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Souhrn

Jedním z problémů současné společnosti je bezesporu téma stále se zvyšující neplodnosti
mužů. Tlak vyvíjený na laboratoře center asistované reprodukce je tak obrovský, protože je
velmi důležité maximálně optimalizovat současné postupy a testovat nové metody separace
kvalitních spermií s cílem zvýšit úspěšnost cyklů.

K diagnostice kvality ejakulátu se využívá nejen spermiogram, ale také cytometrické
stanovení procenta živých a apoptotických spermií nebo stanovení spermií s fragmentací
DNA. Selekce spermií z ejakulátu se provádí tradičně gradientovou centrifugací (GC) nebo
swim-up (SU). Testují se ale i nové metody jako magnetická separace spermií (MACS) nebo
separace pomocí mikrofluidního systému (MFSS).

Diplomová práce je rozdělena na experimentální a klinickou část. Cílem experimentální
části bylo pomocí průtokové cytometrie ověřit účinnost odstranění apoptotických spermií
v ejakulátu u vybraných separačních metod. Byla stanovena hypotéza, že rutinní GC není
vhodná pro vzorky s nízkým zastoupením živých spermií v ejakulátu.

Statisticky významný pokles procenta živých spermií po GC separaci byl zjištěn u vzorků,
které měly nízké zastoupení živých spermií v ejakulátu (< 50 %). Tímto bylo prokázáno, že
pro tyto pacieny není GC vhodná metoda. Experimentálně byly u podobných typů ejakulátů
ověřeny alternativní metody separace (SU, MFSS, MACS). Za nejvýznamnější výsledek byl
považován signifikantní vzestup procenta živých spermií po MFSS. Metoda MFSS byla proto
doporučena pro rutinní využívání u pacientů s vysokým zastoupením apoptotických spermií
nebo vysokou fragmentací DNA.

Cílem klinické části bylo ověřit, zda stanovení procenta živých a apoptotických spermií
v ejakulátu může předpovědět kvalitu embryí. Předpokladem bylo, že vysoké zastoupení
apoptotických spermií bude mít negativní vliv na úspěšnost cyklu.

Obdobně jako v jiných publikacích, tak ani v této práci se tato hypotéza neprokázala.
Z výsledků vyplývá, že u skupiny s nízkým procentem apoptotických spermií (ApoLow)
byl signifikantně vyšší parametr FR (fertilizaton rate), avšak ostatní parametry úspěšnosti
cyklu byly vyšší u skupiny s vysokým procentem apoptotických spermií (ApoHigh). Možným
důvodem byl vyšší počet transferů nejkvalitnějších blastocyst (BL5) u skupiny ApoHigh.
Byla totiž prokázána významně vyšší úspěšnost cyklu při transferu BL5.

Závěrem lze říci, že cytometrické vyšetření ejakulátu je kvalitní diagnostickou metodou
a získané informace mohou přispět k volbě vhodných postupů zpracování ejakulátu před
in vitro oplozením.
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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

Úvod

Léčba neplodnosti pomocí metod asistované reprodukce je jednou z nejprogresivnějších
oblastí moderní medicíny. Je obecně známo, že rok od roku mírně stoupá počet infertilních
párů, které vyhledávají lékařskou pomoc. Proto je důležité pracovat na stále nových, vy-
lepšených metodách, které zlepšují léčbu neplodnosti. Pokrok v reprodukčních metodách je
nezbytný pro dnešní společnost a je proto nutné toto odvětví zdokonalovat.

Světová zdravotnická organizace (WHO) definuje neplodnost jako onemocnění, při kterém
nebylo opakovaně dosaženo klinického těhotenství po dvanácti a více měsících pohlavního
styku (WHO 2010). Odhaduje se, že infertilita postihuje přibližně 15 % párů v plodném věku
(Sharlip et al. 2002). Podíl párů potýkajících se s problémem neplodnosti se však v blízké
budoucnosti může ještě zvýšit, protože stoupá počet žen, které odkládají narození dítěte do
vyššího věku (Evers 2002). V minulosti se při hledání příčiny neplodnosti pozornost obracela
často jen k ženě, avšak podle současných studií se zjistilo, že chyba je téměř stejnou měrou
na straně muže. Proto je nutné, aby byli muži diagnostikováni a léčeni stejně intenzivně jako
ženy, což se v současnosti bohužel neděje.

Při diagnostice mužské neplodnosti se jako základní vyšetření provádí spermiogram. Hod-
notí se parametry, které ovlivňují schopnost spermií oplodnit oocyt. Mezi ně patří např. kon-
centrace spermií v ejakulátu, jejich pohyblivost a morfologie. V poslední době se však objevují
nová vyšetření, která poskytují více informací o kvalitě spermií a rozšiřují tím spermiogram.

Cílem diplomové práce je představit cytometrická vyšetření ejakulátu, která jsou do-
stupná v laboratořích reprodukční imunologie. Pomocí průtokové cytometrie je možné sta-
novit koncentraci spermií, koncentraci leukocytů, zastoupení živých a apoptotických spermií
a ověřit integritu akrozomu. Dále je možné stanovit fragmentaci DNA ve spermiích. Tyto
údaje mohou pomoct lépe porozumět příčinám neplodnosti a také k přesnější indikaci léčby.
Zároveň cytometrická vyšetření mohou poskytnout informace embryologickým pracovníkům
a umožnit jim volbu metody pro separaci spermií. Pro úspěšné in vitro oplození oocytu je
důležité nejen posoudit kvalitu ejakulátu, ale také je potřeba z ejakulátu separovat co nej-
kvalitnější živé spermie. Separačních postupů je celá řada, ale ne všechny jsou vhodné pro
pacienty s nízkou kvalitou ejakulátu. V diplomové práci jsou porovnány tradičně používané
postupy - gradientová centrifugace (GC) a swim-up (SU) s novými metodami založenými na
magnetické (MACS) a mikrofluidní (MFSS) separaci.

Průběh asistované reprodukce zahrnuje několik kroků, které jsou v diplomové práci po-
drobně probrány. Základem je správný odběr, příprava a hodnocení kvality oocytů, které
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jsou vybrány pro oplození. V současné době se při výběru metody oplození nejčastěji přistu-
puje k metodě ICSI (intracytoplazmatická injekce spermie), kterou práce přibližuje. Oplozené
oocyty jsou inkubovány 3–5 dní v inkubátoru a vývoj embryí je pečlivě sledován a hodno-
cen. Součástí práce je shrnutí pravidel, podle kterých se embrya hodnotí a jaké parametry
musí splňovat vybraná embrya pro transfer nebo případné zamrazení. V době po provedení
transferu jsou pacientky nadále sledovány a je kontrolován stav jejich případné gravidity.
V práci je uvedeno, jak probíhá monitoring těhotenství a jaké se sledují parametry pro
zhodnocení úspěšnosti cyklu. U žen, které mají nekvalitní oocyty a embrya či u žen, jež jsou
ohroženy ovariálním selháním nebo rizikem přenosu závažné geneticky podmíněné choroby, je
zvažován darovací program oocytů. Této problematice je věnována pozornost a jsou popsány
nezbytné kroky pro úspěšné provedení transferu oocytů příjemkyním.

Experimentální část diplomové práce je realizována v imunologické laboratoři GENNET
za významné pomoci laboratoře IVF GENNET - Archa. Jedním z cílů je pomocí průtokové
cytometrie ověřit účinnost separace apoptotických spermií z ejakulátu u vybraných metod
používaných pro selekci spermií při asistované reprodukci. Výsledky práce a literární rešerše
přispěly k výběru vhodných metod využitelných v rutinním provozu embryologické labora-
toře.

V klinické studii této diplomové práce je cílem zjistit, zda cytometricky stanovená hod-
nota živých a apoptotických spermií v ejakulátu použitém pro ICSI, koreluje s kvalitou
embryí a může predikovat výsledek embryotransferu. Pozornost je věnována porovnáváním
pacientů s normálním nebo patologickým spermiogramem, vysokým či nízkým zastoupením
apoptotických spermií v ejakulátu a vysokou a nízkou fragmentací DNA ve spermiích.

Průtoková cytometrie poskytuje nové informace o kvalitě spermií, které mohou být pří-
nosné pro rutinní andrologické a embryologické laboratoře. Může přispět nejen k objasnění
příčin neplodnosti, ale i k volbě vhodné metody in vitro oplození.
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Kapitola 2

Hypotézy a cíle

1. Gradientová centrifugace (GC) je riziková pro některé patologické vzorky nebo vzorky
s vysokým % apoptotických spermií, protože může dojít k uvolnění reaktivních kyslí-
kových radikálů a k poklesu životnosti spermií.

Cíl – Stanovit u jakých ejakulátů se snižuje % živých spermií po GC sepa-
raci.

2. Pro pacienty s vysokým zastoupením apoptotických spermií nebo s vysokou fragmen-
tací DNA je nezbytné najít vhodnou separační metodu. Otázkou je, která ze součas-
ných metod používaných na klinikách IVF (In Vitro Fertilization) je pro tyto pacienty
nejvhodnější.

Cíl– Experimentálně porovnat účinnost separace živých spermií metodami
GC, swim-up, magnetické separace spermií (MACS) a mikrofluidní separace
spermií (MFSS). Doporučit vhodný postup separace spermií pro rutinní
praxi.

3. Počet a kvalita embryí vzniklých po oplození darovaných oocytů se mezi jednotlivými
páry významně liší. Kvalitnější transferovaná embrya zvýší úspěšnost embryotransferu.

Cíl – Zhodnotit kvalitu embryí v celém souboru. Stanovit celkovou úspěš-
nost léčby a posoudit, zda byla vyšší úspěšnost embryotransferu spojená
s vyšší kvalitou transferovaných blastocyst.

4. Nižší zastoupení apoptotických spermií ve vzorku použitém na oplození oocytů pozi-
tivně přispívá ke vzniku vyššího počtu kvalitních blastocyst. Díky kvalitnějším blasto-
cystám stoupe i úspěšnost cyklu.

Cíl – Vyhodnotit úspěšnost oplození, kvalitu embryí a počet gravidních žen
u skupiny s nižším a vyšším zastoupením apoptotických spermií v ejakulátu.
Zjistit, zda je vysoké zastoupení apoptotických spermií rizikovým prvkem
snižujícím parametry úspěšnosti cyklu.
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KAPITOLA 2. HYPOTÉZY A CÍLE

5. V případě ejakulátu s normálním spermiogramem bude počet kvalitních blastocyst
vyšší než při použití ejakulátu s patologickým spermiogramem. Díky kvalitnějším blas-
tocystám stoupne i úspěšnost cyklu.

Cíl – Vyhodnotit úspěšnost oplození, kvalitu embryí a počet gravidních
žen u skupiny s normálním a patologickým spermiogramem. Zjistit, zda je
úspěšnost cyklu vyšší v případě použití ejakulátu s normálním než patolo-
gickým spermiogramem.

6. Nižší zastoupení spermií s fragmentací DNA ve vzorku použitém na oplození oocytů
pozitivně přispívá ke vzniku vyššího počtu kvalitních blastocyst. Díky kvalitnějším
blastocystám stoupe i úspěšnost cyklu.

Cíl – Vyhodnotit úspěšnost oplození, kvalitu embryí a počet gravidních
žen u skupin s vyšším a nižším zastoupením spermií s fragmentací DNA
v ejakulátu. Zjistit, zda je vysoké zastoupení spermií s fragmentací DNA
rizikovým prvkem snižujícím parametry úspěšnosti cyklu.

7. Vyšší koncentrace spermií ovlivňuje kvalitu separace GC a později v případě negativ-
ního vlivu na spermie tak přispívá k nižší kvalitě embryí.

Cíl – Vyhodnotit úspěšnost oplození, kvalitu embryí a počet gravidních
žen u skupin rozdělených podle koncentrace spermií po GC. Zjistit, zda je
vysoká koncentrace spermií po GC rizikovým prvkem snižujícím parametry
úspěšnosti cyklu.
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Kapitola 3

Neplodnost

Neplodnost je takové onemocnění reprodukčního systému, při kterém nebylo dosaženo
klinického těhotenství po dvanácti a více měsících pravidelného pohlavního styku bez po-
užívání kontraceptivních prostředků (Zegers-Hochschilda et al. 2009). Dříve byla hranice
neplodnosti stanovená na 2 roky intenzivního snažení, ale to bylo v době, kdy byl průměrný
věk prvorodiček výrazně nižší než v současnosti. U žen starších 35 let se dokonce hranice, kdy
nebylo dosáhnuto těhotenství, zkrátila jen na 6 měsíců (Dostál 2012). To souvisí především
s moderním stylem života, protože stále více párů uvažuje o početí potomků ve vyšším věku.
Oddalování mateřství do pozdnějších období fertilního věku postupně vzrůstá s posledními
dvěma dekádami, zvláště ve vyspělých zemích. Zatímco ke konci 80. let představovala popu-
lace těhotných nad 35 let cca 5 %, v posledních letech se procento těchto žen vyšplhalo nad
20 %. Hranice vyššího věku matky je nejčastěji definována z hlediska rizika vzniku vrozených
vývojových vad jako věk nad 35 let (Hašlík 2013).

Místo termínu neplodnost se lze setkat s termíny sterilita, infertilita. Tato označení zna-
menají totéž, ale jednotně se nepoužívají. Termín sterilita se v české terminologii používá
pro úplnou neschopnost páru otěhotnět a infertilita při nemožnosti donošení životaschop-
ného plodu. V současném českém názvosloví se však výraz infertilita stále více používá pro
poruchy plodnosti v obecném slova smyslu (Citterbart et al. 2001). Nezáleží přitom na tom,
zda se jedná o neplodnost či potrácivost ženy, neplodnost muže nebo obou (Konečná 2003).

Rozlišuje se primární a sekundární neplodnost. Diagnózou primární neplodnosti se ozna-
čují ženy, kterým se nikdy nepodařilo otěhotnět. Sekundární neplodnost je definována jako
neschopnost počít po předchozím otěhotnění (ať už zakončeném porodem, interrupcí nebo
potratem) (Doherty & Clark 2006). Výzkumy ukázaly, že sekundární neplodnost je častější
než primární plodnost (obr. 3.1)1. V roce 2010 se přibližne 10,5 % žen potýkalo se sekundární
neplodností a zhruba 2 % s neplodností primární. Prevalence sekundární neplodnosti (tj. po-
díl počtu žen trpících neplodností a počtu všech žen ve sledované populaci) se pohybuje
v rozmezí od 6 % do 16 % žen a liší se v závislosti na regionu a zemi (obr. 3.2).

Odhaduje se, že infertilita postihuje přibližně 15 % párů v plodném věku (Sharlip et al.
2002). Ačkoliv se dříve posuzovala neplodnost především ze strany ženy, zjistilo se, že na
neplodnosti se podílejí oba partneři (Dohle et al. 2005). Pouze mužský faktor neplodnosti
je ve 30 % případů, pouze ženský v 35 %, kombinovaný faktor ve 20 % a idiopatický faktor

1Data převzata z: <https://journals.plos.org/plosmedicine/article?id=10.1371/journal.pmed.1001356>
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< 1%

1% - 1,99%

2% - 2,99%

≥ 3%

Obrázek 3.1: Prevalence světového výskytu primární neplodnosti žen ve věku 20-44 let (2010)

< 9%

9% - 10,99%

11% - 12,99%

≥ 13%

Obrázek 3.2: Prevalence světového výskytu sekundární neplodnosti žen ve věku 20-44 let
(2010)

v 15 % případů. V případě idiopatické neplodnosti není zřejmá příčina neplodnosti (Thon-
neau et al. 1991; Schenken & Guzick 1997; Evers 2002). Příčin neplodnosti je celá řada,
a proto se na léčbě neplodných párů podílejí nejen gynekologové, ale i endokrinologové a
andrologové/urologové. V některých případech je vhodná konzultace léčby neplodnosti také
s imunologem či genetikem. V případě psychických obtíží je vhodná konzultace s psychologem
nebo psychiatrem (Ulčová–Gallová & Lošan 2013).

3.1 Současná porodnost v České republice

Podle údajů Českého statistického úřadu v roce 2016 přišlo na svět v České republice
114 400 živě narozených dětí. Z toho se 4 % dětí narodila pomocí asistované reprodukce
(Český statistický úřad 2017) a předpokládá se, že počet in vitro počatých dětí bude nadále
narůstat. Za 15–20 let může být až polovina narozených dětí počata uměle (Rumpík 2014).
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3.1. SOUČASNÁ PORODNOST V ČESKÉ REPUBLICE

V České republice je v současnosti 15–25 % párů neplodných (Kubíček 2018). Úspěšnost
umělého oplodnění se pohybuje mezi 20 až 75 % a je ovlivněna mnoha faktory. Předpokládá
se, že kdyby bylo možné mužský faktor neplodnosti úspěšně léčebně ovlivnit, pak by se ročně
mohlo narodit až o 8 % (tj. o 9152) dětí více (Kubíček 2018).

Velmi významným faktorem ovlivňujícím plodnost páru je věk partnerů. Optimální bio-
logický věk ženy, ve kterém by měla otěhotnět, je 20–25 let (Vácha 2017). Avšak průměrný
věk prvorodiček je v současnosti 28,9 roku. V České republice se v letech 2008–2016 nej-
více dětí narodilo rodičům ve věku 30–34 let, navíc významně narůstá počet rodičů starších
35 let (Český statistický úřad 2017)2. V roce 2015 poprvé v historii ČR průměrný věk rodiček
překročil hranici 30 let (Mardešić 2016) (obr. 3.3).

30 - 30,49

30,50 - 30,99

31 - 31,99

≥ 32

< 30 let

Obrázek 3.3: Průměrný věk matky při narození dítěte v krajích v roce 2017 (ČSÚ)

Významně stoupá také věk otců novorozených dětí. Ačkoliv se průměrný věk otců neu-
vádí, ve statistických datech je možné dohledat informace o věku otců novorozených dětí.
Z grafu 1 je zřejmé, že se v posledním desetiletí posunul věk otců do vyšších věkových skupin
(Český statistický úřad 2017).
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Graf 1: Celkový počet porodů dle věkových skupin otců v letech 2007-2017 (ČSÚ)

2Data převzata z: <https://www.czso.cz/csu/czso/demograficka-prirucka-2017>
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KAPITOLA 3. NEPLODNOST

3.2 Mužská neplodnost

Mužská neplodnost je celosvětovým problémem a ke snížení kvality ejakulátu dochází
téměř ve všech zemích (obr. 3.4)3. Neplodnost může být považována za syndrom, který je
výsledkem mnoha vrozených nebo získaných faktorů (Ulčová-Gallová & Lošan 2013). K vro-
zeným faktorům mužské neplodnosti patří varikokéla, poruchy endokrinního systému, gene-
tické příčiny, poruchy v ejakulaci a anatomické problémy (Wald 2005). Mezi získané fak-
tory mužské neplodnosti řadíme např. infekci a zánětlivá onemocnění, imunologické příčiny,
úrazy a následky chirurgických zákroků (Wald 2005). K poklesu kvality ejakulátu dochází
také vlivem kouření, obezity, působením toxických látek, účinkem rentgenového záření nebo
působením extrémních teplot. V mnohých případech příčina neplodnosti nemusí být zjištěna
a stav se označuje jako idiopatická neplodnost (Evers 2002). Před každým vyšetřením je
nutná anamnéza, která se zaměřuje na předcházející otcovství, frekvenci a charakteristiku
pohlavního života, prodělané nemoci a případné operace, vývojové vady (např. kryptorchis-
mus), sexuálně přenosné choroby, infekční onemocnění a další (Doherty 2006). Zjišťuje se
také rodinná anamnéza. Důležité je provedení fyzického a ultrazvukového vyšetření pohlav-
ních orgánů. Základním vyšetřením kvality spermií je spermiogram a případně cytometrické
vyšetření spermií (Krátká 2017). Kromě toho je vhodné provést vyšetření infekcí v moči pa-
cienta (a případně i jeho partnerky). V krvi se stanovuje také hladina pohlavních hormonů.
V případě nízké koncentrace spermií je vhodné provést genetické vyšetření.

< 4%

4% - 6,99%

7% - 9,99%

≥ 10%

Obrázek 3.4: Prevalence světového výskytu mužské neplodnosti (2017)

3.3 Vyšetření kvality ejakulátu

Základním laboratorním vyšetřením muže je spermiogram. Ve snaze o zajištění urči-
tého standardu a srovnatelnosti výsledků z různých pracovišť vydala World Health Organi-

3Data převzata z: <https://media.nature.com/original/nature-assets/nrurol/journal/v14/n12/extref/
nrurol.2017.175-s1.pdf>
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3.3. VYŠETŘENÍ KVALITY EJAKULÁTU

zation (WHO) manuál (Manual for Semen Analysis). Manuály jsou vydávány od roku 1980 a
byly pravidelně aktualizovány. Zatím poslední verze pochází z roku 2010. V tomto manuálu
je uveden doporučený postup vyšetření včetně hraničních hodnot jednotlivých parametrů
(tabulka 3.1). Mezi makroskopicky hodnocené parametry patří objem ejakulátu po zkapal-
nění, viskozita, barva a pH. Mikroskopicky je určována koncentrace spermií, jejich motilita,
morfologie a případně aglutinace buněk. Z objemu a koncentrace je vypočítán celkový počet
spermií v ejakulátu. Pravděpodobně nejdůležitějším údajem spermiogramu jsou koncentrace
pohyblivých spermií a kvalita jejich pohybu (Řežábek 2014).

Celkový počet spermií u mužů v posledních desetiletích významně klesá, jak prokázala
metaanalýza dat získaných od 43 000 mužů ze Severní Ameriky, Evropy, Austrálie a Nového
Zélandu provedená v roce 2017 Levinem et al. Do analýzy bylo zařazeno 185 studií. Autoři
vypočítali, že mezi lety 1973 až 2011 poklesl celkový počet spermií u zdravých mužů o 59,3 %
a koncentrace spermií v ejakulátu klesla o 52 %.

Počet spermií a další parametry ejakulátu jsou spojeny s vlivy prostředí a životním
stylem. Mezi vlivy prostředí patří endokrinní disruptory (Gore et al. 2015), pesticidy (Chiu
et al. 2016) a změna teploty (Zhang et al. 2015). Faktory životního stylu zahrnují stres
(Nordkap et al. 2016), diety (Jensen et al. 2013), kouření (Sharma et al. 2016) a Body Mass
Index (BMI) (Sermondade et al. 2013).

Také hraniční hodnoty jednotlivých parametrů spermiogramu se ve WHO manuálu vý-
razně změnily (tab. 3.1)(Mardešić 2013). Aktuální spodní hranice normy z roku 2010 udává
koncentraci 15 milionů spermií na mililitr spermatu, přičemž ve WHO doporučení z roku
1999 bylo uvedeno 20 milionů spermií na mililitr. Aktuální referenční hodnoty byly zjištěny
vyšetřením 4500 vzorků ejakulátu plodných mužů ve věku 31±5 let. Nově zjištěné hodnoty
jsou ve srovnání s předcházejícími doposud nejnižší. Tyto normy jsou z několika důvodů
kritizovány. Data byla získána ze 14 zemí, ale pouze ze severní polokoule a nejsou zahrnuty
vzorky z Jižní Ameriky, Afriky a Asie (Vieira 2013). Parametry jsou založeny na údajích
mužů, jejichž partnerky otěhotněly v době do 12 měsíců od provedení vyšetření, což je velmi
dlouhá doba a kvalita ejakulátu se mohla mezitím výrazně změnit. Navíc u každého z mužů
byl proveden pouze jeden odběr spermatu (Esteves et al. 2012). Nové referenční hodnoty
mají významný dopad na klinickou praxi. Mírnější hraniční hodnoty umožňují mezi normo-
zoospermiky zařadit muže, kteří byli v minulosti považováni za neplodné. To může zpozdit
indikaci léčby neplodnosti a postihnout i její výsledek (Yerram et al. 2012).

Tabulka 3.1: Vývoj referenčních hodnot parametrů spermiogramu podle WHO

Parametry SPG dle WHO 1980 1987 1992 1999 2010

Objem (ml) - ≥ 2 ≥ 2 ≥ 2 1,5
koncentrace spermií (106/ml) 20-200 ≥ 20 ≥ 20 ≥ 20 15
celková koncentrace spermií (106) - ≥ 40 ≥ 40 ≥ 40 39
celková motilita ≥ 60 ≥ 50 ≥ 50 ≥ 50 40
progresivní motilita (% motilních) ≥ 2 ≥ 25 ≥ 25(a) ≥ 25(a) 32(a+b)
vitalita (% živých) - ≥ 50 ≥ 75 ≥ 75 58
morfologie (% normálních) 80,5 ≥ 50 ≥ 30 > 14 4

SPG - Spermiogram
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3.3.1 Spermiogram

V období před odběrem je pacient požádán, aby dodržel 3-5denní sexuální abstinenci
(WHO 2010). Před vyšetřením je pacient poučen o způsobu odběru ejakulátu. Odběr vzorku
ejakulátu by měl ideálně proběhnout ve speciální odběrové místnosti vedle laboratoře, aby
byl interval mezi odběrem a analýzou vzorku co nejkratší a aby nedošlo k vystavení výkyvu
teplot vzorku. Pro účely vyšetření spermiogramu je vzorek ejakulátu získán masturbací a ode-
bírá se do širokohrdlé nádobky označené jménem a identifikačním číslem. Pacient podepisuje
informovaný souhlas s odběrem, na kterém je uveden i čas odběru a informace, zda je vzo-
rek kompletní. Zaznamenány jsou i informace o užívaných lécích, horečnatých onemocněních
prodělaných v poslední době a počet dní pohlavní abstinence. Během transportu do labo-
ratoře by měl být vzorek uchován při teplotě mezi 20 ◦C a 37 ◦C a měl by být doručen ke
zpracování maximálně do 60 minut od odběru (WHO 2010; SOP 001).

