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Abstrakt

Tato prace predstavuje sou¢asné metody slouZici k vybéru nejkvalitnéjSich embryi
s nejvétsSim potencidlem k Uspésné implantaci. V dnesni dobé se preferuje transfer
jednoho embrya a tudiz se metody vybéru zdokonaluji a hledaji se nejvhodnéjsi
parametry pro vybér. Kvalita embryi mlze byt posuzovdna mnoha metodami.
Nejstarsi a nejpouzivanéjsi je klasické morfologické hodnoceni. Dalsi zplisob hodnoceni
je na zakladé metabolické aktivity embrya pfi kultivaci, nevyhodou je nakladnost
metody. Genetickda vySetfeni, jako preimplantaéni genetickd diagnostika
a preimplantaéni geneticky screening, jsou také nakladnéjsi a invazivni, tudiz hrozi
poskozeni embrya a vzhledem k mozaicismu také neni 100% ucinna. Skloubeni
morfologického a kinetického hodnoceni nabizi neinvazivni metoda time-lapse
monitoringu. Embrya se hodnoti podle morfologickych znak( a také na zdakladé

nacasovani ryhovani a synchronie déleni.

Cilem prace je porovnat ze statistickych vysledk( centra asistované reprodukce
Sanus Pardubice, jestli morfokinetickd metoda (PrimoVision,Cryo-Innovation,
Madarsko) zlepsi Uspésnost v programu in vitro ferilizace oproti klasické morfologické
metodé hodnoceni kvality embryi za prvni dva roky pouzivani tohoto systému. Celek se
rozdélil na 2 skupiny, s pouzitim PrimoVisionu a s klasickym hodnocenim vyvoje. A tyto
skupiny se jesté rozdélily podle véku na < 30 let, 31-35 rok(, > 36 let. U vysledkd
celkem nebyl nalezen rozdil v pregnancy rate s pouzitim a bez pouziti PrimoVisionu.
Pfi rozdéleni klientek podle véku byly vysledky pregnancy rate nizsi s PrimoVisionem
u klientek < 30 let a 31-35 let. U téchto skupin metoda time-lapse nepfispéla k lepsim
vysledkim nez klasické hodnoceni vyvoje embryi. UZiteCnost systému time-lapse
se projevila u klientek ve skupiné > 36 let, kde byly vysledky lepsi stime-lapse

monitoringem nez bez néj.

Klicova slova: lidské embryo, time-lapse monitoring PrimoVision, asistovana

reprodukce, ryhovani bunék



Abstract

This paper presents the methods for selecting the best quality embryos with the
greatest potential for successful implantation. Today, it is preferable to transfer one
embryo and therefore selection methods are continually improving and we are
looking for the most suitable parameters for selection. Embryo quality can be judged
from many methods. The oldest and most widely used is the classic morphological
rating. Another evaluation method is based on the metabolic activity of the embryo
during the cultivation, the disadvantage of this method is the cost. Genetic testing as
preimplantation genetic diagnosis and preimplantation genetic screening are also
costly and invasive, therefore may damage the embryo and due to mosaicism, also is
not 100% effective. Combining morphological and kinetic evaluation provides a non-
invasive method of time-lapse monitoring. Embryos are assessed by morphological

characters and also on the timing and synchrony cleavage.

The aim of the study is to compare the statistical results of car Sanus Pardubice, if
morphokinetic method (PrimoVision,Cryo-Innovation,Hungary) help improve the IVF
results compared to the classic morphological method of assessing the quality of
embryos for two years using the system. The unit is divided into 2 groups with and
without PrimoVision and these are more selected according the age < 30 years, 31-35
years, > 36 years. In the results there were no difference in this groups. In a
distribution of clients by the age, the pregnancy rate results were lower with
PrimoVision for clients < 30 years and 31-35 years. In these groups, the method time-
lapse didn't contribute to better results than classic rating of embryo development.
The usefulness of time-lapse occurred in the group > 36 years, where the results were

better with time-lapse monitoring than without it.

Keywords : human embryo, Time -lapse monitoring PrimoVision, assisted

reproduction, cleavage cells
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2. Pouzité zkratky

CAR

EC

FISH

hCG

HLA-G

ICSI

IMSI

IVFa ET

MESA

PCR

PCOS

PGD

PGS

PICSI

PN

PNB

Centrum Asistované Reprodukce

Early Cleavage embryo (22-26 hodin po inseminaci jiz probéhlo prvni
bunécné déleni)

Fluorescence In Situ Hybridization, metoda fluorescen¢ni in situ
hybridizace

Human Chorionic Gonadotropin, lidsky choriovy gonadotropin
Lidsky leukocytdrni antigen

IntraCytoplasmic Sperm Injection, vpich jedné spermie do oocytu

Intracytoplasmic Morphologically Selected sperm Injection, vybér

nejvhodnéjsi spermie k oplozeni oocytu dle jeji morfologie
In Vitro Fertilization a Embryo Transfer, oplozeni oocytu mimo télo Zeny
a prenos vzniklého embrya do délohy

Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration, spermie ziskané aspiraci

z nadvarlete

Polymerase Chain Reaction , polymerdzova retézova reakce

Syndrom polycystickych vajecnik(- endokrinni porucha zrdni a uvolfiovani
vajicek

Preimplantacéni Genetickd Diagnostika embrya

Preimplantacni Geneticky Screening embrya

Preselected IntraCytoplasmic Sperm Injection, vybér zralé spermie

pro oplodnéni oocytu
ProNuclear, prvojadro vzniklé bezprostifedné po oplozeni

ProNuclear Bodies, jadérka v prvojadru



PR Pregnancy Rate, vyjadfuje v procentech pocet ziskanych téhotenstvi

na embryotransfer

PT Polové Télisko
PV PrimoVision
TESE TEsticular Sperm Extraction, spermie ziskané extrakci z tkdné varlete



3. Uvod

Neschopnost poclit nebo donosit dité je celosvétovym problémem zejména
ve vyspélych zemich véetné Ceské republiky. Za neplodné se povaZuji pary, které
nemohou pocit dité po jednom roce snahy pfi pravidelném nechranéném pohlavnim
styku. Uvadi se, Ze 20-25% par( je nedobrovolné bezdétnych. V poloviné pripadd
je pfi¢ina na strané Zeny, v 40% na strané muzZe a z 10% je problém na strané obou

partnerll. Rocné se objevuji problémy s plodnosti az u 2 miliond parQ na celém svété.

