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UvoD

V poslednich tficeti letech pfinesla reprodukéni medicina fadu Uspécht v 1é€bé neplodnych
paru. Jejich pocet stale narlista a ve spolecnosti je jich v soucasné dobé 15 az 20 %. Z diive
témé&f tabuizovaného tématu se poruchy plodnosti staly celospole¢enskou a ¢asto diskutovanou
zalezitosti, nebot’ nejsou jen problémem zdravotnim, ale i socioekonomickym. Vetejnost se
stale Castéji setkava s pojmy reprodukéni medicina a asistovana reprodukce (AR).

Narozeni Luise Brownoveé v roce 1978 v Anglii, prvniho ditéte po technice in vitro fertilizace
a embryotransferu (IVF/ET), bylo pralomovym bodem v 1é€bé neplodnosti a vysledkem
mnohaletého vyzkumu, usili a pile, v jehoz cele stali embryolog Robert Edwards (obr. 1)
a gynekolog Patric Steptoe [90]. Mimotélni oplozeni vajicka a ptenos embrya do délohy se tak
dostaly z vyzkumnych laboratoti do klinické praxe. Postupem doby nasledoval rozvoj
Vv celosvétovém méfitku a byla vyvinuta fada dalSich technik a metod, které jsou souhrnné
nazyvany metodami nebo technikami asistovana reprodukce (ART). V roce 2010 byly zasluhy
profesora Edwardse ocenény udélenim Nobelovy ceny za fyziologii a medicinu.

Porodu prvniho ditéte za pomoci metod asistované reprodukce v Ceské republice bylo dosazeno
jiz v roce 1982 na I. gynekologicko — porodnické klinice LF MU v Brné ve Fakultni porodnici
na Obilnim trhu [71]. Slo o prvni porod v byvalém Ceskoslovensku i stfedni a vychodni
Evropé, ktery byl dosaZzeny metodou transferu vaji¢ek a spermii do vejcovodu béhem
mikrochirurgického vykonu. Tato brnénska modifikace ,,IVF* vychazejici z improvizovanych
podminek byla v roce 1984 zavedena do literatury pod ndzvem GIFT (Gamete IntraFallopian
Transfer) [3] a o dalSich nékolik rokd pozdé&ji uznana svétovou prioritou.

NaSemu pracovisti se dafilo i nadale udrZet kontakt se svétem. Prvniho porodu po klasickém
IVF/ET, tedy metodé oplozeni oocytu mimo organismus Zeny, kultivaci in vitro a nasledném
embryotransferu, zde bylo dosaZzeno v roce 1984 [72]. Pracovnici Gynekologicko — porodnické
kliniky v Brné na Obilnim trhu (prof. Zden&k Cupr, prof. Ladislav Pilka a nasledné prof. Pavel
Ventruba) se vénovali diagnostice a 1¢cbé neplodnosti jiz od 70. let 20. stoleti. S rozSifovanim
klinickych poznatkti a praktickymi zkuSenostmi s lé¢bou neplodnosti novymi preparaty na
ovarialni stimulaci a zvlasté s rozvojem laboratornich metod od 90. let 20. stoleti, byla od této
zakladni metody odvozena a vyvinuta fada dalSich postupt. Tyto techniky, které vyzaduji
bezprostiedni in vitro manipulaci se zarode¢nymi buiitkami a embryi, pfispély k 1é¢bé poruch

plodnosti paru témét ve vSech faktorech sterility - tubarni, nevysvétlitelné a imunologické,



endometriozy, pii snizené plodnosti muze ¢i v piipadech vyZadujicich darovani gamet.

Od roku 1989 pracuje autorka v embryologické laboratofi centra, kde se narodilo ,,prvni ¢eské
dité ze zkumavky*. Dostala tak piilezitost byt na pracovisti, které se kromé praktické ¢innosti
zabyvalo a trvale zabyva i védecko-vyzkumnou strdnkou 1é¢by neplodnosti a vyvojem
technologii dostupnych v tehdejsich podminkach. Pravé zde a v této dob& se ruku v ruce

s gynekologickou casti asistované reprodukce zacala dynamicky rozvijet i stranka laboratorni.

Autorka se Ucastnila a pFispéla vlastni praci k zavadéni novych metod, jako byla optimalizace
kultivaénich podminek, prodlouzeni délky kultivace embryi in vitro za hranici 48 hodin,
hodnoceni kvality gamet a embryi. Zavadéla mikromanipulac¢ni techniky, které primarné
slouZily k teSeni andrologického faktoru sterility a které se pozdéji zacaly pouzivat i pro dalsi
ucely. Diky mikromanipulacim se rozvijela vyznamnd oblast preimplanta¢éni genetickée
diagnostiky. Hledaly se stale efektivnéj$i postupy kryokonzervace auchovani zmrazeného
biologického materialu. Na zaklad¢ fungujici kryokonzervace byla zaloZena vlastni
spermabanka pracovisté a byly rozvinuty programy darcovstvi gamet a embryi i program
ochrany fertility u onkologicky nemocnych. Tyto zavadéné postupy a metody jsou narodnimi
prioritami a byly postupné zavadény na nové vznikajicich centrech asistované reprodukce
v Ceské republice.

Veskera ¢innost je trvale vedena snahou celého kolektivu Centra asistované reprodukce
Gynekologicko — porodnické kliniky LF MU a FN Brno, poskytovat svym pacientim ty
nejmoderné&jsi postupy a metody, které jsou v danou dobu mozné, a byt tak svoji kvalitou

pracovistém srovnatelnym s piednimi evropskymi a sv€tovymi pracovisti.

Obor klinicka embryologie existuje v Ceské republice prakticky jiz 30 let. Avak oficialng byl
ziizen ,Nafizenim vlady ¢. 31/2010 Sb. ze dne 11. ledna 2010 o oborech specializa¢niho
vzdélavani a oznaceni odbornosti zdravotnickych pracovnikii se specializovanou zptsobilosti®.
Klinicka embryologie se zabyva diagnostickymi a 1é¢ebnymi vykony s lidskymi zarode¢nymi
buiikami a embryi, je niroénad na kvalifikaci a na manuélni zruénost pracovniki. Uzce
spolupracuje s gynekology — reproduk¢énimi specialisty pii 16€bé poruch plodnosti. Praktické
zaméteni oboru a praktické kompetence embryologl jsou uréeny ve Vyhlasce ¢. 55/2011 Sb.

ze dne 1. biezna 2011 o ¢innostech zdravotnickych pracovniki a jinych odbornych pracovnikd.



Postupy provadéné v embryologické laboratoii proto nazyvame metodami a technikami klinické

embryologie.
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Obr. 1: Osobni setkani autorky s nositelem Nobelovy ceny, prof. Robertem Edwardsem



A. PREHLED PROBLEMATIKY PRED OBDOBIM INOVACNICH PRISTUPU

Obdobi 1978 az 1990 miZeme nazvat pionyrskym obdobim IVF, kdy zvlasté¢ entusiasmus
vytvarel realitu ze sni a nemozné délal moznym. Prvni Gspéch Edwardse a Steptoa v roce 1978
byl teprve start, piestoze byl podpofeny jiz desetiletimi intenzivniho vyzkumu na zvitatech
a také na ¢lovéku. Vytvofit novou védu a ud¢lat z 1VF oblast humanni mediciny s odpovidajici
ucinnosti a trvalymi vysledky, vyZzadovalo vysoce kreativni tymy silnych, pracovitych
a nezavislych klinikti a embryologt. Pfed kliniky a embryology stala obrovska vyzva nejen ze
strany psychologickych a morélnich bariér. Se zavadénim novych metod byly spojeny také
problémy technického razu, nebot’ nebyly Zadné dostupné pfistroje a pomucky.

Pro laboratof bylo nutno vyvinout kultivaéni zafizeni a zvladnout naroénou ptipravu
kultiva¢nich médii, o coz se velkou mérou zaslouzil prof. Travnik [95, 97]. Své misto m¢la
vlastni vyroba punk¢nich souprav pro odbér oocytl a transferovych souprav z upravenych jehel
a teflonovych hadicek.

V embryologické laboratofi se provadélo nékolik zakladnich ukont. Zpracovani spermii pro
intrauterinni inseminace nebo oplozovani oocyti. Vlastni oplozovani oocyti se provadélo
pfidanim vypocteného mnozstvi spermii do zkumavky s oocyty v kultivaénim médiu [94].
V piipadech andrologického faktoru neplodnosti, pii snizenych parametrech spermiogramu
partnera, bylo jedinou pomoci pouZiti spermatu darce. Vzhledem k moZnostem kultiva¢niho
systému a kvalité kultivaénich médii, ktera nebyla jest¢ tak dokonala, byla kultivace in vitro
omezena maximalné na 48 hodin. Po této dobé byla embrya jiZ transferovana do délohy. Své
vyuzZiti postupné¢ nachédzela i Kkryokonzervace spermii a casnych embryi. Techniky
kryokonzervace se vyvijely z kryokonzervaénich technik pouZivanych a ovéfenych u zvirat
[100, 116].

Klinicky meznik umélého oplozeni spoc¢ival v hormonalni stimulaci ovarii pacientek [19, 47],
nebot’ prvni dosazena t€hotenstvi pochédzela z nestimulovanych cykli. Rozvoj ultrazvukove
technologie umoznil nahradit laparoskopicky odbér oocyti [61, 103] jednodusS$im odbérem
transvaginalnim, provadénym pod kontrolou ultrazvuku [104]. | v této metod¢ patii nase
centrum ke svétovym prikopnikim. Transfer embryi se postupné piestal provadét chirurgickou

cestou a byl nahrazen vaginalnim piistupem.



V roce 1985 byla v Bonnu odborniky zabyvajicimi se touto problematikou ustavena European
Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE), kterd zacala pravidelné potadat
sympozia, praktické kurzy, vyrocni setkdni. Od roku 1986 vydava vlastni casopis Human
Reproduction. Diky témto aktivitam doslo k rychlejsi aplikaci novych poznatkd do praxe.

Nové technologie se zacaly rozvijet nejen diky novym praktickym a védeckym poznatkim, ale
take diky vyvoji pfistroju, nastroji, laboratornich pomicek a médii a jejich komeréni
dostupnosti.

Asistovana reprodukce se od roku 1990 stala uznavanym mezioborovym odvétvim lidské
mediciny, ve kterém spolupracuji odbornici z oblasti gynekologie, embryologie, genetiky,
urologie, andrologie, endokrinologie, molekularni biologie, psychologie, sociologie i vypocetni

techniky.



B. CILE PRACE

Cilem habilita¢ni prace je podat piehled o nejvyznamnéjSich metodach a technikach klinické
embryologie, jejichz zavadéni, rozvoj a praktické vyuZiti autorka sama v embryologicke
laboratofi provadela. Autorka si je védoma, Ze neni mozné zahrnout do jedné prace vSechny
dostupneé informace a dosazené vysledky. Neklade si za cil piedlozit kompletni a podrobny
ptehled vSech metod a technik klinické embryologie. Prace vychazi ze zvetejnénych publikaci
a grantovych ukoli feSenych na jednotlivd témata na pracovisti asistované reprodukce
Gynekologicko — porodnické kliniky LF MU a FN Brno.

Cilem préce je rozebrat metody a postupy tak, jak v 1éCebném procesu na sebe navazuji,

ptipadné k jakému dalSimu vyuziti jsou vhodné:

1. Kultivace gamet a embryi
Popsat zptusoby hodnoceni kultivaénich podminek (studiem ultrastruktury bunék). Uvést
vyvoj metod prodlouzeni délky kultivace embryi in vitro za hranici 48 hodin (spole¢né
kultivace embryi s lidskymi oviduktalnimi bunikami, syntetické médium) a jejich zavedeni do

praxe.

2. Mikromanipulaéni techniky
Podat piehled o zavadéni mikromanipula¢nich technik a jejich vyuziti v asistované
reprodukci. Fertiliza¢ni techniky, technika asistovaného hatchingu u embryi a biopsie bunék

pro preimplantacni genetickou diagnostiku.

3. Kryokonzervace gamet, embryi a zarode¢nych tkani
Seznamit se zavedenim kryokonzervaénich technik. Uvést moznosti vyuZiti kryokonzervace
bunék a tkani pro 1é€bu neplodnosti, v programu darcovstvi, pro ucely ochrany fertility

onkologickych pacientl a pro vyuziti do budoucna.
4. Hodnoceni kvality gamet a embryi

Uvést zptisoby a moznosti hodnoceni kvality oocytt, spermii a embryi. Sezndmit s vyuZitim

a vyhodami kontinualniho monitorovani vyvoje pii hodnoceni kvality embryi.

10



C. ZPUSOB ZPRACOVANI

Clenéni habilitaéni prace do jednotlivych kapitol odpovida p¥islusnym laboratornim technikam.
V kazdé¢ kapitole je kromé teoretického prehledu dané problematiky zahrnuta ¢ast, kterd vychazi
z praktickych vysledka nasi prace. Tato ¢ast je potom ¢lenéna na Uvod, material a metodiku,

vysledky a zaveér.

Text préace vychazi z 23 publikovanych praci autorky, které se k danému tématu vaZou a jsou za
ptislusnou kapitolu zatazeny. Publikace jsou 0znaceny fimskymi ¢islicemi | az XXIII. Seznam

vSech komentovanych publikaci autorky zafazenych v textu je uveden na str. 212 - 214.

vvvvvv

»Literatura“ uvadi citace z jednotlivych kapitol, komentovanych publikaci i zasadni citace

z ptiloZzenych publikaci, a to abecedné dle jména prvniho autora. Formalni uprava citaci se tidi

CSN ISO 690.

Fotografie zafazené v textu jsou dilem autorky této prace. Autorem fotografii (obr. 4, 5, 6) je
doc. MUDr. M. Sedlagkova, CSc., Ustav histologie a embryologie LF MU Brno.

11



D. METODY KLINICKE EMBRYOLOGIE Z OBDOBIi INOVACNICH
PRISTUPU A PRITOMNOSTI

Metody asistované reprodukce (AR) jsou provadény ve vzajemné soudinnosti a navaznosti
klinické a embryologickeé c¢asti. Klinicka ¢ast fesi kontrolovanou stimulaci vajeénikd,
nacasovani odbéru oocytti nebo intrauterinni inseminace, vlastni odbér oocyti a transfer embryi
do délohy. Embryologicka ¢ast obnasi veskeré manipulace s oocyty a spermiemi od jejich
ziskani, metody oplozovani oocytl, dale kultivaci, manipulace a hodnoceni embryi in vitro az
po piedani embrya/i k transferu do délohy a kryokonzervaci gamet a embryi.

V klinické oblasti AR se od 90. let 20. stoleti teSily a vyvijely postupy pro ziskani co
nejvétsiho pocétu kvalitnich oocytl. Vedle stimulace ristu oocytt bylo nutné zajistit i kontrolu
ovulace, prevenci jejiho pied¢asného nastupu a uvolnéni vaji¢ek z vajeéniku. Usp&snost 1é¢by
byla optimalizovana individualnim pfistupem k ovarialni stimulaci u kazdé zeny a s ohledem na
kli¢ové momenty, jako je vybér vhodného stimula¢niho protokolu, spravné ptizptisobeni davek
gonadotropinti, aby nedoslo k rozvoji hyperstimula¢niho syndromu a individuélni nacasovéani
podani hCG. Gonadotropiny pro stimulaci prosly vyvojem od urinarnich hMG (FSH + LH) ptes
¢isténé po rekombinantni FSH a rekombinantni LH. K zabranéni pfed¢asnému peaku LH, a tim
mnohdy zruSeni celého vykonu, se zacaly vyuzivat GnRH analoga. V pribéhu vyvoje
a zavadéni novych a modernéjsSich preparatii byly postupné modifikovany stimulaéni protokoly
(ultrakratky a kratky protokol, dlouhy protokol z folikularni faze, dlouhy protokol z lutealni faze
a protokol s antagonisty GnRH), které mohly byt pfizptsobeny pacientkaim podle véku, kvality
ovarialni odpovédi na stimulaci, ovarialni rezervé a dal$im faktoram. [107, 109]. Samostatnou
otazkou je nativni, pfirozeny cyklus, kdy se nepouzivaji Zddné hormondlni 1éky k ovaridlni

stimulaci. VyuZziva se pfirozené ovulace.

V embryologické laboratoii centra AR se od 90. let 20. stoleti odehrala fada revolu¢nich zmén
zavedenim novych metod a zakoupenim modernich pfistrojii. Na po¢atku bylo hledani zptsobi,
jak zkvalitnit kultivaéni podminky pro gamety a embrya. Nésledoval rozvoj do té doby
nepouzivanych mikromanipulaé¢nich technik, vazanych na technicky sloZité a finanéné naro¢né
piistroje. Zavedeni kryokonzerva¢nich metod a ovéfeni jejich spolehlivosti dalo vzniknout

programu darcovstvi spermii, embryi a programu ochrany fertility. Trvaly zajem se

12



soustied’oval takeé na hledani zptsobu jak spolehlivéji a pregnantnéji hodnotit kvalitu gamet

a zvlaste¢ potom vzniklych embryi.

1. KULTIVACE GAMET A EMBRYI

vvvvvv

prostiedi. Je pfedstavovano CO, inkubatorem, ktery zajiStuje plynné slozeni, teplotu a vlhkost.
Dale tekutym kultivaénim médiem saturovanym plynnou fazi, v niz jsou jednotlivé plyny
zastoupeny prislusnymi parcialnimi tlaky a nadobkami (zkumavky, misky) v nichZ jsou gamety
a embrya umisténa.

Pouzivana kultiva¢ni média byla piipravovana na pracovisti. V co nejdokonaleji ¢isté vodé po
chemickém odstranéni necistot a redestilaci [96] byly rozpustény jednotlivé chemikalie a dalSi
slozky média. Zékladem médii byl hydrogenkarbonatovy pufr. DalSimi sloZzkami byly kationty
a anionty v koncentraci obdobné jako v krevnim séru s dodrZzenim osmotické koncentrace asi
280 mmol/l. Jako zdroj energie pro embryo byl pfidavan pyruvat a laktat a pro spermie glukdza.
Lidsky nebo hovézi sérovy albumin slouZil jako zdroj bilkovin. Pro zabranéni mikrobialni
kontaminace ze vzduchu nebo biologického materialu se ptidaval penicilin a streptomycin.
Fenolova Cerven se pouzivala jako indikator pH. Sterilizace média byla provadéna pretlakovou
filtraci ptes miliporovy filtr [23]. V 90. letech jsme pouzivali Earlovo médium (Sigma), které
bylo dostupné v podobé prasku a rozpoustélo se v redestilované vodé. Postupné byla na trh
uvadéna média firem MediCult (Dansko), Scandinavian IVF Science dnesni Vitrolife
(Svédsko), COOK (Australie), SAGE (USA) a dalsi.

Rychlym vyvojem prochazely CO; inkubéatory. Od nejjednodussiho inkubatoru (fy Labotect),
ktery jsme pouzivali v 90. letech 20. stoleti jsme postupné piechéazeli k dokonalejsim CO;
inkubatoriim s elektronicky nastavitelnymi hodnotami teploty a koncentrace CO, ve vzduchu,

firem Heraeus, Binder (obr. 2) a Sanyo (obr. 3).

1.1. Kultiva¢ni podminky

V letech 1995 az 1996 jsme se zabyvali studiem naSich kultiva¢nich podminek, jejichz kvalitu
jsme hodnotili zprostfedkované ptes kvalitu bunék cumulus oophorus z komplexu oocyt-
cumulus oophorus po oplozeni lidského oocytu in vitro. Regili jsme grantovy tkol I. kategorie

IGA MZ CR ¢&. 2703-2 ,,Vztahy mezi buiikami cumulus oophorus a ¢asnym embryem pii
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kultivaci in vitro* [123].

Prostiedi pro oplozeni oocyti a vyvoj ¢asnych embryi se odliSuje od podminek in vivo zejména
v tom, ze probiha vzdy pfti vySSi koncentraci kysliku. Vyvoj za téchto podminek muze vést
k vyssi koncentraci kyslikovych radikala a reaktivnich formaci kysliku. Produkce ROS (reactive
oxygen species) muze byt vyvolana kultivatnim prostfedim nebo mohou byt jejich zdrojem

buriky cumulus oophorus, oocyty a spermie. Vysoké hladiny ROS, zejména superoxidu

Obr. 2: CO;, inkubétor Binder pro kultivaci embryi

Obr. 3: CO; inkubétor Sanyo pro kultivaci embryi
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a peroxidu vodiku, v kultiva¢nim prostiedi mohou byt jednou z moznych pficin selhani
fertilizace in vitro, fragmentace embryi a naruSeni az zastavy embryonalniho vyvoje.

V letech 1999 az 2001 jsme se vénovali studiu peroxizomi [92], peroxidazové aktivity a detekci
zdrojti peroxidu vodiku v kultivaénim systému [83, 84, 91]. Resili jsme grantovy tkol IGA MZ
CR & 5164-3 ,Identifikace peroxisomii a jejich wiloha v eliminaci poskozeni lidskych

zarode¢nych bunék kyslikovymi radikaly p¥i in vitro fertilizaci® [127].

V pribéhu kultivace jsou kumularni buiiky obklopujici oocyt kultivovany spole¢né s oocytem
20 hodin od inseminace. Poté jsou od oocytu mechanicky odstrafiovany, aby bylo moZno zjistit,
zda jsou pfitomna prvojadra a oplozeni bylo uspésné. Kumularni buiiky se stavaji v tuto dobu jiz
odpadnim materidlem. Byly pouzity jako studijni material a zpracovany pro elektronovou
mikroskopii. Na zdklad¢ posouzeni jejich ultrastruktury i ultrastruktury spermii ve vzorcich
obsaZenych jsme usuzovali na kvalitu kultivaénich podminek. Analyza submikroskopické
stavby bunék napomohla rovnéz urcit pravdépodobné mozné piiciny selhani oplozeni.

Vysledky studia kumularnich bunék jsou dokumentovany v Publikaci I a Publikaci I1.

Material a metodika:

Odebrané bunky cumulus oophorus byly zpracovany pro elektronové mikroskopické vysetieni.
Byly fixovany glutaraldehydem s pridavkem kyseliny tfislové a postfixovany
osmiumtetroxidem a uranylacetdtem. Po odvodnéni vzestupnou fadou alkoholt byly zality
do Durcupanu ACM. Kontrastované ultratenké tezy byly krdjeny na ultramikrotomu LKB.
Pozorovani a fotografovani bylo provadéno v elektronovém mikroskopu Tesla BS 500 na
Ustavu histologie a embryologie LF MU v Brné [126].

Na zakladé vysledkli oplozeni byl materidl od pacientek rozdélen do 3 skupin na bunky
od neoplozenych oocyti, buiiky od oplozenych oocytti (bez t€hotenstvi) a buitkky od oplozenych
oocytu (s t€hotenstvim) [121].

Byla hodnocena i kvalita spermii na zaklad¢ jejich ultrastruktury [124]. Byly vySetteny vzorky
kumularnich bunék se spermiemi. Pocet spermii v jednotlivych vzorcich byl rizny, vétSinou 20

az 50 prufezt hlavickou a dvojnasobny pocet prifezu bicikem v jednom vzorku.

Vysledky:
1. Vétsina nalezi svédéila pro velmi dobrou kvalitu kultivaéniho prostiedi. Pfevaha bunék

byla aktivnich, obsahujicich jadro s jemn¢ rozptylenym chromatinem a bohaté zastoupené
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organely (obr. 4, 5).

Obr. 4: Bunka cumulus oophorus preovula¢niho ooytu, svétlé jadro (N), v cytoplazmé bohata
organelova vybava. Lipidové kapky (I), extracelularni matrix (ECM).
Foto: Sedlackova, zvétseni: 6 400 x

Obr. 5: Cast buiiky cumulus oophorus od oplozeného oocytu. Mitochondrie s tubuléznimi
kristami (M). Foto: Sedlackova, zvétseni: 23 000 x

16



2. Byly hodnoceny spermie z mezibunéénych prostorti kumulu i spermie, které penetrovaly
do folikularnich bun¢k. Ultrastruktura bunék i spermii byla dobie zachovana, coZ
svédcilo o dobré kvalité kultivacnich podminek (obr. 6).

3. Selhani fertilizace ve skupiné neoplozenych oocyti bylo patrné v disledku neptiméiené

zralosti oocytll, znacna ¢ast selhani byla zpiisobena sniZenou kvalitou spermii.

Obr.6: Spermie bez zjevnych anomalii. Hlavicka s intaktnim akrozomem ( —), kondenzovany
jaderny chromatin (N), stiedni oddil (SO). Foto: Sedlackova, zvétseni 15 300 x

Zavér:
Na zaklad¢ rozséhlého a podrobného studia ultrastruktury bunék cumulus oophorus a spermii
ve vzorcich obsaZenych, jsme se piesvéd¢ili, Ze nas kultivaéni systém ma vyhovujici podminky

pro uspé$nou kultivaci gamet a embryi.

1.2. Prodlouzena kultivace embryi metodou kokultivace

Za klasickou kultivaci povaZzujeme dobu 48 aZ 50 hodin od oplozovani oocytu, kdy vyvijejici se
embrya dosahuji stadia 2 az 4 bunék. V tomto stadiu jesté nejsme schopni rozlisit embrya s lepSi
nebo horsi schopnosti se dale vyvijet, nebot’ aktivace embryonalniho genomu nastava ve fazi 6

az 8 bunék. Kultivaéni média dostupna v 90. letech 20. stoleti svym sloZzenim neposkytovala
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embryim podminky pro dlouhodobéjsi vyvoj, proto byla transferovand v maximalné
4 bunécném stadiu.

Jako prvni v Ceské republice jsme na nasem pracovisti hledali zptisob, jak optimalizovat
kultivaéni prostiedi, abychom mohli prodlouZit délku kultivace. V dosazeni embryi vysSich

vyvojovych stadii jsme vidé€li potencial, jak zvysit ispéSnost programu IVF.

V letech 1994 az 1995 jsme fesili grantovy Ukol IGA MZ CR ¢&. 1820-2 “Optimalizace in
vitro fertilizace kokultivaci embryi s lidskymi tubarnimi epiteliemi” [108]. Vysli jsme ze
zahrani¢nich praci, kdy embrya kultivovali spolecné se somatickymi bunikami. Tento zptsob
prodlouZeni délky kultivace embryi byl nazvan jako kokultivace.

Kokultivace embryi v klinické IVF byly zalozeny na pfijeti postulatl, Ze b&ézné pouzivand media
byla suboptimalni pro humanni preimplanta¢ni embryogenezi, a Ze monolayer bun¢k muiize
vytvafet podobné biochemické a biofyzikdlni podminky jaké ma embryo ve vejcovodu
a v déloze. Kulturou somatickych bunék mohou byt vytvaieny embryotrofické faktory, které
pomahaji embryogenezi in vitro a builky mohou detoxifikovat médium tim, Ze odstranuji
kationty tézkych kovli nebo metabolické inhibitory.

Kokultivace byly nejprve provadény u zvifat [27, 67, 81]. Pro kokultivace byly testovany rizné
druhy monovrstev, napt. luteinizované granuldzové bunky [73], kozni fibroblasty [115], lidské
oviduktalni bunky [9], opi¢i Vero buiiky [58] a dalsi.

Na naSem pracovisti jsme pro kokultivaci s embryi zvolili lidské tubarni epitelie. Jejich
ziskavani, vybér darky, piiprava monovrstvy a prvni vysledky jsou popsany v pracech Zakové
[119] a Ventruby [105, 109]. Vychazeli jsme z ptedpokladu, Ze podminky vyvoje embrya pii
kultivaci na tubdrnich epiteliich by mély byt ze vSech systémi nejoptimalnéjsi, nebot’ bunky
budou svym metabolismem a sekreci pfiznivé ovliviiovat Casna embrya, jako kdyby prochazela
tubou in vivo.

Téma je zpracovano v Publikaci 111 a Publikaci IV.

Material a metodika:
Piiprava tkanové kultury znamenala samostatnou ptidatnou, ¢asové ndro¢nou technologii. S jeji
ptfipravou jsme zacali na podzim 1993 a vyuzivani kokultivaci v klinické praxi bylo zapocato

Vv bfeznu 1994. V toto obdobi bylo nutné stanovit postup pii vybéru a vySetfeni darkyn
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a zvladnout techniku odbéru materialu. Ptipravu primokultury tubarnich epitelii (obr. 7)
z vejcovodu ziskanych pii hysterektomiich, subkultivaci tubarnich epitelii a kontrolu kvality pro

nas zajist'ovali pracovnici Biologického tstavu LF MU Brno.

Kritéria pro vybér darkyn:

- preklimakterium

- absence zanétu nebo neoprocesu v organismu

- negativni serologické vysetieni na HIV I, I, HBsAg, HCV, BWR, ALT
- dobry zdravotni stav

- zopakovani serologie po 6 mésicich od prvniho odbéru

Ptiprava monolayeru:

Tubérni epitelie byly z vejcovodu ziskdny mechanickym zpracovanim a trypsinizaci. Buiiky
byly nasazeny do kultiva¢nich lahvi a kultivovany pii 37°C v atmosféie 5 % CO, ve vzduchu po
dobu 4 az 6 dnl do vytvofeni primarni kultury. Druhd pasaz byla ziskéna trypsinizaci primarni
kultury. Namnozené buiikky byly zamrazeny a uchovany do opakovaného serologického
vySetfeni. Teprve po pul roce od prvniho odbéru, po negativnich serologickych vysledcich

darkyn, byly bunky pouZity k vytvofeni monolayeri pro kultivaci.

Kultivace gamet a embryi:

V embryologické laboratofi jsme na Petriho misky s pfipravenou monovrstvou a Earlovym
médiem (Serva) pienesli zygoty (24 hodin po odbéru oocyti). Kokultivace probihala dale bud’
48 hodin (celkem 72 hodin) nebo 72 hodin (celkem 96 hodin).

Vysledky:

1. Pfipravu bunék na kokultivaci a kokultivace embryi s lidskymi oviduktalnimi butikami jsme
provadéli od konce roku 1993 do tnora 1996.

2.V roce 1995 jsme publikovali pocateéni soubor s kokultivaci u 14 pacientek.
Vice nez 8 buné¢ného stadia dosahlo 64,6 % embryi, byla dosazena 4 téhotenstvi, coz
¢inilo 28,6 % klinickych gravidit/ET, tj. 28,6 % pregnancy rate (PR).

3. Vysledky vétsiho souboru, které jsme publikovali v roce 1996 uvadéji 104 pacientek
s embryi po kokultivaci. Ze ziskanych 482 oocytl se vice nez polovina (53,1 %) embryi
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vyvinula do vice nez 8 buné¢ného stadia. U 76 Zen s provedenym embryotransferem bylo
dosazeno 15 klinickych té¢hotenstvi, tj. 19,4 % PR.
4. Poprvé jsme technikou prodlouZené kultivace dosahli in vitro stadia blastocysty (obr. 8).

5. Prvni porod po transferu tii embryi ve stadiu moruly prob&hl v roce 1994.

Obr. 7: Monovrstva tubarnich epitelii, zvétseni: 400 x

Obr. 8: Blastocysta a neoplozeny oocyt na na monovrstvé tubarnich epitelii, zvétSeni: 250 X
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Zavér:

Prokazali jsme ptiznivy vliv prodlouzené kultivace na vyvoj embryi in vitro. Embrya
dosahovala vyvojovych stadii 8 a vice bunék, moruly a blastocysty s dobrou morfologickou
kvalitou. Metoda kokultivace byla v té dobé prvnim moznym feSenim jak prodlouzit dobu

kultivace embryi in vitro az do 120 hodin.

1.3. Média pro prodlouZenou kultivaci embryi

Nase pracovi$té bylo jednim z prvnich center asistované reprodukce na svété, které zacalo
vyuZivat vroce 1994 pro prodlouzenou kultivaci i pln¢ definovaného syntetického média.
Jednalo se o prvni komer¢né dostupné médium M3 — Day 3 medium danské firmy Medi-Cult
[105].

Zavedeni do praxe takovych médii, ktera lépe odpovidala potfebam vyvijejiciho se embrya,
umoznily studie fyziologickych podminek Zenského reprodukéniho traktu. Pro optimalni
fertilizaci jsou doporu¢ena média s vysSim obsahem glukdzy, kterd napomahaji kapacitaci
spermii. AvSak ¢asné embryo pted dosazenim 8 buné¢k ma nizkou metabolickou aktivitu, ma
omezenou kapacitu vyuZivat glukdzu, proto jako zdroj energie slouzi pyruvat a laktat. Déleni
bun¢k je stimulovano neesencialnimi aminokyselinami. Na rozdil embryo vice nez 8 bunééné
méa vysokou metabolickou aktivitu, vyuZivd glukdzu a K proliferaci a diferenciaci bunék
vyZaduje neesencialni i esencialni aminokyseliny a vitaminy [28]. Jak se embryo vyviji, jeho
pozadavky na sloZzeni média se méni, proto jsou pouZivana tato sekvenéni média, kterd imituji
fyzikélni a chemické podminky in vivo prostredi.

Kultivace v prvnim komerc¢né dostupném syntetickém médiu pro prodlouzenou kultivaci a jeji

vysledky jsou uvedeny v Publikaci IV.

Material a metodika:

Fertilizace oocytli probihala v klasickém médiu. Za 18 az 20 hodin po pifidani spermii
K oocytim jsme mechanicky odstranili bunky cumulus oophorus a zjistovali, zda doslo
k oplozeni. VVzniklé zygoty jsme poté pienesly do Cerstvého kultivaéniho média, ve kterém byly
kultivovany dalSich 24 hodin. K pielozeni ryhujicich se embryi do meédia M3 jsme pfistoupili
ve stadiu 2 nebo 4 bun¢k. DFivéjsi pouZiti nebylo vhodné, nebot M3 médium neobsahovalo
latky potfebné pro gamety a vyvoj zygot. V. M3 meédiu, které podpotilo embrya k dalSimu déleni
a diferenciaci, se embrya ponechala vyvijet 24 az 48 hodin do doby transferu.
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Vysledky:

1.

Pocate¢ni soubor publikovany v roce 1995 zahrnoval 39 pacientek, ve kterem 48,2 %
embryi dosahlo vice nez 8 buné¢ného stadia. Bylo dosazeno 11 té¢hotenstvi, tj. 28,2 %

klinickych te¢hotenstvi/embryotransfer (PR).

. Vétsi soubor z roku 1996 zahrnoval 249 pacientek s prodlouzenou kultivaci v M3 médiu.

Vice nez 8 bunééného stadia dosahlo 49,2 % embryi a bylo dosazeno 22,6 % PR.
V kontrolnim souboru 250 pacientek, u kterych probéhla ve stejném obdobi pouze klasicka

48 hodinova kultivace, bylo dosazeno vysledku 16,4 % PR.

. V soucasné dob¢ je prodlouzena kultivace provadéna u 98,5 % klientli naSeho programu.
. Jsou pouzivana synteticka média (Origio, Vitrolife, COOK).

. V soucasné dob¢ provadime 90 % embryotransferti 4. den kultivace (12 bunééné stadium

az morula).
10 % embryotransfert provadime 3. den kultivace (6ti aZ 8-buné¢né stddium) nebo 5. den

kultivace (ve stadiu blastocysty) — viz. obr. 9.

Zavér:

Obé metodiky prodlouzené kultivace vyrazné zvysily efektivitu programu AR oproti klasické
48 hodinové kultivaci. Prokazali jsme ptiznivy vliv prodlouzené kultivace na vyvoj embryi

in vitro, kdy embrya dosahovala vice nez 4 buné¢ného stadia a vy$si morfologické kvality nez

pfi klasické kultivaci. Prvniho embrya ve stadiu blastocysty jsme dosahli v roce 1995.

Prestoze obé metodiky byly plné srovnatelné v kvalit¢ a procentu dosahovanych téhotenstvi,

postupné jsme kokultivace opustili, hlavné pro naro¢nost jejich pfipravy. Prodlouzena kultivace

v syntetickych médiich se stala nasi kazdodenni praxi.

Postupem doby jsou na trhu dostupné stale kvalitnéjsi modifikace. Naptf. médium Embryo

Assist pro stadia 4 - 8 bunék bylo nasledovano Blast Assist od 8 bunék do stadia blastocysty

nebo ISM1 od 2 do 8 buné¢k a ISM 2 pro kultivaci do blastocysty (Medi-Cult, Dansko).
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KLASICKA KULTIVACE

2 bb embryo 4 bb embryo

PRODLOUZENA KULTIVACE

-
R

8 bb embryo blastocysta

Obr. 9: Stadia embryi pti klasicke a prodlouzene kultivaci
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MORFOLOGIE BUNEK CUMULUS OOPHORUS Z KOMPLEXU
OOCYT-CUMULUS PO OPLOZENI LIDSKYCH OOCYTU IN VITRO

Morphology of the Cumulus Oophorus Cells from the Oocyte - Cumulus Complexes
after In Vitro Fertilization of Human Oocytes

J. Z4kov4, M. Sedl4kov4, P. Travnik, P. Ventruba
I. gyn. - por. klinika LF MU, Brno, pfednosta doc. MUDr. Pavel Ventruba, DrSc.

The ultrastructure of cumulus oophorus cells ob-
tained from the oocyte-cumulus complexes from 14 pa-
tients was studied.

Materials and methods. Oocyte surrounding mass of
cells was removed from oocyte about 20 hrs after in vitro
insemination and was processed for transmission elec-
tron microscopy. The samples of cumular cells were
devided into three groups by the next development of
oocytes. I - 6, IT - 5 and III.- 5 samples.

Results. Group I - unfertilized oocytes - heterogenity
of the cytoplasm density (bright, dark) and cumulus cell
morphology was found. The bright cells contained high
number of organelles what gave evidence about their high
metabolic activity. At the dark cells some marks of the
begining of the degeneration were found (more lipid
inclusions, residual bodies). In this group higher number
of morphology defect sperms occured.

Group II - fertilized oocytes, without implantation -
one part of samples had similar ultrastructure to group
I'with great heterogenity. The cells in the other part were
uniform, similar to group III.

Group III - fertilized oocytes, with pregnancy - in this
group cells with the greatest uniformity were found.
Largely bright cells without any marks of the begining of
degeneration were present.

Conclusion. On the basis of the morphological study
it is possible to conclude: 1) our cultivation conditions
are good, 2) fertilization failure was caused , partly by
the oocyte immaturity or overmaturity (this was reflected
by the high cumulus cells heterogenity), 3) partly by the
low sperm quality and 4) it is not possible to evaluate the
embryotransfer failure only on the basis of morphologi-
cal findings.

V priubé&hu kultivace p¥i in vitro fertilizaci jsou
kumuldrni buiiky obklopujici ococyt odstrafiovdny
s cflem zjistit, zda oplozeni bylo &i nebylo tisp&¥né.
Struktura kumuldrnich bunék a jejich dal$i osud
nebyvaji déle sledovéany.

Existujf price, které jsou v&noviny studiu aktiv-
ity lidskych kumuldrnich bungk v sekreci hormonti
[2, 3, 16, 17]. Jiné studie se zabyvaji strukturou
bun&k ve vztahu k oplodnitelnosti oocytu na
svételné [7] nebo elektronové [9, 15] mikroskopické
trovni. Prace autori Notola a spol. (1991) si v§imé
podrobn& ultrastruktury buné&k lidskych kumuld
pifed a po kultivaci pouze oocytid u kteryich nedoslo
k oplozeni, nebo doslo k polyspermii [11].

V rdamci fe¥eni grantového dkolu MZ CR &. 2703
- 2 jsme se zabyvali studiem ultrastruktury ku-
muldrnich buné&k po jejich spoleéné kultivaci s lid-

sk¥m oocytem. Jednim z cild bylo zhodnoceni kvali-
ty kultivaénich podminek na zdkladé& posouzeni ultra-
struktury bun&k cumulus oophorus. Dal¥fm cilem
bylo detailni vyhodnoceni ultrastruktury buné&k a je-
jich analyzou se snaZit urit moZné p¥idiny selhani
oplozeni, pfipadné embryotransferu.

Materidl a metodika

Komplexy kumulus - oocyt pochédzely od pacien-
tek z programu asistované reprodukce I. gynek.
porod. kliniky LF MU v Brné. Oocyty byly ziskdny
transvaginilnf punkef folikuld pod kontrolou ultra-
zvuku. Kultivovidny byly v Earlov& médiu (Serva)
v atmosféfe 5 % CO2 ve vzduchu pfi 37° C (kulti-
vad¢ni box Heraeus). Bufiky kumuld byly ziskidny 20
hodin po inseminaci in vitro, mechanickym od-
délenim od oocytd. Byly fixovany glutaraldehydem
s pfidavkem kyseliny tfislové a postfixovany osmi-
umtetroxidem a uranylacetatem. Po odvodnéni vzes-
tupnou fadou alkoholl byly zality do Durcupanu
ACM. Kontrastované ultratenké ¥ezy byly fotogra-
fovany v elektronovém mikroskopu Tesla BS 500.

Na zdklad¥ vysledki oplozeni a dal¥iho vyvoje
oocytu byl ziskany materiil rozdélen do 3 skupin:
Soubor I - folikuldrni buiiky od neoplozenych oo-
cytl
Soubor II - buiiky od oplozenych a ryhujicich se
oocyttl, kdyZ po jejich transferu nedo¥lo k implantaci
Soubor III - kumuldrni bufiky oocyt, které se
ryhovaly a po jejichZ transferu bylo dosaZeno
gravidity.

Ziskany materidl obsahoval kromé& shlukd ku-
mulédrnich buné&k rizny podéet spermii, vldknity ma-
teridl, rizné mnoZstvi bun&&ného detritu, ojedin&lé
erytrocyty. Struktura bun&k i spermii byla velmi
dobfe zachovéna.

Grant byl schvilen etickou komisi tstavu.

Vysledky
1. Kumuldrni buiiky od neoplozenych oocyti
(soubor I)

Bylo zpracovidno 6 vzorkt od 5 pacientek.
1.1. Popis bunék. Tvar bun¥k byl nepravidelny
s pofetnymi krat¥{mi nebo del¥{mi tenkymi vyb&Zky.
Mezi buiikami byly pozorovany kritké linedrni gap
junctions. Anuldrn{ gap junctions sv&dé&fci o expanzi
bunék cumulus cophorus, kterd doprovédzi maturaci
oocytu byly pozorovéany u 3 vzorku.

Buiiky se vyznaduji riiznou denzitou cyto-
plasmy, podle &eho¥ je 1ze rozd&lit na svétlé (obr. 1)

GYNEKOLOG, 1996, roénik 5, . 6, str. 209
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detné mitochondrie (m), granuldrni endoplasmatické retikulum (e), lipidové inkluze (1).
Zvétseni 18 000x. (Foto: Sedldckovd)

i ey . RGeS - B = BN y
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- > Y AL St ‘. o oA = 3 - -
uitky cumulus oophorus. Zfetelny rozdil v denzité zdkladni

cytoplasmy, podetné lipidové inkluze (1) v tmavé buiice, &dst jddra (N), mitochondrie
(m), Golgiho apardt (g). ZvétSeni 20 000x (Foto: Sedlackovd)

GYNEKOLOG, 1996, rocnik 5, ¢. 6, str. 210
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a tmavé (obr. 2). Zastoupeni obou typti se v jednot-
livych vzorcich 1i¥i. Svétlych bun&k je obvykle vice
(65 - 80 %), v jednom ptpad& p¥evaZovaly tmavé
buiiky (60 %). V&t¥ina tmavych bun&k mi velmi
dobfe zachovalou strukturu, men¥f &4st v¥ak
vykazuje uréité zndmky poru¥ené struktury, tyto
jsou pak men3i velikosti. Krom& denzity cytoplasmy
se tmavé a sv&tlé buiiky 1i%f i svym charakterem.

Jadra své&tlych bun&k jsou pfevd¥n& oviln4.
Jédra tmavych bungk majf mén& pravidelny tvar.
Chromatin je u obou typil bun&k jemng rozptyleny
s vyrazn&j§im nakupenfm kolem jaderného obalu,
v jadrech byvaji p¥itomna 1 - 2 jadérka s nuk-
leolonematy. Mitochondrie ty&inkovitého tvaru ob-
sahuji vé&t§inou kristy a jsou o n¥co poetndj¥f ve
svétlych buitkdch. Golgiho apardt je ve svétlych
buiikich Cast&ji zastoupen neZ v buiikdch tmavych.
Cisterny granuldrniho endoplazmatického retikula
(ER) jsou potetné v obou typech bungk, stejné jako
volné ribozomy. Hladké ER v podob& drobnych
vatki nepravidelného tvaru se vyskytuje &ast&ji ve
svétlych bufikdch. Autofagické vakuoly jsou maélo
pogetné v obou typech bunék. Reziduélni téliska v po-
dobé& koncentricky vrstvenych membrdn se tém
nevyskytuji ve svétlych buiikdch, ale jsou poletnd v
buiikéch tmavych, kde n&kdy zasahujf i do lipidovgch
kapek.

Lipidové inkluze se vyzna&ujf nizkou elektrono-
vou denzitou a dosahuji 1 um v prim&ru. Ve
svétlych buiikdch je jich obvykle mén& (2 - 10
inkluz{ na fezu buitkou), v tmavych vice (15 - 20
inkluzi, v jednom p¥ipadé 75). U 3 vzorkd bylo
v cytoplasm& tmavych bun&k nalezeno nahro-
mad&ni glykogenu. U #4dného vzorku nebyly po-
Zorovany mitézy.

1.2. Spermie. Spermie nalezené ve vzorcich byly
rizné kvality. Jen vzdcn® se spermie nalézaly uvnitf
folikuldrnich bun&k.

2. Kumularni buiiky od ryhujicich se preembryi,
bez dosaZeni gravidity (soubor IT)

Bylo vySetfeno 5 vzorkd od 5 pacientek. V této
skupiné byla zji¥t&na nejvéts{ variabilita v morfolo-
gii bun&k i v p¥itomnosti dal¥fch struktur.

2.1. Popis bun&k. Buiiky jsou od sebe odd¥leny,
anuldrni gap junctions se vyskytovaly v rizném
poltu. Buiiky lze rozli¥it na svétlé a tmavé, zastou-
peni své&tlych bun&k kolisd od 40 do 60 %. Charak-
teristika sv&tljch a tmavych bunék je stejni jako
v souboru I. Ve v&t¥in& tmavych bungk jsou podetné
lipidové inkluze (aZ 35 inkluzi na ¥ezu buiikou),
obvykle dosahuji primé&ru kolem 1 xm. Masivni
nakupeni glykogenu bylo zji§t&no u dvou vzorka,
gastéji v tmavych buiikdch. U ¥4dného vzorku ne-
byly nalezeny mitézy.

2.2. Spermie. Ve vzorcich se vyskytovaly spermie
v rizném mno#¥stvi a riizné kvalité. Spermie uvnit¥
bunék v jednom piipad® nebyly zji§t&ny vibec, ve
dvou pifpadech jen v men¥im podtu, ve dvou
pifpadech pak velmi &asto. Jeden vzorek z této

skupiny byl kontaminovan bakteriemi. V blizkosti
bakterii byla rovné&Z nalezena buiika obsahujici
fagocytované bakterie v rizném stupni natrdveni.

3. Kumulérni buiiky souboru III (gravidita po
transferu)

Bylo zpracovédno 5 vzorki od 4 pacientek.

3.1. Popis bun&k. Buitky se navzdjem nedotykaji,
jsou polyedrické nebo zaoblené s krat¥fmi nebo
del¥fmi dzkymi vyb&Zky. Del¥i vyb&¥ky se né&kdy
véjifovité vétvi, nkdy obchvacuji spermie. Anuldrni
gap junctions byly nalezeny u v8ech vzork.

Rozdil mezi buiikami tmav¥mi a sv&tlej¥imi

nenf pifli§ ndpadny a maj{ stejnou charakteristiku
jako ve skupin& I a II. Tmavych bung&k je podstatn&
méné (15 - 20 %). Depozita glykogenu byla
nalezena ve velmi malém mnoZstvi u 3 vzorki
v obou typech. U #4dného vzorku nebyly po-
zoroviny mitézy.
3.2. Spermie. Mezi buiikami byly v jednotlivych
vzorcich vice nebo mén& podetné spermie. U jed-
noho vzorku byly zji3t&ny spermie v riiznych fizich
degenerace nalézajici se uvnit¥ bun&k. U zbyva-
jicich vzorki se vyskytovaly spermie ve v&t¥fm
poltu (nékdy i vice spermii v jedné bufice).

Diskuse

Jednim z cilit prace bylo zhodnoceni kvality kul-
tivatnich podminek na zdkladé posouzeni ultra-
struktury bun&k kumulu. VEt¥ina nélezt sv&déila
pro velmi dobrou kvalitu kultiva&niho prostfedi.
Vét¥ina bun&k byla aktivnich, obsahujicich jadro
s jemné rozptylenym chromatinem a bohaté& zastou-
pené organely. V jednom p¥fpadé bylo zji¥t¥no
(soubor II), Ze do¥lo ke kontaminaci bakteriemi
i pfes dodr¥ovén{ v¥ech zdsad asepse.

Druhym cilem bylo detailni vyhodnocen{ ultra-
struktury bunék kumulu se zam&enim na rozdily
mezi jednotlivymi skupinami a jejich analyzu se
snahou uréit moZné pfi&iny selhdni oplozeni,
pfipadn€ transferu. Souhrnné hodnoceni vzorkil
podle skupin je obtiZzné. KaZdy kultivovany kom-
plex pfedstavuje samostatny systém, ktery se
v izolovanych podmink4ch miZe riizn& vyvijet diky
mnoZstvi plsobicich faktorid. Rozdily v morfologii
bun&k jednotlivych vzorkd v rdmci jedné skupiny
byly &asto v&t¥{ neZ mezi skupinami.

Nejmen3{ variabilita byla zji%t&na v souboru III,
kde jsou zastoupeny buifiky tém&¥ uniformniho tvaru
vykazujici znidmky poéinajic{ luteinizace (za tyto
znimky byvd povaZovdna pitomnost v&t&iho
mnoZstvi lipidovych inkluzi, hladkého endoplas-
matického retikula, vyskyt mitochondrif s tubuly
[12]). Mezibun&né kontakty jsou velmi omezeny,
pravideln& jsou nalézdny anuldrni gap junctions
jako vyraz interiorizace mezibun&¥nych spojent,
buitky majf &etné &lenité vyb&¥ky. Zndmky pod&ina-
jici luteinizace korelujf se zji¥t&nfm jinych autor,
Ze buiiky kumulu pfi kultivaci produkuji malé
mnoZstvi steroidll, zejména progesteronu, ale i es-
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trogend, jak bylo prokéazdno u pokusnych zvifat [1,
10, 12, 14]i u &loveéka [2, 3, 16, 17].

Podetné a d&lenité vyb&iky nalezené v této

skuping bun&k jsou popisovdny u ruznych Zivo-
¢i¥nych druht u pln& expandovanych kumuli [1, 5,
11] a maji pravdépodobné& vztah k receptorim go-
nadotropint [5]. Ani u jedné skupiny jsme ve vzor-
cich nena3li butiky v n&které fiazi mitézy, pfestoZe
napt. Gregory a spol. (1994) pfisuzuje proliferaéni
aktivitg bun€k kumulu velky vyznam pfi prognéze
vzniku gravidity. Podle t&échto autord ke gravidité
do¥lo pouze v pfipadech, kdy buiiky kumulu vyka-
zovaly p¥i kultivaci proliferadni aktivitu.
' Zna¢né polymorfie bun&k se vyskytovala v sou-
borech I a II (neoplozené oocyty a embrya, kterd
nedala wvznik gravidit&). V né&kterych wvzorcich
skupiny I byly &asto nalézdny anomdlni spermie
s morfologickymi odchylkami obtiZné zjistitelnymi
ve svételném mikroskopu. Nabiz{ se vysvétleni, Ze
alespofi v n&kterych z t&chto ptipadi byla pfidinou
nedspéiné fertilizace sniZend kvalita spermii.

Dal¥{ &4st p¥ipadd souboru I vykazovala pfitom-
nost buné&k z¥etelné rozlifenych na tmavé a svétlé,
Pres dobf¥e zachovanou strukturu a znidmky aktivity
tmavych bun&k se domnividme, Ze vykazuji uréité
znidmky podinajici degenerace (denzné&j¥i cyto-
plasma, kumulace lipidovych inkluzi a &asto i gly-
kogenu, podetné rezidudlni t&liska). Heterogenita
bungk kumulu byla popisovdna jak ve svételném
mikroskopu [7], tak na elektronové mikroskopické
drovni [14, 15], pfi¢emZ buiiky byly rozli¥oviny na
malé (méné& aktivni) a velké. V nafem p¥ipadé nebyl
pozorovén rozdil ve velikosti bun&k, ale v denzit&
cytoplasmy a zastoupeni organel (tmavé buiiky by
odpovidaly buiikdm, které byly popisovdny jako
malé). Obsah lipidovych inkluzi byva uZivan jako
mé&¥ftko luteinizace s tim, Ze p¥ili¥ vysokd luteini-
zace odrdZ{ p¥ezrilost oocytu [7].

Domnivdme se, %Ye vysoky obsah lipidovych
kapek u bun&k vyrazn® méné& aktivnich spi¥e in-
dikuje po&itck degenerativnich zmé&n, zejména p¥i
soudasném vyskytu rezidudlnich t&lisek. Piftomnost
z¥eteln& heterogenni populace bunék kumulu
s vysokym =zastoupenim tmavych bun&k pak
naznaduje sniZenou kvalitu, nedozrilost ¢&i
pfezrédlost oocytu.

V souboru II (rvhujici se oocyty, bez dosaZené
gravidity) byly zastoupeny vzorky plipomfinajicf
soubor IIl (buitky vice uniformni a aktivn{) nebo
vzorky podobné jako v souboru I (zna¥nd hetero-
genita buné&k). Interpretace vysledkd je v tomto
pfipad& nejobtiZn&j¥. Stanoveni p¥{&iny nelisp&chu
p¥i transferu je moZné v p¥ipad& kontaminace bak-
teriemi, v ostatnich pfipadech by objasn&ni bylo
p¥ili¥ hypotetické.

Problematika bun&k kumulu a jejich vztahu
k oocytu pfi kultivaci je stdle v centru pozornosti.
V dal¥i praci bychom cht&li doplnit morfologické
nélezy n&kterymi histochemickymi vySet¥enimi

bun&k kumulu po kultivaci ve vztahu k oplozeni
oocytu.

ZAavér
1. Byla potvrzena dobrd kvalita kultivaénich pod-
minek a kultivaéniho prostfedi laboratote
2. Selhéni fertilizace ve skupiné necoplozenych
oocytll je moZné &astetné vysvétlit jako disledek
nep¥imé&fené zralosti oocytii. Nezralost nebo pfe-
zrilost oocytld se promitla v heterogenit& bunék.
3. Znaénd &4st sclhdni fertilizace in vitro byla
zplsobena sniZenou kvalitou spermif.
4. PHé&iny neot&hotnéni po transferu embrya nelze
hodnotit jen na zdkladé morfologickych nilezi
u kumuldrnich bunék.

Prdce je soucdst Fefeni grantu IGA & 2703 - 2
Mz CR.
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PUVODNI PRACE

Vliv ultrastruktury spermii na

Ces. Gynek,
62, 1997, ¢, 1
8.3-6

vysledek fertilizace in vitro

Influence of Sperm Cell Ultrastructure on the
Outcome of in vitro Fertilization

J. Zakova, M. Sedlac¢kova, P. Ventruba, P. Travnik
1. gynek.-porod. klinika LF MU, Brno, pfednosta doe. MUDr. P. Ventruba, DrSe.

Summ ary: The ultrastructure of sperm cells in cumulus ocophorus of the human oocyte 20 hrs
after in vitro fertilization (IVF) was studied.

Materials and methods: Mechanically removed cumular cells were processed for electron micros-
copy and the spermatozoa deposited in the intracellular spaces as well as those penetrating into
follicular cells were evaluated. The samples were divided into three groups. Group I contained cu-
muli from unfertilized oocytes, group II involved those from fertilized oocytes, but not pregnancy
after embryo transfer. Group III was formed by cumuli from fertilized oocytes of patients, where
pregnancy had been achieved.

Results: In group I numerous anomalies of spermatozoal ultrastructure were found, such as head
malformations, incompleted chromatin condensation, large cytoplasmatic droplets, etc. In groups
II and III, about 70 % normal sperm cells were found.