3.3.1.1 Makroskopické hodnocení ejakulátu

Ejakulát se hodnotí v laboratoři jak z makroskopického, tak mikroskopického hlediska.
Makroskopické hodnocení zahrnuje zkapalnění, viskozitu, vzhled, objem a pH ejakulátu.

Zkapalnění, vzhled ejakulátu

Normální vzorek ejakulátu je homogenní, šedavě bílý a opalescentní (Weiss et al. 2010).
Při pokojové teplotě zkapalní během 15 minut, pokud je doba zkapalnění delší než 60 mi-
nut, je třeba to zaznamenat do protokolu. Žlutavé zbarvení ejakulátu může být způsobeno
užíváním multivitaminů nebo některých léků a nemusí znamenat nic patologického. Červené
a hnědavé zbarvení bývá způsobeno přítomností červených krvinek v ejakulátu. V tako-
vých případech by pacient měl být podrobněji vyšetřen, aby byla zjištěna příčina krvácení
(Björndahl et al. 2010). Silně žlutozelené nebo zelené zbarvení značí příměs hnisu, moče
nebo mikroorganismů. Zkapalněný ejakulát může fyziologicky obsahovat gelová zrna, která
nezkapalní. Taková gelová zrna nemají žádný klinický význam, jejich přítomnost však může
negativně ovlivnit průběh další analýzy (Kubíček 2010).

Objem

Objem se stanovuje buď pomocí válce nebo pomocí plastové široké pipety (WHO 2010).
Příčinami sníženého objemu ejakulátu (<1,5 ml) mohou být obstrukce ve vývodných cestách,
vrozená bilaterální absence chámovodu nebo odběr nekompletního vzorku. Zvýšený objem
vzorku (>6 ml) může být způsobený přítomností zánětlivého exsudátu, vyvolaného akutní
infekcí některých přídatných orgánů (např. prostaty) (Tamler et al. 2007).

Stanovení pH

K vyšetření hodnoty pH se používá pH papírek s indikačním rozmezím 6,4-8,0. Normální
pH je 7,2-7,8. Je-li pH vyšší než 7,8, je možná přítomnost infekce. Je-li pH při azoospermii
pod 7,0, je nutno vyšetřit chámovod, semenné váčky a nadvarlata, neboť může jít o obstrukci
semenného traktu (Kubíček 1998).
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3.3.1.2 Mikroskopické hodnocení ejakulátu

Při mikroskopickém hodnocení vzorku ejakulátu se hodnotí koncentrace, motilita, vita-
lita, morfologie a aglutinace spermií (WHO 2010). Zjišťuje se přítomnost jiných buněčných
elementů než spermií. Mikroskopické zhodnocení spermií by mělo být provedeno maximálně
do 1 hodiny od odběru (SOP 001).

Koncentrace

Koncentrace spermií je hodnocena pomocí Maklerovy počítací komůrky (WHO 2010;
Řežábek 2014). Komůrka se skládá ze dvou sklíček, která jsou přesně zbroušena tak, že je
mezi nimi malá mezera o tloušťce 10 µm. Do krycího sklíčka je vyryta mřížka. Díky tomu
se v každém čtverci mřížky ukazuje tak malý počet spermií, že ho lze dobře spočítat v na-
tivním ejakulátu bez ředění (Řežábek 2014). Odečet preparátu se provádí pod 200násobným
zvětšením. V deseti čtverečcích buď v řadě nebo ve sloupci se spočítá počet spermií a výsle-
dek se vynásobí 106. Údaj udává počet spermií v jednom mililitru ejakulátu. Počítají se jen
spolehlivě rozpoznatelné spermie. Volné hlavičky, bičíky a jiné elementy nejsou zahrnuty do
počítání (Kubíček 1998). Hraniční hodnota koncentrace spermií je 15x106 spermií v ml. Ozna-
čení oligozoospermie znamená nízkou koncentraci spermií v ejakulátu. Azoospermie označuje
nepřítomnost spermií v ejakulátu (nejsou přítomné ani po centrifugaci vzorku) (WHO 2010).

Motilita spermií

Analýza pohyblivosti spermií by se měla provádět co nejdříve po zkapalnění vzorku, aby
se omezilo nepříznivé působení dehydratace, pH nebo změny teploty na motilitu spermií.
Pohyblivost spermií se také hodnotí v Maklerově komůrce. Hodnotí se progresivně motilní
(A,B), nonprogresivně motilní (C) a nakonec imotilní spermie (D). V ejakulátu by mělo být
minimálně 32 % progesivně pohyblivých spermií (WHO 2010). Astenozoospermie označuje
nižší počet pohyblivých spermií, nekrozoospermie je označení ejakulátu bez pohyblivých
spermií. Snížená motilita spermií může být způsobena např. infekčním onemocněním (zá-
nětem prostaty nebo semenných váčků). Pohyblivost spermií omezují některé spermatické
protilátky (Björndahl et al. 2010; Madár et al. 2016).

Vitalita spermií

Ve vzorcích ejakulátu s nízkým zastoupením pohyblivých spermií se doporučuje stanovit
% živých a mrtvých spermií. Dříve se provádělo mikroskopické stanovení vitality spermií kla-
sickým barvením eosinem v kombinaci s nigrosinem a anilinovou modří pro vytvoření pozadí
pro živé buňky, které se neobarvily eosinem (Graham 2001). V poslední době se na klinikách
začíná používat měření vitality spermií pomocí propidium jodidu. Měření poté probíhá na
průtokovém cytometru (viz kap. 3.3.3).
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KAPITOLA 3. NEPLODNOST

Morfologie spermií

Zralá lidská spermie je štíhlá pohyblivá buňka skládající se z hlavičky, středního oddílu
a bičíku (Freund 1966) (obr. 3.5). Hlavička má oválný, zploštělý, při pohledu ze strany hruš-
kovitý tvar (Malinský & Lichnovský 2003). Střední oddíl se skládá z krčku a spojovacího
oddílu (Klika 1985). Bičík normální spermie je asi 10krát delší než hlavička. Neměl by být
výrazně zahnutý ani nesmí být zdvojený. Odchylek od normálního tvaru je mnoho, např.
dvojitá hlavička, dvojité bičíky, deformace hlaviček, defekty krčku. V ejakulátu by měly být
alespoň 4 % spermií s normální morfologií. Teratozoospermie označuje ejakulát s nižším
zastoupením morfologicky normálních spermií. Vyšší procento patologických spermií bývá
někdy spojeno s poruchou spermiogeneze nebo s onemocněním varlat (WHO 2010).

HLAVIČKASTŘEDNÍ ODDÍLBIČÍK

4.1 µm4 µm45 µm

Obrázek 3.5: Základní morfologické znaky a rozměry spermie
Autor obrázku: Petr Tarant

Aglutinace spermií

Jde o vzájemné shlukování pohyblivých spermií. Dle WHO se rozlišuje 1-4 stupně aglu-
tinace podle počtu spermií ve shluku. Aglutinace mohou být způsobené mj. přítomností
anti-spermatických protilátek ve vzorku (Rose et al. 1976).

Stanovení protilátek proti spermiím v ejakulátu

Protilátky proti spermiím v ejakulátu se prokazují pomocí smíšené aglutinační reakce
(Mixed Anti-immunoglobulin Reaction (MAR) test) nebo pomocí immunobead testu (IBT)
(Madár et al. 2016). MAR test využívá latexové částice označené lidskými imunoglobuliny
IgA, IgM nebo IgG. Sérum proti lidským Ig způsobí aglutinaci mezi spermiemi a částicemi
(McLachlan 2002). IBT využívá polyakrylamidové kuličky potažené protilátkami proti lid-
ským IgG, IgM a IgA, které jsou inkubovány s promytými spermiemi pacienta (přímý test).
V případě nepřímého testu se nejprve inkubují spermie zdravého dárce se seminální tekuti-
nou pacienta (přičemž se na povrch spermií naváží protilátky od pacienta) a pak se přidají
kuličky (McLachlan 2002).
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3.3. VYŠETŘENÍ KVALITY EJAKULÁTU

Koncentrace leukocytů a stanovení přítomnosti dalších buněk

V ejakulátu se vyskytují i jiné buňky než spermie, např. nezralé zárodečné buňky (sper-
matocyty, spermatidy, spermatogonie), leukocyty, epiteliální buňky, prostatické buňky, bak-
terie či prvoci (Řežábek 2014). Ke stanovení koncentrace těchto buněk se doporučuje využí-
vat průtokové cytometrie (Krátká et al. 2017) (viz kap. 3.3.3). Leukocyty jsou ve velmi nízké
koncentraci detekovány i ve zdravém ejakulátu (Diemer et al. 2003). Koncentrace leukocytů
má být nižší než 1 mil/ml (WHO 2010). Vysoká koncentrace leukocytů v ejakulátu může
signalizovat probíhající zánět či infekci pohlavního ústrojí (Talbert et al. 1987; Wolff 1995).
Leukocyty mohou přímo ničit spermie nebo produkují cytokiny, které spermie poškozují
(Ulčová-Gallová & Lošan 2013).

3.3.1.3 Výsledné hodnocení

Celkový výsledek spermiogramu se hodnotí slovně a zahrnuje kombinaci předpon popi-
sujících jednotlivé patologie. Nejčastější termíny jsou uvedené v tabulce 3.2.

Tabulka 3.2: Závěry hodnocení spermiogramu (WHO 2010)

Závěr Hodnocení

Normozoospermie Všechny parametry v normě
Oligozoospermie Koncentrace spermií nižší než 15 mil/ml
Teratozoospermie Méně než 4 % spermií s normální morfologií
Asthenozoospermie Méně než 40 % spermií s celkovou motilitou nebo méně než 32 % spermií s

progresivní motilitou
Azoospermie Absence spermií ve vzorku
Aspermie Nepřítomnost ejakulátu
Nekrozoospermie V ejakulátu přítomny pouze spermie bez pohybu
Kryptozoospermie V čerstvém vzorku absence spermií, ale po centrifugaci celého vzorku spermie

obsaženy v peletě
Globozoospermie V ejakulátu přítomny spermie se zakulacenou hlavičkou a bez akrozomu

3.3.2 Průtoková cytometrie

Průtoková cytometrie je metoda umožňující simultánní měření a analýzu fyzikálně-chemic-
kých vlastností buněk během jejich průchodu laserovým paprskem v průtokovém cytometru
(Vávrová et al. 2002). Buňky jsou unášeny proudem nosné kapaliny (sheath fluid) a jsou
usměrněny do tenkého laminárního proudu buněk, které postupují jedna za druhou detekční
komůrkou a v ní protínají světelný paprsek (Eckschlager et al. 1999). Přitom dochází k roz-
ptýlení paprsku. V úhlu do 20◦ proti ose paprsku je snímán tzv. Forward scatter (FSC),
kterým se zjišťuje velikost částic. V úhlu 90◦ proti ose světelného paprsku je snímán tzv.
Sideward scatter (SSC), kterým se zjišťuje vnitřní struktura a granularita částic (Wu et al.
2010) (obr. 3.6).
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Buněčná suspenze je před měřením označena protilátkami konjugovanými s různými fluo-
rescenčními značkami. Průtokový cytometr umožňuje detekovat fluorescenci, a tedy i jednot-
livé subpopulace procházejících buněk. Fluorescence je zachycena fotonásobičem pro každou
vlnovou délku specifickou pro fluorochrom (Eckschlager et al. 1999; Marinov 2008). Výstu-
pem měření jsou data, která mohou být zobrazena různými typy grafů a umožňují znázornit
odlišné subpopulace buněk (Eckschlager et al. 1999).

Nosná kapalina Vzorek spermií

Laserový paprsek

Fluorescence

Laminární tok

Forward scatter (FSC) a

side ward scatter (SSC)

Obrázek 3.6: Princip fluidního systému průtokového cytometru
Autor obrázku: Petr Tarant

3.3.3 Vyšetření ejakulátu

Využití průtokové cytometrie ke stanovení kvality ejakulátu je objektivnější než mik-
roskopické zhodnocení. Při cytometrické analýze dochází k měření velkého počtu spermií.
Použitím protilátek je možné označit některé subpopulace buněk (leukocyty) nebo označit
např. spermie s permeabilizovaným akrozomem. Výhodou je i velká rychlost měření a ob-
jektivnost (Shai et al. 2005). Pro práci s průtokým cytometrem je nutná znalost správného
nastavení analýz dat a tzv. kompenzací. Mezi základní cytometrická stanovení patří koncen-
trace spermií a leukocytů v ejakulátu, stanovení živých a apoptotických spermií, stanovení
integrity akrozomu nebo fragmenatace DNA spermií (Krátká et al. 2017). Stanovení koncent-
race buněk průtokovou cytometrií je založeno na přidání vnitřního standardu (fluorescenčních
kuliček o známém počtu) ke vzorku ejakulátu.
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3.3.3.1 Stanovení živých, apoptotických a mrtvých spermií

Apoptóza je geneticky přísně regulovaný druh buněčné smrti spojený s četnými typickými
biochemickými a morfologickými změnami buněčné architektury (Elmore 2007). Důsledkem
apoptózy není jen smrt buňky, ale také účinné bezpečné odstranění mrtvých buněk a jejich
částí (apoptoptických tělísek) fagocytujícími buňkami bez rozvoje zánětlivé (škodlivé) reakce
(Schultz et al. 2003). Typickými znaky apoptózy jsou smršťování buňky, postupné zhušťování
cytoplazmy, fragmentace DNA, kondenzace chromatinu, rozpad jádra, externalizace fosfati-
dylserinů (PS) z vnitřní na vnější vrstvu buněčné membrány, aktivace kaspáz a rozpad buňky
na apoptotická tělíska, přičemž ale nedochází k porušení membránové integrity (Henry et al.
2013). Uvnitř apoptotických tělísek zůstává uzavřený vnitřní obsah buňky. Pokud by došlo
k vylití intracelulárního obsahu (mrtvých) buněk do okolí, pak by došlo k poškození okolní
tkáně a k vyvolání zánětlivé reakce. Apoptotická tělíska jsou velmi rychle odstraněna fago-
cytózou, přičemž fagocyty neprodukují cytokiny, které by vyvolaly zánět (Kurosaka et al.
2003; Hart et al. 2008).

Apoptóza má během spermatogeneze významnou roli. Pomocí apoptózy je regulována
koncentrace vyvíjejících se zárodečných buněk tak, aby mohly být dostatečně vyživovány Ser-
toliho buňkami. Apoptózou jsou také likvidovány abnormální spermie (Sakkas et al. 2003).
Apoptózou dochází k eliminaci například starých, infikovaných, poškozených buněk nebo
buněk s mutacemi v DNA. Za normálních podmínek se více než polovina možného počtu
zralých zárodečných buněk zničí, většinou právě v důsledku apoptózy spermatogonií a sper-
matocytů (Dunkel et al. 1997). Pro detekci apoptotických buněk se používá protein annexin
V konjugovaný s fluorescenční značkou (např. fluorescein isothiokyanát (FITC)), který se za
účasti iontů vápníku váže na PS na vnější straně membrány (Dvorská et al. 2008). Současně
se používá propidium jodid (PI), který proniká poškozenou membránou do mrtvých buněk
a dostává se do jádra, kde barví DNA (Joux & Lebaron 2000). Živé spermie jsou annexin
V negativní a PI negativní buňky (Dvorská et al. 2008). Časně apoptotické buňky jsou an-
nexin V pozitivní a současně jsou PI negativní. Pozdně apoptotické buňky jsou pozitivní na
annexin V i na PI a nekrotické buňky jsou pozitivní převážně na PI (obr. 3.7).

ŽIVÁ SPERMIE

Ca 2+

CaPI FITC

PI

Annexin V

Annexin V

2+

FITC

ČASNĚ APOPTOTICKÁ SPERMIE

PS

Ca 2+

CaPI
FITC

PI

Annexin V

Annexin V

2+

FITC

POZDNĚ APOPTOTICKÁ SPERMIE

Ca 2+

Ca

PI
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Annexin V

Annexin V

2+
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Obrázek 3.7: Princip stanovení živých, apoptotických a mrtvých spermií pomocí Annexin
V/ PI assay

Autor obrázku: Petr Tarant
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V čerstvém ejakulátu u fertilních mužů by měly převažovat živé spermie (Krátká et
al. 2017). Vysoké zastoupení apoptotických spermií signalizuje patologii a může být způso-
beno mnoha faktory, např. přítomností infekce, vysokou teplotou, vlivem chemických látek
či kouřením (Aitken et al. 2013). Častěji než zastoupení apoptotických spermií se stanovuje
tzv. vitalita. Při tomto testu se používá pouze PI (Christensen et al. 2004).

3.3.3.2 Integrita akrozomu

Cytometricky může být integrita akrozomu hodnocena pomocí protilátky proti intraa-
krozomálnímu proteinu Hs-8 (Čapková et al. 2016). U spermií s poškozeným akrozomem
proniká protilátka do akrozomu a váže se na intraakrozomální protein. Pokud je akrozom
spermie celistvý, není umožněna vazba na proteiny uvnitř akrozomu (Čapková et al. 2016).
Hodnocení stavu akrozomu se může provést také mikroskopicky. Norma je <30 % spermií
s nízkou integritou akrozomu (tj. Hs-8 pozitivních) (Pěknicová et al. 2005).

3.3.3.3 Fragmentace DNA ve spermiích

Jedním z projevů apoptózy spermií je fragmentace DNA. Fragmentace DNA je charak-
terizována zlomy jednoho nebo obou vláken DNA. Vysoké zastoupení spermií s fragmento-
vanou DNA bylo prokázáno v ejakulátu subfertilních mužů (Irvine 2000), ale signifikantně
zvýšené poškození DNA spermií bylo detekováno i u některých normozoospermiků (Saleh et
al. 2002). Spermie od somatických buněk odlišují dvě vlastnosti, a to protaminace a absence
reparačních mechanismů DNA. Spermie nejsou schopné opravit poškození DNA, ke kterému
došlo např. při transportu přes epididymis a po ejakulaci. K částečné opravě otcovské DNA
může dojít po oplození oocytu, protože v oocytech jsou zachovány enzymy schopné opravovat
poškozenou DNA (Matsuda 1988; Genesca 1992; Steger et al. 2010).

Etiologie poškození DNA spermií je tedy multifaktoriální (Gonzáles–Marín at al. 2012).
Ke ztrátě integrity DNA může dojít při vývoji u testikulárních spermií, u epididymálních
spermií, nebo i u zralých spermií až v samotném ejakulátu (Shamsi et al. 2009). Např.
v průběhu spermiogeneze dochází k tvorbě zlomů díky topoizomeráze. Zlomy DNA vznikají
v důsledku torzního napětí, které nastává při balení velkého množství DNA do velmi malého
prostoru hlavičky spermie (Aitken et al. 2005). Mezi vnější faktory, které mohou vyvolat
apoptózu spermií a následnou fragmentaci DNA patří varikokéla, kryptorchorismus, infekce
nebo rakovina a její léčba. Na kvalitu spermií a jejich DNA mají vliv vyšší věk, dlouhá
pohlavní abstinence, kouření, znečištěné ovzduší, práce v prostředí s vysokou koncentrací
pesticidů nebo nebezpečných chemikálií (Skakkebaek et al. 2016).

Při analýze apoptózy spermií a fragmentace DNA je třeba dodržet doporučenou délku
preanalytické fáze. DNA může být poškozena také při nesprávné manipulaci se vzorkem,
např. vlivem teploty při skladování vzorku nebo při příliš dlouhém skladování vzorku eja-
kulátu (Aitken & De Iuliis 2010). Stanovení fragmentace DNA ve spermiích se považuje za
nadějný biomarker fertility mužů (Cissen et al. 2016). Kvalitní DNA je nezbytná pro zdravý
vývoj embrya a pokud DNA není kvalitní, pak může dojít buď k zastavení vývoje embrya
v časném stádiu těhotenství či později k potratu. Nekvalitní DNA se může projevit také
později, a to rozvojem různých systémových onemocnění (Aitken & Koppers 2011; Sakkas et
al. 2015). Vysoký počet spermií s fragmentací DNA tedy významně snižuje pravděpodobnost
početí a narození zdravého dítěte (Cissen et al. 2016; Simon et al. 2017).
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Nejčastěji využívanou spolehlivou metodou pro stanovení fragmentace DNA je metoda
Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) (Simon
et al. 2017). Kromě ní se používá i cytometrická metoda SCSA (Sperm Chromatin Structure
Assay) (Evenson 2016). Existují i mikroskopické metody stanovení fragmentace jako Comet
assay nebo SCD (Sperm Chromatin Dispersion) (Novotná et al. 2016). Princip TUNEL testu
spočívá v tom, že terminální deoxynukleotidyl transferáza (TdT) inkorporuje na volné 3’
OH konce DNA značený deoxyuridintrifosfát (dUTP). Poškozenou DNA je možné hodnotit
pomocí světelné mikroskopie, fluorescenční mikroskopie nebo průtokové cytometrie (Huerta
et al. 2007) (obr. 3.8). K výhodám metody TUNEL patří schopnost měřit jednovláknové i
dvouvláknové zlomy zároveň (Shamsi et al. 2009). Další výhodou testu je i možnost používat
zamrazené spermie. Mezi nevýhody patří zejména časová a finanční náročnost (Grasl-Kraupp
et al. 1995). Je třeba brát ohled na to, že zlomy v DNA nenastávají jen při apoptóze, ale
fragmentovaná DNA je přítomna i v nekrotických buňkách (Charriaut-Marlangue & Ben-Ari
1995).

DNA SPERMIE

ZLOMY DNA

TUNEL

TdT ENZYM

PRŮTOKOVÁ CYTOMETRIE

dUTP dUTP

dUTP

3’—OH
3’—OH

3’—OH

Obrázek 3.8: Princip metody stanovení fragmentace DNA - TUNEL
Autor obrázku: Petr Tarant
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Kapitola 4

Metody asistované reprodukce

V případě neschopnosti spontánního početí se využívá při léčbě neplodných párů možnost
in vitro oplození oocytů spermiemi partnera. Tato práce se zaměřuje především na metody
ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection) a PICSI (Preselected Intracytoplasmic Sperm In-
jection).

Intracytoplasmatická injekce spermie je metoda asistované reprodukce, při které je jedna
spermie injikována do oocytu (Řežábek 2014). V současnosti je ICSI nejvíce používanou
metodou in vitro oplození. Metoda PICSI je modifikací ICSI. Používají se spermie selektované
na základě jejich schopnosti vázat se na hyaluronan (viz kap. 4.1.3).

4.1 Separace kvalitních spermií před in vitro oplozením

Před oplozením oocytů pomocí technik asistované reprodukce je potřeba z ejakulátu
selektovat co nejkvalitnější spermie. Metody separace spermií jsou nezbytné jak pro běžnou
IVF, tak pro ICSI. Při těchto metodách nejsou spermie vystaveny fyziologickým bariérám
(např. cervikální hlen, vaginální pH, záhyby vejcovodu, odpověď imunitního systému), které
působí jako přirozený mechanismus výběru motilních spermií (Perez-Cerezales et al. 2017).

Ideální technika separace spermií by měla být rychlá, snadná a izolovat co nejvíce mo-
tilních spermií. Neměla by způsobovat poškození spermií nebo nefyziologické změny u se-
parovaných spermií. Eliminuje semennou plazmu, mrtvé spermie a ostatní buňky, včetně
leukocytů a bakterií. Také eliminuje toxické nebo bioaktivní látky, jako jsou dekapacitační
faktory a reaktivní druhy kyslíku (ROS) (Matás et al. 2011). Použití jednotlivých metod by
se mělo zvolit podle kvality spermií.

4.1.1 Swim-up separace spermií (SU)

Swim-up je metoda založená na separaci spermií na základě jejich motility. Při této tech-
nice pohyblivé spermie aktivně migrují (vyplavou) do kultivačního média, ve kterém poté
dochází k jejich kapacitaci (WHO 2010). Migrace spermií skrz médium je považováno za
ekvivalentní proces, při kterém lidské spermie unikají z ejakulátu a kolonizují cervikální hlen
(Mortimer et al. 1982; Katz et al 1990; Mortimer 1997). Selekce spermií podle motility a mor-
fologie během metody swim-up je tedy vysoce srovnatelná s in vivo podmínkami. K separaci
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metodou swim-up by mělo docházet přednostně před centrifugací, v jejímž důsledku dochází
k rozrušení defektních spermií, které tvoří ROS (Aitken & Clarkson 1987; Aitken & Baker
2013). Pomocí techniky swim-up se získává suspenze s nižší koncentrací spermií, které jsou
však plně pohyblivé.