Celosvétovym zdjmem v asistované reprodukci je snizovat pocet prenesenych
embryi v programu in vitro fertilizace (IVF) a predchazet tak vicecetnym téhotenstvim.
Jelikoz dvou a vicecetné téhotenstvi predstavuji zdravotni riziko pro matku i plody,
idedlni je prendset pouze jedno nejkvalitnéjsi embryo. Tim se zvysuji také naroky
na kvalitu pfeneseného embrya. Aby se tohoto docililo, vyvijeji se a zlepsuji se metody
selekce embryi. Mezi tyto metody se fadi preimplantacni geneticky screening (PGS),
preimplantacni genetickd diagnostika (PGD), sledovani hladin metabolitd
z metabolismu embryi a nejnovéjsi time-lapse monitoring vyvoje embryi, ktera
se v praxi pouzivda nejkratSi dobu. VSechny metody selekce se neustdle vyvijeji
a zdokonaluji. Také nékteré embryologické laboratore prodlouzily dobu kultivace

embrya ze tfi na pét dni, protoze delsi kultivaci se ukaze Iépe kvalita embrya.

Také zdravotni pojistovny v Ceské republice podporuji tento trend. D¥ive proplacely
3 ukoncené cykly IVF (rozumi se odbér vajicek po stimulaci vajec¢nik, jejich oplodnéni
in vitro a transfer embryi). V soucasnosti pfispiva pojistovna i na ¢tvrty cyklus IVF,
pokud si klientka nechd v prvnich dvou cyklech zavést pouze jedno embryo.
To je vyhodné jak pro klientky, tak pro pojistovny, protoze péce o nedonosené

novorozence je nékolikanasobné vyssi nez prispévek na IVF.

10



4. Zadani bakalarské prace-cil prace

Cilem prace je predstavit klasické i nové perspektivni metody v hodnoceni kvality

embryi pro zlepseni vysledki v centrech asistované reprodukce (CAR).

Dale porovnat z vysledkd IVF centra Sanus v Pardubicich, jestli embrya vybrana
k embryotransferu (ET) pomoci time-lapse monitoringu v porovnani s embryi
vybranymi k ET klasickym morfologickym hodnocenim zvysi pregnancy rate (PR) (pocet

téhotenstvi/pocet transferld embryi) u pacientek v zavislosti na véku.
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5. Od stimulace k transferu

Kazdym rokem pfibyva par(, ktefi maji problémy pocit nebo donosit zdravé dité
a musi podstoupit IVF cyklus v CAR. To je zpUsobeno rliznymi pfi¢inami na strané muze
a také stdle vyssSim vékem Zen, které odkladaji materstvi kvlli budovani kariéry.
Je prokazano, Ze se zvySujicim vékem Zeny klesa jeji plodnost. Mezi Zenské priciny
neplodnosti se fadi podle ¢etnosti ovaridlni sterilita ¢asto na podkladé tzv. syndromu
polycystickych  vajecnikli  (PCOS), neprlchodnost vejcovodli, endometridza,

imunologické priciny, vady délohy a dalsi (Brindsen, 2007).

Pfed IVF je zapotfebi sepsat s parem rodinnou anamnézu a udélat Zené
gynekologické a ultrazvukové vysetfeni, vysSetfit hormonalni profil menstruaéniho cyklu
vétSinou 2-4.den cyklu a druhy asi tyden pred ocekdvanou menstruaci. Pokud

je indikace, byva vhodné i imunologické a genetické vysetreni.

Hlavnim muzZskym faktorem neplodnosti je Spatnd, nedostatecna nebo zcela
chybéjici tvorba spermii zplsobend varikokélou (defekty malych Zilnich chlopni
a nedostatecny odtok krve), dédiénymi a genetickymi poruchami, Urazem, infekcemi
atd. (Doherty a Clark, 2006). Proto je prvotnim vySetfenim muze spermiogram,
kde se hodnoti vzhled a objem ejakuldtu, celkovy pocet a koncentrace spermii,

pohyblivost, morfologie a koncentrace pridatnych bunék.( Pfiloha 1)

5.1 Stimulace vajecniki

Kazdy IVF cyklus zacind stimulaci vajecnikl Iéky, aby se ziskalo co nejvice vajicek.
Lékar sleduje ultrazvukem pocet a velikost rostoucich folikulli, ndpomocna muze byt
i hladina estradiolu v krvi. Existuje nékolik stimulacnich protokoll, ale nejcastéji
se pouzivd antagonisticky protokol, ktery je Setrnéjsi pro pacientku nez dlouhy
analogovy. Pfi antagonistovi je mensi spotfeba gonadotropin(, kratsi doba stimulace
(Marci et al., 2013). Ke stimulaci se pouZivaji gonadotropiny a od velikosti folikul(
12mm se pfipichuje antagonista branici predcasné luteinizaci oocytl. Pokud nejvétsi

folikul dosahne velikosti 18 mm v priméru, indikuje se aplikace lidského choriového
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gonadotropinu (hCG) a po 36 hod. se oocyty odsavaji (Gardner et al., 2004).
Pti stimulaci vajecnikl gonadotropiny kIVF muZe dojit k prestimulovani vajecnik(
a rozvoji tzv. hyperstimulaéniho syndromu. Ten je nebezpeény hromadénim tekutin
v télnich dutinach vlivem zvysené tvorby vasoaktivni latky zvétSujicimi se vajecniky
zpUsobujici zvySenou propustnost kapilar (Brindsen, 2007). Je nutna zvysSend péce
a sledovani zdravotniho stavu klientky. Syndrom odeznivad 1-3 tydny, pfi téhotenstvi
déle a nékdy je nutné provést miniinterupci pro zachranu zdravi pacientky. Pro tyto
komplikace je dobré syndromu predchazet ultrazvukovou kontrolou a sledovanim

hladin estradiolu v krvi pfi stimulaci.