Conclusions: These findings provide evidence of the important role of the morphological quality
of spermatozoa in the failure of in vitro fertilization, also in cases where anomalies could not be

detected by the usual methods of sperm examination.

This work was supported by Grant Agency of Ministry of Health of the Czech Republic - grant No.

2703-2.

Kritické parametry kvality spermii pro fertili-
zaci in vitro (IVF) jsou stéle pfedmétem diskust,
nebot vysledky bézné uZivanych testd vidy neod-
raZeji skutefnou schopnost spermii oplodnit oocyt.

Jednotlivé parametry se mohou u téhoZ muZe
ligit p¥i opakovaném vySetfeni v uréitém ¢asovém
intervalu [14, 15]. Se stoupajicim vékem muze do-
chdzi ke zvySovdni vyskytu spermii s riznymi ano-
mAliemi [5]. Elektronové mikroskopické vySetieni
spermif prokazuje urgité procento spermii s morfo-
logickymi odchylkami, které nelze stanovit ve své-
telném mikroskopu a pfitom mohou podstatné
ovliviiovat fertilizaéni schopnost spermif [21],

V rdmci feSeni grantového tkolu MZ CR &
2703-2 se zabyvdme studiem ultrastruktury bunék
cumulus oophorus po jejich spoleéné kultivaci s lid-
skym oocytem. V predklddané prdci jsme zamérili
svou pozornost na ultrastrukturu spermif, které se
vyskytovaly v kumulech oocytd po fertilizaci in
vitro (IVF). Na&i snahou bylo porovnani morfolo-
gického obrazu spermii s vysledkem fertilizace.

KLINICKY SOUBOR A METODIKA

Oocyty byly ziskdny od pacientek zafazenych do
programu asistované reprodukce I. gynek.-porod. klini-
ky LF MU v Brné. Odbér byl proveden transvaginalni
punkei folikuld pod kontrolou ultrazvuku [19, 20]. Kul-
tivace probfhala v Earlové médiu (Serva) v atmosféie 5 %
CO; ve vzduchu p¥i 37 °C (kultivaéni box Heraeus).

Qocyty byly inseminovany spermiemi manzela pfiprave-
nymi standardnim zptisobem [22, 23].

Materidl pro pozorovéni, buitky cumulus oophorus
obsahujici spermie, byl ziskdn mechanicky z komplexu
kumulus-oocyt 20 hodin po provedené inseminaci. Pro
elektronové mikroskopické vyetieni byly vzorky fixové-
ny glutaraldehydem s piidavkem kyseliny t¥islové, post-
fixovdny oxidem osmidelym a uranylacetatem, poté byly
odvodnény vzestupnou fadou alkohold a zality do Dur-
cupanu ACM. Ultratenké fezy byly kontrastovdny ura-
nylacetdtem a citranem olovnatym. Pozorovani a foto-
grafovani bylo provddéno na elektronovém mikroskopu
Tesla BS 500.

Na zéakladg ispésnosti fertilizace in vitro, pop¥ipadé
dal&iho osudu oplozeného ooeytu, byly vzorky kumuldar-
nich bunék obsahujicich spermie rozdéleny do t¥i skupin.
Soubor I zahrnuje kumuldrni buiiky od neoplozenych
oocytd. Soubor II se sklddd z kumularnich bunék od
oplozenych ococytd, které se dale ryhovaly, aviak nebylo
dosaZeno téhotenstvi po embryotransferu. Soubor III je
tvofen z kumuldrnich bunék od oplozenych a ryhujicich
se oocytll pacientek, které po transferu embrya v daném
cyklu otéhotnély.

Studovany materidl je béZnym odpadnim produk-
tem p¥i fertilizaci in vitro.

VYSLEDKY

1. Hodnoceni soubort

Celkem bylo vysetfeno 26 vzork( kumuldrnich bu-
nék se spermiemi. Poget spermii v jednotlivych vzorcich
byl rizny, vétEinou 20 aZz 50 prifezi hlaviékou a dvojné-
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sobny pofet prafezi biéikem v jednom pozorovaném
vzorku. Byly hodnoceny spermie z mezibunéénych pros-
tort kumulu i spermie, které penetrovaly do folikuldr-
nich bunék. Ultrastruktura bunék i spermii byla dobie
zachovana, coZ svédéi o dobré kvalité kultivaénich pod-
minek.

V souboru I (10 vzorkd), kde nedoslo k oplozeni
ooeytl, byly atypické formy spermii velmi éastym nile-
zem a jen menéi poéet spermii vykazoval normdlni mor-
fologii. Slo vétsinou o anomalie, které nemohly byt zjis-
tény béznym vysetfenim ve svételném mikroskopu.

V souborech ITa 11T (11 a 5 vzorka), tedy v piipadech,
kde doslo k oplozeni, byly ve vzorcich nalézdny vétdinou
spermie typické stavby (okolo 70 %) a jen mensi mnozstivi
spermii s raznymi malformacemi.

2, Ultrastruktura spermii
Abnormality v morfologii spermii byly zjistény jak
v oblasti hlaviéky, tak v oblasti stiedniho oddilu a bi¢iku.

2.1. Hlaviéka. V oblasti hlavicky byl éastym nalezem
netplné kondenzovany chromatin a poruchy vyvoje ak-
rosomu. Nedostateénd kondenzace chromatinu byla raz-

_‘..‘ "‘?':-l

Obr. 1. Cést spermie s poruchou akrosomu a mirnou
formou dekondenzace chromatinu. (Foto: M. Sedldéko-
va - orig. zvétien 13 000krat.)

" néha stupné, od jemnéjsi zrnité struktury az po hruba

chromatinova granula. V jadrech spermii se ¢asto vysky-
tovaly vakuoly a inkluze razného materidlu, piredevsim
koncentricky uspofddanych membran, které v nékterych
pripadech deformovaly tvar hlavicky. Nékteré vzorky
obsahovaly vysoky poget spermii & kulatou hlavickou.
Poruchy vyvoje akrosomu se projevovaly vyskytem izo-
lovanych véackii nebo znaéné nepravidelnych dtvara s ob-
sahem o razné elektronové denzité. V nékterych pfipa-
dech hlaviéka iplné chybéla a misto ni byla vytvofena
cytoplazmaticka kapka se silné denzni cytoplazmou
obsahujici mnozstvi vaéki a koncentrickych mem-
bran.

2.2. Stiedni oddil. Casto byly pozorovany spermie
s cytoplazmatickou kapkou, tj. zvétienym objemem cy-
toplazmy v oblasti kréku nebo st¥edniho oddilu. Cyto-
plazmatickd kapka obsahovala kromé titvar typickych
pro tuto oblast také nepravidelné distribuované organe-
ly (mitochondrie a vidéky rizného tvaru) a predevéim
soustavy velmi komplikované uspofadanych membréin
vybihajicich z jaderného obalu. Tento jev byvd spojen
s vyskytem vicedetnych bi¢iki, které mivaji chybné vy-
vinuty axonemalni komplex.

3 i
Obr. 3. Cast spermie s koncentricky uspofadanymi

membranami vybihajicimi z jaderného obalu do oblasti
kréku. (Foto: M. Sedldékova - orig. zvétéen 12 000krat.)

Obr. 2. Cést spermie, které chybi jadro. Rozsffend cy-
toplazmaticka kapka obzahujici ¢etné membranové
struktury imituje tvar hlavicky. (Foto: M. Sedldékova -
orig. zvétden 15 000krat.)

Obr. 4. Cast spermie s velkou cytoplazmatickou
kapkou obsahujici membrany a vacky. Abnorméalné
umisténé prifezy nékolika osovymi vlakny bi¢iku, de-
kondenzovanym chromatinem a intaktnim akroso-
mem. (Foto: M. Sedlackova - orig. zvétSen 12 000krat.)
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2.3. Bi¢ik. Anomalie bi¢iku spodivaly ve vyskytu
vice€etnych biéikd nebo byly pozoroviny méné napadné
poruchy osového vldkna. g{o o neiplny nebo zvydeny
potet dvojic mikrotubult, popiipadé o biéiky se zdvoje-
nym osovym vldknem. Riizné anomalie se obvykle nevy-
skytovaly jednotlivé, ale byly sdruZené v kombinacich.

3. Akrosomalni reakce

Dile jsme sledovali ¢etnost spermii s probé&hlou ak-
rosomdlni reakef a spermif s intaktnim akrosomem. Nej-
vétsi viiskyt spermii s intaktnim akrosomem byl v sou-
boru I, oproti tomu nejvétsi vyskyt spermii s prob&hlou
akrosomaélni reakei byl u souboru II (tab. 1).

Tab. 1. Zastoupeni spermii s intaktnim akrosomem
a probéhlou akrosom4lni reakei,

Spermie

intaktni akrosom akrosomélni reakee
soubor I 0 % 30 %
soubor IT 25 % 75 %
soubor ITT 40 % 60 %
DISKUSE

Uspésnost oplozent in vitro zavisi na mnoha
faktorech. P¥i vhodnych kultivaénich podminkach
zdvisi vysledek jak na zralosti a kvalité oocytu, tak
na kvalité spermii. Mnoho neispéchti IVF je zpi-
sobeno pfedéasnym priddnim spermii k meioticky
nezralym oocytiim, nebot v zona pellucida probiha-
ji dilezité maturaéni zmény b&8hem piechodu z
metafdze I do metafdze IT [18]. Podstatng vyssi
pofet malformovanych spermii zjistény v nasem
materidlu ve skuping, kde nebylo dosazeno oploze-
ni oocytu, svédél o vyznamné roli kvality spermii
v selhdni fertilizace in vitro. V&t&inu popisovanych
anomalii nelze zjistit ve svételném mikroskopu a
pfitom jde o poruchy, které podstatné ovliviiuji
vlastnosti spermii. Anomdlie v oblasti hlavicky
maji pfimy vztah k fertilizaéni schopnosti spermif,
anomalie st¥edniho oddilu a biéiku ovliviiuji moti-
litu spermii.

K nejéastéji pozorovanym poruchdm patii ne-
tiplnd kondenzace jaderného chromatinu. Variabi-
litu ve stupni kondenzace chromatinu vykazuje i
u fertilnich muza rtzny poéet spermii [2, 3, 12].
Mohlo by jit o vyjadieni rtizného stupné zralosti
jako postupné kondenzace chromatinu béhem
spermatogeneze [8] a ndlezy by svédéily pro to, Ze
proces kondenzace chromatinu neni dovren ve
vSech spermiich. Existuje i druh4 moznost, ze k de-
kondenzaci dochdzi sekunddrné jako néasledek ne-
dostateéné koncentrace zinku ve spermiich [11],
nebot zinek pomdhd udrZovat chromatin spermii
v kondenzovaném stavu [4]. SniZeny obsah zinku
muzZe mit vztah k pfipadim sterility, kde je poru-

Sena sekvence vypuzovani sekret pii ejakulaci,
ale i pfi arteficidlni inseminaci v nékterych p¥ipa-
dech neadekvatni manipulace se spermatem [11].

Casto se vyskytujici vakuol y v jadru byvaji
znakem nerovnomérné kondenzace chromatinu a
spolu s nizkym stupném kondenzace souvisi s chro-
mosomovymi abnormalitami [21]. Rovnéz poruchy
tvaru hlaviéky (kulaty tvar) mohou naznaovat
sniZeni fertilizaéni schopnosti spermii [10] a byvaji
spojeny s daldimi defekty, zejména akrosomu.
VEechny anomilie akrosomu podstatnym zpiso-
bem ovliviiuji fertilizaéni schopnost spermii a by-
vaji typickym defektem u muzd s dlouhotrvajici
sterilitou, pfestoZe bé%n4 analyza éasto ukédZe nor-
malni podet, pohyblivost i morfologii spermif [21].

V oblasti spojovactho oddilu byly Zasto pozoro-
vany cytoplazmatické kapky, které se mohou obje-
vovat iu spermii fertilnich muzi a vykazuji pomér-
né znacné objemové variace [17]. V nagem
materidlu pozorované cytoplazmatické kapky viak
byly extrémné velké s anomalnim uspofadénim
struktur, coZ svédéi o porudeni motorického centra
spermii [21].

Pfi inseminaci in vitro se neuplatiiuji nékters
mechanismy, které ptisobi pii inseminaci in vivo.
In vivo probihd selekee spermii na riiznych vrov-
nich vEetng& phasobeni cervikélntho hlenu jako dile-
Zitého faktoru [9], takZe aZ do blizkosti cocytu se
dostanou jen po viech strankach normalni spermie
a mezi burtkami kumulu jsou nalézany jen spermie
s prob&hlou akrosomélni reakei [13]. ProtoZe tento
selektivni mechanismus je p¥i inseminaci in vitro
vynechdn, pozorovali jsme ve viech vzorcich uréité
mnoZstvi spermii s intaktnim akrosomem. Nejvice
jich bylo ve skupiné I, kde nedo$lo k oplozeni (70
%), ale pomérné velky poget byl i ve skuping III,
kde doglo k oplozeni i gravidité (40 %). Na druhé
strané, v pfipadé snizené pohyblivosti spermii nebo
jejich sniZeného poétu, muze byt IVF tispéinéjsi
nez inseminace in vivo [1, 6], takZe je tato metoda
pouZivdnaiv nékterych andrologickych indikacich.
Opakované neispésnad fertilizace semenem manze-
la byva indikaci k uziti semene darce [7]. V souéas-
né dob& mohou tuto situaci fedit mikromanipulaéni
techniky, zejména intracytoplazmatickd injekce
spermie (ICSI). V pFipadé netsp&iného oplozeni in
vitro miiZe elektronové mikroskopické vygetieni
pomoci rozhodnout o dalsim postupu. Absolutni
indikact k ICSI piedstavuji zdvazné morfologické
poruchy lokomoéniho aparatu spermie.

ZAVER

Studium ultrastruktury spermii prokdzalo, Ze
morfologickd kvalita spermif jako jeden z hlavnich
andrologickych faktort umoZni doporuéit neplod-
nému paru optimalni metodu asistované reproduk-
ce nebo asistované fertilizace.
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KOKULTIVACE EMBRYT S

VEJCOVODU V PROGRAMU ASISTOVANE REPRODUKCE
NA I. GYNEK. POROD. KLINICE V BRNE

Cocultivation of embryos with Fallopian tube cells in programme of assisted
reproduction in Lst gyn.obst. dptm in Brno

J. Z4kov4, P. Ventruba, J. Adler, P. Trivnik
I. gynek. porod. klinika LF MU, Brno, pfednosta doc. MUDr. Pavel Ventruba, DrSc.

Summary

Aim of the study: to evaluate influence of the
prolonging culture time when the embryos were
cultured in the presence of human oviductal epithe-
lial cells (HOEC).

Methods. Monolayers were prepared from
HOEC’s collected from fallopian tubes which were
obtained during hysterectomy in premenopausal viral
screened women. Coculture was practiced in the group
of 41 women in IVF/ET programme. In 17 cases
(group I) pronuclear stage embryos were cocultured
on HOE- monolayers for 48 hours (72 hours of the
total culture time). In 24 cases (group Il) embryos
were cocultured for 72 hours (96 hours of the total
culture time),

Results. Group I - (72 h) at 14 women from 79
zygotes 51 embryos ( 64.6 %) developed into eight
and more than eight cells stage. 4 pregnancies were
obtained (28.6 % pregnancy rate). In 3 cases the
embryos development stopped at 2-cell stage.

Group II - (24 women) from 100 zygotes 69
embryos (69.0 %) reached eight and more cells stage.
From 21 transfers with good quality embryos were 3
pregnancies achieved (14.3 % pregnancy rate). At 3
women ET with 4-cell poor quality embryos was done.

Conclusions. The preparation and using HOE-mo-
nolayers in our laboratory improved the quality of
human embryos. The pregnancy rate was improved in
case 72 hours of the total culture time.

Jedna z metod, kterd sméfuje ke zvySovani
tisp&inosti programu asistované reprodukce, je prodlou-
Zeni délky kultivace embryi in vitro. Ne viechny oplo-
zené oocyty maji stejny vyvojovy potencidl. U &istd
embryi se vyvoj zastavi na 2-, 4- i vicebuné&ném sta-
diu. Vyhoda prodlouZené kuldvace nad obvyklou hra-
nici 48 - 52 hodin spofivd v moZnosti takova embrya
vyloucit z daldf kultivace. To ndm umoZni transferovat
pouze embrya nejlépe se vyvijejici, Zivotaschopnd a
morfologicky nejkvalitméjii. Vyhodou je rovnéZ posu-
nuti pfenosu embryf do délohy na dobu, kdy je d&loZni
prostiedi 1épe pfipraveno pro jejich pfijeti.

ProdlouZit dobu vyvoje embryl je moZné pomoci
spoleéné kultivace, tzv. kokultivace se somatickymi
buiikami. K tomuto Géelu byly testovdny riizné druhy
monovrstev: napf. luteinizované granulézové buiiky
(10), epitelie lidského endometria (11), koZni
fibroblasty (14), oviduktdlni builky (2, 6, 9, 11, 16),
bovinni uterinni fibroblasty (15), opi¢f Vero buiky (7,
8, 12, 17) a dalsi.

Kokultivace byly nejprve provddény u zvifat (6, 9,
11). Bongso et al. (2,3} jako prvni uvidi kokultivaci
lidskych embryi na lidskych tubdmich buiikdch. V
Ceské republice nejsou dosud zkuSenost s kokultivact
na tubdrnich epiteliich. Na paSem pracoviiti jsme se
touto problematikou zacali zabyvat v roce 1993 (18, 19)
a od zacdtku roku 1994 1 v rdmci grantového tkolu MZ
CR. Vychizeli jsme z predpokladu, Ze podminky vy-
voje embrya pfi kultivaci na tubdmich epitelifch in vitro
by mé&ly byt ze viech kokultiva¢nich systémil nejopti-
mdlnéjsi, nebot odpovidaji podminkim, které mé
embryo v odpovidajicim stidiu pfi priichodu tubou in
vivo.

Cilem idvodni etapy feSeni této problematiky bylo
zvladnut techniky pfipravy monolayeru lidskych tu-
barnich epitelif, vySetieni kvality monolayeru elektro-
novou mikroskopii, a poté zavedeni kokultivace embryi
v programu IVI/ET.

Materidl a metodika

1. Monolayer lidskych tubdrnich epitelii

Pfiprava monolayeri lidskych tubarnich epitelii
byla zahdjena v poloviné roku 1993. Vychozim ma-
teridlem byly vejcovody ziskané pfi hysterektomiich na
naii klinice.

1.1. Kritéra pro vybér darci: (a) preklimakterium,
(b) absence zdnétu nebo neoprocesu v organismu, (c)
negativni serologickd vySetfeni na HIV I, II, HBsAg,
HCV, BWR, ALT a (d) dobry zdravotni stav. Vhodna
darkyné vejcovodu byla pisemné i dstné informovina
o nafem zdméru a sviij souhlas potvrdila podpisem.
Byla rovnéZ informovidna o povinnosti zopakovat se-
rologické vySetfeni po uplynutf 6 mésicli od prvntho
odbéru.

1.2. Vlastni piiprava: tubdrni epitelie byly z vejco-
vodu ziskdny mechanickym zpracovanim a trypsinizaci.
Buiiky byly nasazeny do kultivaénich lahvi a kultivo-
viny pfi 37°C v 5% atmosféfe COz ve vzduchu, v
médiu Ham F12 po dobu 4 aZ 6 dnii do vytvofeni pri-
mami kultury. Druhd pasdZ byla ziskdna trypsinizacf
priméam{ kultury. NamnoZené buiiky byly zamraZeny
v roztoku PBS s 1,5 M DMSO a uchoviviny pfi -
150°C do opakovaného serologického vySetfeni darky-
né provedeného pil roku od prvniho odbéru. Teprve
poté byly buiiky pouZity pro vytvofeni monolayerii pro
kultivaci.

2. Odbér oocytiz a kultivace

Folikuldmi vyvoj byl stimulovidn gonadotropiny
(Pergonal Serono, Humegon Organon) v ddvce 150 -
225 IU/den. Stimulace probihala od 3. dne menstru-

GYNEKOLOG, 1995, rocnik 4, str. 124
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aéniho cyklu s monitorovdnim 17-beta estradiolu (E2),
LH a ultrazvukové folikulometrie. Po dosaZeni
adekvdtni ovaridlnf odpovidi byla maturace oocyti
indukovéna 9000 j. lidského choriového gonadotropinu
(hCG - Praedyn Spofa, Profasi Serono, Pregnyl Orga-
non). 36 hodin po aplikaci hCG byl proveden foliku-
locentézou pod kontrolou UZ (13) odbér cocytii, Kulti-
vace probihala v Earlov€ médiu (Serva) pfi 5% COz
ve vzduchu pii 37° C v kultivainim boxu (Heraeus).
Spermie byly pfipraveny metodou centrifugace a swim
up. Za 17 aZ 20 hodin po oplozovini bylo provedeno
odstranénf kumuldmich bunék a kontrola pfitomnosti
prvojader. Vzniklé zygoty byly piencseny na mono-
layer s Earlovym médiem. Spolen4 kultivace probihala
bud’ 48 hodin (celkovd doba 72 hodin) - I skupina,
nebo 72 hodin (celkovd doba 96 hodin) - II. skupina.

Transferovina byla maximdln& 4 embrya.

Yysledky
A. Preklinické vysledky

1. Prvni epitelidlni buiiky lidského vejecovodu byly
zpracovany a zamraZeny. Od zaitku roku 1994 zadaly
byt pouZiviny pro pifpravu monolayeri (obr. 1).

2. Pro posouzeni kvality a vitality tubdmich epitelif
byla provedena elektronmikroskopicka vySetfeni mono-
layerii. Dle ziskanych vysledkii bylo moZno potvrdit,
Ze se jednd o kvalitni, vitdlni epitelie,

B. Klinické vysledky

Vysledky ryhovidni a vyvoje embryi sv&déf
o Tisp&ném zvlddnuti metodiky kokultivace a tim
pieklenutf vyvojového bloku v podminkich kultivace
in vitro (obr. 2).

I. soubor (kultivace 72 h): Z celkového podtu 17
pacientek byl u 14 Zen (82,4 %) proveden transfer.
Ze 79 zygot se 51 embryi (64,6%) vyvinulo do osmi
a vicebunééného stadia. Bylo dosaZeno 4 t&hotenstvi
(28,6 % klinickych gravidit /ET). Ve 3 piipadech doglo
k zastaveni vyvoje na 2-bunééném stddiu.

11. soubor (kultivace 96 h): U 24 pacientek bé¢hem
kultivace ze 100 zygot dosdhlo 69 embryi (69,0 %)
osmi a vicebunééného stadia. 7, 21 transfertt s dobrou
kvalitou embryi bylo dosaZeno 3 t&hotenstvi (14,3 %
klinickych gravidit/ET). U daliich 3 Zen byl transfer
prognosticky nepfiznivy, nebof embrya po 96 hodirzach
kultivace dosdhla pouze 4-bun&&ného stidia, coZ
oviivailo sniZeni celkového poftu dosaZenych klinic-

kych tghotenstvi na 12,5 % na provedeny embryo-
transfer.

Kontrolnf soubor zahrouje 24 pacientek po sobé
jdoucich ve stejném obdobi, u kterych byla provedena
klasickd kultivace po dobu 48 hodin.

Diskuse

Rada praci zabyvajicich se kokultivacemi
u riiznych Zvocisnych druhii véetné &lovika ukazala,
Ze spoletnd kultivace embryi se somatickymi bufikami
zlepdila jejich vyvoj in vitro.

Providéni kokultivacf embryf v klinické IVF bylo
zaloZeno na pfijeti ndsledujicich pfedpokladi: a)
béZnad syntetickd média jsou suboptimélnf pro hu-
manni preimplanta¢ni embryogenezi (8), b) mono-
layer bungk miiZe vytvafet podobné biochemické
a biofyzikdlni podminky jaké ma embryo ve vejco-
vodu a v déloze (2), ¢) kulturou bunék mohou byt
vytvifeny embryotrofické faktory, které pomihaji
embryogenezi in vitro (7), d) somatické buiky
mohou detoxikovat médium tim, Ze odstrafiuji ka-
tionty t&Zkych kovii nebo metabolické inhibitory,
nebo oboje ().

Pozitivni vliv kokultivace se miZe projevit
zvySenim poctu buné€k embrya, zvy3enim podtu
embryi schopnych dosihnout aZ stiddia blastocysty,
lepsi morfologickou kvalitou s niZ3im vyskytem
fragmentaci a /nebo zlepSenim Zivotaschopnosti
embryi po transferu.

Napf. Bongso et al. (2, 3, 4) pozoroval signifi-
kantni zlep3eni vyvoje embrya do stddia kavitované
blastocysty. Nepozoroval viak vyznamny vliv na
formaci expandované blastocysty, nebo na proces
hatchingu blastocyst. Yeung (16) uvadi lepsi vy-
vojovy potencidl a niZz3i pomér fragmentace embryi
pii kokultivaci na lidskych oviduktilnich buikdch.
Uvadi vSak, Ze procento hatchingu blastocyst bylo
signifikaniné vy33i u embryi kokultivovanych
(38 %) neZ u embryi bez kokultivace (7 %).

NaZe vysledky pfi prodlouZené kultivaci na mo-
nolayeru tubdrnich epitelif ukdzaly, e embrya do-
sahovala vy3sich vyvojovych stadii s dobrou morfo-
logickou kvalitou. RovnéZ procento klinickyeh t&-
hotenstvi na transfer bylo vy88i, zvI4%& v pfipadg,
kdy celkovéd doba kultivace byla 72 hodin (28,6 %).
Pfi klasické kultivaci dosahujeme 20 procent kli-
nickych t¢hotenstvi na provedeny embryotransfer.

Tab. 1: Vysledky kokultivace embryf na tubdrnich epiteliich

) podet > 8-bb potet Klinickd

Eﬂﬁg::ed()ba Zen ET embrya grav, grav./ BT
n n % _ n %

Soubor I
(72 h) 17 14 64,6 4 28,6
Soubor 11
(96 h) 24 24 69,0 3 12,5
Kontrolni soubor
(48 h) 24 10 0 2
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Obr. 2 §-bunécéné embryo po 48 hodinich kokultivace, dobfe patrny spermie zachycené
v zona pellucida, zvétieno 900x (foto: 1. Zikova)

Vysledky kokultivace embryi s oviduktdlnfmi buikami  na kokultivaci jako takovou (1,5), vzit v dvahu i jinou
hodnotime jako pozitivni a pfinosné pro program asistované  moznost prodlouZené kultivace. Jednd se o pouZiti no-
reprodukce na naSem pracovidti. Pfesto je tieha jed-  vych médii, vyvinutyeh pro tento icel. Pfedmétem nasi
nak vzhledem k ndrocnosti pfipravy monolayeri @ dalSi prace bude srovndvéni vysledku z prodlouZené
jednak vzhledem k nékterym rozporuplnym ndzorum  kultivace na monolayeru lidskych tubdrnich epitelif
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svysledky prodlouZené kultivace v komeréné vyribé-
ném médiu.

Price je soudisti fefenf grantu MZ CR 1820-2.
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CO NOVEHO PRINASI TROJITY SCREENING - TRIPLE TEST?

What new screening triple test brings?

Z. Maly
Por.- gyn. klinika MU, FN Brno-Bohunice, pfednosta Doc. MUDr. Jiff Kopeény, CSc.

Soucasnou praxi je, e amniocenteza (AMC), nebo
aspirace choriovych klki (CVC) je nabizena, pripadnd
doporucovina, (Ehotnym star$im 35 let. Riziko, e tyto
Zeny porodi plod postiZeny chromozomélni aberact je
ZvySeno a piedstavuje v 35 letech asi 1:270 /134, 'S
phibyvajicimi roky pacientky toto riziko exponencidlng
stoupd. Numo v3ak podotknout, #e v souvislosti s
vekem t€hotnych Zen se vyskytuje pouze 1,4 % viech
trisomif a na sex. chrozomy vazanych aneuploidif /4/,
Deutinger /6/ uvadi, ¥e ze 7240 amniocentéz, prove-
denych u Zen po 35. roce v&ku, byla zachycena chro-
mozomélni porucha pouze ve 2,5 % pfipadi. V jiho-
moravském regionu bylo napf. v roce 1994 provedeno
401 AMC z vekové indikace s pozitivnim nélezem v
1,7 % /2/. Pfi v&ékové hranici, kierd je indikaci pro hle-
dinf chromozomdlnich aberaci, je mo¥no zachytit jen
asi 20 % skutefné postifenych piipadi. Zbyvajicich
80 % chromozomilnich poruch €asné diagnostice
unikd, nebot se jednd o dét Zen mladSich 35 let! Riziko
chromozomalnich vad u t&chto mladich Fen le# pod
hranici 1:1000. Amniocenteza, CVS, piipadné kordo-
centeza, maji jako invazivnf zdkroky urit4 rizika kom-

plikaci /8/ a jejich dusledkem miZe byt i potrdceni zcela
zdravé gravidity. Proto by tyto zdakroky mély byt pro-
vidény u téhotnych se skuten& zvySenym indivi-
dualnim rizikem! Trojity screening - triple test umoin-
je nalézt t¥hotné se zvy¥enym rizikem Downova
syndromu i mezi Fepami mlad$imi! PHna8 mofnost
vypoltu individudlniho rizika, tedy pravdépodobnosti,
Ze tthond Zena porodi dit€ s chromozomélni vadou
(pfedeviim Down. syndromem) a to NEZAVISLE na
jejftm STARI. Pro posouzeni se uZiva tf sérovych
markeri AFP, hCG a nekonjugovany estriol E 3 /17/.

HISTORIE TROJITEHO SCREENINGU

V roce 1984 Merkalz et el/12/ zvefejnili zjisieni,
Ze u 25 % matek s plodem postiZenym trisomif 21,
byly nazivisle na stiff matky detekovény v pribihu
t¢hotenstvi sniZené hodnoty AFP. Naopak zvyicné
hodnoty AFP pozorovali u rozitépii dorsilnf (NTD)
nebo ventrdlnf st&ny trupu, atresii stfeva, one-
mocnén{ fetdlnfch ledvin (poruchy glumeruldrn{
filtrace) a vicedetnych t8hotenstvi. Uv4deli, Ze pou-
hym sledovinim nizkého AFP lze zachytit 25-30 %
viech trisomif. V roce 1986 Bogart at al./1/ zjistili,
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ProdlouzZena kultivace lidskych o L o
embryi: srovnani kokultivace na

lidskych tubarnich epiteliich

a kultivace v syntetickém médiu

Prolonged Cultivation of Human Embryos:
Comparison of Co-cultivation on Human Tubal
Epithelia and Cultivation in a Synthetic Medium

P. Ventruba, J. Zakova, J. Adler, P. Travnik, J. Komarkova, S. Némcova
I. gynek.-porod. klinika LF MU, Brno, pfednosta doc. MUDr. P. Ventruba, DrSe.

Tkanovd banka FN, Brno - Bohunice, vedouci doc. MUDr. J. Adler, CSc.

Ustav histologie a embryologie LF MU, Brno, pfednosta prof. MUDr. D. Horky, DrSe.

Summary: The aim of this work was to evaluate prolongation of cultivation time of human embry-
0s. The prolongation above the standard limit was implemented (1) by coculture of embryos on
a monolayer of human epithelial cells and (2) by using a synthetic medium.

Material and methods: Ovarian stimulation, oocyte recovery, insemination and cultivation up to
the pronuclear stage were done in our centre in the usual way.

Group I: 104 women, prolonged culture by the coculture method. The zygotes were placed on the
monolayer and cultivated for an other 24 or 48 hours. Group II: 249 women, prolonged culture in
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a synthetic medium. The zygotes were cultivated up to the 2- to 4-cell stage in standard IVF medi-
um, and then put into M3 medium for the next 24 or 48 hours. A transfer of a maximum of 4 em-
bryos was done.

Results: In group I in 104 women from 341 zygotes 181 embryos (53.1 %) reached the eight- and
more than eight-cell stage, and 76 transfers were done. 15 pregnancies were achieved (194 %
pregnancy rate). In group II in 249 patients from 672 embryos 49.7 % of them reached 8- and more
than 8-cell stage. 51 pregnancies were achieved (22.6 pregnancy rate). In the control group of 250
IVF after 48 hours cultivation 165 transfers (66.0 %) were done, and 16.4 % pregnancies were achi-
eved, i.e. 6.2 % less compared to synthetic medium and 3.3 % less than in cocultivation.
Conclusion: There is evidence of better IVF/ET results in case of prolonged culture time. The ex-
perience in our centre has shown the need of reevaluation of the coculture method. The exacting
character of its preparation and manipulation will have to be replaced by synthetic media in spite

of their high price.

Bylo prokézano, Ze prodlouzend kultivace lid-
skych embryi ma p¥iznivy vliv na vysledky progra-
mu in vitro fertilizace [3, 5, 9, 12, 21, 24]. NaSe
pracovi§té bylo jednim z prvnich center asistované
reprodukce, které k tomuto déelu zacalo vyuzivat
jednak kokultivace embryi s lidskymi oviduktalni-
mi bunikami a jednak kultivace v plné definova-
ném syntetickém médiu [1, 17, 25].

Prodlouzena kultivace za hranici 48 hodin
umozniuje eliminovat neZivotaschopnd embrya na
jedné strané a lep&i vybér nejlépe se vyvijejicich
a morfologicky kvalitnich embryi pro transfer na
strané druhé. Dale to umoziiuje pozdéjsi provedeni
embryotransferu, kdy je délozni sliznice 1épe pfi-
pravena pro implantaci. Z tohoto divodu mtize byt
i snizen pocet pfenaSenych embryi pii zachované
stejné Sanci na otéhotnéni.

Jednim zplsobem prodlouZeni doby vyvoje em-
bryi in vitro je spoleéna kultivace, tzv. kokultivace,
se somatickymi bunikami (luteinizované granulé-
zové buriky, epitelie lidského endometria, koZni
fibroblasty, oviduktalni bunky, bovinni uterinni
fibroblasty, opiéi Vero bunky a dalsi).

Druhym mozZnym zptsobem prodlouzeni kulti-
vace embryi je vyuziti novych syntetickych médii.
V roce 1994 zacalo naSe centrum pouzivat p¥i pro-
dlouzené kultivaci jako jedno z prvnich evropskych
IVF pracovist M3 médium (Day 3 medium, fa Medi-
Cult, Dansko), a to sou¢asné s olomouckou klini-
kou [7, 18].

V letech 1994 - 1995 byla problematika kokul-

tivace embryi na tubarnich epiteliich feSena na
nasem pracovisti v ramci grantu MZ CR ¢&. 1820-2.
Vychézeli jsme z pfedpokladu, Ze podminky vyvoje
embrya pi kultivaci na tubdrnich epiteliich in
vitro by mély byt ze v8ech kokultivaénich systémt
nejoptimalnéjsi, nebof odpovidaji podminkam, kte-
ré ma embryo v odpovidajicim stadiu p¥i priachodu
tubou in vivo. Kokultivaci lidskych embryi na lid-
skych tubarnich butikdch uvadi jako prvni Bongso
et al. [3, 4].
Cilem na$i prace je srovnani vysledkd prodlouzené
kultivace embryi, kdy prodlouzeni kultivace za
standardni limit 48 hodin bylo provedeno [1] kokul-
tivaci embryi na monovrstvé lidskych tubarnich
epitelil a [2] pouZitim syntetického média.

KLINICKY SOUBOR A METODIKA

A. Preklinicka éast

Zavedeni kokultivace embryi na tubéarnich epiteliich
do klinického programu IVF predchazelo rozpracovani
néasledujici metodiky:

1. Priprava primokultury lidskych tubdrnich epitelii
Vychozim materidlem byly vejcovody ziskané pii
hysterektomii od Zen v premenopauze [27].

Tubdrni epitelové buinky byly ziskany pasobenim
trypsinu (0,1% roztok) na sliznici, a to bud p#i 37 °C po
dobu 3 hodin nebo pti 4 'C po dobu 12 - 16 hodin. Tubérni
sliznice byla proprana ve fosfatovém pufru a epitelie
mechanicky uvolnény do média. Po centrifugaci byl se-
diment bunék resuspendovan v Dulbeccové Zivném mé-
diu s pfidavkem Hamova média F12 doplnénym o bovin-

nf fetdlni sérum (15%]), inzulin (10 ug/ml), epidermalni
rustovy faktor (1 ng/ml) a antibiotika.

Kultivace probihala pti 37 "C v atmosféfe 5% CO2.
Rist byl kontrolovdn v invertovaném fazové kontrast-
nim mikroskopu, pfiéemz kaidy druhy den byla prova-
déna vyména zivného média. Monolayer tubarnich epi-
telii se vytvofil po 7 - 10 dnech.

2. Kryokonzervace a rozmrazovdni primdrnich kultur
Pred zmrazenim byla primokultura koncentrovana
centrifugaci a resuspendovana v kryoprotektivnim mé-
diu (10% dimethylsulfoxid - DMSO, 90% fetdlni teleci
sérum). Bunééna suspenze o denzité 1 x 10 mil. bunék/ml
byla rozdélena do pejetek, Fizené zmrazena (teplotni
gradient 1 *C/min) a uchovdvana v hluboko mrazicich
boxech pfi -150 "C.

Na rozdil od zamrazovdni ma proces rozmrazeni
probéhnout co nejrychleji. Po vyjmuti z mraziciho boxu
byla pejetka s bunéénou suspenzi ponofena do vodni
lazné o teploté 37 *C a za 1-2 minuty rozmrazena. V pri-
béhu dalgich 20 minut byla bunéénd suspenze postupné
fedéna médiem DMEM o teploté 4 *C. Nasledovalo vy-
myti DMSO v priibéhu centrifugace a prevedeni bunék
do kultivaéniho média.

3. Subkultivace tubdrnich epitelii a pFiprava monola-
yeru
Po opakovaném sérologickém vySetfeni déarkyné
(nejdiive 180 dnti od prvniho odbéru) bylo mozné pouzit
primokultury k vytvofeni monolayera pro kultivaci.
Rozmrazené epitelie byly proprany v médiu s fetal-
nim sérem, zcentrifugovany a resuspendovany v Zivném
médiu. Dalsi kultivace probihala opét pii 37 “C v atmo-
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3. Klasickd kultivace oocytit

Qocyty ziskané punkeci folikuliijsme po odbéru umis-
tili do média pro kultivaci (Earle, Sigma) obohaceného
o 15 % fetalniho pupeénikového séra. Kultivace probiha-
la pfi 5% CO2 ve vzduchu pfi 37 "C v kultivaénim boxu
(Hraeus). Oocyty byly ponechany 4 aZ 6 hodin k dozra-
vani a poté fertilizovany pfidanim patfiéného objemu
spermii do média s cocyty. Za 17 az 20 hodin po oplozo-
vani byly odstranény kumuldrni bunky a kontrolovdna
pritomnost prvojader.

Kontrolni soubor zahrnuje po sobé nasledujicich 250
vykonu klasické fertilizace in vitro s 48hodinovou kulti-
vacl.

4. ProdlouZend kultivace
4.1. Kokultivace embryii na tubdrnich epiteliich
(soubor I)
24 hodin po odbéru byly vzniklé zygoty preneseny na
monolayer s Earlovym médiem a kultivace probihala
dédle bud' 48 hodin (celkova doba 72 hodin), nebo 72 hodin

Obr. 3. Embrya po prodlouzeni kul-
tivace na 72 hodin (zvétSeno
200krét].‘

(celkova doba 96 hodin). Hodnotime soubor 104 Zen
z obdobi bfezen 1994 aZ unor 1996 (soubor I). V roce 1994
jsme kokultivovali po dobu 72 a 96 hodin, v roce 1995
byla celkova délka kultivace 96 hodin (obr. 2, 3).

4.2, Kultivace embryi v syntetickém médiu M3
(soubor II)

Do kompletné definovaného syntetického M3 média
(Medi-Cult, Dansko) byla pteloZena jiz délici se embrya
za 48 hodin po odbéru. Kultivace byla timto zptisobem
prodlouzena o dalSich 24 - 48 hodin, tedy celkem na 72
a? 96 hodin, v ojedinélych pfipadech do 120 hodin (obr.
4).

Soubor II zahrnuje 249 pacientek, u kterych byla
v obdobi kvéten 1994 az unor 1996 provedena prodlou-
Zena kultivace v syntetickém médiu.

5. Embryotransfer a kryokonzervace embryi
V roce 1994 byla transferovana maximalné 4 em-
brya. Od roku 1995 jsme snizili maximalni podet trans-

Obr. 4. Moruly po kulti-
vaci prodlouZzené na 96
hodin v syntetickém mé-
diu (zvétSeno 500krat).
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kéln{ podminky, jaké ma embryo ve vejcovodu
a v déloze [2]; ¢} kulturou bunék mohou byt vytva-
Feny embryotrofické faktory, které pomahaji em-
bryogenezi in vitro [7]; d) somatické buniky mohou
detoxifikovat médium tim, Ze odstrafiuji kationty
téZkych kovii nebo metabolické inhibitory, nebo
oboje [8].

Pozitivni vliv kokultivace se muZe projevit
vzristem poétu bunék embrya, zvySenim poétu
embryi schopnych dosdhnout aZ stadia blastocysty,
lepsi morfologickou kvalitou s niZ&im vyskytem
fragmentaci a/nebo zlepenim zivotaschopnosti
embryi po transferu.

Naptiklad Bongso et al. [2, 3, 4] pozorovali
signifikantni zlepSeni vyvoje embrya do stadia ka-
vitované blastocysty. Nepozorovali viak vyznamny
vliv na formaci expandované blastocysty nebo na
proces hatchingu blastocyst. Yeung [16] uvAdi lep&i
vyvojovy potencial a nizsi pomér fragmentace em-
bryi pfi kokultivaci na lidskych oviduktélnich buii-
kach. Uvadi viak, Ze procento hatchingu blasto-
cyst  bylo signifikantné vy38i u  embryi
kokultivovanych (38 %) neZ u embryi bez kokulti-
vace (7 %).

Rovnéz nase vysledky IVF pii prodlouzené kul-
tivaci embryi prokdzaly, Ze embrya dosahuji vys-
&ich vyvojovych stadii s dobrou morfologickou kva-
litou. Rovnéz procento dosazenych klinickych
téhotenstvi bylo vysii - 3,3 % téhotenstvi na trans-
fer u kokultivace (19,7 %), resp. 0 6,2 % u syntetic-
kého média (22,6 %) proti klasické kultivaci
(16,4 %). Poget dosazenych klinickych t&éhotenstvi
na cyklus byl u kokultivace 0 3,2 % vy&si (14,4 %)
a u syntetického média dokonce o 9,3 % vyssi
(20,5 %) nez u klasické IVF (11,2 %).

Vysledky kokultivace embryi s oviduktdlnimi
butikami hodnotime jednoznaéné jako pozitivni
a pfinosné pro program asistované reprodukce na
nasem pracovisti. Zejména v dobé pied vyvinutim
syntetickych médii byla kokultivace se somaticky-
mi bufikami jedinym moznym fegenim pro prodlou-
Zeni kultivace. Dnes v&ak, jednak vzhledem k na-
roénosti piipravy monolayeri a jednak k nékterym
rozporuplnym nazortim na kokultivaci jake tako-

vou [1, 5], se jevi vvhodnéjsi a i efektivnéjsi pouziti
novych médii, vyvinutych pro tento tcel.

Syntetické M3 médium (Day 3 Medium) podpo-
ruje dalsi déleni a diferenciaci embryi. Je specialné
vyvinuté pro prodlouZenou kultivaci, bez rizika
virové infekee a pFitomnosti latek, jejichz pasobeni
na gamety je tfeba eliminovat. Pouziti M3 média
diive neZ za 48 hodin od odbéru se nedoporuéuje,
nebot neobsahuje latky potfebné pro gamety a vy-
voj zygot. Rozdil pfi pouZiti syntetického média
proti kokultivaci je v tom, Ze embrya se piekladaji
do M3 média aZ ve stadiu étyFbunééném, tedy o den
pozdé&ji nez pii piekladu na monovrstvu epitelii.

Pfikldnime se k nazoru fady autord, ze kokul-
tivace se somatickymi bunkami je technologie pre-
chodné. Dal&i pokrok v kultivaci a technologii kul-
tivaénim médii by mél vést v blizké budoucnosti
k opuéténi vyuzivani tkdnovych kultur.

ZAVER

1. Obé metodiky prodlouzené kultivace po-
moci kokultivace na tubarnich epiteliich nebo
v syntetickém M3 médiu vyrazné zvysily efektivitu
programu asistované reprodukce proti klasické
kultivaci.

2. Prokazali jsem pfiznivy vliv prodlouzené
kultivace na vyvoj embryi in vitro, kdy embrya
dosahovala vy3sich vyvojovych stadii a morfologic-
ké kvality nez pFi klasické kultivaci.

3. Kokultivace embryi na tubdrnich epiteli-
ich je limitovdna mnoha faktory. Je naroéna éasové,
na laboratorni vybaveni, praktické zku&enosti
a tym zabezpeéujici jednotlivé faze.

4. Zavedeni prodlouzené kultivace v syntetic-
kém médiu do klinické praxe bylo zcela jednoduché
a nevyzaduje dlouhodobou pripravu a zkugenosti
s tkanovymi kulturami. Za jedinou nevyhodu M3
média lze oznadit jeho vy$3i cenu.

5. Domnivame se, Ze syntetickd kultivaéni
média zcela nahradi vyuZ#iti somatickych tkafio-
vych kultur v prodlouzené kultivaci embryi.
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2. MIKROMANIPULACNI TECHNIKY

Velky vyznam a piinos pro asistovanou reprodukci mélo zavedeni mikromanipulac¢nich technik.
Piedpokladem jejich provadéni je mikromanipulacni zafizeni, sestavajici z inverzniho
mikroskopu s vyhfivanym stolkem, mikromanipulatorti, mikroinjektord a sklenénych
mikromanipulacnich pipet (holding, hatching, biopsy, injection).

Primarnim Ukolem bylo vyuziti fertilizaénich mikromanipulaci pti feSeni andrologického
faktoru neplodnosti, avSak uplatnéni nasly i v dalSich technikach - asistovaném hatchingu (AH)
a biopsiich.

Tato zcela nova oblast mikromanipula¢nich technik se stala v letech 1994 — 1995 na naSem
pracovisti predmétem feSeni grantového tukolu |. kategorie IGA MZ CR & 1821-2
»Asistovana fertilizace - mikromanipulace v oblasti zona pellucida zvySujici upéSnost
oplozeni a transferu embrya* [106]. V dobé¢ realizace projektu byly tyto techniky vyuZivany

pouze na n¢kolika prednich evropskych a svétovych pracovistich.

2.1. Fertiliza¢ni techniky

V piipadech muzské infertility, nizkého procenta oplozenych oocytii nebo netspéchu fertilizace
se zaCaly pouzivat metody asistované fertilizace.

Byly vyvinuty techniky, které spermiim usnadnily piekonani zona pellucida (ZP). Vzestupnou
Zona drilling (ZD) - poprvé popsali Gordon a Talansky v roce 1986 [30] znamena vytvoreni
lokélniho otvoru v zona pellucida, napf. piisobenim kyselého Tyrodova roztoku.

Parcialni disekce zony (PZD) - pifedstavuje mechanické naruseni (nafiznuti) zony pomoci
operatni mikropipety. Obé tyto metody umoziuji spermiim se suboptimalnimi parametry
snadnéji dosahnout plasmatické membrany oocytu. Navic umoziuji pfirozenou selekci spermii,
nebot’ pouze ty spermie, u kterych probéhla kapacitace a fyziologicky normalni akrozomalni
reakce, jsou schopné fuze s oolemou.

Subzonalni inseminace (SUZI) — znamena mechanickou inzerci jedné nebo nékolika spermii
pfimo do perivitelinniho prostoru. Byla zavedena jako dal§i zplsob obejiti nedostatecné
koncentrace a/nebo motility spermii [49]. Dovoluje fyziologickou interakci povrchu gamet

vedouci k aktivaci oocytu.

N 24
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spoc¢iva v pfimé injekci jedné spermie do cytoplazmy oocytu a piekonava tak vSechny predchozi
metody. Byla vyvinuta pro piipady tézké oligoasthenozoospermie a piipady se zcela
immobilnimi ¢i nezralymi spermiemi. Tato technika byla poprvé uzita u ¢lovéka v roce 1998
[48] a brzy bylo ozndmeno prvni téhotenstvi po ICSI [69]. Jedna se o naro¢nou metodu
vyZadujici trpélivost a praxi.

ZkuSenosti se zavadénim a provadénim fertilizaénich mikromanipula¢nich technik jsou uvedeny

v Publikaci V, VIII a IX.

Materiél a metodika:
Nacvik mikromanipula¢nich technik jsme zahajili na podzim roku 1993. Prvni
mikromanipula¢ni zafizeni bylo vlastnictvim Biologického Ustavu LF MU Brno a sestavalo

z mikroskopu Leitz Fluovert FS a mechanickych mikromanipulatort Leitz (obr. 10).

Obr. 10: Mikroskop Leitz Fluoverts FS s mechanickymi mikromanipulatory Leitz

V prvni fazi bylo tfeba se naucit vyrdbét mikropipety (drzici, operacni a injekéni), protoze
nebyly komeréné dostupné (obr. 11). Vyrabéli jsme je ze sklenénych neheparinizovanych
kapilar vytaZzenim na horizontalnim nebo vertikdlnim tahaci, dale byly opracovany na
mikrokovarné a zabrouSeny na brusce. Poté byly sterilizovany horkym vzduchem. Od roku 1995

Jiz byly k dispozici prvni komer¢né dostupné mikropipety (Humagen, COOK, Microtech).
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Obr. 11: Mikromanipula¢ni pipety vlastni vyroby, provadéni asistovaného hatchingu

V roce 1993 jsme zacali nacvik manipulaci s oocyty, které byly netspésné oplozeny nebo na
degenerovanych oocytech. Nacvik spocival ve fixaci oocytu, priniku mikropipety pfes zona

pellucida a cviéném provadéni ZD, PZD a SUZI. V roce 1994 jsme provadéli ZD a PZD.

v ovladani mikromanipulatort, od konce roku 1995 [110]. V té dob¢ jsme jiz mé&li nové moderni

mikromanipulaéni zafizeni, jehoz soucasti byl inverzni mikroskop Nikon Diaphot 300,

Obr. 12: Mikromanipula¢ni zatizeni (s mikroskopem Nikon Diaphot 300)
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trojrozmérné pohyblivé hydraulické mikromanipulatory Narishige a mikroinjektory 1M-6
Narishige spojené teflonovou hadi¢kou s drzaky mikropipet (obr. 12).

Od roku 2012 pracujeme s modernim automatizovanym mikroskopem Nikon Eclipse Ti,
mechanickymi a hydraulickymi mikromanipuldtory Narishige a mikroinjektory Eppendorf
(obr. 13). Pipety k fixaci oocytu (holding) a ICSI mikropipety pouzivame od firem Microtech
(CR) a COOK (Australie).

Obr. 13: Mikromanipula¢ni zatizeni (S mikroskopem Nikon Eclipse Ti)

Veskeré mikromanipulace se provadéji na specialnich plastovych miskach pod minerdlnim

parafinovym olejem (OVOIL, Vitrolife) za pomoci mikropipet (obr. 14).

Obr. 14: Detail mikropipet nad miskou pro Obr. 15: ICSI, oocyt v metafazi I,
mikromanipulace spermie vpravo vV mikropipeté
zvétSeni: 320 X
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Vlastni provedeni ICSI:

Oocyty je tieba pred ICSI zbavit kumuldrnich buné€k, aby na n¢ bylo dobfe vidét, coz se provadi
kratkodobym chemickym pusobenim hyaluroniddzy a mechanicku denudaci. Zralé oocyty
v metafazi Il se pfenesou na misku pro ICSI po jednom do kapek, které jsou umisténé kolem
centralni kapky se spermiemi. Kapky jsou pfelity mineralnim olejem (OVOIL, Vitrolife) kvuli
udrzeni teploty a pH média. Oplozovani se provadi injekci jedné spermie do cytoplazmy oocytu
(obr. 15). Nejprve je vybrana spermie po imobilizaci nasata do injekéni mikropipety. Oocyt je
pied vpichem fixovan pomoci drZici (holding) mikropipety. Spermie je injekéni mikropipetou
proniknutim pies zona pellucida a oolemu vpravena do cytoplazmy. Po injekci vSech oocyti,

jsou oocyty pieneseny na kultiva¢ni misku a umistény do CO; inkubatoru ke kultivaci.

Indikace k ICSI:

- snizené hodnoty spermiogramy (nizka koncentrace a/nebo pohyblivost spermii)

- ziskani spermii chirurgickym odbérem z varlete nebo nadvarlete

- selhdni oplozeni oocytl v pfedchozich cyklech umélého oplodnéni

- oplozovani pted preimplanta¢ni genetickou diagnostikou (PGD)

- v pripadech malého mnozstvi ziskanych oocytt

- v programu darovanych oocyti

- pti oplozovani oocytli po kryokonzervaci (pfed kryokonzervaci odstraiiujeme od oocytu
buriky cumulus oophorus, coz mize vést ke zménam v zona pellucida, které sniZuji Sanci
na oplozeni klasickym oplozovanim)

- v€k zZeny nad 35 let.

Vysledky:

1. V pribéhu ti mésict roku 1994 jsme zvladli metodu vyroby mikropipet, zpusob zachazeni
s mikromanipula¢nim zafizenim a zptisoby manipulace s gametami a embryi.

2. V klinické praxi jsme v roce 1994 provedli ZD u 2 pacientek, avsak fertilizace oocytti nebylo
dosazeno.

3. PZD byla provedena u 25 oocytt, z nichZ u 2 doslo k polyspermii a pouze u 5 oocyti doslo
k normalni fertilizaci. Ze 2 embryotransferti nebylo dosazeno t€hotenstvi.

4. Provadéni SUZI jsme na naSem pracovisti vynechali a od konce roku 1995 jsme zavedli
techniku ICSI.
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5.V roce 1996 jsme provedli jiz 109 vykont ICSI, kde indikaci bylo selhani fertilizace
v piedchozich cyklech, nebo hodnoty spermiogramu < 5 mil/ml spermii a/nebo < 10 %
pohyblivych spermii.
Z celkového pocétu 64 embryotransferti jsme dosahli 12 klinickych t€hotenstvi, tj. 18,8 % PR.
6. V kvétnu 1996 jsme dosahli prvniho téhotenstvi po ICSI.

7. Vyuziti ICSI se rozsitilo i na dalsi indikace a zajem o né€ postupné vzristal (tab.1).

Zavér:

Zavedeni fertiliza¢nich mikromanipulacnich technik, neboli technik asistované fertilizace,
do klinické praxe vyzadovalo naro¢nou preklinickou piipravu.

Pro nizkou uspésnost fertilizace, riziko poSkozeni oocytu pii vytvéareni optimdlné velkého
otvoru v ZP, a vyznamny vyskyt polyspermie jsme upustili od technik ZD a PZD.

Metoda ICSI se od roku 1996 stala nejpfinosnéjsi a nejvyuzivangjsi mikromanipulaéni
technikou. V soucasné dobé tuto techniku nebo jeji kombinaci (¢ast oocyti oplozovana ICSI/
¢ast klasicky), provadime u vice nez 90 % vykonli AR ro¢né. ICSI je feSenim pro fadu pari

které byly v ptedeslych vykonech odkazani na pouZiti spermatu darce.

Tab. 1: Podil cykli, ve kterych byly oocyty oplozovany metodou ICSI z celkového poétu
vykonu Vv letech 2003 — 2013 na GPK LF MU a FN Brno

Rok 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Pocet vykonii | 469 498 511 396 424 531 471 454 363 371 356

Pocet ICSI 280 350 333 310 359 487 437 397 348 356 335

ICSI (%) 59,7 69,0 65,2 64,2 84,6 91,7 92,8 87,4 95,0 95,9 94,1

2.1.1. Techniky ziskani spermii z nadvarlete a varlete

V navaznosti na praktické vyuZiti moznosti mikromanipulacné oplozovat oocyty spermiemi,
kterych je nizky pocet nebo maji malou az nulovou pohyblivost, jsme zavedli techniky, které
umoznily ziskat spermie i u muzi s azoospermii.

