistit, ktery separa¢ni postup bude pro rizikové vzorky vhodnéjsi, tj. po
které metodé dojde ke zvySeni % zivych spermii.

Pavodné bylo cilem porovnat i hodnoty fragmentace DNA, ale nakonec se nepodafilo pro-
vést toto vySetTeni u vSech vzorki. V experimentech byly pouzity vétsinou vzorky s nizkou
kvalitou ejakulatu, které mély nizkou koncentraci spermii nebo nizsi % Zzivych spermii. U né-
kterych vzorkt nebylo k dispozici dostatek ejakulatu nebo bylo malo spermii pro stanoveni
fragmentace DNA ve vzorcich ziskanych po separaci.
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6.3.1 Porovnani metod SU a GC

V této Casti studie byly porovnéany tradi¢ni separa¢ni metody — gradientova centrifugace
a swim-up metoda. Separace spermii byla provedena podle postupt viz kap. 5.4.2 a 5.4.3.

Do experimentu bylo zafazeno 8 pacientil, u kterych byl proveden spermiogram, a poté
bylo stanoveno % Zivych spermii. V souboru byly 4 normozoospermici a 4 pacienti s patologic-
kym spermiogramem. Pouze 2 pacienti méli nizsi % zivych spermii v ejakulatu (<50 % zivych
spermii). Vysledky % Zivych spermii po obou separacich jsou uvedeny v tabulce 6.6.

Tabulka 6.6: Porovnani GC a SU separaci - charakteristika souboru a zmény % zivych spermii
po separacich GC a SU

SPG % zivych % zivych | % Zzivych Narust/ Nartst/
sp. v Sp. po sp. po pokles % pokles %
ejakulatu GC SU zivych sp. zivych sp.
po GC po SU
Pacient ¢.1 OAT 37,7 12,7 19,3 -24,9 -18,3
Pacient &.2 0 39,1 25.9 20,1 132 -18,9
Pacient ¢.3 OA 57,9 37,6 71,0 -20,4 13,1
Pacient ¢.4 N 65,9 49,1 91,8 -16,8 25,9
Pacient ¢&.5 N 66,0 63,7 86,5 -2,2 20,6
Pacient ¢.6 A 66,3 94,0 39,1 27,8 -27,2
Pacient &.7 N 75,6 81,1 80,5 5,5 4,9
Pacient &.8 N 76,4 89,5 97,9 13,1 21,3
Primér \ \ 60,6 | 567 | 633 -3,9 \ 2,7

OAT - Oligoastenoteratozoospermie; O - Oligozoospermie; N - Normozoospermie; OA -
Oligoastenozoospermie; A - Astenozoospermie

Po GC separaci doglo k poklesu % zivych spermii u 4/8 pacienti, ke zvySeni % Zzivych
spermii doslo u 3 pacienti, u 1 pacienta byly obé hodnoty podobné. Po SU doslo ke zvyseni
% zivych spermii u 5/8 pacientii, k poklesu u 3 pacientii. Mezi % Zivych spermii v ejakulétu
a ve vzorcich po GC nebo SU nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (tab. 6.7).

Tabulka 6.7: Porovnan{ po¢tu zivych spermii po separaci GC a SU pomoci parového t-testu.

Pocet Pocet zivych spermii Pocet zivych
vzorki v ejakulatu (%) spermii po GC (%)
Hodnota p Hodnota p
Pocet zivych spermii po GC (%) 0,567 -
Pocet zivych spermii po SU (%) 0,730 0,555
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6.3.2 Porovnani metod MACS a MFSS

Metody MACS a MFSS patfi mezi nejmodernéjsi postupy separace spermii. Vzorky byly
zpracovany podle postupti uvedenych viz kap 5.4.4 a 5.4.5. Do experimentu bylo zarazeno
6 pacienti s nizkym zastoupenim Zivych spermif, u kterych byl pfedpoklad, ze by po GC doslo
k poklesu % Zivych spermii. U 5/6 pacientti bylo méné nez 50 % zivych spermii v ejakulatu,
u 1 pacienta bylo % Zivych spermii mirné nad hranici. Hodnoty spermiogramu a % Zzivych
spermii v ejakulatu po MACS a MFSS separacich jsou uvedeny v tabulce 6.8.

Tabulka 6.8: Porovnani MACS a MFSS separaci — charakteristika souboru a % Zivych spermif
pfed a po separacich

SPG % zivych % zivych | % zivych Zména % Zména %

sp. v sp- sp. Zivych sp. Zivych sp.
ejakulatu MACS MFSS MACS MFSS
Pacient &1 0 27.8 44,1 50,2 16,6 22.4
Pacient &.2 OAT 30,1 17,4 52,7 12,7 22,6
Pacient ¢.3 OAT 34,9 41,8 78,5 6,9 43,6
Pacient ¢.4 N 41,2 51,5 70,2 10,3 29,0
Pacient &.5 OA 44,6 33,3 84,1 -11,3 39,5
Pacient ¢.6 AT 52.7 413 51,9 11,4 20,9
Primér \ \ 38,6 38,2 64,6 -0.3 26,0

OAT - Oligoastenoteratozoospermie; O - Oligozoospermie; N - Normozoospermie; OA -
Oligoastenozoospermie; AT - Astenoteratozoospermie

Ucinngjsi separaci byla MFSS — u 5/6 pacientt doglo ke zvyseni % Zivych spermii oproti
ejakulatu, u 1 pacienta zustala hodnota po separaci stejna. Po MACS doslo ke zvySeni
% 7zivych spermii pouze u 3 pacientii, u dalsich 3 naopak doglo k poklesu oproti hodnotam
zjisténym v ejakulatu. Primérné hodnoty % zivych spermif byly signifikantné vyssi po MFSS
v porovnéni s hodnotami v ejakulatu a po MACS (tab. 6.9). Po MACS nedoslo ke statisticky
vyznamnému narustu % zivych spermii oproti ejakulatu.

Tabulka 6.9: Porovnéani po¢tu zivych spermii po separaci MFSS a MACS pomoci parového
t-testu

Pocet Pocet Zivych spermii Pocet zivych
vzorki v ejakulatu (%) spermii po MFSS
(%)
Hodnota p Hodnota p
Pocet zivych spermii po MFSS (%) < 0,001 -
Pocet zivych spermii po MACS (%) 0,955 < 0,001
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6.3.3 Porovnani metod MACS a GC

Separace pomoci MACS a GC byla provedena u 3 pacientt - u jednoho normozoospermika
a dvou pacienti s patologickym spermiogramem. Vzorky byly separoviny podle postupii viz
kap. 5.4.4 a 5.4.2. V tabulce 6.10 jsou uvedeny hodnoty spermiogramu a % Zivych spermii
v ejakulatu po GC a MACS. U normozoospermika doslo po GC i MACS ke zvySeni % Zivych
spermii. U obou pacientt s patologickym spermiogramem doslo k poklesu % Zivych spermii
po MACS i GC v porovnani s hodnotami v ejakulatu.

Tabulka 6.10: Porovnani GC a MACS separaci — charakteristika souboru a % Zivych spermii
pred a po separacich.

SPG % zivych % zivych | % zivych Zména % Zména %

sp. v sp. GC sp. zivych sp. Zivych sp.
ejakulatu MACS GC MACS
Pacient ¢&.1 O 30,10 8,94 17,37 -21,16 -12,73
Pacient .2 A 52.72 46,46 41,32 26,26 “11,40
Pacient &.3 N 64,83 83,21 76,38 18,38 11,55
Primér \ \ 49,22 46,20 45,02 -3,01 -4,19

OAT - Oligoastenoteratozoospermie; N - Normozoospermie; A - Astenozoospermie

Zavéry porovnani separac¢nich metod

Gradientova centrifugace je tcinnou separa¢ni metodou u normozoospermiki s vyso-
kym % zivych spermii v ejakulatu.

Swim-up je u¢innégjsi nez GC separace u normozoospermiki, ale rozdil mezi separacemi
nenf statisticky vyznamny. Swim-up neni vhodnou metodou u pacienti s patologickym
spermiogramem, zejména pokud maji nizsi pohyblivost spermii. U téchto vzorkt muze
dochazet k poklesu % zivych spermii.

Po MFSS doslo k statisticky vyznamnému naristu % Zivych spermii u pacienti s pa-
tologickym ejakulatem. Prumérné % Zivych spermii bylo signifikantné vy$si po MFSS
nez v ejakulatu a nez po MACS.

Po MACS doslo ke zvysSeni % Zzivych spermii pouze u nékterych vzorki. Vzhledem
k jinému mechanismu separace by mohl byt MACS vyznamny u vzorka s nizkou po-
hyblivosti spermii.

Metoda MFSS je nejvhodnéjsim separac¢nim postupem a je vhodna pro pacienty s niz-
kou kvalitou ejakulatu a s nizs$im zastoupenim zivych spermii.
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6.4 Hodnoceni kvality embryi

V dalsi ¢asti diplomové préace byla hodnocena kvalita embryi v zavislosti na kvalité sper-
mii pouzitych pro ICSI. V ramci sledovanych cykla bylo injikovdno 332 darovanych oocytu.
Uspésné oplozenych oocytit s dvéma prvojadry (2PN) bylo 314. Fertilization rate (podil
oplozenych a v8ech injikovanych oocytt) byl 94,4 %.

6.4.1 Celkovy piehled

Embrya byla inkubovéana do stadia vhodného pro ET bud v inkubatoru (76,7 % embryf)
nebo v EmbryoScopu (23,3 % embryi). V pritbéhu kultivace se pravidelné hodnotila kvalita
embryi podle kritérif viz kap. 4.4. Pouze do stadia blastocysty se dostalo 54,8 % oplozenych
oocytt. Utilization rate (pomér po¢tu blastocyst a po¢tu oplozenych oocyti) byl 55,6 %.

V grafu 12 je uveden piehled embryi podle findlniho stavu, ve kterém se zastavil jejich
vyvoj. Nejcastéji degenerovaly oplozené oocyty ve stadiu moruly (22,9 %).

2PN - Dvé prvojadra
2B-8B - N-bunécné embryo
M - Morula
- . . - BL - Blastocysta
3B M BL

2PN 2B 4B 6B 8B
Vyvojové stadium embryi

80

Pocet embryi
NOR o
o © o

o

Graf 12: Pocet zaniklych embryi do stddia blastocysty

V nasledujici tabulce 6.11 je uveden prehled kvalitnich embryi, ktera byla bud zamrazena
pro piipadny KET nebo byla transferovana v tzv. ,fresh* ET. Celkem vzniklo 169 kvalitnich
embryi, ze kterych bylo 65,7 % kvalitnich blastocyst ve stadiu BL3 az BL5.

Tabulka 6.11: Piehled kvalitnich embry{

N = 43
Morula (M) 6/169 (3,6 %)
Blastocysta 1-2 (BL1-2) 52/169 (30,8 %)
Blastocysta 3 (BL3) 34/169 (20,1 %)
Blastocysta 4 (BL4) 49/169 (29,0 %)
Blastocysta 5 (BL5) 28/169 (16,6 %)
Celkem blastocyst BL3-BL5 111/169 (65,7%)
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6.4.2 Uspé&snost ET

Embrya byla transferovana bud t¥eti den (11,6 %) nebo paty den aZ po tzv. prodlouzené
kultivaci embryi (88,4 %). K ,fresh® transferu jsou pouZivana nejkvalitngjsi embrya (graf
13) - u 30,5 % pacientek to byla embrya typu BL5, u 27,1 % BL4 a u 22,0 % BL3. Pouze
v nékolika piipadech byla pouzita méné kvalitni embrya — BL1 (8,5 %) a BL2 (5,1 %) nebo

M (6,8 %).
M - Morula
BL 1-BL5 - Kvalita
blastocyst
-
M BL3 BL4 BL5

BL1 BL2
Vyvojové stadium embryi

20

Pocet embryi
= =
(8] o (6]

o

Graf 13: Prehled transferovanych embryi

Dalgim vyznamnym parametrem je pregnancy rate (PR) (pomér pacientek s pozitivnim
hCG a poc¢tem transferovanych embryi). Hodnota PR v souboru byla 37,2 %. Biochemicka
gravidita (resp. pozitivita hCG testu) jesté neznamena jistotu aspésného t&hotenstvi, protoze
pomérné ¢asto dochézi v prvnich tydnech téhotenstvi k potratim. Prosperujici graviditu
a tspésnou implantaci embrya potvrzuje ultrazvukové vysetieni a zjisténi srdecni akce plodu
(+SA). Implantation rate (pomér pacientek se zjisténou +SA plodu a po¢tu transferovanych
embryi) byl 23,3 %.