5.2 Aspirace oocyti

Aspirace oocytl s folikularni tekutinou se provadi transvaginalné v kratkodobé
celkové anestezii pod kontrolou ultrazvuku. Poté se oocyty propladchnou v pracovnim
médiu a ulozi do kultivaéniho média. Pro lepsi praci s nimi se mohou trochu jehlou
ofiznout granuldzni bunky. Samoziejmosti je rychld a presnd prace embryologa, prace
v laminarnim boxu, podléhajici nejprisnéjsSim pozadavkim na cistotu ploch, snaha
o udrzovani oocytl stale pfi teploté 37°C (vyhtivané plotny u mikroskopu, vyhfivané

stojany na zkumavky).

5.3 Priprava spermii

Ve stejny den jako je aspirace oocytu je nutné pripravit také spermie, které se ziskaji
masturbaci po 2-4 denni sexudlni abstinenci klienta. Zhodnoti se spermiogram
a spermie se zpracuji metodou swim-up. Pri této metodé se ejakulat (1-3 ml) promicha
s médiem (4,5 ml) a centrifuguje se 9 min pfi 1700 otdckach. Po odpipetovani
supernatantu, slozeného ze seminalni plasmy a média, se sediment, ktery obsahuje
Zivé, mrtvé spermie a pridatné buriky, opatrné prekape Cistym médiem a pod Uhlem
45°se nechaji spermie inkubovat pfi teploté 37°C a 5% CO; 50 min. Po inkubaci
se odsaje horni vrstva média obsahujici nejrychlejsi a nejkvalitnéjsi spermie. Stejnou

metodou se pripravi kryokonzervované spermie a spermie darcd.
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5.4 Metody oplozeni

vrve

po dohodé s klienty. Bohuzel v dnes$ni dobé toto rozhodnuti také ovliviuji finanéni
moznosti paru, protoZe laboratorni metody jsou velmi ndkladné. Ale nevhodné zvolena

metoda oplozeni muze cely cyklus zastavit neoplozenim oocytl

5.4.1 In vitro fertilizace- klasicka metoda

Tato metoda oplozeni se vyuziva u klientli, kde nem(zZe dojit pfirozené ke styku
spermie  svajickem vdasledku neprichodnosti  vejcovodld. Predpokladem
pro uspésnou fertilizaci je dobry spermiogram. Pfi klasickém IVF jsou spermie
proplachnuty a zbaveny seminalni plasmy metodou swim-up. Takto pfipravené
spermie se pridaji k oocytim do kultivaéniho média. Spermie oplodni vajicko
spontanné (Doherty a Clark, 2006). Za 17-20 hod. by méla byt patrnd u oplozeného
vajicka prvojadra (PN).

5.4.2 Mikromanipulacni metody

Tyto metody jsou mladé a poskytuji nadéji na vlastniho potomka u klientq,
ktefi by méli na pfirozené oplozeni minimdlni nadéje. Je to vétSinou diky
nedostacujicim hodnotdm spermiogramu nebo pfi imunologickém faktoru
neplodnosti. Poprvé bylo ICSI ve svété predstaveno jako metoda oplozeni v roce
1993 (Bowen et al., 1998) a u? o rok pozdéji se v CR narodilo 1. dité po oplozeni
touto metodou. Mikromanipula¢nimi metodami se vybiraji ty nejkvalitnéjsi
spermie, také nejCastéji pripravené metodou swim-up, ale pouZivaji se také
spermie ziskané metodou mikrochirurgické aspirace spermii z nadvarlete (MESA)
a mikrochirurgickou extrakci z tkdné varlete (TESE). Pfed oplozenim se odstrani
kumularni komplex a corona radiata kolem vajicka plsobenim hyaluronidazy (cca
30-60s) a poté proplachnutim v pracovnim médiu s opakovanym nasavanim do

pipety s primeérem 150 mikrometr(, dokud nedojde k obnazeni oocytu.
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5.4.2.1 Intracytoplazmatickd injekce spermie (ICSI)

Pod mikroskopem vybird embryolog podle pohyblivosti a morfologickych znaki
nejvhodnéjsi spermie. Vybranou spermii imobilizuje klepnutim po bi¢iku a nasaje
ji do ICSI pipety. Dale si pridrii oocyt holding pipetou tak, aby pélocyt byl v poloze
6 nebo 12. Spermii si posune tésné k hrotu pipety, pipetou pronikne zonou pelucida
a oolemou do vajicka a nasaje cytoplazmu i se spermii do pipety. Dojde k promiseni.
Poté vysaje cytoplazmu se spermii zpét do oocytu (Obr.2). Pracuje se na vyhfivané
plotné a vajicka jsou v kapkach média na Petriho misce pod dostatecné vysokou
a vyhratou vrstvou oleje (Obr.1) (Schlegel a Girardi, 1997). Po uplynuti 17-ti hod.

se kontroluje oplozeni pfitomnosti dvou PN a 2. polového téliska (PT).

Obr. 1 Petriho miska s mikrokapkami média prekrytymi olejem
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Obr. 2 Oocyt pfichyceny podtlakem k holding pipeté a ICSI pipeta u hrotu se spermii

pfed proniknutim zonou pelucida a oolemou.