4.1.2 Gradientová centrifugace (GC)

Obecně platí, že pohyblivá zralá spermie má vyšší hustotu než imotilní nebo nezralá
spermie (Oshio et al. 1987). Principem separace gradientovou centrifugací je rozdělení slo-
žek ejakulátu podle jejich hustoty. Hustotní gradient se vytvoří vrstvením koloidních roztoků
různé denzity. Ejakulát se opatrně navrství nad gradient. Během centrifugace se nezárodečné
buňky, nečistoty a nepohyblivé spermie zachytí na rozhraní dvou vrstev, zatímco zcela pohyb-
livé, zralé spermie, které mají vyšší denzitu, sedimentují na dno zkumavky (Malvezzi et al.
2014). Sedimentované spermie se resuspendují v kultivačním médiu. Centrifugace však může
způsobit poškození integrity spermií a zvýšení ROS (Alvarez et al. 1993). To způsobuje vyšší
fragmentaci DNA spermií, která může ovlivnit úspěšnost těhotenství a embryonální vývoj.

4.1.3 Separace spermií vazbou na hyaluronan (PICSI)

Pro úspěšnou penetraci a fertilizaci oocytu jsou potřebné zralé spermie, které mají re-
ceptory pro hyaluronan. Glykosaminoglykan hyaluronan je hlavní součástí tzv. cumulus oo-
phorus – mezibuněčné hmoty obalové vrstvy oocytu (Salustri et al. 1989). Separace zralých
spermií může probíhat pomocí speciálních Petriho misek, jejichž dno je pokryto vrstvou
gelu, který obsahuje hyaluronan. Spermie suspendované v médiu se napipetují na povrch
tohoto gelu. Poté spermie migrují ke gelu, na který se zralé spermie naváží prostřednictvím
hyaluronan-specifických receptorů. Nezralé spermie, které nemají specifické receptory, se na
gelovou vrstvu nenavážou. Pro ICSI jsou následně embryologem vybírány pouze spermie
navázané na hyaluronan, které vykazují pohyb na místě (Saymé et al. 2013).

4.1.4 Magnetická separace apoptotických spermií (MACS)

Separační systémMACS (Miltenyi Biotec, Německo) využívá vazby železných částic ozna-
čených specifickou molekulou na povrch buněk (Miltenyi et al. 1990). Využívá kovové nano-
částice o velikosti 50 nm, které nemění strukturu, funkci nebo aktivitu buněk. Používají se
v mnoha různých testech, přičemž se liší pouze molekulami, které jsou navázány na povrchu
nanočástic. Tyto molekuly se naváží na buňky a specificky označí určitou populaci buněk.
Po separaci buněčných suspenzí v koloně umístěné v magnetickém poli se zpravidla používá
pro další zpracování neoznačená (negativní) populace, která kolonou prochází.

Metoda MACS Art Annexin V využívá vazby nanočástic na povrch apoptotických sper-
mií. Na povrch nanočástic jsou navázány molekuly annexinu V, který se specificky váže na
PS na buňkách (Said et al. 2008). Po vazbě nanočástic na spermie je směs přenesena na sepa-
rační kolonu umístěnou v magnetickém poli. Značené apoptotické buňky zůstávají zachycené
v koloně. Kolonou protečou a dále se používají pouze spermie bez navázaných nanočástic
(živé spermie).
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4.1.5 Mikrofluidní separace spermií (MFSS)

Mikrofluidní separace spermií patří mezi nejnovější metody používané pro selekci sper-
mií. Při MFSS se využívají principy chemotaxe, termotaxe a fluidního toku. V klinikách
asistované reprodukce se nejčastěji používá pasivní systém mikrofluidní separace, kde je-
diným mechanismem separace je aktivní pohyb spermií. Tato metoda selekce spermií se
nejvíce blíží k mechanismu přirozeného výběru. Spermie se izolují laminárním prouděním,
které prochází kolem mikrobariér (Cho et al. 2003; Chung et al. 2006). Tyto bariéry napodo-
bují přirozené prostředí, kdy spermie putuje děložním čípkem, dutinou dělohy a vejcovody
(Koyama et al. 2006; Xie et al. 2010). Čip má dvě komory oddělené polykarbonátovým filtrem
o různých průměrech pórů, a to 8, 14 a 20 mm. Vzorek ejakulátu se napipetuje do vstupní
komory a následně se druhá komora naplní separačním médiem. Obě tekutiny se v čipu pod
mírným tlakem spojí. Jakmile dojde uvnitř čipu ke spojení obou toků tekutin, pohyblivé
spermie svým aktivním pohybem přechází do proudu média, zatímco nepohyblivé a mrtvé
spermie jsou unášeny ve svém původním proudu. Čip je 30 minut inkubován při 37 ◦C, poté
jsou z výstupního otvoru odsáty separované spermie. Nekvalitní spermie zůstávají v kanálku
(Zhang et al. 2011; Tasoglu et al. 2013a; Tasoglu et al. 2013b). Separované spermie mají lepší
morfologii, integrovanou DNA a více než dvojnásobnou životaschopnost a pohyblivost oproti
spermiím neseparovaným. Výhodou této separace je rychlé a šetrné zpracování ejakulátu bez
použití centrifugace.

4.1.6 Kombinace separačních metod

Uvedené metody, které se používají pro separaci spermií, lze také mezi sebou kombinovat,
což může zvýšit jejich separační účinek. Nejčastějšími kombinacemi, které se využívají jsou
GC+SU, SU+MACS, GC+MACS. Přílišná kombinace může i uškodit. Zvláště u pacientů
s patologickým spermiogramem mohou být spermie poměrně křehké a příliš mnoho kroků
může naopak kvalitu separovaného vzorku zhoršit.

4.2 Odběr a příprava oocytů pro in vitro oplození

Hormonální stimulace vyvolává tvorbu folikulů různé velikosti, které nejsou zcela syn-
chronní ve svém vývoji. Počet a maturační status oocytů determinuje stimulační protokol,
časování podání hCG (humánní choriový gonadotropin), interval mezi injekcí hCG a punkcí
vaječníků a samozřejmě individuální reakce každé pacientky (Tauwinklová 2000).

Odběr oocytů se obvykle provádí v krátkodobé celkové anestézii. Samotný odběr je pro-
váděn pomocí punkční jehly, která je vedena pomocí transvaginální sondy ultrazvuku. Vpich
je situován do klenby poševní. Postupně lékař vpichuje jehlu do jednotlivých folikulů a od-
sává jejich obsah s oocyty. Počet a kvalita odebraných oocytů se bezprostředně po výkonu
hodnotí v embryologické laboratoři. V době odběru se nachází oocyty ve třech maturačních
stadiích (SOP 003)(obr. 4.1).

• GV (Germinal Vesicle) – plně nezralý oocyt (se zárodečným váčkem). Zárodečný
váček je meioticky nezralý, uprostřed nebo na okraji ooplazmy je sférický, obsahuje
velké refraktilní jadérko (nucleolus).
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• M1 oocyt (metafáze I) - oocyt po rozpadu jádra (GVBD = germinal vesicle bre-
akdown). Zárodečný váček již není patrný, došlo k jeho rozpadu. Pólové tělísko (PB)
ještě není extrudované.

• M2 oocyt (metafáze II) - zralý, ovulační oocyt. Má vřeténko s chromozomy, vydělené
1. PB v perivitelinním prostoru. Zona pellucida (ZP) má dvě jasné vrstvy – vnější
porózní a vnitřní kompaktní. V tomto stadiu oocyt setrvává do doby oplození.

Pólové tělísko
(PB)

Zona pellucida (ZP)

Plazmaঞcká
membrána

Perivitelinní
prostor
(PP)

100 µm

Zárodečný
váček (GV)

100 µm

Rozpad zárodečného
váčku (GVBD)

100 µm

A

B

C

Obrázek 4.1: Stádia zrání: A - GV; B - M1 oocyt (metafáze I); C - M2 oocyt (metafáze II)
Autor obrázku: Miščíková 2016, Petr Tarant
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Během dozrávání probíhá v oocytu řada morfologických změn. Pod jeho povrchem vzrůstá
počet kortikálních granul bránících polyspermii, corona radiata nasedající v GV-stadiu těsně
na oolemu se postupně stahuje nad ZP, vazebná kapacita ZP pro spermie se zvyšuje a vrcholí
v M2-stadiu, kdy je oocyt připraven k fertilizaci (Sathananthan et al. 1993).

Příprava oocytů spočívá v odstranění kumulárních buněk tvořící coronu radiatu, aby se
zpřístupnil oocyt pro potřeby mikromanipulace. Odebrané oocyty se přenesou do připravené
kapky zahřátého denudačního média. Opakovaným nasáváním a vypuzováním se oocyty zbaví
části kumulárních buněk. Nakonec se oocyty přenesou do jamek a pomocí denudační pipety
se zbaví zbylých buněk corony radiaty. Po úplné denudaci se stanoví stupeň zralosti a oocyty
se umístí do kultivační misky s médiem. Zralé oocyty (M2) se umístí do jamek odděleně od
nezralých (GV, M1) a degenerovaných (SOP 003). Odstranění buněk kumulárního komplexu
je doporučeno provádět alespoň 2 hodiny po odběru oocytů (Worrilow et al. 2013). Oplození
oocytů musí proběhnout do 16 hodin od odběru.

4.3 In vitro oplození oocytů

Oplození oocytu se provádí na vyhřívané pracovní ploše inverzního ICSI mikroskopu po-
mocí mikromanipulátoru s použitím injektorů a mikromanipulačních jehel. Embryolog vybere
spermii s nejpřirozenějším tvarem a zachovalým nebo nejlepším pohybem. Oocyty jsou ve
stádiu M2 (Stricker 1999) a uvolňují se z tohoto stavu pouze tehdy, když jsou fertilizovány
spermiemi v procesu známém jako „aktivace oocytů“ (Jones 2007; Machaca 2007). Přítom-
nost spermie v cytoplazmě oocytu vyvolává vzestup intracelulárního vápníku (Ca2+) (Swann
1990), který nastartuje řadu dalších kroků jako exocytóza kortikálních granulí, blokace po-
lyspermie, vyloučení pólového tělíska, obnovení meiózy, tvorba prvojádra, iniciace prvního
mitotického rozdělení v nové zygotě a regulace genové exprese (Abassi & Foltz 1994; Swann
et al. 2004). Faktory spermií, které vyvolávají vzestup intracelulárního vápníku, nejsou stále
zcela objasněny (Yeste et al. 2015).

Holding
pipeta

Kumulární buňky

Oocyt
Spermie

ICSI pipeta

Pólové tělísko

Obrázek 4.2: ICSI - Intracytoplasmic Sperm Injection
Autor obrázku: Petr Tarant
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Těsně před oplozením oocytu proto musí dojít k narušení buněčné membrány vybrané
spermie, aby se po vpravení do oocytu začaly ze spermie uvolňovat faktory aktivující oocyt.
Vybraná a znehybněná spermie se nasaje do ICSI pipety od konce bičíku. K imobilizaci
spermie a jejímu narušení lze také využít laser (Ebner 2001). Oocyt se nastaví do zorného pole
a jemným tlakem se zafixuje do Holding pipety. Jemným tlakem se zavede ICSI pipeta pod
ZP i oolemu. Kontrolovaně se aspiruje cytoplasma, dokud nedojde k viditelnému prasknutí
oolemy. Cytoplasma spolu se spermií je injikována do oocytu (SOP 003) (obr. 4.2).

4.4 Kultivace embryí

Oplozené oocyty jsou kultivovány v médiu v miskách uložených v inkubátoru při 37 ◦C
a 5% CO2 (Trávník 1990). Délka kultivace je 2-6 dní. V případě kultivace do pátého nebo
šestého dne, kdy embrya dosahují stádia blastocysty, se jedná o tzv. prodlouženou kultivaci.
Prodloužení kultivace může pomoci k výběru vhodných embryí, protože abnormální a ne-
životaschopná embrya v průběhu in vitro kultivace svůj vývoj ukončí. V průběhu kultivace
jsou embrya pravidelně kontrolována a je hodnocen jejich vývoj (obr. 4.4). Pro kontrolu
vývoje lze použít tzv. Time-laps systém. Při běžném morfologickém hodnocení se embrya
vyjímají z inkubátoru a poté se zhodnotí pod mikroskopem. Výhodou systému Time-laps je
kontrola vývoje embryí ve standardním prostředí inkubátoru, tudíž za dodržení konstant-
ních podmínek (Kirkegaard et al. 2012). Nejčastěji používaným systémem je EmbryoScope.
Systémy umí posoudit po dvou dnech monitoringu, zda vývoj embrya do stádia blastocysty
probíhá řádně či nikoliv. K tomuto zhodnocení používá tři časové parametry – délku první
cytokineze, dobu mezi první cytokinezí a začátkem první mitózy a dobu mezi druhou a třetí
mitózou (Wong et al. 2010). Díky kontinuálnímu monitoringu se můžou u embryí odhalit
poruchy dělení a tato embrya se vyřazují. Kvalitní embrya jsou použita pro oplození ženy
(embryotransfer) nebo mohou být zamrazena (kryokonzervace).

V následujících podkapitolách týkajících se hodnocení embryí je uvedeno interní nastavení
IVF GENNET, které je popsáno v SOP 003. Existuje i další systém hodnocení embryí podle
postupu zavedeném v Saiz et al. (2017).

4.4.1 Kultivace embryí - Den 1

Hodnocení oplozených oocytů se provádí 16-22 hodin po ICSI. Hodnotí se, zda byly
oocyty úspěšně oplozené, a to na základě přítomnosti dvou prvojader (2PN) a dvou PB
v perivitelinním prostoru (PP) (tab. 4.1 a obr. 4.3). Zároveň se zjišťuje počet neoplozených,
degenerovaných a špatně oplozených oocytů (0PN, 1PN, 3PN-nPN, DEG) a ty se odstraní
(SOP 003).
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Tabulka 4.1: Vyhodnocení oplozených oocytů v den 1

Stádium Název Hodnocení

0PN Neoplozený oocyt V cytoplazmě oocytu není vidět žádný PN a v PP je 1
PB (známky zralého oocytu před oplozením).

1PN Aktivovaný (partenogenetický)
oocyt

Oocyt je abnormálně oplozený. V cytoplasmě je přítomno
pouze jedno PN a v PP je pouze jedno PB.

2PN Normálně oplozený oocyt V cytoplasmě jsou přítomna 2 PN a v PP jsou vydělena
2 PB.

3PN/4PN
- nPN

Triploidně/tetraploidně,
polyploidně oplozený oocyt.

Přítomnost 3/4PN – nPN v cytoplasmě. Jestliže se v PP
vyskytují 2 PB, pak se jedná o diandry.

DEG Zdegenerovaný oocyt Nehomogenní tmavá cytoplazma se známkami nebo bez
známek oplození.

Oddělení bičíku

Dekondenzace
hlavičky spermie

100 µm

Mužská a ženská
prvojádra

100 µm

A

B

Obrázek 4.3: Dekondenzace hlavičky spermie a tvorba prvojader
Autor obrázku: Miščíková 2016, Petr Tarant

4.4.2 Kultivace embryí - Den 2 a Den 3

Vyhodnocení kvality embryí se provádí pod stereolupou nebo se rychlost dělení embryí
sleduje pomocí permanentního monitoringu v EmbryoScopu. Hodnotí se rychlost dělení em-
brya a jeho kvalita. Po dvou dnech vývoje by mělo embryo ideálně obsahovat 4 blastomery a
po třech dnech 8 blastomer. V tabulce 4.2 je uveden kódový systém hodnocení, kdy se kom-
binují číslice a písmena. Při hodnocení kvality embryí se vychází z počtu buněk v závislosti
na dni kultivace, pravidelnosti ve velikosti buněk embrya a ze stupně fragmentace embrya
(SOP 003).

Nejkvalitnější jsou embrya označená jako Grade 1 (G1) a Grade 2 (G2), která se mohou
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transferovat již 3. den po oplození. Pokud se provádí prodloužená kultivace, přemístí se
embrya do média určeného pro kultivaci embryí do 120, eventuálně 144 hodin po oplození.
Další možností je kvalitní embrya zamrazit.

Embrya ohodnocená jako Grade 3 (G3) se kultivují do dalšího dne. Embrya Grade 4
(G4), která se zastaví ve vývoji, nebo degenerovaná embrya jsou odstraněna.

Tabulka 4.2: Hodnocení kvality embryí

Kód Počet blastomer Velikost buněk Stupeň fragmentace embrya

G1 2-4/ 6-8 Všechny stejně velké < 10 %
G2 2-4/ 6-8 Všechny stejně 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 embryí - Den 4

Čtvrtý den po oplození se hodnotí stupeň kompaktace moruly (tab. 4.3). U počáteční mo-
ruly jsou ještě viditelné blastomery, které se postupně začínají formovat do souvislé buněčné
hmoty. Plně kompaktní morula je tvořena blastomerami, které jsou k sobě těsně přilnuty
a jejich membrány nejsou patrné. Vyřazená jsou embrya, která čtvrtý den po oplození ne-
vykazují žádné známky kompaktace. U kompaktních morul se dále sleduje podíl blastomer,
morfologie a podíl buněčných fragmentů (Veeck et al. 2003).

Tabulka 4.3: Hodnocení moruly

Kód Název Hodnocení

M1 Morula Morula má od 14-16 buněk bez známek kompaktace (sply-
nutí buněk).

M2 Kompaktující morula Morula vykazuje různé stupně kompaktace, současně lze roz-
lišit i jednotlivé buňky.

M3 Zcela kompaktovaná morula Morula je bez výskytu samostatných buněk.
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4.4.4 Kultivace embryí - Den 5 a Den 6

Blastocysta se vyvíjí pátý a šestý den po oplození (tab. 4.4). Tvoří ji dva typy buněk,
tzv. trofektoderm a blastocoel, neboli vnitřní buněčná hmota uložená v dutině embrya. Při
hodnocení kvality blastocyst se sledují 4 parametry: stupeň expanze, hatching, vzhled vnitřní
buněčné masy a trofektoderm (Veeck et al. 2003).

Tabulka 4.4: Hodnocení blastocysty

Kód Název Hodnocení

BL1 Časná blastocysta Blastocoel vyplňuje méně jak 1/2 embrya.
BL2 Blastocysta Blastocoel vyplňuje 1/2 embrya.
BL3 Plná blastocysta Blastocoel vyplňuje více jak 1/2 embrya, podobné BL4, ale

ZP je stále silná.
BL4 Expandovaná blastocysta Blastocoel vyplňuje celé embryo, je zřetelný embryoblast a

trofoblast, ZP je značně ztenčena.
BL5 Hatchující blastocysta Stejné znaky jako BL4 ale část embrya protrhla ZP a vyces-

tovala ven.

U blastocysty BL3 až BL6 se hodnotí také kvalita embryoblastu (struktury, ze které
vznikne embryo) a trofoblastu (struktury, ze které vzniknou plodové obaly). Hodnocení se
kombinují, přičemž za kvalitní se považují embrya s hodnocením AA, AB, BA a BB (tab.
4.5).

Tabulka 4.5: Hodnocení embryoblastu a trofoblastu u blastocysty

Embryoblast Trofoblast

A Buňky těsně semknuté, mnoho
buněk

A Mnoho buněk formujících
ucelený epitel

B Buňky volně seskupené, několik
buněk

B Několik buněk formujících volně
seskupený epitel

C Velmi málo buněk C Velmi málo buněk

4.5 Transfer embryí (ET)

Embryotransferem (ET) se rozumí ambulantní výkon, kdy lékař s embryologem šetrně za-
vádí embryo v katetru přes děložní hrdlo do sliznice dutiny děložní. Před zavedením embrya
je možné využít speciální kultivační médium EmbryoGlue® (Vitrolife, Švédsko). Médium
zvyšuje přilnavosti embrya k endometriu, jelikož obsahuje vyšší koncentraci hyaluronanu
(HA). HA je glykosaminoglykan, který se vyskytuje v tělních tekutinách (v sekretu dutiny
děložní a vejcovodů) a v extracelulárním matrixu (Salustri et al. 1999). Vlivem HA se vý-
znamně podporuje proces apozice a adheze blastocysty (Turley a Moore 1984; Yanagishita
1994). K embryotransferu se vybírají embrya v nejvyšším stádiu embryonálního vývoje od-
povídající danému dni kultivace, v kategorii G1-G3+, u embryí do stádia BL2 a u vyšších
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stádií v kvalitě A až B. Zbylá kvalitní embrya jsou zpravidla zamrazena a mohou být pou-
žita při případném dalším cyklu. Kryoembryotransfer (KET) je cyklus, při kterém je použito
rozmrazené embryo.

4.6 Darování oocytů

Darovací program je zvažován zejména u žen s rizikem přenosu závažné geneticky podmí-
něné choroby, u žen s ovariálním selháním (např. stav po odstranění ovarií, u starších žen),
u žen s agenezí či dysgenezí ovarií a u žen, které měly nekvalitní oocyty nebo nekvalitní em-
brya v několika předchozích cyklech IVF. Ženy (příjemkyně) musí být mladší 39 let, musejí
být zdravé, aby zvládly zátěž gravidity a musejí mít kvalitní endometrium (Mardešić et al.
2013).

Dárkyněmi se mohou stát zdravé ženy ve věku od 18 do 35 let, které úspěšně absolvo-
valy potřebná vyšetření a jsou registrované v evidenci dárců center asistované reprodukce.
U dárkyň se zjišťuje, zda nemají pohlavně přenosné choroby (syphilis, HIV, CMV – cyto-
megalovirus, HCV – Hepatitis C Virus, HBsAg – Hepatitis B surface Antigen, chlamydie).
Provádějí se genetická vyšetření a ověřuje se karyotyp. V rámci rodinné anamnézy se zjišťuje,
jestli se u rodičů, sourozenců a potomků dárkyně nevyskytla závažná genetická malformace
či onemocnění (např. Huntingtonova nemoc, chromozomální abnormalita) a také závažná
psychiatrická onemocnění. Ženám se také zjišťuje krevní skupina a Rh faktor (Rob et al.
2008; Mardešić et al. 2013). Výběr dárkyně je anonymní a zajišťují ho koordinátorky daro-
vacího programu. Pro příjemkyni se vybírá typově vhodná dárkyně (s podobnou barvou očí,
vlasů, váhou, výškou).

U vybraného páru dárkyně/příjemkyně je pomocí hormonální léčby nastaven cyklus tak,
aby došlo k časové synchronizaci cyklů. Hormonální stimulací dárkyně dojde ke stimulaci
ovarií, při které je vyprodukován vysoký počet zralých folikulů. Příjemkyně užívá estrogeny
podle protokolu 10–50 dnů před „fresh“ ET, jejichž působením naroste sliznice endometria.
Poté, co se dárkyni odeberou oocyty a oplodní se spermiemi partnera, začne příjemkyně
užívat progesteron. K transferu embrya dochází v tzv. implantačním okénku, což je časový
interval od 2. do 6. dne podávání progesteronu. V tomto období je sliznice nejlépe připravena
k přijetí embrya.

4.7 Monitoring těhotenství

První těhotenský test se provádí z moči přibližně 14. den po embryotransferu. V případě
pozitivního výsledku se 15.–17. den provádí vyšetření hladiny hCG, estradiolu a progesteronu
z krve a současně se provádí i ultrazvukové vyšetření (UZ). Za pozitivní výsledek se považuje
hCG > 10 IU/l. Koncentrace hCG v dalším období stoupá.

Za klinickou graviditu se označuje stav, kdy je UZ prokázán gestační váček a přítomnost
srdeční akce v 6.–7. týdnu těhotenství. Biochemická gravidita je stav, kdy na počátku stoupla
hladina hCG, ale poté se zastavil vývoj embrya a nedošlo k UZ prokázání srdeční akce. Bio-
chemická gravidita končí menstruací. Pokud v průběhu těhotenství dojde k zastavení vývoje
plodu, pak dochází k abortu (potratu). Potraty se rozdělují na tři typy – samovolný potrat,
umělé přerušení těhotenství a ostatní potraty. Samovolný či přirozený potrat je spontánní
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vypuzení plodu z dělohy. Za umělé přerušení těhotenství (interrupci) se považují induko-
vané potraty. Do kategorie ostatní potraty spadá např. zamlklý potrat (missed abort), což
je situace, kdy plod odumře v děloze a není samovolně vyloučen (Koschin 2000).

Ukazatelé efektivity léčby metodami asistované reprodukce jsou především Pregnancy
rate (PR), Implantation rate (IR) a Take–home baby rate (THBR).

PR je podíl žen, které otěhotněly, ze všech žen, u nichž byl proveden embryotransfer.
Vždy platí, že po vnesení 2 a více embryí do dělohy bude pravděpodobnost otěhotnění ženy
vyšší než při vnesení pouze jednoho. Proto nelze porovnávat PR bez znalosti toho, kolik
embryí bylo v dané skupině sledovaných cyklů transferováno (Řežábek 2014).

IR je podíl počtu gestačních váčků viditelných UZ v děloze a počtu transferovaných
embryí. Je tedy parametrem automaticky zohledňujícím transfer vícero embryí. THBR je
nejkomplexnější ukazatel výsledku léčby neplodnosti, který zohledňuje i všechny těhotenské
ztráty až do porodu. Je to poměr narozených dětí ku celkovému počtu transferovaných
embryí. Stejně jako PR je THBR srovnatelný jen při stejném počtu transferovaných embryí.
Tento parametr významně závisí zejména na věku ženy. U darovacích cyklů bývá vyšší než
v případě cyklu s vlastními oocyty u stejně staré věkové skupiny žen (Řežábek 2014).