Uspésnost, embryotransfert je znazornéna v grafu 14. Pozitivni téhotensky test (+hCQ)
byl prokazan u 23 pacientek (53,5 %). Pacientek, kterym byla potvrzena srde¢ni akce (+SA)
plodu, bylo 13 (30,2 %). Potratilo celkem 10 pacientek (23,2 %) — u 6 pacientek se po
biochemické gravidité zastavil vyvoj plodu, u 4 pacientek doslo k potratu plodu pozdéji
po zjisténi srdeéni akce plodu. V dobé vzniku diplomové prace jesté nebyly znamy pocty
narozenych déti. Ve dvou piipadech Slo o dvojéetna téhotenstvi, jedno bylo prosperujici,
u druhého doslo k potratu.

Bez GR - bez gravidity
14,0% .
0 GR - gravidita
46,5%

BG - biochemiska gravidita

AB - potrat

Graf 14: Zastoupeni gravidit, potrati, biochemickych gravidit u pacientek
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-hCG
20Zen
= + hCG BG AB
43 Zen 23 %en 6 %en
+SA Gravidita
17 zen 13 Zen

Obrazek 6.1: Schéma vysledka ET

6.4.3 Vliv véku na tspésnost ET

Uspésnost cyklu mize ovlivnit vék partneri. Vékové priméry +hCG Zen a jejich partnera
a veékové pruméry gravidnich Zen (+SA) a jejich partnerii jsou uvedeny v tabulce 6.12.
Cilem analyzy bylo zjistit, zda se statisticky vyznamné lis{ v&k Zen, u kterych doslo po ET
k vzestupu hCG od Zen, u kterych byla zjisténa +SA. Nebyl prokizan signifikantni vliv véku
na uspésnost gravidity (+hCG nebo +SA). Statisticky vyznamné rozdily nebyly zjisténé ani
pii porovnani véku partneri +hCG a +SA Zen.

Tabulka 6.12: Vliv véku partnert na +hCG a graviditu

+hCG +hCG +hCG Gravidita | Gravidita | Gravidita
Pramér Hodnota » | Hodnota p Pramér Hodnota » | Hodnota p
N =23 N =13
Vé&k Zeny (roky) 41,6 0,120 0,441 41,8 -0,153 0,326
V&k muze (roky) 42,0 0,046 0,768 40,0 0,006 0,691

6.4.4 Vliv kvality embrya na tspésnost ET

Uspésnost cyklu muze ovlivnit kvalita transferovanych embryi. U 9/23 (39,1 %) 7en
s +hCG byla pouzita blastocysta BL5, u 4 Zen (17,4 %) byla pouzita BL4 a u dalsich 7 Zen
(30,4 %) BL3. Méné kvalitni blastocysty byly pouzity u dalsich 3 Zen (13,0 %). Transfer
moruly (M) nebyl aspé&sny (graf 15). U 7/13 Zen s pozitivni srde¢ni akei plodu (SA+) byla
pouzita BL5 (53,8 %), u 3 zen (23,1 %) byla pouzita BL4 a u dalsich 3 Zzen (23,1 %) BL3.
P1i pouziti méné kvalitnich blastocyst nebo moruly nebyl prokizan plod se srde¢ni akci.

Vliv kvality transferovaného embrya na tspéSnosti ET — tj. dosazeni biochemické gra-
vidity (+hCG) nebo gravidity (+SA bez nahldSeného potratu) je uveden v tabulce 6.13.
Statisticky vyznamné vyssi pocet gravidnich Zen byl zjistén pouze pii transferu BL5. Vysle-
dek u dalsich typi blastocyst vSak muzZe byt ovlivnén malym poctem Zen.
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E M - Morula

4:; BL 1-BL5 - Kvalita

)§ blastocyst

M BL1 BL2
Vyvojové stadium embryi
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Graf 15: Prehled transferovanych embryi u gravidnich partnerek

Tabulka 6.13: Vliv kvality transferovaného embrya na tspésnosti +hCG a gravidity

+hCG +hCG +hCG Gravidita Gravidita Gravidita
N Hodnota r Hodnota p N Hodnota r Hodnota p
M 2 -0,022 NS 0 -0,210 NS
BL 1 5 0,280 NS 1 -0,067 NS
BL 2 2 0,072 NS 1 0,018 NS
BL 3 8 0,096 NS 4 0,006 NS
BL 4 7 -0,112 NS 4 0,065 NS
BL 5 13 0,178 NS 10 0,373 < 0,001

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05

Zavéry hodnoceni kvality embryi

Fertility rate (FR) byl 94,4 %.

V ramci 43 cyklt s darovanymi oocyty bylo ispé&sné oplozeno 314 darovanych oocyti.

e Celkem bylo vytvoreno 111 kvalitnich embryi ve stadiu BL3-BL5. Utilization rate (UR)
byl 55,6 %.

e Pozitivni téhotensky test (+hCG) byl u 23 Zen (53,3 %). Pomér Zen s +hCG a poé¢tu
transferovanych embryi (PR) byl 37,2 %.

e V souboru bylo 13 gravidnich Zen (30,2 %) s potvrzenou srde¢ni akei plodu (+SA).
Pomér Zen s +SA a poctu transferovanych embryi (IR) byl 23,3 %.

e Kvalita blastocyst méla signifikantni vliv na tspéSnost téhotenstvi. Statisticky vy-
znamn4 korelace byla zjisténa mezi transferem BL5 a po¢tem gravidnich Zen (+SA).

e Ve&k partnert nemél signifikantni vliv na tspésnost embryotransferu. Nebyla zjisténa
signifikantni korelace mezi vékem partneri a graviditou.
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6.5 Vliv kvality spermii na vyvoj embryi a tispésnost ET

Kvalita obou zarodecnych bunék — spermii i oocyti — vyznamné ovliviiuje vyvoj embrya.
Darované oocyty by mély byt kvalitni, protoze jde o zdrode¢né bunky mladych zdravych Zen.
Kvalita spermif miize byt negativné ovlivnéna vékem muzi. Kvalita spermif se vice projevi pti
pouziti metody in vitro fertilizace, kdy spermie prirozené oplodni oocyt. Pii pouziti metody
ICSI pro oplozeni oocytu je vyznamnym faktorem postup embryologa a jeho zkuSenosti. Ten
vybird pro oplozeni oocyti nejkvalitnéjsi spermie. Na dspésnost in vitro oplozeni mé vliv
také spravné nacasovani procesu oplozeni, tak, aby byl oplozen skutecné zraly oocyt.

6.5.1 Vliv spermiogramu

V souboru partnert pacientek bylo 33 normozoospermiki (skupina A) a 10 muzi s pa-
tologickym spermiogramem (skupina B). Z 23 part s +hCG u partnerky bylo ve skupiné A
16 para (69,6 %) a ve skupiné B 7 pari (30,4 %). Ve skupiné A byl pramérny vk Zen 40,0
let a muzt 41,1 let, naopak ve skupiné B bylo Zenam v praméru 42,3 let a muzium 45,0 let.
Skupina B je tudiz starsi nez skupina A.

V tabulce 6.14 jsou uvedené primérné hodnoty jednotlivych parametri tspésnosti oplo-
zeni a statistickd prikaznost rozdilt mezi skupinou A a B. Mezi skupinami nebyly zjistény
signifikantni rozdily v zddném z parametra. U skupiny A byl vyssi fertilization rate (FR) nez
u skupiny B, avak parametr utilization rate (UR) byl vyssi u skupiny B. Hodnota pregnancy
rate (PR) byla mirné vyssi u skupiny A, ale hodnota implantation rate (IR) byla vy3si u
skupiny B.

Tabulka 6.14: Primérné hodnoty parametrii ispésnosti in vitro oplozeni u partnerek normo-
zoospermikil a pacientu s patologickym spermiogramem

Skupina A Skupina B Statisticka prakaznost
Normozoospermie Patologicky spermiogram Hodnota p
N =33 N =10

FR (%) 95,8 89,8 NS
Fertilization rate

UR (%) 54,0 61,0 NS
Utilization rate

PR (%) 37,9 35,0 NS
Pregnancy rate

IR (%) 227 25,0 NS
Implantation rate

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05

V ramci préce se porovnavalo, jakou kvalitu méla embrya u normozoospermiki a u muzi
s patologickym spermiogramem. Predpokladem bylo, ze kvalita embry{ bude lepsi u normo-
zoospermikill nez u pacient s patologickym spermiogramem.

V tabulce 6.15 je uveden piehled zaniklych embry{ u skupiny pacientti s normélnim nebo
patologickym spermiogramem. Do statistiky nebyly zafazeny oocyty, které v den 0 (po od-
béru) degenerovaly nebo byly ohodnoceny jako 0/1 PN. Vé&tsi procento embryi (45,1 %)
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zaniklo u normozoospermikii nez u pacientii s patologickym spermiogramem (40,0 %). Nej-
Castéji zanikala embrya ve stadiu moruly.

Tabulka 6.15: Pfehled zaniklych embryi — porovnani pacientii s norméalnim a patologickym
spermiogramem

Skupina A Skupina B
Normozoospermie N = 33 Patologicky spermiogram N = 10
Oplozeny oocyt (2PN) 2/239 (0,8 %) 0/75 (0 %)
N-buné&éné embryo (B) 40/239 (16,7 %) 15/75 (20,0 %)
Morula (M) 57/239 (23,8 %) 15/75 (20,0 %)
Blastocysta (BL) 9/239 (3,8 %) 0/75 (0 %)
Celkem zaniklo ‘ 108/239 (45,1 %) ‘ 30/75 (40,0 %)

V tabulce 6.16 je uveden piehled v8ech kvalitnich embryi, ktera byla bud zamrazena nebo
pouzita pro ET. Pacienti s normalnim spermiogramem méli vyznamné vySsi pocet kvalitnich
blastocyst BL3-BL5 (68,5 %) nez pacienti s patologickym spermiogramem (57,8 %), ale
u pacientt s patologickym spermiogramem bylo vice nejkvalitnéjsich blastocyst BL5.

Tabulka 6.16: Prehled kvalitnich embryi (zamrazenych + transferovanych) - porovnani pa-
cientd s normélnim a patologickym spermiogramem

Skupina A Skupina B
Normozoospermie N = 33 Patologicky spermiogram N = 10

Morula (M) 4/124 (3,2 %) 2/45 (4,4 %)
Blastocysta 1- 2 (BL1 -BL2) 35/124 (28,2 %) 17/45 (37,8 %)
Blastocysta 3 (BL3) 29/124 (23,4 %) 5/45 (11,1 %)
Blastocysta 4 (BL4) 37/124 (29,8 %) 12/45 (26,7 %)
Blastocysta 5 (BL5) 19/124 (15,3 %) 9/45 (20,0 %)

Celkem kvalitnich embryi 85/124 (68,5 %) 26/45 (57,8 %)
(BL3-BL5)

V tabulce 6.17 je uveden pocet a kvalita embryi pouzitych pii ET u skupiny pacientt
s norméalnim nebo patologickym spermiogramem. Kvalita transferovanych embryi byla ob-
dobna u obou skupin. U skupiny s patologickym spermiogramem bylo transferovano vice
BL5 (34,5 %) nez u skupiny s normalnim spermiogramem. Uspé&snost cyklu ovliviiuje i pocet
transferovanych blastocyst. U 14 Zen skupiny A a 6 Zen u skupiny B byly transferovany dveé
blastocysty. U skupiny A v osmi p¥ipadech Zeny otéhotnély (+SA), ale pouze jednou se ujala
obé embrya, u skupiny B se u tii Zen se ujalo pouze jedno embryo (+SA) a u jedné obé
embrya. Transfer dvou embryi se zohlediiuje pii vypoc¢tu PR i IR.
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Tabulka 6.17: Piehled kvalitnich embryi pouzitych pro ET - porovnani pacienti s normalnim
a patologickym spermiogramem

Skupina A Skupina B
Normozoospermie N = 33 Patologicky spermiogram N = 10
Morula (M) 3/45 (7,0 %) 1/16 (6,3 %)
Blastocysta 1- 2 (BL1 -BL2) 6/45 (14,0 %) 2/16 (12,5 %)
Blastocysta 3 (BL3) 10/45 (23,3 %) 3/16 (18,8 %)
Blastocysta 4 (BL4) 12/45 (27,9 %) 4/16 (25,0 %)
Blastocysta 5 (BL5) 14/45 (27,9 %) 6/16 (37,5 %)

Zavéry vlivu spermiogramu na vyvoj embryi a tspésnost ET

Ve skupiné zen s +hCG bylo vice Zen, které mély partnera s normalnim spermiogramem
(69,56 %) nez Zen, které mély partnera s patologickym spermiogramem (30,43 %).

e VySsi pocet kvalitnich blastocyst byl zjistén ve skupiné pacientit s normélnim spermi-
ogramem nez ve skupiné pacientii s patologickym spermiogramem.