5.4.2.2 Morfologicky selektovand injekce spermie (IMSI)

IMSI je metoda zaloZzena na vybéru spermie stejné jako pfi ICSI, ale pod zvétSenim
az 8000x. Diky tomuto zvétSeni jsou vidét i vakuoly v hlaviéce spermie a abnormality
zpUsobené DNA fragmentaci. Tato metoda je zavisla na specidlnim objektivu, ktery

je dost nakladny, proto tuto metodu nenabizi vSechna centra.

5.4.2.3 Preselektovand intracytoplazmatickd injekce spermie (PICSI)

Preselekce u PICSI spociva na vazbé zralé spermie na slozku obsazenou v cumulus
oophorus. Touto latkou je hyaluronan. PFi PICSI je hyaluronan pfitomen v gelu
na Petriho misce. K ICSI se vybiraji pouze spermie, které jsou navazané k hyaluronanu
vgelu receptory. Vpraxi to vypadd tak, Ze hlavicka spermie je pfichycena
k hyaluronanu a bicik se pohybuje. To je znamka zralosti spermie. Tato metoda

Vvevys

et al., 2010).
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5.5 Kultivace embryi

Pro kultivaci se musi vytvofit podminky co nejvice podobné podminkdm v lidském
téle. Kvalitni rQst a vyvoj embryi probiha v inkubatorech pfti teploté 37°C, syceni CO;
6-ti % avlhkém vzduchu. Embrya se ryhuji ve specidlnich miskach a kultivacnich
médiich opatfenych certifikdtem o nezavadném pouziti pro lidské bunky. Vyrobcu

a typU je velmi mnoho. Kultivace muze probihat az 5 dnu.

5.5.1 DenO

Den 0 je oznacovan den aspirace oocytl. Pfi oplozeni mikromanipulaénimi
technikami se po odstranéni granuldéznich bunék vytfidi zrald vajicka, ktera
se oplodnuji. Nezrald vajicka se neoplodnuji. Pfi oplozeni klasickou metodou IVF
se granulozni buriky neodstranuji pred pridanim spermii kvili akrozomalni reakci, ale

az za 17 hod. od inseminace, aby se zkontrolovala pfitomnost PN a polocyt(.

5.5.2 Den1

Po 17-18-ti hod. kultivaci jsou na oplozenych oocytech patrnd 2 PN a vyloucené
2.polové télisko, sam¢i a samici- stadium zygoty (Obr.3a). Pokud vzniknou zygoty
s jinym pocétem PN nezZ 2, doSlo k abnormalnimu oplozeni. Asi za 20hod. po inseminaci
dochdzi ke kondenzaci PN a nastava 1. mitotické déleni (Veeck a Zaninovi¢, 2003).
Za 24 - 27 hodin od inseminace lze pozorovat dvoubunécné embryo (Obr. 3b)(Boiso

et al., 2002).
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Obr. 3a zygota Obr. 3b 2bb embryo

5,53 Den2a3

Vden 2 kultivace (40-50 hod. od oplozeni) jsou nejlepsi znamkou kvality
a normalniho vyvoje 4bb embrya a vden 3 8bb embrya.(Obr. 4) Lze pozorovat i jiné
nez sudé pocty bunék, to je v dlsledku ¢asové asynchronniho déleni bunék (Vacek,

2006).

Obr. 4 4bb a 8bb embryo

5.5.4 Den4a5

V téchto dnech dochazi k dalSimu déleni bunék, po 16-ti bunééném stadiu jiz nelze
buriky spocitat. Dochazi ke splynuti bunék do stadia moruly a ndsledné kompaktace
vden 4 kultivace (Boiso et al., 2002) (Obr. 5a). Mezi dnem 4 a 5 kultivace vznika

v morule dutina vyplnéna tekutinou. Casnd blastocysta je tvofena z vnitfni masy bunék
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(zéklad pro vznik zarodku) a z vnéjsi ¢asti oplostélych bunék ( zaklad pro trofoblast

a placentu). (Campbell a Reece, 2008). (Obr. 5b)

Obr.5a Kompaktace Obr. 5b Casna blastocysta

5.6 Transfer embryi

Obvykle 3.-5. den po oplozeni se 1-2 vyselektovana nejkvalitnéjsi embrya zavadéji
zpét do délohy v ambulantnim rezimu tenkou kanylou (katetr) (Obr.6), kterad také
disponuje nezbytnym certifikdtem pouZiti pro lidskd embrya. Zbyld kvalitni embrya
je moZné si nechat zamrazit a uskladnit v tekutém dusiku pro pfipadné dalsi vyuziti.
Téhotensky hormon hCG se zjistuje 14 dni po embryotransferu (ET) z krve a k ovéreni
pfipadného téhotenstvi dochazi pfiblizné 14 dni od pozitivhiho krevniho testu

ultrazvukem. Zjistuje se pritomnost gestac¢niho vacku v déloze a akce srde¢ni u embrya.
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Obr.6 Transferovy katetr
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6. Metody hodnoceni pro selekci zygot a embryi

Vzhledem k tomu, Ze vzrista zajem vybrat k ET pouze jedno nejkvalitnéjsi embryo,
vyvijeji se metody, které pomdhaji zjistit co nejvice o vyvoji embryi. Zachyceni
aneuploidii je velmi vyznamné pro vybér embrya, nebot predstavuje jednu
z nejdalezitéjSich pric¢in selhani implantace a potratu (Fragouli, 2014). Metodami
pro hodnoceni kvality jsou: klasické morfologické, PGD a PGS, pomoci metabolickych

kritérii a morfokinetické time-lapse systémy.