Pomoci mikrochirurgické aspirace spermii z nadvarlete — MESA (Microepididymal Sperm

Aspiration) nebo extrakci spermii z varlete - TESE (Testicular Sperm Extraction) ve spojeni
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s ICSI se podafilo muzam s azoospermii dosahnout vlastniho potomstva. Pro tyto muze, bez
Sance na ptirozenou koncepci, bylo do té doby jedinou nad¢ji pouZiti spermatu darce.
Azoospermie je mezi muzskou infertilni populaci relativné Castym nalezem. RozliSujeme
azoospermii obstruk¢ni, spojenou s obstrukci vyvodnych semennych cest ¢i agenezi vas
deferens, nebo neobstrukéni, s defektni spermiogenezi. Podle typu azoospermie byla volena
metoda ziskani spermii.

Prvni zkuSenosti s uzitim epididymalnich spermii pfi oplozovani byly ve svété prezentovany
v roce 1985 [93]. T¢hotenstvi po oplozeni s testikularnimi spermiemi bylo ve svétové literatuie
popsano v roce 1993 [86]. V nasi laboratofi jsme zavedli zpracovani a pouziti spermii z MESA
a TESE v roce 1996.

Prvni zkusSenosti a vysledky uvadime v Publikaci VI.

Material a metodika:

V obodobi od zati 1996 do dubna 1997 jsme zavadéli ve spolupraci s 1ékati Urologické kliniky
LF MU a FN Brno zpracovani spermii pro ICSI po mikrochirurgickém odbéru. Vykonum
mikrochirurgické aspirace epidydimalnich spermii a testikularni biopsii provadéném urology,
predchazelo podrobné andrologické vySetieni [68]. Ziskana tekutina z epididymis v injek¢ni
stiikacce nebo kousky testikularni tkan¢ ve zkumavce s médiem jsou z opera¢niho salu

ptepraveny do embryologické laboratote ke zpracovani (obr. 16).

Pii MESA se spermie separuji z epididymalni tekutiny promytim a centrifugaci v gradientu

Percollu. Vznikly sediment je zakapan médiem a ponechan v CO, inkubatoru.

Pii TESE je excidovany blocek semenotvornych kanalkd velikosti cca 3 X 3 mm pienesen ze
zkumavky s médiem na Petriho misku, kde se testikularni tkan rozvolni pomoci ostrych jehel
(obr. 17) a rozkraji skalpelem (obr.18). Poté je tkan semenotvornych kanalka (obr. 19)
promyvana a centrifugovana. V ziskaném sedimentu se vyhledavaji spermie pro oplozovani.
Oplozovani se provadi vzdy technikou ICSI.

V piipad¢ ziskani dostate¢ného mnozstvi spermii provadime jak piipravu pro oplozeni, tak
kryokonzervaci vzorku pro piipadné pouziti v budoucich cyklech AR. Tim omezujeme nutnost
opakovani epididymalnich aspiraci a testikularnich extrakci, které jsou pro muze psychicky

zatézujici.
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Obr. 16: Testikularni tkan po TESE Obr. 17: Rozvolnéni semenotvornych kanalka

Obr. 18: Krajeni semenotvornych kanalka Obr. 19: Semenotvorné kanalky, zvétseni 40x

Vysledky:

1. V obdobi zavadéni metody od zati 1996 do dubna 1997 bylo provedeno 16 vykont, z nichz
bylo 6 v piipadé obstrukéni azoospermie. Spermie byly ziskdny metodou MESA.
V 10 ptipadech se jednalo o neobstrukéni azoospermii, kdy z nadvarlete se nepodatilo
ziskat Zadné spermie, proto byla odebrana testikularni tkan. Ze vSech vzorku se podatilo
preparaci ziskat spermie k oplozovani oocyta.

2. Ve skupiné ICSI+MESA (6 piipadti) bylo v obdobi zavadéni metody dosazeno 50,0 %
fertilizace a 4 embryotransferd. T¢hotenstvi nebylo dosazeno.

3. Ve skupiné ICSI+TESE (10 pfipada) bylo ve stejném obdobi dosazeno 51,0 % fertilizace,
10 embryotransferii a 1 té¢hotenstvi, které vSak skoncilo spontdnnim abortem.

4. Od roku 1997 do konce roku 2013 bylo provedeno 122 vykonti MESA a 93 vykonii TESE.

je dana mensim poc¢tem kvalitnich embryi, vhodnych k transferovani.
5. Spermie z MESA byly zamrazeny u 34 muzd, z TESE u 35 muzd.
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Zavér:

U¢innost metod MESA nebo TESE v kombinaci s ICSI byla prokézana v piipadech obstrukéni
i neobstruk¢éni azoospermie. Fertilizace pti kombinaci téchto technik u azoospermikd nas
presvedcily, Ze lze takto pomoci vétsing infertilnich muzi ke svému biologickému potomstvu.
Vykony MESA/TESE jsou provadény ve spolupraci s urology z pracovist¢ FN Brno a staly se

rutinni soucasti asistované reprodukce.

2.1.2. Zpracovani spermii pri retrogradni ejakulaci

Po zkuSenostech s pouzitim ICSI i v nejtézsich piipadech andrologického faktoru jsme v letech
2006 az 2007 hledali zpusob, jak ziskat spermie u muzu s retrogradni ejakulaci. Zpétna
ejakulace muze postihovat az 2 % neplodnych muzi a vyskytuje se az u 18 % muzi
s azoospermii. Proto je tfeba vzdy v pfipadé€ zjist€né azoospermie provést vySetfeni mocového
sedimentu na pfitomnost spermii. V klasické form¢é zpétné ejakulace neni ejakulat vibec
produkovan. V nékterych piipadech ejakulat mize byt produkovan s nalezem azoospermie.
Zvlasté pokud je ejakulatu velmi malé mnozstvi 0,1 — 0,2 ml je tieba na tuto moznost myslet,

s nejvetsi pravdépodobnosti se jedna pouze o sekret bulbo-uretralnich ZIaz.

Tématu retrogradni ejakulace a zpracovani ziskanych spermii se vénuje Publikace VI1.

Material a metodika:

Vzhledem k tomu, Ze chirurgické feseni neni v téchto ptipadech uspésné, hledali jsme metodu
jak ziskat spermie z mo¢i v takovém stavu, aby se jimi daly oplozovat oocyty. Nejprve bylo
nutno provest alkalizaci moce. Po prob¢hlé ejakulaci se pacient vymoci do sterilni sbérné lahve
a vzorek odevzda do laboratoie k naslednému zpracovani. Mo¢ se rozdéli do 15 ml zkumavek
a centrifuguje se 5 min pii 3000 otickach. Sediment se pienese do dalSi zkumavky,
resuspenduje v promyvacim médiu a znovu 5 min centrifuguje. Po odstranéni supernatantu je

zbyla peleta prevrstvena médiem a ptipravené spermie ponechany v CO; inkubatoru [51].

Vysledky:

1. V roce 2007 byla tato metoda zisk&ni spermii po retrogradni ejakulaci pouZita u 7 muza.

2. U jednoho pacienta byly s ¢asovym odstupem jednoho mésice postupné ze 3 odbéri
ziskany ojediné€lé spermie s minimalnim poctem pohyblivych, které byly zamrazeny.

Poté byly vSechny davky rozmrazeny a spermie pouzity k oplozovani 9 oocyti metodou
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ICSI. Oplozeno bylo 7 oocytt, k transferu byla vhodna 2 embrya. K otéhotnéni nedoslo.

3. Celkem 3 pary s retrogradni ejakulaci u muze podstoupily IVF. Podatilo se oplodnit 40 %
oocytl, bylo dosaZzeno jedné gravidity, kterd skoncila abortem.

4. Uspéch ziskani zivotaschopnych spermii z mog¢i je zavisly na vyloudeni piisobeni kyselého

prostiedi moci na spermie, resp. na bezpeéné regulaci pH a osmolarity moc¢i v dobé ejakulace.

Zavér:

Od roku 2007 bylo provedeno pouze nékolik odbéru spermii po retrogradni ejakulaci. Potvrdili
jsme, Ze ndmi provadéna technika ziskani a laboratorniho zpracovani moci se spermiemi otevira
prostor pro muze, aby se i s kompletni retrogradni ejakulaci stali pomoci metod asistované
reprodukce otci. Technika neni piili§ pouZivand, nebot’ pacienti i urologové voli pro ziskani

spermii radé&ji metodu MESA nebo TESE, kdy je Sance ziskat spermie lepsi kvality.

2.2. Asistovany hatching u embryi

Asistovany hatching (AH) je dalSi z mikromanipula¢nich technik. Jeji tloha neni jiZ fertiliza¢ni,
ale provadi se v oblasti zona pellucida embrya pied transferem a spoéiva pouze Vv jejim
arteficianim narudeni. Napomaha zvysit aspésnost IVF/ET tim, Ze zvySuje implantaéni potencial
embrya nejen mechanicky usnadnénim procesu hatchingu, ale také tim, Ze dojde ke
zprostiedkovani ¢asnéj$iho kontaktu embrya s endometriem.

Na konci 80. let 20. stoleti se ukazalo, ze embrya, ktera se vyvijela po PZD méla vyssi
implanta¢ni pomér nez embrya po konvenéni inseminaci. Pozitivni vliv narudeni zona pellucida
pro uspéSnost implantace potvrdili Malter a Cohen, kteti pozorovali, Ze embrya s artificialni
Stérbinou zahajuji hatching diive [55]. To vedlo k myslence provadét artificialni otvor v zona
pellucida u embryi pted transferem. Tato technika byla soucasti jiz zminovaného grantového
Ukolu IGA MZ CR ¢&. 1821-2, Asistovana fertilizace — mikromanipulace v oblasti zona
pellucida zvySujici apésnost oplozeni a transferu embrya, feSeného v letech 1994 — 1995
na naSem pracovisti [106].

Asistovany hatching jsme zacali provadét vroce 1994 jako prvni rutinni mikromanipulacni
techniku. Diky nacviku téchto ,,jednodussich® mikromanipulaci jsme potom mohli pfistoupit
ZKkuSenosti a pocate¢ni vysledky provadéni asistovaného hatchingu byly postupné prezentovany
v Publikaci V111 a Publikaci IX.
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Material a metodika:

Provedeni metody spociva v chemickem (Tyrodav roztok), fyzikalnim (laser), ¢i mechanickém
narudeni zona pellucida za vyuziti mikromanipula¢niho zafizeni. V naSi laboratofi se nejvice
osveédcil zpiisob mechanického naruSeni ZP. Provadi se tak, Ze embryo je fixovano holding
mikropipetou a opera¢ni mikropipetou je vytvoren otvor v zona pellucida. Po priniku operacni

mikropipetou pies zona pellucida je pohybem mikropipet proti sobé protiznut otvor (obr. 11).

Vysledky:

1. V obdobi zavadéni metody (bfezen 1994 az prosinec 1995) jsme provedli 41 transfert
s AH u 121 embryi [120].

2. V roce 1995 jsme publikovali po¢ateéni soubor 14 pacientek s AH, s dosazenim 35,7 % PR.

3. Dalsi soubor publikovany v roce 1996 s 20 pacientkami s provedenym AH vedl k 6
klinickym té€hotenstvim, coz ¢inilo 30,0 % PR [122].

4. V¢tsi soubor 41 pacientek publikovany v roce 1996, u kterych bylo dosazeno 11
klinickych te€hotenstvi, vedl k vysledku 26,8 % PR. Pfi srovnani vysledku IVF —AH
a vysledkt IVF +AH v této praci jsme prokazali zvySeni uspésnosti s AH o vice nez 8 % PR.

5.V préci z roku 1997, uvadime vysledky za obdobi 1994 a7 1996, kdy byl transfer embryi po
AH proveden jiz u 146 pacientek s vysledkem 37 klinickych t€hotenstvi, tj. 25,3 % PR
(tab. 2). Pti srovnani vysledkt IVF - AH s IVF + AH doslo ke zvySeni uspésnosti pii

provedeni AH 0 6,0 % PR [110].

6. Z postupn¢ ziskanych vysledki je ziejmé, Ze se zvétSovanim se souboru pacientek u kterych
byl provedeny AH, se snizovalo procento klinickych t€hotenstvi/ET, coz eliminuje
pocatecni chybu malych ¢isel, kterd je spojena vzdy s kazdou nové zavadénou technikou.
Presto AH vyznamné zvysil procento klinickych té¢hotenstvi na embryotransfer.

7. Porodu prvniho ditéte po AH jsme dosahli v roce 1994. V roce 1996 jsme dosahli prvniho
porodu a soucasné prvnich dvojc¢at po metodé ICSI v kombinaci s AH.

8. Asistovany hatching se stal rutinni soucasti nabizenych technik a provadi se dodnes.

Od roku 2003 do roku 2013 se procento transferii s provedenym asistovanym hatchingem

u embryi témét zdvojnasobilo (tab. 3).
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Tab. 2: Narist vykonid s AH a procento pregnancy rate (PR) v poéate¢nim obdobi na
GPK LF MU a FN Brno

Rok Pocet transfera Pocet transfera Procento transfera PR (%)
+AH +AH

1995 197 14 7,1 35,7

1996 432 41 9,5 26,8

1997 367 146 39,7 25,3

Tab. 3: Podil transferu s provedenym AH v letech 2003 — 2013 na GPK LF MU a FN Brno

Rok 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Pocet ET 553 453 460 417 474 546 460 463 377 410 374

Poéet AH 217 285 264 245 307 395 344 331 292 316 269

AH (%) 39,2 62,9 57,4 58,8 64,8 72,3 74,8 71,5 77,5 77,1 71,9
Zavér:

Asistovany hatching je pfinosna metoda zvySujici Sanci na uspéSnou implantaci embryi. Je

doporucovan Zenam se zvySenym FSH, ptfi v€ku 38 let a vice, pfi viditelném ztlusténi ZP,

Vv pfipadé opakovanych neuspéSnych ET a v pfipad¢ transferu embryi po kryokonzervaci.

Dlouhodobé ma zajem o AH vice neZ 70 % pacientek.

2.3. Biopsie bunék

Mikromanipulace s gametami a embryi vedly k rozsifeni vyuziti této techniky k biopsiim bunék

z oocytu nebo embrya.

Velky laboratorni zlom znamenala biopsie embryi, jejiz dopad spo¢iva v moznostech provadét

metody urcené k identifikaci chromosomalnich aberaci ¢i monogenné dédi¢nych chorob -

preimplantaéni genetickou diagnostiku (PGD) a preimplantaéni geneticky screening (PGS).

Z téchto metod zminim pouze mikromanipula¢ni ¢ast, ktera se provadi v embryologické

laboratofi, a to odbér bun€k pro genetické vySetteni.
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Biopsie blastomer embrya se provadi v 6 az 8 buné¢ném stadiu. Pfi odbéru jedné az dvou
blastomer je zajistény bezpecny nasledny vyvoj embrya a nedojde k jeho poSkozeni.

Biopsie polového téliska je metodou odbéru bunék zoocytu. Polova téliska se vytvaieji
v prub&hu meiotického déleni pted (prvni polové télisko) a po (druhé pdlove télisko) oplozeni
vajiCka spermii. Geneticky material pdlovych télisek obsahuje haploidni sadu maternalnich
chromozomt komplementarni k sad¢ obsazené ve vlastnim oocytu. Analyza poOlového téliska
neni vhodna pii PGD v piipadé, ze nosiCem mutace je otec. Nejcastéji se biopsie polarniho
téliska uplatiiuje v diagnostice aneuploidii.

Biopsie blastocysty se v posledni dobé stale vice upfednostiiuje. Odbér bun¢k z trofektodermu
blastocysty a jejich vysetfeni by mélo dat presnéjsi vysledek PGD. Hypotéza vychazi z faktu, Ze
6 az 8 bunééna stadia embryi jsou Casto mozaikovita, coz vede k faleSné pozitivnimu nebo
fale$né negativnimu vysledku v zavislosti na tom, ktera blastomera byla odebrana a navic mize
dojit samokorekci k odlouc¢eni abnormalni buné¢né linie [5, 12].

Buriky trofoektodermu se odebiraji ve stadiu vyvoje, kdy embryo sestava z vice nez 100 bunék.
Vyhodou této techniky pro molekularni diagnostiku je odbér vétsiho poétu bunék (10 — 30), coz
vyznamné zvysuje piesnost vysledku genotypizace [45]. Pro odbér bunék trofoektodermu je
doporucena laserova incize zona pellucida, po které je herniaci vypuzena ¢ast bunék, jezZ mohou

byt odebrany pro vlastni vySetieni [42].

Na naSem pracovisti provadime od roku 2000 biopsie blastomer u 6 aZ 8 bunééného
embrya. Nejprve provedeme mechanicky otvor v zona pellucida a poté odebirdme blastomery
pomoci tenké sklenéné bioptické mikropipety (obr. 20). Kazda blastomera je pifenesena do

samostatné kapky média. DalSi tikony spocivaji v piipravé blastomer ke genetickému vysetieni.

Obr. 20: Biopsie blastomery z 8 buné¢ného embrya, zvétseni: 400 x

57



58

PUBLIKACE V



14

Intracytoplasmaticka injekce
spermie do oocytu
a asistovany hatching -
mikromanipulacni techniky
zvySujici uspesnost
programu fertilizace in vitro

P. Ventruba, J. Zakovd, I. Crha, S. Némcovd

V poslednich dvaceti letech zaznamenala repro-
dukéni medicina neobycéejny rozvoj a fadu aspeé-
chii. Po zavedeni tuboperitonedlni mikrochirurgie
na konci sedmdesdtych let, to byla zejména fertili-
zace in vitro (IVF) a transfer embrya (ET), kterd
roz§itila 1é¢bu tubdrniho faktoru a posléze dalsich
pricin sterility. Od IVE/ET byly postupné vyvinuty
dalsi techniky, dnes nazyvané asistovana reproduk-
ce (AR). V devadesitych letech asistovana repro-
dukce, zajistujici optimalizaci oplozeni in vitro, pre-
sla k mikromanipulaci s gametami resp. embryi.

Mikromanipulace v oblasti zona pellucida (ZFP)
oocytu nebo embrya zahrnuje metody asistované
fertilizace (AF) a asistované¢ho uvolnéni embrya
ze zona pellucida - asistovany hatching (AH). Ci-
lem je zvyseni tspésnosti oplozeni in vitro, ze-

jména dosihnout fertilizace oocytu v pripadech

andrologického faktoru a t¢hotensivi u Zen
s opakované netdspéinym embryotransferem.
Vyznamny je eticky piinos, nebot lze dosihnout
téhotenstvi i u téch part, které dosud byly odké-
zdny na oplozeni spermatem ddrce nebo adopci.

Metodika

1. Asistovana fertilizace

Jde o techniky vhodné v pripadech neispéchu

fertilizace nebo nizkého procenta fertilizovanych
oocytii. Vyuziti je hlavné v piipadech muzské in-
fertility, zejména oligozoospermic (méné nez 20

mil. spermii/ml) a/nebo asthenozoospermie
(méné nez 40 % motility) a/nebo vysoké procen-
to abnormailnich spermii (vice nez 50 %). Aby
mohlo dojit k fertilizaci, musi spermie nejprve
penetrovat kumulus a ZP. Zatimco kumulus mu-
Ze byt odstranén bez negativniho dopadu na fer-
tilizaci a ndsledny vyvoj embrya, zona pellucida
zustava bariérou v piipadech malého poctu, Spat-
né pohyblivosti a abnormalnich forem spermii.
Vyvinuté mikromanipulaé¢ni techniky umoznuji
spermiim oplodnit oocyt za soucasné minimaliza-
ce nebezpedi zniceni zony.

Asistovand fertilizace zahrnuje techniky:

e 7D (zona drilling) - perforace zona pellucida

e P7ZD - parcidlni disekce zony pellucida

® SUZI - subzonilni inseminace

e [CSI - intracytoplasmatickd injekce spermie
Metody jsou vzestupnou fadou invazivnéjsi
a technicky naroénéjsi.

Zona drilling znamend vytvoieni lokdlniho otvoru
v zona pellucida, napf. phsobenim kyselého Ty-
rodova roztoku.

Parcidlni disekce ZP piedstavuje mechanické na-
Fiznuti zony poemoci operaéni mikropipety.

Obé tyto metody umoziiuji spermiim se subopti-
milnimi parametry snadnéji dosihnout plasma-
tické membriny oocytu. Navic umozni pfiroze-
nou selekei spermii, nebotl pouze ty spermie.
u kterych probéhla kapacitace a fyziologicky nor-
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malni akrozomilni reakce, jsou schopné faze
s oolemou.

Subzondini inseminace znamend mikroinjekci jedné
nebo nékolika spermii pod ZP za soudasné moi-
nosti normalni fize. Dovoluje fyziologickou inte-
rakci povrchu gamet vedouci k aktivaci oocytu.
Intraeytoplazmatickd injekce spermie je vhodna
zvldsté v piipadech tézké oligoasthenozoosper-
mie a v piipadech zcela imobilnich ¢ dokonce
nezralych spermii. Dnes je dominu-

(b) chemicky - castecnou destrukci ZP snizenim
pH, napfi. kyselym Tyrodovym roztokem

(c¢) laserovym mikropaprskem [16].

Cilem AH je ulehéit uvolnéni embrya ze zona pe-
llucida a zvyieni jeho implanta¢ni schopnosti. Vy-
chdzi z hypotézy, 7¢ kultivace in vitro negativné
ovliviiuje pribéh hatchingu a vétsi procento fyzi-
ologicky se vyvijejich embryi neni schopné béhem
expanze blastocysty opustit ZP a implantovat [1].

jici metodou az vyhradni technikou
AF.

1.1. ICSI - intracytoplasmaticka -
injekce spermie

Techniku ICSI jsme na nasem pra-
covidti zavedli na podzim 1995. Me-
toda spodivd v piimé injekci jedné
spermie do cytoplasmy zralého oo-
cytu. Vybrand spermie je znehybné-
na a nasita do mikroinjekéni pipety
5 co nejmendim mnoZstvim média.
Poté fixujeme oocyt 5 pélovym télis-
kem v poloze 12 nebo 6 a spermie
je injektovana v poloze 5 (obr. 1, 2).

Vykon provadime na mikromanipu-
laénim zafizeni sestdvajicim z mik-
roskopu Nikon Diaphot 300 a mi-
kromanipuldtortt Narishige. Pouzi-

vame mikropipety pro fixaci embryi
(holding) a mikroinjekéni pipety

o o

A % 3 M.\'Dim.]ﬁ“ m'

t@liskem)
‘holding mikropipetou p i

(COOK, Microtech).

Mikromanipulaéni zarizeni

® Nikon Diaphot 300 - inverzni mikro-
skop s Hoffmanovym modulacnim
kontrastnim systémem a vyhitvanym
stolkem

® Mikromanipuldtory Narishige - me-
chanické a hydraulické

® Mikroinjektory IM-6 (Narishige)

® Mikromanipulaini mikropipety skle-
néné (COOK, Humagen, Microtech)

® Provadéni pod parafinovym minerdl-
nim olejem (Sigma)

2. Asistovany hatching

Jde o techniku naruSeni ZP embrya
pied jeho transferem do délohy.
Muze se provadeét:

(a) mechanicky - perforaci nebo na-
Fiznutim ZP vyuZitim mikromanipu-
la¢niho zafizeni,
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Asistovany hatching jsme zavedli v breznu 1994
[15, 20, 21, 26]. Naruseni zona pellucida provadi-
me na vyse popsaném mikromanipulaénim zafi-
zeni. Kromé holding mikropipet pro fixaci em-
bryi pouzivame operaéni pipety pro vlasini naru-
seni zony (COOK, Microtech). Arteficidlni Sté¢rbi-
na je vytvoiena po pfichyceni embrya fixaéni mi-
kropipetou prunikem operaéni mikropipety skrz
zonu bez kontaktu s blastomerami a poté proti
drzici mikropipeté (obr. 3, 4).

vého téliska (inverzni mikroskop, zvétSeni
200x). Po prevrsiveni cocviu parafinovym olejem
(Sigma) jsou tyto vraceny do kultivaéniho boxu.
Pro ICSI jsou vybrany pouze oocyly s prvnim poé-
lovim té¢liskem (metafize I1).

Ostatni oocyty jsou ponechdany 4 az 6 hodin k do-
zravani a poté fertilizovdny piiddnim spermii do

média s oocyty.

3. Vybér a priprava pacientek
Folikuldrni vyvoj je stimulovan go-
nadotropiny (hMG - Pergonal Sero-
no, Humegon Organon, FSH - Me-
trodin Serono) v ddavce 150 - 225
1U/den. Od roku 1995 jsme zacali
vyuzivat GnRH-analoga v krdatkém
(Suprefact nasal spray, Hoechst)
nebo dlouhém protokolu (Decapep-
tyl depot, Ferring-Lé¢iva). Ovarialni
hyperstimulace probiha od 3. dne
menstruaéniho eyklu s monitorova-
nim 17-beta estradiolu, LH, proges-
teronu a ultrazvukové folikulome-
trie. Po dosazeni adekvitni ovarial-
ni odpovédi je maturace oocyti in-
dukoviana 5000 - 10000 j. lidského
choriového gonadotropinu (hCG -

Profasi Serono, Pregnyl Organon).
Za 34 - 36 hod. po aplikaci hCG je
proveden transvagindlni odbér oo-

cytit pod kontrolou UZ [22]

4. Kultivace oocytil
a priprava spermil

Qocyty jsou po odbéru kultivovany
v Earlové (Serva) a IVEF médiu (Me-
dicult). U oocytth uréenych pro asis-
tovanou fertilizaci pokracuje pfi-
prava po nejméné dvouhodinové
kultivaci v kultivaénim boxu (Hera-
eus) v 5 % COg ve vzduchu pri
379C. Spodiva v odstranéni bunék
cumulus oophorus a corona radia-
ta, které je nutné jednak k posouze-
ni zralosti ococytu a jednak pro
piesnou viditelnost vlastniho oocy-
tu (IVF meédium s 80 IU hyaluroni-
dédzy/ml - Sigma). Po opakovaném
oplichnuti oocyta v cistém kultivad-

nim médiu je zhodnocena zralost
oocytu a zjiiténa piitomnost pélo-
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Kontrola oplozeni je providéna 17 - 22 hodin po
fertilizaci zjiSfovanim pFitomnosti prvojader s néd-
slednym piekladem viech oocyti do Cerstvého
média. Pfi prodlouZzené kultivaci jsou ryhujici se
embrya po 48 hodindch pieloZzena do syntetické-
ho M3 média (Medi-Cult, Dansko). Kultivace zde
probihd dalsich 24 az 48 hodin.

Spermie jsou pripravovany metodou centrifugace
a swim up. Dvojndsobnou cenwifugaci éasti sper-
matu s vypiracim médiem (Dulbec-
co, Serva) je odstranéna semindlni
plazma. Vznikld peletka &istych sper-
mii je prevrstvena kultivaénim meédi-
em (Earle, Sigma) a hodinu pone-
chdna k vycestovani pohyblivych
spermii do horni vrstvy média a ke
kapacitaci. Od roku 1996 pouZivame
rovnéz centrifugaci v 80/40 % Per-
collovém gradientu [28, 29].

5. Embryotransfer

Do roku 1994 byla na nasem praco-
visti transferovina maximdlné &uyfi
embrya, od roku 1995 pienaiime
do délohy maximdlné tfi kvalitni
embrya (obr. 5, 6). V piipadech asi-
stovaného hatchingu je embryo-
transfer (ET) provddén 20 minut az
2 hodiny po mikromanipulaci [22].

Vysledky

1. ICSI

V roce 1996 bylo provedeno 109
vykoni ICSI s prumérem 5,4 ziska-
nych oocytli na aspiraci. Indikace
byla jednak (1) selh:ini fertilizace
v piedchozich cyklech a (2) <5
mil/ml spermif a/nebo < 10 % po-
hyblivych spermii. Mnohdy §lo
o pary, které byly v pfedchozich cy-
klech odkdziny na sperma didrce,
Vyrazny vzestup byl u fertilizace oo-
cyti (44,7 %) a poétu ET na aspira-
ci. Z celkového poctu 64 transfera
bylo dosazeno 12 klinickych tého-
tenstvi, tj. 18,8 % na ET.

Rozélenénim souboru dle hodnot
spermiogramu jsme u skupiny s dis-
tym andrologickym faktorem (skupi-
na III) dosihli nejlepSich vysledki -
26,3 % klinickych téhotenstvi na

transfer. Skupiny se nelidily ve v&ku pacientek
a pramérném podtu ziskanych oocytit. Ve skupiné
normospermiki, i pies nejvyssi procento oploze-
nych ococyti a ET/aspirace, bylo dosazeno jen
14,8 % klinickych téhotenstvi na transfer (tab. 2).

2. Asistovany hatching

V obdobi 1994 - 1996 byl proveden asistovany
hatching u 147 pacientek. Indikaci byly zejména
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piipady, kdy po opakovanych transferech 3 az 4
kvalitnich embryi nedoslo k otéhotnéni.

Béhem mikromanipulace doslo pouze u j(—:(ln()h()
embrya k poskozeni zona pellucida se spontanni
expulzi blastomer. Pacientkidm byla transferova-
na v 10 piipadech étyii (v roce 1994), v 104 pii-
padech tii a ve 29 piipadech dv¢é mikromanipu-
lovana embrya. Pouze ve trech pripadech bylo
transferovdno jedno embryo po hatchingu.

7 celkového poétu 146 embryotransferti jsme do-
sahli 37 klinickvch téhotensuvi, tj. 25,3 % klinic-
kych t¢hotenstvi na ET. V 12 pfiipadech otéhot-
nély pacientky, které za sebou mély vice neZ tii
nedspéiné transfery (tab. 3).

Srovnani vysledka klasické IVF s IVF+AH proka-
zalo zvySeni uspésnosti o 6 % dosazenych klinic-
kych téhotenstvi na transfer. Pfi hodnoceni
uspéinosti AH dle véku pacientek jsme prokdzali
statisticky vyznamny rozdil mezi Ze-

tenstvi po ICSI v CR bylo dosaZeno v roce 1995
[15], kdy ze 105 cykla s provedenym ICSI bylo
dosazeno 75 transferti a 15 klinickych téhoten-
stvi [20]. Na naSem pracovisti jsme v kvétnu
1996 dosahli prvniho téhotenstvi v CR po trans-
feru rozmrazenych embryi po ICSI.

Prokazuje se, ze jako v osmdesatych letech zvysu-

jici se tspéinost IVF ovlivnila rozsiteni indikaci,

stejné tomu je u mikromanipulaénich technik.
Zejména to plati o ICSI, o jejiz popularizaci se
zaslouZzil pfedeviim tym Van Steirteghema [17,
18]. Vétsina center po poditecnich zkuSenostech
s jinymi technikami asistované fertilizace pfecha-
zi vfluéné na ICSI a pro nizkou uspéinost ustu-
puji od metod PZD a SUZIL

Zavedenim ICSI na nafem pracovisti jsme dosa-
hli zvySeni procenta fertilizace oocytii. Nejversi
rozdil byl u skupiny normospermika. Za vyznam-

nami do 35 a nad 35 let (tab. 4). IVF ICSI
V tab. 5 rozebirame dosazené vy- (pfedchozi c.) (1 - 1)
sledky po asistovaném hatchingu [pPacientek 60 117
v ‘z{\lvislos;)ti na l;?oel:l,l ;\;z‘lr‘lsfsrov'a— Aspirace se zisk. ooc. 90 109
nych embryi. Prokdazali jsme, Ze -
i E(ly}_‘jsme o roku 1005 snizili ma. | QOO celkem L &
ximdlni poéet transferovanych em- oplozeno 41 263
bryi na t¥i, nedo$lo ke snizeni [[Ryhovani (%) 8,7 447
uspésnosti dosazenych t¢hotenswvi |ET =] 64
B e ET/aspirace (%) 10 58,7
) Klinickych téhotenstvi 0 12
Diskuse Klin. t8hot./ ET (%) 0 18,8

Uvodni klinické zkuenosti s mi-
kromanipulaé¢nimi technikami

~ Tab. 1: Srovnani ICSI s Klasickou IVF

v predchozich cyklech

v Ceské republice prokizaly vyraz-

né zlepfeni vysledkt klasické

IVE/ET [12, 21, 24, 26, 27]. V ro- L L Lt e L
ce 1995 nase i slovenskd literatura |Pacientek 36 40 41 117
zaznamenala prvni ispéiné dokon- |Aspirace s ocyty 34 36 39 109
c¢end téhotenstvi po asistované fer- |Oocytd celkem 208 203 178 589
tilizaci, jmenovit¢ po SUZI a PZD oplozeno 108 a8 50 263
[:]: 7, 25]. Narodni 1"eg’151‘1-‘ asistova- Ryhovani (%) 51 283 | 331 24,7
né reprodukce uvidi, Ze v roce

1994 byl asistovany hatching nej- ET 27 18 19 64
¢astéj$i mikromanipulaéni techni- |ET/aspirace (%) 794 | 50 | 48,7 58,7
kou v CR [19]. Ze 114 vykoni, coz [Klinickych téhot. 4 3 5 12
bylo 5 % v3ech léZebnych ART cy- [Kiin.téhot/ET (%) 14,8 | 16,7 | 26,3 18,8

klt, bylo dosazeno 36 klinickych
gravidit, tj. 31,6 % téhotenstvi na
transfer. Ukazuje se, Ze tispéinost
mikromanipulaénich technik
v mnoha smérech predéi vysledky
klasickych postupt. Prvniho tého-

| -> 20 mi/ml, = 40 % pohybl. spermii
Il - 5-20 mil/ml, 10-40 % pohybl. spermif
Il - < 5 mil/mi, < 10 % pohybl. spermii

Tab. 2: Rozbor vysledki ICSI - 1996
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né povazujeme zjisténi, ze zvySeni procenta kli-
nickych gravidit/ET se nejvyraznéji projevilo ve
skupiné s hodnotami spermiogramu <= 5 mil/ml
spermii a/nebo <= 10 % pohyblivych spermii
[30].

Klinické vyuziti AH bylo vedeno zjisténim, ze dé-
lici se embrya s dobrou prognézou implantace
produkuji aktivni komponentu, kterd redukuje

tlouitku zony, ziejmé jako pfipravu na hatching
[10]. Bylo pozorovino, ze embrya vznikld po mi-
kromanipulaéné provedené fertilizaci, vykazuji
vys3i pomér implantace [1]. Cohen se spol. pro-
kazal, ze asistovany hatching je nejefektivngjsi
u embryi se ztlusiélou zona pellucida na vice nez
16 um. Selektivni ALl se jevi tispéSny u zen ve vé-
ku nad 38 roka a u piipada se zvyienym FSH [2].

Stimulace

IVF IVE + AH a jednak sub-
kontr. 1994 1995 1996 P B
tivaé¢ni pod-
Pacientek 122 18 23 106 147 minky in vitro
ET 88 18 23 105 146 zpusobuji ztlus-
>8bb embrya (%) 75 72.8 77,4 737 74,2 Léni zona pe-
Klin téhotenstvi 17 5 6 26 37 llucida [8]. Jini
Klinté/ET (%) 19.3* 27,7 26 24.8 25,3* aulori L.l(.:lllun-
strovali, ze
*>00 ) tlousrka zona
f ) pellucida sou-
Tab. 3: Asistovany hatching - I. gynek. porod. klinika Brno s
embrya a poc-
Asistovany hatching - 1996 > 35 let < 35 let Celkem snizi schopnost
ET 32 73 105 blastocysty
> 8bb embrya (%) 66,8 81,5 73,7 uvolnit se ze
Klin. t8hotenstvi 5 21 26 zava pellucida
Kiin. t&hot./ET (%) 15,6* 28,3* 24,8 :] 02;: II‘;‘;’I‘_“ =
R0 Pozitivni vliv
naruieni ZP
Tab. 4: Vysledky asistovaného hatchingu v zavislosti na vaku pro uspEsnost
g implantace po-
Pocet transferovanych embryi
1 2 3 4 1-4
1994 pocet ET 0 5 3 10 18
| poget gravidit - 0 1 4 5
klin. grav./ET (%) - 0 33,3 40 27,8%
1995 pocet ET 0 T 16 0 23
(p— pocet gravidit - 2 4 - 6
klin. grav./ET (%) - 28,6 25 - 26,1*
1996 pocet ET 3 17 85 0 105
pocet gravidit 1 2 22 - 26
Klin. grav./ET (%) 33,3 11,8 25,9 - 24.8*
*p< 0,01
“Tab. 5: Asistovany’ hatching - zavislost Gsp&Snostl ET na pottu tranferovan§ch embryi
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tvrdili Malter s Cohenem, ktefi pozorovali, 7Ze
embrya s arteficidlni Stérbinou zahajuji hatching
dfive [11]. Pfitomnost arteficidlniho otvoru v ZP
miize zvy$ovat implantaci embryi nejen mecha-
nicky usnadnénim procesu hatchingu, ale také
tim, ze dojde ke zprostiedkovani ¢asné¢jsiho kon-
taktu embrya s endometriem. Tento kontakt mu-
ze zvysit vyvojovy potencidl embrya a optimalizo-
vat synchronizaci mezi embryem a endometriem,
coz vede ke zrychleni implantace [4, 6, 10].

Stdle vice pracovid( jiz provadi ICSI se spermiemi
ziskanymi mikrochirurgickymi technikami MESA
(Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration)
a TESE (TEsticular Sperm Extraction) u muZii
s azoospermii [3, 14]. Rovnéz z téchto metod jiz
bylo u nds dosazeno prvnich gravidit [2, 9].
Celkové lze konstatovat, ze vyvoj asistované re-
produkce, zejména u novych technik jako jsou
prodlouZena kultivace a mikromanipulace, se
v poslednich letech v Ceské republice vyrazné
zrychlil. Nic na tom neméni fakt, Ze tyto techniky
véetné zmrazoviani embryi nejsou zdravornimi
pojistovnami hrazeny. Za jeden z predpokladn
zlepsujicich se vysledkt asistované reprodukce
v CR lze povaZzovat i zv§$enou dostupnost a hra-
zeni gonadotropini a GnRH-analog ze vieobec-
ného zdravotniho pojisténi [13]. Nejlepdim diaka-
zem toho je zvySujici se pocert klinick¢ch téhoten-
stvi na provedeny transfer (CR 1995: IVF 20,0 %,
ICST 19,7 % a AH 21,4 %) a hlavné podet naroze-
nych déti partim, které byly diive odkizdiny na
adopci [20].

Zaveér

1. Intracytoplasmaticki injekce spermie do cocy-
tu umoznuje lé¢bu piri s opakovanym selhdnim
fertilizace pii normospermii partnera, tak dvojic
s muzskou infertilitou. Bylo dosaZeno zvyseni
procenta fertilizace oocyta i klinickych gravidit
na embryotransfer.

2. Provadéni asistovaného hatchingu vyrazné zvy-
Suje dspéinost programu asistované reprodukce
zejména u 7en, kreré neotéhoinély po opakova-
nych kvalitnich embryotransferech.

AH doporudujeme u Zen se zvySenym FSH, u Zen
ve véku nad 38 roka a pii prokdzaném ztluiténi
zona pellucida embrya. Prokdzali jsme, ze snizeni
maximdlniho poétu transferovanych embryi ze
¢tyf na tii neovlivnilo pravdépodobnost otéhot-
néni.
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Prvni zkuSenosti s technikami MESA
a TESE pri 1é¢bé infertilnich muza

L

S azoospermil

D. Pacik, M. Turjanica, J. Zakova

Urologicka klinika FNsP, Brno - Bohunice, pfednosta doc. MUDr. D. Pacik
1. Gynekologicko - porodnické4 klinika MU, Brno, pfednosta doc. MUDr. P. Ventruba, DrSc.

Souhrn

Autofi hodnoti prvni zkuZenosti a vysledky vyuZiti techniky mikrochirurgické aspirace epididymalnich
spermif (MESA) a extrakce testikuldrnich spermii (TESE) v kombinaci s intracytoplazmatickou injekcf spermie
do oocytu (ICSI) u muza s azoospermif. Vy&e uvedené metody byly pouZity u 16 pacient( s opakované prokdzanou
azoospermii. Epididymdln{ spermie byly ziskdny v 6 pfipadech, testikuldrni v 10 pfipadech. S epididymaélnimi
spermiemi bylo po ICSI dosaZeno 50% fertilizace, po ICSI s testikuldrnimi spermiemi 51% fertilizace oocytii.

Klicovd slova: azoospermie - mikrochirurgickd aspirace epididymalnich spermii (MESA) - testikuldrni
extrakce spermii (TESE) - intracytoplasmatick4 injekce spermie do oocytu (ICSI) - muZsk4 neplodnost

Summary

Pacik, D., Turjanica, M., Zakov4, J.: Initial Experience with MESA and TESE Tech-
niques in the Treatment of Infertile Men with Azoospermia

The authors evaluate their initial experience and results of the technique of microsurgical aspiration of
epididymal sperm (MESA) and extraction of testicular sperm (TESE) combined with intracytoplasmic sperm
injection into the oocyte (ICSI) in men with azoospermia. The above methods were used in 16 patients with
repeatedly assessed azoospermia. Epididymal sperm was obtained in six instances, testicular sperm in 10
instances. With epididymal sperm after ICSI 50% fertilizations was achieved after ICSI, with testicular sperm

51% fertilization of oocytes.

Key words: azoospermia - microsurgical aspiration of epididymal sperm (MESA) - testicular extraction of
sperm (TESE) - intracytoplasmic injection of sperm into the oocyte (ICSI) - male infertility

Rozhl. Chir., 76, 1997, No. 9, p. 463-467.

UVOD

Neplodnost, definovana jako "neschopnost kéncep-
ce po jednom roce nechrdanénych pohlavnich styku”
(WHO, 1993), postihuje 15 - 20 % part. U miniméalné
30 - 50 % téchto part je jedind nebo &astefnd pfi€ina
v jeho muzské komponenté, Mezi muZskou infertilni
populaci je azoospermie relativn& b&Znym nélezem
[1]. Dle definice se jednad o sterilni pacienty v pravém
slova smyslu, nebot je u nich nulova §ance na pfiroze-
nou koncepci. RozliSujeme azoospermii obstrukéni
(spojenou s obstrukef vyvodnych semennych cest &
agenezi vas deferens) a neobstrukéni (z defektni sper-
miogeneze - Sertoli cells only syndrom, maturation
arrest). Vyrazny pokrok v metodédch asistované repro-
dukce, zvl45té zavedeni intracytoplazmatické injekce
spermie (ICSI) pak spolu s metodami mikrochirurgic-
ké aspirace epididymadlnich spermii (MESA) &i testi-
kuldrni extrakce spermif (TESE), umoZnil 1é¢bu

0.

i mnohym muzim s azoospermii, ktefi byli je5té p¥ed
nékolika roky povaZovéni za zcela neplodné a jejichz
jedinounadéji byla pouze arteficidlniinseminace sper-
matem déarce nebo adopce. Prace chee upozornit na
tyto nové létebné moZnosti a prezentovat nase prvni
vysledky a zkuSenosti.

MATERIAL A METODIKA

Od za¥i 1996 do dubna 1997 byla ve spolupréci s I.
porodnicko-gynekologickou klinikou MU metoda
MESA/TESE vyuZita u 16 pacientl s opakované pro-
kdzanou azoospermii.

Andrologické vySetfeni pfed vykonem zahrnovalo
detailni anamnézu vietnd genetické, fyzikdln{ vyZet-
fenf, 3krat spermiogram hodnoceny dle standardia
WHO, hormondlni profil (testosteron, FSH, LH, pro-
laktin), stanoveni protildtek proti spermiim t¥idy IgG

Rozhledy v chirurgii

463

68



a IgA metodou Elisa, TRUS, genetické vySetfeni. Pro-
toze kongenitdlni bilaterdlni absence vas defeens je
povaZovdna za genitalni fenotyp cystické fibrézy (CF),
bylo u jednoho pacienta indikovédno genetické scree-
ningové vy3etfeni na CF i u partnerky. Izolovana tes-
tikuldrni biopsie v rdmci vySetfovactho schématu ne-
byla indikovana. Zeny absolvovaly potfebna vysetieni
a létbu v ramci programu asistované reprodukce I.
gynekologicko-porodnické kliniky MU.

Operaéni vykon byl ¢asové smérovan v souladu
s hormondlni stimulaci partnerky, pooperatni délka
hospitalizace byla pramérné 1,5 dne.

Mikrochirurgick4a aspirace epididymélnich sper-
mii byla provddéna nédsledujici technikou. V celkové
anestezii, po jednostranné incizi skrota a tuniky vagi-
nalis bylo zp¥istupnéno pf¥islusné varle a nadvarle.
Pod zvétsenim 20 - 40krat pomoci operaéniho mikro-
skopu Zeiss byla mikrontzkami provedena drobna
incize epididymalni tuniky a vypreparovidn tubulus
v proximadlni &4sti nadvarlete. Hemostdza byla zajis-
fovdna bipoldarni mikropinzetou. Bez ohledu na délku
nadvarlete, byla aspirace provadéna v nejproximal-
no, ze v této oblasti je lep&i kvalita spermif [8]. Z mik-
roincize pak byla aspirovdana epididymalni tekutina
pomoci jemné plastikové pipety TERUMO SURFLO
24 GX (0, 67 mm) do 0,5 ml Earlova média v tuberku-
lince. Incize v proximédlnim epididymdlnim tubulu
byla uzaviena jednotlivymi 10 - 0 nylonovymi stehy
jako prevence tvorby granulomatézni & aseptické za-
nétlivé reakce, jez by mohla ztiZit pfipadné nésledujici
aspira‘ce. Tuberkulinka byla z operaéniho sédlu trans-
portovana v malé kultivaéni komirce do embryologic-
ké laboratofe, kde byly spermie z epididymalni teku-
tiny s Earlovym médiem upraveny metodou gradientu
Percollu.

P#i absenci spermii v nadvarleti byla provedena
testikuldrni biopsie a extrakce testikuldrnich sper-
mii. V blizkosti rete testis byla kratkou incizi protnuta
tunica albuginea testis. Excidovany blo¢ek semeno-
tvornych kanalkl velikosti cca 3 krat 3 mm byl umis-
tén do zkumavky s 1 ml Earlova média a v transportni
komurce pfenesen z operaéniho silu do embryologic-
ké laboratore. Zde byla testikuldrni tkan rozvodnéna
v Earlové médiu pomoci ostrych jehel, centrifugovdna
a spermie byly ziskdany centrifugaci v 80/40 % gradi-
entu Percollu. Incize v tunica albuginea testis byla
uzaviena jemnymi vstfebatelnymi stehy. Soucasné
byl ve viech pfipadech odebran bloek testikuldrni
tkdné na histologické vysetfeni do Bouinova roztoku.

Ovaridlni stimulace a odbér oocytd - stimulace
ovaridlni aktivity, odbér ococyt1, fertilizace a kultivace
byly provddény zpusobem rutinné zavedenym v Cen-
tru asistované reprodukce I. porodnicko-gynekologic-
ké kliniky MU v Brné [13]. Folikuldrni vyvoj byl sti-
mulovdan GnRH-analogy v kratkém (Superfact nasal
spray, Hoechst) nebo dlouhém protokolu (Decapeptyl
Depot, Ferring-Léé¢iva) spolefné s gonadotropiny
v davce 150 - 225 TU/den (FSH - Metrodin, Serono;
hMG - Pergonal, Serono; Humegon, Organon). Ovari-
alni hyperstimulace probihd od 3. dne menstruaéniho
cyklu s monitorovdnim 17-beta estradiolu, LH, pro-

gesteronu a ultrazvukové folikulometrie. Po dosaZeni
adekvatni ovaridlni odpovédi byla maturace oocytt
indukovéna 5000 - 10000 j. lidského choriového gona-
dotropinu (hCG - Pregnyl, Organon). Za 34 - 36 hodin
po aplikaci hCG byl proveden transvagindlni odbér
oocytl pod kontrolou UTZ.

Oocyty byly po odbéru kultivovédny v Earlové (Ser-
va) a IVF médiu (Medicult). U oocytd uréenych pro
asistovanou fertilizaci pak pokraéuje pfiprava po nej-
méné dvouhodinové kultivaci v kultivaénim boxu (He-
raeus) v 5% CO;z ve vzduchu p#i 37 stupnich Celsia.
Spotiva v odstranéni bunék cumulus oophorus a coro-
na radiata, které je nutné jednak k posouzeni zralosti
oocytu a jednak pro pfesnou viditelnost vlastniho oo-
cytu (IVF médium s 80 IU hyaluronidazy/ml - Sigma).
Po opakovaném opldchnuti oocytd v &istém kultivaé-
nim médiu byla zhodnocena zralost oocytu a zjisténa
pfitomnost pdélového téliska (inverzni mikroskop,
zvétdeni 200krat). Po pfevrstveni cocytd parafinovym
olejem (Sigma) byly tyto vraceny do kultivaéniho boxu.

Asistovand reprodukce byla provddéna na vsech
morfologicky normdlnich oocytech, pro ICSI byly vy-
brany pouze oocyty s prvnim pélovym téliskem (meta-
faze II) . Mikroinjekéni procedura byla provddéna na
vyh¥ivaném stolku inverzniho mikroskopu Nikon Dia-
phot 300 (Nikon) p#i zvétZeni 400krdat a za pouziti
Hofmannova kontrastu. Mikroskop byl vybaven mik-
romanipuldtory a mikroinjektory Narishige. Oocyty
v kapkdch IVF média a spermatickd suspenze byly
umistény na Petriho misku (Falcon 1006) a pfevrstve-
ny sterilnim tekutym parafinovym olejem (Sigma)
zahfatym na 37 stupnu Celsia. Pfi zvét3eni 200krat
byla pak vybrand spermie znehybnéna a nasata do
mikroinjekéni pipety s co nejmensim mnoZstvim mé-
dia. Poté byl fixovén oocyt s pélovym téliskem v poloze
12 nebo 6 a spermie byla injektovana v poloze 3 pies
zonu pellucidu a oolemu do coplazmy (Obr.1, 2).

Kontrola oplozeni byla provddéna 17 - 22 hodin po
fertilizaci zjistovdanim pfitomnosti prvojader s nésled-
nym piekladem vEech cocytil do éerstvého média. Pfi
prodlouZené kultivaci byla ryhujici se embrya po 48

Obr. 1. Qocyt ve stadiu metafdize II (s vytvoFenym
poélovym téliskem), fixovany holding mikropipetou pred
provedenim ICSI
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Obr. 2. Mikroinjekéni pipeta se spermii zavedena do
cytoplazmy oocytu

hodinéch p¥elozena do syntetického M3 média (Medi-
Cult, Dansko). Kultivace zde probihala dal3ich 24 - 48
hodin. Do délohy byla pfendSena maximalné tii kva-
litni embrya [2].

VYSLEDKY

Spermie vhodné k ICSI byly ziskany metodou
MESA v 6 pfipadech obstrukéni azoospermie. V 10
piipadech neobstrukéni azoospermie, kdy se z nad-
varlete nepodafilo ziskat Zddné spermie, byla odebra-
na testikularni tkdn na TESE. Vhodné spermie k ICSI
se podarilo ziskat ze viech téchto vzorkid. Histologické
vySetfeni potvrdilo sniZenou spermatogenezu i v né-

Tab. 1. Vysledky MESA v kombinaci s ICSI

kterych ptipadech obstrukéni azoospermie. U neob-
strukénich azoospermii jsme se nejéastéji setkdvali se
zdstavou vyzravani (maturational arrest) na urovni
spermatogonii, spermatocyti nebo spermatid a se
Sertoli cells only syndromem. Dostateény polet sper-
mii pro ICSI byl ziskdn i ve tfech p¥{padech, kdy
histologicky ndlez neprokdzal pfitomnost spermatozoi
v testikuldrni biopsii.

V&k pacientii, poget ziskanych oocyti, pocet ferti-
lizovanych oocytti a kvalita embryotransferu jsou uve-
deny v tabulkdch 1 a 2.

Ve skupiné ICSI kombinované s metodou MESA
bylo dosazeno 50% fertilizace. Ve skupiné ICSI kom-
binované s metodou TESE bylo dosaZeno 51% fertili-
zace. V této druhé skupiné bylo zaznamenéno jedno
téhotenstvi, které vSak bylo ukonéeno v 6. tydnu
spontdnnim abortem (uterus arcuatus).

DISKUSE

In vitro fertilizace (IVF) a transfer embrya (ET)
byla ptivodné vyvinuta k 1é¢bé Zenské infertility zpua-
sobené bilateralni tubarni okluzi. Indikace IVF/ET se
postupné roziifovaly i na dal&i pFi¢iny infertility, véet-
né jejtho muzského faktoru. Od IVF/ET byly postupné
vyvinuty dalsi techniky, dnes nazyvané asistovana
reprodukce. V devadesdtych letech pak asistovand
reprodukce presla k mikromanipulaci s gametami,
resp. embryi. Asistovana reprodukce zahrnuje nasle-
dujici techniky - ZD (zona drilling, tj. perforace zona
pellucida), PZD (parcidlni disekce zony pellucida),
SUZI (subzonalni inseminace) a ICSI (intracytoplaz-
matickd injekce spermie). Uvedené metody jsou vzes-
tupnou fadou invazivnéjii a technicky naro¢néjéi, ze-

Neplodny par Vék muze Vek zeny Potet zisk. cocytd | Poget fertil. cocytd | Embryotransfer
1 35 29 3 2 8/1,41
2 41 36 3 1 4/3
3 28 28 4 2 8/1, 6/2
4 32 29 3 0 0
5 44 28 2 0 0
6 42 37 5 5 9/1, 6/2, 4/2
" Embryotransfer je vyjddren jako podet bunék | kvalita embrya
Tab. 2. Vysledky TESE v kombinaci s ICSI
[ Neplodny par Vék muze Vek zeny Poéet zisk. oocytlt | Pocet fertil. oocytl Embryotransfer”
1 34 35 4 3 8/1, 6/2, 4/1
2, 32 32 3 2 8/2,6/3
3 39 . 26 5 3 8/1, 8/1, 4/3
! 4 33 31 2 1 6/2
5 28 28 3 2 6/2, 4/3
6 41 31 5 1 4/3
7 41 35 5 1 4/3
8 29 28 14 7 8/1,8/1,8/2+3
9 36 30 4 2 kryo
10 44 33 10 6 2/2
6/1, 6/2, 4/3
* Embryotransfer je vyjddfen jako pocet bunék | kvalita embrya
** Spontdnni abort v 6. tydnu téhotenstuvi, uterus arcuatus
Rozhledy v chirurgii 465
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jména posledni z nich v3ak umoZnila v plné mife 1éZbu
nejtézsich forem muzské infertility.

Prvni zku%enost s pouZitim epididyma&lnich sper-
mif pfi IVF publikoval Temple-Smith v roce 1985 [3].
Zatimco dspéinost MESA v kombinaci s klasickou
IVF/ET nepfesahovala 20% fertilizaci, po zavedeni
ICSI je dosahovdno 60% fertilizace na oocyt. Metoda
mikrochirurgické aspirace epididymalnich spermif je
primérné indikovéna pfi inoperabilnich forméch ob-
strukéni azoospermie (véetng vrozené absence vas
deferens) a pfi selhani chirurgické terapie obstrukce
(epididymo-vazostomie, vazovazostomie). Mezi pa-
cienty s azoospermii a normdlni hladinou FSH nalé-
zédme aZ 18 % pfipada kongenitdlni oboustranné ab-
sence vas deferens. U téchto pacienta klasické chirur-
gické FeSeni, tj. implantace arteficidlni spermatokély,
pfindselo ispéch maximdlné ve 4 % pfipadi [4]. Pro-
toZe se velmi pravdépodobné jednd o genitdlni fenotyp
cystické fibrézy (CF) [5, 6] je tfeba zddraznit nutnost
genetického vySetfeni na CF (typizaci nejéast&jsich
CF genovych mutaci) a to i u partnerky. Jsou-li oba
partnefi nositeli CF genové mutace, podstupuji 25%
riziko narozeni ditéte s CF. I v pfipadé, Ze nositelem
genové mutace je jen muZ, musi byt par pouéen o rizi-
ku narozeni chlapce s genitdlnim fenotypem CF, p¥i-
padnéiditéte s CF, nebot zatim nejsme schopni vyset-
fenim postihnout viechny moZné genové mutace.

Jednotlivi muZi s izolovanou vrozenou absenci vas
deferens maji zbytky nadvarlete rizné dlouhé, pfi-
demz u pacientu, jejichz délka nadvarlete pfesahuje 4
c¢m, je dosahovano vyséiho procenta fertilizaci a tého-
tenstvi po kombinaci MESA s ICSI [7]. Délku nadvar-
lete lze zjistit pomoei ultrazvuku a peélivého klinické-
ho vysetfeni. Tato informace v kontextu s vysledkem
genetického vysetfeni miZe pacientim usnadnit roz-
hodovéni o ev. upfednostnéni arteficidlni inseminace
spermatem ddrce.