U skupiny s normélnim spermiogramem bylo k ET pouzito méné BL5 embryi nez
u skupiny s patologickym spermiogramem.

Nebyl zjistén signifikantni rozdil hodnot FR, UR, PR a IR mezi skupinami.

6.5.2 Vliv apoptdzy spermii

V souboru bylo 27 pacienti s nizkym zastoupenim apoptotickych spermii (ApoLow)
a 16 pacienti s vysokym zastoupenim apoptotickych spermii (ApoHigh). U skupiny bio-
chemicky gravidnich Zen (23 Zen +hCGQG) patfilo 12 partneru (52,2 %) do skupiny ApoLow
a 11 partneri (47,8 %) do skupiny ApoHigh.

Ve skupiné ApoLow byl primérny vék Zen 40,0 let, a muza 41,0 let. Naopak ve skupiné
ApoHigh bylo Zenam v priméru 42,1 let a muztm 44,0 let. Skupina ApoHigh byla tedy starsi
nez skupina ApoLow. Pfedpokladem bylo, Ze u skupiny ApoLow s niz$im zastoupenim apo-
ptotickych spermii bude vic t€hotnych Zen nez u skupiny ApoHigh s vysokym zastoupenim
apoptotickych spermii.

V tabulce 6.18 jsou uvedené hodnoty jednotlivych parametri ispésnosti oplozeni. U sku-
piny ApoLow byl statisticky vyznamné vyssi FR nez u ApoHigh. Ve skupiné ApoHigh byly
zjistény vyssi UR a PR nez u ApoLow, ale rozdily mezi skupinami nebyly statisticky pri-
kazné. U skupiny ApoHigh byla hodnota IR statisticky vyznamné vyssi neZz u ApoLow.
Nepotvrdil se pfedpoklad, Ze u skupiny s nizkou apoptézou spermii budou lepsi vysledky ET
nez u skupiny s vysokym zastoupenim apoptotickych spermii.

V ramci prace byla porovnana kvalita embryi u skupiny ApoLow a ApoHigh. Pfedpo-
kladem bylo, Ze nizsi zastoupeni apoptotickych spermii se projevi lepsi kvalitou embryi.
V tabulce 6.19 je uveden piehled zaniklych embryi u skupiny pacient ApoLow a ApoHigh.
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Tabulka 6.18: Primérné hodnoty parametri Gspésnosti in vitro oplozeni u partnerek pacientt
s nizkym (ApoLow) a vysokym (ApoHigh) zastoupenim apoptotickych spermii

ApoLow ApoHigh Statisticka prikaznost
N =27 N =16 Hodnota p

FR (%) Fertilization rate 97,7 88,9 0,03

UR (%) Utilization rate 51,5 62,5 NS

PR (%) Pregnancy rate 31,5 46,9 NS

IR (%) Implantation rate 12,9 40,6 < 0,01

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05

Do statistiky nejsou zafazeny oocyty, které v den 0 (po odbéru) degenerovaly nebo byly
ohodnoceny jako 0/1 PN. Casny vyvoj embryi byl horsi u skupiny ApoLow — zaniklo u nich
48,2 % embryi, kdezto u skupiny ApoHigh zaniklo jen 40,0 % embryi.

Tabulka 6.19: Pfehled zaniklych embryi — porovnéani pacientt s nizkym (ApoLow ) a vysokym
(ApoHigh) zastoupenim apoptotickych spermii

ApoHigh
N =16

ApoLow
N =27

Oplozeny oocyt (2PN)

6/199 (3,0 %)

0/115 (0 %)

n-bunééné embryo (B)

37/199 (18,6 %)

18/115 (15,7 %)

Morula (M)

46,199 (23,1 %)

26/115 (22,6 %)

Blastocysta (BL)

7/199 (3,5 %)

2/115 (1,7 %)

Celkem zaniklo ‘

96,/199 (48,2 %)

46/115 (40,0 %)

V tabulce 6.20 je uveden piehled v8ech kvalitnich embryi, které byla bud zamrazena nebo
pouzita pro ET. Ve skupiné ApoLow byl zjistén vyssi pocet kvalitnich blastocyst BL3-BL5
(72,2 %) nez ve skupiné ApoHigh (55,8 %). Tedy niz8i zastoupeni apoptotickych spermii ve
vzorku vedlo k vyssimu poctu kvalitnich a pro transfer nebo zamrazeni pouzitelnych embryi.

V tabulce 6.21 je uveden piehled kvalitnich embryi pouzitych pro fresh embryotransfer.
Zatimco procento transferovanych embryi BL5 je u obou skupin obdobné, u skupiny ApoHigh
byl vyznamné vySsi pocet transferovanych BL4 neZz u skupiny ApoLow. Transfer vyssiho
poctu kvalitnich embryi mutze byt pfi¢inou vyssiho PR a IR, ktery byl zjistén u skupiny
ApoHigh. U skupiny ApoLow byla 11x transferovana 2 embrya, u skupiny ApoHigh 9x.
Rozdily mezi skupinami nejsou zpusobeny Cast&jsim transferem dvou blastocyst.
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Tabulka 6.20: Prehled kvalitnich embryi (zamrazené + transferované) -

porovnani pacienti

s nizkym (ApoLow ) a vysokym (ApoHigh) zastoupenim apoptotickych spermii

ApoLow
N =27

ApoHigh
N=16

Morula (M)

4/101 (3,9 %)

2/68 (2,9 %)

Blastocysta 1- 2 (BL1 -BL2)

24/101 (23,8 %

28/68 (41,1 %)

Blastocysta 3 (BL3)

Blastocysta 4 (BL4)

29/101 (28,7 %

)
28/101 (27,7 %)
)

(

(
6/68 (8,8 %)
20/68 (29,4 %)

Blastocysta 5 (BL5)

16/101 (15,8 %)

12/68 (17,6 %)

Celkem kvalitnich embryi (BL3-BL5) ‘

73/101 (72,2 %) \

38/68 (55,8 %)

Tabulka 6.21: Ptehled kvalitnich embryi pouzitych pro ET - porovnéani pacientid s nizkym
(ApoLow ) a vysokym (ApoHigh) zastoupenim apoptotickych spermii

ApoLow
N =27

ApoHigh
N =16

Morula (M)

3/37 (8,1 %)

1/24 (4,2 %)

Blastocysta 1- 2 (BL1 -BL2)

6/37 (16,2 %)

2/24 (8,3 %)

Blastocysta 3 (BL3)

9/37 (24,3 %)

4/24 (16,6 %)

Blastocysta 4 (BL4)

7/37 (18,9 %)

9/24 (37,5 %)

Blastocysta 5 (BL5)

12/37 (32,4 %)

8/24 (33,3 %)

Jednim z faktord, ktery miize ovlivnit vysledek ET je i zdravotni stav Zen a jejich
anamnéza. 7 retrospektivni analyzy klinickych dat (tab. 6.22) bylo zjisténo, ze ve skupiné
ApoLow maji pary za sebou prumérné vyssi pocet cykli asistované reprodukce nez ve sku-
piné ApoHigh (3,3 vs. 2,4 cykli). Dvé jiz dfive narozené déti byly ve skupiné ApoLow, jedno
dité ve skupiné ApoHigh. Tato klinicka data ukazuji, Ze pacientky lé¢ené pomoci darovanych
oocyti patii mezi obtizné 1é¢itelnou skupinu neplodnych Zen.

Tabulka 6.22: Piehled klinickych dat u péarta ze skupin ApoLow a ApoHigh

ApoLow ApoHigh ApoLow ApoHigh
Celkem N = 27 Celkem N = 16 Pramér na par Primér na par
(%) (%)
Pocet cykla ART 90 39 3,3 2,4
Pocet potrati 21 29 0,8 1,8
Pocet porodi 2 1 0,1 0,1
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Zavéry vlivu apoptozy na vyvoj embryi a tispésnost ET

U skupiny ApoLow byl statisticky vyznamné vyssi parametr FR neZz u skupiny Apo-
High.

U skupiny ApoLow byl zjistén vyssi pocet kvalitnich blastocyst (BL3-BL5) neZ u sku-
piny ApoHigh.

U skupiny ApoHigh v8ak byl statisticky vyznamné vyssi implantation rate (IR) nez
u skupiny Apo High. Tedy pocet Zen s potvrzenou srdecni akci plodu byl vySsi ve
skupiné s nizsi kvalitou ejakulétu.

Procento embryi kvality BL5 pouzitych pro ET byl u skupin ApoLow a ApoHigh
obdobny, avSak u skupiny ApoHigh byl vyznamné vyssi pocet transferovanych BLA4.
To muize byt jednim z divoda vyssiho poctu gravidnich Zen v ApoHigh skupiné.

6.5.3 Vliv fragmentace DNA spermii

V souboru bylo 30 pacienti s nizkym zastoupenim spermii s fragmentovanou DNA
(FragLow) a 13 pacientt s vysokym zastoupenim spermii s fragmentovanou DNA (FragHigh).
Fyziologicky pocet spermii s fragmentovanou DNA (FragLow) je méné nez 20 % spermii. Ve
skupiné gravidnich part (tj. 23 Zen s +hCGQG), bylo 15 partnert (65,2 %) ze skupiny FragLow
a 8 partneri (34,8 %) ze skupiny FragHigh.

Primérny vék zen ve skupiné Fragl.ow byl 41,3 let a muzi 41 let, naopak ve skupiné
FragHigh bylo Zendm v priméru 40,9 let a muzim 42 let. Obé skupiny byly stejné staré.
Ptfedpokladem bylo, Zze u skupiny Fragl.ow by se mély tvorit kvalitnéjsi embrya.

V tabulce 6.23 jsou uvedené hodnoty jednotlivych parametrii tspésnosti oplozeni. Hod-
noty FR jsou u obou skupin srovnatelné. U skupiny FragHigh byla statisticky vyznamné vyssi
hodnota UR, a tedy vyssi procentualni zisk blastocyst z oplozenych oocytt nez u skupiny
FragLow. Skupina FragHigh méla také vyssi hodnoty PR a IR neZ skupina FraglLow.

Tabulka 6.23: Pramérné hodnoty parametrii iispésnosti in vitro oplozeni u skupin pacientt
s nizkym (FragLow) a vysokym (FragHigh) zastoupenim spermii s fragmentovanou DNA

FragLow FragHigh Statisticka prikaznost
N =30 N =13 Hodnota p
FR (%) Fertilization rate 94,8 93,4 NS
UR (%) Utilization rate 51,4 65,3 < 0,01
PR (%) Pregnancy rate 35,0 42,3 NS
IR (%) Implantation rate 20,0 30,8 NS

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05

V ramci prace byla porovnéna kvalita embryi u skupiny Fraglow a FragHigh. V tabulce
6.24 je uveden ptehled zaniklych embryi u skupiny FraglLow a FragHigh. Do statistiky nejsou
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zafazeny oocyty, které v den 0 (po odbéru) degenerovaly nebo byly ohodnoceny jako 0/1
PN. Vyvoj embryi byl kvalitngjsi u pacientt FragHigh — zaniklo u nich pouze 35,2 % embryi,
kdezto u FragLow pacienti zaniklo 49,1 % embryi.

Tabulka 6.24: Piehled zaniklych embryi — porovnani pacientii s nizkym (FragLow) a vysokym
(FragHigh) zastoupenim spermii s fragmentovanou DNA

FragLow FragHigh
N =30 N=13
Oplozeny oocyt (2PN) 6/226 (2,7 %) 0/88 (0 %)
N-buné&éné embryo (B) 44/226 (19,5 %) 11/88 (12,5 %)
Morula (M) 53/226 (23,5 %) 19/88 (21,6 %)
Blastocysta (BL) 8/226 (3,5 %) 1/88 (1,1 %)
Celkem zaniklo 111/226 (49,1 %) \ 31/88 (35,2 %)

V tabulce 6.25 je uveden prehled kvalitnich embryi, ktera byla bud zamrazena nebo
pouzita pro ET. Ve skupiné FragLow byl srovnatelny pocet kvalitnich blastocyst BL3-BL5
(64,6 %) jako ve skupiné FragHigh (67,8 %). Ve skupiné FragHigh vSak bylo vice BL5 nez u
skupiny FragLow.