Metody asistované reprodukce umožňují získat kvalitní embryo v in vitro podmínkách.
Kvalita embryí je ovlivněna mnoha faktory a jedním z nich může být i kvalita spermií použi-
tých na oplození oocytů. Oocyty mladých žen jsou kvalitnější než oocyty starších pacientek
a vzniklé embryo by mělo mít vysokou šanci se ujmout. Nicméně to, zda dojde či nedojde
k těhotenství, ovlivňuje mnoho faktorů, mj. stav endometria či reakce imunitního systému
ženy.
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Obrázek 4.4: Vývoj embrya: A - 2-bun.; B - 4-bun.; C - 8-bun.; D - morula; E - blastocysta
Autor obrázku: Miščíková 2016, Petr Tarant

30



Kapitola 5

Metodika a materiál

5.1 Design experimentu

Experiment se skládal ze dvou částí. V první části (obr. 5.1 část A) byl ejakulát ode-
brán masturbací do označené sterilní nádobky v odběrových místnostech. V andrologické
laboratoři GENNET byl andrologem nejprve proveden spermiogram podle WHO 2010. Poté
byl ejakulát separován metodou gradientové centrifugace a následně byl použit na fertilizaci
oocytů získaných od dárkyň metodou ICSI. Po ukončení všech standardních procedur byl
předán nepotřebný zbytek ejakulátu a vzorek izolovaných spermií do imunologické laboratoře
GENNET, kde byly použity jako materiály k experimentální části této práce.

V imunologické laboratoři bylo provedeno cytometrické stanovení apoptózy obou vzorků.
Zároveň byl zamrazen vzorek ejakulátu na cytometrické stanovení fragmentace DNA, které
bylo provedeno později. Výsledky vývoje, kvality embryí a informace o proběhlém embry-
otransferu byly získány 3.–5. den po oplození v závislosti na použitém protokolu. Dále se
monitoroval průběh těhotenství prostřednictvím interního informačního systému. Vliv apo-
ptózy a fragmentace DNA spermií na kvalitu embryí a graviditu není na klinice GENNET
sledován, jelikož se tyto údaje nachází v několika oddělených informačních systémech. Jednou
z unikátnostní této práce je souhrná analýza těchto dat.

V druhé části experimentu (obr. 5.1 část B) se v andrologické laboratoři GENNET stano-
vil spermiogram a ejakulát byl předán do imunologické laboratoře GENNET, kde byl použit
jako materiál k této části experimentu. Cytometricky byla stanovena apoptóza spermií a pro-
vedena separace spermií. Separovalo se metodami gradientové centrifugace (GC), swim-up
(SU), magnetické separace spermií (MACS) a mikrofluidní separace spermií (MFSS). Po pro-
vedení jednotlivých separací se ve vzorku stanovila apoptóza spermií. V závěru se porovnala
účinnost separace.
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Obrázek 5.1: Design experimentu
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5.2. STATISTICKÉ VYHODNOCENÍ VÝSLEDKŮ

5.2 Statistické vyhodnocení výsledků

Získaná data byla převedena do MS Excel verze 16.22. Pro stanovení základních para-
metrů souborů byla využita procedura UNIVARIATE. Frekvence byly vypočteny za pomoci
procedury FREQ. Při výběru vhodného modelu hodnocení daných ukazatelů byla využita
procedura REG, metoda STEPWISE. Pro vlastní vyhodnocení významnosti efektů byla po-
užita procedura GLM, s následným detailním vyhodnocením pomocí Tukey-Kramerova testu
s použitím metody nulové hypotézy (tj. se soubory významně neliší). K rozhodnutí platnosti
nulové hypotézy byl použit 95% interval spolehlivosti (p < 0, 05). Rozdíly byly považovány
za signifikantní, pokud dosáhly p ≤ 0, 05.

5.3 Charakteristika souboru

Soubor tvořilo 43 párů s diagnózou primární či sekundární neplodnosti, které podstupo-
valy léčbu s darovanými oocyty. Všechny sledované cykly proběhly v IVF GENNET Archa
v období od června do listopadu 2018. Od všech párů byl získán informovaný souhlas s pro-
vedením cytometrického vyšetření spermií v den oplození oocytů a s možností využití klinic-
kých dat. Hodnocená data zahrnovala např. informace o počtu a kvalitě darovaných oocytů,
o kvalitě spermií i embryí, o průběhu a výsledku embryotransferu (potvrzení gravidity, abort
apod.).

5.3.1 Ženy

Soubor zahrnoval 43 žen. Průměrný věk pacientek byl 41,4 let (31–46 let). Věkové složení
souboru je uvedeno v grafu 2. Nejvíce žen bylo ve věkové skupině 40-44,9 let (48,8 %).
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Graf 2: Věkové zastoupení žen

V souboru bylo 53,5 % žen s primární neplodností a 46,6 % žen se sekundární neplodností.
Ženy se léčily s neplodností od 1 roku do 7 let, průměrná doba léčby neplodnosti byla
2,6 let. Během této doby podstoupily ženy 1 až 12 cyklů. V průměru bylo zjištěno 2,6 cyklů
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asistované reprodukce na pár. Pouze dvě ženy měly za sebou úspěšný porod. Soubor byl velmi
heterogenní z hlediska různých zdravotních komplikací. Nejčastějším zdravotním problémem
byla endometrióza, vyskytovala se také myomektomie, ovarektomie, polypektomie a cysty
ovarií.

5.3.2 Muži

Soubor zahrnoval 43 mužů. Průměrný věk mužů byl 41,0 let (29–63 let). Věkové složení
je uvedeno v grafu 3. Nejvíce mužů bylo ve věkové skupině < 39,9 let. Většina mužů byla
bez významných zdravotních komplikací (86 % mužů), ale někteří byli léčeni s varikokélou
či hydrokélou.
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Graf 3: Věkové zastoupení mužů

5.3.3 Dárkyně oocytů

Všechny oocyty byly darované od mladých zdravých žen ve věku 18-30 let. Odběr oocytů
byl proveden v den ICSI v IVF GENNET a na spolupracujících pracovištích. Transport
oocytů do IVF GENNET Archa byl zajištěn ve vhodných fyziologických podmínkách. Vzhle-
dem k nutnosti zachovat anonymitu dárkyň není možné zjistit o nich detailnější informace.

5.4 Embryologické metody

5.4.1 Spermiogram

Po obdržení nádobky s ejakulátem byl zkontrolován zrakem vzhled ejakulátu v odběrové
nádobce (barva a eventuální příměsi, bílé či žlutavé vločky). Před vlastním zpracováním bylo
zkontrolováno ztekucení tak, že se sterilní Pasteurovou pipetou nasálo asi 1 ml ejakulátu
a vytlačovalo se ven z pipety. Když ejakulát opouštěl pipetu v samostatných kapičkách,
byl vzorek ztekucený. Pokud ejakulát tvořil provazec delší než cca 2 cm, byl neztekucený.
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Nedošlo-li ke ztekucení, byl ejakulát naředěn mediem - Sperm Medium (Origio) (1:1) a celý
objem byl opakovaně nasáván a vytlačován z Pasteurovy pipety až do úplného ztekucení.
Po ztekucení ejakulátu (při pokojové teplotě) byl stanoven jeho objem pomocí Pasteurovy
pipety. Ejakulát byl promíchán a pak bylo odebráno 10 µl ejakulátu a naneseno na spodní
sklo Maklerovy komůrky. Komůrka se po naplnění kapkou ejakulátu nechala chvilku stát, aby
buněčné elementy sedimentovaly. Odečet koncentrace spermií byl prováděn pod 200násobným
zvětšením. V deseti čtverečcích buď v řadě nebo jen ve sloupci byl spočítán počet spermií
a vynásobil se 106, čímž se získal počet spermií v miliónu na jeden mililitr ejakulátu. Byly
počítány jen spolehlivě rozpoznatelné spermie.

Nejdříve byla hodnocena celková pohyblivost, tzn. že byly spočítány všechny spermie,
které se jakýmkoli způsobem pohybovaly v těch samých deseti čtverečcích, ve kterých byla
hodnocena koncentrace. Po vyhodnocení celkové motility v procentech z celkového počtu
spermií byla hodnocena progresivní pohyblivost. Počet motilních spermií (v mil/ml), byla
uvedena v kategoriích přímočaře motilních (a), progresivně motilních (b), motilních na místě
(c) a nemotilních (d). Jednotlivé kategorie motilních spermií byly uvedeny v %. Dále byla
stanovena morfologie spermií. Hodnotil se tvar hlavičky, krčku, střední části i bičíku. Počet
patologických spermií byl poté uveden v %. V ejakulátu mohou být zjištěny i kulaté buňky,
mezi které patří leukocyty a nezralé buňky (spermatocyty, spermatogonie). Počet kulatých
buněk byl počítán stejně jako koncentrace spermií a byl uveden v mil/ml.

5.4.2 Gradientová centrifugace (GC)

Ejakulát byl zpracován dle instrukcí v kitu SupraSperm® System 55%+80% gradients
(Origio), jako kultivační médium byl použito médium Sperm Medium (SM) (Origio). Do ste-
rilní 9 ml kónické zkumavky (Nunc) byl napipetován 1 ml SupraSperm 80% hustotního média
a to bylo převrstveno 1 ml SupraSperm o 55% hustotě.

HUSTOTNÍ GRADIENT
55%

80%

Vzorek
ejakulátu

Centrifugace 20 minut/300 g

Seminální
tekutina

Leukocyty,
debris

Nemotilní
spermie

Živé motilní
spermie

Obrázek 5.2: Metoda gradientové centrifugace
Autor obrázku: Petr Tarant
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Na takto připravený gradient byl napipetován 1 ml ztekuceného ejakulátu a centrifugo-
valo se při 300 x g po dobu 20 min. Po centrifugaci byla odstraněna pomocí skleněné sterilní
Pasteurovy pipety ze dna zkumavky peleta a přenesena do sterilní 5ml zkumavky. K peletě
bylo přidáno 0,5 ml SM a centrifugovalo se 250-350 x g/10 min. Po centrifugaci byl odstraněn
supernatant, přidalo se 0,5 ml SM a vzorek byl promíchán (obr. 5.2).

5.4.3 Swim-up (SU)

Při metodě swim-up bylo jako kultivační médium použito médium Sperm Medium (Ori-
gio). Do 10ml plastové zkumavky s kulatým dnem bylo napipetováno 2 ml SM, pod nějž
byl opatrně pipetou navrstven 1 ml zkapalněného ejakulátu tak, aby se jednotlivé fáze ne-
promísily. Zkumavka byla vložena do stojanu pod úhlem 45◦ a na 60 minut se umístila do
inkubátoru (při 37 ◦C). Úhel sklonu zkumavky sloužil ke zvětšení styčné plochy ejakulátu
s kultivačním médiem (obr. 5.3). Poté byla vrchní zkalená vrstva (0,5 ml) s vycestovanými
spermiemi odpipetována do nové zkumavky.

Sperm wash
medium

Inkubace pod úhlem 45° po dobu 60 minut 

Liquefied
semen

sample

Viable spermatozoa
swim-up through medium

Nonviable spermatozoa
remain in semen layer

Obrázek 5.3: Swim-up metoda separace spermií
Autor obrázku: Petr Tarant

5.4.4 Magnetická separace apoptotických spermií (MACS)

Pro separaci MACS byl použit 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 skládala ze tří kroků (obr. 5.4).
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MAGNET

Annexin V

Obrázek 5.4: Metoda magnetická separace apoptotických spermií (MACS)
Autor obrázku: Petr Tarant

Příprava buněk před magnetickou separací

Nejprve byl napipetován 1 ml vzorku zkapalněného ejakulátu do kónické zkumavky a po-
malu byl naředěn 2 ml MACS ART Binding pufru. Suspenze byla centrifugována 4 minuty
při 300 x g. Supernatant byl zcela odstaněn a peleta byla resuspendována ve 100 µl roztoku
MACS ART Annexin V Reagent. Suspenze byla doplněna roztokem MACS ART Binding
pufru do konečného objemu 500 µl. Takto připravená suspenze byla jemně a důkladně ho-
mogenizována a inkubována 15 minut při pokojové teplotě. Po inkubaci byl vzorek připraven
k magnetické separaci.

Magnetická separace

Na kovový stojan (MACS MultiStand) byla připevněna separační jednotka (MACS ART
Separation Unit). Byla připravena magnetická separační kolona (MACS ART MS Column) a
vložila se do separační jednoty („křidélky“ na koloně směrem dopředu). Pod separační kolonu
byla umístěna zkumavka pro sběr oplachovacího roztoku. Byl proveden proplach separační
kolony pomocí 1 000 µl MACS ART Binding pufru. Po přidání roztoku do sloupce bylo nutné
počkat, dokud se nevyprázdní.

Po odkapání média byla zkumavka pod separační kolonou vyměněna za čistou zkumavku.
Do separační kolony bylo napipetováno 500 µl připraveného vzorku a nechal se protéci ko-
lonou. Tato frakce obsahovala cílové buňky. MACS ART Binding pufr obsahuje vápenaté
ionty, které mohou aktivovat oocyty, proto museli být spermie od tohoto média odděleny.
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Promytí vzorku

Buněčná suspenze byla centrifugována 4 minuty při 300 x g, supernatant byl kompletně
odpipetován. Supernatant byl finálně naředěn v 0,5 ml SM.

5.4.5 Mikrofluidní separace spermií (MFSS)

Separace pomocí MFSS byla provedena podle instrukcí uvedených v kitu FERTILE
PLUS® Microfluidic Sperm Sorting Chip (KOEK Biotechnology) a jako separační médium
bylo použito Sperm Medium (Origio). Inzulínovou stříkačkou bylo nasáto 850 µl zkapal-
něného ejakulátu. Stříkačka byla ve vertikální poloze opatrně vložena do vstupního otvoru
(Inlet Hole) a pod mírným plynulým tlakem byl naplněn čip. Bylo třeba plnit čip opatrně,
aby se pod membránou netvořily bubliny. Po naplnění čipu ejakulátem bylo novou inzulíno-
vou stříkačkou nasáto 750 µl SM a stejným způsobem bylo aplikováno do výstupního otvoru
(Outlet Hole). Čip byl na 30 minut vložen do inkubátoru (při 37 ◦C). Po inkubaci bylo novou
stříkačkou odsáto médium s vyizolovanými spermiemi z výstupního otvoru (obr. 5.5).

Vstupní otvor
(Inlet Hole)

Výstupní otvor
(Outlet Hole)

Membrána

Ejakulát

Obrázek 5.5: Metoda Microfluidic Sperm Sorting (MFSS)
Autor obrázku: Petr Tarant

5.5 Cytometrické metody

Pro analýzu spermií byl použit průtokový cytometr NAVIOS Beckman Coulter. Přístroj
současně měří přímý rozptyl, boční rozptyl a až deset fluorescenčních barviv pomocí tří
polovodičových laserů při vlnových délkách 488 nm, 638 nm a 405 nm. Přístroj umožňuje
provádět víceparametrovou analýzu jednotlivých buněk. Při použití reagencie obsahující pro-
pidium jodid dochází k zachycení signálu o vlnové délce 623 nm, u FITC při vlnové délce
520 nm.

5.5.1 Stanovení apoptózy spermií

Ejakulát byl zpracován podle instrukcí uvedených v kitu ApoFlowEx® FITC kit (Exbio
Praha). Pro analýzu bylo připraveno 25 µl promíchaného ejakulátu a 1 ml PBS do cyto-
metrické zkumavky. Zkumavka byla centrifugována 5 minut při 150 x g a pokojové teplotě.
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Supernatant byl ostraněn a k sedimentu byl přidán 1 ml PBS. Vzorek byl promíchán špičkou
a centrifugován 5 minut při 150 x g. Celé promytí bylo znovu opakováno. Po odstranění
supernatantu bylo k sedimentu přidáno 1 ml naředěného Annexin V Binding pufru. Byla
označena nová cytometrická zkumavka a napipetovalo se do ní 5 µl Annexin V–FITC a 5 µl
propidium jodidu. Do nové zkumavky bylo přidáno 100 µl naředěného vzorku a promíchalo
se. Vzorek byl inkubován 15 minut za nepřístupu světla. Poté bylo přidáno 100 µl Annexin
V Binding pufru. Vzorek byl změřen na průtokovém cytometru Navios Beckman Coulter a
hodnocení naměřených dat bylo provedeno v softwaru Kaluza, verze 1.5.

Obarvený vzorek spermií byl vložen do přístroje. Po změření 10 000 událostí (events)
byly výsledky zobrazeny v grafu side-scatter (SSC) versus forward-scater (FSC). Dále byly
vybrány spermie z ohraničené populace intaktních buněk (bez debris). Tyto vybrané spermie
byly zobrazeny v diagramu Annexin V FITC (FL1) vs PI (FL4) a byly rozdělené na tři
části (obr. 5.6). Apoptotické spermie vykazovaly intenzivní fluorescenci v kanálu pro FITC.
V ApoFlow Ex kitu není k dispozici pozitivní ani negativní kontrola, ale nastavení bylo
provedeno pomocí vysoce kvalitních vzorků a vzorků, u nichž byla vyvolaná apoptóza.

POZDNĚ APOPTOTICKÉ A NEKROTICKÉ

SPERMIE

ČASNĚ APOPTOTICKÉ

SPERMIE

ŽIVÉ SPERMIE

Obrázek 5.6: Reprezentativní graf z analýzy stanovení živých, apoptotických a mrtvých sper-
mií pomocí Annexin V/ PI assay

5.5.2 Stanovení fragmentace DNA spermií (TUNEL)

Pro stanovení počtu spermií s fragmentovanou DNA metodou TUNEL byl použit kit
Apo DirectTM (Phoenix Flow Systems). Rozmrazený ejakulát byl centrifugován v 1 ml PBS
5 minut při 150 x g a pokojové teplotě. Supernatant byl ostraněn a k sedimentu byl při-
dán 1 ml vychlazeného permeabilizačního roztoku Intracellular Staining Perm Wash Buffer
(BioLegend). Vzorek byl inkubován 30-45 minut v lednici na ledové podložce. Poté byl cent-
rifugován 5 minut při 150 x g a pokojové teplotě. Byl odstraněn supernatant a k sedimentu
byl přidán 1 ml PBS. Vzorek byl promíchán špičkou a znovu centrifugován 5 minut při 150 x
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g. Celé promytí bylo ještě jednou opakováno. Následně bylo k sedimentu přidáno 1 ml ledo-
vého 70% etanolu a vzorek byl inkubován v lednici na ledové podložce přibližně 30 minut. Po
inkubaci byl vzorek centrifugován 10 minut při 3 000 x g a pokojové teplotě. Po odstranění
supernatantu byl přidán 1 ml promývacího pufru (Wash Buffer) a vzorek byl promíchán na
vortexu. Centrifugovalo se 10 min při 3 000 x g a pokojové teplotě. Ze vzorku byl odstra-
něn supernatant a přidal se 1 ml promývacího pufru. Vzorek byl promíchán na vortexu a
centrifugoval se 5 minut při 300 x g a pokojové teplotě.

Stimulační směs reagencií byla následně připravena podle tabulky:

Na 1 vzorek

Reaction buffer 10,0 µl
TdT Enzym 0,8 µl
FITC dUTP 8,0 µl
Destilovaná voda 32,3 µl

Supernatant byl ostraněn a k sedimentu bylo přidáno 50 µl připravené směsi reagencií.
Vzorek byl vložen do vyhřátého bloku o teplotě 37 ◦C a inkubován 60 minut, přičemž každých
15 minut byla provedena jejich homogenizace. Po inkubaci byl přidán 1 ml proplachovacího
pufru (Rinse Buffer) a vzorek byl promíchán na vortexu. Následovala centrifugace 5 minut
při 300 x g a pokojové teplotě. Supernatant byl ostraněn a poté byl přidán 1 ml proplacho-
vacího pufru. Vzorek byl centrifugován 5 minut při 300 x g a pokojové teplotě. Po ostranění
supernatantu byl k sedimentu přidán 0,5 ml propidium jodidu a vzorek byl inkubován 5
minut za nepřístupu světla. Vzorek byl změřen na průtokovém cytometru Navios Beckman
Coulter a hodnocenení naměřených dat bylo provedeno v softwaru Kaluza, verze 1.5.

Obarvený vzorek spermií byl vložen do přístroje. Po změření 10 000 událostí (events)
byly výsledky zobrazeny v grafu side-scatter (SSC) versus forward-scater (FSC). Z tohoto
zobrazení byly na základě velikosti a granularity vyloučeny rozpadlé buňky, debris a pří-
padně shluky buněk. Výsledkem byl histogram (osa x - intenzita fluorescence PI), kde byly
ohraničeny haploidní buňky – spermie. V dalším grafu byly zobrazeny pouze haploidní sper-
mie. Na ose x byla vynesena hodnota FL4-PI (peak) a na ose y hodnota dUTP FITC (obr.
5.7). Pomocí negativní kontroly (vzorek bez TdT) a pozitivní kontroly (pacient s vysokou
fragmentací DNA zjištěnou metodou Halosperm) bylo nastaveno rozhraní pro pozitivitu.

SPERMIE S
FRAGMENTACÍ DNA

SPERMIE BEZ 
FRAGMENTACE DNA

Obrázek 5.7: Reprezentativní graf z analýzy stanovení fragmentace DNA TUNEL
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Kapitola 6

Výsledky

6.1 Základní vyšetření ejakulátu

6.1.1 Vyšetření spermiogramu

V IVF laboratoři GENNET Archa bylo provedeno vyšetření spermiogramu podle po-
stupu v SOP 001. V souboru bylo 34 normozoospermiků a 10 mužů s patologickým spermi-
ogramem (graf 4). Mezi muži s patologickým spermiogramem byli 2 astenozoospermici (A),
1 oligozoospermik (O), 1 teratozoospermik (T), 2 oligoteratozoospermici (OT), 1 astenotera-
tozoospermik (AT) a 3 oligoastenoteratozoospermici (OAT). Výskyt jednotlivých patologií
je uveden v grafu 4.

Normozoospermici

Patologické spermiogramy

-  oligoastenoteratozoospermici 
-  oligoteratozoospermici
-  astenozoospermici
-  astenoteratozoospermik
-  teratozoospermik
-  oligozoospermik

OAT
OT

A
AT

T
O

(6,8%)
(4,5%)
(4,5%)
(2,3%)
(2,3%)
(2,3%)

22,7%

77,3%

Graf 4: Výsledky spermiogramů

6.1.2 Stanovení apoptózy spermií

V imunologické laboratoři bylo ze stejného vzorku ejakulátu provedeno cytometrické
vyšetření procenta živých, časně apoptotických a pozdně apoptotických + mrtvých spermií
podle postupu viz kap. 5.5.1.

Průměrný počet živých spermií byl 53,9 % (od 8,7 % do 81 %). Na základě hodnoty
% živých spermií byly vzorky rozdělené na skupinu ApoLow s nízkým zastoupením apopto-
tických spermií (> 50 % živých spermií) a ApoHigh s vysokým zastoupením apoptotických
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spermií (< 50 % živých spermií). ApoLow tedy reprezentuje skupinu s fyziologickým zastou-
pením apoptotických spermií a ApoHigh s patologicky zvýšeným zastoupením apoptotických
spermií.

V grafu 5 je uvedeno průměrné procento živých spermií ve třech věkových skupinách.
Průměrné % živých spermií v ejakulátu klesá s rostoucím věkem mužů a tento pokles je
statisticky signifikantní (r = −0, 326, p = 0, 03). U mužů starších 45 let je již průměrné
% živých spermií na hranici hodnoty pro normu. Zajímavé je, že s věkem nekoreloval žádný
z parametrů spermiogramu.
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Graf 5: Průměrné procentuální zastoupení živých spermií v různých věkových skupinách

Vyšší zastoupení apoptotických spermií (vzorky ApoHigh) se vyskytovalo nejen u paci-
entů s patologickým spermiogramem (u 90,0 %), ale i v poměrně vysokém počtu u normo-
zoospermiků (21,2 %), jak vyplývá z grafu 6.
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Graf 6: Zastoupení vzorků s nízkým (ApoLow) a vysokým (ApoHigh) počtem apoptotických
spermií u normozoospermiků a pacientů s patologickým spermiogramem

Procentuální zastoupení živých spermií statisticky významně pozitivně koreluje s kon-
centrací spermií, celkovým počtem spermií, % pohyblivých spermií a statisticky významně
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negativně koreluje s % morfologicky abnormálních spermií (tab. 6.1).

Tabulka 6.1: Korelace % živých spermií v ejakulátu s parametry spermiogramu

Počet
vzorků

% živých
spermií v
ejakulátu

Statistická
průkaznost

Hodnota r Hodnota p

Koncentrace spermií v ejakulátu (10e6/ml) 43 0,552 < 0,001
Celkový počet spermií v ejakulátu (10e6) 43 0,344 0,023
Koncentrace kulatých buněk (10e6/ml) 43 -0,185 NS
Objem (ml) 43 -0,154 NS
Počet progres. pohyblivých sp. (%) 43 0,383 0,011
Počet morfolog. abnorm sp. (%) 43 -0,668 < 0,001

NS – statisticky neprůkazný rozdíl, p > 0, 05.