Bez ohledu na délku nadvarlete jsme viechny as-
pirace spermii provadéli z nejproximdlné&jsich ¢asti
nadvarlete (caput nebo vasa efferentia), nebot byla
opakované prokdzana lepéi kvalita spermif z této ob-
lasti [8].

V piipadé, Ze se odbérem podafi ziskat dostatek
kvalitnich spermii, je moZnd jejich kryoprezervace.
Tato pak omezuje nutnost opakovanych epididymal-
nich aspiraci, je? jsou pro oba partnery piredevSim
psychicky znaén& zatdZujiel. Zamrazeni epididym4l-
nich spermii jsme v naSem souboru zatim pouZili
u jednoho pacienta s obstrukéni azoospermii.

Prvni t&hotenstvi po intracytoplazmatické injekei
testikuldrni spermie bylo publikovano v roce 1993 [9],
k rozvoji této techniky v Ceské republice doglo v roce
1996 [13]. Dlouho se pfedpokladalo, Ze spermie je
nezrald a neschopna oplozeni, dokud neopusti varle.
Po vlastni spermatogenezi spermie prodélava funkénf
a strukturalni zmény, jako je vyvoj progresivni moti-
lity a modifikace plazmatické membrdny, jeZ umoZiiu-
je kapitaci a akrozomadlni reakci. Tyto zmény se za
normaélnich okolnosti odehravaji b&hem transportu
spermie nadvarletem. Je viak dobfe dokumentovéno,
ze pohyblivé spermie jsou pfitomny i v lidské testiku-
larn{ tkéni, zvl45té je-li celé nadvarle zniéeno a histo-

logické vysetfeni prokazuje kompletni spermiogenezi
[10]. U pacientti s obstrukei nadvarlete lze nalézt
spermie s progresivnim pohybem a dostateénou ferti-
lizaéni kapacitou jiz ve vasa efferentia [11]. Vétsinou
jsou viak ziskané spermie nepohyblivé nebo v nejlep-
§im pripad@ jevi neurité tfepavé pohyby a fertilizace
bez ICSI je zcela nemyslitelnd. DuleZitou vyhodou
TESE je jeji opakovatelnost. Lze odebrat mnoho testi-
kularnich biopsii bez vétsich téZkosti pro pacienta. Em-
brya pochdzejici z fertilizace testikuldrni spermii lze
zamrazit a uchovat. Jejich morfologicky vzhled se nelidi
od zamrazenych embryi vzniklych klasickou IVF.

Vzhledem k tomu, Ze u pacientl s azoospermii je
prokazovédna aZ 21% pfitomnost chromozomélnich ab-
normalit, je znovu nutno zduraznit nutnost genetické-
ho vySetfeni je$té pfed zahdjenim terapie. Pokud na
zédkladd genetického vySetfeni neni pro vysoké riziko
pfenosu vrozenych vyvojovych vad vhodné pouZit ga-
mety pacienta, z4stdvd jako ultimum refugium pouzi-
ti spermii donora. Problematika dércovstvi gamet
byla v nai{ literatufe uvedena nedavno [12].

ZAVER

Uéinnost metod MESA nebo TESE v kombinaci
s ICSI byla prokdzédna v pfipadech obstrukéni i neob-
strukéni azoospermie. MESA je nepostradatelna
v piipadech inoperabilni obstrukce vyvodnych cest se-
mennych. Jeji hodnota byla vyrazné zvygena rozvojem
metod asistované reprodukce, pfedeviim zavedenim
intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI). TESE je
pak bez ICSI zcela nemyslitelnd.

Normaélni fertilizace p¥i kombinaci technik ICSI
a MESA nebo TESE u extrémnich oligoastenoterato-
zoospermii a azoospermii ukazuji, Ze lze pomoci na-
prosté vétdiné infertilnich muza.
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VdZeni ctendri,

redakce ¢asopisu ACTA CHIRURGIAE PLASTICAE, ktery vychdzi v anglickém jazyce, sd&luje, Ze
pro vEt&i piistupnost eskym lékaifam se rozhodla uvefejiovat obsdhlejii souhrny élankd v ¢esting.

Jde o mezindrodni éasopis s témé¥ ftyFicetiletou tradici, vychdzejief étyfikrat do roka. Ka#dé &islo
obsahuje cca sedm éldnkd s aktudlni tematikou z oboru plastické, estetické a rekonstrukéni chirurgie,
kraniomaxilofacidlni chirurgie, chirurgie ruky a popaleninové mediciny. Vyznamny je podil studii
o vyuziti modernich mikrochirurgickych metod a praci zabyvajicich se problematikou kraniofacidlnich
malformaci, zejména obli¢ejovych rozitépt. Vedle pavednich a prehlednych praci jsou publikovény
také kasuistiky, inovace, komentdfe, zprdvy z kongrest a recenze knih. gasopis je uréen chirurgim |
prisluénych a blizkych obori, popdlenindfe, dermatology, stomatology a viechny, kteii se zabyvaji
1é¢bou a vyzkumem vrozenych vad hlavy a krku.

Publikovédny jsou nejen klinické, ale i experimentdlné a teoreticky zaméfené studie z uvedenych
a pribuznych disciplin. Protoze zdkladem rozvoje lékafské praxe a vyzkumu je spoluprdce a vzdjemn4d
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Retrogradni ejakulace - jedna
z pricin muzské neplodnosti

E. Lousova, ]. Zakova, R. Beharka, P. Ventruba, . Pacik, H. Pochopovéa

Souhrn: Uvod: Retrogradni ejakulace je necbvykla pti¢ina neplodnosti. Postihuje piibliZng 2% muid. V pfipad® azoospermie by se méla
vyloudit nebo potvrdit vySetfenim modi po ejakulaci. Cilem préce bylo najit metodu ziskdni a pHpravy spermil pro oplozovani in vitro.
Materidl a metodika: Po alkalizaci moéi, masturbaci a vymod¢eni byla moé centrifugovana a zpracovana metodou swim-up. Visledky:
U | pacienta byly postupné ze 3 odb&rdl ziskdny spermie, které byly zamraZeny. Po oplozovani 9 oocytit metodou ICSI byla 2 embrya
vhodna k transferu. 2dvér: PouZita technika je jednou 2 moZnosti ziskani spermii u muZit s kompletni retrogradni ejakulaci.

Kligdova slova: retrogradni ejakulace - spermie - azoospermie - asistovand reprodukce

Summary: Retrograde ejaculation - one of the causes of male infertility. [ntroduction: Retrograde ejaculation is a rare cause of male infer-
tility. About 2% of men are affected by it. In the case of azoospermia, it should he confirmed or excluded by the post-ejaculatory urine test
for spermatozoa. The objective of this study was to find a method for the recovery and preparation of spermatozoa for in vitro fertilisa-
tion. Material and method: Urine was centrifuged and processed using the swim-up after urine alkalinisation, masturbation and urination.
Resuits: Spermatozoa were obtained and cryopreserved from three successive collections performed in one patient. After fertilisation of
9 cocytes with the ICSI method, 2 embryos were suitable for embryotransfer. Conclusion: The above technique reprasents a chance for
the recovery of spermatozoa in men with complete retrograde ejaculation.

Key words: retrograde ejaculation - spermatozoa - azoospermia - assisted reproduction

Uvod

Muiska neplodnost se podili na
neplodnosti pdru zhruba 40 aZ 50%
a podle mncha studii jeji podil vyrazné
stoupd. Kromé Spatnych hodnot sper-
miogramu mé na fertilitu muze vliv
aktualni zdravotni stav, urogenitalni
infekce, varikokela, podkozeni cha-
movodd a dalsi faktory ovliviiujici
tvorbu spermii.V pfipadé nalezu azoo-
spermie je tfeba pomyélet na moZnost
retrogradni ejakulace.

Jedna se o stav, pfikterém je semeno
pfi orgazmu vstfiknute opaénym
smérem do mocového méchyfe. Pii-
¢ina je multifaktorialni a mize byt
vrozend, ziskanid nebo neznamého
pivodu. Postihuje piiblizng 2% muzi.
Mezi nejéastéjsi pii¢iny patfi ochab-
nuti nervi ve svalu, ktery za normal-
nich okolnosti uzavie v pribéhu eja-
kulace vstup do moéového méchyie.
Casto se vyskytuje u muzd po prodé-
laném poranéni patefe, po prostatek
tornii, u muzi s diabetem, roztrougencu
sklerdzou nebo po radikalnim odstra-

nénf lymfatickych uzlin v disledku tes-
tikuldrntho tumoru [2,3).

U malé skupiny muzi neni pfi¢ina
retrogradni ejakulace znama.

Retrogrédn{ ejakulaci je moino pro-
kazat vySetfenim modéi po ejakulaci.

Spermie nalezené v modi jsou vét-
ginou nepohyblivé, nebot nizké pH,
osmoticky tlak a toxicita moée na né
plsobi spermicidné.

Vzhledem k tomu, Ze chirurgickeé
a lekafské terapie nebyly ispéiné,
hledaly se alternativni moZnosti, jak
ziskat neposkozené spermie z mode.
Dilezita je alkalizace moce, ktera miZe
byt provadéna riznymi metodami. Bud
metodoun, kterou popisujeme nile,
nebo ustni formou. Pacient pfijima zazi-
vaci sodu veder pfed vikonem a v den
odbéru, Pfed odbé&rem se vymodéi. Po
ejakulaci se opét vymodi a vzorek ode-
vzda do laboratofe k naslednému zpra-
covani [1].

Cilem prdace bylo najit metodu zis-
kani a pfipravy spermii pro oplozovani
in vitro.

74

Material a metodika

K ziskani spermii se pfistupuje po
3-4denni sexvdlni abstinenci paci-
enta. Pacient se pfed zakrokem prvné
vymodi a poté je provedena alkalizace
moce. Nejdfive je Setrné zaveden
katétr do mocového méchyfe a pro-
vede se jeho opakovany proplach
Ringerovym laktdtem. Nasledné se
moc&ovy méchyf naplini 150-200ml
Ringerova laktatu, ktery v mocovém
méchyii upravi prostfedi. Pacient je
odeslan do odbérové mistnosti. 10 min
po suché ejakulaci se pacient vymodi
do sterilni sbérné lahve a mo¢ ode-
vzda do laboratofe.

Ziskand modé se rozdéli do zku-
mavek o objemu 15ml a centrifu-
guje se 5 min pfi 3 000 otacek. Sedi-
ment se pfenese do 5ml zkumavek
a resuspenduje v promyvacim médiu.
Po 5 min centrifugace pfi 1 500 otad-
kach se supernatant odstrani a zbyld
peletka se prevrstvi 100 wl IVF média.
Po hodinové inkubaci v CO2 inkubé-
toru pfi 37 °C jsou spermie pfipraveny
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k pouziti pro oplozovéani nebo kryokon-
zervaci.

Vysledky

Pacient (41 let), tumor testis, po lym-
fadenektomii retrogradni ejakulace.
U pacienta byly provedeny s ¢asovym
odstupem 1 mésice 2 odbéry modi se
spermiemi, vidy sndlezemojedinélych
spermii s minimalnim poétem pohyb-
livych. Po zpracovéni bylo zamraZeno
celkem 8 davek spermii. Partnerka

Obr. 2. Intracytoplazmaticki injekce
sparmie do cocytu

www.praktickagynekologie.cz

Retrogradni ejakulace - jedna z pficin muzskeé neplodnosti

podstoupila proceduru fertilizace in
vitro véetné embryo transferu. V den
odbéru oocytfl byly viechny davky
spermii rozmraZeny. Ziskané spermie
byly pouze nepohyblivé. Oplozovani
9 ococytl probéhlo metodou intra-
cytoplazmatické injekce spermie do
vajicka (ICS1). Oplozenc byle T oocytl
a 4. den kultivace byla transferovdna
2 embrya ve stadiu moruly. K otéhot-
néni nedoslo.

Diskuse

Zpétna ejakulace miZe postihovat a2
296 neplodnych muzi a vyskytuje se
aZ u 18% muzl s azoospermii. Proto je
tfeba v pfipadé zjisténé azoospermie
vzdy nutne vysetieni mocového sedi-
mentu na pfitomnost spermii.

V klasické formé zpétné ejakulace
neni ejakulét vitbec produkovén. Nic-
méné v nékterych piipadech ejakulat
mize byt produkovan s ndlezem aze-
ospermie. Zvlasté pokud je ejakulatu
velmi malé mnoZstvi (0,1-0,2ml), je
tfeba na tuto moZnost myslet, 8 nejvétéi
pravdépodobnosti se jednid pouze
o sekret bulbo-uretrélnich 214z [1].

Lééba zpétné ejakulace je moZna,
ale vysledky byly malo Ospédné
a & rizikem ndvratu. Jjednd se napf. o chi-
rurgickou tpravu mocového méchyie
nebo podavani anticholinergik.

Alkalizace maodi se da provest riiz-
nymi metedami. Bud metodon, kKterou
zde popisujeme nebo podanim sodium
bikarbonétu a vody perordlne [4].

Zavér

Tato technika otevird prostor pro léébu
muzil s kompletni retrogradni ejakulaci
metodami asistované reprodukes, tedy
bez chirurgickych zakroki, Usp&ch zis-
kéni Zivotaschopnych spermii z modéi
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Obr. 3. Mikromanipulace - 1G5

je zévisly na vylouceni pliscbeni kyse-
l&ého prostfedi moéi na spermie, resp.
na bezpedné requlaci pH a osmolarity
moci v dobé ejakulace.
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Assisted hatching.
Results in women
with repeated
embryotransfer failure

J. ZAKOVA, P. VENTRUBA, J. ADLER *
and S. NEMCOVA

Ist Clinic of Gynecology and Obstetrics, Brno, Czech Republic
* Institute of Biology, Faculty of Medicine, Brno, Czech Republic

SUMMARY

The creating of artificial opening of the zona pellucida before the transfer
(Assisted Hatching) can help the blastocyst to escape from the zona and to nide.

An artificial slot in the zona of 38 embryos at 14 patients was created.
Transfer of maximally three embryos was done from 1 to 3 hours after
micromanipulation. 5 clinical pregnancies were reached (35.7 % pregnancy
rate). Three of them were women from three to seven unsuccessful transfers.

According to preliminary results, the method of assisted hatching will be
added to the classic IVF, mainly in women with repeated unsuccessful
transfers.

INTRODUCTION

One reason of the low implantation rate after IVF/ET is the limiting ability
of blastocyst to escape from the zona pellucida (ZP), and to nide. To this
procedure the -creating of artificial opening of the zona before the transfer
(Assisted Hatching) can help.

The aim of this work was to evaluate our experience and IVF/ET results
after mechanically performed hatching at the embryos before the transfer.

Copyright 1995 by Monduzzi Editore S.p.A. - Bologna (ltaly)
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MATERIAL AND METHODS

Our group contained 14 patients. Ovarian follicular development was
stimulated by hMG, FSH, or by both ( Pergonal, Metrodin, fa Serono ).Oocytes
were recovered by transvaginal ultrasound - guided follicular puncture and
aspiration at 36 - 38 h after the administration of hCG (Ventruba et al., 1990).
Till the reaching of 4 -cell embryo the cultivation passed at 37°C in the
atmosphere 5 % CO, in air in the Earles medium (Serva). Then the cultivation
was prolonged in M3 medium ( Medicult ). Spermatozoa for insemination were
prepared by the centrifugation and the swim-up method.

At embryos suitable for transfer after 72 h of cultivation, assisted hatching
( AH) was performed. Procedures were performed using Leitz Fluovert
microscope and Narishige micromanipulators. Micropipettes were made at
our workplace by using a puller, microforge and microgrinder (Narishige).
After the embryo catching by holding micropipette the artificial slot was
performed by moving the glass needle through the zona pellucida and then
against the holding micropipette ( Zakova et al., 1994 ).

The transfer of maximally three embryos was done from 1 to 3 hours after
micromanipulation.

RESULTS AND CONCLUSIONS

From the total number of 38 micromanipulated embryos 30 (i.e. 78.9 %)
were at the eight - and more-cell stage. The other embryos were 4 - 6-cell stage.
An embryo was damaged only in one case.

37 preimplantation embryos were transferred. In 9 cases these were 3 embryos,
and in 5 cases two embryos after assisted hatching.

From 14 embryotransfers 5 clinical pregnancies were reached (35.7 %
pregnancy rate - PR ). Important fact is that three of them were women from
three to seven unsuccessful transfers at various IVF centres.

Our results have shown that AH increased markedly the success of
embryotransfers (35.7% PR) if compared with classic IVF/ET, which
corresponds to the data given in literature. Cohen et al. (1990, 1991) has shown
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Table 1: Assisted Hatching: 1994 Results
Ist Clinic of Gynaec. Obstet., Masaryk University, Brno, Czech

Republic

No. of patients 14
No. of ET 14
No.of embryos with AH 38
No. of transferred embryos 37
No. of clinical pregnancies 5
Clinical pregnancy rate (%) 35.7

the AH to be the most effective in embryos with the thickened zona, in women
over 38 years of ageandin the cases with increased FSH. Similarly, other
authors mention the positive influence of the zona pellucida disturbance on the
success of implantation. Malter and Cohen ( 1989) have observed that the
embryos with artificial fissure start hatching earlier than the controls. Liu et
al. (1993) has also reported on the AH role in the acceleration of implantation
in patients after IVF. The presence of an artificial opening in the ZP can
increase the embryo implantation not only in a mechanical way by making the
process of hatching easier, but also by mediating an earlier contact between
an embryo and endometrium. This contact can increase the developmental
potential of an embryo and optimize the embryo and endometrium
synchronization, which leads to speeding up the implantation.

According to our preliminary results, the method of assisted hatching will be
added to the classic IVF, mainly in women with repeated unsuccessful
transfers.
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MIKROMANIPULACE V OBLASTI ZONA PELLUCIDA EMBRYA
ASISTOVANY HATCHING 1994 - 1995
Micromanipulation in the Zona Pellucida Area: Assisted Hatching of Human Embryos 1994 - 1995

P. Ventruba, J. Zikov4, J. Adler, L. Crha, P. Trivnik
L gynek. - porod. klinika LF MU, Brno prednosta doc. MUDr. Pavel Ventruba, DrSc.

In the period from March 1994 to December 1995
were performed 41 embryotransfers after assisted
hatching (AH) at the First Clinic of Gynecology and
Obstetrics, Masaryk University Brno. 91 embryos from
the number of 122 micromanip ulated embryos (74.6 %)
were in the eight- and more cells stage. 11 clinical
pregnancies were reached (26.8 % pregnancy rate).

Qur experience cerlify the necessarity of preclinical
training for introducing of micromanipulation tech-
niques into the clinical practice.

We have not found any decrease of pregnancy rate
per transfer caused by the reduction of maximal number
of transfered embryos from four to three,

Assisted hatching has increased the success rate of
pregnancies per transfer of 8 % with comparison to our
routine IVF results. We recommend to provide AH at
women with previous failure of two good quality em-
bryotransfers,

Metody 1é8by neplodnosti &lovéka pokro&ily
v poslednich p&ti letech od asistované reprodukce s op-
timalizac{ oplozen{ in viro k vlastn{ manipulaci
s gametami a embryi pomoc{ mikromanipuladnich tech-
nik, Nékteré metody jiZ daly prvnf uspokojivé vy sledky
a jsou i eticky plijatelné.

Mikromanipulace v oblasti zona pellucida (ZP)
zahmuji metody asistované fertilizace (AF) a asis-
tovaného uvolnén{ embrya ze zona pellucida - asis-
tovany hatching (AH).

Asistované fertilizace se vyu2ivé zejména phi 168b%
andrologického faktoru a zahmuyje (1) perforaci zonea
pellucida - ZD (zona drilling) & (2) perciélnf disekei
zony - PZD pro usnednéni penetrace spermii, (3) SUZI
- subzonéln{ inseminaci a (4) ICSI - intracytoplas-
matickou injekei spermie [13].

Asistovany hatching s¢ miZe provadé (a) me-
chanicky - perforaci nebo nafiznutim ZP vyuZitim mi-
kromanipula@niho zaHzeni, (b) chemicky - &éstefnou
destruke] ZP snffenim pll, napi. kyselym Tyrodovym
roztokem nebo (¢) laserovym mikropaprskem [1]1].
Cilem AH je ulehit uvoln&nf embrya ze zona pellucida
a zvy3en{ jeho implantaini schopnosti. Vychézi z hy-
potézy, Ze kultivace in vitro negativné ovliviiuje prabh
hatchingu a vét{ procento fyziologicky se vyvijejich
embryl neni schopné bZhem expanze blastocysty
opustit ZP a implantovat [1].

Klinické vyuZiti AH bylo vedeno zjisténim, Ze d&lici
se embrya s dobrou prognézou implantace s velkou
pravdépodobnosti produkuji ektivni komponentu, které
redukuje tlou¥tku zony, zfejm& jako pHpravu na

hatching [8]. Bylo pozorovéno, Ze embrya vzniklé po
mikromanipula&né provedené fertilizaci, a tedy s arte-
ficidln¢ vytvofenym otvorem v zoné&, vykazujf vy3si
pomér implantace [2].

Nade sdéleni se zabyvd mechanicky providénym
asistovanym hatchingem u embry|{ pfed transferem do
d&lohy a hodnotf dosaZené vy sledky naI. gynek. porod.
klinice v Bmé v letech 1994 - 1995, Jde o soudést Feleni
grantového tkolu MZ CR &, 1821-2: “Mikromanipulace
v oblasti zona pellucida zvy3ujfcl usp¥¥nost oplozen{
a transferu embrys”.

Materidl a metodika
1. Preklinicka éast

Niécvik byl zahéjen na podzim 1993 na mikroma-
nipula¥nim zefizenf, sklddajicim se z mikroskopu Leitz
Fluovert a mechanickych mikromanipulétori Nari-
shige. V prvni fézi jsme zagali s pfHpravou mikropipet.
Mikropipety byly vyrébény ze sklenénych neheparini-
zovany ch kapildr vytaZenim na horizontdInim & pozdégji
na vertikdlnim taha&i. Dal$im opracovénim na mikro-
kovame a brusce (vic firma Nanshige) bylo dosaZeno
kone&ného tvaru bud' drZici, operadni & injekén{ mik-
ropipety. e

Dlouhodoby a opakovany nécvik mikromanipulace
spotival v uchopovinineoplozenych a degenerovanych
oocyta drzief mikropipetou a mechanickém naruSovéni
zona pellucida opera&ni mikropipetou. Pohybem ope-
raéni mikropipety proti mikropipeté drZici oocyt byl
vytvofen arteficidlni otvor.
2. Klinicka édst

Od bfezna 1994 jsme zadali provadét AH u pacien-
tek z programu IVF/ET [15, 20, 21, 23] Soubor
zahmuje 41 pacientek, 18 Zen v roce 1994 (soubor 1)
a 23 Zen v roce 1995 (soubor 2). Folikulérni vyvoj byl
stimulovén gonadotropiny (Pergonal Serono, Flumegon
Organon, Metrodin Serono) v dévce 150 - 225 TU/den.
Ovariélni hypersiimuiace probihala od 3. dne men-
strua®niho cyklu s monitorovédnim 17-beta estradiolu
(E2), LH a ultrazvukové folikulometrie. Po dosaZeni
adekvétni ovaridln{ odpovedi byla maturace oocytl in-
dukovéna 9000 j. lidského choriového gonadotropinu
(hCG - Preedyn Spofa, Profasi Serono, Pregnyl Or-
ganon), Za 36 hod. po aplikaci hCG byl proveden
transvaginélni odb&r cocytl pod kontrolou UZ.

Spermie byly pro inseminaci plipraveny metodou
centrifugace a swim up. Kultivace probihala v Earlove
médiu (Serva) obohaceném o 15 % pupe&nikového séra
a po 48 hod. v M3 médiu (Medi-Cult) v kultiva®nim
boxu (Heraeus) pt 37°C v atmosféte 5 % COz ve

GYNEKCLOG, 1996, roénik 5, &.1, str. 37
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vzduchu, Po 72 hodindch kultivace byl u embry{ vhod-
nych k transferu proveden asistovany hatching,

NaruSeni zona pellucida bylo provedeno na vyZe
popsaném mikromanipuladnim zaHzeni. PouZ{vané
mikropipety byly vyrobeny na naSem pracoviti. Arte-
ficidln{ $t&rbina byla vytvofena parcidlni disekel ZP po
phichycenf embrya dricl mikropipetou. Prinik ope-
radni mikropipety skrz zonu byl veden bez kontaktu
s blastomerami.

V roce 1994 byla transferovéna maximaln® &tyfi
embrya, v roce 1995 maximéln tfi embrya. Em-
bryotransfer (ET) byl provad&n v dob& 1 aZ 3 hodiny po
mikromanipulaci [22].

Vysledky
1. Preklinické vysledky

V priab&hu 3 mé&sici byla zvliddnuta metoda pHpravy
mikropipet a zpisob préce s mikromanipuldtorem. Na
neoplozenych oocytech byl nacviden zpisob fixace
oocytu, pranik mikropipety pfes zonu pellucida a do
cytoplasmy, stejné jako nizné zpusoby zten&ovén( zona
pellucida.

Byly otestovany zpusoby pHpravy spermifl pro
subzondln{ a intracytoplasmatickou injekei spermie.
RovndZ byly vypracovény metody kontroly vysledkt
mikromanipulace pomoe! transmisnfho a rastrovacfho
elektronového mikroskopu [12, 16].

2. Klinické wsledky

V obdobl bfezen 1994 - prosinec 1995 byl proveden
asistovany hatching u 41 pacientek. Indikac{ byly ze-
jméne pHpady, kdy po opakovany ch transferech 3 a2 4
kvalitnich embry{ nedo3lo k ot&hotnéni.

2.1. Soubor 1 - 1994

V roce 1994 bylo provedeno 18 vikomi. Z 60 em-
bry{ uréeny ch pro mikromanipulaci bylo transferovédno
59 preimplantaénich embryf, tj. 98,3 % embry{ po
provedendm hatehingu,

V 10 ptipadech byla transferovina &ty embrya, 3
pacientkdm tfi a 5 Zendm byle transferovéna dv& mik-
romanipulované embrya. Z 18 provedenych ET jsme
dos#hli 5 klinickych t&hotenstvi, tj. 27,8 % klinickych
t¢hotenstvi /ET, |
2.2. Soubor 2 - 1995

V roce 1995 byl asistovany hatching proveden 23
pacientkdm. V8ech 62 embryf, u kterych byl AH
proveden, bylo transferovéno. V 16 pHpadech byla
transferovdna tfi a v 7 plipadech dv& mikromanipu-
lované embrya .

Z 23 provedenych ET jsme doséhli 6 klinickych
gravidit, tj. 26,1 % klin. t¥hotenstvi,

2.3. Asistovny hatching 1994 - 1995

Celkem bylo provedeno 41 transferd embry! po
asistovaném hatchingu. Ze 122 embry{ ur€enych pro
mikromeanipulaci bylo 91 embryi (74,6 %) ve stidiu
osmi- & vicebun&®ném. Zbyvejici embrya byla &tyf-
a Sestibun&&né. Bé¢hem mikromanipulace do3lo pouze
u jednoho embrya k po¥kozenf zona pellucida se spon-
tdnni expulz{ blastomer. Celkem bylo transferovéno
121 preimplantaénich embryl, tj. 99,2 % embry{ po

provedeném hatchingu. Pacientkdm byla transferovéna
v 10 ptipadech &tyfi, v 19 ptipadech tfi & ve 12 pfipadech
dv& mikromanipulovani embrya.

Z 4] provedenych embryotransferi (soubor 1+2)
jsme doséhli 11 klinickych tehotenstvi, tj. 26,8 %
klinickych t&hotenstvi na ET. V ¥esti ptipadech othot-
nély pacientky, které za sebou mély ji2 3 nebo 4 netsp&iné
transfery, a to nejen na nafem pracovisti (tab. 1).

2.4. Klasickd IVF

Kontrolni soubor pfedstavovalo 80 po sob& jdoucich
pacientek ve sledovaném obdobi s provedenou
klasickou IVF. Kultivace probfhala stejnym zpisobem
v Earlové médiu a M3 médiu. Z. 54 provedengych ET
bylo dosa?eno 10 klinickych gravidit (18,5 %
klinickych tZhotenstvi / ET).

Srovnén{ vysledku klasické IVF s IVF a AH
prokézalo zvy¥eni Uspdfmosti o vice neZ 8 %
dosaZenych klinickych t&¢hotenstvi na transfer
(p > 0,05).

Tab. 1. Asistovany hatching - visledky ne I. gyneko-
logicko- porodnické klinice Bmo

IVF IVF + AH

(kartr) 1994 1995 190405
Pacientky 80 18 23 41
ET 54 18 23 41
Embrya s provedenym AH 0 60 62 122
Transferovand embrya 164 59 62 121
Priim. polet embryl/ET 3,0 3.3 2,7 3,0
Klinické tZhotenstvi 10 S 6 1]
Klin. t&hot. / ET (%) 18,5* 278 26,1 268"

*p <0,01

V tab. 2 rozebiréme dosaZené visledky AH v zévis-
losti na po&tu transferovenych embry{. Prokézali jsme,
¥e i kdyZ jsme v roce 1995 sniZili maximélnl podet
transferovanych embryi na tfi, nedo¥lo ke sniZenf
Uspé3nosti dosaZeny ch téhotenstvi na ET.

Taub. 2.: Asistovany hatching - zdvislost Usp&inosti BT
na podiu trenferovanych embry{

Potet transferovanych embry(
1 2 3 4 1-4
1994 poletET 0 5 3 10 18
polet gravidit - 0 1 4 5
© KmogavET®) - 0,0 333 400 27,8
1995 polet ET 0 7 16 0 23
polet gravidit - 2 4 - 6
Kingrav/ET s - 28,6 250 - 26,1%
1994-1995
polet embryi 0 24 57 40 121
polet ET 0 12 19 10 41
podet gravidit - 2 5 4 11
) kin prav. T8 - 16,7 263 400 26,8*
*p<0,01

GYNEKOLOG, 1886, ro&nlk 5, &.1, str. 38
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Diskuse

Khalifa a spol. uvad{, Ze jednak stimulace a jednak
suboptiméIni kultivadni podminky in vitro zpisobujf
ztludtén{ zona pellucida [7]. Wright a spol. demon-
strovali, Ze tlou¥t’ka zona pellucida souvis{ se stidiem
embrya a pottem blastomer. Ztlu$téni ZP snf#{ schop-
nost blastocysty uvolnit se ze zona pellucida a ndsledn&
nidovat, a tim ovliviiuje implantani pomér po IVF/ET
[17].

Cohen se spol. prokézal, Ze asistovany hatching je
nejefektivngj¥ u embry{ se ztludt&lou zona pellucida na
vice neZ 16 um. Tyto embrya maji obecnd sniZenou
implantadni schopnost. Selektivnl AH se jevi Gsp&3ny
i u Zen ve v&éku nad 38 rokd a u pfipadd se zvy3enym
FSH [3]. Pfesto v8ak musime byt opatrni v zdvé&ru, Ze
vek, bazélni FSH a fyzikéln{ nebo chemické zmé&ny na
zona pelucida spolu souvisf.

Rovn&% dal¥{ autoti prokézali pozitivn{ vliv naruSeni
ZP pro Usp&nost implantace. Malter s Cohenem po-
zorovali, e embrya s arteficidln{ ¥t&binou zahajuji
hatching dffve neZ kontroln{ [9]. Liu a spol. uvadéji, Ze
AH napoméhé zrychleni implantace u pacientek po
IVF. Mechanismus v3ak nenf zcela jasny [8], PFitom-
nost arteficidlniho otvoru v ZP miZe zvy Sovet implan-
taci embryi nejen mechanicky usnadnénim procesu
hatchingu, ale také tim, Ze dojde ke zprostfedkov éni
¢asnéj§fho kontaktu embrya s endometriem. Tento kon-
takt miZe zvyiit vivojovy potencidl embrya a optimali-
zovat synchronizaci mezi embryem a endometriem, coZ
vede ke zrychlen{ implantace [4, 6].

Podle nadich zkuSenosti miZeme konstatovat, Ze pro
zaveden{ mikromanipula&nich technik je duleZité nej-
prve zvlddnout &asov& i manuédln& nérofnou prekli-
nickou pHpravu. Je nezbytné nabyt urdité praktické
zku¥enosti s mikromanipulac{ na neoplozenych oocy-
tech a teprve potom pfistoupit k provadéni vlastnich
technik v klinické praxi.

Prvnf klinické zkuZenosti s asistovanym hatchingem
v Ceské republice prokézaly vy razné zlep¥eni visledka
Klasické IVF/ET [10, 15, 18, 20, 22]. V na¥! i slovenské
literatut'e jiZ bylo referovéno o prvnich Gisp&$né dokon-
denych téhotenstvi po asistované fertilizaci, jmenovité
po SUZI a PZD [5, 19]. Nérodni registr asistoveané
reprodukce uvédi, Ze v roce 1994 byl asistovany hatch-
ing nejast&js mikromanipuladn{ technikou v CR. Ze
114 vkon, coZ bylo 5 % viech 1&&ebnych ART cykln,
bylo dosaZeno 36 klinickych gravidit, tj. 31,6 %
t&hotenstv{ na transfer. Ukazuje se, Ze uspéinost mikro-
manipuladnich technik v mnoha smé&rech pfeddi
vysledky klasickych postuptt (CR - klasické IVF/ET:
15,6 % klin. téhotenstvi / transfer v roce 1993, resp.
17,7 % v roce 1994). V roce 1994 byly provedeny
i prvaf injekce spermii do cytoplazmy ococytu (ICSI),
stejné jako mechanické nafiznuti zona pellucida mikro-
jehlou [14].

ZévEr
1. Zaveden{ mikromanipuladnich technik do klinické
praxe vyZaduje preklinickou pHpravu. Je nezbytné

nabyt praktické zku¥enosti na neoplozenych oocytech
a teprve potom pfistoupit k provdd&ni viastnich technik.
2. V obdobi bfezen 1994 - prosinec 1995 bylo
provedeno 41 transferd embryf{ po AH a dosaZeno
26,8% Klinickych t&hotenstvi.

3. Srovnén{ vysledki klasické IVF aIVF+AH prokézalo
zvylenl Usp¥Snosti o vice neZ 8 % dosaZenych
klinickych t&hotenstvi na transfer po AH (p < 0,05).
4. Prokézali jsme, Z¢ pfi sniZeni maximélnfho podtu
transferovanych embryi na tfi nedo$lo ke sniZeni
pravdépodobnosti ot&hotnéni.

5. Asistovany hatching doporufujeme provad&t u Zen,
které neotehotnély po 2 kvalitnich embry otransferech.

Préce je soucdsti Fedeni grantu IGA & 1821-2 MZ CR.
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Obr. 1: Mechanické provadéni asistovaného hatchingu pomoci holdingové a operaéni
mikropipety. (Foto: J. Zakova - zvétieni 460x)

Obr. 2: Embrya po asistovaném hatchingu pfipravena k transferu.
(Foto: J. Zdkova - zvétSeni 460x)
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3. KRYOKONZERVACE GAMET, EMBRYI A TKANI

Kryokonzervace je nezbytnou rutinni sou¢asti programu asistované reprodukce. Vyuziva se pro
uchovani a budouci pouziti lidskych zarodeénych bunck, embryi nebo tkéni, které jsou
uskladnéné v kontejnerech s tekutym dusikem pfi teploté -196° C.

Piehled o kryokonzervaci bunék a tkani jsme prezentovali v Publikaci X a Publikaci XI.

Zavedené techniky kryokonzervace vedly k vyuZiti v programu darcovstvi gamet a embryi.
Biologické, legislativni a etické aspekty, pfijem darcl, podminky darovani a vysetfeni jsme

zpracovali v Publikaci XI1, X111 a X1V.

Moznosti kryokonzervace vedly na naSem pracovisti rovnéz ke vzniku programu ochrany

fertility u onkologicky nemocnych muzi a zen - Publikace XV az XX.

Proces kryokonzervace zahrnuje nékolik na sebe navazujicich krokd: pocateéni vystaveni
bunék vlivu kryoprotektiv, vlastni zmrazeni, skladovani a rozmrazeni. Rozmrazeni spociva
Vv nafedéni a odmyti kryoprotektiv a ndvratu bungk do fyziologického prostiedi. Usp&sny proces
zmrazeni a rozmrazeni musi zaruc€it zachovani integrity bunécné struktury 1 jejich funkcénich
parametrd. Proto je pro kazdy typ buné¢k je proto pouzivan specificky postup.

Kryokonzervuji se spermie, oocyty, embrya ve vSech vyvojovych stadiich, zarodec¢na tkan

z testes a ovarialni tkan [131] .

Doba skladovani neni pro Zadny typ bunék a tkani striktné uréena. Teoreticky je neomezena,
protoze pii skladovani neprobihaji Zadné biologické aktivity. Prakticky neni znamo, jak dlouho
mohou buiiky ziistat v téchto podminkéch zivotaschopné. Literarni tidaje uvadéji, ze prokazana
doba skladovani, béhem niz si reprodukéni bunky uchovavaji schopnost vyvoje, je pro oocyty
4 roky [70], pro embrya az 12 let [76] a pro spermie 28 let [25].

Od pocatku zavadéni kryokonzervace na naSem pracovisti proSly vyznamnym vyvojem metody
mrazeni, zmrazovaci protokoly, kryokonzerva¢ni roztoky i nosi¢e zmrazené¢ho materialu.

Od roku 2008 plati zakon 296/2008 Sb. O zajisténi jakosti a bezpecnosti lidskych tkani
a bunék urcéenych k pouziti u ¢lovéka (zdkon o lidskych tkdnich a bunkdch) a vyhlaSka

422/2008 o stanoveni blizSich pozadavkl pro zajisténi jakosti a bezpecnosti lidskych tkani
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a bun¢k ur¢enych k pouziti u ¢lovéka, ktery uklada pied zmrazenim biologického materialu
provést vZdy serologické vySetieni z divodu zhodnoceni rizika k¥izové kontaminace. Pred
uloZenim bunék a tkani do kryobanky je nutno vySetiit HIV 1 a 2 (anti-HIV-1,2), hepatitidu B
(HBsAg, anti HBc), hepatitidu C (anti-HCV-ADb) a syfilis.

Zamrazeny material je do doby ziskani negativnich vysledkli umistén v karanténé. Po prokazani
seronegativity je premistén do skladovaciho kontejneru. V piipadé pozitivity na nékterou

infekci, je material skladovan odd¢lené v infekénim kontejneru.

Zpusoby kryokonzervace
Aby se zabranilo poskozeni nebo zni¢eni bunék béhem kryokonzervace, byly vyvinuty dva
zakladni zmrazovaci a rozmrazovaci postupy. Postup pomalého pocitatem Fizeného mrazeni

a postup pro rychlé mrazeni - vitrifikaci.

Zatizeni pro kryokonzervaci na naSem pracovisti prosSlo vyvojem od nejjednodusSich ramp,
které pocita¢ postupné v zavislosti na ¢ase spoustél k hladiné dusiku a ponofoval do né&j, aZ po
programovatelna zafizeni. Od 90. let 20. stoleti jsme pouZzivali piistroj pro pomalé Fizené
zmrazovani Planer Kryo F10 (Sunbury On Thames, U.K.) (obr. 21), ktery sestava z ridici
pocitacové jednotky, zmrazovaciho prostoru, sondy a zasobniku tekutého dusiku. Vzorky
mohou byt umistény do drzackt na kryotuby nebo na slamky (straws). Programy pro
zmrazovani riznych typu bunék je mozno zadat do ftidici jednotky, ulozit a poté jiz na displeji
zvolit patfiény program podle mrazeného materialu. Naprogramovat lze az 10 zmrazovacich
programt. Seeding (indukce tvorby ledovych krystalt) lze provadét automaticky nebo

manualné. Vlastni mrazeni trva 2,5 — 3 hodiny.

V technice kryokonzervace se kolem roku 2006 udal velky néavrat ve zlepSené a ve velkém
métitku aplikované vitrifikaci, zpiisobu zavedeném téméi pied 30 lety, ale téméf dvé dekady
embryology opomijeném. Doslo k renesanci metody, ktera byla pouZivana jesté pred zavedenim
pomalého zplisobu mrazeni a to zvlasté ve veterinarni oblasti. Vitrifikace si naSla v moderni
dob¢ své misto hlavné proto, Ze je to metoda ¢asové méné naro¢na, trvajici pouze 15 — 20 minut
a neni k ni potieba zadny pfistroj. Provadi se pomoci nadoby s tekutym dusikem (obr. 22).
Bunky se na nosi¢i zmrazi ponofenim do sterilniho dusiku a poté se nosi¢ se zmrazenym

materidlem umisti do vnéjsiho oznaceného obalu. Tento zpiisob se nazyva otevieny systém.
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Dochazi-li k vitrifikaci bez pifimého kontaktu bunék s dusikem, kdy jsou buiiky na nosici
nejprve umistény do oznacen¢ho obalu, uzavieny a teprve poté zmrazeny, hovoiime
o uzavieném systému. Vitrifikace vyzaduje v&tsi zru¢nost a zkuSenost pracovnika laboratote,

neZz pomalé mrazeni.

Kryokonzerva¢na média a nosice

Pro uspésné pouziti obou metod je nezbytné vystavit bunky nebo tkdn€ ptsobeni ochrannych
latek - kryoprotektiv.

Pii pomalém mrazeni se pouZivaji kryoprotektiva v nizké koncentraci (10 — 15 %), bunky
se dehydratuji v pribéhu mrazeni, teplota se sniZzuje pomalu a tvorba ledovych krystalu je
fizena. Pii vitrifikaci se pouzivd vysokd koncentrace kryoprotektiv (40 — 60 %), buiky
se dehydratuji pfed mrazenim a rychlost snizovani teploty je vice nez 1000°C/min. Pii
vitrifikaci dochazi k solidifikaci roztoku pii nizké teploté bez tvorby krystald.

Kryoprotektiva mohou byt penetrujici nebo nepenetrujici. Mezi nejéastéji pouzivana penetrujici
kryoprotektiva patii glycerol, dimethylsulfoxid, etylenglykol a 1,2-propandiol. Kryoprotektiva
nepenetrujici — cukry, maji osmoticky dehydrata¢ni u¢inek. Patii mezi né sachar6za, manitol,
sorbitol a trehaldza. Chrani pii mrazeni proteiny a bunéénou membranu.

Je tfeba presné dodrzovat vyrobcem piedepsané postupy a Casy jak pii pripravé bunék a tkani na

zmrazeni, tak pfi rozmrazovani.

Obr. 21: Kryokonzervaéni zafizeni Planer Obr. 22: Nadoba s tekutym dusikem pro
Kryo 10 vitrifikaci

Pro kryokonzervovany material byla vyvinuta fada obalti a nosict, jako kryotuby pro sperma
a testikularni nebo ovaridlni tkan, nebo nejriznéj$i slamky (straws) pro oocyty a embrya.

Vitrifikace se nejprve provadéla bez nosic¢e pouze v podobé kapek, nebo byly pouzivany mtizky
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do elekltronového mikroskopu. Postupné byly pro vitrifikaci oocytl a embryi vyvijeny nosice
riznych tvart, napf. smycek, platka (McGill cryoleaf, Origio), nebo dirky na ty¢ince s plochym

koncem, které se uzaviraji do pejet (Rapid-i Kit, Vitrolife) — viz. obr. 23.

Obr. 23: Pejety pro vitrifikaci

3.1. Kryokonzervace spermatu a testikularni tkané

Historie mrazeni spermatu zacala po druhé svétové valce, kdyz se zjistilo, Ze se azoospermie
a tézka oligospermie nedafi vylécit. Tehdy vznikla mySlenka skladovani zamrazeného spermatu
a vzniku spermabank. Technika kryokonzervace spermatu je v dnes$ni dobé dobie propracovana
a zachovava fertilizaéni potencial spermii v pribéhu dlouhodobého skladovani v tekutém
dusiku. Bezpecnost pouziti zmrazeného spermatu byla prokdzana experimentdlné 1 ve
veterinarni praxi a pozdéji narozenim mnozstvi zdravych déti po inseminaci spermatem darce.
Mrazi se bud’ kompletni sperma nebo zpracované proprané spermie. Nékteré prace uvadéji, ze
neproprané spermie jsou lépe chranény pied poSkozenim v pribéhu mrazeni/rozmrazeni
a vykazuji lepSi pohyblivost a DNA integritu po rozmrazeni [20]. Sperma je mozno mrazit jak
pomalym zptisobem pomoci Planer Kryo 10, tak vitrifikaci [114]. Ob& metody davaji dobré
vysledky po rozmrazeni.

Testikularni tkan je mozno mrazit pomalou metodu, nebo vitrifikaci. AvSak vhodnéjsi

a prakti¢téjsi je testikularni tkan nejprve zpracovat a zamrazit pouze ziskané spermie.

Material a metodika:
Na naSem pracovisti jsme zavedli mrazeni spermatu v roce 1991. Kryokonzervace spermatu
s Richardsonovym kryoprotektivnim médiem byla provadéna na pfistroji Planer Kryo 10.

M¢édium jsme si pfipravovali sami na bazi pufru, glukozy, fruktézy a citratu sodného. Glycin
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a vajecny zloutek slouzil jako zdroj proteini a jako kryoprotektivum byl pouzity glycerol.
Od roku 2000 pouzivame kryokonzervac¢ni média firmy Medi-Cult resp. Origio a od roku 2001
sperma pomoci téchto médii (Cryosperm) vitrifikujeme.

Sperma je po zhodnoceni spermiogramu smich&no s kryoprotektivem a je rozplnéno do kryotub
Nunc o objemu 1,0 nebo 1,8 ml. Zmrazeno a uchovavano je v kontejnerech s tekutym dusikem
(obr. 24).

Rozmrazeni spermatu se provadi ponechanim kryotuby pii pokojové teploté¢ az do uplného

roztati vzorku. Poté je kryoprotektivum odmyto centrifugaci s promyvacim médiem.

Obr. 24: Kryotuby se zamrazenym spermatem

3.1.1. Kryokonzervace spermatu u partnera IVF pacientek a zdravych muzi

Partnéti pacientek 1\VF programu vyuZivaji kryokonzervaci spermatu v téchto piipadech:

- jako pojistku pro ptipad selhani vybaveni spermatu v den odbéru oocytt

- pro piipad vlastni nedosazitelnosti v den odbéru vajicek z riznych divodii (pracovni,
zdravotni, psychickeé atd.).

- vV programu darcovstvi oocytil - darcovska vajicka mohou byt oplozena v den jejich ziskéani
bez nutnosti okamzitého ptijezdu partnera k odbéru spermatu

- Uchovani spermii ziskanych pti MESA nebo TESE pro budouci pouziti bez nutnosti
opakovaného chirurgického vstupu.

U zdravych muzu stoupd v poslednich letech zdjem o uchovani spermatu do rezervy. Jsou to

nejcastéji aktivni sportovci, muzi rizikovych profesi, nebo muZi odchazejici do zahrani¢nich

misi.
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Na naSem pracovisti si za obdobi 1991 aZ 2013 nechalo celkem 782 muzi zamrazit sperma pro
pouZiti v 1é¢ebnych cyklech IVF. Z toho 540 muzi K oplozovani oocytt partnerky a 242 muzt
pro oplozovani darovanych oocyti. Pro vlastni pouziti v budoucnu si nechalo zamrazit sperma
51 mladych zdravych muzt. Testikularni tkan byla mrazena ve 3 ptipadech.

V dob¢ technik asistované reprodukce, kdy kvalita spermatu neni jiz limitujici faktor pro pouZiti
po rozmrazeni, méa technika kryokonzervace spermatu Siroké vyuziti. Aktivni pfistup zdravych
muzt k uchovani vlastniho kvalitniho spermatu s ohledem na jeho budouci vyuZiti je diky

médiim a Sifeni osvéty v soucasné dob¢ trendem.

3.1.2. Kryokonzervace spermatu darcii a spermabanka

Program darcovstvi spermii a budovani vlastni spermabanky jsme na naSem pracovisti
zapocali v roce 1995. Od té doby jsme se stali nejvétsi spermabankou ve statnim zdravotnickém
zatizeni [128].

Sperma darci se z divodu nebezpeci pienosu infekénich nemoci nepouziva Cerstvé, ale je nutno
jej neprve zamrazit. Po zopakovani serlogickych testt za 180 dni karantény, mtze byt sperma
pouZzito pro ucel darovani.

Je v8eobecné znamo, ze kryokonzervace zpiisobuje snizeni poctu spermii s normalni morfologii.
Dochézi k poskozeni integrity membran, mitochondrialni aktivity, akrozomu a bic¢iku. Zvlasté je
ovlivnéna pohyblivost spermi, ktera mtize byt po zmrazeni/rozmrazeni redukovéana o 20-50 %
[13]. Z toho diivodu jsou pozadavky kvalitu darcovského spermatu vyssi (tab. 4), nez je norma
WHO pro normospermii (tab.7).

Desetilety ptehled o darcovském programu spermii (1995 — 2005) byl zpracovan v Publikaci
XIII.

Materiél a metodika:

PoZadavky na darce jsou:

- vék 18 az 35 let

- minimaln¢ stiedoskolské vzdelani s maturitou

- dobry zdravotni stav s nezatizenou rodinnou anamnézou

- negativni genetické vysetieni - karyotyp, cysticka fibréza

- negativni mikrobiologické vysetieni - aerobni a anaerobni mikroorganismy, Ureaplasma

urealyticum, Mycoplasma homini, Chlamydia trachomatis
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- negativni serologické vysetteni — HIV 1 a 2 (anti-HIV-1,2), hepatitidu B (HBsAg, anti HBc),
hepatitidu C (anti-HCV-ADb) a syfilis, véetné krevni skupiny a Rh faktoru.

- minimalni poZadované parametry spermatu (tab. 4).

- dotaznik zamé&feny na fenotypickou charakteristiku, povahu a zéliby

- podepsany informovany souhlas

- seznameni s anonymitou darcovstvi v CR

Limity pro darovani jsme si na pracovisti intern¢ stanovili:
- zména zdravotniho stavu

- prekroceni v€kové hranice

- vice nez 30 zamrazenych vzorki

- vice nez 8 - 10 narozenych déti

Tab. 4: Minimalni poZzadavky na parametry spermatu darce na CAR
GPK LFMU a FN Brno

Objem >2ml

Motilita > 60 %

Koncentrace > 50 mil/ml

Morfologie > 30 % s normélni morfologii
Piezivani za 24 hod. > 50 % pocatecni motility

Vysledky:

1. Za 18 rok nasi spermabanky projevilo zajem stat se darcem 362 kandidatt.

2. Darcem se po projiti viemi testy stalo 99 muzi (27,3 % ze zajemci).

3. Nejvice kandidati bylo vyfazeno z divodu nesplnéni podminek na spermiogram (65,7 %).
4. Nase spermabanka nabizi darce vSech krevnich skupin a riznych fenotypu.

5. Pfijemci darovanych spermii si mohou vybirat darce z nasi databaze diky vyplnéni

dotazniku.
6. Sperma dérct je vyuzivano pro 1é¢bu metodami IUI, IVF a ICSI.

7.Jiz 12 darct bylo vyfazeno z databaze nabizenych z divodu vice nez 8 narozenych déti.
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Zavér:

Vybudovani spermabanky a pouZiti spermatu darci zaujima v asistované reprodukci stale své
dulezité misto, piestoze mame k dispozici techniky, které dokazi fesit itézky andrologicky
faktor. Diky zachovani anonymy darcd a piijemct trva zajem o darovani spermatu i o vyuZiti
darcovského spermatu. Nasi spermabanku vyuZivaji nejen klienti naSeho centra, ale o kvalitni

sperma nasich darct projevilo zajem dalsich 5 pracovist z CR.

3.1.3. Kryokonzervace spermatu u onkologickych pacientu

PoSkozeni reproduk¢nich funkcei véetné tvorby spermii a nasledné neplodnosti je dobie znamy
negativni vedlejSi efekt spojeny s terapii malignit. ZvySujici se tspé&Snost onkologické 1é¢by
a aktivni zZivot mladych muzi po jejim zvladnuti vedla na naSem pracovisti vroce 1995
k zavedeni kryokonzervace pied zahajenim onkologické (chirurgické, chemické nebo
radiologické) 1é¢by pro pozdgjsi pouziti. Jsme jediné centrum, které se zabyva touto
problematikou v tak velkém rozsahu a objemu.

Piehled o narustu onkologickych pacientt se zajmem o kryokonzervaci spermatu i o vysledcich
u pacientd, ktefi se po uspésné prod€lané 1€¢be vratili na nase pracovisté k 1é€bé neplodnosti,
byl prubézné publikovan v nasich pracech Publikace XVIII a XIX.

Publikace XX rozebira 17ti letou zkuSenost s kryokonzervaci spermatu a jeho dalSim vyuZitim

Vv 1é¢be infertility u pacientd s testikularnim karcinomem.

Materiél a metodika:

Muzi s onkologickym onemocnénim (ve v€ku 13 az 64 let) jsou odesilani na naSe Centrum
z Fakultni nemocnice Brno, Masarykova onkologického Ustavu v Brn¢ a z Fakultni nemocnice
U sv. Anny v Brn¢. Piehled onkologickych diagn6z a pocty pacientli uvadi tabulka 6.
Kryokonzervace spermatu byla provadéna do roku 2000 s Richardsonovym médiem jako
kryoprotektivem a mrazenim pomalym zptisobem na pfistroji Planer Kryo 10. Od konce roku
2000 je pouzivano médium firmy Medi-Cult resp. Origio (Déansko) a k mrazeni je volena
metoda vitrifikace [135].

Z odbéru jednoho pacienta jsou zamrazeny v praméru 4 kryotuby.

Vzorky byly v letech 1995 — 2010 skladovany v Tkanové bance FN Brno a od roku 2011 jsou

uskladnény na Transfliznim a tkaniovém oddéleni FN Brno.
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Pti 1é¢bé neplodnosti je sperma rozmrazeno, zpracovano a pouzivano pro metody intrauterinni

inseminace nebo IVF. V piipadé oplozovani oocyti je standardné provadéna technikou ICSI.

Vysledky:

1. Za obdobi 1995 az 2013 vyuzilo kryokonzervaci spermatu 1111 onkologickych pacienti
(1195 odbéri). Se stoupajici informovanosti onkologickych pracovist’ pocet pacienti narustal
(tab. 5).

2. Nejcastéjsimi diagndzami byl tumor varlete (47,4 %), lymfom Hodgkin (17,8 %) a leukémie
(10,6 %) - tab. 6.

3. Za obdobi 18 let bylo zamrazeno 5335 kryotub spermatu.

4. K 1é¢bé neplodnosti se na naSe pracovisté ze skupiny pacientl s tumorem varlete vratilo
34 muzi (6,5 %). Jejich partnerky podstoupily 57 1é¢ebnych cykli.

5. Interval mezi onkologickou 1é¢bou a 1é¢bou neplodnosti byl 7 az 70 mésici.

Tab. 5: Poéty muzi (onkologickych pacient) s kryokonzervovanym spermatem na GPK
LF MU a FN Brno v letech 1995 — 2012

Rok 1095 | 1996 | 1997 | 1098 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003
Pocet
et 2 10 27 20 38 50 55 61 62
muzu
Rok 2004 | 2005 | 2008 | 2007 | 2008 | 2000 | 2010 | 2011 | 2012
Pocet 62 87 88 68 81 95 74 69 62
muzu
Zavér:

Kryokonzervace spermatu pied onkologickou 1é¢bou je predpokladem uspéchu 1é¢by nasledné
neplodnosti. Kryokonzervace by méla byt nabidnuta kazdému pacientovi pied terapii vedouci
k destrukci spermatogeneze. ZamraZzené sperma je pozitivni faktor pro emocionalni boj
snemoci, i kdyby nebylo nikdy pouZito. Program vyZzaduje té€snou spolupréci centra
asistované reprodukce s onkologickymi pracovisti i se zazemim, kde je mozno takové

mnozstvi materidlu skladovat.
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Tab. 6: Prehled onkologickych diagnoz a poétu pacienti s Kryokonzervovanym
spermatem v letech 1995 — 2013 na GPK LF MU a FN Brno

Onkologicka diagn6za Pocet pacienti %

Tumor varlete 523 47,4
Lymfom Hodgkin 199 17,8
Leukémie 119 10,6
Lymfom non-Hodgkin 72 6,5
Osteosarkom 68 6,1
Tumor zazivaciho traktu 32 2,8
Tumor CNS 15 1,4
Tumor mocového traktu 11 1,0
Tumor respirac¢niho traktu 11 1,0
Ostatni 61 54
Celkem 1111 100

3.2. Kryokonzervace embryi

Mrazeni lidskych embryi se vyvinulo z aplikace kryokonzervacnich technik puzitych u zvifat.
V roce 1972 Whittingham [116] dosahl narozeni mysi z transferu moruly zamrazené pomalym
zmrazovacim protokolem s dimethylsulfoxidem (DMSQO). Stejny protokol vedl k prvnimu
te¢hotenstvi u ¢lovéka ze zamrazeného 8 bunécného embrya v Australii [100]. Nasledovan byl
porodem dvojcat v Holandsku v roce 1984 [118].