Tabulka 6.25: Prehled kvalitnich embryi (zamrazenych + transferovanych) - porovnani pa-
cientii s nizkym (FragLow) a vysokym (FragHigh) zastoupenim spermii s fragmentovanou
DNA

FragLow FragHigh
N =30 N =13

Morula (M) 4/113 (3,5 %) 2/56 (3,6 %)
Blastocysta 1- 2 (BL1 - BL2) 36/113 (31,8 %) 16/56 (28,6 %)
Blastocysta 3 (BL3) 24/113 (21,2 %) 10/56 (17,8 %)
Blastocysta 4 (BL4) 36/113 (31,8 %) 13/56 (23,2 %)
Blastocysta 5 (BL5) 13/113 (11,5 %) 15/56 (26,8 %)
Celkem kvalitnich embryi (BL3 - BL5) | 73/113 (64,6 %) |  38/56 (67,8 %)

V tabulce 6.26 je uveden piehled embryi pouzitych k ET u skupiny pacientii FraglLow
nebo FragHigh. U skupiny FragHigh bylo zjisténo vyznamné vice transferovanych blastocyst
BL5 nez u skupiny Fraglow, coz mohlo mit vliv na vyssi tspésnost ET cykla u FragHigh
skupiny. Dvé blastocysty najednou byly transferovany u 10 para FraglLow a 8 pari FragHigh.

Jednim z faktort, ktery muze ovlivnit vysledek ET je i zdravotni stav Zen a jejich
anamnéza. Z retrospektivni analyzy klinickych dat (tab. 6.27) bylo zjisténo, ze ve skupiné
Fragl.ow maji pary za sebou pramérné nizsi pocet cykla asistované reprodukce nez ve sku-
piné FragHigh (2,4 vs. 3,0 cykli na par). Praimérny pocet potrati maji pary ze skupiny
FragHigh a FragLow srovnatelny (1,2 vs. 1,1 potrati na par). Dvé jiz dfive narozené déti
byly zjistény ve skupiné FraglLow i FragHigh.
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Tabulka 6.26: Ptehled kvalitnich transferovanych embryi - porovnéni pacientit s nizkym

(FragLow) a vysokym (FragHigh) zastoupenim spermii s fragmentovanou DNA

FragLow
N =30

FragHigh
N=13

Morula (M)

2/40 (5,0 %)

2/21 (9,5 %)

Blastocysta 1- 2 (BL1 - BL2)

6/40 (15,0 %)

2/21 (9,5 %)

Blastocysta 3 (BL3)

10/40 (25,0 %)

3/21 (14,3 %)

Blastocysta 4 (BL4)

11/40 (27,5 %)

5/21 (23,8 %)

Blastocysta 5 (BL5)

11/40 (27,5 %)

9/21 (42,8 %)

Tabulka 6.27: Piehled klinickych dat u part ze skupin FragLow a FragHigh.

FragLow FragHigh FragLow FragHigh
Celkem N = 30 Celkem N = 13 Primér na par Primér na par
(%) (%)
Pocet cykli ART 72 39 2.4 3,0
Pocet potrati 34 15 1,1 1,2
Pocet porodiu 2 2 0,06 0,15

Zavéry vlivu fragmentace DNA spermii na vyvoj embryi a ispéSnost ET

e U skupiny FragHigh byla statisticky vyznamné vy$si hodnota UR nez u skupiny FragLow.

e Ve skupiné Fraglow byl srovnatelny pocet kvalitnich blastocyst (BL3-BL5) jako ve
skupiné FragHigh, ale ve skupiné FragHigh bylo vice nejkvalitnéjsich BL5.

e Transfer vyssiho po¢tu BL5 u skupiny FragHigh skupiny mohl byt divodem vySssich
hodnot PR i IR nez u skupiny Fral.ow. Rozdily nebyly statisticky prikazné.

6.5.4 VIiv koncetrace spermii po GC

7 uvedenych vysledkt pfekvapivé vyplynulo, Ze pocet gravidnich Zen byl vyssi u skupin
s horsi kvalitou ejakulétu. Po dikladné analyze dat bylo zjisténo, ze dalsim z faktort, ktery
ovlivnil vysledek ICSI, byla koncentrace spermii.

U v8ech cykla byla pouZita separace spermii pomoci GC. Soubor byl rozdélen na sku-
pinu s pacienty, u kterych byl po GC vytézek spermii nizsi nez 10 mil/ml (skupina SpLow)
a u kterych byl vytézek spermii vyssi nez 10 mil/ml (skupina SpHigh). V tabulce 6.28 jsou
uvedeny hodnoty koncentrace spermii u skupin SpLow a SpHigh pifed a po GC separaci
a také % spermii s fragmentaci DNA v ejakulatu. U skupiny SpHigh byly zjistény vyssi kon-
centrace spermii pred i po GC separaci a nizsi % spermii s fragmentaci DNA neZz u skupiny
SpLow. Ve skupiné SpLow bylo 9 normozoospermikii a 9 pacientu s patologickym spermio-
gramem. Ve skupiné SpHigh naopak 25 normozoospermiki a jen 2 pacienti s patologickym
spermiogramem.
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Tabulka 6.28: Koncentrace spermif a fragmentace DNA u skupiny s nizkou (SpLow) a vysokou
(SpHigh) koncentraci spermii po GC

SpLow SpHigh

N=18 N =27
Pram. poéet zivych spermii v ejakulatu (%) 40,0 62,2
Priam. podet zivych spermii po GC (%) 58,4 79,8
Prim. podet spermii s fragmentaci DNA (%) 234 14,85

Pfi porovnavani parametri uspé&Snosti oplozeni (tab. 6.29) bylo zjisténo, Ze skupina
SpHigh ma sice mirné vyssi FR nez skupina SpLow, ale rozdily nebyly statisticky prikazné.
U skupiny SpLow byl signifikantné vyssi UR a hlavné signifikantné vyssi IR nez u skupiny
SpHigh. PR byl vyssi u SpLow, ale rozdily nebyly statisticky prikazné.

Tabulka 6.29: Primérné hodnoty parametri tispéSnosti in vitro oplozeni u partnerek pacientt
s nizkou (SpLow) a vysokou (SpHigh) koncentraci spermii po gradientové centrifugaci

SpLow SpHigh Statisticka prikaznost
N =18 N =27 Hodnota p

FR (%) Fertilization rate 90,4 97,5 NS

UR (%) Utilization rate 65,3 48,0 < 0,01

PR (%) Pregnancy rate 44,7 31,2 NS

IR (%) Implantation rate 39,5 10,4 < 0,01

NS — statisticky neprikazny rozdil, p > 0,05

Predpokladem bylo, Ze ve vzorcich s vyssi koncentraci spermii po GC separaci, které
pochézeji zpravidla z kvalitnich ejakulat normozoospermiki, budou lepsi spermie a po ICSI
vzniknou leps{ embrya. V tabulce 6.30 je uveden piehled zaniklych embryi u skupiny SpLow
a SpHigh. Do statistiky nebyly zafazeny oocyty, které v den 0 (po odbéru) degenerovaly
nebo byly ohodnoceny jako 0/1 PN. Vyznamné méné embryi zaniklo u SpLow skupiny (36,6
% embryi{) nez u SpHigh skupiny (51,5 % embryf).

Tabulka 6.30: Piehled zaniklych embryi — porovnani pacienti s nizkou (SpLow) a vysokou
(SpHigh) koncentraci spermii po gradientové centrifugaci.

SpLow
N =18

SpHigh
N = 27

Oplozeny oocyt (2PN)

0/123 (0 %)

6/202 (3,0 %)

N-buné&éné embryo (B)

19/123 (15,4 %)

37/202 (18,3 %)

Morula (M)

26/123 (21,1 %)

Blastocysta (BL)

0/123 (0 %)

(
52/202 (25,7 %)
9/202 (4,5 %)

Celkem zaniklo

45/123 (36,6 %)

104/202 (51,5 %)
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V tabulce 6.31 je uveden piehled v8ech kvalitnich embryi, ktera byla bud zamrazena
nebo pouzita pro ET. Skupina SpHigh méla podobny pocet kvalitnich blastocyst BL3-BL5
jako skupina SpLow (69,5 % vs. 62,8 %), ale ve skupiné SpLow bylo vice BL5 a BL4 neZ ve
skupiné SpHigh.

Tabulka 6.31: Piehled kvalitnich embryi (zamrazenych + transferovanych) - porovnani paci-
entl s nizkou (SpLow) a vysokou (SpHigh) koncentraci spermii po gradientové centrifugaci.

SpLow SpHigh

N =18 N =27
Morula (M) 2/78 (2,6 %) 4/95 (4,2 %)
Blastocysta 1-2 (BL1-BL2) 27/78 (34,6 %) 25/95 (26,3 %)
Blastocysta 3 (BL3) 9/78 (11,5 %) 28/95 (29,5 %)
Blastocysta 4 (BL4) 25/78 (32,0 %) 24/95 (25,3 %)
Blastocysta 5 (BL5) 15/78 (19,2 %) 14/95 (14,7 %)

Celkem kvalitnich embryi (BL3-BL5) ‘ 49/78 (62,8 %) ‘ 66/95 (69,5 %)

V tabulce 6.32 je uveden prehled embryi pouzitych k ET. U skupiny SpLow byla Casté&ji
transferovana kvalitni embrya BL5 a BL4 nez u skupiny SpHigh, coz mohlo prispét k vyssimu
poctu gravidnich Zen ve skupiné SpLow. U 11 Zen skupiny SpHigh a 9 Zen skupiny SpLow
byly transferovany 2 blastocysty.

Tabulka 6.32: Prehled kvalitnich transferovanych embryi - porovnani pacientid s nizkou
(SpLow) a vysokou (SpHigh) koncentraci spermii po gradientové centrifugaci.

SpLow SpHigh

< 10 mil/ml spermii po GC > 10 mil/ml spermii po GC

N =18

N =27

Morula (M)

1/26 (3,8 %)

3/37 (8,1 %)

Blastocysta 1-2 (BL1-BL2)

2/26 (7,7 %)

6/37 (16,2 %)

Blastocysta 3 (BL3)

5/26 (19,2 %)

9/37 (24,3 %)

Blastocysta 4 (BL4)

9/26 (34,6 %)

7/37 (18,9 %)

Blastocysta 5 (BL5)

9/26 (34,6 %)

12/37 (32,4 %)
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Zaveéry vlivu koncentrace spermii po GC na vyvoj embryi a tispésnost ET

e Koncentrace spermii po GC se jako vyznamny parametr ukazala az v priubé&hu zpraco-
vani vysledki studie.

e U skupiny SpLow byl zjistén statisticky prukazné vyssi parametr UR, tedy je vyssi
procentualni zisk blastocyst z oplozenych oocyti, nez u skupiny SpHigh.

e U skupiny SpLow byl zjistén statisticky prikazné vyssi IR, a tedy vySSi pocet gravidnich
Zen nez u skupiny SpHigh.

e Pocet kvalitnich blastocyst BL3-BL5 byl u obou skupin srovnatelny.

e U skupiny SpLow byl transferovan vyssi pocet kvalitnich blastocyst nez u SpHigh, coz
se projevilo vys$im poctem gravidnich pacientek.
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Kapitola 7

Diskuze

Neplodnost postihuje 15 % populace v plodném véku (Sharlip et al. 2002; Agarwal et
al. 2015). Neplodnych muzi piibyva, ve stfedni Evropé postihuje 8-12 % muzu (Agarwal
et al. 2015). Levine et al. (2017) zjistili pomoci metaanalyzy dat, Ze za poslednich 40 let
klesl u muzi celkovy pocet spermii a koncentrace spermii o 50-60 %. P¥i¢iny tohoto poklesu
nejsou znamé (Levine et al. 2017). Vyznamnym negativnim faktorem ovliviiujicim schopnost
poceti je vék obou partneru. Déti se rodi stale starSim Zenam i muzim ve vSech vyspélych
zemich, Ceskou republiku nevyjimaje (Cesky statisticky urad 2017). Z hlediska reprodukce
by bylo vhodné, aby mladi lidé méli moznost zakladat rodiny v mladsim véku (tj. pied 30.
rokem), ale nebude snadné zménit soucasny trend ve spole¢nosti. V blizké budoucnosti bude
neplodnost pravdépodobné postihovat stale vyssi pocet pari a bude pribyvat déti pocatych
pomoci metod asistované reprodukce.