6.1.3 Stanovení fragmentace DNA spermií

Vzorky ejakulátu byly zamrazeny pro pozdější stanovení fragmentace DNA ve spermiích.
Stanovení bylo provedeno cytometricky pomocí metody TUNEL podle postupu viz kap. 5.5.2.
Průměrný počet spermií s fragmentací DNA v souboru pacientů byl 18,2 % (od 2,5 % do
46,7 %). Fyziologický počet spermií s fragmentací DNA mělo 69,8 % pacientů, vyšší počet
spermií s fragmentací DNA mělo 30,2 % pacientů. Vzorky byly rozdělené do dvou skupin
na základě hodnoty fragmentace DNA. Skupina FragLow měla fyziologický počet spermií s
fragmentovanou DNA (méně než 20 %). Skupina FragHigh měla patologicky zvýšený počet
spermií s fragmentací DNA (více než 20 %).

V grafu 7 je uveden průměrný počet spermií s fragmentací DNA ve třech věkových skupi-
nách. Nejvyšší průměrná hodnota počtu spermií s fragmentací DNA byla zjištěna u nejstar-
ších mužů nad 45 let, rozdíly mezi věkovými skupinami nebyly statisticky průkazné. Hodnoty
fragmentace DNA nekorelovaly s věkem mužů (r = 0, 143, p = 0, 359).
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Graf 7: Průměrný počet spermií s fragmentací DNA v různých věkových skupinách
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U 3/10 pacientů (30,0 %) s patologickým spermiogramem a u 10/33 (30,3 %) normo-
zoospermiků se vyskytovaly vyšší hodnoty fragmentace DNA. U pacientů s patologickým
spermiogramem bylo v průměru 19,3 % spermií s fragmentací DNA, zatímco u normozo-
ospermiků 17,9 % spermií s fragmentací DNA.

6.1.4 Porovnání skupin ApoLow a ApoHigh

Stanovení apoptotických spermií v ejakulátu je méně častou diagnostickou metodou než
stanovení fragmentace DNA. Výhodou metody je velmi rychlé provedení, což umožňuje test
provádět z čerstvého ejakulátu. Metoda stanovení fragmentace DNA je časově náročná a pro-
vádí se proto ze zamrazeného ejakulátu.

Za významný výsledek je považována statisticky průkazná závislost fragmentace DNA
na % apoptotických spermií (r = 0, 423, p < 0, 01). Čím vyšší je zastoupení apoptotických
spermií ve vzorku, tím vyšší je riziko, že pacient bude mít vyšší fragmentaci DNA (graf 8).
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Graf 8: Závislost počtu spermií s fragmentací DNA na počtu apoptotických spermií

U skupin ApoHigh a ApoLow byly statisticky porovnány hodnoty spermiogramu a cyto-
metrických vyšetření. V tabulce 6.2 jsou uvedené průměrné hodnoty % živých spermií,
% spermií s fragmentací DNA, koncentrace spermií, celkového počtu spermií, % pohyblivých
spermií, % morfologicky abnormálních spermií, objemu a počtu kulatých buněk. U ApoLow
skupiny byly zjištěny statisticky významně vyšší hodnoty koncentrace spermií, celkového
počtu spermií, % progresivně pohyblivých spermií a % živých spermií. Statisticky významně
nižší hodnoty byly u % morfologicky abnormálních spermií a % spermií s fragmentací DNA.
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Tabulka 6.2: Porovnání hodnot spermiogramu a cytometrického vyšetření spermií u skupin
s nízkým (ApoLow) a vysokým (ApoHigh) zastoupením spermií v ejakulátu

ApoLow ApoHigh Statistická
průkaznost

N = 27 N = 16 Hodnota p

Koncentrace spermií v ejakulátu (10e6/ml) 72,2 32,8 < 0,001
Celkový počet spermií v ejakulátu (10e6) 214,9 137,7 < 0,001
Koncentrace kulatých buněk (10e6/ml) 0,8 1,3 NS
Objem (ml) 3,2 3,7 NS
Počet progres. pohyblivých sp. (%) 54,5 39,4 < 0,001
Počet morfolog. abnorm sp. (%) 81,5 91,9 < 0,001
Počet živých spermií v ejakulátu (%) 63,7 37,3 < 0,001
Počet spermií s fragmentací DNA (%) 14,3 23,6 < 0,001

NS – statisticky neprůkazný rozdíl, p > 0, 05

Závěry základního vyšetření ejakulátu

• Průměrné % živých spermií v ejakulátu klesá s rostoucím věkem mužů a pokles je
statisticky signifikantní na rozdíl od parametrů spermiogramu nebo fragmentace DNA.

• Procento živých spermií statisticky významně pozitivně koreluje s koncentrací spermií,
celkovým počtem spermií, % progresivně pohyblivých spermií a statisticky významně
negativně koreluje s % morfologicky abnormálních spermií.

• Vyšší hodnoty fragmentace DNA ve spermiích se vyskytovaly u 30,2 % pacientů.

• Stanovení % apoptotických spermií v ejakulátu statisticky signifikantně koreluje s % sper-
mií s fragmentací DNA.

• U ApoLow skupiny byly zjištěny statisticky významně vyšší hodnoty koncentrace sper-
mií, celkového počtu spermií, % progresivně pohyblivých spermií a % živých spermií
než u skupiny ApoHigh. Statisticky nižší hodnoty byly zjištěny u % morfologicky ab-
normálních spermií a % spermií s fragmentací DNA.

6.2 Vliv gradientové centrifugace (GC) na kvalitu spermií

U pacientů bylo cytometricky vyšetřeno % živých spermií také po gradientové centrifugaci
(GC) před použitím spermií na ICSI. Cílem této části práce bylo ověřit % živých spermií ve
vzorku použitém k oplození oocytů a zjistit, jak účinné je separování živých spermií pomocí
GC. Předpokládá se, že při gradientové separaci dochází k odstranění mrtvých spermií a ke
zvýšení % živých spermií ve vzorku.
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Separace pomocí GC byla provedena v embryologické laboratoři, stanovení % živých sper-
mií bylo provedeno v imunologické laboratoři. Vzorek spermií byl do imunologické laboratoře
dodán ihned po oplození oocytů.

Soubor zahrnoval 36 pacientů. V grafu 9 jsou uvedené naměřené hodnoty % živých spermií
v ejakulátu před separací a po GC separaci. Za stejné hodnoty byly považovány ty, u kterých
se % spermií změnilo maximálně o 5 %). U 31 pacientů (86,1 %) došlo ke zvýšení % živých
spermií po separaci, naopak u 4 pacientů (11,1 %) došlo k poklesu a u 1 pacienta (2,8 %)
bylo zastoupení živých spermií stejné. Průměrný nárůst % živých spermií po GC separaci
byl 19,5 %.
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Graf 9: Procento živých spermií před a po separaci gradientovou centrifugací

Po GC separaci výrazně klesá % pozdně apoptotických a nekrotických spermií (graf 10).
Jejich zastoupení po GC se snížilo v průměru o 14,7 %. U 29 pacientů (80,5 %) došlo k poklesu
% pozdně apoptotických a nekrotických spermií po separaci, naopak u 4 pacientů (11,1 %)
došlo ke zvýšení a u 3 pacientů (8,3 %) bylo zastoupení stejné.
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Graf 10: Procento pozdně apoptotických spermií před/po separaci gradientovou centrifugací
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Po gradientové centrifugaci kleslo procentuální zastoupení časně apoptotických spermií
v průměru jen o 4,7 % (graf 11). Za stejnou byla považována změna o méně než 1,0 %.
U 31 pacientů (86,1%) došlo k poklesu % časně apoptotických spermií po separaci, nao-
pak u 2 pacientů (5,5 %) došlo ke zvýšení a u 3 pacientů (8,3 %) bylo zastoupení časně
apoptotických spermií stejné před a po separaci.
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Graf 11: Procento časně apoptotických spermií před a po separaci gradientovou centrifugací

V tabulce 6.3 je zhodnocena korelace mezi % živých spermií po gradientové centrifu-
gaci a parametry spermiogramu nebo cytometrického vyšetření ejakulátu. Procento živých
spermií po GC statisticky průkazně pozitivně koreluje s koncentrací spermií v ejakulátu,
s % živých spermií v ejakulátu a s % progresivně pohyblivých spermií v ejakulátu. Sta-
tisticky průkazná je negativní korelace mezi % živých spermií po GC a % morfologicky
abnormálních spermií v ejakulátu. Tedy čím kvalitnější je ejakulát, tím vyšší je koncentrace
spermií po gradientové centrifugaci.

Tabulka 6.3: Korelace mezi % živých spermií po GC a parametry spermiogramu a hodnotami
cytometrického vyšetření ejakulátu

Počet
vzorků

% živých
spermií po GC

Statistická
průkaznost

N = 27 Hodnota r Hodnota p

Koncentrace spermií v ejakulátu (10e6/ml) 36 0,445 < 0,001
Celkový počet spermií v ejakulátu (10e6) 36 0,106 NS
Koncentrace kulatých buněk (10e6/ml) 36 -0,099 NS
Objem (ml) 36 -0,101 NS
Počet progres. pohyblivých sp. (%) 36 0,554 < 0,001
Počet morfolog. abnorm sp. (%) 36 -0,617 < 0,001
Počet živých spermií v ejakulátu (%) 36 0,592 < 0,001
Počet spermií s fragmentací DNA (%) 36 -0,312 NS

NS – statisticky neprůkazný rozdíl, p > 0, 05
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Cílem experimentu bylo zjistit, u kterých skupin pacientů není GC separace dostatečně
účinná a snižuje % živých spermií ve vzorku. V tabulce 6.4 jsou porovnány průměrné hodnoty
% živých spermií před a po GC separaci u skupin pacientů ApoLow ( < 50 % apoptotických
spermií v ejakulátu) a Apo High ( > 50 % apoptotických spermií v ejakulátu) resp. u skupin
pacientů s normálním a patologickým ejakulátem.

Tabulka 6.4: Porovnání průměrného % živých spermií v ejakulátu a vzorku po gradientové
separaci u pacientů ze skupin ApoLow, ApoHigh, normozoospermiků a pacientů s patologic-
kým ejakulátem

Průměrné %
živých sp.
před GC

Průměrné
% živých
sp. po GC

Průměrné
zvýšení %
živých
spermií

Počet
neúspěšných

GC

Všichni 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
(n = 10)

40,3 52,1 11,8 3

Ve skupině ApoLow byla průměrná hodnota 63,3 % živých spermií v ejakulátu a 79,2 %
po separaci. Průměrné zvýšení bylo 15,9 %. K nárůstu % živých spermií po GC došlo u
19/20 pacientů. U ApoHigh skupiny byla průměrná hodnota živých spermií v ejakulátu
37,3 % a po separaci 61,3 %. Průměrné zvýšení bylo 24,0 %. K nárůstu % živých spermií
došlo u 13/16 pacientů, u 3 pacientů však došlo k poklesu % živých spermií ve vzorku po
GC separaci. Gradientová centrifugace tedy velmi dobře separuje živé spermie u pacientů
s vyšším % živých spermií v ejakulátu. U vzorků s nižším % živých spermií může působit
negativně.

U normozoospermiků byla průměrná hodnota živých spermií v ejakulátu 56,1 % a po
separaci 78,6 %. Průměrný nárůst byl 22,5 %. K nárůstu % živých spermií došlo u 25/26
pacientů. U pacientů s patologickým spermiogramem byla průměrná hodnota živých spermií
v ejakulátu 40,3 % a po separaci 52,1 %. Průměrný nárůst byl 11,8 %. U 3/10 pacientů však
došlo k poklesu % živých spermií ve vzorku po GC separaci. Gradientová centrifugace je
vhodnější metodou pro normozoospermiky, u pacientů s patologickým spermiogramem může
působit negativně. Koncentrace spermií po GC separaci a % živých spermií po GC signi-
fikantně korelují s % živých spermií v ejakulátu (tab. 6.5). Tedy čím vyšší je koncentrace
spermií v ejakulátu, tím vyšší lze očekávat koncentraci spermií a % živých spermií v separo-
vaném vzorku.
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Tabulka 6.5: Korelace % živých spermií v ejakulátu s koncentrací spermií a % živých spermií
po gradientové centrifugaci

Počet vzorků % živých spermií
v ejakulátu

Statistická
průkaznost

N = 27 Hodnota r Hodnota p

Koncentrace sp. po GC (10e6/ml) 36 0,646 < 0,001
Počet živých sp. po GC (%) 36 0,594 < 0,001

Závěry hodnocení kvality spermií po gradientové centrifugaci

• Po separaci GC došlo ke zvýšení % živých spermií u 86,1 % vzorků. Po GC klesá
zejména % pozdně apoptotických a nekrotických spermií. Pokles % časně apoptotických
spermií je nízký.

• Čím vyšší je kvalita ejakulátu, tím vyšší je % živých spermií po GC. Procento živých
spermií po GC statisticky průkazně pozitivně koreluje s koncentrací spermií v ejakulátu,
s % živých spermií v ejakulátu a s % progresivně pohyblivých spermií v ejakulátu.
Statisticky negativně koreluje s % morfologicky abnormálních spermií.

• Na základě znalosti % živých spermií v ejakulátu lze odhadnout výsledek GC. Čím
nižší je % živých spermií v ejakulátu, tím nižší je i koncentrace % živých spermií po
GC. Tato korelace je statisticky průkazná. Gradientová centrifugace je méně vhodnou
metodou pro pacienty s patologickým spermiogramem nebo pro ejakulát s nízkým
% živých spermií. Po GC došlo k poklesu % živých spermií u 4 pacientů.

6.3 Porovnání separačních metod a jejich vliv na počet živých
spermií

V kapitole 6.2 bylo zjištěno, že u některých pacientů s nízkým % živých spermií v eja-
kulátu nebo s patologickým spermiogramem dochází po GC k poklesu % živých spermií.
K separaci kvalitních spermií je možné použít i jiné metody než GC. Experimentálně byla
porovnána separace spermií pomocí GC, SU, MACS a MFSS. Zastoupení živých a apopto-
tických spermií bylo změřeno v ejakulátu a ve vzorku získaném po různých typech separací
spermií. Cílem bylo zjistit, který separační postup bude pro rizikové vzorky vhodnější, tj. po
které metodě dojde ke zvýšení % živých spermií.

Původně bylo cílem porovnat i hodnoty fragmentace DNA, ale nakonec se nepodařilo pro-
vést toto vyšetření u všech vzorků. V experimentech byly použity většinou vzorky s nízkou
kvalitou ejakulátu, které měly nízkou koncentraci spermií nebo nižší % živých spermií. U ně-
kterých vzorků nebylo k dispozici dostatek ejakulátu nebo bylo málo spermií pro stanovení
fragmentace DNA ve vzorcích získaných po separaci.
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6.3.1 Porovnání metod SU a GC

V této části studie byly porovnány tradiční separační metody – gradientová centrifugace
a swim-up metoda. Separace spermií byla provedena podle postupů viz kap. 5.4.2 a 5.4.3.

Do experimentu bylo zařazeno 8 pacientů, u kterých byl proveden spermiogram, a poté
bylo stanoveno % živých spermií. V souboru byly 4 normozoospermici a 4 pacienti s patologic-
kým spermiogramem. Pouze 2 pacienti měli nižší % živých spermií v ejakulátu (<50 % živých
spermií). Výsledky % živých spermií po obou separacích jsou uvedeny v tabulce 6.6.

Tabulka 6.6: Porovnání GC a SU separací - charakteristika souboru a změny % živých spermií
po separacích GC a SU

SPG % živých
sp. v

ejakulátu

% živých
sp. po
GC

% živých
sp. po
SU

Nárůst/
pokles %
živých sp.
po GC

Nárůst/
pokles %
živých sp.
po SU

Pacient č.1 OAT 37,7 12,7 19,3 -24,9 -18,3
Pacient č.2 O 39,1 25,9 20,1 -13,2 -18,9
Pacient č.3 OA 57,9 37,6 71,0 -20,4 13,1
Pacient č.4 N 65,9 49,1 91,8 -16,8 25,9
Pacient č.5 N 66,0 63,7 86,5 -2,2 20,6
Pacient č.6 A 66,3 94,0 39,1 27,8 -27,2
Pacient č.7 N 75,6 81,1 80,5 5,5 4,9
Pacient č.8 N 76,4 89,5 97,9 13,1 21,3

Průměr 60,6 56,7 63,3 -3,9 2,7

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

Po GC separaci došlo k poklesu % živých spermií u 4/8 pacientů, ke zvýšení % živých
spermií došlo u 3 pacientů, u 1 pacienta byly obě hodnoty podobné. Po SU došlo ke zvýšení
% živých spermií u 5/8 pacientů, k poklesu u 3 pacientů. Mezi % živých spermií v ejakulátu
a ve vzorcích po GC nebo SU nebyl zjištěn statisticky významný rozdíl (tab. 6.7).

Tabulka 6.7: Porovnání počtu živých spermií po separaci GC a SU pomocí párového t-testu.

Počet
vzorků

Počet živých spermií
v ejakulátu (%)

Počet živých
spermií po GC (%)

Hodnota p Hodnota p

Počet živých spermií po GC (%) 8 0,567 -
Počet živých spermií po SU (%) 8 0,730 0,555
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6.3.2 Porovnání metod MACS a MFSS

Metody MACS a MFSS patří mezi nejmodernější postupy separace spermií. Vzorky byly
zpracovány podle postupů uvedených viz kap 5.4.4 a 5.4.5. Do experimentu bylo zařazeno
6 pacientů s nízkým zastoupením živých spermií, u kterých byl předpoklad, že by po GC došlo
k poklesu % živých spermií. U 5/6 pacientů bylo méně než 50 % živých spermií v ejakulátu,
u 1 pacienta bylo % živých spermií mírně nad hranicí. Hodnoty spermiogramu a % živých
spermií v ejakulátu po MACS a MFSS separacích jsou uvedeny v tabulce 6.8.

Tabulka 6.8: Porovnání MACS a MFSS separací – charakteristika souboru a % živých spermií
před a po separacích

SPG % živých
sp. v

ejakulátu

% živých
sp.

MACS

% živých
sp.

MFSS

Změna %
živých sp.
MACS

Změna %
živých sp.
MFSS

Pacient č.1 O 27,8 44,1 50,2 16,6 22,4
Pacient č.2 OAT 30,1 17,4 52,7 -12,7 22,6
Pacient č.3 OAT 34,9 41,8 78,5 6,9 43,6
Pacient č.4 N 41,2 51,5 70,2 10,3 29,0
Pacient č.5 OA 44,6 33,3 84,1 -11,3 39,5
Pacient č.6 AT 52,7 41,3 51,9 -11,4 -0,9

Průměr 38,6 38,2 64,6 -0.3 26,0

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

Účinnější separací byla MFSS – u 5/6 pacientů došlo ke zvýšení % živých spermií oproti
ejakulátu, u 1 pacienta zůstala hodnota po separaci stejná. Po MACS došlo ke zvýšení
% živých spermií pouze u 3 pacientů, u dalších 3 naopak došlo k poklesu oproti hodnotám
zjištěným v ejakulátu. Průměrné hodnoty % živých spermií byly signifikantně vyšší po MFSS
v porovnání s hodnotami v ejakulátu a po MACS (tab. 6.9). Po MACS nedošlo ke statisticky
významnému nárůstu % živých spermií oproti ejakulátu.

Tabulka 6.9: Porovnání počtu živých spermií po separaci MFSS a MACS pomocí párového
t-testu

Počet
vzorků

Počet živých spermií
v ejakulátu (%)

Počet živých
spermií po MFSS

(%)
Hodnota p Hodnota p

Počet živých spermií po MFSS (%) 6 < 0,001 -
Počet živých spermií po MACS (%) 6 0,955 < 0,001
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6.3.3 Porovnání metod MACS a GC

Separace pomocí MACS a GC byla provedena u 3 pacientů - u jednoho normozoospermika
a dvou pacientů s patologickým spermiogramem. Vzorky byly separovány podle postupů viz
kap. 5.4.4 a 5.4.2. V tabulce 6.10 jsou uvedeny hodnoty spermiogramu a % živých spermií
v ejakulátu po GC a MACS. U normozoospermika došlo po GC i MACS ke zvýšení % živých
spermií. U obou pacientů s patologickým spermiogramem došlo k poklesu % živých spermií
po MACS i GC v porovnání s hodnotami v ejakulátu.

Tabulka 6.10: Porovnání GC a MACS separací – charakteristika souboru a % živých spermií
před a po separacích.

SPG % živých
sp. v

ejakulátu

% živých
sp. GC

% živých
sp.

MACS

Změna %
živých sp.

GC

Změna %
živých sp.
MACS

Pacient č.1 O 30,10 8,94 17,37 -21,16 -12,73
Pacient č.2 A 52,72 46,46 41,32 -6,26 -11,40
Pacient č.3 N 64,83 83,21 76,38 18,38 11,55

Průměr 49,22 46,20 45,02 -3,01 -4,19

OAT - Oligoastenoteratozoospermie; N - Normozoospermie; A - Astenozoospermie

Závěry porovnání separačních metod

• Gradientová centrifugace je účinnou separační metodou u normozoospermiků s vyso-
kým % živých spermií v ejakulátu.

• Swim-up je účinnější než GC separace u normozoospermiků, ale rozdíl mezi separacemi
není statisticky významný. Swim-up není vhodnou metodou u pacientů s patologickým
spermiogramem, zejména pokud mají nižší pohyblivost spermií. U těchto vzorků může
docházet k poklesu % živých spermií.

• Po MFSS došlo k statisticky významnému nárůstu % živých spermií u pacientů s pa-
tologickým ejakulátem. Průměrné % živých spermií bylo signifikantně vyšší po MFSS
než v ejakulátu a než po MACS.

• Po MACS došlo ke zvýšení % živých spermií pouze u některých vzorků. Vzhledem
k jinému mechanismu separace by mohl být MACS významný u vzorků s nízkou po-
hyblivostí spermií.

• Metoda MFSS je nejvhodnějším separačním postupem a je vhodná pro pacienty s níz-
kou kvalitou ejakulátu a s nižším zastoupením živých spermií.
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6.4 Hodnocení kvality embryí

V další části diplomové práce byla hodnocena kvalita embryí v závislosti na kvalitě sper-
mií použitých pro ICSI. V rámci sledovaných cyklů bylo injikováno 332 darovaných oocytů.
Úspěšně oplozených oocytů s dvěma prvojádry (2PN) bylo 314. Fertilization rate (podíl
oplozených a všech injikovaných oocytů) byl 94,4 %.

6.4.1 Celkový přehled

Embrya byla inkubována do stádia vhodného pro ET buď v inkubátoru (76,7 % embryí)
nebo v EmbryoScopu (23,3 % embryí). V průběhu kultivace se pravidelně hodnotila kvalita
embryí podle kritérií viz kap. 4.4. Pouze do stádia blastocysty se dostalo 54,8 % oplozených
oocytů. Utilization rate (poměr počtu blastocyst a počtu oplozených oocytů) byl 55,6 %.

V grafu 12 je uveden přehled embryí podle finálního stavu, ve kterém se zastavil jejich
vývoj. Nejčastěji degenerovaly oplozené oocyty ve stádiu moruly (22,9 %).
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Graf 12: Počet zaniklých embryí do stádia blastocysty

V následující tabulce 6.11 je uveden přehled kvalitních embryí, která byla buď zamrazena
pro případný KET nebo byla transferovaná v tzv. „fresh“ ET. Celkem vzniklo 169 kvalitních
embryí, ze kterých bylo 65,7 % kvalitních blastocyst ve stádiu BL3 až BL5.

Tabulka 6.11: Přehled kvalitních embryí

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 Úspěšnost ET

Embrya byla transferována buď třetí den (11,6 %) nebo pátý den až po tzv. prodloužené
kultivaci embryí (88,4 %). K „fresh“ transferu jsou používána nejkvalitnější embrya (graf
13) - u 30,5 % pacientek to byla embrya typu BL5, u 27,1 % BL4 a u 22,0 % BL3. Pouze
v několika případech byla použita méně kvalitní embrya – BL1 (8,5 %) a BL2 (5,1 %) nebo
M (6,8 %).
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Graf 13: Přehled transferovaných embryí

Dalším významným parametrem je pregnancy rate (PR) (poměr pacientek s pozitivním
hCG a počtem transferovaných embryí). Hodnota PR v souboru byla 37,2 %. Biochemická
gravidita (resp. pozitivita hCG testu) ještě neznamená jistotu úspěšného těhotenství, protože
poměrně často dochází v prvních týdnech těhotenství k potratům. Prosperující graviditu
a úspěšnou implantaci embrya potvrzuje ultrazvukové vyšetření a zjištění srdeční akce plodu
(+SA). Implantation rate (poměr pacientek se zjištěnou +SA plodu a počtu transferovaných
embryí) byl 23,3 %.