Pti asistované reprodukci vznikd superovulaci vice oocytii a nasledné¢ embryi, nez je vhodné
pouZit k transferu. Kryokonzervace embryi byla pivodné vyvinuta aby zachranila nadpocetna
embrya pro budouci pouZziti.

Dulezité misto zaujima program darcovstvi, kdy jsou zamrazend embrya pfipravena pro pouziti
u ptijemkyn darovanych oocyti nebo darovanych embryi. Pfijemkyné darovanych oocyti maji
embrya vznikld oplozenim spermatem jejich pratnera. Ptijemkyné darovanych embryi maji
embrya vznikla jak z darovanych oocytt, tak z darovanych spermii [129, 131].

V programu zachovani fertility je kryokonzervace embryi jednou z moznosti pro pacientky pied
onkologickou 1é¢bou [133].
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Indikace k mrazeni embryi:

- nadpocetna embrya

- sttedné zavazny aZz zavazny ovarialni hyperstimula¢ni syndrom, Zena by byla pii pfenosu
embryi vystavena riziku ohroZeni zdravi

- ptekazka provedeni transferu Cerstvych embryi (akutni nemoc, délozni polyp, nizka
sliznice, pfedCasna luteinizace, krvaceni)

- technicky problém pii provedeni transferu

- program darcovstvi vaji¢ek a embryi

- uchovani embryi Zen pied radio- nebo chemoterapii

Material a metodika:

Embrya jsou uspé$né mrazena za pouziti propanediolu (PROH), DMSO nebo glycerolu. Kazdé
kryoprotektivum je vhodné pro ur¢ité stadium — PROH nebo DMSO je lepSi pro zygoty nebo
d€lici se embrya, zatimco glycerol je vhodn€j$i pro blastocysty. Embrya urcend ke
kryokonzervaci by neméla obsahovat vice nez 30 % fragment.

Pro mrazeni embryi Ize vyuzit pomaly zpisob mrazeni nebo vitrifikaci.

Pii pomalém mrazeni Planerem Kryo 10 je teplota z pocate¢ni pokojové teploty snizovana
rychlosti -2° C/ min do —7° C. Pfi této teploté ponechat 5 minut pfed provedenim seedingu
a poté z —7° C snizovat rychlosti -0,3° C/min do —30° C. Z —-30° C sniZovat rychlosti -50° C/min
do —150° C. Poté pienést pejety do kontejneru s kapalnym dusikem k uskladnéni pii —-196° C
(obr. 26).

Vitrifikace zygot a ryhujicich se embryi je rovnocennou metodou a provadi se ve 2 nebo 3
krocich postupnym piekladanim embryi do médii pro vitrifikaci (obr. 25).

Rozmrazeni probihéa dle protokolu adekvatniho ke zmrazovani. Je tfeba dodrzovat presny postup
uvedeny vyrobcem.

Faktory, které ovliviiuji efektivitu transferu rozmrazenych embryi byly popsany v Publikaci XI.

Vysledky:
1. Na naSem pracovisti jsme zahajili program kryokonzervace embryi pomalym zptisobem
na zafizeni Planer v roce 1992.

2.V roce 1994 jsme dosahli prvniho téhotenstvi z embryi po rozmrazeni.
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3. Prvni dité po transferu rozmrazenych embryi po IVF (KET-1VF) se narodilo v roce 1996.
4. Od roku 1997 jsme na zaklad¢ fungujici kryokonzervace zavedli program déarcovstvi.

5. Od roku 2007 embrya mrazime rychlejsi metodou vitrifikace.

6. Za obdobi 1992 a7 2013 jsme zamrazili 6105 embryi.

7. Provedli jsme 2310 kryoembryotransferti (KET).

8. Uspé&snost po KET se na na$em pracovisti je 26,2 % PR.

VITRIFIKACE

Obr. 25: Pomucky pro provadéni vitrifikace: misky s kryoprotektivnimi médii, pejety na embrya
(straws) jsou umisténé v nadobach v tekutém dusiku

Zavér:
Uspésnost kryokonzervace embryi a vysledku po embryotransferu je zavislda na mnozstvi
faktord: na kvalit¢ casného embrya, na véku Zeny, pfiCin€ infertility, zplisobu mrazeni, na

vysledku ptedchoziho Cerstvého transferu, na morfologické kvalit¢ rozmrazeného embrya
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a dalSich [125]. Embryotransfer lze provést ve stejny den jako rozmrazeni nebo dalSi den
po nékolikahodinové kultivaci.

Kryokonzervace embryi slouzi v programu darcovstvi oocytii nebo embryi. Pro zeny pied
onkologickou 1é¢bou mize kryokonzervace vlastnich embryi slouzit jako ,,ochrana fertility“ pro

budouci pouziti.

Obr. 26: Skladovaci kontejnery s tekutym dusikem

3.3. Kryokonzervace oocytt

Po fadu let od prvné publikované prace [39] nebyla kryokonzervace oocyti piili§ pouzivanou
metodou kvili nizkému procentu ptrezivani oocyta, fertilizace, vyvijejicich se embryi a jejich
$patné kvalité. Technika vysla z kryokonzervaénich protokolti uzivanych pro embrya. Cetné
prace vedené snahou o zkvalitnéni vysledkii se zabyvaly modifikaci téchto laboratornich
postuptl, jako napt. zvySeni koncentrace sachardzy, zmény pocatecni teploty kryoprotektiva,
zmény teploty pro seeding, uziti média snizkym obsahem sodiku nebo napf. injekce
kryoprotektiva do oocytu.

Dulezity je zpisob oplozovani oocytl po rozmrazeni. Zmény v zona pelucida, poSkozeni funkce
kortikalnich granul a ¢aste¢na disrupce membran, kterd zpusobila blok splynuti a penetrace
spermii vedly k nizkému procentu oplozeni. Tyto piekazky se podafilo uspésné obejit pouzitim

ICSI [74].
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Indikace k mrazeni oocyti:

- moznost uchovani oocytt pacientek s rizikem pied¢asného ovarialniho selhani

- skladovani zmrazenych darovanych oocytti v programu darcovstvi odbourd nutnost
synchronizace cykla darkyné a ptijemkyné

- feSeni v piipadé neocekavané absence partnerovych spermii v den odbéru oocytu
(ptekazka zdravotni, dopravni, pracovni nebo i momentalni psychické rozpolozeni)

- pomoc pro Zeny s onkologickym onemocnénim u kterych nemohou byt zamrazena
embrya, napt. nemaji vhodného partnera a odmitaji darcovské sperma

- moznosti zamrazeni a skladovani oocytt se nove jevi jako pfileZitost pro Zeny, které
neplanuji bezprostfedné téhotenstvi a chtély by si uschovat ,,mladé oocyty* pro vlastni

pouZiti v budoucnu

Material a metodika:

Oocyty se mrazi nejdiive 5 hodin po odbéru, po odstranéni bunék cumulus oophorus [40].
Roztoky pro mrazeni a rozmrazeni obsahuji jako kryoprotektivum nejcastéji 1,2 propandiol
(PROH) a sachardzu. Muize byt pouzit i DMSO.

Po projiti fadou piislusnych ekvilibra¢nich a kryokonzerva¢nach roztokd se mohou mrazit jak
pomalym zptsobem, tak vitrifikaci.

Pro rozmrazeni se voli protokol odpovidajici zptisobu zamrazeni (pomalé, rychl¢). Rozmrazené
oocyty se po projiti fadou roztokt, kdy se odmyva kryoprotektivum a optimalizuji osmotické
podminky, umisti do kultivaéniho média.

Vlozi se do CO, inkubatoru s teplotou 37° C se ponechaji 2 az 4 hodiny regenerovat nez

se pristoupi k oplozovani.

Vysledky:

1. Oocyty jsme na nasem pracovisti poprvé mrazili pomalym zptisobem na pfistroji Planer
u dvou pacientek v roce 2003.

2.V roce 2006 jsme stejnym zplisobem zamrazeny oocyty 3 pacientek. Byly to vyjimeéné
ptipady (nedostaveni se partnera k odbéru spermii) a mrazeni vychézelo z postupu pro
mrazeni embryi.

3. Od roku 2010 provadime mrazeni oocyt vyhradné vitrifikaci a doposud jsme zamrazili

oocyty 8 darkyn pro program darcovstvi.
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4. Jako zpusob ochrany fertility si zvolily kryokonzervaci oocyta 3 pacientky pred
onkologickou 1é¢bou, které nemaji v souc¢asné dobé vhodného partnera, aby mohly vyuZit

kryokonzervaci embryi.

Zavér:
Kryokonzervace oocytl je v soucasné dob¢ slibna alternativa zmrazovani embryi. Je vhodna pro
pacientky s rizikem piedc¢asného ovarialniho selhani. Také pro mladé divky, kterym planovana

chemoterapie zni¢i pohlavni buriky, je to mozna varianta feSeni.

3.4. Kryokonzervace ovaridlni tkané jako ochrana fertility

Chemoterapie jako jedna ze zakladnich modalit onkologické 1é¢by zanechava casto trvalé
nasledky. Mezi nejCastéjsi patii neplodnost na zaklad¢ ireverzibilniho poSkozeni gonad. Jednou
z metod zachovani fertility u Zen s nadorovym onemocnénim je kryokonzervace ovarialni tkané.
Metoda kryokonzervace ovarialné tkdn¢ byla vyvinuta na nasem pracovisti na podkladé diive
publikovanych praci jinych autord [2, 21, 57]. Ne&které aspekty popsanych postupu byly
modifikovany na zakladé¢ vlastnich zkusenosti. Prvni kryokonzervaci jsme provedli v roce 2004.
V letech 2004-2007 jsme fesili grant IGA MZ CR NR/8469-3 ,MozZnosti ochrany
reprodukénich funkei u Zen podstupujicich chemoterapii pro hematologickou malignitu®.
Zpusoby odbéru materialu, zpracovani tkan¢, Kkryokonzervace, elektronova mikroskopie
a zhodnoceni kvality zmrazeného/rozmrazené¢ho materialu, véetné 6ti letych zkuSenosti s timto

programem jsou podrobné popsany v Publikacich XVI11, XIX a XX.

Indikace ke kryokonzervaci ovaridlni tkdné:

- je vhodna pro mladé divky, u kterych je zfejmé, Ze jim planovana chemoterapie znici
pohlavni bunky, a které nemaji zatim partnera, aby podstoupily stimulaci ovarii, oplozeni
oocytli a zamrazeni embryi

- pro Zeny, u kterych na hyperstimulaci ovarii jiz neni ¢as, nebot’ cela procedura by odsunula
onkologickou Ié¢bu nejméné o 14 dni az 3 tydny

- pro Zeny, které z divodu rizika zhorSeni nemoci nemohou hyperstimulaci ovarii podstoupit
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Material a metodika:

Odbér ovarialni tkan¢ se provadi laparoskopicky za kratkodobé hospitalizace pacientky.
Mnozstvi ovaridlni tkané odebirané pro ucely kryokonzervace je vzorek ovarialni kury
o rozmérech cca 10 x 20 mm a tlouStce 1-2 mm z obou ovarii. Tkan ovaridlniho kortexu je
uloZzena do kultiva¢niho média a transportovana do embryologické laboratofe k dalSimu
zpracovani (obr. 27). V laboratofi je nafezana skalpelem na mensi ¢asti o velikosti asi 10 x 3 x 2
mm (obr. 28). Poté je sycena kryoprotektivnim médiem. Po inkubaci v kryokonzervaénim

médiu jsou 4 az 6 kouskl vlozeno do jedné kryotuby (Nunc) a vitrifikovany.

Obr. 27: Odebrana ovarialni tkan

Obr. 28: Zpracovani ovarialni tkané pted kryokonzervaci
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Vysledky:

1. Technika kryokonzervace ovarialni tkan¢ je rozvijena na naSem pracovisti od za¢atku roku
2004, kdy se jednalo o ojedinél¢é ptipady.

V prvnich 3 letech jsme pouZivali zejména metodu pomalého mrazeni za pouziti zafizeni
Planer Kryo F10. Od roku 2007 kryokonzervujeme vitrifikaci.

2. Od ledna 2006 do konce roku 2013 byla ovarialni tkan kryokonzervovana celkem u 20
pacientek pied planovanou gonadotoxickou 1éébou. Hodgkinuv lymfom (11x), non-
hodgkinsky lymfom (5x), akutni myeloidni leukémie (1x), karcinom ovaria (1x), karcinom
jazyka (1x), systémovy lupus erythematodes (1x).

3. Pomalou metodou mrazeni byly zpracovany vzorky od 8 pacientek a metodou vitrifikace
od 12 pacientek.

4. Primérny ve€k pacientek byl 26,7 rokll. Nejmladsi pacientka méla 13 let.

5. Primérny ¢as do zahdjeni chemoterapie nepiesahoval jeden tyden.

6. Ve dvou pripadech byl pro velmi vysoké riziko trvalého ovarialniho selhani odebran jeden
cely vajecnik.

7. Pro zjisténi vhodnosti naseho postupu pii kryokonzervace a kvality tkan¢ po rozmrazeni jsme
provedli elektronové mikroskopické vySetteni dvou nahodnych vzorkl ovarialni tkané.

Byly zjistény jak minimalni strukturalni zmény v primordialnich a primarnich ovarialnich
folikulech, tak i bunky s ¢aste¢nou destrukci [133].

8. S transplantaci ovarialni tkdn€ nemame zatim na naSem pracovisti zkuSenost.

Zavér:

Kvalitni kryokonzervace oteviela zcela nové moznosti pro ochranu fertility Zen pied
onkologickou 1é¢bou. Kromé mrazeni oocytli a embryi mize byt uchovana stejnym zpisobem
ovarialni tkan. Slouzi ptfevazné pro Zeny bez partnera a velmi mladé zeny.

Moznost kryokonzervace bunc¢k nebo tkédni mize vyznamné zlepSit kvalitu zivota mladé
paientky. V soucasnosti existuje jiz vice neZ deset let klinickych zkuSenosti s technikami
kryokonzervace ovaridlni tkané u ¢lovéka. Narozeni jiz desitek zdravych déti s pouZitim této
techniky davéa Sanci pacientkdm do budoucna, ale zatim je stale nutné povaZovat tuto techniku

za experimentalni.
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Ptehledova prace

Kryokonzervace bunéek a tkani
v asistované reprodukci

]. Zékova, P. Ventruba, E. Lousova, I. Crha, R. Hudec¢ek

Gynekologicko-porodnické klinika, LF MU a FN Brno

Souhrn: Prace podava pfehled o vyvoji a moznostech kryokonzervace zarodeénych bunék, embryi & tkéni v asistovane reprodukci. Uvadi
indikace k mrazeni a skladovani spermii, cocytd, embryi, testikuldrni a ovaridlni tkéné. Popisuje dva zmrazovaci a rozmrazovaci postupy
(pomalé poéitaéem Fizené mrazeni, vitrifikace) véetn& pouZiti kryoprotektiv (glycerol, DMSO, PROH). Pfed skladovanim je nutne provést
sérclogické vysetfeni na HIV], 2, hepatitis a syfilis, aby se zabrénilo kiiZové kontaminaci biologického materidlu v prostfed( skladova-
ciho kontejneru.

Klitova slova: kryokonzervace - vitrifikace - kryoprotektivum - rozmrazeni - spermie - cocyt - embrye - ovarialni tkan

Cryopreservation of cells and tissues in assisted reproduction

Summary: The paper reviews a past development and current options available for cryopreservation of germinal cells, embryos and tis-
sues in assisted reproduction. Indications for cryopreservation and storage of sperm, cocytes, embryos and testicular and ovarian tissue
are presented. Two cooling and thawing methods are described (slow computer-assisted freezing, vitrification), including the use of
cryoprotectants (glycerol, DMSO, PROH). Prior to storage in a cryostorage vessel, serological examination of HIV1,2; hepatitis and syphi-

lis to prevent cross contamination of biolegical material has to be performed.

Key words: cryopreservation - vitrification - cryoprotectant - thawing - sperm - oocyte - embryo - ovarian tissue

Ovod
Experimenty s dopadem nizkych
teplot na Zivé organizmy byly popsény
jiz v 17. stoleti, kdy byla v roce 1665 pu-
blikovana monografie Roberta Boyla
New Experiments and Observations
Touching Cold®. Experimentalnimi
pracemi ve vztahu ke kryobiologii se
zabyvali v 18. a 19. stoleti Leeuwen-
hoek v Holandsku, Needham v Anglii,
Spallanzini v Italii a Reamur a Claude-
-Bernard ve Francii.

Era moderni kryobiologie zadala
v roce 1940, kdy Basile |. Luyet zve-
fejnil praci ,Life and Death at Low
Temperatures”. Popsal mozZncst mra-
zeni bez tvorby ledovych krystalq, tzv.
vitrifikaci, kterd se pouzivd ke kryo-
konzervaci i v dnesni dobé.

Mrazenim v oblasti reprodukéni
biologie se v Anglii zacali zabyvat
A. Polge, Ch. Smith a A. Parkes, ktef{
se pokouseli zmrazit spermie kohouta.

P¥i svych experimentech objevili
v roce 1948 protektivni ucinek glyce-
rolu. Testovall pehyblivost spermii po
rozmrazeni a rizné modifikovali kryo-
prezervadéni media, kterd se skladala
ze solného roztoku syceného mléénym
praskem, vajeénym Zloutkem, cukrem
a glycerolem [1,2]. Postupné vedlo po-
uziti glycerolu i k mrazeni lidskych
spermii a dodnes zistava béiné pouii-
vanym médiem pii mrazeni spermatu.

Historie mrazeni huméanniho sper-
matu zadala po druhé svétové valce.
Myslenka zaloZeni spermabank a skla-
dovéni zmrazeneho spermatu vznikla,
kdyZ se zjistilo, Ze se azoospermie
a tézké oligospermie nedafi vylécit.
Technika kryokonzervace spermatu
je v dneini dobé dobfe propraco-
vana a zachovava fertilizaCni potencial
spermii v pribéhu dlouhodobého skla-
dovani v tekutém dusiku. Bezpeénost
pouZiti zmrazengho spermatu byla pro-

kdzdna experimentdlné nejprve ve ve-
terindrni praxi a pozdéji narozenim
fady zdravych déti pc inseminaci sper-
matem darce.

Mrazeni lidskych embryi se vyvi-
nulo rovnéz z aplikace kryokonzer-
vacnich technik pouZivanych dfive
u zvifat. V roce 1972 dosdhl Whit-
tingham dspéchu v podobé narozeni
mysi z transferu moruly zamrazené
pomalym zmrazovacim protokolem
s DMSO [3]. Stejny protokol vedl k prv-
nimu téhotenstvi u ¢lovéka za pouZiti
zamrazeného osmibunééného embrya
v Australii v roce 1983 [4]. Nasledoval
porod dvojéat v Nizozemsku v roce
1984 [5].

V dnesni dobé je kryokonzervace
technikou, ktera se provadi na véech
pracovistich asistovane reprodukce.
Aplikuje se pro uchovan{ a budouci
pouziti lidskych zdrodeénych bunék
a tkani, ktere jsou uskladnény v kontej-
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nerech s tekutym dusikem pfi teploté
-196 °C.

Kryokonzervuji se spermie, ococyty
(nezralé oocyty, oocyty v metafazi II),
embrya ve viech vyvojovych stadiich
(zygoty, nékolikabunécna embrya,
moruly a blastocysty), zpracovana tkan
varlat a ovarialni tkan.

Cely proces zahrnuje nékolik na
sebe navazujicich krok(: pocatecni
vystaveni bunék vlivu kryoprotektiv,
zmrazeni pod bod mrazu, skladovani,
rozmrazeni, nafedéni a odmyti kryo-
protektiv a navrat bunék do fyziolo-
gického prostiedi, které umozni jejich
dala{ wyvoj.

Zmrazovani

Aby se zabranilo poskozeni nebo zni-
¢eni{ bunék béhem kryokonzervace,
byly vyvinuty dva zakladni zmrazo-
vaci a rozmrazovaci postupy: postup
pomalého pocitaCem fizeného mra-
zeni a postup pro rychlé mrazeni,
vitrifikaci.

Nej¢astéjl pouzivanym zafizenim
pro pomalé fizené zmrazovani je Planer
Kryo F10 (obr. 1), ktery sestdva z fidici
pocéitacové jednotky, zmrazovaciho
prostoru, sondy a zasobniku tekutého
dusiku. Proces mrazeni trva 2,5-3 hod.

Vitrifikace je rychlejdi, trvd pouze
nékolika minut, a provadi se bez po-
uziti pfistroje. Ke zmrazeni sloui na-
doba s tekutym dusikem. Bunky jsou
na nosi¢i zmrazeny ponofenim do ste-
rilniho dusiku, poté je nosi¢ se zmra-
zenym materidlem umistén do vnéj-
ifho oznadéeného obalu. Tento zplisob
se nazyva ,otevieny systém". Dochazi-li
k vitrifikaci bez pfimého kontaktu
bunék s dusikem, kdy jsou buiiky na
nosi¢i nejprve umistény do oznade-
neého obalu, uzavieny a teprve poté
zmrazeny, hovofime o ,uzavieném
systému”, Vitrifikace vyzaduje vétéi
zruénost a zkusenost pracovnika labo-
ratofe neZ pomalé mrazeni.

Pro dspésné pouZiti cbou metod je
nezbytné vystavit bufiky nebo tkané
pusobeni ochrannych latek - kryopro-
tektiv. Mezi nejCastéji pouzivana pe-
netrujici kryoprotektiva patfi glycerol,

Obr. 1. PlanexrKryo F10.

DMSO (dimethylsulfoxid), EG (etylen-
glykol) a PROH (1,2-propandiol). Kryo-
protektiva nepenetrujici - cukry, maji
osmoticky dehydrataéni G¢éinelk. Patfi
mezi né sachardza, manitol, sorbitol
a trehaldza. PH mrazeni chrani pro-
teiny a bunéénou membranu.

Pfi pomalém mrazeni se pouZi-
vaji kryoprotektiva v nizké koncent-
raci (10-15 %), bunky se dehydratuji
v pribéhu mrazeni, teplota se snizuje
pomalu a tvorba ledovych krystall je
fizena, Pri vitrifikaci se pouziva vysoka
koncentrace kryoprotektiv (40-60 %),
buiiky se dehydratuji pfed mrazenim
a rychlost sniZovani teploty je vice nez
1 000 °C/min. Pfi vitrifikaci dochézi
k solidifikaci roztoku pfi nizké teploté
bez tvorby krystalil

Meédia pro pfipravu gamet, embry{
a tkani pted mrazenim a na proces
jejich rozmrazovani jsou v riznych
modifikacich vyrdbéna fadou firem
(Vitrolife, Origio, COQK, SAGE). Firmy
si pfesné sloZeni chréni{ a jednotlivé
roztoky v setu nazyvaji jako ekvilib-
racni, omyvaci, zmrazovaci, vitrifikadni
apod. [6,7]. Uspé&ny proces zmrazeni
a rozmrazeni musi zarucit zachovani
integrity bunédéné struktury i jejich
funkénich parametrl. Pro kazdy typ

bunék je prcto pouZivan specificky
zmrazovaci a rozmrazovaci postup.

Kryokonzervace spermii

V dobé mikromanipulaénich technik,

kdy kvalita spermatu jiz neni limitu-

jicim faktorem pro kryokonzervaci, ma
tato technika $irokeé vyuzitl a mohou se
mrazit i jednotlivé spermie.

1. Kryokonzervace spermatu dérci je
nejstarsi divod mrazeni spermatu
[B]. Mrazeni nabylo na dilezitosti se
vznikem nebezpedi pfenosu AIDS.
Cerstvé sperma nemuze byt pouzito
diive nez po zopakovani sérologic-
kych testi za 180 dni od zamrazeni
a potvrzeni jejich negativity.

2. Dalsim castym divodem je pojistka
pro ptipad selhan{ v den odbéru va-
jicek nebo pro pfipady, kdy se part-
nefi pacientek programu asisto-
vane reprodukce nemohou dostavit
v uréenou dobu.

3. Uchovani spermii ziskanych pfi in-
vazivnich mikrochirurgickych meto-
dach z nadvarlete (MESA) nebo var-
lete (TESE) mé zasadni vyznam pro
daléi pouZziti spermii bez nutnosti
opakovaneho chirurgickeého vstupu.

4.V programu darovanych oocytd
zajisti dopfedu zmrazené sperma

www.praktickagynekologie.cz
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by. 3. Pejeta pro vitrifikaci embryi.

partnera pfijemkyné moZnost oplo-
zeni tehdy, kdyz jsou ziskany dar-
covske oocyty.

8. Poskozeni reprodukcnich funkci je
vedlejsi efekt spojeny s 1&¢bou ma-
lignit. Zvy3Sujici se uspé3snost onko-
logicke lécby (zvlasté pfi Hodgki-
nové lymfomu a tumoru varlat) vedla
k zaveden{ kryokonzervace sper-

matu pfed zahdjenim chirurgicke,
chemickeé nebo radiologicke lécby
a jeho uskladnéni pro pozdé&jsi po-
uziti [8,10]. Vyznamnym faktorem
pii poskozen! spermie je oxidaéni
stres & nedostateéna funkce sy-
stému, které kyslikové radikaly eli-
minuji. Zajimavé vysledky pfinasi
vyzkum homocysteinu a kyseliny lis-

tové v souvislosti se spermatogenezi
[11].

8. Kryokenzervaci spermatu take casto vy-
uZivajl mlad{ muZi konili obavam o kva-
litu svého spermatu v dobe, aZ budou
chtit pocit potomstvo. Zajem projevuji
pfedevaim mladl mugi z fad vojaka,
ktefi odjizdé&ji na zahranicni mise.

Mrazeni a rozmrazeni spermii
Mrazi se bud ejakulét, nebo jiZ zpra-
cované proprané spermie. Nékteré
prace uvadéji, Ze neproprané spermie
jsou lépe chrénény pfed poskozenim
v pribéhu mrazeni/rozmrazeni a vyka-
zuji lepsi pohyblivost a DNA integritu
po rozmrazeni [12]. Mize se mrazit
i testikularni tkdn ziskana pfi TESE
(Testicular Sperm Extraction). Vyhod-
néjsi je viak testikularni tkan pfimo
po odbéru zpracovat a zamrazit jiz zis-
kané spermie, Vyznam to ma hlavné
proto, Ze je po zpracovani znamo, zda
se néjakeé spermie z tkdné ziskaly, pri-
padné v jakém mnoZstvi a jak kvalitni.
Spermie se mrazi a skladuji v kryotu-
bach, napt. firmy Nunc (obr. 2). Roz-
mrazeni se provadi pozvolnym tanim
pfi pokojové teploté. Poté se provede
odmyti kryoprotektiva centrifugaci
s promyvacim médiem.

Je znamo, ze kryokonzervace zpu-
sobuje zmény v morfologil spermii -
dochazi ke sniZeni poctu normalnich
morfologii. Déle dochdzi k pogkozeni
integrity membran, mitochondrialni
aktivity, akrozomu a biéiku. Zvlasté
ovlivnéna je pohyblivost spermii a je
véeobecné skceptovano, Ze po proce-
dufe zmrazeni/rozmrazeni je reduko-
véna o 20-509% [13].

Kryokonzervace cocyti

Po fadu let od prvné publikovaneé
prace [l4] nebyla kryokonzervace
oocyta pfili3 pouZivanou metodou,
a to kvili nizkému procentu piefi-
vani oocytd po rozmraZeni, procentu
oplozenych a vyvijejicich se embryi
a jejich spatné kvalité. Technika vysla
z kryokonzervaénich protokold uziva-
nych pro embrya. Bylo nutno proveést
fadu experimentll zabyvajicich se nej-
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riznéjsimi modifikacemi téchto labo-

ratornich postupd, aby vedly ke spo-

lehlivému pouiti pro cocyty. Uspés-
nost metody zvysilo zvlasté zavedeni

ICSI, a umoznilo tak zahajeni kryokon-

zervace oocytl v rutinni praxi.

V soucasné dobé je kryokonzer-
vace oocytl vyuzivana v nasledujicich
piipadech:

1. UmoZni uchovani occcytd pro pa-
cientky s rizikem pfed&asného ova-
ridlniho selhani.

2. Skladovani zmrazenych darovanych
oocytl v programu dércovstvi od-
bourd nutnost synchronizace cykla
darkyné a pfijemkyné.

3. Reseni v piipadé neocekéavané ab-
sence partnerovych spermii v den
odbéru oocytl (pfekéZka zdravotni,
dopravni, pracovni nebo i v podobé
momentalniho psychického rozpo-
lozeni). Diive by byly tyto cocyty po
18-20 hod odsouzeny k zaniku.

4. Poméhéa Zendm s onkologickym
onemocnénim, u kterych nemohou
byt zamrazena embrya. Tyte Zeny
nemaji vhodného partnera a odmi-
taji darcovské sperma.

8. Mo#nosti skladovani cocyt se nové
jevi jako ptilezitost pro Zeny, které
neplénuji bezprostfedné otéhotnét
achtély by siuschovat ,mladé cocyty"
pro vlastni pouZit{ v budoucnu.

6. Kryokonzervace oocyti minimalizuje
etické a pravni komplikace spojeng
se skladovanim embryi. V nékterych
zemich je mrazeni embryi dokonce
zalkézano (Némecko, Rakousko, Svy-
carsko, Dansko, Svédsko).

Mrazeni a rozmrazeni oocyti
Oocyty by mély byt mrazeny nejdiive
5 hod po odbéru. Roztoky pro mrazeni
a rozmrazeni obsahuji jako kryoprotek-
tivum nejcastéji 1,2-propandiol (PROH)
a sachardzu, MazZe byt pouzit i DMSO.
Poté, co projdou fadou pislusnych
ekvilibra&nich a kryokonzerva¢nach
roztolil, se mohou mrazit jak pomalym
zplisobem, tak vitrifikaci.

Pro rozmrazeni se voli protokol
odpovidajici zpusocbu zamrazeni
(pomalé, rychlé). Rozmrazené cocyty

se po odmyti v fadé roztok(, kdy se
zbavuji kryoprotektiva a optimalizuji
se osmotické podminky, umisti do kul-
tivacniho media. Vloii se do CO, inku-
batoru s teplotou nastavenou na 37 °C
a zde se ponechajf 2-4 hod, nez se pfi-
stoupi k oplozovani [15].

Kryokonzervace embryi
P¥i asistované reprodukci vzniké sti-
mulaci ovarii vice oocytll, a nasledné
embryi, nei je vhodné pouizit k trans-
feru. V souc¢asné dobé je z davodu
minimalizace rizika vicecCetného
téhotenstvi doporuceno transferovat
maximalné dveé embrya.

1. Kryokonzervace embryi byla tedy
puvodné vyvinuta proto, aby zachra-
nila nadpoc¢etna embrya.

2. Vyuziti technologie bylo déle rozai-
feno na piipady stfedné zavaZneého
az zavazineho ovarialnino hyper-
stimula¢niho syndromu, kdy neni
vhodné provadét embryotransfer.

3. Daldim davedem kryckonzervace
je jakdakoliv ptekdaZka pfi provadéni
transferu ¢erstvych embryi (akutni
nemoc, délozni polyp, nizka sliznice,
krvaceni, technicky problém).

4, Aplikuje se v programu darcovstvi
embryi.

5. Stéle Castéji je kryokonzervace vy-
uzivdna pro uchovani embryi onko-
logicky nemocnych Zen pfed radic-
nebo chemoterapii.

Mrazeni a rozmrazeni

embryi

Embrya jsou Gspésné mrazena za po-
uziti PROH, DMSQO nebo glycerolu.
Kazdé kryoprotektivum je vhodné pro
jiné vyvojové stadium - PROH nebo
DMBO je vhodnéjsi pro zygoty a délici
se embrya, zatimco glycerol je vhod-
né&jsi pro blastocysty. Embrya se mraz{
v pejetdch po dveou az tfech (obr. 3).

Pro mrazeni embryi lze vyuZit vitri-
fikaci nebo pomaly postupu pomoci
Planer Kryo 10. Pii pomalém mrazeni
je teplota z pocdteéni hodnoty odpo-
vidajici pokojové teploté sniZovana
rychlosti -2 °C/min do -7 °C, dale se
sniZuyje rychlosti 0,3 °C/min do -30 °C
a rychlosti -80 °C/min do -150 °C, kdy
se pejety s embryi vyjmou & pfenesou
do kontejneru s kapalnym dusikem
k uskladnéni (obr. 4).

Rozmrazeni probihéd dle adekvat-
niho zmrazovacimu pretokolu. Presny
postup pro kazdé meédium je uveden
na pfibalovém letaku k rozmrazo-
vacim médifm.
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Obr. 5. Priprava ovariilni tkane ke kryokonzervaci.

Uspésnost kryokeonzervace embryi
a vysledku po embryotransferu zavisi
na kvalité ¢asného embrya (neméla
by se mrazit embrya s vice nez 30%
fragmentil), na véku Zeny, pfi¢iné in-
fertility, zplisobu mrazeni, na vysledku
pfedchoziho éerstvého transferu, na
morfologickeé kvalité rozmrazeného
embrya a dalgich faktorech.

Kryokonzervace ovarialni

tkané

Chemoterapie zanechava, jako jedna

ze zakladnich modalit onkeologicke

lécby, ¢asto trvalé nasledky. Mezi nej-
¢ast&j& patii neplodnost na zakladé
ireverzibilniho poskozeni gonad,

Jednou z metod zachovani fertility

u Zen s nadorovym onemocnénim je,

vedle moZnosti zamrazit oocyty nebo

embrya, kryokonzervace ovaridlni

tkané [16,17].

1. Kryokonzervace ovarialni tkane je
vhodnd pro mladé divky, u kterych
je zfejmé, Ze jim plédnovana chemo-
terapie znié¢i pohlavni bufiky, a které
nemaji zatim partnera, aby podstou-
pily stimulaci ovarii, oplozeni cocytl
a zamrazeni embryi.

2. Déle se hodi pro Zeny, u kterych
na hyperstimulaci ovarii jiz neni

&as, nebot by celd procedura od-
sunula léébu nejméné o 14 dni az
3 tydny.

3.]Je pfijatelna 1 pro Zeny, které
z diivodu rizika zhor§en{ nemoci ne-
mohou hyperstimulaci ovarii pod-
stoupit viitbec.

Odbér a mrazeni tkané

Odbér ovaridlni tkané se provadi lapa-
roskopicky. MnoZstvi ovaridlni tkéné
odebirané pro ucely kryokonzervace
je Céast ovaridlni kuary o rozmérech cca
10 * 20mm a tloustce 1-2mm, nejlépe
z obou ovarii. Tkaf ovaridlniho kor-
texu je vloZena do kultivacniho media
a transportovana do embryologické la-
beratofe ke zpracovani. V lamindrnim
boxu je tkan vyjmuta na Petriho misku,
pfelita médiem a nafezana skalpelem
na tUzke prouzky o rozmérech zhruba
2 » 4 = lmm (obr. 5), Poté jsou prouzky
umistény do ekvilibrac¢niho média (fos-
fatovy pufr, PROH a sachardza). Po in-
kubaci jsou vloZeny po étyfech az Sesti
do oznaéenych kryotub (Nunc) napl-
nénych kryokonzervadnim meédiem.
Vlastni kryokonzervace muZe byt
provedena jak technikou pomalého
zmrazovani za pouziti automatickeého
mraziciho zafizeni, tak metodou vitrifi-

kace. Tkan je potomn uloZena do kon-
tejnert ke skladovani. Po uspéiném
vylééeni onkologickych pacientek
muZe byt tkdn rozmrazena a pouzita
k ortotopické nebo heterotopické
transplantaci.

Délka skladovani bunék

a tkani

Doba skladovani neni pro Zadny typ
bunék a tkdni striktné ur&ena. Méla
by véak byt na pracovisti stanovena,
aby nevznikaly organizaéni, eticke
a pravn{ problémy. Teoreticky je ne-
omezend, protoZe p¥i skladovani ne-
probihaji Zadné biclogické aktivity.
Prakticky neni znamo, jak dlouho
mohou buiiky zustat v téchto podmin-
kéach Zivotaschopné. Literdrn{ udaje
o doposud Uspésné rozmrazenych
ococytech, embryich a spermiich uva-
déji, Ze prokazana doba skladovani,
béhem niZ si reprodukéni buiiky ucho-
vavaji schopnost vyvoje, je pro oocyty
4 roky [18], pro embrya az 12 let [19]
a pro spermie 28 let [20].

Kryokonzervace
a legislativa
Zakon 296/2008 Sb., o zajisténi jakosti
a bezpecnosti lidskych tkdni a bunék
uréenych k pouziti u élovéka (zékon
o lidskych tkanich a bunkach), a vy-
hlaska 422/2008 Sb., o stanoveni bliz-
&ich poZadavkl pro zajidtén{ jakosti
a bezpedénosti lidskych tkdni a bunék
uréenych k pouziti u ¢élovéka, uklada
povinnost proveést vidy pifed zmra-
zenim biologického materidlu sérolo-
gické vydetfen{ z dliivodu zhodnoceni
rizika kfiZové kontaminace. Pied ulo-
zenim bunék a tkéni do kryobanky je
nutno vysetfit HIV 1 a 2 (anti-HIV-1, 2),
hepatitidu B (HBsAg, anti HBc), hepati-
tidu C (anti-HCV-ADb) a syfilis.
Zamrazeny materidl je do doby zis-
kani negativnich vysledki umistén v ka-
ranténé. Po prokdazani seronegativity
je pfemistén do skladovaciho kontej-
neru. V pfipadé pozitivity na né&kterou
infekci je material skladovén oddélené
v infekénim kontejneru. O viech kro-
cich je veden pisemny zaznam.
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Zaveér

Kryokonzervace bunék a tkani ma
diroké a nezastupitelné vyuZiti pro
péry podstupujici 1éébu metodami
asistované reprodukce, at uz se jedna
o jejich vlastni, nebo darovany biole-
gicky material. Nabizi také Sanci na
zachovani reprodukénich funkei pro
onkologicky nemocné, ktefi mohou
vyuzit zamrazen! spermii, oocytl,
embryi nebo ovarialni tkéné pied za-
hajenim onkologickée 1&Cby.

Préce byla podporena grantem IGA
MZ CR NS/9661-4.
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FACTORS INFLUENCING EFFECTIVENESS
OF CRYOPRESERVED/THAWED EMBRYO TRANSFER

ZAKOVA I, VENTRUBA P., PETRENKO M., VISNOVA H., PELISKOVA L.

First Department of Gynaecology and Obstetrics, Medical Faculty, Masaryk University, Brno

Abstract

A refrospective analysis of factors influencing the success of frozen-thawed embryo transfers
was carried out.

The frozen embryo transfers (FET) provided from January to December 1996 (Group I) and
in the period from January to August 1997 (Group 1) were evaluated. Transferred embryos were
frozen during the years 1994-1997 at Planer Kryo 10/1.7. As a cryoprotectant 1.5 M
1.2-propanediol and sucrose were used. All morphologically quality embryos were frozen during
the years 1994-1995. From the beginning of 1996 only embryos with a maximum of 30% of
fragments were frozen. The storage duration before thawing lasted from 2 to 21 months.

In 1996 {Group I} FET was performed in 34 patients from 39 monitored cycles (87.2 %).
The thawed embryos of the rest of the patients were not suitable for FET. In 53.7 % of
transferred embryos more than 30 % of blastomers survived. Three clinical pregnancies were
achieved, i.e. 8.8 % preg. rate. The average storage time was 5.9 months in the patients who
became pregnant after FET and 6.6 months in those without pregnancy.

In 1997 (Group IO) FET was performed in 32 patients (64.0 %) from 50 monitored FET
cycles. Only embryos with a minimum of 50 % of surviving blastomers were transferred. Seven
clinical pregnancies were achieved, i.e. 21.9 % preg. rate. The average storage time was
8.4 months in the patients who become pregnant after FET and 8.2 months in those without
pregnancy.

We can conclude that the improvement of the results after FET was reached both by the
cryopreservation of only good quality embryos and by transferring only embryos with a mini-
mum of 50 % of survived blastomers. The result of transfer was influenced neither by the length
of the cryopreserved embryo storage nor by the gynecologist transfer technique.

Key words

cryopreservation, frozen, thawed, embryo, transfer, blastomere

INTRODUCTION

Cryopreservation of human embrvos is an mtegral part of the in vitro fertili-
zation (IVF) programme. Human preimplantation embryos can be frozen and
stored in liquid nitrogen from the zvgote to the blastocyst stage with subsequent
survival. The first pregnancy from transfer of a frozen-thawed embryo was achie-
ved In Australia in 1983 (Trounson and Mohr, 1983).

49

111



There are many reasons for embryo cryopreservation. To reduce the risk of
multiple pregnancy, the optimal number are three embryos per transfer. The
supernumerary embryos are cryopreserved and can be used for the next transfer.
In this way one or more births from one oocyte retrieval can be gained, even
after a long period of storage. Embryo freezing can also contribute to lowering
the risk of severe ovarian hyperstimulatiom by cancelling the fresh transfer.
Embryo freezing is suitable for embryo rescue in case of inflammation, fever or
technical problems during the transfer procedure as well as for circumventing the
difficulties of synchrony between the ovarian cycles of donor and acceptor
patients in an oocyte donation programme. Cryopreservation for the rescue of
gametes and embryos before radio- or chemotherapy can also be successfully
used.

The aim of our study was a retrospective analysis of the factors influencing
the success of frozen-thawed embryo transfer (FET).

MATERIALS AND METHODS
1. Evaluated groups
Frozen/thawed embryotransfer (FET) provided at our clinic from January to December 1996
(Group I} and from January to August 1997 (Group II) were evaluated. Embryos of all morpho-
logic quality stages were frozen during the years 1994 and 1995. From the beginning of
1996 only embryos with a maximum of 30% of {ragments were frozen.

2. Embryoa preparation for freezing

Embryos were frozen during 1993 —1997 using 1.5 M propanediol and 0.1 M sucrose as
described by Testart et al. (1986). At room temperature embryos were transferred into phospha-
te-buffered  saline (PBS) + 20% serum for 15 minutes, then to 1.5M PROH in PBS +20%
serum for 15 minutes, and to 1.5 PROH + 0.1 suc. +20% serum for 5 minutes.

3. Method of crvopreservation

Embryos were frozen in a feezer Planer Biomed Kryo 10/1.7. at - 20 °C/min from room tempera-
ture to 70 °C when seeding was induced. Then cooling continued at - 0.30 °C/min to -30 °C, and
then at -30 °C/mun to - 150 °C.

4. Cryvopreserved embrvo storage
Embryos were stored in vessels MVE xc¢ 34/18 (fy Planer) with liquid nitrogen. The duration of
storage before thawing lasted from 2 to 21 months.

5. Palicni$ preparation for FET

FETs were provided in natural cveles. The hormonal levels and ultrasound findings were moni-
tored in each patient. Ovulation was induced by the administration of human chorionic genado-
tropin (3000 - 10000 IU, Pregnyl, fv Organon). FETs were performed from day 17 to 19 of the
menstrual cycle. A mummum endometrial thickness of 10 mm was required.

6. BEmbrvo thawing and transfer

Embryos were thawed on the dav of replacement at room temperature. Propanediol and sucrose
were removed in three steps and after washing several times 1n culture IVE medium embrvos
were placed in culture IVF medium (Medi-Cult). FETs from 2 to 6 hours after thawing with
either K-TFCT-3020 reproductive transfer catheter or K-SOFT-3031 soft trans set (fv COOK})
were carried out. Transfers were performed by four gynecologists.
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RESULTS

In 1996 (Group I) FET was performed in 34 patients from 39 monitored
cycles (87.2%), and 3 clinical pregnancies were achieved, i.e. 8.8.% pregnancy
rate. In 1997 (Group II) FET was performed from 50 monitored FET cycles in
32 patients (64.0%). Only embryos with a minimum of 50% of surviving blasto-
mers were transferred. Seven clinical pregnancies were achieved, ie. 21.9.%
pregnancy rate (Table 1).

The total number of survived embryos after thawing was 76.5% in Group 1
and 83.8% in Group I The percentage of good quality surviving embryos with
a minimum of 50% of intact blastomers was higher in Group II (69.0%) than in
Group [ (42.5%).

In both groups the same average number of thawed embryos was transferred
(2.8 embryos per transfer). A significant difference is that only embryos with
more than 50% of survived blastomers were replaced in 1997. In contrast to that
only 53% of replaced embryos in 1996 had more than 50% of intact blastomers
(Table 2).

The total storage time was two months longer in Group II than that in the first
evaluated period (Group I). Within both groups there was no difference in avera-
ge storage time in pregnant and non-pregnant patients after FET (Zable 3).

The influence of the gynecologist transfer technique on the result of transfer
was not established due to a low number of cases (7able 4).

Table 1
Result of Frozen Thawed Embryo Transfers (FET)
1st Clinic Gynaec./Obstet. 1996 1997
Monitored cycles 39 50
FET cycles 34 (87.2 %) 32 (64.0 %)
Clinical pregnancies 3 7
Clinical pregnancy rate 8.8 % 21.9%
Table 2
The Comparison of Thawed, Survived and Transferred Embryos Status
Group I Group I
o 1996 1997
Thawed embrvos 157 154
Survived embryos 120 (76.5 %) 129 (83.8 %)
= 50 % of blastomers 51 (42.5 %) 89 (69.0 %)
Translerred embryos 93 89
2 50 % of intact blastomers 51 (53.7 %) 89 (100.0 %)
Number of embryos per FET 28 2.8
> 50 % of intact blastomers per FET L5 28
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Table 3
Storage Time of Frozen Embryos

1996 1997
(months) (months)
+ pregnancy after FET 5.9 8.4
— pregnancy after FET 6.6 8.2
Average time of storage 6.3 8.3

Table 4
Influence of Transfer Technique on the FET Results
1996 1997 Totally
ET/preg. ET/preg. ET/preg. preg./ET

n/n n/n n/n %%
Gynecologist 1 71 972 16/3 18.8
Gynecologist 2 7/0 6/2 13/2 154
Gynecologist 3 10/0 6/2 16/2 12.5
Gynecologist 4 102 111 21/3 14.3

DISCUSSION

The method of crvopreservation and thawing embryos is a key factor of
success. Three basis cooling protocols were described, each was designed
for a specific cell stage embryo and cryoprotectant combination. For pronu-
cleated and 2- or 3 day old embryos, either 1,2-propandiol (Lassalle et al., 19853)
or dimethylsulfoxide (Fehilly et al., 1958) is used. The most suitable for blasto-
cysts is glycerol (Cohen er al., 1985).

As we changed neither the cryoprotectant nor the cooling programme
troughout the evaluated period (Zdkovd et al., 1996 a, b), the cryopreservation
technique is not the main result influencing factor in our study.

From our evaluated factors we have concluded that the morphologic
appearance of the embrvo before freezing is important for FET results. We
recommend to cryopreserve only embryos with a maximum of 30% of {ragments
and in this way Iincrease the number of good quality embryos after thawing.
Another important step is to transfer only embryvos with a minimum of 30% of
viable blastomers.

The differences in storage duration are not clinically significant. We consider
it essential that the various length of storage time has no influence on the preg-
nancy rate. Led by this experience we can cancel the previously recommended
minimal three months period. Mandelbaum et al., (1988) reported their experien-
ce with various duration of embryo storage from | to 6 years. Survival rates
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were identical during the first four years (60% to 68%). After the fourth year of
storage, however, thev observed a significant decrease in the survival rates of
cryopreserved embryos (47%) which could not be explained by impaired embryo-
nic quality before freezing,

The influence of the transfer technique of each gynecologist on the FET re-
sults cannot be determined due to the low number of cases.

By means of cryopreservation and transfer of good quality embryos after tha-
wing we can reach the same results as those after fresh embryo transfers (Zdkovd
et al., 1997). In this way we can lower the number of transferred embryos in
stimulated cycles and cryopreserve the rest of them. The cumulative pregnancy
index from onc stimulated cycle is then considerably higher than pregnancy
reached from transfer without the limitation of transferred embrvos.

The utilization of cryopreservation is very important for couples with a se-
vere andrological factor of sterility, where it is necessary to provide intracyle-
plasmatic sperm injection (Ventruba et al., 1997). Even more important is cryo-
preservation of those embryos arisen from fertilization with sperms obtained
microsurgically from epididymis or testicular tissue (Crha et al. 1997). In these
cases the possibility of multiple transfer from one sperm retrieval has its extra-
ordimary contribution.

The possibility of embryo cryopreservation decreases the necessity of stopping
good quality embryo cultivation, and decreases the risk of multiple pregnancy.
This problem has been studied within a grant project where we endeavour to mi-
nimalize risks of assisted reproduction. These rules are cthically fuily acceptable
and approved by the Ethic Board of ESHRE and FIGO.

Zakova J., Ventruba P., Petrenko M., Vistioved H., Peliskova L.

FAKTORY OVLIVNUJICI EFEKTIVITU TRANSFERU ZMRAZENYCH / ROZMRAZE-
NYCH EMBRYT

Souhrn

Provedli jsme retrospektivni rozbor pHéin, kterd mohou ovlivnit uspé&inost transferu zmraze-
nych / rozmrazenych embryi.

Byly hodnoceny krvo-embryotransfery (KET) provedent od ledna do prosince 1996 (sou-
bor I3 a v abdobi leden az srpen 1997 (soubor II). Transferovand embrya obou souborfi bvla
zamrazovana v pribehu let 1994 - 1997 na zafizeni Planer Krye 10/1.7. Jako kryoprotektivum
byl poudit 1,5 M 1 2-propandiel a 0.1 M sacharéza, V letech 1994 - 1995 bvla mraZena embrya
bez rozddilu mortologické kvality. Od zagatku roku 1996 byvla zmrazovina pouze embrva s max.
30% fragmentit. Délka skladovani pred rozmraZenim se pohvbovala v rozmezi 2 - 21 mésici.
Stimulace byla provadéna standardnim zpiisobem a v obou souborech se nelizila

V souboru byl KIUT proveden u 34 pacientek 7 phpravevanych 39 KET evkli (87,29,
U ostainich nebvla embrva po rormrazeni vhodna k transleravéni - U 33,7% transterovanvel em-
brvi pezivalo vice nez 30% blastomer. Bylo dosazeno 3 klinickych tehotenstvi, 1. 8,8%
hot /KET. Primémé deba skladovani zmrazenych embryvi byla 3,9 mésich u pacientek, které po
KET otehotntly a 6,6 mésich u pacientek bez gravidity,
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V souboru I byl KET proveden u 32 z 50 pripravovanych pacientek (64,0%). Transferovana

byla pouze embrya s 50 a vice procenty preZivajicich blastomer. Byle dosaZeno 7 Klinickych té-
hotenstvi, tj. 21,9% t&hot /KET. Primérna doba skladovani byla 8,4 mésicit u pacientek s né-
slednou graviditou a 8,2 mé&sicit u pacientek bez gravidity.

MuZeme konstatoval, Ze zlepSeni vysledki po KET bylo dosaZeno jednak zmraZovanim pou-

ze kvalitnich embryi a jednak transferovanim embryi s minimélng 50% pieZivajicich blastomer.
Délka skladovani zmraZenych embryi ani technika transferu jednotlivych gynekologfi neméla pa-
trné na vysledek transferu vliv.

i

I~
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Fig. I:
Embryos after thawing with minimum 50 % of surviving
blastomers before transfer
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PRO PRAXI

Darcovstvi gamet - biologické,

Ces, Gg'nek
62,1 B ]

legislativni a etické aspekty

I. Crhal, P, Ventruba®, T. Marde&i&?, J. Zakova'
11 gynek. -pnrod klinika LF MU Brno, pfednosta doc. MUDr. P. Ventruba, DrSc.
%Sanatorium Pronatal, Praha, vedouef MUDr. T. Marde3is, CSe,

Dércovstvi gamet mé v palet® metod asistova-
né reprodukce své dileZité misto. S vyvojem repro-
dukéni mediciny doslo i v této oblasti k vyraznym
zméndm. Rozvoj IVF (in vitro fertilizace) umoZnil
vyu#it p¥i terapii neplodnosti darované oocyty a po-
get en odkdzanych na tento postup stéle nartisté.
Na druhé strané zavedeni intracytoplazmatické
injekce spermie (ICSI = IntraCytoplasmatic Sperm
Injection) sniZuje podet pi{padd indikovanych pro
ddrcovstvi spermif. Svym charakterem je ddrcov-
stvi zdrodefnych bunik spojeno s fadou otédzek
etickych a legislativnich. Nesmirn& dileZité jsou
i vlastnf biologické aspekty postupt a praktik po-
uZivanych p¥l ddrcovstvi gamet [6].

Cilem tohoto p¥{sp&vku je uvést jednak soudas-
né nédzory na tuto problematiku, jak byly diskuto-
vany na 12. vyro¢n{ schiizi Evropské spoleénosti
pro lidskou reprodukei a embryologii ESHRE
v Maastrichtu v ¢ervnu 1996 a upozornit na sou-
gasny stav v CR.

Etické principy by mély byt v souladu s legisla-
tivou, kterd je pak zdkladem pro praktické prova-

déni. V tomto pofadi je proto také problematika '

uspofdddna,

1. Etické principy
Zékladni eticka prav1d1a je moZno rozdélit do
t¥f hlavnich okruhi:

1.1, Zishkdvdn{ ddrct

Pii rekrutovdn{ ddret jsou etickymi komisemi
vieobecnd piijimédna hlediska zdravotniho stavu
dérce, PFi pouZit{ nezdravotnich hledisek (napf.
psychologické vyBetfenf, vybér podle poZadavki
budoucich rodi&d aj.) vznikajf ndmitky, zda tfmto
zptsobem jiZ nemutZe dochdzet k eugenickému
screeningu.

1.2. Finanénf odména ddrei

Problematika platby dérch je pfedmétem aZ
filosofickych diskusi - samo slovo darce vyluduje
platbu. DilleZité je sprdvné nastavenf tohoto para-
metru tak, aby byla zfejm4 hranice mezi komeréni
a nekomeréni sférou. Uplatfiuj{ se zde tyto ndzory:

- JestliZe je darovani gamet chdpéno jako daro-
vén{ orgédnil, platba nenf etickd. Ndhrada ndkladd
dérce je vEak pFijatelna.

- Darovéni gamet muiZe zvySovat riziko pfenosu
chorob. Platba muZe prildkat jedince s vysokym

rizikem pFenosu téchto chorob, napf. HIV u osob
z4vislych na drogéch.

1.3. Zdjmy a prdva budouctho ditéte

V této oblasti jsou uvedeny jen n¥které z ota-
zek, na které se obt{Zn& hled4 objektivni odpovéd
[7, 8].

* M4 byt asistovand reprodukce omezena na
pifpady jen medicfnské nutnosti?

¢ Jak rozhodnout v oblasti nemedicfnskych pii-
padl osaméle Zijfcf Zeny nebo lesbické dvojice?

= Jak zvAZit argument, Ze neni v zdjmu ditéte
byt narozeno mimo tradini rodinu?

s M4 dit® prdvo zndt identitu svého biologické-
ho rodi&e? - Znamené to, Ze rodide, ktefi nebudou
ochotni pFiznat ditéti \lohu darce maj{ byt z téchto
programu vyloudeni?

» Jak spravnd posoudit prdva a zdjmy poten-
cidlniho ditéte?

e Je moZné Fiet, Ze neni v zdjmu ditéte byt
narozeno rodiéim, kte¥{ mu nep¥iznaji jeho pravy
pivod?

2. Darcovstvi gamet a legislativa

Mezi evropskymi staty existujf vyrazné rozdily
tykajic se zdkonl upravujicich manipulaci s game-
tami a jejich ddrcovstvim [2]. Dulezitymi faktory
jsou omezeni pro dérce, platba, pravidla pro vy3et-
¥eni dérci, zdsady pro posouzen{ recipienti a ano-
nymita. Struény prehled je uveden v tabulce 1.