7 kvalitnich zarodeénych bunék by mélo vzniknout i kvalitni embryo. P#i metodéch se-
lekce spermii pri asistované reprodukci nejsou spermie vystaveny fyziologickym bariéram
(napf. cervikalni hlen, vaginalni pH, zahyby vejcovodu, odpovéd imunitniho systému), které
pusobi jako pfirozeny mechanismus vybéru motilnich spermii (Perez-Cerezales et al. 2017).
Ukolem pro laboratofe asistované reprodukce je nahradit tento piirozeny selekéni proces
tak, aby se na oplozeni oocytu pouzily ty nejkvalitnéjsi spermie také v in vitro podminkach
(Sakkas et al. 2015). Predpoklada se, Ze nejkvalitnéjsi spermie jsou vysoce pohyblivé, mor-
fologicky normalni, obsahuji neposkozenou DNA, receptory umoziujici interakci s oocytem,
ale také receptory potiebné pro prichod reprodukénimi cestami (Sakkas et al. 2015). Zatim
nejsou k dispozici dostateéné presné metody ani pro detekci ani pro selekci téchto nejlepsich
spermii.

7.1 Stanoveni apoptdzy a fragmentace DNA spermii

U infertilnich pacienti je pfi vySetfeni pri¢in neplodnosti vhodné provadét nejen spermi-
ogram, ale doplnit ho i nékterou z dostupnych metod sledujicich apoptézu spermii nebo
fragmentaci DNA spermii.

Stanoveni integrity DNA ve spermiich se povazuje za velmi nad&jny biomarker fertility
(Sakkas et al. 2015). Vztah mezi fragmentaci DNA a uspé&Snosti metod asistované reprodukce
se sledoval v desitkach klinickych studii a v nékolika metaanalyzéch, ale zatim neni jednotny
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nazor na to, zda pouhé znalost fragmentace DNA sta¢i pro piedpovéd tuspé&Snosti metod
asistované reprodukce (Cissen et al. 2016; Simon et al. 2017). Cissen et al. (2016) pfisli
s tvrzenim, Ze v soucasné dobé neni k dispozici dostatek dikazt, které by doporucovaly
rutinni testovani fragmentace DNA spermii pro predikci téhotenstvi, tak i pro volbu vhodné
lécby. Naopak Simon et al. (2017) tvrdi, Ze posSkozeni DNA spermii mé vyznamny vliv na
téhotenstvi, a proto autofi doporucuji zahrnuti testovani fragmentace DNA do rutinnich
klinickych vySetfeni.

O vlivu fragmentace DNA spermii na tspé8nost oplozeni oocytu také neni zatim jednotny
nazor. Vicari et al. (2002) a Brugnon et al. (2006) pozorovali negativni korelaci mezi vysokou
fragmentaci DNA a FR. Pokud je v8ak poskozeni DNA vyvaZeno repara¢ni schopnosti oocytu,
je mozné dosdhnout oplozeni i pfi vysoké fragmentaci DNA spermii (Muriel et al. 2006;
Benchaib et al. 2007; Collins et al. 2008; Lin et al. 2008). Tento predpoklad vSak zévisi
na nékolika faktorech, a to stupné fragmentace, zda poskozeni DNA ovliviiuje kdédujici nebo
nekodujici oblasti a také rozsah poskozeni (Lewis et al. 2008). To je zfejmé zejména v pripadé
pouziti ICSI, kde Acharyya et al. (2005) zjistili, Ze vysoka fragmentace DNA neméla vliv
na Uspésnost FR. Jednim z vysvétleni rozdilnych zavéri metaanalyz je skutecnost, Zze se
klinické studie lisily pouzivanymi metodami stanoveni fragmentace DNA (TUNEL, SCD,
SCSA, Comet assay).

Stanoveni po¢tu spermii s fragmentaci DNA metodou TUNEL patfi mezi prognosticky
nejpiesndjsi metody (Cissen et al. 2016; Simon et al. 2017). Tato metoda je pouzivana i v imu-
nologické laboratoti GENNET. Metoda TUNEL je pomérné slozita a celé zpracovani trva 4-5
hodin, v zavislosti na po¢tu méfenych vzorki. Proto se provadi pouze ze zamrazeného ejaku-
latu a neni mozné ji provadét kdykoliv v pribéhu dne. Pro rychlou analyzu apoptozy spermii
je vhodnéjsi cytometrické stanoveni zivych a apoptotickych spermii v ejakulatu pomoci zna-
¢eni PI a annexinem (Oosterhuis et al. 2000). Jde o velmi rychlou a spolehlivou metodu,
ktera zahrnuje pouze nékolik krokt a trva cca 30 minut. Test apoptdzy je mozné na rozdil
od TUNEL testu provadét kdykoliv v pribéhu dne z Cerstvé odebranych vzorki ejakulatu.
Limitni je pouze spravné skladovani ejakulatu a v€asné zpracovani (u ejakulétu do 4 hodin
od odbéru). Zatimco test apoptozy spermii zachycuje ¢asné zmény ve struktuie membrany
bunék, TUNEL spiSe zachycuje zmény pii pozdni fazi apoptdzy, kdy dochazi k fragmentaci
DNA (Oosterhuis et al. 2000). V imunologické laboratori GENNET test apoptozy spermii
nahrazuje vySetfeni vitality, které se provadi v andrologickych laboratofich (WHO 2010).
Vyhodou testu apoptozy spermif je rozliseni Zivych a ¢asné apoptotickych spermii, kterych
je ve zdravém ejakulatu pramérné 8,0 %, ale v pripadé patologii jich muze byt az 30,0 %
(Kratka et al. 2017). V testu vitality se ¢asné apoptotické spermie jevi jako Zivé.

Vysledkem diplomové prace bylo zjisténi statisticky prikazné korelace mezi procentem
apoptotickych spermii a procentem spermii s fragmentaci DNA (r = 0,423, p < 0,01). Ke
stejnému vysledku dosla i pfedchozi studie z imunologické laboratoife GENNET, kde bylo
vySetieno 200 pacientii. Studie zatim nebyla publikovina. Test apoptézy spermii tedy muze
byt alternativni metodou k testu TUNEL. Navic je vhodny i v ptipadech, kdy je k dispo-
zici jen malé mnozstvi spermii. U metody TUNEL je podle zkuSenosti limitem 0,5 miliont
spermii.

Pavodnim cilem diplomové prace byla retrospektivni analyza pacientu z let 2016-2017 s
vySetfenim apoptézy spermii, kterd byla provedena jako soucast zakladniho vySetieni pari.
Cilem analyzy bylo zjistit, zda vysoké zastoupeni apoptotickych spermii koreluje s nizsi
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uspésnosti cykla ICSI. Tento cil v8ak bohuzel nebylo mozné splnit z davodu zavedeni tzv.
Obecného nafizeni na ochranu osobnich tudaji neboli GDPR (General Data Protection Re-
gulation). Pacienti musi podepsat informovany souhlas se zpracovanim klinickych adaji pro
potfebu studie. Toto nafizeni v dobé stanoveni cili diplomové prace jesté nebylo platné.

7.2 Separac¢ni metody a jejich vliv na pocet Zivych spermii

Cilem diplomové préce bylo zjistit, zda muze byt test apoptézy vyuzit také embryology
v ramci pripravy spermii pro in vitro oplozeni. Pfedpokladem bylo, Ze test apoptozy spermii
je mozné pouzit jako jedno z kritérii pro volbu vhodné metody pro separaci spermii pied
ICSI. Cilem prace bylo navrhnout nejvhodnéjsi postup separace spermii u raznych typu
ejakulétu.

V IVF laboratoti GENNET je zakladni metodou pouzivanou pro separaci spermii gra-
dientové centrifugace. Princip GC metody spoc¢iva v rozdéleni bunék ejakulatu podle jejich
hustoty pii centrifugaci. Béhem centrifugace se nezarodecné buiiky, necistoty a nepohyb-
livé spermie zachyti na rozhrani dvou vrstev, zatimco zcela pohyblivé a zralé spermie maji
vyssi denzitu a sedimentuji na dno zkumavky (Malvezzi et al. 2014). Centrifugace vSak muze
zpusobit poskozeni integrity spermii a zvysit ROS (Alvarez et al. 1993).

Cilem této ¢asti prace bylo zjistit u jakych ejakulatt se snizuje pocet zivych spermii po
separaci GC. U 36 vzorku vzorki ejakulatu bylo stanoveno procento Zivych spermii v na-
tivnim ejakulatu a po GC separaci. V ejakulatu bylo naméfeno v praméru 51,7 % zivych
spermii, ale po GC separaci bylo 71,2 % Zivych spermii. Po separaci doslo ke zvy&eni procenta
zivych spermif u 32 vzorkt, u 4 vzorkt doslo k poklesu. Vzorky, u kterych doslo ke snizent,
mély patologicky spermiogram a nizsi zastoupeni zivych spermii. S procentem Zzivych spermii
v ejakulatu statisticky vyznamné korelovaly jak koncentrace spermii po GC separaci (r =
0,646, p < 0,001), tak procento zivych spermii po GC separaci (r = 0,594 p < 0,001). Lze
Tici, ze ¢im nizsi bylo procento zivych spermii v ejakulatu, tim nizsi byl vytézek spermii po
GC separaci. Na zakladé téchto vysledkt je mozné predpokladat, ze pro pacienty s vysokym
zastoupenim apoptotickych spermii v ejakulatu, pfipadné s patologickym spermiogramem
(napt. OAT), neni GC nejvhodnéjsi metodou pro separaci spermii. Tento vysledek je nutné
ovéfit v praxi na vy$sim pocétu vzorki.

P1i porovnani vlivu GC na parametry spermiogramu bylo zjisténo, Ze procento zZivych
spermii po GC statisticky priikazné pozitivné korelovalo s koncentraci spermii v ejakulatu, s
procentem Zzivych spermii v ejakulatu a s procentem progresivné pohyblivych spermii v eja-
kulatu. Statisticky negativné korelovalo s procentem morfologicky abnormélnich spermii.
Ricci et al. (2009) dosli ke stejnému vysledku jako tato diplomové prace, a to zjisténim sig-
nifikantni korelace mezi procentem progresivné motilnich spermii v ejakulatu a procentem
zivych spermii po GC separaci.

7.2.1 Porovnani metod SU a GC

Experiment s cilem porovnani separac¢nich metod gradientové centrifugace a swim-up za-
hrnoval cytometrické stanoveni procentuélniho zastoupeni zivych spermii pfed a po separaci.
Princip GC metody spociva v rozdé€leni bunék ejakulétu podle jejich hustoty pii centrifugaci.
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SU je metoda zaloZena na separaci spermii na zékladé jejich motility. P¥i této technice se
vyuziva schopnosti pohyblivych spermii vycestovat do kultiva¢niho média a separovat se tak
od seminalni plazmy.

Do experimentu bylo zafazeno 8 pacientt. Pramérny pocet zivych spermii byl 60,6 %
v ejakulatu, 56,7 % ve vzorku po GC a 63,3 % ve vzorku po SU. Metoda GC velmi dobie
separovala zivé spermie u 3 pacienti s vySS$im procentem Zivych spermii v ejakuldtu, u
ostatnich vzorkd s niz$im procentem zivych spermif kleslo procento Zivych spermii. Metoda
SU byla u 5 pacientd u¢innéjsi nez GC, ale nebyla vhodna u 3 pacientu s patologickym
spermiogramem. Swim-up tedy neni dle vysledki experimentu vhodnou metodou u pacientt
s patologickym spermiogramem, zejména pokud maji nizsi pohyblivost spermii. U téchto
vzorkil mize dochazet k poklesu % Zivych spermii.

Studii se stejnym cilem provedl v roce 2009 Ricci et al. na souboru neplodnych muzi.
Primérny podcet zivych spermii v ejakulatu byl 68,6 %, a po SU byl signifikantné vyssi
(86,6 %) nez po GC (81,1 %). Metoda SU méla vySsi uspésnost i v této diplomové préaci,
avSak rozdily nebyly statisticky vyznamné kvili malému po¢tu zméfenych vzorkt. Predchozi
studie Boomsma et al. (2004) ukazala vyssi koncentraci spermii a vy3si procento progresivné
pohyblivych spermii po GC neZz po SU. Vysledky analyzy pritokové cytometrie naznacuji,
ze GC poskytuje lepsi vzorek z pohledu ,mnozstvi a SU je preferovano z pohledu ,kvality*.
Nicméné obé metody pripravy spermii umoziuji ziskani populace spermii s nizkym procentem
apoptotickych spermii, coz potvrzuji i vysledky této diplomové prace.