Úspěšnost embryotransferů je znázorněna v grafu 14. Pozitivní těhotenský test (+hCG)
byl prokázán u 23 pacientek (53,5 %). Pacientek, kterým byla potvrzena srdeční akce (+SA)
plodu, bylo 13 (30,2 %). Potratilo celkem 10 pacientek (23,2 %) – u 6 pacientek se po
biochemické graviditě zastavil vývoj plodu, u 4 pacientek došlo k potratu plodu později
po zjištění srdeční akce plodu. V době vzniku diplomové práce ještě nebyly známy počty
narozených dětí. Ve dvou případech šlo o dvojčetná těhotenství, jedno bylo prosperující,
u druhého došlo k potratu.

Bez GR - bez gravidity 

GR - gravidita

BG - biochemiská gravidita

AB - potrat30,2%

14,0%

9,3%

46,5%

Graf 14: Zastoupení gravidit, potratů, biochemických gravidit u pacientek
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43 žen
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Obrázek 6.1: Schéma výsledků ET

6.4.3 Vliv věku na úspěšnost ET

Úspěšnost cyklu může ovlivnit věk partnerů. Věkové průměry +hCG žen a jejich partnerů
a věkové průměry gravidních žen (+SA) a jejich partnerů jsou uvedeny v tabulce 6.12.
Cílem analýzy bylo zjistit, zda se statisticky významně liší věk žen, u kterých došlo po ET
k vzestupu hCG od žen, u kterých byla zjištěna +SA. Nebyl prokázán signifikantní vliv věku
na úspěšnost gravidity (+hCG nebo +SA). Statisticky významné rozdíly nebyly zjištěné ani
při porovnání věku partnerů +hCG a +SA žen.

Tabulka 6.12: Vliv věku partnerů na +hCG a graviditu

+hCG +hCG +hCG Gravidita Gravidita Gravidita
Průměr
N = 23

Hodnota r Hodnota p Průměr
N = 13

Hodnota r Hodnota p

Věk ženy (roky) 41,6 0,120 0,441 41,8 -0,153 0,326
Věk muže (roky) 42,0 0,046 0,768 40,0 0,006 0,691

6.4.4 Vliv kvality embrya na úspěšnost ET

Úspěšnost cyklu může ovlivnit kvalita transferovaných embryí. U 9/23 (39,1 %) žen
s +hCG byla použita blastocysta BL5, u 4 žen (17,4 %) byla použita BL4 a u dalších 7 žen
(30,4 %) BL3. Méně kvalitní blastocysty byly použity u dalších 3 žen (13,0 %). Transfer
moruly (M) nebyl úspěšný (graf 15). U 7/13 žen s pozitivní srdeční akcí plodu (SA+) byla
použita BL5 (53,8 %), u 3 žen (23,1 %) byla použita BL4 a u dalších 3 žen (23,1 %) BL3.
Při použití méně kvalitních blastocyst nebo moruly nebyl prokázán plod se srdeční akcí.

Vliv kvality transferovaného embrya na úspěšnosti ET – tj. dosažení biochemické gra-
vidity (+hCG) nebo gravidity (+SA bez nahlášeného potratu) je uveden v tabulce 6.13.
Statisticky významně vyšší počet gravidních žen byl zjištěn pouze při transferu BL5. Výsle-
dek u dalších typů blastocyst však může být ovlivněn malým počtem žen.
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Graf 15: Přehled transferovaných embryí u gravidních partnerek

Tabulka 6.13: Vliv kvality transferovaného embrya na úspěšnosti +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 neprůkazný rozdíl, p > 0, 05

Závěry hodnocení kvality embryí

• V rámci 43 cyklů s darovanými oocyty bylo úspěšně oplozeno 314 darovaných oocytů.
Fertility rate (FR) byl 94,4 %.

• Celkem bylo vytvořeno 111 kvalitních embryí ve stádiu BL3-BL5. Utilization rate (UR)
byl 55,6 %.

• Pozitivní těhotenský test (+hCG) byl u 23 žen (53,3 %). Poměr žen s +hCG a počtu
transferovaných embryí (PR) byl 37,2 %.

• V souboru bylo 13 gravidních žen (30,2 %) s potvrzenou srdeční akcí plodu (+SA).
Poměr žen s +SA a počtu transferovaných embryí (IR) byl 23,3 %.

• Kvalita blastocyst měla signifikantní vliv na úspěšnost těhotenství. Statisticky vý-
znamná korelace byla zjištěna mezi transferem BL5 a počtem gravidních žen (+SA).

• Věk partnerů neměl signifikantní vliv na úspěšnost embryotransferu. Nebyla zjištěna
signifikantní korelace mezi věkem partnerů a graviditou.
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6.5 Vliv kvality spermií na vývoj embryí a úspěšnost ET

Kvalita obou zárodečných buněk – spermií i oocytů – významně ovlivňuje vývoj embrya.
Darované oocyty by měly být kvalitní, protože jde o zárodečné buňky mladých zdravých žen.
Kvalita spermií může být negativně ovlivněna věkem mužů. Kvalita spermií se více projeví při
použití metody in vitro fertilizace, kdy spermie přirozeně oplodní oocyt. Při použití metody
ICSI pro oplození oocytů je významným faktorem postup embryologa a jeho zkušenosti. Ten
vybírá pro oplození oocytů nejkvalitnější spermie. Na úspěšnost in vitro oplození má vliv
také správné načasování procesu oplození, tak, aby byl oplozen skutečně zralý oocyt.

6.5.1 Vliv spermiogramu

V souboru partnerů pacientek bylo 33 normozoospermiků (skupina A) a 10 mužů s pa-
tologickým spermiogramem (skupina B). Z 23 párů s +hCG u partnerky bylo ve skupině A
16 párů (69,6 %) a ve skupině B 7 párů (30,4 %). Ve skupině A byl průměrný věk žen 40,0
let a mužů 41,1 let, naopak ve skupině B bylo ženám v průměru 42,3 let a mužům 45,0 let.
Skupina B je tudíž starší než skupina A.

V tabulce 6.14 jsou uvedené průměrné hodnoty jednotlivých parametrů úspěšnosti oplo-
zení a statistická průkaznost rozdílů mezi skupinou A a B. Mezi skupinami nebyly zjištěny
signifikantní rozdíly v žádném z parametrů. U skupiny A byl vyšší fertilization rate (FR) než
u skupiny B, avšak parametr utilization rate (UR) byl vyšší u skupiny B. Hodnota pregnancy
rate (PR) byla mírně vyšší u skupiny A, ale hodnota implantation rate (IR) byla vyšší u
skupiny B.

Tabulka 6.14: Průměrné hodnoty parametrů úspěšnosti in vitro oplození u partnerek normo-
zoospermiků a pacientů s patologickým spermiogramem

Skupina A Skupina B Statistická průkaznost
Normozoospermie

N = 33
Patologický spermiogram

N = 10
Hodnota p

FR (%)
Fertilization rate

95,8 89,8 NS

UR (%)
Utilization rate

54,0 61,0 NS

PR (%)
Pregnancy rate

37,9 35,0 NS

IR (%)
Implantation rate

22,7 25,0 NS

NS – statisticky neprůkazný rozdíl, p > 0, 05

V rámci práce se porovnávalo, jakou kvalitu měla embrya u normozoospermiků a u mužů
s patologickým spermiogramem. Předpokladem bylo, že kvalita embryí bude lepší u normo-
zoospermiků než u pacientů s patologickým spermiogramem.

V tabulce 6.15 je uveden přehled zaniklých embryí u skupiny pacientů s normálním nebo
patologickým spermiogramem. Do statistiky nebyly zařazeny oocyty, které v den 0 (po od-
běru) degenerovaly nebo byly ohodnoceny jako 0/1 PN. Větší procento embryí (45,1 %)
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zaniklo u normozoospermiků než u pacientů s patologickým spermiogramem (40,0 %). Nej-
častěji zanikala embrya ve stádiu moruly.

Tabulka 6.15: Přehled zaniklých embryí – porovnání pacientů s normálním a patologickým
spermiogramem

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

Oplozený oocyt (2PN) 2/239 (0,8 %) 0/75 (0 %)
N-buněčné 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 přehled všech kvalitních embryí, která byla buď zamrazena nebo
použita pro ET. Pacienti s normálním spermiogramem měli významně vyšší počet kvalitních
blastocyst BL3-BL5 (68,5 %) než pacienti s patologickým spermiogramem (57,8 %), ale
u pacientů s patologickým spermiogramem bylo více nejkvalitnějších blastocyst BL5.

Tabulka 6.16: Přehled kvalitních embryí (zamrazených + transferovaných) - porovnání pa-
cientů s normálním a patologickým spermiogramem

Skupina A Skupina B
Normozoospermie N = 33 Patologický 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 kvalitních embryí
(BL3-BL5)

85/124 (68,5 %) 26/45 (57,8 %)

V tabulce 6.17 je uveden počet a kvalita embryí použitých při ET u skupiny pacientů
s normálním nebo patologickým spermiogramem. Kvalita transferovaných embryí byla ob-
dobná u obou skupin. U skupiny s patologickým spermiogramem bylo transferováno více
BL5 (34,5 %) než u skupiny s normálním spermiogramem. Úspěšnost cyklu ovlivňuje i počet
transferovaných blastocyst. U 14 žen skupiny A a 6 žen u skupiny B byly transferovány dvě
blastocysty. U skupiny A v osmi případech ženy otěhotněly (+SA), ale pouze jednou se ujala
obě embrya, u skupiny B se u tří žen se ujalo pouze jedno embryo (+SA) a u jedné obě
embrya. Transfer dvou embryí se zohledňuje při výpočtu PR i IR.
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Tabulka 6.17: Přehled kvalitních embryí použitých pro ET - porovnání pacientů s normálním
a patologickým spermiogramem

Skupina A Skupina B
Normozoospermie N = 33 Patologický 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 %)

Závěry vlivu spermiogramu na vývoj embryí a úspěšnost ET

• Ve skupině žen s +hCG bylo více žen, které měly partnera s normálním spermiogramem
(69,56 %) než žen, které měly partnera s patologickým spermiogramem (30,43 %).

• Vyšší počet kvalitních blastocyst byl zjištěn ve skupině pacientů s normálním spermi-
ogramem než ve skupině pacientů s patologickým spermiogramem.

• U skupiny s normálním spermiogramem bylo k ET použito méně BL5 embryí než
u skupiny s patologickým spermiogramem.

• Nebyl zjištěn signifikantní rozdíl hodnot FR, UR, PR a IR mezi skupinami.

6.5.2 Vliv apoptózy spermií

V souboru bylo 27 pacientů s nízkým zastoupením apoptotických spermií (ApoLow)
a 16 pacientů s vysokým zastoupením apoptotických spermií (ApoHigh). U skupiny bio-
chemicky gravidních žen (23 žen +hCG) patřilo 12 partnerů (52,2 %) do skupiny ApoLow
a 11 partnerů (47,8 %) do skupiny ApoHigh.

Ve skupině ApoLow byl průměrný věk žen 40,0 let, a mužů 41,0 let. Naopak ve skupině
ApoHigh bylo ženám v průměru 42,1 let a mužům 44,0 let. Skupina ApoHigh byla tedy starší
než skupina ApoLow. Předpokladem bylo, že u skupiny ApoLow s nižším zastoupením apo-
ptotických spermií bude víc těhotných žen než u skupiny ApoHigh s vysokým zastoupením
apoptotických spermií.

V tabulce 6.18 jsou uvedené hodnoty jednotlivých parametrů úspěšnosti oplození. U sku-
piny ApoLow byl statisticky významně vyšší FR než u ApoHigh. Ve skupině ApoHigh byly
zjištěny vyšší UR a PR než u ApoLow, ale rozdíly mezi skupinami nebyly statisticky prů-
kazné. U skupiny ApoHigh byla hodnota IR statisticky významně vyšší než u ApoLow.
Nepotvrdil se předpoklad, že u skupiny s nízkou apoptózou spermií budou lepší výsledky ET
než u skupiny s vysokým zastoupením apoptotických spermií.

V rámci práce byla porovnána kvalita embryí u skupiny ApoLow a ApoHigh. Předpo-
kladem bylo, že nižší zastoupení apoptotických spermií se projeví lepší kvalitou embryí.
V tabulce 6.19 je uveden přehled zaniklých embryí u skupiny pacientů ApoLow a ApoHigh.
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Tabulka 6.18: Průměrné hodnoty parametrů úspěšnosti in vitro oplození u partnerek pacientů
s nízkým (ApoLow) a vysokým (ApoHigh) zastoupením apoptotických spermií

ApoLow ApoHigh Statistická průkaznost
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 neprůkazný rozdíl, p > 0, 05

Do statistiky nejsou zařazeny oocyty, které v den 0 (po odběru) degenerovaly nebo byly
ohodnoceny jako 0/1 PN. Časný vývoj embryí byl horší u skupiny ApoLow – zaniklo u nich
48,2 % embryí, kdežto u skupiny ApoHigh zaniklo jen 40,0 % embryí.

Tabulka 6.19: Přehled zaniklých embryí – porovnání pacientů s nízkým (ApoLow ) a vysokým
(ApoHigh) zastoupením apoptotických spermií

ApoLow ApoHigh
N = 27 N = 16

Oplozený oocyt (2PN) 6/199 (3,0 %) 0/115 (0 %)
n-buněčné 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 přehled všech kvalitních embryí, která byla buď zamrazena nebo
použita pro ET. Ve skupině ApoLow byl zjištěn vyšší počet kvalitních blastocyst BL3-BL5
(72,2 %) než ve skupině ApoHigh (55,8 %). Tedy nižší zastoupení apoptotických spermií ve
vzorku vedlo k vyššímu počtu kvalitních a pro transfer nebo zamrazení použitelných embryí.

V tabulce 6.21 je uveden přehled kvalitních embryí použitých pro fresh embryotransfer.
Zatímco procento transferovaných embryí BL5 je u obou skupin obdobné, u skupiny ApoHigh
byl významně vyšší počet transferovaných BL4 než u skupiny ApoLow. Transfer vyššího
počtu kvalitních embryí může být příčinou vyššího PR a IR, který byl zjištěn u skupiny
ApoHigh. U skupiny ApoLow byla 11x transferována 2 embrya, u skupiny ApoHigh 9x.
Rozdíly mezi skupinami nejsou způsobeny častějším transferem dvou blastocyst.
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Tabulka 6.20: Přehled kvalitních embryí (zamrazené + transferované) - porovnání pacientů
s nízkým (ApoLow ) a vysokým (ApoHigh) zastoupením apoptotických spermií

ApoLow ApoHigh
N = 27 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) 28/101 (27,7 %) 6/68 (8,8 %)
Blastocysta 4 (BL4) 29/101 (28,7 %) 20/68 (29,4 %)
Blastocysta 5 (BL5) 16/101 (15,8 %) 12/68 (17,6 %)

Celkem kvalitních embryí (BL3-BL5) 73/101 (72,2 %) 38/68 (55,8 %)

Tabulka 6.21: Přehled kvalitních embryí použitých pro ET - porovnání pacientů s nízkým
(ApoLow ) a vysokým (ApoHigh) zastoupením apoptotických spermií

ApoLow ApoHigh
N = 27 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 %)

Jedním z faktorů, který může ovlivnit výsledek ET je i zdravotní stav žen a jejich
anamnéza. Z retrospektivní analýzy klinických dat (tab. 6.22) bylo zjištěno, že ve skupině
ApoLow mají páry za sebou průměrně vyšší počet cyklů asistované reprodukce než ve sku-
pině ApoHigh (3,3 vs. 2,4 cyklů). Dvě již dříve narozené děti byly ve skupině ApoLow, jedno
dítě ve skupině ApoHigh. Tato klinická data ukazují, že pacientky léčené pomocí darovaných
oocytů patří mezi obtížně léčitelnou skupinu neplodných žen.

Tabulka 6.22: Přehled klinických dat u párů ze skupin ApoLow a ApoHigh

ApoLow ApoHigh ApoLow ApoHigh
Celkem N = 27 Celkem N = 16 Průměr na pár

(%)
Průměr na pár

(%)

Počet cyklů ART 90 39 3,3 2,4
Počet potratů 21 29 0,8 1,8
Počet porodů 2 1 0,1 0,1
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Závěry vlivu apoptózy na vývoj embryí a úspěšnost ET

• U skupiny ApoLow byl statisticky významně vyšší parametr FR než u skupiny Apo-
High.

• U skupiny ApoLow byl zjištěn vyšší počet kvalitních blastocyst (BL3-BL5) než u sku-
piny ApoHigh.

• U skupiny ApoHigh však byl statisticky významně vyšší implantation rate (IR) než
u skupiny Apo High. Tedy počet žen s potvrzenou srdeční akcí plodu byl vyšší ve
skupině s nižší kvalitou ejakulátu.

• Procento embryí kvality BL5 použitých pro ET byl u skupin ApoLow a ApoHigh
obdobný, avšak u skupiny ApoHigh byl významně vyšší počet transferovaných BL4.
To může být jedním z důvodů vyššího počtu gravidních žen v ApoHigh skupině.

6.5.3 Vliv fragmentace DNA spermií

V souboru bylo 30 pacientů s nízkým zastoupením spermií s fragmentovanou DNA
(FragLow) a 13 pacientů s vysokým zastoupením spermií s fragmentovanou DNA (FragHigh).
Fyziologický počet spermií s fragmentovanou DNA (FragLow) je méně než 20 % spermií. Ve
skupině gravidních párů (tj. 23 žen s +hCG), bylo 15 partnerů (65,2 %) ze skupiny FragLow
a 8 partnerů (34,8 %) ze skupiny FragHigh.

Průměrný věk žen ve skupině FragLow byl 41,3 let a mužů 41 let, naopak ve skupině
FragHigh bylo ženám v průměru 40,9 let a mužům 42 let. Obě skupiny byly stejně staré.
Předpokladem bylo, že u skupiny FragLow by se měly tvořit kvalitnější embrya.

V tabulce 6.23 jsou uvedené hodnoty jednotlivých parametrů úspěšnosti oplození. Hod-
noty FR jsou u obou skupin srovnatelné. U skupiny FragHigh byla statisticky významně vyšší
hodnota UR, a tedy vyšší procentuální zisk blastocyst z oplozených oocytů než u skupiny
FragLow. Skupina FragHigh měla také vyšší hodnoty PR a IR než skupina FragLow.

Tabulka 6.23: Průměrné hodnoty parametrů úspěšnosti in vitro oplození u skupin pacientů
s nízkým (FragLow) a vysokým (FragHigh) zastoupením spermií s fragmentovanou DNA

FragLow FragHigh Statistická průkaznost
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 neprůkazný rozdíl, p > 0, 05

V rámci práce byla porovnána kvalita embryí u skupiny FragLow a FragHigh. V tabulce
6.24 je uveden přehled zaniklých embryí u skupiny FragLow a FragHigh. Do statistiky nejsou
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zařazeny oocyty, které v den 0 (po odběru) degenerovaly nebo byly ohodnoceny jako 0/1
PN. Vývoj embryí byl kvalitnější u pacientů FragHigh – zaniklo u nich pouze 35,2 % embryí,
kdežto u FragLow pacientů zaniklo 49,1 % embryí.

Tabulka 6.24: Přehled zaniklých embryí – porovnání pacientů s nízkým (FragLow) a vysokým
(FragHigh) zastoupením spermií s fragmentovanou DNA

FragLow FragHigh
N = 30 N = 13

Oplozený oocyt (2PN) 6/226 (2,7 %) 0/88 (0 %)
N-buněčné 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 přehled kvalitních embryí, která byla buď zamrazena nebo
použita pro ET. Ve skupině FragLow byl srovnatelný počet kvalitních blastocyst BL3-BL5
(64,6 %) jako ve skupině FragHigh (67,8 %). Ve skupině FragHigh však bylo více BL5 než u
skupiny FragLow.

Tabulka 6.25: Přehled kvalitních embryí (zamrazených + transferovaných) - porovnání pa-
cientů s nízkým (FragLow) a vysokým (FragHigh) zastoupením spermií 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 kvalitních embryí (BL3 - BL5) 73/113 (64,6 %) 38/56 (67,8 %)

V tabulce 6.26 je uveden přehled embryí použitých k ET u skupiny pacientů FragLow
nebo FragHigh. U skupiny FragHigh bylo zjištěno významně více transferovaných blastocyst
BL5 než u skupiny FragLow, což mohlo mít vliv na vyšší úspěšnost ET cyklů u FragHigh
skupiny. Dvě blastocysty najednou byly transferovány u 10 párů FragLow a 8 párů FragHigh.

Jedním z faktorů, který může ovlivnit výsledek ET je i zdravotní stav žen a jejich
anamnéza. Z retrospektivní analýzy klinických dat (tab. 6.27) bylo zjištěno, že ve skupině
FragLow mají páry za sebou průměrně nižší počet cyklů asistované reprodukce než ve sku-
pině FragHigh (2,4 vs. 3,0 cyklů na pár). Průměrný počet potratů mají páry ze skupiny
FragHigh a FragLow srovnatelný (1,2 vs. 1,1 potratů na pár). Dvě již dříve narozené děti
byly zjištěny ve skupině FragLow i FragHigh.
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Tabulka 6.26: Přehled kvalitních transferovaných embryí - porovnání pacientů s nízkým
(FragLow) a vysokým (FragHigh) zastoupením spermií s fragmentovanou DNA

FragLow FragHigh
N = 30 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: Přehled klinických dat u párů ze skupin FragLow a FragHigh.

FragLow FragHigh FragLow FragHigh
Celkem N = 30 Celkem N = 13 Průměr na pár

(%)
Průměr na pár

(%)

Počet cyklů ART 72 39 2,4 3,0
Počet potratů 34 15 1,1 1,2
Počet porodů 2 2 0,06 0,15

Závěry vlivu fragmentace DNA spermií na vývoj embryí a úspěšnost ET

• U skupiny FragHigh byla statisticky významně vyšší hodnota UR než u skupiny FragLow.

• Ve skupině FragLow byl srovnatelný počet kvalitních blastocyst (BL3-BL5) jako ve
skupině FragHigh, ale ve skupině FragHigh bylo více nejkvalitnějších BL5.

• Transfer vyššího počtu BL5 u skupiny FragHigh skupiny mohl být důvodem vyšších
hodnot PR i IR než u skupiny FraLow. Rozdíly nebyly statisticky průkazné.

6.5.4 Vliv koncetrace spermií po GC

Z uvedených výsledků překvapivě vyplynulo, že počet gravidních žen byl vyšší u skupin
s horší kvalitou ejakulátu. Po důkladné analýze dat bylo zjištěno, že dalším z faktorů, který
ovlivnil výsledek ICSI, byla koncentrace spermií.

U všech cyklů byla použita separace spermií pomocí GC. Soubor byl rozdělen na sku-
pinu s pacienty, u kterých byl po GC výtěžek spermií nižší než 10 mil/ml (skupina SpLow)
a u kterých byl výtěžek spermií vyšší než 10 mil/ml (skupina SpHigh). V tabulce 6.28 jsou
uvedeny hodnoty koncentrace spermií u skupin SpLow a SpHigh před a po GC separaci
a také % spermií s fragmentací DNA v ejakulátu. U skupiny SpHigh byly zjištěny vyšší kon-
centrace spermií před i po GC separaci a nižší % spermií s fragmentací DNA než u skupiny
SpLow. Ve skupině SpLow bylo 9 normozoospermiků a 9 pacientů s patologickým spermio-
gramem. Ve skupině SpHigh naopak 25 normozoospermiků a jen 2 pacienti s patologickým
spermiogramem.
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Tabulka 6.28: Koncentrace spermií a fragmentace DNA u skupiny s nízkou (SpLow) a vysokou
(SpHigh) koncentrací spermií po GC

SpLow SpHigh
N = 18 N = 27

Prům. počet živých spermií v ejakulátu (%) 40,0 62,2
Prům. počet živých spermií po GC (%) 58,4 79,8
Prům. počet spermií s fragmentací DNA (%) 23,4 14,85

Při porovnávání parametrů úspěšnosti oplození (tab. 6.29) bylo zjištěno, že skupina
SpHigh má sice mírně vyšší FR než skupina SpLow, ale rozdíly nebyly statisticky průkazné.
U skupiny SpLow byl signifikantně vyšší UR a hlavně signifikantně vyšší IR než u skupiny
SpHigh. PR byl vyšší u SpLow, ale rozdíly nebyly statisticky průkazné.

Tabulka 6.29: Průměrné hodnoty parametrů úspěšnosti in vitro oplození u partnerek pacientů
s nízkou (SpLow) a vysokou (SpHigh) koncentrací spermií po gradientové centrifugaci

SpLow SpHigh Statistická průkaznost
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 neprůkazný rozdíl, p > 0, 05

Předpokladem bylo, že ve vzorcích s vyšší koncentrací spermií po GC separaci, které
pocházejí zpravidla z kvalitních ejakulátů normozoospermiků, budou lepší spermie a po ICSI
vzniknou lepší embrya. V tabulce 6.30 je uveden přehled zaniklých embryí u skupiny SpLow
a SpHigh. Do statistiky nebyly zařazeny oocyty, které v den 0 (po odběru) degenerovaly
nebo byly ohodnoceny jako 0/1 PN. Významně méně embryí zaniklo u SpLow skupiny (36,6
% embryí) než u SpHigh skupiny (51,5 % embryí).