6.1 Klasicka morfologicka hodnoceni

Morfologické hodnoceni se pouZivd od pocatku vzniku a vyvoje asistované
reprodukce a je zakladni metoda i dnes. Embrya se prohlizeji pod svételnym
mikroskopem kazdy den a hodnoti se rlizné parametry bunék. Zygoty jsou hodnoceny
hlavné podle PN a polocytl. Embrya potom podle poctu blastomer, jejich velikosti

a soumérnosti, procent fragmentaci, pfitomnosti vakuol nebo zrnéni v cytoplazmé.

6.1.1 Hodnoceni kvality zygot

K hodnoceni zygot dochazi po 17-20hod. od oplozeni. Byvd hodnocena velikost
a pocet PN a dale pocet jadérek (PNB) v PN a jejich umisténi. (Tesarik a Greco, 1999)
Nejpouzivanéjsi metodou je tfidéni dle Scottové tzv. Z—score. Za Z1 jsou povazovany
zygoty, které maji stejnou velikost a pocet PNB a jsou zarovnany do roviny. Pocet vSech
PNB je 3-7. Jako Z2 jsou oznacdeny zygoty se stejnou velikosti PN a stejnym pocétem
PNB, které ale nejsou srovnany v jedné roviné, jsou volné rozptylené. Z3 jsou takové,
které maji stejnou velikost PN, ale pocet a velikost PNB se lisi. PNB mohou byt v jedné
roviné nebo rozptylené. Z4 maji odliSnou velikost PN nebo na sebe nenaléhaji (Scott

et al., 2000).
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6.1.2 Hodnoceni kvality embryi

Embrya se hodnoti kazdy den kultivace 1x max. 2x. Sleduje se pocet bunék, popf.
pfitomnost 1 jadra v blastomere, procento fragmentace cytoplazmy. Fragmentacemi
se rozumi malé ¢asti cytoplazmy ohrani¢ené membrdanou, vznikajici hlavné pti déleni
bunék. Dulezity je typ fragmentace. Pfi tvorbé velkych fragmentl jsou poskozeni
embrya vetsi, jelikoz dochazi kvylouceni velké ¢&3asti cytoplazmy i sorganelami
a dochazi kvycerpani zakl. organel, mize byt pfitomna i DNA. Malé fragmenty
do urcitého mnoiZstvi nemaji rozhodujici vliv na vyvoj avznikaji pfi cytokinezi.
Fragmenty mohou byt umistény v jednom misté nebo roztrousené po celém embryu.
Také se sleduje velikost blastomer, drobna nerovnost muize byt, ale pokud dojde
pfil.déleni ke vzniku dvou hodné odlisné velkych blastomer, zvysuje
se pravdépodobnost na aneuploidni déleni (Veeck a Zaninovi¢, 2003). Pfi klasickém
hodnoceni je zapottebi zkuSeného embryologa na rozpoznani blastomery vs. velkého

fragmentu.

Nejkvalitnéjsi embrya maji sudy pocet bunék, v kazdé 1jadro a 0% fragmentaci,
takové je hodnoceno znamkou 1. Embryo se sudym pocétem soumérnych bunék
s fragmentacemi do 10-ti % dostava znamku 2. Pokud tvofi embryo nesoumérné veliké
buniky bez fragmentl, ma hodnoceni 3. Znamku 4 dostavd embryo s velikostné
nesourodymi i stejné velkymi bunkami a s obsahem fragmentaci nad 20%. Pokud
nejsou vembryu pres rozsadhlé fragmentace patrné blastomery je hodnoceno za5

(Machtinger a Racowsky, 2013).

6.2 Hodnoceni kvality na zakladé metabolomiky a proteomiky

Tato metoda je pomérné mlada a je stdle zkoumana. Metabolomika a proteomika
je velmi naro¢nd na instrumentaci a ackoli pilotni studie davala jisté nadéje,
randomizovand kontrolovana studie predpoklady nepotvrdila. Dalsi metabolomické
studie probihaji, ale jesté nejsou k dispozici pro rutinni klinické pouziti (Montag et al.,

2013a). Pro tyto ddvody se zatim nevyuZiva v béZzné praxi.

22



Zakladem je identifikace a zjisténi koncentrace metabolitld vylu¢ovanych embryi
do kultivacniho média, které souvisi srlstem a schopnosti implantace. Zakladni
instrumentalni analytickou metodou pro analyzu je kapilarni elektroforéza, dale
se vyuZzivaji chromatografické metody a hmotnostni spektrometrie. Mezi metabolity,
které byvaji pfredmétem zajmu se radi pyruvat, glukéza, aminokyseliny, kyslik (Crha
et al., 2012). Déle se zjistuje exprese lidského leukocytarniho antigenu (HLA-G). Pokud

je pritomen v médiu, zvysuje se uspésnost implantace (Sher et al., 2004).

6.3 PGD a PGS

Obé jsou to invazivni, velmi moderni, rozvijejici se a mladé metody s urcitym
potencidlem do budoucna. Jsou neodmyslitelné spjaty s IVF, odbérem 1-2 blastomer
v den 3 kultivace nebo bunky trofoektodermu z blastocysty po naruseni zony pelucidy
laserem nebo nafiznutim. To vyZaduje vysokou erudovanost embryologa nebo
genetika. Je mozZné vysetfit i oocyty nebo zygoty odebranim 1.PT. U PGD je nutné
predem pfipravit nebo zakoupit hybridizacni sondy a Cipy (microarray) pro konkrétni
dédi¢nou nemoc (Montag, 2013b). Dale se vyuzivaji metody molekuldrni biologie jako
polymerazova retézova reakce (PCR) a fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Odbér
blastomer v den 3 kultivace umozniiuje transfer ¢erstvého embrya ve stadiu blastocysty
po provedené analyze, pfi odbéru bunék trofoektodermu se embrya zamrazi, vzorky
vySetii a ndsledné se pri kryoembryotransferu zavedou embrya bez genetické zatéze
(Becvarova, 2006).