Autori, ktefi se snazili zjistit, kterd metoda separace snizuje vic fragmentaci DNA sper-
mii, ziskali rozporuplné vysledky. Zini et al. (2000) prokazali po SU pokles procenta spermii
s fragmentaci DNA ve srovnéni s nativnim ejakulatem, ale mirny vzestup fragmentace DNA
po GC. Ke stejnému zavéru dosli Oguz et al. (2018), ktefi mérili fragmentaci DNA spermii
pomoci Sperm Chromatin Dispersion (SCD) testu. Popsali v nativnim ejakulatu infertilnich
muzi pramérné 41,9 % spermii s fragmentovanou DNA, po SU doslo k poklesu na 28,6 %
a po GC na 38,8 %. Metoda SU tedy zpiisobila statisticky vyznamné&jsi sniZeni fragmen-
tace DNA spermii. Tato studie potvrzuje predesly vysledek Marchesi et al. (2010), ktefi
také oznacili SU za metodu, kteréd snizila fragmentaci DNA spermii vice nez metoda GC.
Podobné Lestarii et al. (2016) potvrdili pomoci testu SCD vyssi pokles fragmentace DNA
spermii po separaci SU nez po GC u patologickych vzorku ejakulatu (oligozoospermie, as-
thenozoospermie, teratozoospermie nebo kombinace). Autofi proto doporuéili metodu SU
pro normozoospermiky a naopak metodu GC pro pacienty s patologickym spermiogramem:.
Jayaraman et al. (2012) sledovali skupinu normozoospermiki, oligozoospermiki a terato-
zoospermiki a detekovali fragmentaci DNA pomoci TUNEL testu. Nezjistili signifikantni
rozdily mezi separacemi SU a GC.

V nékterych publikacich jsou naopak lepsi vysledky pozorovany po GC. Amiri et al.
(2012) zjistili pomoci mikroskopické metody Comet assay u zdravych muzi po SU vySsi pri-
mérny pocet apoptotickych spermii nez po GC. Autofi uvadi, ze GC velmi kvalitné odstranila
vétsinu apoptotickych spermii. Podobné Xue et al. (2014) publikovali, Ze u teratozoosper-
mickych pacienttt po GC a SU doglo pomoci testu SCD k vyraznému poklesu fragmentace
DNA ve srovnani s ejakulatem, ale signifikantné vyssi pokles byl zjistén po GC.

7 vyse uvedenych nekonzistentnich vysledkt vyplyvé, Ze je potfeba provést systema-
tickou studii klasickych postupti pro zpracovani ejakulatu, aby se odhalily zdkladni piiciny
nesrovnalosti, optimalizovaly se tyto metody a zlepgilo se jejich vyuziti v klinickém prostiedi.
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Rozdil mezi publikacemi miize byt dan detaily v postupu separaci, kterymi se jednotlivé stu-
die mezi sebou lisi, a ruznymi skupinami pacientid, které se porovnavaji. Nékteré studie
spermie centrifuguji v ramci separace SU, kdezto jiné nikoliv. U SU musi byt v ejakulatu
pritomny pohyblivé spermie, tedy pro nékteré vzorky neni vhodna. Rozdilné zavéry studif
mohly ovlivnit i riizné metody pouzité ke stanoveni fragmentace DNA.

Provadi se také separace obéma metodami soucasné. Nadallini et al. (2011) sledovali
spermie normozoospermiki, které byly pfipraveny GC a nasledné separovany metodou SU
nebo MACS. Fragmentaci DNA méfili pomoci metody TUNEL. Po GC+SU byla fragmen-
tace DNA signifikatné nizsi nez po GC+MACS. Grunewald et al. (2010) po kombinované
separaci GC+SU zjistili zlepSeni progresivni motility a sniZeni po¢tu spermii s naruSenym
potencidlem mitochondridlni membrény u oligozoospermiki, asthenozoospermiki, teratozo-
ospermiku a u kombinaci téchto patologii. Jackson et al. (2010) zjistili u normozoospermikii
po GC-+SU separacich pomoci testu SCD vzestup integrity DNA a motility spermii. Ke stej-
nému vysledku dogli Yamanaka et al. (2016), ktefi pozorovali po GC+SU také morfologicky
lepsi spermie ve srovnani s GC samotnym.

7.2.2 Porovnani metod MACS a MFSS

Modernimi metodami, které byly navrzeny pro separaci apoptotickych spermii, jsou mi-
krofluidni separace spermii (MFSS) a magneticka separace spermii (MACS).

Mikrofluidni systém separace je Siroce vyuZzivan pro ruzné oblasti vyzkumu a pro kli-
nické pouziti. Tyka se to biologické a chemické analyzy (Whitesides 2006; Gurkan et al.
2012), point of care testovani (Gervais et al. 2011; Tasoglu et al. 2012), klinické a forenzni
analyzy (Verpoorte 2002) a v neposledni fadé molekularni a lékaiské diagnostiky (Rizvi et
al. 2013; Tasoglu et al. 2013b; Wang et al. 2014). Pfi mikrofluidni separaci spermii se vy-
uzivaji principy chemotaxe, termotaxe a fluidniho toku. V této préci se vyuzival pasivni
systém mikrofluidn{ separace FERTILE PLUS® Microfluidic Sperm Sorting Chip (KOEK
Biotechnology), kde jedinym mechanismem separace je aktivni pohyb spermii. Na ¢esky trh
byl uveden v loniském roce. Sklenény ¢ip mé dvé komory propojené kanalkem se soustavou
drézek a prostor horn{ komory je oddéleny filtrem s riizné velkymi otvory. Spermie se napipe-
tuji do vstupniho otvoru, pak musi proplavat systémem draZzek a polykarbonatovym filtrem
do vystupniho otvoru naplnéného médiem. Kvalitni zivé spermie proplavou timto ¢lenitym
prostfedim, nekvalitni spermie zistanou v kanalku. Tato metoda selekce spermii se nejvice
blizi k mechanismu pifirozeného vybéru, protoze bariéry v ¢ipu napodobuji prirozené pro-
stfedi. Podobné dochazi k selekci spermii, kdyz s putuji déloznim ¢ipkem, délozni dutinou
a vejcovody (Koyama et al. 2006; Xie et al. 2010). Vyhodou metody je minimélni pracnost
pro embryologa a také rychlost separace (30 minut). Nevyhodou je vyssi cena nez GC, ale
vysetfeni je levnéjsi nez MACS.

Pfi magnetické separaci apoptotickych spermii (MACS Art Annexin V) se odstranuji
spermie na zékladé struktury jejich membrany. Kovové nanocastice oznafené annexinem
V se pridaji ke spermiim. Prostfednictvim specifické vazby annexinu V na fosfatidyserin, se
na apoptotické spermie navazou kovové ¢astice. (Vermes et al. 1995; Said et al. 2008; Said &
Land 2011). Smés se napipetuje do separacni kolony umisténé v magnetickém poli. Znacené
apoptotické bunky se zadrzi v koloné, Zivé spermie protecou kolonou a zachyti se ve sbérné
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v,

cena reagencii.

Cilem experimentu bylo porovnat u¢innost separace zivych spermii metodami MACS a
MFSS. Separace byla provedena u Sesti vzorkt s vysS$im zastoupenim apoptotickych sper-
mii. Po MFSS doslo k signifikantnimu zvySeni procenta Zivych spermii oproti hodnotam v
ejakulatu (z 38,5 % na 64,6 %). Po MACS se procento Zivych spermii nezménilo (38,2 %).
Procento Zivych spermif bylo po MFSS statisticky vyznamné vyssi nez po MACS.

MFSS je velmi moderni metoda a dosud bylo publikovano pouze nékolik praci s vysledky
MF'SS separaci. MFSS umozinuje vybér klinicky vyuzitelnych vysoce pohyblivych spermii s
nizkou fragmentaci DNA. Schulte et al. (2007) ve svém ¢lanku uvadi, Ze vzorky po MFSS maji
lepsi pramérnou pohyblivost spermii (96,2 %) v porovnani s nezpracovanym vzorkem (52,0
%). Stejného vysledku dosahli ve svém expermientu Quinn et al. (2018), ktefi zvysili pomoci
MFSS prumérnou pohyblivost spermii z 54,0 % na 100,0 %. Tento vysledek potvrdili Thi-
ruppathiraja et al. (2016), ktef'i pozorovali zaroven zlepSeni morfologie spermii po separaci.
Zatimco progresivni motilita je zpracovanim pomoci MFSS zlepSena, sniZuje se koncentrace
spermii. Je to zpusobené tim, ze MFSS ma omezenou kapacitu pro separaci spermii, ktera je
dana objemem vstupniho otvoru. Quinn et al. (2018) popisuji primérné snizeni koncentrace
spermii z 32,0 mil/ml v ejakulatu na 10,0 mil/ml po MFSS. SniZeni koncentrace vSak neni
nezadouci v piipadé pouziti spermii k oplozeni pomoci ICSI.

Autori, ktefi studuji vysledky separace pomoci MFSS nejcastéji provadéji srovnavaci
analyzy s jinymi metodami (GC a SU). V této diplomové préci se porovnavaly metody
MFSS a MACS. V soucasné dobé& neni vefejné dostupné srovnatelnéd studie zabyvajici se
touto problematikou. Schulte et al. (2007) studovali porovnani fragmentace DNA ve spermif
testem SCD po metodé MFSS a SU. V ejakulatu byla primérna fragmentace DNA 13,3 %,
po GC 14,9 %, po SU 5,7 % a po MFSS pouze 1,9 %. Pokles fragmentace DNA pomoci
testu SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) po MFSS ve srovnani se separaci GC a
SU zjistili i Shirota et al. (2016) a Quinn et al. (2018). Autofi studie z roku 2015 Kishi et
al. se zamérili na pacienty s patologickym spermiogramem. Ve své studii porovnévali zménu
fragmentace DNA (SCD test) po separaci pomoci MFSS, SU a GC u oligozoospermiki
a oligoastenozoospermikt. Pramérna fragmentace DNA spermii v nezpracovaném ejakulétu
byla 27,7 %, po GC se vyrazné nezménila (25,8 %), ale k signifikantnimu poklesu fragmentace
DNA doslo po SU (8,3 %) a po MFSS (5,9 %). Ramakrishnan et al. (2017) také zjistili pokles
prumérné fragmentace DNA z 36,0 % na 15,0 % po GC separaci a na 9,6 % po MFSS. Po
MF'SS stoupé primérna motilita spermii. Shirota et al. (2016) zjistili, Ze pocet pohyblivych
spermii stoupl z 52,0 % v ejakulatu na 96,2 % po MFSS. Nizsi vzestup byl zjistén po GC
(73,4 %) ¢i SU (85,8 %).

V roce 2017 probéhla prvn{ klinick4 studie pod vedenim Ramakrishnan et al., zabyvajici
se pripravou spermii pomoci MFSS. Kvalita embry{ byla srovnatelnd mezi MFSS a GC, ale
ve skupiné MFSS bylo vice téhotnych nez ve skupiné GC (83,3 % vs. 75,0 %), rozdily nebyly
statisticky vyznamné. V dalsi klinické studii Yetkinel et al. (2018) porovnéavali dvé skupiny
po separaci spermii pomoci MFSS a SU. U obou skupin byla srovnatelna priamérna hodnota
FR, ale u MFSS byl signifikantné vyssi pramérny pocet kvalitnich embryi nez u SU skupiny.
Pocet gravidnich Zen byl u obou skupin stejny a nebyl zjistén rozdil v THBR.

V IVF GENNET byla MFSS zavedena do rutinniho provozu koncem roku 2018. Prvni
vysledky jak z této porovnavaci studie, tak z rutinniho pouzivani naznacuji, Zze jde o metodu,
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ktera ma Sanci se stat velmi dobrou alternativou pro separaci zivych spermif u pacienti s
nizsi kvalitou ejakulatu. Metoda je vhodné i pro normozoospermiky a muze byt pouzita misto
GC. Podminkou spravné separace je pritomnost pohyblivych spermii a ejakulat nesmi byt
prilis viskozni. Je nutné experimentalné ovéfit, zda je separace pfinosna i u pacientii s nizkou
pohyblivosti (astenozoospermii) nebo s vysokou koncentraci protilatek proti spermiim, které
mohou omezovat pohyblivost spermii. Toto bude predmétem dalsiho vyzkumu.

7.2.3 Porovnani metod MACS a GC

V diplomové préci se separaci ejakulatu (se snizenym zastoupenim Zzivych spermii) po-
moci metody MACS a GC porovnavalo procentualni zastoupeni Zivych spermii pfed a po
separaci. Porovnani bylo provedeno u t¥i vzorkd. Divodem byla vysoki cena MACS a pri-
oritni bylo porovnani MACS s novym MFSS. Po MACS doglo ke zvySeni procenta Zivych
spermii pouze u normozoospermika, ale ne u pacientii s patologickym ejakuldtem a vysokym
poctem apoptotickych spermii. Cile prace bylo najit metodu minimélné zatézujici spermie
v patologickém ejakulétu, proto byla zvolena pouze jedna kratka centrifugace ejakulétu pred
separaci MACS. To mize byt divodem, pro¢ byla metoda MACS méné efektivni. Ventruba
et al. (2018) ve své studii uvadégji, ze pouziti ejakulatu do kolony MACS muze snizit filtra¢ni
funkci a zabranit jeho schopnosti izolovat pohyblivé, zivé spermie. Proto autofi doporucuji
provést separaci GC nebo SU jako prvni krok pred pouzitim metody MACS. Tento postup
je ac¢innéjsi, protoze zvysuje podil pohyblivych spermii ve vzorku a snizuje pocet kulatych
buiiek, imotilnich spermii a leukocytu (Agarwal et al. 2005; Said et al. 2006).