V Evropé existuje konsenzus v téchto zdsa-
déch:

a) Pouziti ddarcovstvi gamet u neplodnych dvo-
jic, které 1éZbu potFebujf a které s ni souhlasi.

b) Platba je obecn¥ povaZovéna za neprijatel-
nou. Vyjimkou je kryti nakladu, coZ je v souladu
s principem nevyuZziti lidského t&la a jeho produk-
th ke komer&nim d&eliim.

¢) Respektovéni zdjmu a dobrych podminek vy-
voje potencidlntho ditéte.

3. Praktické zdsady pro ddarcovstvi gamet
Predkladané zdsady vychézi z jednani multi-
disciplindrn{ skupiny experti Evropského spole-
genstvi v letech 1993 az 1995. Je uznévéno, Ze
naprostd uniformita regulaénich opatieni nebyla
cflem téchto jednédni. Programy dércovstvi gamet
by vsak mély respektovat urgité minim4ln{ poZa-
davky tak, aby byla zajist&na bezpe&nost a dobré
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Tab. 1. Existence nebo absence zasad pro dércovstvi spermatu a oocytd. (*BAS = British Andrology Society)
Stdt Omezeni pro Platba VySetPen( PoZadavky na Anonymita Potet
dédrce déred recipienty potomki
Diénsko probihd revize souhlas partnera nutnd pro cocyty, .
pldnované dpravy
Francie muz - 45 let, Zena Jjen dhrada HIV, hepatitis, | reproduk&nf vik, povinnd 5 détf
bez omezen{ u3lé mzdy CMV manZelé nebo 2 roky
spolu
Norsko musi byt fenaty vdand fena mlads{
37 let
Spanelsko bez omezeni vZetnd
svobodnych fen
Svédsko pisemny souhlas manelé nebo 2 roky | dit& md prdvo na
spoleéného Zivota identifikaci biclogického
rodige
Svycarsko | zakdzané v Basileji bez manfelské dvojice prévo na informace o 10 détf
a Glarus omezent rodi&ich
Velkd sperma 18-55, 15 liber za stanoveny pEihlZ k zdimim ddv4 se pfednost 10 détf
Britdnie oocyty < 35 let odbér piedpisy BAS* | ditéte anonymitd
Rada podle rozhednut{ pouze ndklady ne pro osamélé feny
Evropy ékafe a uild mzda a homosexudly

klinickd praxe pro pacienty i ddrce. Zdsady povaZo-
vané za povinné jsou v pfehledu uvedeny slovy
,musi byt".

3.1. Ndbor ddret

a) Ddrce musf byt informovén o pouZiti gamet,
maximélnim poétu rodin, ve kterych se z jeho ga-
net mohou déti narodit, o zdravotnim riziku p¥
rdbéru (predevdim u darkyni oocytil), o souvisejict
egislati=X 5 ostupu pii odbéru.

b) Centrum od ddrce musi ziskat informovany
souhlas. Donor musi mit moZnost kdykoli zrusit
svij souhlas s daldim pouZitim gamet.

c) Déarce musi byt nejméng 18 let stdr a je
‘hodné stanovit také horni vikovou hranici. Pro
larce spermatu je doporugen vék do 45 let, u dér-
it oogyti do 35 let. h

d) Clen pracovniho tymu nesmi byt donorem ve
vém pracovnim centru.

e) Je podporovdno anonymni darcovstvi (bez
dentifikaénich informaci mezi donorem a recipien-
em). Otdzka identifikace ddrce poskytnutd potom-
{im je predmétem debat a v nékterych stdtech je
tanovena legislativng,

f) Darcovstvi gamet by nemélo byt motivovdno
inanéné. Je mo#né hradit nutné vydaje. Pokud je
tanovena odména, je tfeba ji omezit tak, aby ne-
yla primédrnim dtvodem dédrcovstvi.

g) Centra by méla ziskdvat pouze dérce gamet,
tefi jiZ maji zdravé dati.

2. Vydetreni ddret

LékaF musi vy&etiit zdravotni stav a anamné-
u dérci, aby se vylougily prenosné choroby a pa-
slogické stavy nepfiznivé ovliviiujici fertilitu [1,

1.

3.2.1. Riziko infekénich chorob

Pri poateénim screeningu musi byt negativni
asledujici testy:

a) Sérologie na HIV 1 a 2 (HTLV podle lokdlni
prevalence).

b) Sérologie na syfilis, hepatitidu B a C.

c) Neisseria gonorrhoeae a Chlamydia tracho-
matis ve spermatu nebo v moé& pomoei spolehli-
vych technik (napf. uretrdlnich tampont).

Po Zesti mésieni karantén& musi byt negativni;

- sérologie HIV 1 a 2 (pop¥. HTLV),

- sérologie na syfilis, hepatitidu B a C.

Dérce musi byt testovdn na cytomegalovirus
(CMV), a to pii po¢dteEnim screeningu a po Sesti
mésiéni kontrole. JestliZe dolo k sérokonverzi,
darce musi byt vyfazen. Recipienti séronegativni
na CMV musi dostat gamety pouze od séronegativ-
nich ddret.

3.2.2. Riziko genetickych chorob

Lékat musf cflend vySetfit a zajistit rodinnou
anamnézu genetickych chorob. Doporuéuje se sta-
noveni karyotypu a seleletivni testovéani na recesiv-
ni genetické choroby s vy3%{ prevalenci v dané ob-
lasti. Osoby s dédiénymi chorobami musi byt
z ddrcovstvi gamet vyfazeny.

JestliZe je u dérce zjiBt&no genetické riziko, roz-
hodnuti o moZnosti pouZit jeho gamety musi byt
stanoveno ve spolupréci s genetikem.

3.3, Technické aspekty ddrecovstvi gamet

a) Centra provadéjici program dércovstvi ga-
met musi zajistit nejvy&&i moZny standard préce se
zérodeénymi butikami a jejich skladovani [11].

b) Pravidla a postupy manipulace s gametami
musi byt jasné definovany.

¢) Dércovstvi gamet musi byt provddéno zkuge-
nym pracevnim ty¥mem v centrech s nezbytnym vy-
bavenim.

d) Programy dédrcovstvi gamet by mély prova-
dét multidisciplindrni tymy.

e) Musi byt zajiiténa kontrola kvality labora-
tornich postupn.
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f) Gamety musi byt odebfrdny v centru.

g) Dusledné je tfeba dodriovat diskrétnost ddr-
ctt i recipientd.

h) Mé&la by byt mo¥nd vyména gamet mezi
cenfry pouZivajicimi srovnatelné standardy. N4-
kup a prodej lidskych gamet mus{ byt zakdzan.

i) Dércovstvi spermatu lze provadét jen sper-
matem kryokonzervovanym nejméné po dobu Zesti
mésict. Odpovidajici testy na vyloudeni pfenosu
infekénich chorob musi byt provedeny na za&atku
a konai karantény®,

j) Vzhledem k dosud malé isp&snosti zmrazo-
véani oocyth v programu dircovstvi gamet jsou vét-
Sinou center pouZivdna zmrazend embrya. Pokud
se transferuji derstva embrya, recipient musi byt
jasné informovén o riziku moZnosti pfenosu infeké-
ni choroby.

k) Ve stejném cyklu nesmi byt pouZity spermie
nebo ooeyty od dvou rtznych déret.

1) Presné dokumentace o déreich musi byt ve-
dena samostatné,

3.4. Pou#it{ darovanych gamet

a) Recipient musi byt informovén o metodach
néboru ddren, jejich vyZetfovani, o moZnych rizi-
kdch lé¢by, legislativé, postupu proveden{ a spés-
nosti 1é&by v daném centru,

b) Recipientim musi byt nabidnuto poraden-
stvi (,counselling®).

¢) Od dérct musi byt ziskdn informovany sou-
hlas.

d) Dércovstvi gamet nesmi byt pouZito pro eu-
genické udely.

e) Pri vybéru darct by mély byt respektoviny
fenotypické charakteristiky donora i recipienta.

f) PrestoZe riziko p¥ibuzenského poleti v du-
sledku darovani gamet je extrémné nizké, polet
déti od jednoho dédrce by mél byt limitovan. Z psy-
chologickych a socidlnich divodd by tento podet
mél byt nizky. Vzhledem k tomu, Ze v jedné roding
muze byt od jednoho darce vice déti, mél by byt pri
ddrcovstvi gamet limitovéan poéet téchto rodin.

3.5, Hodnoceni vysledhkt: [écby

a) Centrum musi zaznamendvat vysledky légby
a téhotenstvi dosazend pii ddrcovstvi gamet.

b) Kazdé centrum musi poskytnout vefejné
udaje o 1é¢bé a jeji uispéinosti.

¢) Diilezita je centralni registrace statistickych
udajh snadno dostupnych pro vefejnost.

4, Darcovstvi gamet v CR
V Ceské republice je nutno vychdzet z nésledu-
jicich metodickych pokyni, zdkont a doporudeni:
Metodicky ndvod o vySetfeni ddred krve, lid-
skych tkanf a spermatu® Véstniku MZ CR pozaduje
vy&etieni ddrce na aktivitu ALT, pfitomnost povr-

chového antigenu viru hepatitidy B, protildtek pro-
ti viru hepatitidy C, protildtek proti HIV-1 a infek-
ce Treponema pallidum,

V oblasti legislativy plati odstavec 2 § 58 z4ko-
na & 94/1963 Sh. o roding: ,Otcovstvi k ditéti naro-
zenému v dob& mezi stoosmdesitym dnem a ti{-
stym dnem od umélého oplodniovani vykonaného se
souhlasem manZela matky nelze pop¥it. Otcovstvi
lze vak popfit, jestlize by se prokdzale, Ze matka
ditéte ot&hotnéla jinak.” [10]. Z toho vyplyva, ze
diisledky zdkona o rodiné jsou podminény tim, Ze
oplodnénou se souhlasem jejiho manzela a nelze
tedy extenzivnim vykladem presumpci otcovstvi
vatdhnout na jakéhokoli partnera Zeny.

¢ V otdzce darcovstvi cocytl po vice ne? Etyfleté
diskusi do&lo ke konsenzu, Ze 1é&bu sterility pomoci
darovanych oocytl stavajici platny pravni rad jed-
noznaénéd umoZiuje a byl odbornou spoleénost{
(Sekei asistované reprodukce CGPS) vypracovén
materidl ,Zéasady pouziti darovanych ooecyth
v programu in vitro fertilizace". Tyto zdsady né-
sledné schvalil vybor CGPS dne 7. 2. 1995 a byly
bez pripominek diskutovdny na Centrélni etické
komisi MZ GR dne 25. 4. 1995. Odborné komise
MZ CR pro fertilizaci in vitro projednala a schvélila
névrh vyboru sekce asistované reprodukee CGPS,
#e dédrcovstvi oocytl mohou zajisfovat jen plné
akreditovand centra AR, provddéjici vice nei 400
vykont za rok (pfipraveno k vydani ve Véstniku
MZ CR).

Minimélni standardy pro centra asistované
reprodukce zahrnujici nejen vybavenost pracovis-
té, ale i pozadavky na odbornou uroven a sloZeni
tymi upravuje metodicky ndvod & 8/1996 Vést. MZ

R [5]. P¥i provadéni vykon asistované reproduk-
ce je nutno respektovat zdsady a doporugeni SAR
CGPS, napt. maximaln{ podet transferovanych em-
bryi. V dneéni dob& musi byt na3i snahou omezit
vznik komplikaci asistované reprodukee, za které
lze povaZovat vicefetné tZhotenstvi (kromé& dvoj-~
tat), zdvainy ovaridln{ hyperstimulaéni syndrom
[4], Easné tEhotenské ztraty, mimodélozni téhoten-
stvi aj. Jedna z nadich moZnost{ je analyza dat
ndrodniho registru ART a pFijimdni doporuéent
upravujicich postupy asistované reprodukee podle
nejnovéjsich poznatkd [9).

Uvedeny ptehled otdzek a postoji souvisejicich
s problematikou dércovstvi gamet ukazuje na slo-
Zitost vymezeni pravidel v této oblasti, S mnoha
nézory komise ESHRE se miZeme ztotoZnit, u ji-
nych spise citime, Ze jejich legislativni prosazeni by
znemoznilo ddrcovstvi gamet provadét, Priprava
piislugnygch zakont proto vyZaduje peélivou ptipra-
vu a hleddni Fedeni respektujicf etické principy
i praktickou proveditelnost.
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Abstract

Sperm donation has been an integral part of the assisted reproduction programme at the Depart-
ment of Gynaecology and Obstetrics of Masaryk University and the Faculty Hospital in Brno since
1995. In spite of great progress in the assisted reproduction possibilities the usage of donor sperm has
its own irreplaceable place, because there will always exist couples for whom it is a unique solution to
beget their own offspring.

During the 10-year period, after fulfilling the specific seminal, microbiological, serological, and
genetic requirements, there were sorted out only 65 donors out of 280 donor candidates. More than
4500 samples were cryopreserved and 2800 samples were used for intrauterine inseminations and
oocyte in vitro fertilisation.

Key words

Donor, Semen, Cryopreservation, Sperm, Insemination

Abbreviations used

ICSI, intracytoplasmic sperm injection; TUT, intrauterine insemination; IVF, in vitro fertilisation

INTRODUCTION

When clinicians started to be aware of the fact that azoospermia or very severe
oligospermia could not be improved by medical treatment, the idea of creating sperm
banks arose. Using donor sperm became an integral part of assisted reproduction.
Before the introduction of micromanipulation techniques, mainly the oocyte intracy-
toplasmic sperm injection (ICSI) (7), (2), it was the only possibility of reaching one’s
own child in cases with low sperm count, sporadic sperm, poor motility, immotility, or
in a combination of these factors. In spite of markedly reduced usage of donor sperm
because of the possibility of obtaining fertilisable sperm from the epididymis (Micro-
epididymal Sperm Aspiration) or the testis (Testicular Sperm Extraction) as well in
some cases there remains an irreplaceable place for the donor sperm.
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The donor sperm is used to treat couples with azoospermia, severe male factor
infertility, significant sperm or seminal abnormalities, in families carrying genetic
diseases which may be transmitted by the husband’s spermatozoa, in cases of Rh
incompatibility, previous failure to fertilise, and in some countries with HIV serop-
ositive males (3).

Efficient cryopreservation and storage of semen samples is an important condi-
tion for the sperm bank establishment. The storage duration is not limited. Cryo-
preservation is known to cause some changes in the sperm morphology, including
damage to mitochondria, the acrosome, and the sperm tail. The sperm motility is
particularly sensitive, and it is generally accepted that it can be reduced to one half
after a cryopreservation/thawing procedure (4,5,6). Due to this fact, it is necessary
to choose potential donors with an emphasis on this sperm parameter.

Before becoming donors, all candidates are interviewed and screened by our
rules. Sperm is used only after six months of storage, when negative serology is con-
firmed. The donation is anonymous and free of charge in the Czech Republic. Only
the expenses connected with donation are covered for the donor.

The sperm donor programme has a ten years ' tradition at our workplace, and
our sperm bank belongs to the largest in our republic. Some other centres of assist-
ed reproduction are interested in our donor semen. Sperm is used for intrauterine
insemination (IUI), classical in vitro fertilisation of oocytes, or for ICSI.

MATERIALS AND METHODS

From the beginning of 1995 to April 2005, 280 prospective donors had been registered in our Cen-
tre of Assisted Reproduction. The possibility of becoming a donor was heard of from friends - other
donors, from leaflet campaigns in blood transfusion places and residential halls, and from articles
published in magazines.

Admission Requiements

Donor candidates are recruited from 18- to 35-year-old volunteers, of minimally secondary school edu-
cation with good health status and absence of genetic abnormalities. During the selection, a personal and
family medical and genetic history form is completed with the aim to discard potentially inheritable disor-
ders. A questionnaire focused on phenotypic characteristics (hair colour, hair texture, eye colour, height,
weight, blood type) and character and interests is also filled out. Before becoming donors, all of them
have to pass the semen testing and microbiological, serological and genetic examinations. They are fully
informed about anonymity and further details, and provide a signed consent for the use of their gametes.

Regquisite Investigations
1. SEMEN SAMPLES EXAMINATION

Semen samples, collected by masturbation, are examined within | hour after ejaculation into
a sterile container (abstinence for 2 to 3 days). After liquefaction a semen analysis is carried out - the
semen volume, sperm concentration, motility percentage, and sperm morphology are evaluated ac-
cording to the WHO Manual (7) in a Makler chamber. The minimal semen parameters recommended
for the donors are mentioned in Table 1.
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Table 1
Minimal semen parameters

Volume > 2 ml

Sperm motility > 60% moving actively

Sperm concentration > 50x10° sperm/ml

Sperm morphology normal range

Cryosurvival > 50% of initial motility

2. MICROBIOLOGICAL SPERM EXAMINATION

The basic bacteriological examination for anaerobic and aerobic microorganisms and the examina-
tion for Ureaplasma urealyticum and Mycoplasma hominis presence are performed.

3. SEROLOGICAL EXAMINATION

Prospective donors are screened for sexually transmitted and infectious diseases by: serological
test for syphilis, serum testing for hepatitis B surface antigen, hepatitis C antibody (HCV), serum test-
ing for HIV-1 and HIV-2, and testing for ALT. Blood type and Rh factor are determined. Each sample
is cryopreserved for a half-year period and can be used until after a repeated negative test confirma-
tion. If any of the tests mentioned above is positive, the donor must be rejected and offered appropriate
counselling and treatment.

4. GENETIC EVALUATION
A full family and genetic history is taken, and caryotyping is carried out. The cystic fibrosis carrier
status is eliminated.

Informed consent

A donor signs the informed consent form, in which he declares that he is a man without a history
of sex with men, and has not injected drugs for non-medical reasons. He knows that he must announce
any changes in his state of health, e.g. transmitted sexual diseases, without delay.

Anonymity protection

Sperm donation is anonymous in the Czech Republic. The donor samples are marked by a numer-
ical code. When used, they are transliterated once more. In this way not only anonymity between the
donor and the recipient but also between the doctor and the. laboratory staff is guaranteed.

The use of donor sperm may be carried out only in a married couple after the informed consent
has been signed. The couple can complete a questionnaire respecting the donor characteristics. Phe-
notype, blood type, and Rh factor are taken into account.

Donation and its limits

The internal rules for donation and its limits have been defined. The donor should come to the
semen taking minimally once a week until 20 - 30 sperm samples arc cryopreserved or until 8 - 10
children from his sperm were born. This period is called donor cycle.
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Sperm cryopreservation and storage

For the semen sample cryopreservation Richardson’s medium prepared by ourselves was used
from 1995 to 2001. Its base was buffer, glucose, fructose, and sodium citrate. Glycerol was used as
a cryoprotectant. Glycine and egg yolk served as a protein source. Since 2000 we have started to per-
form cryopreservation with commercially produced media from Medi-Cult (Denmark) or IVF Science
and/or Vitrolife (Sweden).

Semen is mixed with cryomedium and portioned into plastic tubes. The samples are frozen by
one of two methods - either by means of a Planer Kryo F10 programmable equipment by the standard
freezing curve or in nitrogen vapour only.

The samples are stored in Dewar vesscls in liquid nitrogen. The nitrogen volume is inspected and
supplied at the vessels once a week.

Sperm thawing and preparation for insemination

After withdrawing from the Dewar vessel the cryotubes are left at room temperature. The thawed
semen is prepared by a swim-up procedure. During rinsing with a preparation medium the cryoprotect-
ant is removed. The total number of motile spermatozoa in the final preparation is calculated.

RESULTS

The interest to become a donor was shown by 280 candidates 18-5 years old
(23.6%3.9) during a decade. On the basis of substandard semen parameters 187
candidates (66.8 %) were refused. Out of 93 candidates invited for microbiological,
serological and genetic examinations, 18 did not come. Lack of interest after having
learnt the result of the spermiogram was the probable reason. Seven men out of 75,
who had passed through a genetic evaluation, presented inconvenient findings. The
causes of their rejection were: positive biochemical screening for a metabolic inher-
ited disease (3x), mutation dF508 heterozygote carrier (2x), objectionable karyo-
type (1x), family genetic load (1x). After passing all the requisite investigations, 65
men (i.e. 23.2 %) became donors out of 280 previous candidates.

DONOR CYCLE TERMINATION

Qut of 65 selected donors only 33 men finished the whole donor cycle successfully. According to
the semen taking frequency the donor cycle ranged from 1 to 3 years. The others stopped donating
for various reasons:

1. deterioration in the semen quality - in 6 cases decline of concentration and motility,

in 7 cases a low quality after the cryopreservation/thawing procedure;

2. seven men stopped at their own request;

3. 12 donors stopped for unknown reason;

4, six donors reached 10 born babies.

THE NUMBER OF SAMPLES

Since the sperm bank establishment, 4680 semen samples have been cryopreserved. 2819 samples
were withdrawn and used up to date. 1233 samples were used for 1UI and 916 samples for IVF. 670
samples were not suitable for insemination. Further 4 centres of assisted reproduction from the Czech
Republic have been interested in our donors * semen. They have withdrawn 405 samples since the year
2000,
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DISCUSSION

The recruitment and selection of semen donors is a problematic procedure (8).
Only relatively few donors are recruited compared with those screened. More than
one half of the interested persons (67.0 %) was rejected because of poor sperm
quality in the first examination. They were men without any previous experience in
this field. This examination may signalise some potential problems to be solved by
them in future. Nearly 20 % of men with good sperm parameters did not come any
more after the first examination. It can be speculated that it was only a good chance
for them to find out their own sperm parameters free of charge, or they changed
their minds for various reasons. As no seropositive candidate was met, some could
probably belong to those mentioned above. Positive microbiological detection was
very rare and antibiotic cure was sufficient for its elimination. Inconvenient genetic
screening occurred only in 10 % of the candidates.

The correct functioning of a semen donation programme requires, besides well-
established cryopreservation, an exhaustive control of both clinical and legal as-
pects. The most important aspect is to avoid any transmission of infectious and
genetic diseases to the gamete recipients and their progeny (9). The second is the
control of the offspring obtained from the donors in order not to exceed the maxi-
mum recommended number of newborns. At our Centre we have established a limit
of 8 - 10 babies from one donor, while, for instance, Dutch workplaces permit as
much as 25 offspring from one donor (/0).

It is important to select candidates who donate their gametes from a low risk
population for both infectious and genetic diseases and after an adequate selection,
to maintain a strict control of blood analyses and microbiological cultures.

On the basis of our observations we may conclude that the application of do-
nated sperm is an extremely safe option for infertile patients where the use of their
own gametes is not possible or where a continuous assisted reproduction treatment
failed, if all directives are strictly observed. Finally, the patients must be informed
about the fact that the total absence of risk by using the donated sperm cannot be
completely assured.

For the reasons mentioned above and management intensiveness of the whole
donor programme it is more convenient for some private centres to buy cryopre-
served samples from our sperm bank.

CONCLUSIONS

During the 10 years’ duration of the sperm donor programme at our Centre,
65 (23.2 %) suitable donors were selected out of 280 candidates after a strict selec-
tion and fulfilment of the specific seminal, microbiological, serological and genetic
requirements. More than 4500 samples were cryopreserved. About 2000 women
from our or other Czech centres wished to use donor sperm for intrauterine insemi-
nations and oocyte in vitro fertilisation. The sperm donation programme has its
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irreplaceable place, even if significant progress in assisted reproduction techniques
has been achieved, because there will always exist couples for whom it is the only
solution to beget their own offspring.

Zikovd, J., Ventruba, P, Crha, I, Lousovd, E.

PROGRAM DARCOVSTVI SPERMATU V CENTRU ASISTOVANE REPRODUKCE V BRNE:

VYSLEDKY 1995 - 2005

Souhrn

Darcovstvi spermatu je souddsti programu asistované reprodukce Gynekologicko-porodnické

kliniky FN a LF MU v Brné od roku 1995. Program darcovstvi spermatu ma i pfes velké pokroky
v mozZnostech a technikdch asistované reprodukce své nezastupitelné misto a stale budou existo-
vat pary, pro které je to jediné FeSeni ke zplozeni potomka. Za 10 let trvani bylo po splnéni viech
piedepsanych kritérii a spermiologickém, mikrobiologickém, serologickém a genetickém vySetfeni
vybrano 65 (23,2 %) vhodnych darci z 280 zdjemcl o darovani. ZamraZeno bylo pies 4500 davek
a spotiebovano pies 2800 ddvek pro intrauterinni inseminace a in vitro fertilizaci oocyti.
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Moznost vyuziti darovanych gamet
nebo embryi pri lécbe neplodnosti

1. Zakova, P. Veniruba, |. Crha, E. Bulinovd, E. Lousovd

Savhr: Program darcovsivi e no nofem pracovidt nedilnou soucésty metod osistované reprodukee vz od roku 1995, kdy byl poprvé zohdjeno pouZitl darcovscch
spermii. Darovanych vajiéek [oocyit] zogalo byt wuzivano v roce 1997 o embryi od roku 1999, Talo moznost je nabizena parim, u Kerych z mnoha zévoznych piicin
nelze dosdhnout 18hoensivi viastimi zdrodaénymi buikami. Darowani spermil nebo embryi je uréeno pouze pro manzelské pary, darovanych vajicek mohou wuZit i pary
peornerské, Indikoce pro piijemce, whér darcd o pozedovky na né jsou shrmuty v lo préci.

Klitovd slove: darcovstvi - spermie — vajicko — oocyt = embryo — osistovond reprodukee

Summary: The possibility of donated gametes or embryos usage in nferfility treatment. Doner programme hos been on infegral porl of assisted reproduction methads ot
our workplace since 1995, when donor sperm was used os the firsl. Denor eggs we starled o use in 1997 and donor embryos in 1999, This possibility is offer to that
couples wha from some major problem cannat reach pregnancy with their own gametes. Donated sperm or embryo can be provided only 1o wedded pairs, donor eggs
also to partner pairs. Indicotions for reception donated gometes, selection of donors ond medical requirements on them are summarized in this paper.

Key words: donotion — sperm ~ egg ~ ovum — embryo — assisled repraduclion

Uvod

Lécba sterility pomihd stovkdm Zen a muZi
dosdhnout vliastniho ditéte. Pro pdry, keeré
z mnoha divodi nemohou dosdhnout tého-
tenstvi viastnimi gametami, nabizi asistovana
reprodukee (AR) moZnost mit potomstvo
diky programu darcovstvi vajicek, spermii
nebo embryi.

Myslenka na darovdni spermii a zaloZeni
spermabank vznikla, kdyZ sec ukazalo, Ze
mu#i § azoospermii nebo téZkou oligosper-
mii nernohou byt vylé@eni tak, aby mohli
mit své vlastni dité. AZ do ndstupu mikro-
manipulaénich technik oplozovani [1,2] byly
dircovské spermie jediné Feleni v piipadech
vyrazné nizk¢ho poétu aZ ojedinélych sper-
mii, spermii s omezenou pohyblivosti aZ
nepohyblivgeh, nebo pfi kombinaci obou
taktorl (koncentrace a motility). Na nafem
pracoviiti byla zaloZena spermabanka v roce
1995,

Darcovsivi vocytd a embryi se rozvinulo
s moZnosti a rutinnim zavedenim kryokon-
zervace embryl. QOocyty jsou urfeny Zendm
s omezenou vorbou viasinich vajitek, nebo
v pfipadech rizika pfenosu zdvaZnych vyvo-
jovych vad [3]. Prvniho t€hotenstvi po
oplozeni darovaného oocyw bylo ve svété
dosaZeno v roce 1984 [4]. PH kombinaci
téchto pfidin s andrologick¥m nebo genetic-
kym faktorem u mu#e, Fedi mto simaci da-
rovand embrya [5]. Darovanych vajicek za-
Caly pacientky naleho centra vyuZivat
v roce 1997 a embryi od rokul999 [6].

Diarcovstvi gamet i embryi je v CR bezplat-
né, dirci dostavaji pouze kompenzaci vyloh
spojenych s darovdnim (cestovné, uild mzda
atd). Anonymita dirch a pfijemci u nis #h-

www.praktickagynekologie.cz

stivd prisné zachovana. Darci i prijemci
jsou podrobng informovini o postupech,
problémech a rizicich spojenych s darovi-
mim & piijetim a podepisuji informovany
souhlas.

1. Ddrcovsivi spermatu

Indikace

Indikaci pro vyu#iti spermii darce je azoo-
spermie manZela nebo vysoké procento
morfologicky abnormdlnich spermii v eja-
kulat. Dale je to v pfipadé vaZnych gene-
ticky vizanych chorob nebo v piipadé imu-
nologické pficiny neplodnosti pdru. MiZe to
byt fefenim po opakovanych neaspéich
technik AR se spermatem manZela v nékte-
rych zemich i pro piry s HIV-pozitivitou
jednoho z nich.

Ddrce

Kritéria pro piijeti jsou vEk mezi 18 a 35 lety,
minimdlné stiedoikolské vzdélini a dobry
zdravotni slav, Se zdjemcem je sepsana ro-
dinnd a osobni anamnéza a je s nim vyplnén
dotaznik zaméfeny na fenotyp a povahové
rysy, je zaznamendna krevni skupina a Rh-
-fukior, Mezbyinou podminkou pro piijeti je
splnéni podminek spermiologického vyset-
feni — spermiogram je hodnocen dle Manu-
4lu WHO [7] a ndmi poZadované parametry
jsou objem ejakuldtu vice nef 2 ml, koncen-
trace spermii vice neZ 50 mil/ml, vice nei
60 % pohyblivych spermii, normdlni para-
metry morfologie a vice neZ 50 % udrieni
puvodni motility po zmraZeni a rozmraZeni,
Dal3i podminkou je negativni mikrobiolo-
aické vySetfeni — provadi se zikladni bakte-
riologické vySetfeni na aerobni a anaerobni
mikroorganisnty a na pfitomnost Ureaplasma
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urealyticum a Mycoplasma hominis. Dérce
dile podstupuje sérologické testy na syfili-
du, HBsAg, HCV, HIV-1,2, ALT. Po gene-
tické konzultaci je stanoven karyotyp a vy-
loufeno nosiésivi cystické Obrozy. Po
aspé&ném absolvovini viech vyde uvede-
nych vyietfeni je drce zafazen do databize
naii spermabanky.

Sperma darcd je po kaZdém odbéru zamra-
Zeno a uchovdvino v kontejnerech s teku-
tym dusikem. Vzorky jsou pouZiviny aZ po
pllroéni karanténni lhiug, po niZ jsou zopa-
kovany testy na HIV1,2.

2. Ddrcovstvi oocyll

Indikace

Darované vocyly jsou fefenim pro Zeny
s poruchami folikulogeneze, primarni ame-
noreou, pfedfasnym ovaridlnim selhdnim
a po skonéeni fertilniho obdobi, Vyznam-
nou pomoci je pro Zeny s genetickou zat@zi,
2vl45tE Turnerovym syndromem a v piipadé
rizika pienosu zivaZné penetické vady.
Opakovany nedspéch metod AR, nekvalitni
vlastni oocyly, nebo opakované fragmentace




Moznost vyuziti darovanych gamet tieba embryi pri 166bs neplodnosti

embryi z nich veniklych jsou rovnéz divody
k vyu#id oocytd dirkyné,

Pozadavky na dérkyni

Diérkyni vocytd mbZe byt zdravd Zena ve
véku 18 aZ 35 let, kterd spligje kritéria séro-
logického vySetfeni (negativita HbSAg,
HIV1,2, BWR, HCV, screening STD) a ge-
netického vyletfeni (anamnéza, karyotyp).
Je s ni sepsdna rodinnd a osobni anamnéza,
vypInén dotaznik zaméfeny na fenolyp
a povahové rysy a je stanovena krevni sku-
pina a Rh-faktor [8].

Ma nafem pracovidti mame 2 wypy dirkyii.
Jsou w jednak dobrovolné diarkyné | zven-
ku®, coZ jsou Zeny hormonilné stimulované
pouze pro Géel darovini. Na tyto Zeny mame
poZadavel, aby byly matkami alespoil jed-
noho  zdravého ditéte. Druhym  typem
darkyii jsou Zeny z programu AR, které maji
vyEii podet vajicek, tzv. oncyte sharing. Jsou
to pieva#ng Zeny, kieré se 1E80 pro sterilitn
partnera.

Priprava ddrkyh

Dirkyné podsmpuji ovaridlni stimulaci go-
nadotropiny v kombinaci s GnRH-agonisty
nebo antagonisty. Stimulace je moniloroviina
ultrazvukové a hormondlné. Odbér oocyti
probihd vagindlni punkci folikuld pod kon-
trolou ultrazvulku.

Oplozavini oocytt a tronsfer embryi

Ziskané oocyty jsou oplozoviny bud derst-
vym, nebo zamraZenym spermatem. Vyhoda
kryokonzervace spermatu partnera piedem
spofivd v okamZité moZnost sperma pou#it
v pfipadé nefckané darovanych oocyti.
Je-li spermiogram dobry, probihd klasické
oplozeni pfidinim vypoéteného mnoZstvi
spermii k oocytim. V pfipadé nizkych hod-
not koncentrace spermii nebo sniZené moti-
lity probihd oplozovani intracytoplazma-
tickou injekei spermie do cytoplazmy
ooeylu (intracyloplasmatic sperm injection
- ICSD).

MNisleduje bud zmraZeni veniklych embryi
a skladovini v tekutém dusiku do doby po-
uZiti, nebo transfer Gerstvych embryi.

Transfer pouze zmraZenychfrozmraZenych
embryi se provadél aZ do roku 2001. Emb-
rya byla zmraZena na dobu 6 mésici, po je-
Jjichz uplynuti byly v déarkyni zopakoviny
testy na HIV1,2. V piipadé opétovné negati-
vity vysledki testu byla embrya pougita
k transferu. Vzhledem k tomu, Ze dspéinost
Cerstvych transferd je vydSi neZz kryoem-
bryotransferi, zaaly se provadét ,,Cerstvé™
transfery. Jejich podminkou je negativni ge-
netické a negativni aktudlni sérologické vy-
fetieni darkyné a podpis informovaného

souhlasu pifjemkyné, ve kierém je seznd-
mena s mofnym rizikem pienosu HIV bez
dodrZeni pilroni karanténni Ihiity.

Priprava pifjemkyii

Prijemkyné jsou jednak Zeny, kleré maji #a-
chovany menstroadni cyklus, a jednuk Feny
bez spontinniho menstruaéniho cyklu.
V prvnim pfipadé je nutnd synchronizace
cyklu dirkyné a pfijemkyné, wdi# je nutné
monitorovani spontinniho ovulaéniho cyklu
piijemkyng, Obdobi, ve kterém je nutno
ziskat oocyty, je pomémé kritké, a proto
vyZaduje dostatek darkyii.

Ve druhém pripadé je synchronizace darkyné
a pifjemkyné snadnéjii. Pijjemkyné jsou
plipravoviany estradiol valeritem, jehoZ ap-
likace miiZe trvat aZ nékolik tfdni. Vyho-
dou je tak deldi obdobi pro ziskini dirkyng.

3. Ddrcovstvi embryi
Indikace

Indikacemi pro piijeti darovanych embryf je
kombinace ovaridlniho a andrologického
faktoru neplodnosti, geneticka zitéZ u Zeny
i muZe nebo opakovany nedspéch po 1é¢bé
metodami AR.

Pivod embryi

Embrya pro darovini jsou jednak vytvifena
de novo oplozenim darovanych oocytl
spermiemi dirce nebo jsou darovina pdry
z programu AR, Jednd se bud o piry, které
JiZ dosihly ditéte a nadpofetnd zmraZend
embrya poskytli k darovéni, nebo péry, které
0 §vd zmraZend embrya nemaji jiz z nejriiz-
ngjiich divodi zdjem a pisemnym souhla-
sem je poskylli k darovini. Dérci embryi
musi spliiovart stejnd kritéria jako ddrei sper-
matu a vajicek.

Diskuse

Ziskdvini dirch a dickyf je naroény dkol.
Pouze neceld étvrtina adeptii na dirce sper-
matu projde Gspéiné naroénym sitem piede-
psanych vySetfend, a je zafazena do databdze
darch. Pridinou nedostatku darovanych
oocytl je zvIadte fasovd a fyzickd ndrofnost
a piidatné medicinské riziko, af uZ spojené
se stimulaci vajeénikia, nebo s viastnim od-
bérem. Do budoucna sc di ofekivat, Ze
s trendem oddalovini matefsivi do pozdéj-
Stho véku budou darované ococyty mladych
Zen stale Zidandjdi. Je tfeba mit na mysli
negativné se uplatiujici genetické faktory,
kieré v souvislosti s vEkem vyrazné snifuji
kvalitu vznikajicich embryi a které vedou
k jejich aneuploidii.

Livér

Program ddrcovstvi je nezbymou nabidkou
centra zabyvajiciho se 16¢bou neplodnosti
i pfesto, #e je velmi niroény na organizaci
Jjak vlastnich dired a jejich vyietieni, tak na
synchronizaci s prijemci. Je tieba cilend
apelovat na zdravé muZe a Zeny, aby se stali
dérci pohlavnich bunék. Darované gamety
4 embrya znamenaji terapeutickou moZnost
pro pary, u nichZ poufiti jejich vlastnich ga-
met neni moZné, nebo opakovang selhivi
lééba dostupnymi technikami asistované re-
produkee.
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Structure Abstract

Ohjective: To compare sperm count of cancer patients with health men, Lo analyze possible relati-
on of sperm pathology and diagnosis of malignant disease and present experience of our cryopre-
servation programme for cancer patients.

Design: Retrospective clinical study.

Setting: Department of Obstetrics and Gynecology, Masaryk University, Brno, Czech Republic.
Methods: 215 patients (age 25.4 = 5.6 years) were referred to our unit by oncology specialists for
semen cryopreservation before cancer treatment during 1995-2001, Sperm samples were analy-
sed according to guidelines of WHO. Richardson’s medium and Planer Kryo 10 were used for
standard cryopreservation. Sperm count results were compared to control group of 84 men (23.1
= 3.6 year) examined as possible sperm donors. Program SPSS version 9 was used for statistical
analysis. Standard intracytoplasmic sperm injection (ICSI) using frozen spermatozoa was used
for infertility treatment following malignant disease recovery.

Results: Testicular cancer was diagnosed in 115 (53.5 %) patients, malignant disease of lymphatic
and hacmopoetic tissue in 75 (34.9 %) cases — out of them 35 (16.3 %) Hodgkin's lymphoma. Twelve
men (5.6 %) were treated for osteosarcoma and 13 for other malignant disease. Only 2.8 % patients
had normospermia. Severe oligospermia < 5 mil/ml was found in 73 men (33.9 %) including 22
cases of azoospermia (10.2 %) and 12 cases (5.6 %) of cryptozoospermia. 138 (64.2 %) patients had
asthenospermia < 10 % of progressive motility, 49 (22.8 %) had terratozoospermia < 10 % spermato-
zoa with standard WHO morphology. Sperm concentration, progressive motility and morphology
were in cancer patients significantly lower (I < 0.001) than in control group. Men with testicular
cancer had significantly higher frequency of severe sperm pathology. Only 4 patients have retur-
ned for assisted reproduction treatment. In all cases ICSI was used, 1 pregnancy and delivery was
achieved. During more than 4 years after cryopreservation died 16.6 % of patients.

Conelusion: Cancer patients has significantly higher frequency of severe sperm pathologies than
healthy men. The most severe sperm pathologies are among men with testicular cancer. Only
minority of patients return for fertility treatment. Cryopreserved spermatozoa of cancer patients
are able to initiate pregnancy by assisted reproduction techniques.

Key words: cancer, semen cryopreservation, chemotherapy, male infertility, assisted reproductive
techniques

Strukturovany souhrn

Cil studie: Analyza spermiogrami onkologickych pacienti, posouzeni vztahu patologic spermatu
s onkologickou diagnézou a piehled zkusenosti s programem onkologické spermabanky.

Typ studie: Retrospektivni klinicka studie.

Ndzev a sidlo pracoviité: Gynekologicko-porodnicka klinika LF MU Brno.

Metodika: V letech 1995-2001 bylo odesldno na zmrazeni spermatu pied terapii maligniho nidoru
chemoterapii, aktinoterapii nebo orchidectomii celkem 215 muzii ve véku od 16 do 43 let (25,4 =
5,6). Hodnoceni spermiogramu bylo provedeno podle manuiilu Svétové zdravotnické organizace.
Kryokonzervace spermatu s Richardsonovym médiem byla provedena na piistroji Planer Kryo 10
standardni kiivkou ochlazovani. Parameiry spermiogramu byly porovnany s kontrolnim soubo-
rem 84 muza (23,1 = 3,6 let) prichdzejicich na vysetieni piti niboru diret. Statistické hodnoceni
bylo provedeno programem SPSS verze 9 (t-test, Levenuv test, chi-kvadrat, exaktni test Monte-
-Carlo).

Vysledky: Zhoubny niddor varlete byl diagnostikovian u 115 (53,5 %) pacient®, maligni onemocnéni
mizni a krvetvorné tkané v 75 pripadech (34,9 %), z toho Hodgkintv lymfom u 35 muza (16,3 %).
Pro osteosarkom bylo 1ééeno 12 muzi (5,6 %), ve 13 pfipadech (6,1 %) bylo prokizdno jiné maligni
onemocnéni. Normospermii podle WHO mélo pouze 6 pacienti (2,8 %). Tézka oligospermie < 5
mil/ml byla prokazana u 73 muzu (33,9 %), z toho azoospermie byla prokizina v 22 pripadech
(10,2 %), kryptozoospermie u 12 muiza (5,6 %). Astenospermie < 10 % spermii s progresivnim pohy-
bem byla zjiSténa u 138 pacientii (64,2 %), teratospermie < 10 % ve 49 pripadech (22,8 %). Pramérné
hodnoty koncentrace, progresiviniho pohybu a morfologie ve skupiné onkologickyech pacientii
byly signifikantné niz3i (p < 0,001) neZ v kontrolnim souboru. Téiké patologie spermiogramu byly
signifikantné ¢asté u pacientt s malignimi tumory varlete. Zamrazené sperma bylo dosud vy-
uzito u 4 pacienti. Ve viech pripadech bylo nutné pouZit techniku 1CSI, bylo dosa%eno 1 téhoten-
stvi a porod. Béhem 4 a vice let od kryokonzervace spermatu zemielo 16,6 % pacienti.
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Zavér: U onkologickych pacienti bylo prokazano signifikantni zhorseni spermiogramu, nejvyraz-
néjsi patologie byly pritomny u muzi s malignim tumorem varlete. Kryokonzervované spermie
jsou schopny s vyuzitim metod asistované reprodukce dosihnout téhotenstvi, zmrazené sperma
viak vyuzZije pro léébu neplodnosti jen malé procento pacienti. Program onkologické spermaban-
ky vyzaduje uzkou spoluprici centra asistované reprodukee s onkologickym pracovistém.

Klicova slova: karcinom, kryokonzervace spermatu, chemoterapie, muzska neplodnost, asistovansa

reprodukce

UVOD

Mnohé zhoubné nadory (napf. morbus Hodg-
kin, leukémie, seminom) postihuji ¢asto mladé
muze ve fertilnim véku a souc¢asna lééba je schopna
dosdhnout jejich vylééeni a dlouhodobé preziti. Ne-
gativnim dopadem onkologické terapie je u vétsiny
pacienti téZba porucha reprodukénich funkef véet-
né tvorby spermii a ndslednd neplodnost. Dalezi-
tymikolem komplexni péée o tyto pacienty je proto
conejlépe zachovat nadéji na biologicky vlastni dité
i po 1ispé&ném vylééeni maligni choroby. Za nej-
ucinnéjsi postup je v souéasné dobé povazovan od-
bér, zmrazeni a dlouhodobé uskladnéni spermatu.
V Centru asistované reprodukce Gynekologicko-
porodnické kliniky LF MU a FN Brno byl program
zmrazeni a dlouhodobého uskladnéni spermatu za-
héjen vroce 1995. Cilem prace je analyza spermio-
gram onkologickych pacientti prichazejicich ke
kryokonzervaci spermatu, posouzeni vztahu pato-
logie spermatu s onkologickou diagnézou a rozbor
sedmiletych zkuSenosti s provozem a vyuzitim
spermabanky mladych muza se zhoubnym nado-
rem.

MATERIAL A METODY

Od Fijna 1995 do prosince 2001 bylo do Centra
asistované reprodukce gynek.-porod. kliniky MU
v Brné odeslano ke kryokonzervaci spermatu 215
muzi ve véku od 16 do 43 let (25,4 = 5,6 rokd) pred
terapii maligniho nadoru chemoterapii, aktinote-
rapii nebo orchidektomii. Hodnoceni spermiogra-
mu bylo provedeno podle manudlu Svétové zdra-
votnické organizace [19]. Jako hranice normosper-
mie byla stanovena koncentrace < 50 %. Kryokon-
zervace spermatu s Richardsonovym kryoprotek-
tivnim médiem byla provedena na pristroji Planer
Kryo 10 standardni kiivlkou ochlazovani. Zmraze-
ny byly davky z 1-3 odbéri. Parametry spermio-
gramu byly porovndny s kontrolnim souborem 84
muzi ve véku od 18 do 37 let (23,1 = 3,6 roka)
prichazejicich na vygetieni pii ndboru darci. Sta-
tistické hodnoceni bylo provedeno s vyuZitim pro-
gramu SPSS verze 9 (t-test, Levenuv test, chi-
kvadrat, exaktni test Monte-Carlo). Pouzité tech-
niky asistované reprodukce odpovidaly standartu
pracoviité [18]. Diagndza a doba umrti byla verifi-
kovina prFi zachovani ochrany osobnich 1idajt z da-
tabdaze Narodniho onkologického registru spadové
oblasti.

Pro zhoubny ndador varlete bylo odeslano ke
kryokonzervaci spermatu celkem 115 pacientt
(53,5 %). Maligni onemocnéni mizni a krvetvorné
tkané bylo diagnostikovano v 75 piipadech
(34,9 %), nejcastéji Hodgkintv lymfom (35 muza,
16,3 %) a leukémie (25 muzd, 11,6 %). Pro osteo-
sarkom bylo 1é¢eno 12 muzi (5,6 %), ve 13 piipa-
dech (6,1 %) bylo prokazano jiné maligni onemoc-
néni — gastrointestinalniho traktu, mocového mé-
chyte, prostaty, respiraéniho traktu, kize (tab. 1).

Tab. 1. Prehled onkologickych diagndz a poétu pa-
cientia (n = 215)

Onkologicka diagndza Padet pacienti G
Tumor varlete 115 54,5
Lymfom Hodgkin 35 16,3
Leukémie 25 11,6
Lymfom non-Hodgkin 15 6,9
Osteosarkom 12 5,6
Ostatni 13 6,1

Celkem 215 100

Normospermii podle WHO mélo pouze 6 pa-
cienta (2,8 %). Tézka oligospermie < 5 mil/ml byla
prokdzdna u 73 muza (33,9 %), z toho azoospermie
byla prokdzdna v 22 p¥ipadech (10,2 %), kryptozo-
ospermie u 12 muzua (5,6 %). Astenospermie < 10 %
spermii s progresivnim pohybem byla zjisténa
u 138 pacienta (64,2 %), teratospermie < 10 % ve
49 piipadech (22,8 %) — piehled tabulka 2.

Tab. 2. Vysledky spermiogramu u onkologickych
pacientu (n = 215)

Vysledek Potet pacienti %
Normospermie [ 2,8
Oligospermie < 10 mil/ml 105 48,8
Oligospermie < 5 mil/ml 73 33,9
Azoospermie 22 10,2
Kryplozoospermie 12 5.6
Astenospermie < 25 % 179 83,3
Astenospermie < 10 % 138 64,2
Teratozoospermie < 10 % 49 22,8

V souboru onkologickych pacientd byla pra-
mérnd koncentrace spermii 24,6 = 26,3 mil/ml,
progresivni pohyb 12 = 13 %. P¥i porovnani s kon-
trolnim souborem zajemett o darovani spermatu
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Obr. la. Pramérna koncentrace 24,6 = 26,3 mil/ml sper-
mii u onkologickych pacientt (A, n = 215) a v kontrolnim
souboru 55,7 = 28,4 mil/ml (B, n = 84), p < 0,001

C.J = confidence interval
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Obr. 1b. Pramérné hodnoty progresivniho pohybu sper-
mii 12 = 13 % u onkologickych pacient (A, n = 215)
a v kontrolnim souboru 43 + 19 % (B, n = 84), p < 0,00+

Cl = confidence interval

(koncentrace 55,7 = 28,4 mil/ml, progresivni pohyb
43 = 19 %) byly rozdily statisticky signifikantni
(p < 0,001) — obrazky la, 1b.

Pro hodnoceni vztahu mezi onkologickou dia-
gndézou a poruchou spermatogeneze jsme pouzili
zastoupeni tézkych patologii spermiogramu (azo-
ospermie, kryptozoospermie,oligospermie < 5
mil/ml, astenospermie < 10 %) ve skupinach pa-
cienti s odpovidajicim zhoubnym onemocnénim
(obr. 2).

80 . TP —

701 W oligo< 5mil/ml (n=73)
60 - o kryptozoospermie (n=12) |
50 | = ' B azoospermie (n=22)
o W0E | O asthena <10 % (n=138) |
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10 4 =
(e =

Testis Hodgkin  Leukemia  Lymfom  Osteosarc.  Ostatni

Obr. 2. Rozlozeni tézkych patologii spermatu (%) pod-
le diagnéz zhoubného onemocnéni (n = 215)
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Pro statistickou analyzu nebyl poéet pacientii
v jednotlivych skupindch dostateény,proto byly po-
suzovany rozdily mezi muzi se zhoubnym onemoc-
nénim varlete a zbytkem souboru.

Byly prokdzdany tyto statisticky signifikantni
rozdily patologickych hodnot spermiogramu: oligo-
spermie < 5 mil/ml byla ¢astéji pritomna u pa-
cientil se zhoubnym onemocnénim varlete (46,1 %
i 20,0 %; p = 0,006), stejné tak astenospermie
< 10 9% (75,7 % vs 51 %; p = 0,008), ve frekvenci
ostatnich patologii nebyly signifikantni rozdily pro-
kazany. Obdobné vysledky byly zjistény pfi samos-
tatném porovnéani se skupinou pacient se zhoubnym
onemocnénim mizni a krvetvorné tkané.

S rozvojem programu onkologické spermaban-
ky a informovanosti onkologickych pracovist se vy-
razné zvysoval pocet odeslanych pacientd. V roce
1995 prigli 3 pacienti, v roce 1997 se pocet zvysil na
27 a v roce 2001 na 61 muza (obr. 3).

Ve spoluprici s Narodnim onkologickym regis-
trem jsme zjistovali, kolik pacient naseho souboru
béhem dané doby zemfielo. Z muzua, u kterych byla
kryokonzervace provedena pired 4 a vice roky to
bylo 16,6 %, pii delsim ¢asovém odstupu se procen-
to zemielych zvy3ovalo (obr. 4).

Zamrazené sperma bylo dosud vyuzito u 4 pa-
cientd. Ve véech pripadech bylo nutné pouzit tech-
niku ICSI, bylo dosaZeno 1 téhotenstvi a porod.

DISKUSE

Frekvence diagnéz v nafem souboru pacienta
s prevahou zhoubnyech nadorna varlete, mizni a kr-
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Obr. 3. Poéty onkologickych pacienti odeslanych ke
kryokonzervaci spermatu v jednotlivych letech
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Obr. 4. Poéet pacienta (%), zemielych v odstupu 3-7
let od kryokonzervace spermatu
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vetvorné tkdné odpovidd vysoké incidenci téchto
diagnéz ve fertilnim véku. Obdobné spektrum uva-
di centrum Bourn Hall [10] a dal&i pracovi&té [1, 6].

Studie prokdzala signifikantni sniZeni para-
metri spermiogramu u mladych muzia se zhoub-
nym nadorem proti kontrolnimu souboru. Tyto vy-
sledky jsou srovnatelné s udaji, které uvadi Mei-
row et al. [12]. Etiologie zhor%ené spermatogeneze
u onkologickych pacientt neni presné znama. Jako
moznd prifina je nejéastéji uvadén celkovy stres
organismu s moznou poruchou vvzivy [8] nebo imu-
nologické zmény [2]. Stupen postizeni spermatoge-
neze véak nesouvisi se stupném onkologického one-
mocnéni [3].

Pro hodnoceni zavislosti zhorieni spermatoge-
neze na typu maligniho nadoru jsme pouzili zastou-
peni nejtézsich patologii spermiogramu u prislus-
nych onkologickych diagnéz. U pacienta se zhoub-
nym nadorem varlete bylo pripadt azoospermie,
kryptozoospermie a tézké oligoastenospermie nej-
vice — rozdil proti pacientiim se zhoubnym ndadorem
mizni a krvetvorné tkané byl statisticky vysoce
signifikantni (p < 0,006), stejné tak oproti pa-
cientiim se vSemi ostatnimi onkologickymi diagné-
zami (p < 0,001). P¥i analyze téchto patologii mezi
jednotlivymi diagnézami navzdjem viak zadné dal-
81 signifikantni rozdily prokazdany nebyly. Nejvy3si
frekvence nejtézsich patologii spermatu u testiku-
larnich karcinomu je plné v souladu s velmi aktu-
alni hypotézou testikularni dysgeneze [16]. K pro-
jeviim toho syndromu patii zvyseny vyskyt vroze-
nych vyvojovych vad genitdlu (kryptorchismus, hy-
pospadie), poruch spermatogeneze a testikuldr-
nich karcinomu. Pfi¢inou testikuldrni dysgeneze je
alterace vyvoje varlete podminéna faktory narusu-
jicimi endokrinni regulaci (,endocrine disruptors®).
Souvislost poruch spermatogeneze a karcinomu
varlete potvrzuje vyznam dukladného urologické-
ho vySetfeni u muza s tézkymi patologiemi sper-
matu [17].

Nékteré prace [4] prokazuji signifikantné horsi
koncentraci a pohyb spermii u muza s Hodgkino-
vym lymfomem v porovnani s lymfomem non-Hodg-
kin, v na&i studii jsme tento rozdil neprokdzali.

Po ukoné¢eni onkologické 1ééby dochazi k obno-
veni spermatogenecze priblizné jen ve 20-30 % pa-
cient [7], k nevratné azoospermii predevsim v pii-
padech tumoru varlete dochdazi az v 90 % [5]. Na
vyslednou funkei gonady ma vliv cela irada faktort
— pouzité protokoly terapie [9], charakter zhoubné-
ho onemocnéni, kvalita spermiogramu pied zaha-
jenim lécby. Nejtéz&i postizeni byva v piipadech tu-
moru varlete a p¥i pouziti alkylaénich chemotera-
peutik [13]. Obnoveni spermatogeneze probihd ob-
vykle velmi pomalu, proto je doporuéeno s hodno-
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ZAVER

Kryokonzervace spermatu pred onkologickou
lé¢bu je predpokladem uspéchu lééby ndsledné ne-
plodnosti. Pii kryokonzervaci spermatu v téchto
piipadech je nutné pocitat se Spatnou kvalitou
spermatu pred i po zmrazeni, mnohaletym sklado-
vanim a nutnosti vyuziti intracytoplazmatické in-
jekece spermie. Kryokonzervace spermatu by viak
méla byt nabidnuta kazdému pacientovi pred tera-
pif vedouci k destrukei spermatogenese.
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Homocysteinémie a ovarektomie — prvni
e - e Ed - -~ -
zkusSenosti s funkénim monitorovanim
Homocysteinaemia and Ovarectomy: the First
Experience with Functional Monitoring
Kapral A.', Hyanek J.%, Zivny dJ.!, Pejznochova H., Dubska L., Fait T.'
2G_vn(zI.(ul0;.{1'(:lu:i-pcu'udni(:]-cél klinika 1. LF UK a VFN Praha, piednosta prof. MUDr. J. Zivny, DrSe.
Oddéleni klinické biochemie, hematologie a imunologie Nemocenice Na Homolce, vedouei
prof. MUDr. .J. Hydnek, DrSec.
Structured Abstract
Objective: Metabolie study on plasmatie levels of homoeysteine (Hey) in 30 women post ovarecto-
my suffering from benign diseases.
Based on previous pilot study by 6 women patients after ovarectomy the Hey level increase has
been supposed. Further objective was to detect possible change of homocysteinemia after applica-
tion of estrogen replacement therapy (ERT). Hyperhomocysteinemia (HHC) - increased level of
free amino acid homocysteine in blood - is considered on lipids independent risk factor in early
development of cardiovascular diseases. The deficiency of 5,10-methylatetetrahydrofolate reduc-
tase (mutation C677T) is suspected as the main reason for decreased remethylation of Hey. The
group of women heterozygous for MTHFR mutation was compared with group of women patients
without this mutation during the 8 weeks - monitoring after application of foliculostimulating
hormone (FSI), estradiol (E2) for folate, vitamine B12 and Hey in plasma.
Design: Basic study to get our own data about HHC in population of operated women before and
after ovarectomy and after ERT.
Setting: Department of Obstetrics and Gynaecology, 1st Faculty of Medicine, Charles University,
Prague.
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rerTiLiTY preservaTion

Survival and infertility treatment in male cancer
patients after sperm banking

Igor Crha, M.D.,* Pavel Ventruba, M.D.,* Jana Zakova, M.Sc.," Martin Huser, M.D.,"
Barbara Kubesova, M.D.." Robert Hudecek, M.D.,* and Jiri Jarkovsky, M.Sc.*

“ Department of Gynecology and Obstetrics, Faculty of Medicine, Masaryk University, and Faculty Hospital; ® Tissue Bank,
Faculty Hospital; and © Institute of Biostatistics and Analyses, Brno, Czech Republic

Objective: To evaluate the relationship between sperm pathology and cancer diagnosis, determine the mortality
rate, and evaluate the outcomes of the use of frozen sperm from the sperm bank.