PGD umozZnuje vylouéeni pritomnosti dédiénych onemocnéni embrya jesté
pred jeho zavedenim do délohy a umoznuje partnerim s genetickou zatézi vyloucit

prenos zavaznych dédi¢nych chorob na své potomky.

PGS je genetické vysetfeni embryi, které slouzi k vylouceni nové vznikajicich
chromozomalnich aneuploidii (pfilis mnoho nebo malo chromozomu), coz zpusobuje

Casné téhotenské ztraty (Brezina et al., 2013).

Je otazkou diskuzi, jestli PGS i PGD nabizet pausalné. Nevyhodou je, Ze u PGS

se nedaji vysetfit vSechny chromozomy, ale jen nejcastéji vyskytujici se trizomie
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u porodu (13,18,21,X,Y) a spontannich abortl (16,22,15,21) (Becvarova, 2006). Jelikoz
jsou PGD i PGS invazivni metody, hrozi riziko poskozeni embrya pfi odbéru blastomer
a je tfeba brat v dvahu moznost mozaicismu embrya, kdy ¢ast bunék je euploidni a ¢ast
aneuploidni. Pak zaleZi na tom, ktera blastomera se odebere. Proto tato metoda neni

100% ucinna a bezchybova.

6.4 TIME-LAPSE MONITORING

Tuto metodu lze také nazvat morfokinetickou, jelikoz se zde kloubi hodnoceni
morfologické a sledovani nacasovani déleni bunék s pravidelnosti déleni. Je to Setrna
neinvazivni metoda, ktera také stdle podléha zdokonalovani a mnoho védc( ve svété
stdle hleda nejidedlnéjsi parametry pro vybér embryi k ET s nejvétSim potencidlem

k uhnizdéni.

Principem metody je osviceni misky s embryi bilym svétlem emitujici led diodou a
vytvofenim snimku kamerou v pfedem nadefinovanych ¢asovych intervalech. Osviceni
led diodou trva pfiblizné 30- 80ms. Nakahara et al.(2010) a Kirkegaard et al. (2012)
nenasli Zadné vyznamné rozdily v morfologii ryhovani bunék mezi embryi, které byly
kultivovdny v time-lapse monitoringu a kontrolni skupinou kultivovanou v bézném

inkubdtoru. Software v PC vytvofi videosekvenci z téchto snimkd a dale umoznuje

vvvvvv

Bylo zjisténo, Ze se embryo do 3. mitdzy ryhuje pod genomem oocytu a poté
nastupuje ryhovani bunék pod genomem embrya. Proto intervaly mezi mitézami
nejsou stejné, ale nejdelSi je az po 4. mitéze, kdy probiha transkripce genu
interfazi a synchronizace mitéz. Vitalni embrya se ryhuji ve vymezenych a v kazdé
mitdze synchronnich ¢asovych intervalech v prvnich ¢tyfech mitdzach. (Hlinka et al.,
2012). Embrya oznacend jako early cleavage (EC) (1.mitéza 22-26 hod. po oplozeni),
maji nejvétsi potencial k Uspésné implantaci (Lundi et al., 2001). Kinetika ¢asného
embryondlniho déleni souvisi se schopnosti embrya dospét do stadia blastocysty (Cruz

et al.,, 2012).
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Také bylo popsano, Zze embrya EC setrvavaji v interfazi mezi 2bb a 3bb stadiem kratsi
dobu, ne? embrya s pomalej$im cyklem (Hampl a Sté&pan, 2013). Rovné: bylo
vypozorovano, ze u embryi, které se z dvoubunééného stadia ryhuji na tribunécné
s normalnim bunéénym cyklem (10-12 hod.) (Rubio et al., 2012). Vyhodou time-lapse
je, ze se embrya témér nevynddvaji z inkubdtoru, tudiz jsou dodrzeny konstantni
podminky in vitro kultivace a tim se snizuje riziko poskozeni délicitho apardtu embrya
(Kiessling, 2010). Na zakladé pocitacové analyzy lze vybrat nejkvalitnéjsi embryo, které

ma nejlepsi potencidl k uspésnému uhnizdéni po ET.

V soucasné dobé wvyuzZivaji centra asistované reprodukce 3 systémy time-lapse
od rtznych vyrobcl. Eeva a PrimoVision jsou zafizeni, které se umistuji do klasickych

inkubatort v embryologické laboratoti, EmbryoScope je specidlni inkubator.

6.4.1 Eeva

Eeva (Early embryo viability assessment) je systém vytvoreny firmou Auxogyn v USA
a sklada se ze specidlniho optického mikroskopu s kamerou, ktery snima embryo
a pocitate se specidalnim softwarem, ktery mulZe pomoci oznacit embrya vden
3 kultivace s potencidlem vstoupit do stadia blastocysty. Pouzivaji se specidlni

kultivaéni misky pro Eeva systém (URL 1). Tento systém neni vyuzivan v CR.

6.4.2 EmbryoScope

Tyto specidlni tfiplynové inkubdtory se zabudovanou kamerou spliujici podminky
kultivace jsou vyrobeny firmou Unisense FertiliTech v Dansku (URL 2). Umoziuje
soucCasné monitorovat az 72 embryi a sbird data v technologii 4D (Meseguer et al.,

2011). Tato technologie je ve svété nejvice vyuzivana.

25



6.4.3 PrimoVision

Systém je vyvinuty firmou Cryo-Innovation z Madarska. V neddvné dobé odkoupila
know-how firma Vitrolife ze Svédska (URL 3). Skldda se z optického mikroskopu
s kamerou a pocitace se specidlnim softwarem. K systému se pouzivaji 9-ti nebo 16-ti
jamkové misky (Obr.7). Jamky se naplini kultivaénim médiem v dostatecném mnozstvi
a prekryji dostatec¢né velkou a vyhratou vrstvou oleje. Také tento systém muZe sestavit
videosekvenci o prlbéhu kultivace a na¢asovanim déleni bunék a vyhodnoti embrya

s nejvétsim potencidlem k uhnizdéni.