Metoda MACS v fadé studii zptisobila pokles po¢tu spermii s fragmentaci DNA (Winkle
et al. 2006; Makker et al. 2008; Herrero et al. 2012; Losada et al. 2012), ale v nékterych
publikacich nebyla zména poc¢tu spermii s fragmentaci DNA prokazana (Troya & Zorilla
2015). Nekteré studie poukazuji na pokles po¢tu progresivné pohyblivych a morfologicky
normalnich spermii pii pouziti MACS (Tavalaee et al. 2012; Cakar et al. 2016) a podobné
poznatky maji i embryologové v IVF GENNET. SniZeni poc¢tu pohyblivych spermii neni
povazovano za vyznamny problém p#i ICSI, ale neni vhodné pti IVF nebo IUI (Intrauterinni
inseminace) (Ventruba et al. 2018).

Existuje nékolik studii srovnavajicich GC a metodu MACS, nebo jejich kombinaci. Vét-
Sina z nich dospéla k zavéru, ze zejména vzajemné kombinace GC a MACS jsou vyhodné,
protoze zvysi viabilitu a separované vzorky maji méné apoptotickych spermii (Said et al.
2005a; Said et al. 2006; De Vantéry Arrighi et al. 2009; Young et al. 2010; Romany et al.
2010; Tavalaee et al. 2012). V soucasné metaanalyze Daneshmandpour et al. (2018) se po-
tvrdilo, Ze kombinace MACS a GC je nejlepsi technika separace spermii pro vybér spermii
s niz&i fragmentaci DNA. U zdravych darct a muza s idiopatickou neplodnosti mély sper-
mie separované nejprve metodou GC, a pak MACS (GC+MACS) o 30 % nizsi fragmentaci
DNA (SCD test) nez po samotné GC (Said et al. 2006; Lee et al. 2010). Také u normozo-
ospermiki a oligozoospermiki kombinace GC+MACS nebo SU+MACS vedla k statisticky
nizsi fragmentaci DNA (TUNEL test) ve srovnani s SU nebo GC samotnym (Cakar et al.
2016). Delbes et al. (2013) zjistili u normozoospermiki, teratozoospermikii a astenoterato-
zoospermiki nizsi fragmentaci DNA (TUNEL a SCSA test) po GC+MACS v porovnani s
nativnim ejakulatem a samotnym GC. V soucasné studii JeSeta et al. (2018) nezjistili sta-
tisticky vyznamné rozdily v pramérné hodnoté fragmentace DNA (SCD test) mezi nativnim
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ejakulatem (30,5 %), MACS (28,7 %) a MACS+SU (22,7 %). Avsak kdyZ pouzili metodu SU
pred MACS, fragmentace se signifikantné snizila (13,8 %). Zaroven i samotné separace SU
byla prokazatelné u¢inna (18,2 %). Usp&sné pouziti kombinace SU+MACS potvzuji i starsi
vysledky studii Chi et al. (2016) a Tavalaee et al. (2012). V nékterych studiich se kombinuji
dokonce t¥i postupy. Bucar et al. (2015) zjistili nejvyssi pokles spermii s fragmentaci DNA
(TUNEL test) po MACS+GC+SU.

V klinickych studiich nékolik autort zaznamenalo zlepSeni FR (Grunewald et al. 2009;
Romany et al. 2010) a kvalitu embryi (Said et al. 2005a; Dirican et al. 2008; Sed6 et al. 2010)
se spermiemi po MACS ve srovnén{ s GC, zatimco jiné studie nenalezly zadné rozdily v FR
(Dirican et al. 2008; Sedo et al. 2010; Buzzi et al. 2010). Nov&jsi metaanalyza prokazala, ze
MACS neméa signifikantné pozitivni vliv na FR, kvalitu embryi, PR, IR, THBR ani pocet
potrati (Nadalini et al. 2011). V cyklech s darovanymi oocyty metoda MACS nezlepsuje
reprodukéni vysledek (FR, kvalitu embryi, IR, PR, THBR) v porovnani s metodou SU
(Romany et al. 2014). Troya a Zorrilla (2015) ve své studii porovnali metody ICSI, PICSI a
samotny MACS. Do studie byli zafazeni infertilni normozoospermici. Mezi skupinami nebyl
zjistén rozdil v FR ani v poc¢tu embryi. U MACS byl zjistén statisticky vyssi PR nez u
ostatnich skupin.

Zéavérem lze Fici, Ze pouzitim metody MACS lze snizit fragmentaci DNA spermii av8ak
v klinickych studich se nepotvrdil vyznamny rozdil v parametrech tspésnosti téhotenstvi.

7.2.4 Vlastni doporuceni pouziti separa¢nich metod

Na zékladé vysledki této prace je patrné, ze pro volbu vhodné metody separace spermii
je prinosné detekovat procento Zivych a apoptotickych spermii v ejakuldtu pomoci pruto-
kové cytometrie a nerozhodovat se pouze na zékladé znalosti spermiogramu. Z pfedeslych
zkuSenosti je zfejmé, Ze neni nutné méfit apoptozu spermii v den oplozeni. Jde o pomérné
stabilni parametr a je mozné vychézet z hodnot namérenych v kratkém casovém odstupu
(max. 1 mésic) pfed dnem oplozeni. Vyhodou toho je dostatek ¢asu, aby se embryolog, lékar
a pacient vzajemné domluvili.

P1i navrzeni vhodnych metod separace bylo vychézeno z vysledka diplomové prace, po-
znatkli embryologi a publikovanych vysledkt studii.

1. Pro pacienty s normalnimi parametry spermiogramu a fyziologickym zastoupenim apo-
ptotickych spermii je doporucovana separace SU a GC. Metoda MACS je vhodna,
pokud ji pfedchézi separace SU nebo GC.

2. Pro pacienty s normalnimi parametry spermiogramu a vyssim zastoupenim apoptotic-
kych spermii je vhodna metoda MFSS a SU. Kombinace metod GC+SU také vede ke
zvy3eni procenta zivych spermii. Separace MACS je vhodna v kombinaci s GC nebo
SU.

3. Pro pacienty s patologickym ejakuldtem a vysokym zastoupenim apoptotickych spermii
je vhodna metoda MFSS, pripadné SU.

4. Pro pacienty s vysokou fragmentaci DNA je nejlepsi volbou MFSS, SU, GC+MACS
nebo SU+MACS.
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7.3 Hodnoceni kvality embryi a jeji vliv na tspésSnost ET

Studie zahrnovala 43 paru, které podepsali informovany souhlas se zpracovanim ejakulatu
a analyzou klinickych dat, ktera se tykala anamnézy, kvality embryi a prabé&hu gravidity.
Vsechny pary podstupovali in vitro oplozeni metodou ICSI s darovanymi oocyty.

Oplozeni darovanych oocyti je povazovano za nejvhodnéjsi model pro sledovani vlivu
kvality spermii na vyvoj embrya. Lze predpokladat, Ze kvalita darovanych oocyti bude
vysoka, protoze darovaciho programu se ucastni mladé, fertilni Zeny. Kvalitni oocyt také umi
opravit poskozenou DNA, pfi¢emz tato schopnost klesa u oocyti starsich zen (Meseguer et
al. 2011). Mezi darkynémi oocyti v8ak byly rozdily, a ne vzdy byla kvalita oocytt vynikajici.
Mezi po¢ty oplozenych oocytu a vzniklych embryi byly mezi pary vyznamné rozdily.

Celkem bylo oplozeno 314 oocytt a z nich se vyvinulo 169 kvalitnich blastocyst, které
bylo moZno zamrazit nebo pouzit pro embryotransfer. Fertility rate (FR) (podil oplozenych
a injikovanych oocyti) byl 94,4 %. Utilization rate (UR) (podil poc¢tu blastocyst a poctu
oplozenych oocytil) byl 55,6 %. Tyto parametry jsou srovnatelné s vysledky Marshall et al.
(2017), ktefi uvadéji u darovanych Cerstvych oocyti po oplozeni metodou ICSI parametr FR
83 % a UR 50 %. K podobnému vysledku (FR 86,6 %) dosli i Trokoudes et al. (2011).

Ze 43 7en mélo po embryotransferu 23 Zen (53,5 %) pozitivni téhotensky test (+hCG). U
17 zen (39,5 %) byla potvrzena srdecni akce plodu. Celkem 13 Zen (30,2 %) mélo pokracujici
graviditu. V dobé dokoncéovani diplomové prace byly tyto Zeny ve tfetim trimestru, tedy
stake home baby rate jesté nebyl znamy. V priubéhu studie potratilo 10 pacientek (23,2 %)
— 6 Zen po zjistén{ biochemické gravidity a 4 dalsi Zeny po potvrzeni srdeéni akce plodu.

Ve studii Yeh et al. (2015) byl pozorovan podobny pocet Zen, které celkem potratily (17,4
%) jako v této diplomové praci.

Pro pottebu presného porovnéni vlivu kvality spermii na vyvoj embrya a piipadné tspés-
nost téhotenstvi bylo nutné zohlednit pocet transferovanych embryi. Celkem u 20 pacintek
byla transferovana dvé embrya. PR (pregnancy rate) byl vypocitin jako pomér poc¢tu Zen
s pozitivnim hCG a celkového poc¢tu transferovanych embryi a IR (implantation rate) byl

vypocitan jako pomér celkového poctu plodi s potvrzenou srde¢ni akei (+SA) a celkového
poc¢tu transferovanych embryi. Celkovy PR byl 37,2 % a IR byl 23,3 %.

Tyto vysledky jsou srovnatelné s parametry, které ve své studii uvedli Trokoudes et al.
(2011). U darovanych ¢erstvych oocyti oplozenich metodou ICSI byl PR 48,8 % a IR 25,6
%.

Pii transferu se pouzivalo nejkvalitnéjsi embryo, tedy ideélné blastocysta BL5. Statisticky
se porovnal vliv kvality embryi na vysledek embryotransferu a zjistila se vyznamna korelace
mezi transferem BL5 a graviditou (+SA) (r = 0,373, p< 0,001). Transfer kvalitniho embrya je
povazovan za hlavni marker pro uspésny PR a IR (della Ragione et al. 2007; Ahlstrom et al.
2011). Tento vysledek potvrzujii Oron et al. (2014), ktef{ zjistili hodnotu PR vyznamné vyssi
u kvalitnich blastocyst (BL3-5) v porovnani s transferem méné kvalitnich embryi (41,5 % vs.
19,2 %). Podobné Zhu et al. (2014) uvedli PR u kvalitnich blastocyst (BL3-5) signifikantné
vySSi nez u méné kvalitnich (48,0 % vs. 15,3 %) a IR také (33,7 % vs. 9,1 %).

Ackoliv v publikacich (Toner et al. 2002; Soares et al. 2005; Gupta et al. 2012) je uvadéna
negativni zavislost spéSnosti transferu na véku zen i muzi, tak v diplomové praci nebyl vliv
prokézan.
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7.3.1 Vliv kvality spermii na vyvoj embryi a tspésnost ET

Cilem této diplomové prace bylo stanovit apoptézu a fragmentaci DNA spermii v eja-
kulatu pouzitém pro ICSI a sledovat tspésnost cyklu. Pramérny pocet Zivych spermii pa-
cientu byl 53,9 %. Vyssi zastoupeni apoptotickych spermii (ApoHigh) se vyskytovalo nejen
u pacientii s patologickym spermiogramem (u 90,0 %), ale i v pomérné vysokém poctu u
normozoospermiku (21,21 %). Hlavnim cilem bylo zjistit, zda se tvoii u skupiny pacienti
s vysokou apoptozou spermii (ApoHigh) méné kvalitni embrya neZ u skupiny pacientii s niz-
kou apoptozou spermii (ApoLow). U skupiny ApoLow se zjistilo statisticky vyznamné vyssi
FR nez u skupiny ApoHigh.

Tento vysledek je v souladu s vysledky klinickych a experimentélnich studii (Marchetti
et al., 2004; Said et al., 2006, Grunewald et al., 2008; Jayaraman et al. 2012), ve kterych
byla zjisténa negativni korelace mezi procentem apoptotickych spermii a FR.