Tabulka 6.30: Přehled zaniklých embryí – porovnání pacientů s nízkou (SpLow) a vysokou
(SpHigh) koncentrací spermií po gradientové centrifugaci.

SpLow SpHigh
N = 18 N = 27

Oplozený oocyt (2PN) 0/123 (0 %) 6/202 (3,0 %)
N-buněčné embryo (B) 19/123 (15,4 %) 37/202 (18,3 %)
Morula (M) 26/123 (21,1 %) 52/202 (25,7 %)
Blastocysta (BL) 0/123 (0 %) 9/202 (4,5 %)

Celkem zaniklo 45/123 (36,6 %) 104/202 (51,5 %)
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V tabulce 6.31 je uveden přehled všech kvalitních embryí, která byla buď zamrazena
nebo použita pro ET. Skupina SpHigh měla podobný počet kvalitních blastocyst BL3-BL5
jako skupina SpLow (69,5 % vs. 62,8 %), ale ve skupině SpLow bylo více BL5 a BL4 než ve
skupině SpHigh.

Tabulka 6.31: Přehled kvalitních embryí (zamrazených + transferovaných) - porovnání paci-
entů s nízkou (SpLow) a vysokou (SpHigh) koncentrací spermií 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 kvalitních embryí (BL3-BL5) 49/78 (62,8 %) 66/95 (69,5 %)

V tabulce 6.32 je uveden přehled embryí použitých k ET. U skupiny SpLow byla častěji
transferována kvalitní embrya BL5 a BL4 než u skupiny SpHigh, což mohlo přispět k vyššímu
počtu gravidních žen ve skupině SpLow. U 11 žen skupiny SpHigh a 9 žen skupiny SpLow
byly transferovány 2 blastocysty.

Tabulka 6.32: Přehled kvalitních transferovaných embryí - porovnání pacientů s nízkou
(SpLow) a vysokou (SpHigh) koncentrací spermií po gradientové centrifugaci.

SpLow SpHigh
< 10 mil/ml spermií po GC

N = 18
> 10 mil/ml spermií po GC

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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Závěry vlivu koncentrace spermií po GC na vývoj embryí a úspěšnost ET

• Koncentrace spermií po GC se jako významný parametr ukázala až v průběhu zpraco-
vání výsledků studie.

• U skupiny SpLow byl zjištěn statisticky průkazně vyšší parametr UR, tedy je vyšší
procentuální zisk blastocyst z oplozených oocytů, než u skupiny SpHigh.

• U skupiny SpLow byl zjištěn statisticky průkazně vyšší IR, a tedy vyšší počet gravidních
žen než u skupiny SpHigh.

• Počet kvalitních blastocyst BL3-BL5 byl u obou skupin srovnatelný.

• U skupiny SpLow byl transferován vyšší počet kvalitních blastocyst než u SpHigh, což
se projevilo vyšším počtem gravidních pacientek.
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Kapitola 7

Diskuze

Neplodnost postihuje 15 % populace v plodném věku (Sharlip et al. 2002; Agarwal et
al. 2015). Neplodných mužů přibývá, ve střední Evropě postihuje 8-12 % mužů (Agarwal
et al. 2015). Levine et al. (2017) zjistili pomocí metaanalýzy dat, že za posledních 40 let
klesl u mužů celkový počet spermií a koncentrace spermií o 50-60 %. Příčiny tohoto poklesu
nejsou známé (Levine et al. 2017). Významným negativním faktorem ovlivňujícím schopnost
početí je věk obou partnerů. Děti se rodí stále starším ženám i mužům ve všech vyspělých
zemích, Českou republiku nevyjímaje (Český statistický úřad 2017). Z hlediska reprodukce
by bylo vhodné, aby mladí lidé měli možnost zakládat rodiny v mladším věku (tj. před 30.
rokem), ale nebude snadné změnit současný trend ve společnosti. V blízké budoucnosti bude
neplodnost pravděpodobně postihovat stále vyšší počet párů a bude přibývat dětí počatých
pomocí metod asistované reprodukce.

Z kvalitních zárodečných buněk by mělo vzniknout i kvalitní embryo. Při metodách se-
lekce spermií při asistované reprodukci nejsou spermie vystaveny fyziologickým bariérám
(např. cervikální hlen, vaginální pH, záhyby vejcovodu, odpověď imunitního systému), které
působí jako přirozený mechanismus výběru motilních spermií (Perez-Cerezales et al. 2017).
Úkolem pro laboratoře asistované reprodukce je nahradit tento přirozený selekční proces
tak, aby se na oplození oocytu použily ty nejkvalitnější spermie také v in vitro podmínkách
(Sakkas et al. 2015). Předpokládá se, že nejkvalitnější spermie jsou vysoce pohyblivé, mor-
fologicky normální, obsahují nepoškozenou DNA, receptory umožňující interakci s oocytem,
ale také receptory potřebné pro průchod reprodukčními cestami (Sakkas et al. 2015). Zatím
nejsou k dispozici dostatečně přesné metody ani pro detekci ani pro selekci těchto nejlepších
spermií.

7.1 Stanovení apoptózy a fragmentace DNA spermií

U infertilních pacientů je při vyšetření příčin neplodnosti vhodné provádět nejen spermi-
ogram, ale doplnit ho i některou z dostupných metod sledujících apoptózu spermií nebo
fragmentaci DNA spermií.

Stanovení integrity DNA ve spermiích se považuje za velmi nadějný biomarker fertility
(Sakkas et al. 2015). Vztah mezi fragmentací DNA a úspěšností metod asistované reprodukce
se sledoval v desítkách klinických studií a v několika metaanalýzách, ale zatím není jednotný
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názor na to, zda pouhá znalost fragmentace DNA stačí pro předpověď úspěšnosti metod
asistované reprodukce (Cissen et al. 2016; Simon et al. 2017). Cissen et al. (2016) přišli
s tvrzením, že v současné době není k dispozici dostatek důkazů, které by doporučovaly
rutinní testování fragmentace DNA spermií pro predikci těhotenství, tak i pro volbu vhodné
léčby. Naopak Simon et al. (2017) tvrdí, že poškození DNA spermií má významný vliv na
těhotenství, a proto autoři doporučují zahrnutí testování fragmentace DNA do rutinních
klinických vyšetření.

O vlivu fragmentace DNA spermií na úspěšnost oplození oocytu také není zatím jednotný
názor. Vicari et al. (2002) a Brugnon et al. (2006) pozorovali negativní korelaci mezi vysokou
fragmentací DNA a FR. Pokud je však poškození DNA vyváženo reparační schopností oocytu,
je možné dosáhnout oplození i při vysoké fragmentaci DNA spermií (Muriel et al. 2006;
Benchaib et al. 2007; Collins et al. 2008; Lin et al. 2008). Tento předpoklad však závisí
na několika faktorech, a to stupně fragmentace, zda poškození DNA ovlivňuje kódující nebo
nekódující oblasti a také rozsah poškození (Lewis et al. 2008). To je zřejmé zejména v případě
použití ICSI, kde Acharyya et al. (2005) zjistili, že vysoká fragmentace DNA neměla vliv
na úspěšnost FR. Jedním z vysvětlení rozdílných závěrů metaanalýz je skutečnost, že se
klinické studie lišily používanými metodami stanovení fragmentace DNA (TUNEL, SCD,
SCSA, Comet assay).

Stanovení počtu spermií s fragmentací DNA metodou TUNEL patří mezi prognosticky
nejpřesnější metody (Cissen et al. 2016; Simon et al. 2017). Tato metoda je používána i v imu-
nologické laboratoři GENNET. Metoda TUNEL je poměrně složitá a celé zpracování trvá 4-5
hodin, v závislosti na počtu měřených vzorků. Proto se provádí pouze ze zamrazeného ejaku-
látu a není možné ji provádět kdykoliv v průběhu dne. Pro rychlou analýzu apoptózy spermií
je vhodnější cytometrické stanovení živých a apoptotických spermií v ejakulátu pomocí zna-
čení PI a annexinem (Oosterhuis et al. 2000). Jde o velmi rychlou a spolehlivou metodu,
která zahrnuje pouze několik kroků a trvá cca 30 minut. Test apoptózy je možné na rozdíl
od TUNEL testu provádět kdykoliv v průběhu dne z čerstvě odebraných vzorků ejakulátu.
Limitní je pouze správné skladování ejakulátu a včasné zpracování (u ejakulátu do 4 hodin
od odběru). Zatímco test apoptózy spermií zachycuje časné změny ve struktuře membrány
buněk, TUNEL spíše zachycuje změny při pozdní fázi apoptózy, kdy dochází k fragmentaci
DNA (Oosterhuis et al. 2000). V imunologické laboratoři GENNET test apoptózy spermií
nahrazuje vyšetření vitality, které se provádí v andrologických laboratořích (WHO 2010).
Výhodou testu apoptózy spermií je rozlišení živých a časně apoptotických spermií, kterých
je ve zdravém ejakulátu průměrně 8,0 %, ale v případě patologií jich může být až 30,0 %
(Krátká et al. 2017). V testu vitality se časně apoptotické spermie jeví jako živé.

Výsledkem diplomové práce bylo zjištění statisticky průkazné korelace mezi procentem
apoptotických spermií a procentem spermií s fragmentací DNA (r = 0,423, p < 0,01). Ke
stejnému výsledku došla i předchozí studie z imunologické laboratoře GENNET, kde bylo
vyšetřeno 200 pacientů. Studie zatím nebyla publikována. Test apoptózy spermií tedy může
být alternativní metodou k testu TUNEL. Navíc je vhodný i v případech, kdy je k dispo-
zici jen malé množství spermií. U metody TUNEL je podle zkušeností limitem 0,5 milionů
spermií.

Původním cílem diplomové práce byla retrospektivní analýza pacientů z let 2016–2017 s
vyšetřením apoptózy spermií, která byla provedena jako součást základního vyšetření párů.
Cílem analýzy bylo zjistit, zda vysoké zastoupení apoptotických spermií koreluje s nižší
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úspěšností cyklů ICSI. Tento cíl však bohužel nebylo možné splnit z důvodu zavedení tzv.
Obecného nařízení na ochranu osobních údajů neboli GDPR (General Data Protection Re-
gulation). Pacienti musí podepsat informovaný souhlas se zpracováním klinických údajů pro
potřebu studie. Toto nařízení v době stanovení cílů diplomové práce ještě nebylo platné.

7.2 Separační metody a jejich vliv na počet živých spermií

Cílem diplomové práce bylo zjistit, zda může být test apoptózy využit také embryology
v rámci přípravy spermií pro in vitro oplození. Předpokladem bylo, že test apoptózy spermií
je možné použít jako jedno z kritérií pro volbu vhodné metody pro separaci spermií před
ICSI. Cílem práce bylo navrhnout nejvhodnější postup separace spermií u různých typů
ejakulátu.

V IVF laboratoři GENNET je základní metodou používanou pro separaci spermií gra-
dientová centrifugace. Princip GC metody spočívá v rozdělení buněk ejakulátu podle jejich
hustoty při centrifugaci. Během centrifugace se nezárodečné buňky, nečistoty a nepohyb-
livé spermie zachytí na rozhraní dvou vrstev, zatímco zcela pohyblivé a zralé spermie mají
vyšší denzitu a sedimentují na dno zkumavky (Malvezzi et al. 2014). Centrifugace však může
způsobit poškození integrity spermií a zvýšit ROS (Alvarez et al. 1993).

Cílem této části práce bylo zjistit u jakých ejakulátů se snižuje počet živých spermií po
separaci GC. U 36 vzorků vzorků ejakulátu bylo stanoveno procento živých spermií v na-
tivním ejakulátu a po GC separaci. V ejakulátu bylo naměřeno v průměru 51,7 % živých
spermií, ale po GC separaci bylo 71,2 % živých spermií. Po separaci došlo ke zvýšení procenta
živých spermií u 32 vzorků, u 4 vzorků došlo k poklesu. Vzorky, u kterých došlo ke snížení,
měly patologický spermiogram a nižší zastoupení živých spermií. S procentem živých spermií
v ejakulátu statisticky významně korelovaly jak koncentrace spermií po GC separaci (r =
0,646, p < 0,001), tak procento živých spermií po GC separaci (r = 0,594 p < 0,001). Lze
říci, že čím nižší bylo procento živých spermií v ejakulátu, tím nižší byl výtěžek spermií po
GC separaci. Na základě těchto výsledků je možné předpokládat, že pro pacienty s vysokým
zastoupením apoptotických spermií v ejakulátu, případně s patologickým spermiogramem
(např. OAT), není GC nejvhodnější metodou pro separaci spermií. Tento výsledek je nutné
ověřit v praxi na vyšším počtu vzorků.

Při porovnání vlivu GC na parametry spermiogramu bylo zjištěno, že procento živých
spermií po GC statisticky průkazně pozitivně korelovalo s koncentrací spermií v ejakulátu, s
procentem živých spermií v ejakulátu a s procentem progresivně pohyblivých spermií v eja-
kulátu. Statisticky negativně korelovalo s procentem morfologicky abnormálních spermií.
Ricci et al. (2009) došli ke stejnému výsledku jako tato diplomová práce, a to zjištěním sig-
nifikantní korelace mezi procentem progresivně motilních spermií v ejakulátu a procentem
živých spermií po GC separaci.

7.2.1 Porovnání metod SU a GC

Experiment s cílem porovnání separačních metod gradientové centrifugace a swim-up za-
hrnoval cytometrické stanovení procentuálního zastoupení živých spermií před a po separaci.
Princip GC metody spočívá v rozdělení buněk ejakulátu podle jejich hustoty při centrifugaci.
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SU je metoda založená na separaci spermií na základě jejich motility. Při této technice se
využívá schopnosti pohyblivých spermií vycestovat do kultivačního média a separovat se tak
od seminální plazmy.

Do experimentu bylo zařazeno 8 pacientů. Průměrný počet živých spermií byl 60,6 %
v ejakulátu, 56,7 % ve vzorku po GC a 63,3 % ve vzorku po SU. Metoda GC velmi dobře
separovala živé spermie u 3 pacientů s vyšším procentem živých spermií v ejakulátu, u
ostatních vzorků s nižším procentem živých spermií kleslo procento živých spermií. Metoda
SU byla u 5 pacientů účinnější než GC, ale nebyla vhodná u 3 pacientů s patologickým
spermiogramem. Swim-up tedy není dle výsledků experimentu vhodnou metodou u pacientů
s patologickým spermiogramem, zejména pokud mají nižší pohyblivost spermií. U těchto
vzorků může docházet k poklesu % živých spermií.

Studii se stejným cílem provedl v roce 2009 Ricci et al. na souboru neplodných mužů.
Průměrný počet živých spermií v ejakulátu byl 68,6 %, a po SU byl signifikantně vyšší
(86,6 %) než po GC (81,1 %). Metoda SU měla vyšší úspěšnost i v této diplomové práci,
avšak rozdíly nebyly statisticky významné kvůli malému počtu změřených vzorků. Předchozí
studie Boomsma et al. (2004) ukázala vyšší koncentraci spermií a vyšší procento progresivně
pohyblivých spermií po GC než po SU. Výsledky analýzy průtokové cytometrie naznačují,
že GC poskytuje lepší vzorek z pohledu „množství“ a SU je preferováno z pohledu „kvality“.
Nicméně obě metody přípravy spermií umožňují získání populace spermií s nízkým procentem
apoptotických spermií, což potvrzují i výsledky této diplomové práce.

Autoři, kteří se snažili zjistit, která metoda separace snižuje víc fragmentaci DNA sper-
mií, získali rozporuplné výsledky. Zini et al. (2000) prokázali po SU pokles procenta spermií
s fragmentací DNA ve srovnání s nativním ejakulátem, ale mírný vzestup fragmentace DNA
po GC. Ke stejnému závěru došli Oguz et al. (2018), kteří měřili fragmentaci DNA spermií
pomocí Sperm Chromatin Dispersion (SCD) testu. Popsali v nativním ejakulátu infertilních
mužů průměrně 41,9 % spermií s fragmentovanou DNA, po SU došlo k poklesu na 28,6 %
a po GC na 38,8 %. Metoda SU tedy způsobila statisticky významnější snížení fragmen-
tace DNA spermií. Tato studie potvrzuje předešlý výsledek Marchesi et al. (2010), kteří
také označili SU za metodu, která snížila fragmentaci DNA spermií více než metoda GC.
Podobně Lestarii et al. (2016) potvrdili pomocí testu SCD vyšší pokles fragmentace DNA
spermií po separaci SU než po GC u patologických vzorků ejakulátu (oligozoospermie, as-
thenozoospermie, teratozoospermie nebo kombinace). Autoři proto doporučili metodu SU
pro normozoospermiky a naopak metodu GC pro pacienty s patologickým spermiogramem.
Jayaraman et al. (2012) sledovali skupinu normozoospermiků, oligozoospermiků a terato-
zoospermiků a detekovali fragmentaci DNA pomocí TUNEL testu. Nezjistili signifikantní
rozdíly mezi separacemi SU a GC.

V některých publikacích jsou naopak lepší výsledky pozorovány po GC. Amiri et al.
(2012) zjistili pomocí mikroskopické metody Comet assay u zdravých mužů po SU vyšší prů-
měrný počet apoptotických spermií než po GC. Autoři uvádí, že GC velmi kvalitně odstranila
většinu apoptotických spermií. Podobně Xue et al. (2014) publikovali, že u teratozoosper-
mických pacientů po GC a SU došlo pomocí testu SCD k výraznému poklesu fragmentace
DNA ve srovnání s ejakulátem, ale signifikantně vyšší pokles byl zjištěn po GC.

Z výše uvedených nekonzistentních výsledků vyplývá, že je potřeba provést systema-
tickou studii klasických postupů pro zpracování ejakulátu, aby se odhalily základní příčiny
nesrovnalostí, optimalizovaly se tyto metody a zlepšilo se jejich využití v klinickém prostředí.
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Rozdíl mezi publikacemi může být dán detaily v postupu separací, kterými se jednotlivé stu-
die mezi sebou liší, a různými skupinami pacientů, které se porovnávají. Některé studie
spermie centrifugují v rámci separace SU, kdežto jiné nikoliv. U SU musí být v ejakulátu
přítomny pohyblivé spermie, tedy pro některé vzorky není vhodná. Rozdílné závěry studií
mohly ovlivnit i různé metody použité ke stanovení fragmentace DNA.

Provádí se také separace oběma metodami současně. Nadallini et al. (2011) sledovali
spermie normozoospermiků, které byly připraveny GC a následně separovány metodou SU
nebo MACS. Fragmentaci DNA měřili pomocí metody TUNEL. Po GC+SU byla fragmen-
tace DNA signifikatně nižší než po GC+MACS. Grunewald et al. (2010) po kombinované
separaci GC+SU zjistili zlepšení progresivní motility a snížení počtu spermií s narušeným
potenciálem mitochondriální membrány u oligozoospermiků, asthenozoospermiků, teratozo-
ospermiků a u kombinací těchto patologií. Jackson et al. (2010) zjistili u normozoospermiků
po GC+SU separacích pomocí testu SCD vzestup integrity DNA a motility spermií. Ke stej-
nému výsledku došli Yamanaka et al. (2016), kteří pozorovali po GC+SU také morfologicky
lepší spermie ve srovnání s GC samotným.

7.2.2 Porovnání metod MACS a MFSS

Moderními metodami, které byly navrženy pro separaci apoptotických spermií, jsou mi-
krofluidní separace spermií (MFSS) a magnetická separace spermií (MACS).

Mikrofluidní systém separace je široce využíván pro různé oblasti výzkumu a pro kli-
nické použití. Týká se to biologické a chemické analýzy (Whitesides 2006; Gurkan et al.
2012), point of care testování (Gervais et al. 2011; Tasoglu et al. 2012), klinické a forenzní
analýzy (Verpoorte 2002) a v neposlední řadě molekulární a lékařské diagnostiky (Rizvi et
al. 2013; Tasoglu et al. 2013b; Wang et al. 2014). Při mikrofluidní separaci spermií se vy-
užívají principy chemotaxe, termotaxe a fluidního toku. V této práci se využíval pasivní
systém mikrofluidní separace FERTILE PLUS® Microfluidic Sperm Sorting Chip (KOEK
Biotechnology), kde jediným mechanismem separace je aktivní pohyb spermií. Na český trh
byl uveden v loňském roce. Skleněný čip má dvě komory propojené kanálkem se soustavou
drážek a prostor horní komory je oddělený filtrem s různě velkými otvory. Spermie se napipe-
tují do vstupního otvoru, pak musí proplavat systémem drážek a polykarbonátovým filtrem
do výstupního otvoru naplněného médiem. Kvalitní živé spermie proplavou tímto členitým
prostředím, nekvalitní spermie zůstanou v kanálku. Tato metoda selekce spermií se nejvíce
blíží k mechanismu přirozeného výběru, protože bariéry v čipu napodobují přirozené pro-
středí. Podobně dochází k selekci spermií, když s putují děložním čípkem, děložní dutinou
a vejcovody (Koyama et al. 2006; Xie et al. 2010). Výhodou metody je minimální pracnost
pro embryologa a také rychlost separace (30 minut). Nevýhodou je vyšší cena než GC, ale
vyšetření je levnější než MACS.

Při magnetické separaci apoptotických spermií (MACS Art Annexin V) se odstraňují
spermie na základě struktury jejich membrány. Kovové nanočástice označené annexinem
V se přidají ke spermiím. Prostřednictvím specifické vazby annexinu V na fosfatidyserin, se
na apoptotické spermie navážou kovové částice. (Vermes et al. 1995; Said et al. 2008; Said &
Land 2011). Směs se napipetuje do separační kolony umístěné v magnetickém poli. Značené
apoptotické buňky se zadrží v koloně, živé spermie protečou kolonou a zachytí se ve sběrné
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zkumavce. Postup separace není složitý, ale je časově náročnější. Nevýhodou MACS je vysoká
cena reagencií.

Cílem experimentu bylo porovnat účinnost separace živých spermií metodami MACS a
MFSS. Separace byla provedena u šesti vzorků s vyšším zastoupením apoptotických sper-
mií. Po MFSS došlo k signifikantnímu zvýšení procenta živých spermií oproti hodnotám v
ejakulátu (z 38,5 % na 64,6 %). Po MACS se procento živých spermií nezměnilo (38,2 %).
Procento živých spermií bylo po MFSS statisticky významně vyšší než po MACS.

MFSS je velmi moderní metoda a dosud bylo publikováno pouze několik prací s výsledky
MFSS separací. MFSS umožňuje výběr klinicky využitelných vysoce pohyblivých spermií s
nízkou fragmentací DNA. Schulte et al. (2007) ve svém článku uvádí, že vzorky po MFSS mají
lepší průměrnou pohyblivost spermií (96,2 %) v porovnání s nezpracovaným vzorkem (52,0
%). Stejného výsledku dosáhli ve svém expermientu Quinn et al. (2018), kteří zvýšili pomocí
MFSS průměrnou pohyblivost spermií z 54,0 % na 100,0 %. Tento výsledek potvrdili Thi-
ruppathiraja et al. (2016), kteří pozorovali zároveň zlepšení morfologie spermií po separaci.
Zatímco progresivní motilita je zpracováním pomocí MFSS zlepšena, snižuje se koncentrace
spermií. Je to způsobené tím, že MFSS má omezenou kapacitu pro separaci spermií, která je
daná objemem vstupního otvoru. Quinn et al. (2018) popisují průměrné snížení koncentrace
spermií z 32,0 mil/ml v ejakulátu na 10,0 mil/ml po MFSS. Snížení koncentrace však není
nežádoucí v případě použití spermií k oplození pomocí ICSI.

Autoři, kteří studují výsledky separace pomocí MFSS nejčastěji provádějí srovnávací
analýzy s jinými metodami (GC a SU). V této diplomové práci se porovnávaly metody
MFSS a MACS. V současné době není veřejně dostupná srovnatelná studie zabývající se
touto problematikou. Schulte et al. (2007) studovali porovnání fragmentace DNA ve spermií
testem SCD po metodě MFSS a SU. V ejakulátu byla průměrná fragmentace DNA 13,3 %,
po GC 14,9 %, po SU 5,7 % a po MFSS pouze 1,9 %. Pokles fragmentace DNA pomocí
testu SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) po MFSS ve srovnání se separací GC a
SU zjistili i Shirota et al. (2016) a Quinn et al. (2018). Autoři studie z roku 2015 Kishi et
al. se zaměřili na pacienty s patologickým spermiogramem. Ve své studii porovnávali změnu
fragmentace DNA (SCD test) po separaci pomocí MFSS, SU a GC u oligozoospermiků
a oligoastenozoospermiků. Průměrná fragmentace DNA spermií v nezpracovaném ejakulátu
byla 27,7 %, po GC se výrazně nezměnila (25,8 %), ale k signifikantnímu poklesu fragmentace
DNA došlo po SU (8,3 %) a po MFSS (5,9 %). Ramakrishnan et al. (2017) také zjistili pokles
průměrné fragmentace DNA z 36,0 % na 15,0 % po GC separaci a na 9,6 % po MFSS. Po
MFSS stoupá průměrná motilita spermií. Shirota et al. (2016) zjistili, že počet pohyblivých
spermií stoupl z 52,0 % v ejakulátu na 96,2 % po MFSS. Nižší vzestup byl zjištěn po GC
(73,4 %) či SU (85,8 %).