Design: Prospective study.

Setting: University fertility center.

Patient(s): A total of 619 male patients were referred for sperm freezing before gonadotoxic therapy from 1995 to
2006.

Intervention(s): Semen analysis, data verification in the National Oncologic Register, assisted reproduction tech-
nologies, and statistical evaluation.

Main Ouicome Measure(s): Cancer diagnosis and sperm pathology analysis, survival of patients, and infertility
treatment success.

Result(s): Malignant testicular cancer was diagnosed in 43.6% of patients, and malignant neoplasms of the
lymphatic and hematopoietic tissues were found in 31.7% of patients. Azoospermia or severe oligospermia
(=1 million/mL) was detected in 9.7% and 22.6% of patients, respectively. To date, 32 patients (5.2%) sought
infertility treatment. Cryopreserved semen was used in 28 couples (87.5%), and 44 intracytoplasmic sperm injec-
tion (ICSI) cycles resulted in 13 pregnancies. In total, 74 deaths (11.9%) were reported, 61 of them (82.4%) within
30 months of the cryopreservation of their sperm.

Conclusion(s): A significant number of patients survived. Intrauterine insemination and ICSI with cryopreserved
sperm resulted in deliveries. (Fertil Steril® 2009:91:2344-8. ©2009 by American Society for Reproductive Med-

icine.)

Key Words: Cryopreservation, semen, cancer survivors, male infertility

Damage to reproductive function is a very frequent and well
documented side effect associated with the treatment of ma-
lignant tumors. The first work describing chemotherapy-in-
duced azoospermia was published in 1948 (1). Variation in
sperm quality in relation to the type of malignant tumor
was also investigated (2). The increasing success of cancer
treatment and determined efforts to improve the quality of
life after successful treatment has turned attention to the pres-
ervation of reproductive function in young men (3, 4). The
development of assisted reproduction technologies has
brought about effective qualitative changes in this field (5,
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6). The collection, freezing, and long-term storage of sperm
is currently considered to be the most effective method.

The Assisted Reproduction Center of the Department of
Gynecology and Obstetrics, Faculty of Medicine, Masaryk
University, and the Faculty Hospital in Brno launched a pro-
gram of freezing sperm for long-term storage in 1995. The
main aim of the present paper was to analyze the sperm
counts of cancer patients, examine possible correlation be-
tween sperm pathology and cancer diagnosis, determine the
mortality rate, and provide an overview of the use of the fro-
zen sperm during the twelve years of sperm banking.

MATERIALS AND METHODS

Between October 1995 and the end of December 2006,
a total of 619 male adolescents and adults aged 13 to 64
years (mean 26.2 1 6.8 years, median 26 years) were re-
ferred to the Assisted Reproduction Center for sperm cryo-
preservation before treatment for malignant tumours using
chemotherapy, actinotherapy, or orchidectomy. Sperm

0015-0282/09/$36.00
doi:10.1016/j.fertnstert.2008.03.053
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counts were evaluated according to the World Health Orga-
nization laboratory manual using the Neubauer counting
chamber (7).

Commercial media, including Medi-Cult (Jyllinge, Den-
mark) and Viwolife (Kungsbacka, Sweden), were used.
Semen was mixed with a cryopreservation medium and
placed in 2-mL Nunclon Cryotubes (Roskilde, Denmark)
and followed by freezing. Cryopreservation technology and
the procedures used in the storage of frozen sperm samples
were aimed at minimizing the potential risks, including mis-
taken identity and transmission of infection. Sperm samples
were frozen in the programmable Planer Kryo F10 (Sun-
bury-On-Thames, U.K.) instrument using a standard cooling
curve or in nitrogen vapor (used only in the absence of the
instrument). Samples from 1-3 collections before starting
cancer treatment were frozen. The cryotubes were stored in
liquid nitrogen at a temperature of —196°C in an LS 4800
container (Tailor-Wharton Harsco, Husum, Germany) with
an indicator of the surface level and an alarm.

The assisted reproduction methods used comply with the
respective standards of the department. Diagnosis and the
time of death were verified with the database of the National
Oncologic Register of the serving area, in compliance with
personal data protection.

The study group was described using basic descriptive sta-
tistics, where categoric variables were characterized using
the percentage representations of individual categories and
continuous variables (age, sperm concentration and motility)
were described using the mean, the median, standard devia-
tion, and the range of values.

Statistical testing was used to confirm the hypothesis of
whether or not the results of sperm counts correlate with
the patient’s diagnosis. The differences among a group of pa-
tients were tested using the Kruskal-Wallis test. When the in-
fluence of the diagnosis on the sperm count was significant,

partial hypotheses were tested to see which particular diagno-
ses differ by their values (i.e., multiple comparisons of mean
ranks). The critical limit for the level of significance was set
to P=.05.

The project of fertility protection in male cancer patients
was approved by the Brno Faculty Hospital scientific council
and ethics commission.

RESULTS

Malignant testicular tumor (a total of 270 patients, 43.6%)
was the most common diagnosis in patients who were re-
ferred for sperm cryopreservation, followed by patients
with Hodgkin lymphoma (103 patients, 16.6%). leukemia
(50 patients, 8.1%), or non-Hodgkin lymphoma (44 pa-
tients,7.1%). Forty-one men were treated for malignant
tumors of bone and cartilage (6.6%). Other malignant dis-
eases occurred only sporadically.

A concentration of spermatozoa <20 million/mL was
found in 53.1% of patients, and 22.6% showed a concentra-
tion <1 million/mL. The lowest mean values of sperm count
were found in men with malignant testicular tumors (17.2 -+
21.4 million/mL, median 8.0 million/mL), as shown in Table
1. Azoospermia was found in 60 men (9.7%), with the highest
incidence in leukemia patients (24.0%). Progressive sperm
motility =40% was found in only 4.4%, asthenospermia
< 10% in 64.6%. and sperm motility < 1% in 6.8% of cases.
The lowest mean percentage of progressive motility was also
seen in patients with malignant testicular tumours, namely
9.8 + 11.3%. median 5.0%.

A statistically significant correlation was found between
the concentration of spermatozoa and the diagnosis (Krus-
kal-Wallis test: <.001). Detailed analysis revealed a differ-
ence between testicular tumors and malignant tumors of the
digestive tract (P=.012) and Hodgkin disecase (P—0,003). No
statistically significant correlation was confirmed between

TABLE 1

Sperm counts (x10°/mL) with type of malignancies.

Diagnosis Mean Median Min. Max. SD
Testicular cancer 17.2 8.0 0 122 21.4
Hodgkin disease 29.9 25.8 0 100 26.3
Leukemia 3286 235 0 130 354
Non-Hodgkin lymphoma 29.4 23.0 0 172 311
Bone and cartilage MT 29.5 32.0 0 86 27.2
Digestive system MT 441 37.5 0] 110 35.4
CNS MT 44.7 33.0 0 130 46.4
Urinary system MT 25.9 14.0 18] 82 26.0
Respiratory system MT 48.0 36.0 2 93 33.9
Unspecified cancer 28.4 22.0 0 125 26.9
Total 25.3 16.0 0.0 172 27.7

Crha, Sperm banking for cancer patients. Fertil Steril 2009,

Note: CNS = central nervous system; MT = malignant tumor.
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the diagnosis and progressive sperm motility (Kruskal-Wallis
analysis of variance: P=.149).

The Department of Pediatric Oncology was established in
the Brno Faculty Hospital in 2000 and adolescent boys began
to be referred for sperm cryopreservation to our center. In the
years 2000-2006, 36 young men aged 13-16 years were re-
ferred. The most frequent diagnosis was malignant tumor
of bone and cartilage (25.0%), followed by leukemia
(16.7%), Hodgkin lymphoma (13.9%), and testicular tumor
(11.1%). Azoospermia was detected in 8 cases (22.2%).
The mean concentration of spermatozoa was 14 million/mL
(median 1.8 million/mL), with mean sperm motility of
5.2% (median 2%) —significantly lower compared with the
mean values for the whole group.

Of all the 619 patients referred for sperm cryopreservation,
74 (11.9%) died. The average time interval between the refer-
ral and death was 20.5 + 17.3 months, median 16 months
(Fig. 1). The lowest mortality rate was found in patients
with malignant testicular tumor (3.0%) and Hodgkin lym-
phoma (4.9%) (Table 2).

Out of the 32 men treated, 56.3% were successful in their
treatment for testicular cancer, 28.1% were successful in treat-
ing Hodgkin lymphoma, and 15.6% successful in treating leu-
kemia. The interval between cryopreservation and infertility
treatment was in the range of 7-70 months (mean 22.2 +
14.7 months, median 18 months). Cryopreserved samples
were used in 28 couples (nine cycles of intrauterine insemina-
tion, 38 intracytoplasmic sperm injection [ICSI] cycles), and
fresh sperm was used in four cases (six ICSI cycles). Intrauter-
ine insemination was performed for four couples (12.5%) and
ICSI for 28 couples (87.5%). ICSI (44 cycles) resulted in 13
pregnancies and nine deliveries. Intrauterine insemination

FIGURE 1

Time interval from sperm banking to the death (in
months) and number of deceased patients (n = 74).
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TABLE 2

Incidence of malignancies and number of
deceased patients (n = 619).

Diagnosis n Deceased %

Testicular cancer 270 8 3.0
Hodgkin disease 103 5 4.9
Leukemia 50 18 36

Non-Hodgkin lymphoma 44 7 15.9
Bone and cartilage MT 41 11 26.8
Digestive system MT 20 5 25.0
CNS MT 13 3 23.1
Urinary system MT 9 2 22.2
Respiratory system MT i 3 42.9
Unspecified cancer 62 12 19.4
Total 619 74 12.0

Note: 100% = patients with the same diagnosis. Abbre-
viations as in Table 1.

Crha, Sperm banking for cancer patients. Fertil Steril 2009,

(nine cycles) resulted in two clinical pregnancies and two
deliveries.

After the failure of two ICST cycles, four couples (12.5% of
men seeking infertility treatment after sperm cryopreserva-
tion) decided to use intrauterine insemination with donor
sperm, from which seven cycles resulted in two pregnancies
and deliveries.

DISCUSSION

The frequency of certain diagnoses in this group of patients,
the prevalent ones being malignant testicular tumors and tu-
mors of lymphatic and hematopoietic tissue, corresponds to
the high incidence rate of such diagnoses in men of a fertile
age. Similar findings are reported by other clinics (6, 8, 9).
Tumors of bone and cartilage, Hodgkin lymphoma, and leu-
kemia were the most frequently diagnosed malignancies in
young men under 16 years.

Azoospermia was found in 9.7% of males referred for
sperm cryopreservation, compared with Lass et al., who re-
ported 17.3% (10). Severe abnormalities in sperm concentra-
tion (=<5 million/mL in 36.4%) and progressive motility
(< 10% in 64.6%) were frequently detected. Similarly to other
studies (11, 12), the lowest concentration of spermatozoa and
the lowest progressive sperm motility were found in men with
malignant testicular tumors. The etiology of impaired sper-
matogenesis in cancer patients is not fully understood and is
thought to be associated with involvement of the immune sys-
tem (13). Furthermore, damage to the DNA of sperm due to the
malignancy has been confirmed (14). The correlation between
sperm pathology and testicular tumors is also known. The im-
paired quality of sperm production is most likely associated
with disturbed differentiation of the testicle during the embry-
onic development of the gonad (15). Testicular dysgenesis

Vol. 91, No. 6, June 2009

142



syndrome is manifested by the increased incidence of devel-
opmental defects of the genitals (cryptorchism, hypospadias).
spermatogenesis disorders, and testicular carcinomas. Testic-
ular dysgenesis is caused by alteration in the development of
the testicle, determined by the factors affecting endocrine reg-
ulation (“endocrine disruptors™). Because spermatogenesis
disorders correlate well with testicular carcinoma, close uro-
logic examination of men with severe sperm abnormalities
is of particular importance (16).

When analyzing impaired spermatogenesis in relation to
the type of malignancy, we found a significant difference
only between testicular tumors and malignant tumors of the
digestive tract. Some studies have shown that the concentra-
tion of spermatozoa and sperm motility in men with Hodgkin
Iymphoma is significantly lower compared with patients with
non-Hodgkin lymphoma (17). However, like Agarwal et al.,
we failed to confirm such a difference (18).

We succeeded in obtaining and freezing sperm samples
from young men aged 1316 years (77.8%), which is similar
to other studies (19). Sperm samples were collected by mas-
turbation. We did not perform electroejaculation or surgical
collection. Although sperm count and sperm motility were
very low, sperm cryopreservation may also be used in this
age group. One of the major tasks of assisted reproduction
is to preserve reproduction in patients who undergo child
hood treatment for malignant tumors.

After the completion of gonadotoxic therapy, the quality of
sperm was significantly impaired (20, 12). The resulting func-
tion of the gonad is affected by a number of factors, such as the
diagnosis of the malignant disease, the chemotherapy regi-
mens used, and the sperm count as determined beflore the start
of therapy. In the case of azoospermia, the methods of assisted
reproduction based on the surgical collection of sperm pro-
vide inferior results; however, recovery of spermatogenesis
has also been described (21, 22). Sperm cryopreservation per-
formed before cancer therapy is therefore a prerequisite for
the successful treatment of subsequent infertility.

In the present group, only 5.2% of the men had come for
infertility treatment as of the time of writing. This finding
corresponds with data from other published studies (2). The
reasons are not only in the area of patient health, bul also
in the social area, i.e., patients usually plan to start a family
long after they have successfully completed therapy. Another
important aspect is that patients are afraid of the increased
risk of congenital defects and malignant tumors in their off-
spring. Many detailed studies that have investigated this
risk have failed, however, to prove its increase (23, 24).
Most men from the present group who came for infertility
treatment were aaround 29 years old, had undergone success-
ful treatment for testicular cancer or lymphoma, and usually
presented 18 months after sperm cryopreservation. Intrauter-
ine insemination was performed in our clinic much less fre-
quently (17.0%) compared with Agarwal et al. (6); ICSI
was used in 83.0% of treatment cycles.

Fertility and Sterility=

Intrauterine insemination with donor sperm was used after
failure of ICSI cycles. Couples electing to use donor sperm
preferred its improved pregnancy rate, easier procedure,
and decreased risk of malignant disease in the offspring.

The mortality rate of the present group of patients was
analyzed also. According to the data obtained from the Onco-
logic Register, 11.9% of the men referred for sperm cryopres-
ervation died; 82.4% of these died within 30 months of
referral. The lowest mortality rate was found in patients
with malignant testicular tumors and Hodgkin lymphomas,
which corresponds to a total survival rate in patients with
the early stage of testicular seminoma surpassing 95% (25).

Sperm cryopreservation before gonadotoxic therapy is the
basic method used to preserve reproductive potential for the
survivors of cancer treatment. It can also be used in the
period of adolescence. The lowest sperm counts were found
in men with malignant testicular tumors. Cancer patient
sperm banking programs require close cooperation between
the respective assisted reproduction centers and the cancer
clinics. Sperm cryopreservation should be offered to every
patient before therapy that causes the destruction of sper-
matogenesis.
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Aims. In this study we report our results with storage of cryopreserved semen intended for preservation and subsequent infertility
treatment in men with testicular cancer during the last 18 years. Methods. Cryopreserved semen of 523 men with testicular cancer
was collected between October 1995 and the end of December 2012, Semen of 34 men (6.5%) was used lor fertilization of their
partners. They underwent 57 treatment cycles with cryopreserved, fresh, and/or donor sperm. Results. A total of 557 men have
decided to freeze their semen before cancer treatment. Azoospermia was diagnosed in 34 men (6.1%), and semen was cryopreserved
in 532 patients. Seminoma was diagnosed in 283 men (54.1%) and nonseminomatous germ cell tumors in 240 men (45.9%). 34
patients who returned for infertility treatment underwent 46 treatment cycles with cryopreserved sperm. Totally 16 pregnancies
were achieved, that is, 34.8% pregnancy rate. Conclusion. ‘The testicular cancer survivors have a good chance of fathering a child by
using sperm cryopreserved prior to the oncology treatment, even when it contains only limited number of spermatozoa.

1. Introduction

According to the data obtained from the National Oncologic
Registry of UZIS CR the incidence of testicular cancer is
increasing worldwide. Czech Republic is on the 7th place
among 182 countries of the world in the incidence 9.7
testicular cancer/100,000 males. Testicular cancer is the most
common malignancy in the age group from 20 to 40 vears,
where the incidence in the age group between 25 and 29 years
is 19.4% and from 30 to 34 years 19.6% [1]. Testicular cancer
patients have a very good prognosis for survival since young
patients dominate. Therefore it is important to consider the
consequences of the treatment that may affect their fertility,
just before initiation of cancer treatment. Germ cell tumours
of an adults testis are generally classified into two main
groups on the basis of histological, serological, and clinical
data: (i) seminoma and (ii) nonseminoma germ cell tumours

(NSGCT), which include embryonal carcinoma, yolk sac
tumours, polyembryoma, choriocarcinoma, and teratomas
[2].

Fertility after the cancer treatment is variable and usually
depends on the chemotherapy and radiotherapy used and/or
size of the radiation field, dose, and dose intensity. Method of
administration, age, and pretreatment fertility of the patient
play also important role 3, 4]. The consequent measurable
effects of chemotherapy or radiotherapy include compro-
mised number of spermatozoa, their motility, morphology,
and/or DNA integrity.

The basic method used to preserve reproductive potential
of the survivors of cancer treatment is cryopreservation of
the sperm before gonadotoxic therapy. The advances in the
field of assisted reproduction techniques and sperm banking
allowes semen storage even in men with low sperm quality.
Sperm could be used for intrauterine insemination, when
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quality is fair by in vitre fertilization or by the Intracyto-
plasmic Sperm Injection (ICSI), when concentration and/or
motility is low.

Large prospective or even retrospective studies compar-
ing the outcome of assisted reproduction with sperm from
oncological patients are rare in the literature. Only a few
studies analyzed the utilization of cryopreserved sperm by
male cancer survivors. For instance, in retrospective review
from 1992 [5] 43 out of 191 couples (22.5%) conceived after
artificial insemination using husband’s frozen-thawed semen
and 10 out of 12 couples conceived after IVE Also in other
study IVF achieved higher success rate than insemination
and ICSI was more successful than conventional IVF [6].
Large retrospective series reported on 64 patients which had
received either intrauterine insemination (TUT) or conven-
tional IVF and/or ICSI as described in 2001 [7]. In study of
Magelssen et al. [8] only in 29 men out of 422, that is, 7%,
their cryopreserved semen was used for ART.

Many case reports were reported with successful out-
come: Hakim et al. [9] reported the achievement of preg-
nancies using assisted reproduction for male factor infertility
after retroperitoneal lymph node dissection for testicular
carcinoma. Chen et al. [10] reported pregnancy achieved
using sperm administered by ICSI, from male with testicular
cancer. Live birth with sperm cryopreserved and stored for 21
years prior to cancer treatment was reported in 2004 [11].

Here we report results from the Centre of Assisted
Reproduction Centre at the Department of Gynaecology and
Obstetrics, Faculty of Medicine, Masaryk University and the
Faculty Hospital in Brno, which is the first Czech Centre of
Assisted Reproduction, where the first Czech test tube baby
was born in 1982. This Centre is also the first workplace,
where the program of sperm collection, freezing, and long-
term storage began in 1995 in collaboration with Urology
Department Faculty Hospital in Brno, Masaryk Memorial
Cancer Institute Brno, 5t. Annes University Ilospital Brno
and Transfusion and Tissue Department of Faculty Hospital
Brno.

In this report we reviewed our results with storage of cry-
opreserved semen for fertility preservation and subsequent
infertility treatment in men with testicular cancer. We analyze
the sperm counts and possible correlation between sperm
pathology and cancer diagnosis and make an overview of the
use of the frozen sperm for assisted reproduction during the
last 18 years of sperm banking,.

2. Materials and Methods

Young men with testicular cancer were referred (between
October 1995 and the end of December 2012) from three
Departments of Urology to our Assisted Reproduction Cen-
tre for sperm cryopreservation prior to the treatment of
testicular cancer. All patients signed their informed consent
to cryopreservation.

Specimens were produced by masturbation into a ster-
ile container and allowed to liquidify for 30 min before
analysis. Semen analysis was performed according to the
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WHO (World Health Organization) laboratory manual [12-
14] using the Biirker or Makler counting chamber. Sperm
freezing was carried out after dilution into a cryoprotectant
medium Medi-Cult, respectively, Origio (Denmark), taking
into account the number of spermatozoa and their motility.
Semen was mixed with a cryoprotectant and divided in
1.0 mL volume cryotubes or 1.8 mL volume cryotubes Nunc
(Denmark).

Cryopreservation technology and the procedures used
in the storage of frozen sperm samples were aimed at
minimizing the risks of potential transmission of infection.
Prescreening was required and the patients were checked
for Hepatitis B and C, HIV, and syphilis. Sperm samples
were from 1995 to 2004 frozen in the programmable freezer
Planer Kryo F10 (Sunbury-On-Thames, UK) using a standard
cooling curve. From July 2004 samples were cryopreserved
in nitrogen vapour only. We did not observe significant
differences in motility or viability with the two methods of
cryopreservation. Usually, sample collections from 1to 3 were
frozen before starting cancer treatment. The cryotubes were
stored in liquid nitrogen at —196°C in MVE XC Dewar liquid
nitrogen tank, Tailor-Wharton.

For assisted reproduction, frozen semen samples were
first thawed at room temperature and allowed to recuperate
for 20 min. Thawed semen samples were then washed twice
with washing medium to eliminate seminal plasma. Motile
spermatozoa were collected by a “swim-up” procedure. The
final suspension was kept in the incubator in 37°C for
2h before insemination. Such sperm was used either for
intrauterine insemination or for oocyte fertilization by classic
IVF or ICSI methods.

Statistics—the study group has been described using basic
descriptive statistics, where categorical variables were char-
acterized using the percentage representations of individual
categories, while continuous variables (age, sperm concen-
tration, and motility) were described using the mean, the
median, the range of values (minimum and maximum), and
standard deviations. Statistical testing was used to confirm
the hypothesis of whether or not the results of sperm counts
correlate with the patient’s diagnosis. The differences among
group of patients were tested using the Kruskal-Wallis test.
The critical limit for the level of significance was set to P =
0.05.

3. Results and Discussion

Semen of 523 men with testicular cancer was cryopreserved
from 1995 to the end of 2012, that is 47% from all types of
cancer patients (1111 men) (Figure 1).

557 men decided to freeze their semen before testicular
cancer treatment, but azoospermia was diagnosed in 34 men
(6.1%), excluding these men from the possibility to cryop-
reserve and subsequently use of their samples for fertility
treatment. Normospermia was diagnosed only in 31 men
(5.6%). Oligoasthenoteratozoospermia was diagnosed, in 296
men (53.1%) and oligozoospermia or asthenozoospermia in
296 men (35.2%). The mean age in these men was 28.5 years,
SD + 6.6, range 13-64, median 28. Most often was semen
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cryopreserved in the age from 26 to 35 years (Figure 2). Semi-
noma was diagnosed in 283 men (54.1%), nonseminomatous
germ cell tumors (NSGCT) in 240 men (45.9%). Until now,
only 14 patients (2.5%) died.

Sperm concentration was determined 16.8 + 19.8 mil/mL
in seminoma group and 19.7 £19.9 mil/mL in NSGCT, which
is considered be a nonsignificant difference. Progressive
sperm motility (10.6 + 13.5% in seminoma group and in
NSGCT 12.9£13.4%) was again considered Lo be a nonsignifi-
cant difference irrespective of tumor stage (Table 1). Statistical
analysis did not reveal any significant difference of sperm
count in relation to the histologic diagnosis of the cancer type.

Until now, 15 patients (2.9%) died. 34 men (6.5%) with
their partners returned for infertility treatment and they
underwent 57 treatment cycles: 46 with cryopreserved sperm,
3 with fresh sperm and in 8 cases after repeated unsuccessful
attempt with partner’s cryopreserved/thawed sperm, a donor
sperm was used. These patients have been subjected to
standard chemotherapy or radiotherapy treatments and they
usually did not achieve natural conception.

The interval between cryopreservation and infertility
treatment was in the range 7-70 months (mean 22.2 + 14.7,
median 18 months).

A small group of 6 IUI cycles resulted in 3 pregnancies
(50.0% pregnancy rate) with one delivery. 38 ICSI cycles

3
TaeLE 1: The semen analysis before cryopreservation.
S(;n:r;.;r;l}a S?Sr;:;}) Statistic (,;lit(g]g};)
Sperm concentration
Mean 16.8 19.7 N§** 18.4
Range 0-122 0-110 0-122
SD 19.8 19.9 19.9
Progressive sperm
motility (%)
Mean 10.6 12.9 Ns** 1.8
Range 0-60 0-60 0-60
SD 13.5 13.4 13.3

*NSGT: nonseminomatous germ cell tumors.
""NS: statistically nonsignificant.

TaBLE 2: Methods provided with cryopreserved/thawed sperm and
fresh sperm samples.

Method N O T s ety detiverer
1UL 6 3 50.0 1
ICSI 38 13 34.2 5
IVF + D.O." 2 0 0.0 0
1CSI + [resh 3 1 333 1
ICSI + AID™" 8 1] 0.0 0

*Donor cocyte.
** Donor sperm.

resulted in 13 pregnancies (34.2% pregnancy rate) with five
deliveries and 2 IVF with donated eggs remained without
pregnancy. At three cycles IVF + fresh sperm was obtained
with 33.3% pregnancy rate with one delivery. Eight cycles with
donor sperm remained without pregnancy, the deep prob-
lems manifested at female side. These results are summarised
in Table 2.

Although male cancer survivors can become parents
through options such as adoption or sperm donation, most
prefer to have a biological offspring, even if they have
concerns about birth defects that could be caused if the man
had cancer before conception or anxiety about their own
longevity or their child’s lifetime cancer risk [15, 16]. Advances
in diagnostics and management of this cancer and progress
in the treatment contribute to the significant improvement in
the survival rate of this very common malignancy in young
men [17]. At our workplace azoospermia was found in 6.1%
of males referred for sperm cryopreservation as compared
to 17.3% [18] and to only 3.3% [7]. The reduction in sperm
concentration and progressive motility were detected in both
seminoma and NSGCT group similarly to other studies [19,
20]. Currently, the aetiology of impaired spermatogenesis
in testicular cancer patients is not fully understood. Serious
damage to the DNA of sperm due to the malignancy was
confirmed [21]. However some other work did not report
significant differences in mean sperm DNA fragmentation
index within cancer subgroups or when comparing testicular
and nontesticular cancers and the measured parameters in
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cancer subgroups did not differ from healthy men [19].
The correlation between sperm pathology and testicular
tumours is also known [22]. The impaired quality of sperm
production is probably associated with disturbed differen-
tiation of the testicle during the embryonic development
of the gonad according to Testicular Dysgenesis Syndrome
(TDS) hypothesis [23]. TDS syndrome is manifested by the
increased incidence of developmental defects of the genital
(cryptorchism, hypospadias), spermatogenesis disorders and
testicular carcinomas. Testicular dysgenesis is caused by alter-
ation in the development of the testicle, being determined
by the factors affecting endocrine regulation (“endocrine
disruptors”). As spermatogenesis disorders correlate well
with testicular carcinoma, close urological examination of
men with severe sperm abnormalities is of importance. When
analysing impaired spermatogenesis in relation to the type
of malignancy, we did not find a significant difference (in
contrast to Agarwal et al. [24]).

After the completion of gonadotoxic therapy, the quality
of sperm was significantly impaired. The effect of radio-
therapy on male fertility is clearly dose dependent. The
application of radiation to tests greater than 6 Gray will result
in irreversible azoospermia. At levels of 3.5 Gray, sterility
does occur. The loss of fertility is usually reversible although
commonly such recovery will take 18 to 24 months [25].
Sperm cryopreservation performed prior to cancer therapy is
therefore a prerequisite for the successful treatment of subse-
quent infertility. The main requirement of this programme is
to establish a special cryobank to allow safe long-term storage
of sperm samples. The operation of such a cryobank requires
an exact database of patients and meticulous maintenance
of its own records. Another important aspect is that the
patients should be given clear and relevant information on the
possibilities and conditions of sperm cryopreservation and its
use in the future.

The fulfilment of this task requires close cooperation
between the Department of Urology and Assisted Reproduc-
tion Centre capable of providing this kind of treatment. In
the Faculty Hospital Brno, this interdisciplinary cooperation
was effectively facilitated [26]. Thanks to a strong awareness
among urology specialists and availability of sperm cryop-
reservation in our Centre, the number of patients referred for
this procedure has quickly increased.

In our study only 6.5% of males have come for infertility
treatment so far; this finding is similar to data reported in
the literature, for example, 7.7% [7]. Pacey et al. reported the
utilization rates of banked sperm as very low (<10%) and the
majority of samples were kept for many years without being
used [27]. By UK study, to date very few (4%) of their patients
chosen to discard, use; or move to another centre [28].

The reasons are not only in the area of patient health,
but also in the social area; that is, patients usually plan to
start a family long after they have successfully completed
therapy [29]. Most males from our group who came for
infertility treatment had undergone successful treatment for
testicular cancer and usually came 18 months after sperm
cryopreservation. One study in men suggested that having
banked sperm was a positive factor for coping emotionally
with cancer, even if samples were never used [30]. The similar
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beneficial role of psychological support plays ovarian tissue
cryopreservation in young women suffering from cancer [31,
32].

Intrauterine insemination was performed in our clinic
much less frequently (13.0%) and ICSI was used in 82.6% of
treatment cycles. Only 2.7% males referred for sperm cryop-
reservation died, which corresponds to the total survival rate
in patients with the early stage of testicular seminoma, which
exceeds 95% [33].

4. Conclusions

The testicular cancer survivors have a good chance of
fathering a child by using sperm cryopreserved prior to the
oncology treatment thanks to assisted reproduction methods.
In the ICSI era, almost any cryopreserved semen sample,
even when it contains only few sperm, could be used for
subsequent infertility treatment. Semen preservation before
the beginning of therapy should be proposed to all adult men
and postpubertal boys. To date, no clinically proven methods
are available to preserve fertility in prepubertal males. The
hope is that one day science will provide a mechanism
for immature germ cells from the testicular tissue of those
patients to be used in vivo or in vitro to facilitate reproduction.
Sperm banking program requires close cooperation between
assisted reproduction centers and the cancer clinics.

Conflict of Interests

The authors declare that there is no conflict of interests
regarding the publication of this paper.

Acknowledgment

This work was supported by Ministry of Health, Czech
Republic, conceptual development of research organization
(FNBr, 65269705).

References

[1] L. Dusek, J. Muzik, M. Kubdsek, J. Koptikovd, ]. Zaloudik, and
R. Vyzula, Epidemiology of Malignant Tumours in the Czech
Republic [Online], Masaryk University, Brno, Czech Republic,
2005, http:/fwww.svod.cz/.

[2] E K. Mostofi, Histological Typing of Testis Tumours, Inter-
national Histological Classification of Tumours, World Health
Organization, Geneva, Switzerland, 1977.

(3

L. Gandini, P. $gro, F. Lombardo et al., “Effect of chemo- or
radiotherapy on sperm parameters of testicular cancer patients,”
Human Reproduction, vol. 21, no. 11, pp. 2882-2889, 2006.

U. Re§, P Res, D. Kastelic, M. Stanovnik, A. Kmetec, and
A. Merlo, “Birth after treatment of a male with seminoma
and azoospermia with cryopreserved-thawed testicular tissue,”
Human Reproduction, vol. 15, no. 4, pp. 861-864, 2000.

[4

(5

W. G. Sanger, ]. H. Olson, and ]. K. Sherman, “Semen cryobank-
ing for men with cancer—criteria change,” Fertility and Sterility,
vol. 58, no. 5, pp. 1024-1027, 1992.

149



The Scientific World Journal

(6]

[7

(8]

[9

(0]

[11]

2]

[13]

(14]

(15]

[16]

(17]

(18]

[19]

(20]

(21]

[22]

H. Tournaye, A. Van Steirteghem, P. Devroey, W. G. Sanger, .
H. Olson, and J. K. Sherman, “Semen cryobanking for men with
cancer,” Fertility and Sterility, vol. 60, no. 1, pp. 197-198, 1993,
S. Kelleher, S. M. Wishart, P. Y. Liu et al,, “Long-term outcomes
of elective human sperm cryostorage,” Human Reproduction,
vol. 16, no. 12, pp. 2632-2639, 2001.

H. Magelssen, T. B. Haugen, V. Von Diiring, K. K. Melve, B.
Sandstad, and S. D. Fossd, “Twenty years experience with semen
cryopreservation in testicular cancer patients: who needs it?”
European Urology, vol. 48, no. 5, pp. 779-785, 2005.

L. 8. Hakim, 5. M. Lobel, and R. D). Oates, “The achievement of
pregnancies using assisted reproductive technologies for male
factor infertility after retroperitoneal lymph node dissection for
testicular carcinoma,” Fertility and Sterility, vol. 64, no. 6, pp.
1141-1146, 1995,

S.-U. Chen, H.-N. Ho, H.-F Chen, 5.-C. Huang, T.-Y. Lee, and
Y.-S. Yang, “Pregnancy achieved by intracytoplasmic sperm
injection using cryopreserved semen from a man with testicular
cancer,” Human Reproduction, vol. 11, no. 12, pp. 2645-2647,
1996.

G. Horne, A. D. Atkinson, E. H. E. Pease, ]. P. Logue, D. R.
Brison, and B. A. Lieberman, “Live birth with sperm cryop-
reserved for 21 years prior to cancer treatment: case report,”
Human Reproduction, vol. 19, no. 6, pp. 1448-1449, 2004,
World Health Organization, Laboratery Manual for the Exami-
nation of Human Semen and Sperm-Cervical Mucus Interaction,
Cambridge University Press, 3rd edition, 1992.

World Health Organization, Laboratory Manual for the Exami-
nation of Human Semen and Sperm-Cervical Mucus Interaction,
Cambridge University Press, 4th edition, 1999.

World Health Organization, Laboratory Manual for the Exami-
nation of Human Semen and Sperm-Cervical Mucus Inleraction,
Cambridge University Press, 5th edition, 2010,

A. Rosen, “Third-party reproduction and adoption in cancer
patients,” Journal of the National Cancer Institute. Monographs,
no. 34, pp. 91-93, 2005.

S. D. Fossa, H. Magelssen, K. Melve, A. B. Jacobsen, F
Langmark, and R. Skjaerven, “Parenthood in survivors after
adulthood cancer and perinatal health in their offspring: a
preliminary report,” Journal of the National Cancer Institute.
Monographs, no. 34, pp. 77-82, 2005.

D. A. Paduch, “Testicular cancer and male infertility, Current
Opinion in Urology, vol. 16, no. 6, pp. 419-427, 2006.

A. Lass, E Akagbosu, and P. Brinsden, “Sperm banking and
assisted reproduction treatment for couples following cancer
treatment of the male partner,” Human Reproduction Update,
vol. 7, no. 4, pp. 370-377, 2001,

5. McDowel, K. Harrison, B. Kroon, L. Ford, and A. Yazdani,
“Sperm DNA fragmentation in men with malignancy,” Fertility
and Sterility, vol. 99, no. 7, pp. 1862-1865, 2013,

G. Bahadur, K. L. E. Ling, R. Hart et al, “Semen quality
and cryopreservation in adolescent cancer patients] Human
Reproduction, vol. 17, no. 12, pp. 3157-3161, 2002,

H. Kobayashi, K. Larson, R. K. Sharma et al, “DNA damage
in patients with untreated cancer as measured by the sperm
chromatin structure assay,” Fertility and Sterility, vol. 75, no. 3,

pp. 469-475, 2001,

R. Jacobsen, E. Bostofte, G. Engholm et al,, “Risk of testicular
cancer in men with abnormal semen characteristics: cohort
study,” British Medical Journal, vol. 321, no. 7264, pp. 789-792,
2000,

(23]

[24)

[25

[26]

(27]

(28]

[29]

(30]

(31]

[32]

[33]

N. E. Skakkebzk, E. Rajpert-De Meyts, and K. M. Main,
“lesticular dysgenesis syndrome: an increasingly common
developmental disorder with environmental aspects,” Human
Reproduction, vol. 16, no. 5, pp. 972-978, 2001.

A. Agarwal, M. Shekarriz, R. K. Sidhu, and A. J. Thomas
Jr, “Value of clinical diagnosis in predicting the quality of
cryopreserved sperm from cancer patients,” Journal of Urology,
vol. 155, no. 3, pp. 934-938, 1996.

N. Aass, S. D. Fossa, L. Theodorsen, and N. Norman, “Prediction
of long-term gonadal toxicity after standard treatment for
testicular cancer,” European Journal of Cancer, vol. 27, no. 9, pp.
1087-1091, 1991.

]. Z&kovd, P. Ventruba, I. Crha, and E. Lousovd, “Sperm
donation programme al the centre ol assisted reproduction
in BENO: results from 1995-2005," Scripta Medica Facultatis
Medicae Universitatis Brunensis Masarykianae, vol. 78, no. 6, pp.
323-328, 2005.

A. A. Pacey, H. Merrick, E. Arden-Close et al.,, “Monitoring
feriliity (semen analysis) by cancer survivors who banked sperm
prior to cancer treatment,” Human Reproduction, vol. 27, no. 11,
pp. 3132-3139, 2012.

V. Sharma, "Sperm storage for cancer patients in the UK: a
review of current practice,” Human Reproduction, vol. 26, no.
11, pp. 2935-2943, 2011.

M. 8. Neal, K. Nagel, ]. Duckworth et al,, “Effectiveness of sperm
banking in adolescents and young adults with cancer: a regional
experience,” Cancer, vol. 110, no. 5, pp. 1125-1129, 2007

K. Saito, K. Suzuki, A, Iwasaki, Y. Yumura, and Y. Kubota,
“Sperm cryopreservation before cancer chemotherapy helps in
the emotional battle against cancer,” Cancer, vol. 104, no. 3, pp.
521-524, 2005.

J. Zakova, M. Sedlackova, S. Polak, J. Dumkova, P. Ventruba,
and 1. Crha, "Methods for preserving fertility in young women
suffering from cancer: some aspects of ovarian tissue cryop-
reservation,” Bratislava Medical Journal, vol. 113, no. 3, pp. 192-
194, 2012.

M. Huser, I. Crha, R Hudecek et al, “Ovarian tissue
cryopreservation—new opportunity to preserve fertility in
female cancer patients)” European Journal of Gynaecological
Oncology, vol. 28, no. 4, pp. 249-256, 2007.

M. Sant, T. Aareleid, M. E. Artioli et al., “Ten-year survival
and risk of relapse for testicular cancer: a EUROCARE high
resolution study,” Furopean Journal of Cancer, vol. 43, no. 3, pp.
585-592, 2007.

150



PUBLIKACE XVIII

151



8. Mara, M., Fodikovi, 7., Malata, M et al. Management déloznich
myomd u 2en ve fertilmm viko, Cos Gyneh ., 2003, 68, 5. 30-36,

9. Nezhat, C. Nezhat, F.. Luciano, A.. el al. Operative Gynecolo-
gic Laparoscepy: Principles and Techoigues, New York:
MoGraw-Hill Inc. 1995,

. Komplibace laparoskopie. In Holub Z, Kuzel D, et
! ndlnd invazivol operace v gynehologii. Proha: Grada

Mublizhing s.ro.. 20048,

11 Perfing ). Hanousek L. V¥<ledky konzervativai chirorgicke 168-
by déloinich myem: piledd sndie. Ces.Gynek.. 2000, 71.
s, 322-325.

12, Stringer, N.H., Walker, 1.C,, Meyer, P.N. Comparison of 29

laparascopic myomectomies with A% open myemectamics. J.

Kryokonzervace ovaridlni tkané — Sance na ziachranu
fertility Zen s nadorovym onemocnénim

Ovarian Tissue Cryopreservation

Am. Assoc. Gynecol. Laparose., 19974, p. 457464,

13, Takeuschi, H., Kinoshita, K. Evaluation of sdhesion formation
after laparoscopic myomectomy by systematic second-look mic
rolaparoscopy. . Am, Assoc. Gynecol, Laparose.. 9, 2002,
poA442-340.

Doc. MUDr. Zdenél: Holub, CSe.
Gyaekologicko-porodnickd odditend
Oblusend nemocnice Kladive a3,
Vandurova 1348

272 58 Nladno

endogyn@ sesnam oz

Ces. Gyneh.
T2,2007,¢.1
s, O8-73

Huser M.\, Jurinkovi E., Crha LY, Ventruba P, Hudetek R, Zdkovad J.', Smardovirl. 2, Kril .7
1Centrum asistované reprodukee CAR 01. Gynekologicke - porodnicka klinika Fakultni nemocnice. Brno
2Imterni hemato-onkologickd Klinika Fakultni nemoenice, Brno

Summary

Chemoterapy is one of the basic modalities of oncological therapy and usually leads to permanent
consequences. ITnfertility is one of the most common consequences resulting from irreversible gonadal

[1H]]

age. The putentinlly effective method of reproductive function protection in women undergoing

chematherapy is ovarian tissue cryopreservalion. This paper summarizes the medical and scientific
hoowledge in this interesting multidisciplinary medical fiecld an also presents aothovs own experience
with this novel and interesting method of ovarian tissue protection,

RKey words: cancer, infertility, assisted reproduction, ovarian tissue cryopreseryvation

Souhrn

Chemoterapice joko jedna e zikladnich modalit onkologické 16¢by zancchiava Casto trvaldé nasledky
aomeri nejEastEfsn patii prave neplodnost nu zaklad? ireverzibilniho poskozent gondd. Jednou « metod

zachovi

i fertility v 7en s midoroy Ym onemocnénim je krvokonzervace ovaridlnf thint (KOT). Jednd se

o metodn intenzivad roavijenou v poslednich nékolika letech. Clinek podivi souhrnng prehled nejno-

w&jlich pornatha o této problematice a pres

iuje také viastni zkufenosti touto metodon u pacientek

s nove diagnostikovanym nddorovy m onemoecnénim krvetvorby,

Kiftovd stova: nidorove onemoenini, neplodnest, asistovand reprodukee, Keyokonzeryaee ovariding thant

UVOD

Nidorovii oncmoenent patii hned po hardiovasiu
nich chorobdch mesi ne
Jukénim A Zku Zen i muzl i to § pies obrovshy rozonch
dingnostiky a Wby v onkologii. Podle tdajt American
Cuancer Society V USA onemwocni rodnd rakos inou 600
lisic zen. 2 toho 60 000 (10 %) je v reprodukanim véku
{11V Cesbkid republice je sitvace obdobnd, podle ddaji
radniho onkologichého registrn (NOR) v soce 2003
onemecnalo rakovinoy 38 000 Zen v oreprodukdnim
voku |21 8 rozvojemt novyeh diagnostickych metod
dochis kozachyie nddorového bujent ve st -

SIS pRICinY smrtt v repro-

Lich stadiich o~ pouzitim moderpich metod chemotera-

fix

piv i radioterapie piibyvi pacienti, krere <o podaff trva-
le vyviedin ¢ dosihnout u nich dioubodobs remise one-

mocneni.

Podle adbadil amerického National Cancer Institnue
(NCT} bude mit v roce 2000 kazdy 250, dospely clovek
vanamndze dspésnou iECbu zhoubného nadoru [ 3], Che-
vie jako jedna ze zikladnich modalic onkologicke
1éehy zanechivd custo trvald nasledky o mezi nejéustEfsi
patén priivé neplodnost na ziklade ireverzibilotho posho-
zeni gondd [4]. Moderni metody AR mohou dnes nabid-
nout vyléfenym onkologickdm pacientkam fanci no
viastnd rodine, ale v oposledoich letech pou usilovad
viviteny i postupy k prevenci neplodnosti 3iz v prabéhu

onhologichd lefby,

moter
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PLODNOST

CHEMOTERAPIE A N

Mechanismus icinku chemoterapic na ovaria nenf
dosud neni’ zeela objasnén. Vétsina teorii predpokladi
toxickd piisobent§ na buiky membrana granulosa nebo
vocytu vedouct ke koneéné atrezii folikulu. Cytostati-
ka zasahuji do bunétného cvklu pievdZng rvehle se

mnozicich bunék. a pasobi tedy 1 na buaky membrana
eranulesa. jejich? déleni probihd pod kontrolouw hypo-
fvzirnich gonadotroping. Nékteré nepiimé dikary
naznaduji. Ze priveé gonadotropni stimulace je predpo-
KMadem pro déineh chemoterapeutika na ovarium.
Podavant alkylacnich substaner vede k rychlému zini-
ku ji7 zealveh folikuli, ndslednému ndastupu dozriviing
Jeste nesralyeh Tolikuli a uryvehleni deplece poctu pri-
mordidlnich folikala |5].

Gonadotonicky dcinek ovostatik je roadilny. mezi
nejsilngji pusobier Eitky patin alkyladni eviostatika. nuo-
pak metotrexdat nebo S-luoraraeyl vykazuji minimaini
nezidouci viiv na folikulim{ apardt ovarii nebo sperma-
tgenesi. Klinicky se poskozeni ovarii u zeny v repro-
dukénim veku prajevi jako sekundirmi amenorea nebo
oligomenaorea, klerd se po ukonceni Ié¢by milze spontin-
né upravit. U nékterych zen 2vIdaté po 30, roku zivola
dochiizi K trvalé amienoree @ rozvoji predasného ovaridl-
niho selhdnd s hormondlnim obrazem hypergonadotrop-
niho hypogonadismu [6],

Riziko rozvoje pit
po chemoleraph zivisi zejména na vk pacientky, tvpu
pouzitcho gonadatoaického agens, pousitém 1écebnem
rezimu a celhove hunmulativai divee. Pichled gonadoto-
sichyeh chemoterapeuatih jo uveden v abulee 1, Kumula-
tvni gonadotosiche divky vvbranych chemoterapeutik
prezentuje tabulka 2.

*ho ovaridlniho sellidnd u 7en

METODY PREVENCE POSKOZENT
ZARODECNYCH BUNEK

Rutinnd pouZivanou metodou, kert vede k zichrung
Jertiity o muzing je kryokonzervace spermatu picd onko-
logickou Iechou, ket ma na nadem pracovidti diouhole-
o e [7] Tenre postup je hopnd vyudiviin 1éhaii ver-
Elimekyels obord, coi svédei o Jeho Sirokdém
jnosti. Obdobnon
amdopin vy Se popsand metody u Zen se jevi hrvokonser-

o ddond mesi odbornou 1 kickou ver

e ooyt Jednge e o metodo intenzivid rozvijenou
seiméni voposledim desetileti, niemiénd jefimu rutinni
fent do béznd prave zatime brani pomernd  malid
aspatnost pii dosazeni fertlity 2 kevokonservovanych
ooyt [R] Intensivnd jsou nvni zkoumdny technickd
postupy pii kevokonservaet a rozmrazovani, kierd by byvly
schopny piedejit peskozent obalu vocyin (zona pelucida
hardening) o sit¢ mikrotubuly tmeitoe spindle), hterd e
nezbyind b dokoncent meiozy matirovancho oocytu [9].

alsr khinicky pouzivany postup. klery mize vést
Losdvhrand tentiluy pied zaliijenim onkologickd 16¢hy, je
provedent IVE cvkiu s oplazening o misledng krvokon-

ro S|

Tab. 1. Prehled gonadotoxickych cyvtostatik

Alkylacni Litky Cyelophosphanid
Chlorambucil

Melphalan

Busulphan
Cannustine {BONL
Lumustin (CUNLD

|
'}

Methoxamin
Antimetabolity - Clis-platin., carbo-platina
platinove denvity, Vinblastin, Vicristin
Vinea alkaloidy, T Pachitaxel

(R el

Cytosin arabonosid

Procarhieim

Tab. 2. Kemobativod Givky evtostatih yyvobivagion valon
WAOSPUTIEE B oviee ned 000 pacienii
tupriveno pedle Scheder M et al, Oncology [32])

Cyelophospliamid

Procarbasin

Chlorambu
Vinkristin
Paclitaxel

| Chlorimbucil

Proscarbasn

zerviwe embryvi po jejich koltivach v podminkich in vitro
110} Tate metoda je technicky jiz dobie zviddnuta
wzavedena do bEzné praxe. nieménd jeji vvuZit jo Hmi-
Loviino nékoliha sivaznymi podminkami, Nejvice limitu-
Jicim pozudavkem jo pomerné Casné stadium onkologic-
kého procesu a s um souvisejied dobry zdravotni stav
pacienthy. kiery dovoli odsunout zahdjeni onkologické
lE¢bu usi o 34 vdny w podstoupit ovaridlng stimulaci
s ndskedntm adbérem ooeyid. Dalfim pievizng legidla-
tivnd-etickym omezenim je existence partnera pacientky
@ jeho pisemny souhlas s provedenim IVF evklu
i poshyinull jwho spermii k oplozeni siskanyeh 00cy0.
Analogii kyokonzervice spermatu. ooeytin & embrsd se
Jevi Kryokonzervace ovariding thing (KOT). Jedna se
o metodu mtenzivad rorvijenou voposlednich nékolika
letech. Vyznumanou vyhodou této metody je jeji rychld pro-
veditelnost v dobé klinického su
moeneni bes putnost odsunuti 2
by, Dalsim nespornym: benefuem

gingu nddorového one-
ent protinddorove 16¢-
Je take faki Ze pacient
nemist podstupovat hormondling 1EChy . kterd mize oviavnit
biologicke choviini nchieryeh wypl malignich bunck.
Viechny viie popsand metady vyehizeni v rozvinu-
tyeh metod AR o vyuzivaji skofenosti s krvokonzervact
lidskyel gumet ¢i embryi. Zakladnf viastnosti gamet je

Jejich rorsihly germinding potencidl. a wdiz jsou predur-
Ceny juko jedny z prinich obgti agresivai chemoterapie,
Proces folikulogencse wmaturuce ooeviu je fizen rejmé-
ma hoomondlné, Mezi Klinicky pouzivané léky, kierd
dokdzou tvlo procesy ovliviit, pulii mimo jiné analaga
gonadoliberinu (GnRH-w). Nu zdklade nekteryeh pilot-
nich studii bylo prokisinoe, 7o pomoc techio 16k e
OIS GOCVIY Zasiivil ve vwvopi na arovni primordisil-

0Ol
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nich folikull (podobné jako je tomu v prepubertilnim
obdobi vyvoje Zeny) a takto inhibované vocyty pak vyka-
ZUji V¥Tazné niZsi senzitivitg na chemoterapii [11], Ove-

feni protektiviniho a¢inku analog GnRH na ovaridlni tkéf
je pledmétem zkoumiini prospektivoi kohortové studie
u pacientek s Hodgkinovim lymfomen: probihajici nvnf
na nasem pracovisti.

Voroce 2004 publikovand narozeni preniho zdravého
ditéte po ortotapické autotransplanci ovariding thand [12]
ukazaje klinickou vyvuzitelnost whoto postupu a nei na
viastni dite pro mladou Zenu s dingnostikovany m zhoub-
ngm nddorem. Vopdsledujicim texte uvidime prehled
poanatki a dosazenyeh uspéchit v této zajimave multi-
disciplindgrni oblasii.

INDIKACE KE KRYOKONZ I' R\ ACI
OVARIALNI TKANE

Pro pacienty s nove diagnostikovanym nadorovym
onemocndnim, Kteil potiebuji co nejrychleji zahdjit che-
moterapii, je kryokonzervace ovariding tkand alternativou
prevence ovaridlniho posozens &1 selhani [13. 14}, Cilem
celého procesu je nabidnout pacientee bez zndmek reci-
divy sikladntho onemoenéni po ukonceni protinddorove
I&Chy moznost reimplantace twkto zachovand ovaridlng
o malé pdnve & na jiné misto lidského @a Chete-
rotopickil autotransplantace).

Navic ato metoda muze bt pmmm ke u fady benig-
nich systémovyeh onemoenéni vyzadujicich eyvtotoxic-
kou chemoterapii sy stiemovy Jupus o m. Kterd jind,
vejména imunologichd onemocendni). Dile je maZng tuto
metodu vyuzit v nekteryeh nemoci ovaria, j.tki; Jsou reci-
divajicr ovaridlng cysty ¢ rozsahld pinevni endometridza
[15,106].

PROCES KRYOKONZERVACE
OVARIALNI TKANE

Vopostednich 10 Tetech se womuto @mam venovala
celd fada experimentilnich studii. V oroce 1996 pilomy
studie Hovana o Newtona vyzkousels kryokonservacni
POstupy s vvuzinim riznyeh Kyroprotektanti o potvrdila,
7o ovariding thad o odolmd & provesu hubokého zamra-
seni [, 18], Posdd i Newton avejména Gook siistili, Ze
primordidiing tolikuly jsou virdi
celému procesu zamriazeni | rormmzent o byvio dosazeno
venihu matwovanseh NI ooyl kierd pochdzely ze
camraZend u ndsledng rormrazend ovaridlni tkand
mnplantovand imunodeficitnim mysim [ 14, 201,

Poposud bvla ovariddng ikdn dspliné  zamrazena
slednd trnsplantosing krome mysi také v ovee, kri-
ki o Rosoana {200 220 23] Tyto studie ukazuji jasnou
korelach mezi poshozenim thiané a délkou trvini ischeémie
pii odbére a zpracoving tiand, Pokles poctu primordisl-
mich felikoli v distedho hyvpoxie je odbadovan na 530-63

prive vice odalng

“oo Padle nokiervenn stadii jaou bunthy onzsiradni thing

schopny tolerova ischémii minimalné po dobu 3 hodin.

V souasnosti jsou zkoumiiny moZnosti vyuziti litek,
zejména antioxiduntd (kvselina askorbovdl & vascular
endothelial growth factor - VEGF), kieré by dokdzaly
snizZit procento bunck poskozenyceh krvokonzervace [24].

Tyto dsplehy vedly k vypracovini kryokonzerva&nich
postuplt a pratokolli také v humanni medicing. V soutas-
n¢ dob¢ json vyuziviiny dva zdkladni typy kryokonzer-
vacnich protokolil podle typu pouZitého kryoprotektantu.
Jejich vyhody a limity jsou shrmuty v tabulee 3. K hod-
noceni Gsplinosti kryokonzervacnich postupii jsou vyu-
ziviiny metody hisrologického vySetiens thané, zejmena
procento piezivini primordialnich folikuld a procento
fibrotizace ve $t¢pu po transplantaci.