Obr. 7 Systém PrimoVision (kultivacni miska, snimaci kamera, monitor a pocitac)

Primo Vision
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7. Experimentalni ¢ast

7.1 Metodika a material

Do srovnavani bylo zafazeno celkem 355 cykll IVF/ICSI, vSsechny probéhlé v CAR
Sanus Pardubice od 1.1.2012 - 31.1.2013. IVF/ICSI cykly v antagonistickém protokolu
s GnRH antagonisty (Cetrotide, Némecko a Orgalutran , Holandsko) a rekombinantnim
FSH (Gonal, Némecko, Puregon, Holandsko) byly rozdéleny do 2 skupin: s vybérem
embryi pomoci time—lapse PrimoVision (PV) (Cryo-Innovation, Madarsko) s frekvenci
snimani 1 obrazek za 12 min. a s klasickym morfologickym hodnocenim. Dale kazda
skupina byla rozdélena do 3 skupin podle véku klientek na: < 30 let, 31-35 let, > 36 let.
Vsechny oocyty byly oplodnény metodou ICSI a kultivovany v sekvenénich
médiich fi Vitrolife (Svédsko). Kultivaéni podminky standardni: 37°C, 6% CO,, vlhky
vzduch. V time—lapse systému byly pouzity kultivaéni misky WOW dishes 9 wells (Cryo-
Innovation, Madarsko). Klasicky hodnocend embrya byla kultivovana v miskdch Nunc
(Thermo Scientific, USA). Pfi hodnoceni zygot se sledoval pocet a umisténi PN a PT
a umisténi PNB. U hodnoceni kvality embryi se sledoval pocet, soumérnost bunék a %
fragmentaci. ET byl proveden po 5-ti denni kultivaci. Odbér hCG byl proveden 14 dni
po ET. Zadny cyklus nebyl ukonéen pfed ET. Jako pozitivni vysledek bylo brano

prokazani gesta¢niho vacku ultrazvukem 14 dni po odbéru krve na hCG.

7.2 Charakteristika souboru

Obé skupiny cykli mély stejné indikace k IVF, nejcastéji faktory: andrologicky, dale

tubarni, endometridza, anovulace, vékovy, ale také kombinace pfi¢in neplodnosti.

Celkem bylo vsouboru 355 cykld, ztoho 111 v hodnoceni v time-lapse a 244

klasickym hodnocenim.
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8. Vysledky

V obdobi leden 2012- prosinec 2013 bylo realizovdno v car Sanus Pardubice celkem
355 cykl(, ztoho 111 v PrimoVisionu a 244 bez PV. V tabulce ¢.1 je vidét celkova PR
bez rozdéleni na vék pacientky. Celkova PR byla 43,1 %, bez PV 43,4%, s PV 42,3% (Tab
1). Je patrné, Ze primérnd PR je shodna celkové i u cykll s PV a bez PV. Cesta k této

hodnoté je ale rozdilna v zavislosti na véku.

Tabulka 1. Celkovy prehled PR u cykll bez rozdéleni dle véku

Celkem S PV
CyklG 355 111 244
Primérny pocet 1,4 1,4 1,4

embryi na ET

G+(gravidit) 153 47 106

% PR 43,1 42,3 43,4

V souboru bez poutziti PV bylo ve vékové hranici < 30 let PR 43,8 %, ve vékovém
rozmezi 31-35 let PR 50 %, po 36 roku PR 34,2 % (Tab 2a) (Graf 1a). V souboru s PV byly
tyto vysledky: < 30 let PR 37,5 %, 31-35 let PR 38,2 %, > 36 let PR 58,3 % (Tab 2b) (Graf
1b).
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Tabulka 2a. Souhrn vysledk( cykl( bez PV

<30 let 31-35 let > 36 let
Pocet cyklt 73 98 73
Primérny pocet 1,3 1,3 1,6
embryi na ET
G+(gravidit) 32 49 25
% PR 43,8 50 34,2

Tabulka 2b. Souhrn vysledkd cykld s pouzitim PV

<30 let 31-35 let > 36 let
Pocet cyklt 32 55 24
Primérny pocet 1,3 1,4 1,5
embryi na ET
G+(gravidit) 12 21 14
% PR 37,5 38,2 58,3
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Graf 1a. Souhrn vysledk cykld bez PV
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Z grafu 2 je viditelné, Ze u klientek ve vékovych hranicich < 30 let a 31-35 let byly
vysledky PR nizsi u pouZiti PV kvybéru embryi na ET neZ klasickému vybérem.

U klientek > 36 rokl byla naopak vyssi PR u systému time-lapse.

Graf 2. Srovnani PR u cykll s PV a bez PV podle véku klientek

0% PR bez PV
B % PRs PV

<30 3136 >36

% PR bez PV- klinickd téhotenstvi potvrzend pritomnosti gest. vacku bez pouZiti PV; (%)
% PR bez PV—klinicka téhotenstvi potvrzena pfitomnosti gest. vacku s pouzitim PV; (%)
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9. Diskuze

Hlavnim ukolem prace bylo ukazat, jestli systém time-lapse monitoring zvysi PR
u pacientek v zavislosti na véku klientek. V car Sanus Pardubice disponuji timto
systémem od prosince 2011 a tato prdce porovnava vysledky za prvni 2 roky provozu.
Jak bylo uvedeno v uvodu prace, je trendem transferovat 1 nejkvalitnéjsi embryo.
Pramér embryi na transfer je celkem 1,4, coZ je snizeni oproti stavu v roce 2006, kdy
bylo primérné v CAR Pardubice transferovano 1,8 embryi. Se vzrdstajicim vékem

klientek stoupa primeér transferovanych embryi.