V roce 2017 proběhla první klinická studie pod vedením Ramakrishnan et al., zabývající
se přípravou spermií pomocí MFSS. Kvalita embryí byla srovnatelná mezi MFSS a GC, ale
ve skupině MFSS bylo více těhotných než ve skupině GC (83,3 % vs. 75,0 %), rozdíly nebyly
statisticky významné. V další klinické studii Yetkinel et al. (2018) porovnávali dvě skupiny
po separaci spermií pomocí MFSS a SU. U obou skupin byla srovnatelná průměrná hodnota
FR, ale u MFSS byl signifikantně vyšší průměrný počet kvalitních embryí než u SU skupiny.
Počet gravidních žen byl u obou skupin stejný a nebyl zjištěn rozdíl v THBR.

V IVF GENNET byla MFSS zavedena do rutinního provozu koncem roku 2018. První
výsledky jak z této porovnávací studie, tak z rutinního používání naznačují, že jde o metodu,
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která má šanci se stát velmi dobrou alternativou pro separaci živých spermií u pacientů s
nižší kvalitou ejakulátu. Metoda je vhodná i pro normozoospermiky a může být použita místo
GC. Podmínkou správné separace je přítomnost pohyblivých spermií a ejakulát nesmí být
příliš viskózní. Je nutné experimentálně ověřit, zda je separace přínosná i u pacientů s nízkou
pohyblivostí (astenozoospermií) nebo s vysokou koncentrací protilátek proti spermiím, které
mohou omezovat pohyblivost spermií. Toto bude předmětem dalšího výzkumu.

7.2.3 Porovnání metod MACS a GC

V diplomové práci se separací ejakulátu (se sníženým zastoupením živých spermií) po-
mocí metody MACS a GC porovnávalo procentuální zastoupení živých spermií před a po
separaci. Porovnání bylo provedeno u tří vzorků. Důvodem byla vysoká cena MACS a pri-
oritní bylo porovnání MACS s novým MFSS. Po MACS došlo ke zvýšení procenta živých
spermií pouze u normozoospermika, ale ne u pacientů s patologickým ejakulátem a vysokým
počtem apoptotických spermií. Cíle práce bylo najít metodu minimálně zatěžující spermie
v patologickém ejakulátu, proto byla zvolena pouze jedna krátká centrifugace ejakulátu před
separací MACS. To může být důvodem, proč byla metoda MACS méně efektivní. Ventruba
et al. (2018) ve své studii uvádějí, že použití ejakulátu do kolony MACS může snížit filtrační
funkci a zabránit jeho schopnosti izolovat pohyblivé, živé spermie. Proto autoři doporučují
provést separaci GC nebo SU jako první krok před použitím metody MACS. Tento postup
je účinnější, protože zvyšuje podíl pohyblivých spermií ve vzorku a snižuje počet kulatých
buňek, imotilních spermií a leukocytů (Agarwal et al. 2005; Said et al. 2006).

Metoda MACS v řadě studií způsobila pokles počtu spermií s fragmentací DNA (Winkle
et al. 2006; Makker et al. 2008; Herrero et al. 2012; Losada et al. 2012), ale v některých
publikacích nebyla změna počtu spermií s fragmentací DNA prokázána (Troya & Zorilla
2015). Některé studie poukazují na pokles počtu progresivně pohyblivých a morfologicky
normálních spermií při použití MACS (Tavalaee et al. 2012; Cakar et al. 2016) a podobné
poznatky mají i embryologové v IVF GENNET. Snížení počtu pohyblivých spermií není
považováno za významný problém při ICSI, ale není vhodné při IVF nebo IUI (Intrauterinní
inseminace) (Ventruba et al. 2018).

Existuje několik studií srovnávajících GC a metodu MACS, nebo jejich kombinaci. Vět-
šina z nich dospěla k závěru, že zejména vzájemné kombinace GC a MACS jsou výhodné,
protože zvýší viabilitu a separované vzorky mají méně apoptotických spermií (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 současné metaanalýze Daneshmandpour et al. (2018) se po-
tvrdilo, že kombinace MACS a GC je nejlepší technika separace spermií pro výběr spermií
s nižší fragmentací DNA. U zdravých dárců a mužů s idiopatickou neplodností měly sper-
mie separované nejprve metodou GC, a pak MACS (GC+MACS) o 30 % nižší fragmentaci
DNA (SCD test) než po samotné GC (Said et al. 2006; Lee et al. 2010). Také u normozo-
ospermiků a oligozoospermiků kombinace GC+MACS nebo SU+MACS vedla k statisticky
nižší fragmentaci DNA (TUNEL test) ve srovnání s SU nebo GC samotným (Cakar et al.
2016). Delbes et al. (2013) zjistili u normozoospermiků, teratozoospermiků a astenoterato-
zoospermiků nižší fragmentaci DNA (TUNEL a SCSA test) po GC+MACS v porovnání s
nativním ejakulátem a samotným GC. V současné studii Ješeta et al. (2018) nezjistili sta-
tisticky významné rozdíly v průměrné hodnotě fragmentace DNA (SCD test) mezi nativním
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ejakulátem (30,5 %), MACS (28,7 %) a MACS+SU (22,7 %). Avšak když použili metodu SU
před MACS, fragmentace se signifikantně snížila (13,8 %). Zároveň i samotná separace SU
byla prokazatelně účinná (18,2 %). Úspěšné použití kombinace SU+MACS potvzují i starší
výsledky studií Chi et al. (2016) a Tavalaee et al. (2012). V některých studiích se kombinují
dokonce tři postupy. Bucar et al. (2015) zjistili nejvyšší pokles spermií s fragmentací DNA
(TUNEL test) po MACS+GC+SU.

V klinických studiích několik autorů zaznamenalo zlepšení FR (Grunewald et al. 2009;
Romany et al. 2010) a kvalitu embryí (Said et al. 2005a; Dirican et al. 2008; Sedó et al. 2010)
se spermiemi po MACS ve srovnání s GC, zatímco jiné studie nenalezly žádné rozdíly v FR
(Dirican et al. 2008; Sedó et al. 2010; Buzzi et al. 2010). Novější metaanalýza prokázala, že
MACS nemá signifikantně pozitivní vliv na FR, kvalitu embryí, PR, IR, THBR ani počet
potratů (Nadalini et al. 2011). V cyklech s darovanými oocyty metoda MACS nezlepšuje
reprodukční výsledek (FR, kvalitu embryí, IR, PR, THBR) v porovnání s metodou SU
(Romany et al. 2014). Troya a Zorrilla (2015) ve své studii porovnali metody ICSI, PICSI a
samotný MACS. Do studie byli zařazeni infertilní normozoospermici. Mezi skupinami nebyl
zjištěn rozdíl v FR ani v počtu embryí. U MACS byl zjištěn statisticky vyšší PR než u
ostatních skupin.

Závěrem lze říci, že použitím metody MACS lze snížit fragmentaci DNA spermií avšak
v klinických studích se nepotvrdil významný rozdíl v parametrech úspěšnosti těhotenství.

7.2.4 Vlastní doporučení použití separačních metod

Na základě výsledků této práce je patrné, že pro volbu vhodné metody separace spermií
je přínosné detekovat procento živých a apoptotických spermií v ejakulátu pomocí průto-
kové cytometrie a nerozhodovat se pouze na základě znalosti spermiogramu. Z předešlých
zkušeností je zřejmé, že není nutné měřit apoptózu spermií v den oplození. Jde o poměrně
stabilní parametr a je možné vycházet z hodnot naměřených v krátkém časovém odstupu
(max. 1 měsíc) před dnem oplození. Výhodou toho je dostatek času, aby se embryolog, lékař
a pacient vzájemně domluvili.

Při navržení vhodných metod separace bylo vycházeno z výsledků diplomové práce, po-
znatků embryologů a publikovaných výsledků studií.

1. Pro pacienty s normálními parametry spermiogramu a fyziologickým zastoupením apo-
ptotických spermií je doporučována separace SU a GC. Metoda MACS je vhodná,
pokud jí předchází separace SU nebo GC.

2. Pro pacienty s normálními parametry spermiogramu a vyšším zastoupením apoptotic-
kých spermií je vhodná metoda MFSS a SU. Kombinace metod GC+SU také vede ke
zvýšení procenta živých spermií. Separace MACS je vhodná v kombinaci s GC nebo
SU.

3. Pro pacienty s patologickým ejakulátem a vysokým zastoupením apoptotických spermií
je vhodná metoda MFSS, případně SU.

4. Pro pacienty s vysokou fragmentací DNA je nejlepší volbou MFSS, SU, GC+MACS
nebo SU+MACS.
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7.3 Hodnocení kvality embryí a její vliv na úspěšnost ET

Studie zahrnovala 43 párů, které podepsali informovaný souhlas se zpracováním ejakulátu
a analýzou klinických dat, která se týkala anamnézy, kvality embryí a průběhu gravidity.
Všechny páry podstupovali in vitro oplození metodou ICSI s darovanými oocyty.

Oplození darovaných oocytů je považováno za nejvhodnější model pro sledování vlivu
kvality spermií na vývoj embrya. Lze předpokládat, že kvalita darovaných oocytů bude
vysoká, protože darovacího programu se účastní mladé, fertilní ženy. Kvalitní oocyt také umí
opravit poškozenou DNA, přičemž tato schopnost klesá u oocytů starších žen (Meseguer et
al. 2011). Mezi dárkyněmi oocytů však byly rozdíly, a ne vždy byla kvalita oocytů vynikající.
Mezi počty oplozených oocytů a vzniklých embryí byly mezi páry významné rozdíly.

Celkem bylo oplozeno 314 oocytů a z nich se vyvinulo 169 kvalitních blastocyst, které
bylo možno zamrazit nebo použít pro embryotransfer. Fertility rate (FR) (podíl oplozených
a injikovaných oocytů) byl 94,4 %. Utilization rate (UR) (podíl počtu blastocyst a počtu
oplozených oocytů) byl 55,6 %. Tyto parametry jsou srovnatelné s výsledky Marshall et al.
(2017), kteří uvádějí u darovaných čerstvých oocytů po oplození metodou ICSI parametr FR
83 % a UR 50 %. K podobnému výsledku (FR 86,6 %) došli i Trokoudes et al. (2011).

Ze 43 žen mělo po embryotransferu 23 žen (53,5 %) pozitivní těhotenský test (+hCG). U
17 žen (39,5 %) byla potvrzena srdeční akce plodu. Celkem 13 žen (30,2 %) mělo pokračující
graviditu. V době dokončování diplomové práce byly tyto ženy ve třetím trimestru, tedy
„take home baby rate“ ještě nebyl známý. V průběhu studie potratilo 10 pacientek (23,2 %)
– 6 žen po zjištění biochemické gravidity a 4 další ženy po potvrzení srdeční akce plodu.

Ve studii Yeh et al. (2015) byl pozorován podobný počet žen, které celkem potratily (17,4
%) jako v této diplomové práci.

Pro potřebu přesného porovnání vlivu kvality spermií na vývoj embrya a případně úspěš-
nost těhotenství bylo nutné zohlednit počet transferovaných embryí. Celkem u 20 pacintek
byla transferována dvě embrya. PR (pregnancy rate) byl vypočítán jako poměr počtu žen
s pozitivním hCG a celkového počtu transferovaných embryí a IR (implantation rate) byl
vypočítán jako poměr celkového počtu plodů s potvrzenou srdeční akcí (+SA) a celkového
počtu transferovaných embryí. Celkový PR byl 37,2 % a IR byl 23,3 %.

Tyto výsledky jsou srovnatelné s parametry, které ve své studii uvedli Trokoudes et al.
(2011). U darovaných čerstvých oocytů oplozeních metodou ICSI byl PR 48,8 % a IR 25,6
%.

Při transferu se používalo nejkvalitnější embryo, tedy ideálně blastocysta BL5. Statisticky
se porovnal vliv kvality embryí na výsledek embryotransferu a zjistila se významná korelace
mezi transferem BL5 a graviditou (+SA) (r = 0,373, p< 0,001). Transfer kvalitního embrya je
považován za hlavní marker pro úspěšný PR a IR (della Ragione et al. 2007; Ahlstrom et al.
2011). Tento výsledek potvrzují i Oron et al. (2014), kteří zjistili hodnotu PR významně vyšší
u kvalitních blastocyst (BL3-5) v porovnání s transferem méně kvalitních embryí (41,5 % vs.
19,2 %). Podobně Zhu et al. (2014) uvedli PR u kvalitních blastocyst (BL3-5) signifikantně
vyšší než u méně kvalitních (48,0 % vs. 15,3 %) a IR také (33,7 % vs. 9,1 %).

Ačkoliv v publikacích (Toner et al. 2002; Soares et al. 2005; Gupta et al. 2012) je uváděna
negativní závislost úspěšnosti transferu na věku žen i mužů, tak v diplomové práci nebyl vliv
prokázán.
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Cílem této diplomové práce bylo stanovit apoptózu a fragmentaci DNA spermií v eja-
kulátu použitém pro ICSI a sledovat úspěšnost cyklu. Průměrný počet živých spermií pa-
cientů byl 53,9 %. Vyšší zastoupení apoptotických spermií (ApoHigh) se vyskytovalo nejen
u pacientů s patologickým spermiogramem (u 90,0 %), ale i v poměrně vysokém počtu u
normozoospermiků (21,21 %). Hlavním cílem bylo zjistit, zda se tvoří u skupiny pacientů
s vysokou apoptózou spermií (ApoHigh) méně kvalitní embrya než u skupiny pacientů s níz-
kou apoptózou spermií (ApoLow). U skupiny ApoLow se zjistilo statisticky významně vyšší
FR než u skupiny ApoHigh.

Tento výsledek je v souladu s výsledky klinických a experimentálních studií (Marchetti
et al., 2004; Said et al., 2006, Grunewald et al., 2008; Jayaraman et al. 2012), ve kterých
byla zjištěna negativní korelace mezi procentem apoptotických spermií a FR.

Vyšší PR a IR byl očekáván spíše u skupiny ApoLow než ApoHigh. Ale PR byl vyšší a IR
byl dokonce statisticky průkazně vyšší u skupiny ApoHigh než ApoLow. U skupiny ApoLow
bylo vytvořeno více kvalitních embryí (BL3–BL5) než u skupiny ApoHigh (72,2 % vs. 55,8 %).
Čím kvalitnější embryo bylo použito pro embryotransfer, tím vyšší byla pravděpodobnost,
že žena otěhotněla. Pacientky ve skupině ApoHigh dostaly více embryí BL4 nebo BL5 (70,8
%) než pacientky ve skupině ApoLow (51,3 %).

V souboru pacientů diplomové práce byl průměrný počet spermií s fragmentací DNA
18,2 %. Fyziologický počet spermií s fragmentací DNA (FragLow) mělo 69,77 % pacientů,
vyšší počet spermií s fragmentací DNA (FragHigh) mělo 30,23 % pacientů. Mezi skupinami
FragLow a FragHigh nebyly zjištěny statisticky průkazné rozdíly v PR a IR. Počet kva-
litních embryí BL3–BL5 byl u skupin FragLow a FragHigh podobný (64,6 % vs. 67,8 %),
počet transferovaných BL4 a BL5 se také významně nelišil (55,0 % vs. 66,6 %). Také sku-
pina s normálním spermiogramem měla vyšší FR, ale nižší UR než skupina s patologickým
spermiogramem.

Protože tyto výsledky nepotvrdily vstupní hypotézy, bylo potřeba najít jiné vysvětlení,
proč byla embrya kvalitnější u párů s méně kvalitními spermiemi. Po důkladné analýze dat
bylo zjištěno, že dalším z faktorů, který ovlivnil výsledek ICSI, byla koncentrace spermií.
Statisticky byla porovnána skupina SpLow (s nízkou koncentrací spermií po GC) a SpHigh
(s vysokou koncentrací spermií po GC). Byl zjištěn signifikantně vyšší UR u skupiny SpLow
než SpHigh (65,3 % vs. 48,0 %, p < 0,01). Tyto rozdíly byly nejvyšší ze všech porovnávaných
skupin. U skupiny SpLow byl zjištěn také signifikantně vyšší IR než u skupiny SpHigh (39,5
% vs. 10.4 %). Počet kvalitních blastocyst BL3-BL5 byl sice u SpLow a SpHigh podobný
(62,8 vs. 69,5 %), ale počet transferovaných BL4 a BL5 byl významně vyšší u SpLow (69,2
%) než u SpHigh (51,3 %).

Jedním z možných vysvětlení tohoto nálezu je, že se při GC používá standardně 1 ml
ejakulátu, který se navrství na gradient separačních médií. V tomto kroku se nezohledňuje
koncentrace spermií. Poté se vzorek centrifuguje. Je možné, že v případě použití nižší kon-
centrace spermií dojde k lepší separaci spermií, než když se použije hustý vzorek obsahující
vysoký počet spermií. Centrifugace může způsobit poškození integrity spermií a zvýšení pro-
dukce ROS (Alvarez et al 1993). Kvalitní DNA je předpokladem pro úspěšný vývoj embrya
vzniklého ať již přirozeným oplozením nebo pomocí metod asistované reprodukce (Aitken
& Koppers 2011; Sakkas et al. 2015). Pokud je DNA poškozená působením ROS, pak může
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dojít k zastavení vývoje embrya v časném stádiu těhotenství či může dojít později k potratu
(Aitken & Koppers, 2011, Sakkas et al. 2015).

Dalším z možných vysvětlení je, že při mikroskopickém výběru spermií před ICSI snadněji
zvolí embryolog vhodnou spermii při nižší koncentraci pohyblivých spermií. Při konzultaci
s embryology však byla tato možnost zavržena s tím, že si embryologové standardně vzorek
před výběrem ředí pro optimální počet spermií. Při snaze o vysvětlení tohoto paradoxu byla
prověřena kvalita oocytů, zdroj oocytů, zda jev není ovlivněn některým embryologem, zda
není častěji použit EmbryoScope či jiné přístupy zvyšující pravděpodobnost početí. Nepo-
dařilo se však najít jiné vhodné vysvětlení.

Při hledání analogie v literatuře nebyla nalezena žádná studie, která by porovnávala
vývoj embryí v závislosti na koncentraci spermií po GC. Autoři se především soustředili na
závislost koncentrace spermií v ejakulátu. Hashimoto et al (2010) i Friedler et al. (2015)
zjistili statisticky významně nižší FR u pacientů s koncentrací spermií nižší než 1 mil/ml
než u pacientů s vyšší koncentrací spermií. V těchto případech jde o patologické ejakuláty
(oligozoospermii). Nezjistili však žádný vliv koncentrace na IR, PR a THBR. Ke stejným
výsledkům došel také Arikan et al. (2012).

Vývoj embrya z velké části ovlivňuje kvalita oocytu a v této studii se vyskytlo několik
párů s nižším počtem oplozených oocytů. Bohužel není možné u lidí zajistit „standardní
oocyty“ jako by to bylo možné v případě zvířecích modelů. Na průběh těhotenství má také
značný vliv zdravotní stav žen to, zda mají jiná systémová onemocnění nebo zda jsou léčeny
např. imunomodulační léčbou apod.

V provozu embryologické laboratoře je třeba zavádět takové metodické postupy, které
povedou k tvorbě nejkvalitnějších embryí. Velký význam může mít optimalizace metod se-
parace spermií, a to i těch tradičních jako je GC. V rámci této práce se nepotvrdilo, že vyšší
zastoupení apoptotických spermií zhoršuje kvalitu embryí, ale bylo zjištěno, že v případě
nízké koncentrace spermií po GC byl vyšší zisk kvalitních embryí a vyšší počet těhotných
žen. Ideální by bylo v další práci otestovat, zda nižší koncentrace spermií při GC přispívá
k lepší separaci spermií a k tvorbě kvalitnějších embryí.
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Kapitola 8

Závěr

V současnosti celosvětově klesá kvalita ejakulátu a příbývá tím více neplodných mužů.
Jedním z možných řešení je pomoc center asistované reprodukce. Mezi nejdůležitější současné
požadavky v oboru patří zpřesnění diagnostiky neplodných mužů a vyvinutí lepších metod
pro selekci kvalitních spermií.

V úvodu této práce jsou formou literární rešerše shrnuty poznatky týkající se diagnostiky
kvality ejakulátu, metod separace kvalitních spermií, in vitro oplození oocytů pomocí ICSI
a hodnocení kvality embryí.

Diplomová práce je rozdělena na experimentální a klinickou část. Experimentálně byla
pomocí průtokové cytometrie ověřena účinnost separací apoptotických spermií z ejakulátu
u vybraných metod. Nejprve byla ověřována účinnost separace metodou gradientové centri-
fugace (GC). Statisticky průkazná korelace byla zjištěna mezi procentem živých spermií v
ejakulátu a koncentrací spermií po GC a zároveň mezi procentem živých spermií v ejakulátu
a procentem živých spermií po GC. Tedy čím nižší bylo procento živých spermií v ejakulátu,
tím nižší byla kvalita vzorku po GC separaci. Tímto bylo prokázáno, že GC není vhodná
separační metoda pro pacienty s vysokým zastoupením apoptotických spermií v ejakulátu.
Experimentálně byly u podobných typů ejakulátů ověřeny alternativní metody separace (SU,
MFSS, MACS). Nejlepší výsledky byly zjištěné po MFSS. Na základě experimentů a detailní
literární rešerše byl navržen soubor doporučených separačních postupů u různých typů eja-
kulátů. Pro ověření těchto doporučení je třeba analýza většího počtu vzorků.

V klinické části studie byl sledován vztah mezi procentem živých spermií a kvalitou
embryí. Obdobně jako v jiných publikacích, tak ani v této práci se neprokázalo, že vyšší
procento apoptotických spermií nebo spermií s vysokou fragmentací DNA v ejakulátu statis-
ticky průkazně snižuje počet kvalitních embryí nebo úspěšnost cyklu asistované reprodukce.
Z výsledků vyplývá, že u skupiny s nízkým procentem apoptotických spermií (ApoLow)
byl signifikantně vyšší parametr FR (fertilization rate), avšak ostatní parametry úspěšnosti
cyklu byly vyšší u skupiny s vysokým procentem apoptotických spermií (ApoHigh). Možným
vysvětlením byl vyšší počet transferů nejkvalitnějších blastocyst (BL5) u skupiny ApoHigh
než u ApoLow.

Závěrem lze říci, že cytometrické vyšetření ejakulátu je kvalitní diagnostickou metodou.
Získané informace o procentech živých spermií v ejakulátu mohou přispět k volbě vhodných
postupů zpracování ejakulátu před in vitro oplozením.
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Seznam zkratek

(A) Astenozoospermie

(ApoHigh) Pacienti s s vysokým zastoupením apoptotických spermií (<50 % živých spermií)

(ApoLow) Pacienti s nízkým zastoupením apoptotických spermií (>50 % živých spermií)

(AT) Astenoteratozoospermie

(BG) Biochemická Gravidita

(BL) Blastocysta

(BMI) Body Mass Index

(CMV) Cyto-Megalovirus

(DEG) Degenerovaný

(DNA) Deoxyribonucleic Acid

(dUTP) 2’-deoxyuridin-5’-trifosfát

(ET) Embryotransfer

(FITC) Fluorescein Isothiokyanát

(FR) Fetility rate

(FragHigh) Pacienti s vysokým zastoupením spermií s fragmentací DNA (>20 %)

(FragLow) Pacienti s nízkým zastoupením spermií s fragmentovanou DNA (<20 %)

(FSC) Forward scatter

(G1-4) Grade

(GC) Gradientová centrifugace

(GV) Germinal Vesicle

(GVBD) Germinal vesicle breakdown

(HA) Hyaluronan
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(HBsAg) Hepatitis B surface Antigen

(hCG) Humánní choriový 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) Intrauterinní inseminace

(KET) Kryoembryotransfer

(M) Morula

(MAR) Mixed Anti-immunoglobulin Reaction

(M1) Metafáze I

(M2) Metafáze II

(MACS) Magnetická separace apoptotických spermií

(MFSS) Microfluidic Sperm System

(O) Oligozoospermie

(OAT) Oligoastenoteratozoospermie

(OT) Oligoteratozoospermie

(PB) Pólové tělísko

(PBS) Phosphate Buffered Saline

(PI) Propidium jodid

(PICSI) Preselected Intracytoplasmic Sperm Injection

(PN) Prvojádro

(PP) Perivitelinní prostor
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(PR) Pregnancy rate

(PS) Fosfatidylserin

(ROS) Reaktivní formy kyslíku

(SA) Srdeční akce

(SCSA) Sperm chromatin structure assay

(SM) Sperm Medium

(SOP) Standard Operation Procedure (Standardní pracovní postup)

(SpHigh) Pacienti s koncentrací spermií po gradientové centrifugaci vyšší než 10 mil/ml

(SpLow) Pacienti s koncentrací spermií po gradientové centrifugaci nižší než 10 mil/ml

(SSC) Sideward scatter

(SU) Swim-up

(T) Teratozoospermie

(TdT) Terminální deoxynukleotidyl transferáza

(THBR) Take-home baby rate

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

(UR) Utilization rate

(UZ) Ultrazvukové vyšetření

(WHO) World Health Organization

(ZP) Zona pellucida
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