Vyssi PR a IR byl oc¢ekavan spiSe u skupiny ApoLow nez ApoHigh. Ale PR byl vyssi a IR
byl dokonce statisticky pritkazné vyssi u skupiny ApoHigh nez ApoLow. U skupiny ApoLow
bylo vytvoreno vice kvalitnich embryi (BL3-BL5) nez u skupiny ApoHigh (72,2 % vs. 55,8 %).
Cim kvalitnéjsi embryo bylo pouzito pro embryotransfer, tim vyssi byla pravdépodobnost,
Ze zena otéhotnéla. Pacientky ve skupiné ApoHigh dostaly vice embryi BL4 nebo BL5 (70,8
%) nez pacientky ve skupiné ApoLow (51,3 %).

V souboru pacientii diplomové prace byl primérny pocet spermii s fragmentaci DNA
18,2 %. Fyziologicky pocet spermii s fragmentaci DNA (FragLow) mélo 69,77 % pacientt,
vySSi pocet spermii s fragmentaci DNA (FragHigh) mélo 30,23 % pacientii. Mezi skupinami
Fraglow a FragHigh nebyly zjistény statisticky prikazné rozdily v PR a IR. Pocet kva-
litnich embryi BL3-BL5 byl u skupin FragLow a FragHigh podobny (64,6 % vs. 67,8 %),
pocet transferovanych BL4 a BL5 se také vyznamné nelisil (55,0 % vs. 66,6 %). Také sku-
pina s normalnim spermiogramem méla vyssi FR, ale nizsi UR nez skupina s patologickym
spermiogrameim.

Protoze tyto vysledky nepotvrdily vstupni hypotézy, bylo potieba najit jiné vysvétleni,
pro¢ byla embrya kvalitnéjsi u part s méné kvalitnimi spermiemi. Po dikladné analyze dat
bylo zjisténo, ze dalsim z faktort, ktery ovlivnil vysledek ICSI, byla koncentrace spermii.
Statisticky byla porovnéana skupina SpLow (s nizkou koncentraci spermii po GC) a SpHigh
(s vysokou koncentraci spermii po GC). Byl zjistén signifikantné vyssi UR u skupiny SpLow
neZ SpHigh (65,3 % vs. 48,0 %, p < 0,01). Tyto rozdily byly nejvyssi ze vSech porovnavanych
skupin. U skupiny SpLow byl zjistén také signifikantné vyssi IR neZz u skupiny SpHigh (39,5
% vs. 10.4 %). Pocet kvalitnich blastocyst BL3-BL5 byl sice u SpLow a SpHigh podobny
(62,8 vs. 69,5 %), ale pocet transferovanych BL4 a BL5 byl vyznamné vyssi u SpLow (69,2
%) nez u SpHigh (51,3 %).

Jednim z moznych vysvétleni tohoto nalezu je, Ze se pii GC pouziva standardné 1 ml
ejakulatu, ktery se navrstvi na gradient separa¢nich médii. V tomto kroku se nezohlednuje
koncentrace spermii. Poté se vzorek centrifuguje. Je mozné, ze v pripadé pouziti nizsi kon-
centrace spermif dojde k lepsi separaci spermii, nez kdyz se pouzije husty vzorek obsahujici
vysoky pocet spermii. Centrifugace muze zpisobit poskozeni integrity spermii a zvySeni pro-
dukce ROS (Alvarez et al 1993). Kvalitni DNA je predpokladem pro tspé&sny vyvoj embrya
vzniklého at jiz pfirozenym oplozenim nebo pomoci metod asistované reprodukce (Aitken
& Koppers 2011; Sakkas et al. 2015). Pokud je DNA poskozena pusobenim ROS, pak mize
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dojit k zastaveni vyvoje embrya v ¢asném stadiu téhotenstvi ¢ miize dojit pozdéji k potratu
(Aitken & Koppers, 2011, Sakkas et al. 2015).

Dalsim z moznych vysvétleni je, Ze pfi mikroskopickém vybéru spermii pred ICSI snadné&ji
zvoli embryolog vhodnou spermii pfi nizsi koncentraci pohyblivych spermii. Pii konzultaci
s embryology vsak byla tato moznost zavrzena s tim, ze si embryologové standardné vzorek
pred vybérem fedi pro optimélni pocet spermii. Pfi snaze o vysvétleni tohoto paradoxu byla
provéfena kvalita oocyti, zdroj oocyti, zda jev neni ovlivnén nékterym embryologem, zda
neni ¢astéji pouzit EmbryoScope ¢ jiné pristupy zvysSujici pravdépodobnost poceti. Nepo-
darilo se v8ak najit jiné vhodné vysvétleni.

Pri hledani analogie v literatufe nebyla nalezena zaddna studie, ktera by porovnavala
vyvoj embryi v zavislosti na koncentraci spermii po GC. Autofi se predevsim soustiedili na
zévislost koncentrace spermii v ejakulatu. Hashimoto et al (2010) i Friedler et al. (2015)
zjistili statisticky vyznamné nizsi FR u pacientt s koncentraci spermii nizsi nez 1 mil/ml
nez u pacientit s vySsi koncentraci spermii. V téchto ptipadech jde o patologické ejakulaty
(oligozoospermii). Nezjistili v8ak zadny vliv koncentrace na IR, PR a THBR. Ke stejnym
vysledktm dogel také Arikan et al. (2012).

Vyvoj embrya z velké ¢asti ovliviiuje kvalita oocytu a v této studii se vyskytlo nékolik
pard s nizsim poctem oplozenych oocyti. BohuZel neni mozné u lidi zajistit ,standardni
oocyty* jako by to bylo mozné v pripadé zvifecich modelt. Na priibéh téhotenstvi ma takeé
znacny vliv zdravotni stav Zen to, zda maji jind systémovéi onemocnéni nebo zda jsou léceny
napi. imunomodula¢ni 1é¢bou apod.

V provozu embryologické laboratofe je tfeba zavadét takové metodické postupy, které
povedou k tvorbé nejkvalitnéjsich embryi. Velky vyznam miize mit optimalizace metod se-
parace spermii, a to i téch tradi¢nich jako je GC. V ramci této prace se nepotvrdilo, Ze vySsi
zastoupeni apoptotickych spermii zhorsuje kvalitu embryi, ale bylo zjisténo, ze v piipadé
nizké koncentrace spermii po GC byl vyssi zisk kvalitnich embryi a vySsi pocet téhotnych
zen. Idealni by bylo v dalsi praci otestovat, zda nizs$i koncentrace spermii pii GC prispiva
k lepsi separaci spermii a k tvorbé kvalitnéjsich embryi.
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Kapitola 8
Zaveér

V soucasnosti celosvétové klesa kvalita ejakuldtu a pribyva tim vice neplodnych muzi.
Jednim z moZznych feSeni je pomoc center asistované reprodukce. Mezi nejdilezitéjsi sou¢asné
pozadavky v oboru patii zpresnéni diagnostiky neplodnych muzt a vyvinuti lepsich metod
pro selekci kvalitnich spermii.

V avodu této prace jsou formou literarni reserSe shrnuty poznatky tykajici se diagnostiky
kvality ejakulatu, metod separace kvalitnich spermii, in vitro oplozeni oocytt pomoci ICSI
a hodnoceni kvality embryi.

Diplomovéa préce je rozdélena na experimentalni a klinickou ¢ast. Experimentélné byla
pomoci pritokové cytometrie ovéfena téinnost separaci apoptotickych spermii z ejakulatu
u vybranych metod. Nejprve byla ovéfovana Gi¢innost separace metodou gradientové centri-
fugace (GC). Statisticky prukazna korelace byla zjisténa mezi procentem zivych spermii v
ejakuldtu a koncentraci spermii po GC a zaroven mezi procentem Zivych spermii v ejakulatu
a procentem zivych spermii po GC. Tedy ¢im nizsi bylo procento zivych spermii v ejakulétu,
tim nizsi byla kvalita vzorku po GC separaci. Timto bylo prokizano, ze GC neni vhodna
separa¢ni metoda pro pacienty s vysokym zastoupenim apoptotickych spermii v ejakulatu.
Experimentalné byly u podobnych typi ejakulati ovéfeny alternativni metody separace (SU,
MFSS, MACS). Nejlepsi vysledky byly zjisténé po MFSS. Na zakladé experimentt a detailni
literarni reSerSe byl navrzen soubor doporucenych separa¢nich postupt u riznych typu eja-
kulati. Pro ovéreni téchto doporuceni je tfeba analyza vétstho pocétu vzorki.

V klinické ¢asti studie byl sledovin vztah mezi procentem Zivych spermii a kvalitou
embryi. Obdobné jako v jinych publikacich, tak ani v této préci se neprokazalo, Ze vySsi
procento apoptotickych spermii nebo spermii s vysokou fragmentaci DNA v ejakulétu statis-
ticky pritkazné snizuje pocet kvalitnich embryi nebo tspésnost cyklu asistované reprodukce.
Z vysledku vyplyva, Ze u skupiny s nizkym procentem apoptotickych spermii (ApoLow)
byl signifikantné vyssi parametr FR (fertilization rate), avSak ostatni parametry aspé$nosti
cyklu byly vyssi u skupiny s vysokym procentem apoptotickych spermii (ApoHigh). MoZznym
vysvétlenim byl vyssi pocet transfert nejkvalitnéjsich blastocyst (BL5) u skupiny ApoHigh
nez u ApoLow.

Zavérem lze Tici, ze cytometrické vysSetieni ejakulatu je kvalitni diagnostickou metodou.
Ziskané informace o procentech Zivych spermii v ejakulatu mohou pfispét k volbé vhodnych
postupt zpracovani ejakulatu pfed in vitro oplozenim.
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Seznam zkratek

A) Astenozoospermie

ApoHigh) Pacienti s s vysokym zastoupenim apoptotickych spermii (<50 % Zivych spermif)
ApoLow) Pacienti s nizkym zastoupenim apoptotickych spermii (>50 % Zivych spermii)
AT) Astenoteratozoospermie

BG) Biochemicka Gravidita

BL) Blastocysta

BMI) Body Mass Index

CMV) Cyto-Megalovirus

DEG) Degenerovany

DNA) Deoxyribonucleic Acid

dUTP) 2’-deoxyuridin-5’-trifosfat
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(ET) Embryotransfer

(FITC) Fluorescein Isothiokyanat
(FR) Fetility rate
(FragHigh) Pacienti s vysokym zastoupenim spermii s fragmentaci DNA (>20 %)
(FragLow) Pacienti s nizkym zastoupenim spermii s fragmentovanou DNA (<20 %)
(FSC) Forward scatter
(G1-4) Grade

(GC) Gradientova centrifugace

(GV) Germinal Vesicle

(GVBD) Germinal vesicle breakdown
(

HA) Hyaluronan
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HBsAg) Hepatitis B surface Antigen
hCG) Huménni choriovy gonadotropin
HCV) Hepatitis C Virus

HIV) Human Immunodeficiency Virus
ICSI) Intracytoplasmic Sperm Injection
IBT) Immunobead test

IgA) Imunoglobulin A

IgG) Imunoglobulin G

IgM) Imunoglobulin M

IR) Implantation rate

IVF) In vitro fertilizace

IUI) Intrauterinni inseminace

KET) Kryoembryotransfer
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(M) Morula
(MAR) Mixed Anti-immunoglobulin Reaction

(M1) Metafaze I

(M2) Metafaze 11

(MACS) Magneticka separace apoptotickych spermii
(MFSS) Microfluidic Sperm System

(O) Oligozoospermie

(OAT) Oligoastenoteratozoospermie

(OT) Oligoteratozoospermie

(PB) Polove télisko

(PBS) Phosphate Buffered Saline

(PI) Propidium jodid

(PICSI) Preselected Intracytoplasmic Sperm Injection
(PN) Prvojadro

(

PP) Perivitelinni prostor
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PR) Pregnancy rate

PS) Fosfatidylserin

ROS) Reaktivni formy kysliku

SA) Srdec¢ni akce

SCSA) Sperm chromatin structure assay

SM) Sperm Medium

SOP) Standard Operation Procedure (Standardni pracovni postup)

SpHigh) Pacienti s koncentraci spermii po gradientové centrifugaci vyssi nez 10 mil/ml

SpLow) Pacienti s koncentraci spermii po gradientové centrifugaci nizsi nez 10 mil/ml
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(SSC) Sideward scatter
(SU) Swim-up

(T) Teratozoospermie
(TdT) Terminélni deoxynukleotidyl transferaza

(THBR) Take-home baby rate

(TUNEL) Terminal deoxynucelotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End Labeling
(UR) Utilization rate

(UZ) Ultrazvukoveé vysetient

(WHO) World Health Organization

(

ZP) Zona pellucida
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