V celkovém souhrnu jsou vysledky bez PV i s PV srovnatelné. Podle predpokladi
by systém time-lapse mél zvysit PR u vSech vékovych kategorii. Je prekvapivé,
Ze u skupin < 30 let a 31-35 let byla nizsi PR s pouzitim PV neZ bez néj. Muze to byt
zpUsobeno faktem, Ze soubory nejsou velké a vybér nebyl ndhodny, ale kdo si zaplatil
tento systém. Pro cyklus s PV se rozhodly klientky s jednim nebo dvéma nelspésnymi
cykly IVF jako s moznym FfeSenim problému, ale bohuzel, u nékterych nebylo ani jedno
Uplné spravné se vyvijejici embryo a proto se transferovalo to, které se nejvice
podobalo idealnimu déleni. Systém PV ale naopak pomohl zvysit PR u kategorie > 36
let, takze je zde vidét prinos pro zlepSeni vybéru embryi spiSe u starSich klientek,

u kterych je vyssi pravdépodobnost aneuploidnich embryi.

Vyborné je, Ze pfi pouZiti tohoto systému je vidét, jakym zplsobem se embryo
ryhuje a daji se vybrat opravdu nejkvalitnéjsi embrya bud k ET nebo ke kryokonzervaci.
Také je vyhodou, Ze se embrya téméf nemusi vyndavat zinkubdtoru a tim
se nenarusuji idealni podminky pro Zivot embryi. Dalsi klad a vyuZiti tohoto systému
vidim v moznosti promitnout klientce vyvoj jejich embryi, aby |épe pochopila rozdily
spravného a nespravného vyvoje. VétsSinou je pro pacientky tézké se smifit s tim,
Ze jejich embrya nejsou kvalitni, kdyz to nevidi na vlastni oi. Urcité bych tento systém
doporucovala, pokud klientka prodélala téhotenské ztraty nebo absolvovala neldspésny

cyklus IVF a je podezieni na abnormalni déleni bunék.

32



10. Zaveér

V celkovém poctu cykld nebyl nalezen rozdil v aspésnosti mezi cykly
s PrimoVisionem a bez tohoto systému. Pfi rozdéleni klientek podle véku byly vysledky
pregnancy rate nizsi s PrimoVisionem ve skupindch klientek < 30 let a 31-35 let.
U téchto skupin metoda time-lapse nepfispéla k lepSim vysledkliim neZz klasické
hodnoceni vyvoje embryi. UZiteCnost systému time-lapse se projevila u klientek

ve skupiné > 36 let, kde byly vysledky lepsi s time-lapse monitoringem nez bez né;.
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11. P¥ilohy

Ptiloha 1: Protokol o vyhodnoceni spermiogramu

PRVNI PRIVATNI Sp . m
CHIRURGICKE ermiogram
CENTRUM, spol. s r.o. B g nu

Strana1/1

Pracovisté - Pardubice

Jméno paciental | Rodné éislo:| Pojist'ovna|:|
Jméno manzelky/partnerky I I Rodné élslo:

Datum odbéru I I Lékar zadajici vysetreni l I
Spermiogram:
Vzhled - normalni D - abnormalni D
Viskozita - normalni D - abnormalni D
Kolikvace - normalni D - abnormaini D
Nativni ejakulat Referenéni hodnoty
Objem ejakulatu [ml] >15
Celkovy pocet spermii v ejakulatu [mil.] > 39
Koncentrace spermii v 1 ml ejakulatu [mil/ml] >15
Celkova motilita spermii [% progresivnich a neprogresivnich sp.] > 40
Progresivni motilita spermii [%] > 32
Morfologie [% morfologicky normalnich forem] >4
Aglutinace zaznam o pritomnosti
Koncentrace kulatych bunék v 1 ml ejakulatu [mil/ml] <5
Zaveér: normospermieD oligospermie D astenospermie D teratospermie D

azoospermie D aglutinace Ij vy$si koncentrace bunék D hypospermatismus D

POZDAITIYE | s v oo ro s s S5 v S A e s R R P S A et A A S T S S R RS e P e

Vysetfeni proved!: Za provedeni odpovida:
razitko a podpis razitko a podpis

F 07 - 08/26 — PA/E

Tento formul4F je majetkem spoleénosti PRVNI PRIVATNI CHIRURGICKE CENTRUM, spol. s r.0. a je uréen pouze pro vnitini potfebu.
RozmnoZovani a jeho pfedavani mimo spole¢nost je mozné pouze se souhlasem jednatele spole¢nosti.
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12. Seznam obrazkul a tabulek a grafi

Obrazky: ( u vSech obrazkl zdroj vlastni)
Obrazek 1: Petriho miska s mikrokapkami média prfekrytymi olejem

Obrazek 2: Oocyt prichyceny podtlakem k drzici pipeté a ICSI pipeta u hrotu se spermii

pred proniknutim zonou pelucida a oolemou.

Obrazek 3a: Ukazka zygoty se samc¢im a samicim prvojadrem a dvéma pélovymi télisky
Obrazek 3b: Ukazka dvoubunééného embrya

Obrazek 4: Ukazka ¢tyrbunécného a osmibunééného embrya

Obrazek 5a: Ukazka kompaktovaného embrya

Obrazek 5: Ukazka ¢asné blastocysty

Obrazek 6: Priklad transferového katetru

Obrazek 7: Systém Primovision (kultivacni miska, snimaci kamera, monitor a pocitac)

Tabulky:
Tabulka 1: Celkovy prehled PR u cykll bez rozdéleni dle véku
Tabulka 2a: Souhrn vysledkd cyklG bez PV

Tabulka 2b: Souhrn vysledk( cykld s pouzitim PV

Grafy:
Graf 1a: Souhrn vysledk( cykld bez PV
Graf 1b: Souhrn vysledk( cykld s pouZzitim PV

Graf 2: Srovnani PR u cykll s PV a bez PV podle véku klientek
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