Voroce 2004 roce byl popsin prynid piipad, kdy doilo
po autotransplantaci zamrazeného vzorku ovaridlng tkiné
k vytvoreni euplodniho embrys [25] @ vrdpét K porodu
ditéte po ortotopické transplantact v pacientky  diive
lécené pro lymfom [12.26].V pipads posledng jmeno-
vanc prace byla ovaridlnd tkin tunsplantoviana ortotopic-
ky. tedy do mista vedle plivodniho ovaria, které bylo zni
Ceno chemoterapii. U pacientky byla sporadicky
poxorovéna ovulace. a proto je teoreticky mozné, 7o gra-
vidita mohla vzniknout z oocyiu veniklého v piivodnim
ovariu ponechaném in situ a nikoli ve wansplantovand
ovariding tkdni. Nu jafe 2005 byla publikovina price
izraclshYeh autorh, kdy hylo dosazeno gravidity a poro-
du zdraveho ditéie po ortolopicke autotransplantaci ova-
ridlel tkaing o ndsledném IVE cyklu u 28letd zeny 1 roky
po ukonceni chemoterapice
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Cely proces kryokonzervace ovariding tkiné (KOT) je
kompiexngjsi nez kryokonzervace cmhr_\ a ioaocytu,
VyZuduje uchoving vice typa bonck, a4 je tedy wvice
podobny Kryokonzervaci jinveh o wilnu a tkand {ledviny.
Jitra apod o v insplantologii pid porovndni s ratinnim
camrazovanim gamet. Vice ne? 20 % bunck ovaridlniho
hartexu tvolf primordidlnd folikuly obklopend vistvou
granuitzoy foh bunék a vazivovd tiine. Vitding folikuli
mnacv oblasti do T mm pod kortikilnim epitelem
ovari, oo tedy proomoZnou transplantaci o wachesdnd
ristovéhe potencidlu folikull se predpoklada nunost
rachoval takeé intepritu wehto doprovadnyeh strukiue
ovariilni thang,

pro non-hodgkinsky lymiom

Jo umist

Odbér thiind a jeji zpracoving

Oddber thiné e nejvyhodnesi provest laparoskopicky
v krithodobe celkové anestersii. Vzhledem k lokalizaci
primordiztinich Tolikuld v ovariu e nuiné odebrit nékolik
plitks ovaridiniho kortexu v tdoudtee 1-3 mm. Otizkon
zlistivd coikovy objem odebrand thing o rozsah reschee.
V literatufe je popsino nékolik postupl od odbéru celé-
ho ovaria. jeho cisti €1 poure malveh vrorka theing hiop-
tickymi Eleftdmi. Nejoptinuiingjii » hlediska daliiho
v se jevi odbér 2-3 plutku thind 7 obou ovarif.
je pivd krvokonrery

ol Zpracovan na mensi kousky

Coeortival sirips™) o velikosth asi 10 8 3 4 2 mm.
A folikeli
Pii pokusech

ssadniey bmitggivim fakrorem pro pi
voodebrarem veorku je délka ischemie

154



Thawed aw aran rissue

l‘.l..‘l' cm\

1%.:2m

Ohbrr, L Ontotospicka rransplantace ovaridinich prouzid
tphenzato 2 Matrow B et al N Eng 1 Med 245 0200510 95455077

b, 2, Omtopicka wansplantace suspenze anvarilng thand
ipteydate 2 Meinnw 1 et al N Bng T Mad 243 (00050 05488477

ocmininalisact ischemickéhio poskozeni byly na animdl-
nich modelech provedeny pokusy o perfuzi celého avaria
kevoprotektanty o jeho nasledné zamrazeni jako celku
[2R]. Nao zdkhade pozorovani mtord bely dle vesledky
voprezivani folikult po zamrazent celeho ovaria srovna-
telnd s metodou amrazent kortikdlnich provzhuo.

Autotransplantace ovarialng tkind

Techmihy autatransplantace ovariidnd thiané u Cloveka
Lre vozdElit na ortotopiché a heterotopicke. Ortotopicka
transplantace snumend uloZeni Siépo do madd paive do
ovirhe fossy Cioprimo do hormonulnd inaktivoiho ova-
ri Vaorky je moznd ulozit do peritonediing duplikaury
a Hvosat stehem ¢ piimo do ovaria pomoet riznych
technik f12]0 Perspektivig se 2dd ulozeni ovaridlnich
prowzhu primo do ovariilniho koree o Gxace swehem
tobr, 1St mnohocetna mpekee suspense malveh kausku
ovariilng thand pime do ovaridlniho kortexu (obr, 21
127].

Nekteryimi amory bylo prokizino, ze peritemcilod
than se lépe hodi b oreansplantuct ne? jiné oblasti « pod-
hozis svatova than), protoZze zde doilo kK mendd s
vopodte primordidinich folikulu (291 Nevvhodouw orto-
topichsd transpluntace jo vEST invazivitie vyRonu, ndkdy
Fsonunost Liparotomie. Nweménd laparoskopichs pri-
stup s ebledem kovvspelost @ro operaens techniks pie-
Mg

Pralsr moznosti e heteratopichid tamsplimtace Ssiépu do

podkozi. kdy se jednd o vykon daleko méné invazivni
vétiinou bez numosti celkové anestezie. Jsou popsiny
transplantacni techniky do podkozi piediokti a podbfis-
ku. Studie na primitech potvrdily schopnost ovaridlniho
Stépu vytvorit zraly oocyt 1 v cizim prostiedi podkozni
tkiané mimo malou panev. ¥V oblasti humdnni mediciny
bylo dosazeno vytvoieni diploidniho embrya v auto-
transplantitun (obr. 3). zaum bez dosakeni gravidity po
embryotransferu [25].

Sledovini a daldi vyuZiti autotransplantitu

Klinickym diikazem funkece transplantitu je obnoveni
menstruadniho cyklu u pacienthy s latrogenni amenoreou
po chemoterapii (hypergonadotropni hypogonadismus).
Podle dosud publikovanych praci doslo ke spontinnimu
ndstupy menstruace vointervalu 6212 mésich po lrans-
plantaci.

Nejjednaduiai moznosti sledoviini funkee transplanto-
vaneho ovaridlniho Stépu je sledovint hladin ovariiinich

Obr. 3
LG L LA L
tPiew

Buploidnd fibunéend (RIS embryn voniblé po
ansplantace v oviriding thims v podkod puie
tr 2 Ohtay K cial Lanver 307 e 2004 0X37 -840

Obr, 4, Laparoshopicks ofdbée onandlof thine oy lestnd mate
e ondher evanalniho kortesu, by odebrany < sorch, ©oovannm po

wlh

ondindrn o bhoweitact ok <t maahuidend blopsic 7 ovarin
[ERR RS SFO TR NTH LT A
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steroidd @ gonadotropind. Tato laboratorni metoda je
b&zn¢ dostupnd a levnd, Prespekiivig a citlivejsi se jevi
sledovini novveh markerin a ukazatelll ovaridini funkee
arezervy - inhibing (INH AL INH By a antimullerianské-
ho hormonu (AMH]). Jejich hladiny zaénou v krvi stou-
pat a nekolik t¥dnh difve, nez je v krvi detekovin &
fikantni pokles gonadotropind.

Dalsi alernativou pii sledovini funkee autotransplan-
tatu je bioptickd verifikace s naslednou histopatologickou
analyzou &i s vyuzitim metod molekukirni biologie (FISH
¢ PCR sondy nu strukeury ovariidIng thiang). Zdasadai nevy-
hodou wohoto postupu je jeho invazivita a riziko daldho
siizeni funkéni rezenvy ransplantovandho vzorku.

ghi-

Tah,

ry stfev — tzv. Kruckenbergeriiv tumor). U systiémo-
vych nddorov¥ch onemacnéni hematopoezy. jako jsou
leukémie, toto riziko neni presnd znimo a mély by byt
zvataviny jiné moZnosti ochrany ovaridlni funkce
popsané v tvodu ¢linku. Pred zamraZenim a zejména
pied auntotransplantaci by méla byt provedena histolo-
gickd &1 imunohistochemickd analvza &dsti vzorku.
kierd miZe odhalit potenciding moznost veskytu malie-
nich bunék s ohledem na typ zikladntho onkeologicks-
ho onemocnéni. Kontraindikaci télo metody by zcela
jisté méla byt genetickd #zdtéz pro vznik Karcinomu
Pragoa ovaria — pozitivita genu pro Breast Cancer Anti-
ven (BRCAL2).

Kryohoneenadnd protoholy - krvokogeniace ovaridlng thing H.'Ipf.'r- ene podle Gook DAL e al. Bae 3. Obster, {331
1

DANO)

Fotokol & 1.2-prop e (PROH)

1994

Vinik 1996

Plitky ovariatnido kortesn thoicky 1 mm

PlLitky ovanalnihio kortexa {2nm x Span « ©

Diehy

wrotok DIM DAMSO 0% Leibovite L-13 mediua, 15 mime

Drehyditace: raetok 1AM PROI + 0,00
surcoza-foskit + 10me/mil Bdshy sérovy albumin, 90 minut

Pomald samrakenis 2 "Cémun do =7 “C, 003 °Chmin do 240 *C.
10 27 min do - 140 70 alokeni v wkatém dusilu

| Rychle rozmndeni: 2 min. na vaduchu 24 “C., 3x 2 min. ve vodni ldzni 22 5C
| b,

Pomald sannazen: 2 *Cémin do -7 *C, 0.3 "Chmin
do =30°C, 30 *Chmin do - 130 *C, ulofeni v wkmdm dusiku
Ruchle rozmrazeni: 2.3 min, ve vodni Jaeni 37 °C

Tab. 4. Soubor pacienti. v nichz dodlo ke Trvokonzervach ovariding thand na Gynekologicko -porodiické klinice v Brad

__._,'__f'_dfllil Onkol. diag. T

ao.:-dn-.‘g_amkul_ 1ééha

NHEL CH

R-CHOM + RT 30 Gy Relapy

L CHT (BEACOPP) + KT 3

1 Gy Rerise

i

Remise

Ca verv. uteri

Hi.

padd dloubodobd remise onkologického onemog
'  O7FNe pvazoval o v autotransplantitu k v
hani oooytlt s jeho ndsledoym oplozenim o vznikem
embrya, Vopripadé ortotopickd transplantace je teoretic-
Ky modnd 1 spontinni honcepee, i kdy? s nivkou Sanci na
tispech, Jako GEnndjai o nuid v pipadé heterotopickd
trunsplantace se ukavuge vwuzitd ovaridalng stimabaee

gonadotropiny u naslednt vvuzio eehnik odbéru ooeytu
(OR ~ oovyie retrieval ¥ a in vitro fertilizace IV,
Bezpetnost kryokonzervace ovarising (kine

Qddbér ovariilng taing se provadi laparoskopichy v cel
kové anestezii, kdy rivika spojend s timto zikrokem vet-
stnou nevedou K zdavaznym kemplikacim s nutnost odlo.
7ent onkologickd lechy, nieméné je nelse podeenit
a pacientha musi byt dukladng poulena formou pohovo
rib s wperatérem a piserndho informove

Vebmi podstatna je otdzka rizika recidivy nadorové.
hg cnemoencni po sutotransplantaci v ditsledku pieno-
ni thinf. Vétiing
soludnich nadora v ovarin metastivy netvoir. U nékie-

cho souhlasu.

suomidoroanyeh bundk spolu s ovg

rych nndorosyeh onemocndnd jsou popsany mctistisy

do ovaria tapr, lohaldeni Karcinom prsu, nékerd nido

Doporuceni pro praxi

Krvokonzervace ovarlidlng thing je memada v posled-
nich letech intenzivid rozvijena. V nékteryoh semich Jiz
vznikla colid fada specialivovanyeh laboratoff o center,
Kierid nubizeji wito metodu Zendm v reprodukénim vk,
Odborni debata o vvhoddch w potenciondnich rizicich
vedlick v ytvofent expertni pracovai skupiny a doporude-
ncho postupu Americké Spoleénosti pro Reprodukéni
Medicinu (ASRM) [30]. PrestoZe doporuteni byla vydi-
1o jid v roce 2004 je v ném o mimo jind konstatovine:

jednd se o dosud experimentalni metodu,
“md by vyzadoviin plsemny souhlas pacienta o sou-
hlas etichd komise .
nesbvinost megioborovd spoluprice - gyvnckolog,
patolog. onkolog. embryoloy, genetik, paycholog.

* metadi by nemela byt komerdné nabizena Jiko po-

Jistha reprodukSntho stimuti,

Vo Lviopd v dubau roku 2004 vstoupila v platnost
smérnice Evropshe unie & 200 MEC o darovidni. 2pro-
stredioviini. testovant, spracosvini, ochrand, skhclovini
a sifend frdskyeh thimd o bunck. Tato smérnice stanovuje
minimdleg standardy a podminky pro pracovisté, Muerd se
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subyvaji témito postupy. Uplatiovind wéchto pravidel
mize vysnamnym zpisobem snizit dostupnost téchta
medicinskych postupt a sluzeh, nu druhd strand zajistuje
maximalni bespednost a kvalitu.

\’I,ASTNI ZKUSENOSTI S TECHNIKOU
KRYOKONZERVACE OV ARIALNI
TKANE

Ve spoluprict s interni hemato-onkologickou Klini-
Lou Fakulmi nemocnice Brno byl nu nasem pracovisti
v obdobad ledna 2003 dosud proveden odbér o zamra-
zent ovarialng tking v 3 onkologickyeh pacientek, Indi-
kace kb vykonu a podrobnéjsi churakteristiku pacientek
shrouje abulka 4. Ve viech piipadech byly laparosko-
pickou technikou 2 kazdcho ovaria odebriny 1-2 prouz-
ky ovariilniho kortexu velikosti SxI0 mm
s toustkou do 2 mm (obr. 4). 2 kazdcho ovaria byla
ddle ze 2 mist provedena mdhadnd biopsic a ziskand
vzorky do velikosti [ x 1 mm hyly vySetfeny histolo-
gicky ke stanoveni po¢tu primordiainich folikuld jako
\lknz:lrclc ovaridlni rezervy a vyloueni pFitomnosti
enich bunék. Ziskand tkidn  byla zpracovina
A FImrazeni |‘md[L krvkonzervadnibo prokolu s [ .2-pro-
pandiolem (viz b, 3). Viechny pacicntky zafazené do
studic byly serndmeny s metodou o podepsaly informao-
viny soulilas. Projekt byl schvalen etickou komiisi
Fakultni nemocnice Brno. Zdadny ze zamrazensch vzor
Lo neby! zatim pouzit ke transplantaci. Realizace toho-
o finanend a organizadne mirocncho projektu jo v sou-
Casne dobd moznad pouse diky podpofe Interni grantové
agentury Ministerstva zdravomicti Ceshé republiky
CONRRIOY - 3,

mux,

DISKUSLE

Krvokonzervace ovaridlng thand yvo srovadng s knyvo-
hony Croooeyvtin Sboembryve pojejich oplozeni ma
v vhodu v oo, Ze pfione nens nutnd ovandlni sti

sonadotropiny a rizika s ni spojend (ovaridlig
v porstimoladnd syndrom, modne Aindlivé i trombem-
bobicke komnplikave . Novie ovarialng stimulace je relans
ne kontramdiboviing n hormonding senzitivaich nddorn
tiliskutuge se zepmena o karcinomu prawd. kdy by po éo
terip

AN

1

whlo dagin kovvehlie e progres & diseminac pri-
marniha nadorového loziska, Viznumny je take fakt, 2o

odhlidar sahdjent onkologickd 1&¢hby o 223
trdny Kvali ovariding stimulaci.

Mintmalizoee ischemického trawmatu thind behem
uoa spracoviie je velmi dolezitdm faktorem pro
it AEps Meni senzinvit na ischemickd trauma
vwhaun primordiding folikuly, naopak w350 provenio

neni nuoe

o dhy

poskozent jo mozno pororovat u okolnich granuldzovich

bunch Ukazuge se. 2o procento piczivind e zivisle n

stupni renciace buiiky a také pocu a typu bunéénych
organel. Presto jsou vysledky s kryokonzervaei ovaridlng
tking daleko povzbudivejdi ve sroviiing s kryokonzerva-
ef aocyta, Dalsi zlepient vysledkin jo moZné pii pouZiti
chych technik, joko je vitrifikace
(\-L‘|I'|\I |\1.h|a. zorazeni po picliti vzoorku tekutym dusi-
kem). Slibnou cestou do budoucna mize byt také zdoko-
naleni technik zamraZzen( celého ovaria, Neddvno Marti-
nez-Madrid prokizal velmi dobré vysledky preZiving
primordialnich folikulit po ramrazent a nisledndém roz-
mrazeni celého lidského ovaria [31], Také Bedaiwy ve
své prici provedend s ovéimi vajedniky dosahuje vynikia-
jicich vysledki pri aototranspalntact celého vajeéniku
s pouzitim technik mikrovaskulirni anastomaozy (28]
Hlavnim problémem tohoto postupu je nalezeni whods
metody uchovivani celého ovaria véetnd jeho krevoiho
rediste.

Velikost funkéni ovaridng reservy po transplantacs
ovarialng thiné je sikladonim predpokladem pro dlouho-
dobou funkei St@pu. Histologickym studiemi byla prokii-
vana velmi nepravidelnd distribuce primordidlnich foli-
kulli v Kortexu ovaria, které jsou morfologickym
korelitem jeho funkee. Zatim neni mozné validné pred-
povédet dobu fungovini chemoterapii & jinak poskorse-
ného ovaria, a tudiz ani Stepu ovaridlng tkiind po awto-
transplantact.

Pred pouzitim ilnd kdnd mné
vyvstane otdzka, jak brey po dspéindm ukoné

zamrafend  owvy

eni onko-
logickd 1é¢hy je vhodne zené nubidnout tansplantaci
ovaridlni thind, Rozhodnuti zivis? zejmena na zdravol-
nim stava o vesledeich vyietient béhem dispenzarizice
nu pRisiuiném onkologickém pracovisti. Obeendé se
dopornéuje ansplantace ovaridlng tkine nejdiive po
dvou letech trviind remise onkologického onemocendng.

7ZAVER

Presiofe mnohio novich smdif popisuje obnoveni
Tunkee thind vaedniku po aumtotransplantaci a navedory
tomu, Ze jiz bylo opahovand popsino narozent ditée po
pouzitd wehto wechnik o Sloveka, je porfeba si uvedomit,
e stile mmoho otdzek celého vose popsancho procesu
sistivd nesodpoveseno P indihact je vidy nutan pii-
sdrivotmimu i psyeliekdmo stavu
sndindividoding. VAT
pokroky v kryobiologii je nuno suile povazovat kryko
konzervact ovariding

hlednout b celkover

1

Pies

seny o postupoval

thaind za mctodu experimentibng,
Praktickd realizace whoto postupu zccta jiste vy Zaduje
veusnou a dzkou spoluprici Klinichého onhologa, gvne-
kologa - specialisty na reproduken? medicinu a embryo-

loga.
Podpoieno grantem 1GA MZ CR - NR/S16Y - 3.
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Methods for preserving fertility in young women suffering
from cancer: some aspects of ovarian tissue cryopreservation

Zakova J', Sedlackova M?, Polak S**, Dumkova J?, Ventruba P!, Crha I'

Department of Gynecology and Obstetrics, Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno, Czech Republic.
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Dear Editor-in-Chief, Bratislava Medical Journal,

A great interest increases in revealing the pathogenesis of on-
cologic discases by experimental tumorigenesis to perform early
diagnosis and treatment strategies (1). New methods of cancer
therapy. often aggressive, now bring questions such as: how to
prevent the decrease in ovarian function and fertility in young
women suffering from cancer. The purpose of our paper is to re-
view shortly the current methods. Our preliminary ultrastructural
study shows that the method of cryopreservation of human ovar-
ian tissue causes minimal structural changes in primordial and
primary ovarian follicles.

The human ovarian cortex is populated by a finite store of
primordial germ cells. They migrate during the early fetal life
from the wall of the volk sac into the developing ovaries (forming
from a paired indifferent gonad). The germ cells of endodermal
origin differentiate later into cogonia. The oogonia in ovary are
surrounded by stromal cells derived from coelomic epithelium,
and develop into follicular or granulose cells. The follicular cells
are flattened at the beginning and later, during the ovarian cycle
they become polyhedral repeated divisions of oogonia as well as
follicular cells form the immature primordial follicle. These fol-
licles are continuously involved in the growth of antral follicles.
but just a few of them are preferred to mature until ovulation (2,
3). In humans and in other primates as well, only one single follicle
reaches the pre-ovulatory stage each cycle; most follicles fail in this
maturation scheme and die in the apoptotic process termed atresia
(4). A female child is born with 1-2 million primordial follicles
in its ovarian cortex. The number of follicles reduces by speed of
1,000 follicles per month, and at menarche, there are 400,000 fol-
licles available. Even though menopause marks a definitive end of
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the reproductive lifespan with exhaustion of follicles, the female
fertility already initiates to decrease at the age of 30 years. By the
age of 40 years, the incidence of significant problems with hu-
man fertility is already marked, in both spontaneous and assisted
conceptions (3, 6). Fertility difficulties are particularly caused by
a stable injurious effect of environment (7).

The number of 450 matured follicles approximately is a suf-
ficient amount for the whole reproductive life of a female. But
some anticancerous treatment schemes are excessively aggressive
and besides the successful cancer-treating effect in many young
womerl, they lose both ovarian endocrine function and fertility (8).
lonizing radiation and the majority of alkylating agents can often
induce early ovarian failure, rendering the patient infertile. For
instance, intensive chemotherapy and radiotherapy, prior to bone
marrow transplantation, used in the treatment of some hematologic
diseases, can also result in ovarian failure (9). The precise mecha-
nism of follicular damage induced by chemo or radiotherapy is not
yet well understood. Ovarian impairment caused by radiotherapy
depends on the position of abdominal radiotherapy field. More-
over, there are no human studies considering the quality of cocytes
and embryos derived from a prior course of chemotherapy (10).

Methods of preserving the fertility in young women can be
divided into three cryopreservative methods, namely those preserv-
ing the embryo, mature oocyles, or ovarian tissue. Cancer patients
can undergo follicle aspiration followed by in vitro fertilization and
have their embryos stored in freeze bank prior to the treatment,
or during a suitable break in it (11). In 1985, Mohr and Trounson
(12) report about the first successful delivery after the frozen hu-
man embryo transfer. Today, the rate of achievement following
the procedure is high. Unfortunately, barely a limited number of
oocytes can be collected and the technique is not generally ap-
plicable in all cancer patients. For example, ovarian stimulation
is contraindicated in malignant estrogen-sensitive tumors such as
carcinoma ol breast. The method seems to be inappropriate for pre-
pubertal girls and often unacceptable to single women who do not
wish to use donor spermatozoa (5). According to several reports
(13, 14), eryopreservation increases the incidence of monozygotic
twinning, although other reports indicate that no such relationship
exists (15, 16). Repiska et al (17) described a very rare case of
octuplet pregnancy following cryo-embryo transfer.
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Fig. 1. Primordial follicle from a “fresh” ovarian cortex. Large, pale
nucleus (N) and perinuclear distribution of organelles, mostly mito-
chondria (M). Flattened follicular cells (I) surrounding oocyte (TEM,
line in Fig. = 5 pm).

i
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Fig. 2. Primary follicle after cryopreservation with minimal morpho-
logical alterations. Large and pale nucleus (N) with marked nucleo-
lus (n). The nuclear envelope (E) of oocyte is undulated. Follicular
cells have a higher accumulation of heterochromatine (H) in nuclei,
and more lipid droplets (L) in cytoplasm (TEM, line in Fig. = 5 pm).

Human mature oocyte cryopreservation represents a valid
alternative to legal, moral and religious problems encountered in
association with embryo freezing since it does not require the pres-
ence of a male partner and thus has an undoubtedly positive impact
on assisted reproduction techniques. The first birth after human
oocyte cryopreservation was reported by Chen (18) in 1986. The
pregnancy rates after embryo transfer from frozen oocytes stay
still very low (1 % to 5 %) even though such a long period had
gone. There are various reasons for this limited success, namely
low oocyte survival degree, low fertilization rate after traditional
in vitro fertilization, high incidence of polypoidy, and poor devel-
opmental ability of embryos (10). Recently, the first successful
fertility preservation with frozen mature oocytes in cancer patient
has been reported by Yang et al in 2007 (19).

The idea of ovarian tissue cryopreserving as a whole is based
on the invention that the primordial follicles protected by ovarian

Fig. 3. Primary follicle after cryopreservation with prominent mor-
phological alterations. In cytoplasm of cocyte there are mitochondria
(M), the oolema is more undulated and interrupted in more places.
The eytoplasm of follicular cells is vacuolated (C) and contains lipid
and lipofuchsine droplets (L) (TEM, line in Fig. =5 pm).

cortex are more resistant to eryo-injury than the mature oocytes are.
The oocytes in primordial follicles of ovarian cortex are small, not
yet completely developed, with few organclles, with no covering
of zona pellucida, and are relatively metabolically quiescent and
undifferentiated in comparison with maturc oocytes (20). But the
greatest risk with ovarian tissue cryopreservation is the possibility
that by autografting a frozen-thawed ovarian strip it is possible to
re-convey a tumor harbored within the ovary (21). In 2004, Donnez
etal (22) described a first live birth after orthopic transplantation
of cryopreserved ovarian tissue. Their findings suggest that cryo-
preservation of ovarian tissue should be offered generally to all
young women with cancer diagnosis. Other authors assume that
it is 100 soon to recommend this technique on a routine basis (23).

MNumerous morphological works deal with the ultrastructural
characteristics of frozen and thawed human mature oocytes. Most
of them describe a variety of ultrastructural alterations, like an in-
creased density of the inner part of zona pellucida, in some cases
a delamination of zona pellucida, or vacuolization of oocyte cy-
toplasm (24-27). Nevertheless, so far we have found only three
studies to be dealing with ultrastructural changes of oocytes and
follicular cells after ovary cryopreservation of which two were
conducted in humans (28-30) and one in mice (31).

In our preliminary study, we investigated frozen and thawed
tissue stripes of ovarian cortex after laparoscopy in a 21-year-old
woman. A small sample of ovarian tissuc was immediately fixed
with 3 % glutaraldehyde, post-fixed with 1 % OsQO, in phosphate
buffering solution and embedded in Durcupan ACM. The ultrathin
sections were contrasted with uranyl acetate and lead citrate. The
rest of ovarian tissue was frozen and stored in 1,2-propandiole
for two months. After thawing in 37 °C water bath, the tissue was
prepared for transmission electron microscopic examination with
the same method.

We found numerous primordial and primary follicles in tis-
sue samples from “fresh™ ovarian tissue, as well as from the fro-
zen and thawed tissue. The “fresh™ primordial follicle as seen in
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Fig 1 normally contains an oocyte with a large pale nuecleus, and
perinuclear distribution of organelles (mostly mitochondria). The
follicular cells have also large and pale nuclei with abundant eu-
chromatine. After the freezing and thawing procedure the most
remarkable changes we observed surprisingly not in cocytes but
in follicular cells and other stromal cells. These changes in mor-
phology of follicular cells include intense condensation of hetero-
chromatine in nuclei, changes in mitochondrial morphology and
an increase in lipid droplets density (Figs 2 and 3). Most of frozen
and thawed oocytes had entire oolema as well as nuclear envelope.
The ultrastructure picture of oocytes with normal morphological
features and perinuclear distribution of organelles shows that these
oocytes seem to be viable. We assume, that cryopreservation of
ovarian tissue represents an effective alternative or an addition (o
cryopreservation of embryos or oocytes for women at risk of pre-
mature ovarian failure due to chemotherapy.
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ABSTRACT

Objective: Presentation of clinical results and experience with this technique during past six years.
Design: Original paper.

Settings: Gynekologicko-porodnickd klinika LF MU a FN Brno, Interni hemato-onkologicka klinika LF
MU a FN Brno, Department of Obstetrics and Gynecology. Hadassah University Hospital Ein-Karem,
Jerusalem, Izrael.

Introduction: Ovarian tissue cryopreservation (OTC) and its future auto-transplantation becomes an
alternative for patients to prevent serious damage of ovarian function by oncology treatment.

Methads: Patient is indicated to OTC in case of high risk of ovarian failure due to planned chemotherapy
and impossibility to use other oncofertility technigues. Ovarian tissue harvesting is done by laparoscopy
in short-term general anesthesia. After tissue processing the samples are cryopreserved in programmable
automatic freezer or by vitrification. The auto-transplantation of ovarian tissue is planned after the
complete cure of patient’s malignancy. Our workplace doesn’t have own experience with tissue
transplantation — until now cryopreserved tissue has not yet been utilized by the patients. Clinical
experience with this technique gained by our team during academic stay in abroad Israeli clinic is
presented.

Results: During the years of 2005-2011 the OTC was performed in 19 cancer patients before
chemotherapy. In majority of cases, patients suffered from blood or lymph node systemic malignancy
(84%). Average age of women was 26 years. The patient set consisted of mostly nulliparous women
(88%). Patient’s average body mass index was 23,9 kg/m2. The length of systemic chemotherapy
averaged 7.1 months. Time from fertility preservation counseling to chemotherapy was not exceeding one
week (7.2 days on average). Ovarian tissue harvesting was conducted by laparoscopic surgery in all cases.
The length of surgery did not exceed 60 minutes and no surgical complications were observed, The case
of ovarian tissue transplantation performed on abroad university settings is discussed.

Conclusion: In the consensus of with international guidelines OTC is offered to patients with high risk of
ovarian failure doe to cytotoxic oncology treatment. Research in the field of oncofertility is focused on
the technigues of in-vitro folliculogenesis in retrieved ovarian tissue,

Key words: cancer, infertility, fertility preservation, ovarian tissue cryopreservation, oncofertility.

SOUHREN

Cif studie: Prezentace vysledkii kryokonzervace ovaridlni tkiané u pacientek podstupujicich onkologickou
1éébu.

Typ studie: Plivodni price.

Ndzev a sidlo pracoviitd: Gynekologicko-porodnicka klinika LF MU a FN Brno, Interni hemato-
onkologickd klinika LF MU a FN Brno, Department of Obstetrics and Gynecology. Hadassah University
Hospital Ein-Karem, Jerusalem, Izrael

Uved: Jednou z moZnosti prevence poskozeni ovaria onkologickou 1éébou je kryokonzervace ovaridlni
tkané (KOT) s moZnosti jeji autotransplantace po vylééeni nidorového onemocnéni, Cilem této price je
prezentace klinickych zkuSenosti s touto technikou za Sestileté obdobi na univerzitnim pracovisti v ramei
Centra ochrany reprodukcee.

Metodika: V piipadé vysokého rizika ovaridlniho selhdani v disledku plinované onkologické 1ééby
a nemoZnosti vyuZiti jinych technik reprodukéni ochrany je pacientka indikovana ke KOT, Odbér
ovaridlni tkiné se provadi laparoskopicky za kratkodobé hospitalizace. Po zpracovini vzorku je vlastni
kryokonzervace realizovina s poufitim programovatelného mraziciho za¥izeni nebo pomoci vitrifikace.
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K autotransplantaci ovaridlni tkiné piistupujeme v obdobi po vylééeni zhoubného niadorn. Na vliastnim
pracoviiti nemame dosud vlastni zkuSenosti s transplantaci ovariilni tkangé. Dosud kryokonzervovand
ovariilni tkdi zatim nebyla k transplantaci pouZita. Jsou popsiny klinické zkufenosti autora s touto
technikou béhem akademické stiize na zahraniénim pracoviiti v Izraeli.

Vysledky: V obdobi leden 2005 — leden 2011 byla provedena KOT u 19 pacientek pied onkologickou
1éfbou. Ve vétSiné piipadd (84 %) 8lo o pacientky s hematologickymi malignitami, Primérny viék
pacientek byl 26 let. V souboru dominovaly nulipary (88 %). Priimérny vék pacientek byl 26,7 let.
Priimérny index télesné hmotnosti (BMI) pacientek ve sledovaném souboru byl 23,9 kg/m2. Délka
systémové 1é¢by Cinila primérné 7,1 mésici. Primérny as do zahdjeni chemoterapie nepiesahoval jeden
tyden (primér 7,2 dni). Odbér ovaridlni tkané byl proviadén ve vSech pripadech laparoskopickou
metodou. Délka operaéniho v§konu nepfesihla dobu 60 minut. Nebyly zaznameniny Zzadné vyznamné
operaéni komplikace. Autofi dokumentuji pFipad autotransplantace kryokonzervované ovaridlni tking
uskuteénény na zahraniénim univerzitnim pracovisti.

Zdvér: Ve shodé s mezindrodnimi doporuéenimi je KOT nabizena pacientkdm s vyznamnym rizikem
ovaridlniho poskozeni v diisledku chemoterapie. Vyzkum v oblasti onkofertility se zaméfuje na moZnosti

zajisténi folikulogeneze v odebrané ovaridlni tkdni v prostiedi in vitro.

Klicovd slova: nidorové néni, neplodnost, ochrana reprodukcee, kryokonzervace ovaridlni tkané,
onkofertilita.
Owvaridlni tkan obsahujici gamety miZe byt zpracovi-

UvoD

Souvislost mezi pofkozenim reprodukénich funkci
a onkologickou lécbou je znama jiZ nékolik desetileti.
S nardstajici Gspé&inosti onkologické 1é¢by roste vyznam
t&chto negativnich dopadi na fertilitu Zeny. Trvala ztrita
reprodukéniho potencidlu patii mezi nejcastéjsi nezadou-
ci Gcinky onkologické 1é¢by. Jednou » moZnosti preven-
ce poikozeni ovaria onkologickou 1é¢bou je kryokonzer-
vace ovaridlni tkiné (KOT) s moZnosti jeji
autotransplantace po vyléfeni nddorového onemocnéni
[14]. Hlavnim cilem této strategie je zachovat tkamn ova-
ridlniho kortexu obsahujici primordidlni folikuly k auto-
transplantaci v dobé, kdy bude pacientka trvale vylécena
z onkologického onemocnéni [6, 8,19]. V literatufe byla
popsana Gspéind autotransplatace ovaridlng tkdné zatim
u nékolika desitek pacienth na svéé [2, 7, 9, 24]. Prvni
porod zdravého ditéte po transplantaci zamraZzené ovari-
alni tkdné popsal Belgican Donnez v roce 2004 u 25leté
zeny diive 1é¢ené chemoradioterapii pro Hodgkinhv
lymfom v pokrocilém IV. stadiu [8].

Frvni pokusy o kryokonzervaci a transplantaci ovarial-
ni tkdné se datuji do roku 1950. BohuZel pro nedostatek
Gcinnych kryokonzerva¢nich metod a technického vyba-
veni byly jejich vysledky nevalné a mélo povzbudivé.
S rozvojem kryobiologie v 90. letech minulé¢ho stoleti
pfrichdzi rozvoj této metody také v huminni mediciné,
Na rozdil od kryokonzervace embryi ¢i oocytd je ovari-
dlni tkan daleko komplexnéj§i a obsahuje vice druhi
bunék — stromdilni bufiky, folikularni bufiky a ococyty.
Standardni metodou kryokonzervace ovaridlni tkiné je
technika pomalého mraZeni v médiu obsahujicim lidsky
sérovy albumin a sucrdsu s vyuZitim propandiolu, dimet-
hylsulphoxidu ¢ ethylenglykolu jako kryoprotektantQ
[12]. VyuZiti téchto kryokonzervaénich technik vede
k pfeZiti az 70 % viech primordiilnich folikula v zamra-
zovaném vzorku ovaridlni tkiné [20].
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na nékolika zptsoby. NejvEtsi klinické zkufenosti existu-
Jji s kryokonzervaci fragmentil (prouZki) ovaridlniho kor-
texu. Jsou také popsiny klinické zkuSenost s odbérem
a kryokonzervaci celého ovaria s vaskularni stopkou.
Autotransplantaci celého lidského ovaria s mikroanasto-
mozou v roce 2004 GispéEné realizoval Martinez-Madrid,
Problémem této metody u vétfich savel je nedostateénid
difuze kryoprotektantu do celého orgianu a poskozeni
kapilar ledovymi krystaly. Dalsim technickym iskalim je
vysoké riziko trombdzy v reanastomozovaném vaskuldr-
nim pelikulu [15]. Jinou moZnou strategii zpracovini
ovaridlni tkiané pfedstavuje izolace primordidlnich foli-
kuldl obsahujicich cocyty a jejich kryokonzervace samo-
statné bez doprovodnych ovarialnich bunék. Primordial-
ni folikuly (PMF) jsou velmi rezistentni k pofkozeni
nizky¥mi teplotami — maji energeticky nendrony metabo-
lismus, malou velikost (3040 mikrometrll) a absenci
cytoskeletu,

U pacientek s piedfasnym ovaridlnim selhanim
v disledku onkologické 1éCby, miZe byt kryokonzervo-
vand ovarialni tkafi vyuZita bud k transplantaci zp&t do
téla pacientky, nebo muiZe slouzit k in vitro maturaci
PMF s cilem ziskat haploidni oocyt schopny fertilizace
pomoci béZnych metod asistované reprodukce. Ortoto-
pickou transplantaci oznadujeme vloZeni ovaridlni tkang
zpét do funkené inaktivniho ovaria ¢i jeho bezprostiedni-
ho okoli v malé pinvi. Heterotopicka transplantace zna-
mend umisténi $&pu do jiné, vésinou lépe piistupné
oblasti téla Zeny. V piipadé ortotopické transplantace je
teoreticky moZné dosaZeni gravidity spontdnni koncepei
za piedpokladu nepofkozenych wvejcovodi a délohy.
V ostatnich pfipadech je moZné dosahnout téhotenstvi
pouze pomoci ovaridlni stimulace a eyklu in vitro fertili-
zace (IVF). K minimalizaci rizika rekurence nidorového
onemocnéni se jako efektivngjsi jevi technika in vitro
kultivace PMF izolovanych z ovarialni tkang. JiZ dnes je
technicky mozné in vitro kultivovat lidské PMF az do
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stadia folikulogeneze, které je pro fertilizaci dostate&né,
Je pravdépodobné jen otiazkou Easu. kdy takto vznikly
oocyt bude pouzit k oplodnéni a k narozeni zdravého
ditéte [26]. Zajimava je také myilenka vyuZiti laborator-
nich zvifat jako inkubacnich médii k dlouhodobému
uchovavani a také maturaci lidské ovaridlni tkané. Imo-
nodeficientni my#i jsou nejéasté)ji vyuZiviny jako recipi-
entni organismy pii xenotransplantaci lidské ovaridlni
tkiné. Nejlepsi vysledky byly popsiny pfi transplantaci
lidské ovaridlni tkdané do peritonedlni dutiny a kapsuly
my$i ledviny. Po transplantaci byly pomoci ovaridlni sti-
mulace my&i ziskdny maturované (MII) lidské ovocyty
[1o, 111.

MATERIAL A METODY

Centrum ochrany reprodukee (COR) na Gynekologic-
ko porodnické klinice LF MU a FN Brno nabizi podptir-
nou lé€bu zaméfenou na zachovani reprodukéniho poten-
cidlu u pacientd s nové diagnostickym onkologickym &i
imunologickym onemocnénim. Béhem konzultace je
provedeno zhodnoceni rizika ovaridlniho pofkozeni i
selhani v dusledku planované onkologické 1é¢by a paci-
entce je navrzena optimalni strategie reprodukéni ochra-
ny. Pacientce je popsin podrobné cely postup podpiirné
1écby. PFi rozhovoru je vhodna také piitomnost partnera
¢i manZela pacientky. Velmi dileZity je zejména &as, kte-
ry zbyvd do zahidjeni onkologické lé¢by, ¢ moZnost
odsunuti zacitku I€Cby.

Metoda kryokonzervace ovaridlni tkdné byla imple-
mentovina na nafem pracoviiti na podkladé diive publi-
kovanych praci a zkufenosti jinych autort [1, 8, 16, 19].
Pred realizaci je vyZzadovan podpis pisemného informo-
vaného souhlasu schvileného etickou komisi Fakultni
nemocnice Brno. V' souladu s evropskou direktivou
2004/23/EC o skladovéani orgdni a tkani je ddle u pacien-
ta nutny odbér krve k vylouceni sexudlné pfenosnych
nemoci pomoci nasledujicich sérologickych vygSetfeni —
HIV 1, HIV 2, HBsAg, anti-HBc, anti-HCV.

Odbér ovaridlni tkdné se provadi laparoskopicky za
kratkodobé hospitalizace pacientky. Pred operaci je
vyZadovino standardni pFedoperadni vySetfeni. Vlastni
operaéni vykon se provadi v celkové anestezii. Pfi opera-
ci zavidime do dutiny bfisni transumbilikilné kamerovy
systém a do oblasti podbfiiku dali dva aZ (i opera&ni
porty. MnoZstvi ovariilni tkané odebirané pro téely kry-
okonzervace je piedem dohodnuto s pacientkou. Na
nafem pracoviiti odebirdme nejéastéji vzorek ovarialni
kiiry z obou ovarii o rozmérech asi 10 x 20 mm a tlou¥t-
ce 1-2 mm, V pfipadé velkého rizika trvalého ovaridlni-
ho selhani navrhujeme pacientce odbér celého jednoho
vajecniku, tedy unilateralni ovarektomii. K odb&ru tkdné
ovariilniho kortexu pouZivame niZky a grasper (obr. 1).
Tkéan extrahujeme opatné laparoskopickym portem
a ukladame do kryokonzervaéniho média G-Fert (Vitro-
life). Vzorek ovaridlni tkdané uréeny ke kryokonzervaci je
transportovian do embryologické laboratofe ve special-
nim boxu, ktery udrZuje télni teplotu. B&hem operace

Obr. 1. Laparoskopicky odbér ovarialni tkingé
a. odbér ovaridlniho kortexu; b. odebrany vzorek; ¢. ovarium po
odbéru a koagulaci okraji riny; d. random biopsic z ovaria po
ofetfeni koagulaci.

ddle providime ndhodnou (random) biopsii ze tfi mist na
obou ovariich k vylouceni infiltrace ovarii malignimi
burikami zikladniho niddorového nemocnéni.

V laminarnim boxu embryologické laboratofe je zis-
kand ovaridlni tkdii vyjmuta z transportni komirky na
Petriho misku a pielita stejnym kryokonzervaénim médi-
em. V ovaridlnim Kortexu patrame po rostoucich foliku-
lech o priméru asi 2-5mm, které odsavame pomoci jeh-
ly a injekéni stiikafky. Folikuly mohou obsahovat
oocyty, které je moZné vyuZit rovnéZz ke kryokonzervaci,
pokud s timto postupem pacientka pii vstupnim pohovo-
ru vyjadrila souhlas. Ziskané vzorky ovaridlniho kortexu
jsou poté skalpelem podéln& roziezdny na uzké pasky
o velikosti pfiblizné 5 x 1 mm a o tloustce 1-2mm. V pfi-
padé odbéru celého ovaria je nutné nejdfive oddé&lit ova-
ridlni kortex od stromatu vajeéniku. Oddéleni je pomér-
né jednoduché, proviadime jej vétfinou tupé, digitdlné,
popfipadé ostie, pomoci niZek. Ovaridlni stroma se ke
kryokonzervaci nevyuZivi, protoZe neobsahuje primordi-
dlni folikuly. Tkai stromatu je odeslana na patologicko-
anatomické vygetfeni, abychom vyloudili infiltraci stro-
malu ovaria nidorovym onemocnénim.

Vlastni kryokonzervaci zpracované ovaridlni tkdné
proviadime dv&ma metodami — technikou pomalého
zmrazovini za pouZiti automatického mraziciho zafizeni,
nebo metodou vitrifikace. Po inkubaci v kryokonzervaé-
nim médiu EFS2 Freezing Kit (Vitrolife) vkliddime
prouZky ovaridlni tkané do kryotub (Nunc) po 4-6
kusech. Kryotuby jsou peélivé oznafeny a zamraZeny
pomoci kryokonzervacniho pfistroje Planer Kryo 10.
K vitrifikaci pouZivame komeré&ni vitrifikaéni kity Rapi-
dVit Cleave (Vitrolife, Svédsko) nebo Vitrification Coo-
ling (MediCult, Ddansko). Vidy postupujeme podle
instrukci vyrobee piisluiného vitrifika¢niho kitu, Béhem
procedury nepouZiviame Ziadné kryokonzervaéni zafizeni,
kryotuby s prouZky ovaridlni tkané jsou ponofeny piimo
do tekutého dusiku.

K transplantaci ovaridlni tkdn& pfistupujeme po
domluvé s pacientkou a se svolenim klinického onkolo-

119

165



Obr. 2. Transplantace prouZkl ovaridlniho kortexu do peritonedilni
kapsy v ligamentum latum uteri (pouZito se svolenim dr. Ariela
Revela, Hadassah Medical Center, Jerusalem, Israel)

AL vytvoleni peritonealni kapsy; B, C. vkladani prouzkd ovariilni
tking; D. uzavieni peritonedlni kapsy stehem po vloZenl wansplantim

Obr. 3. Transplantace prouZki ovaridlniho kortexu pifmo do ovaria
(poufite se svolenim dr. Ariela Revela, Hadassah Medical Center,
Jerusalem, Israel)

A. vytvofenl incize v kortexu ovaria: B. vloZeni proufku ovariilniho
kortexu a sutura incize

ga, ktery ji dispenzarizuje v obdobi po 1é€b& zhoubného
niddoru. Nezbyinou podminkou k provedeni tohoto
postupu je komplewmni remise dfive lé¢eného niadorového
onemocnéni a dobry zdravotni stav pacientky. Na naSem

pracovisti nemdme dosud vlastni zkuZenosti s transplan-
taci ovaridlni tkané. Kryokonzervovani ovaridlni tkaii
vSech naSich pacientek zatim nebyla k transplantaci pou-
Zita. NiZe popsany postup ortotopické transplantace
a sledovini transplantitu byl uskuteénén tymem dr. Ari-
cla Revela b&hem pobytu autora élanku na akademické
stiZi v Hadassah Medical Center v Jeruzalemé na jaie
2009.

K rozmrazeni ovaridlni tkdné se pouZivaji komeréni
sety, napi. ThawKit (Viwolite). Cely proces je potieba
synchronizovat s operaci pacientky tak, aby ovaridlni
tkan byla transplantovina do malé pinve co nejdiive po
dokon¢eni rozmrazovani. Vlastni transplantace byla
v Hadassah Medical Center provedena laparotomicky
z malého Pfannensticlova fezu do oblast v ligamentum
latum uteri pod ovariem. Cilovou oblast je vhodné 1épe
vizualizovat tamponddou Douglasova prostoru rouska-
mi. Prouzky ovaridlni tkané byly vioZeny do pfedem pfi-
pravené peritonedlni duplikatury v ligamentum latum
uteri a také pfimo do hormonilné inaktivniho ovaria.
Byly vytvofeny dvé peritonedlni kapsy v levém i pravém
Sirokém vazu. Do kaZdé z nich bylo vloZeno 3—6 prouz-
ki ovaridlni tkang. Zbylé prouZky byly wansplantovany
pfimo do ponechaného ovaria do hloubky 2-3 milimeti
v ovaridlnim kortexu. Umisténi vzorkd a techniku trans-
plantace bliZze oziejmuje folodokumentace (obr. 2, 3).

Klinickym dikazem dobré funkce transplantam je
obnoveni menstruacniho cyklu u pacientky s iatrogenni
amenoreou po chemoterapii. Podle dosud publikovanych
praci dochdzi ke spontdnnimu ndstupu menstruace véti-
nou do 6 mé&sict po transplantaci. Pfesnéjsi moZnost sle-
dovani funkce transplantovaného ovariilniho §t&pu pred-
stavuje monitoring hladin gonadotropini v krvi
pacientky. Tato laboratorni metoda je b&%n& dostupna
a levni. Pokud dojde k piihojeni §tépu ovaridlni tkdng,
dochazi k poklesu hladin gonadotropint, zejména foliku-
lostimulaniho hormonu (FSH). Doporudeny interval
sledovani hladin t&chto hormoni v krvi je jednou tydn&
do poklesu FSH pod 20 TU/I & do obnovy spontanniho
menstruaéniho cyklu. Poté je moZné sledovat tyto para-
metry méné ¢asto a individudlné v zavislosti na fazi men-
struaéniho cyklu a podle planovani daldi 1é¢by neplod-
nosti. Perspektivni a cillivéjsi se jevi sledovini novych
ukazatel ovarialni rezervy — inhibind (INH A, INH B)
a anti-miillerianského hormonu (AMH) [13]. Jejich hla-
diny zacnou v krvi stoupat o nékolik tydnd diive, nez je
detekovan signifikantni pokles FSH. Rutinnimu zavede-
ni do praxe zatim briani vysokd cena biochemickych
metod detekee t€chto latek v krvi. Neinvazivni moZnosti
je také sledovini funkce transplantitu pomoci vaginilni
sonografie. JiZ nékolik dnd po autotransplantaci je moz-
né detekovat pomoci dopplerovského barevného mapo-
vini zvySeny pratok krve pri neovaskularizaci v oblasti
uloZeni transplantitu v ligamentum latum uteri. Po n&ko-
lika mésicich, vét¥inou aZ po obnoveni menstruaéniho
cyklu, je moZné vagindlnim ultrazvukem pozorovat riist
a vyvoj folikuli v transplantované tkani. Po obnoveni
funkce Stépu je Zidouci co nejdfive uvaZovat o vyuZit
autotransplantatu k ziskani zralych oocytl s jeho nasled-
nym oplozenim a vznikem embrya. V pfipadé ortotopic-
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ké transplantace je teoreticky moZnd i spontdnni koncep-
ce, ale s pomérné nizkou Sanci na dspéch. Jako Gcinngjsi
se ukazuje vyuZiti ovarialni stimulace gonadotropiny
a standardnich technik IVF.

VYSLEDKY

Technika KOT je rozvijena na naSem pracovisti
postupné od zacitku roku 2005. V prvnich letech po
zavedeni metody jsme vyuZivali zejména metodu poma-
1ého mraZeni pomoci programovatelného zarizeni Plan-
ner Kryo 10. Od roku 2007 jsme zacali kryokonzervovat
ovaridlni tkail také pomoci metody vitrifikace. Jednotlivé
piipady kryokonzervace provedené na nafem pracovisti
podrobné charakterizuje tabulka 1. Podrobngjsi charak-
teristiku souboru pacientek a vysledky odbé&ru a kryo-
konzervace ovarialni tkané shrnuje tabulka 2.

Metoda KOT byla na Gynekologicko-porodnické kli-
nice LF MU a FN Brno vyuZita v obdobi leden 2005 —
leden 2011 celkem u 19 pacientek pfed planovanou
gonadotoxickou lé¢bou. Ve vé&ging piipadi Elo
o pacientky s primdrni diagnézou hematologické malig-
nity (84 %) — Hodgkinav lymfom (10krit), non-hodgkin-
sky lymfom (Skrat) a akutni myeloidni leukémie (jed-
nou). Dile byla metoda vyuZita v jednom pfipadé
u pacientky s karcinomem ovaria, jednou u karcinomu
jazyka a v jednom piipadé u Zeny se systémovym lupus

erythematodes s organovym postizenim. Primérny vEk
pacientek, které vyuZily metody kryokonzervace ovaridl-
ni tkané, byl 26,7 let. Nejmlad$i pacientka, kterd se na
zikladné dohody s rodici rozhodla metodu vyuZit, méla
13 let. V souboru Zen dominovaly nulipary (88 %). Pra-
mérnd parita v souboru byla 0,1 ditéte v anamnéze. Ve
viech pripadech §lo o Zeny stiedoevropské rasy. Priomér-
ny index télesné hmotnosti (BMI) pacientek ve sledova-
ném souboru byl 23,9 kg/m?. Délka systémové chemote-
rapie ¢i imunoterapie &inila primémné 7,1 mésici.
Primé&rny &as do zahdjeni chemoterapie byl v piipadé
kryokonzervace ovaridlni tkané velmi kratky a nepfesa-
hoval jeden tyden (primér 7,2 dnii).

Odbér ovaridlni tkané byl provadén ve vsech piipa-
dech laparoskopickou metodou v celkové anestezii. Dél-
ka operaéniho vykonu nepiesdhla dobu 60 minut. Ve sle-
dovaném souboru pacientek jsme nezaznamenali Zadné
peropera&ni ani pooperaéni komplikace. Pacientky byly
hospitalizovany maximalné 2 dny. Podle naSich zku3e-
nosti je mo#né zahdjit systémovou léCbu onkologického
onemocnéni jiZ za 2 aZ 3 dny od odbéru ovaridlni tkiné,
pokud byl odbér proveden nami popsanou technikou. Ve
vét§ing piFipadl (89,5 %) jsme Zené pro ucely kryokon-
zervace odebrali vzorek ovaridlni kiry o rozmérech asi
10 x 20 mm a tloudtce 1-2 mm z obou ovarii. Ve dvou
pripadech byl pro velmi vysoké riziko trvalého ovaridlni-
ho selhdni v dusledku chemoterapie proveden odbér
celého jednoho vajeéniku — unilaterdlni ovarektomie.

Na naSem pracovisti nemédme zatim vlastni zkuSenost

Tah. 1. Piipady kryokonzervace ovaridlni tkiné pfed gonadotoxickou lé€bou
(Gynekologicko-porodnickd klinika LF MU a FN Brno, leden 2005 — leden 2011)

Pacientka Vitk Parita Onkol. Cas do Délka Body Datum Kryo- Metoda Kryo
kryo Zeny diag,. chemo chemo mass kryo tuby kryvo médium
roky dny més. kg/m2 dd.mm.rr poéet

1 23 0 HL 5 8 24 16.12.04 1 Planer Vitrolife
2 22 (1] HL 7 8 25 08.04.05 6 Planer Vitrolife
3 28 0 NHL 4 6 22 23.03.06 3 Planer Vitrolife
4 i3 1 NHL 8 8 26 28.03.06 4 Planer Vitrolife
5 19 0 HL 12 8 28 27.06.06 3 Planer Vitrolife
(5] 20 4] HL 5 8 24 23.08.06 4 Planecr Vitrolife
7 19 0 HL 6 8 23 29.01.07 4 Planer Vitrolife
8 33 0 SLE 6 5 22 21.05.07 6 Planer Virrolife
9 29 [§] AML B 7 21 24.05.07 4 Planer Vitrolife

10 24 4] HL 5 B 28 16.10.07 3 Vitrifikace | MediCult

11 13 0 NHL 9 6 20 16.05.08 4 Vitrifikace | MediCult

12 31 4] HL 11 8 21 06.02.09 4 Vitrifikace | Vitrolife

13 30 o HL 10 8 23 02.04.09 4 Vitrifikace | Vitrolife

14 28 1] HL relaps 6 6 25 15.04.09 4 Planer Vitrolife

15 34 1 e ovaril 8 6 26 19.05.09 o* Vitrifikace | MediCult

16 31 0 ca linguae 7 5 22 07.07.09 T Viwrifikace Vitrolife

17 37 1 MNHIL. 5 8 27 11.12.09 5 Viwrifikace Vitrolife

18 26 0 NHL [ 9 25 24.2.10 4 Vitrifikace | MediCult

19 28 0 HL 8 5 23 21.1.11 6 Vitrifikace | Viwrolife

HL — Hodgkiniv Iyfom, NHL — non-Hodgkinsky lyfom, SLE - systémovy lupus ervthematodes, AML - akumi myeloidny lenkémie,
* odbér celého jednoho ovaria (unilaterdlni ovarekiomie)
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Tab. 2. Vysledky kryokonzervace ovaridlni tkiang pred gonadotoxickou 1é¢bou
(Gynekologicko-porodnickd klinika LF MU a FM Brno, leden 2005 - leden 2011)

Charakteristika pacientek souboru

Hodnota (jednotka)

Priiomérmy vék v dobé kryokonzervace

26,7 + 6,2 let

Primérnd parita Zcn

0,203

Promémy index télesné hmotnosu (BMI)

23,9 + 2.4 kg/m?

Rasa pacientek

stfedoevropska (100 9%)

Délka systémové 1ééby

7.1 = 1,0 mésich

Cas do zahdjeni légby

7.2%2,3 dni

Visledky odbiéru a kryokonzervace ovaridlni thdné

Hodnota

Metoda odbéru

laparoskopicky (100 %),
délka vykonu do 60 minut,
#adné operaéni komplikace

MnoZstvi odebraného materidlu

17% odbér ovaridlniho kortexu
2x jednostrannd ovarektomie

Pramémy pofet zamraZenych kryotub

4,1 = 1.8

Pouzité metody kryokonzervace

10x Planner
9x Vitrifikace

PouZitd kryokonzervacni média

Poéet pripadd autotransplantace

15x Vitrolife

4x MediCult
" 0 - ve vlastnim souboru

I — stiZ Izrael (duben 2009)

s transplantaci ovaridlni tkan&. Postup ortotopické trans-
plantace a sledovini transplantitu, uskuteénény tymem
dr. Ariela Revela behem pobytu autora na akademické
stizi v Hadassah Medical Center v Jeruzalémé na jafe
roku 2009, byl popsdn v kapitole materidl a metody.
Nasledujici informace o této kazuistice jsou uvefejnény
s jeho souhlasem. Slo o 29letou nuligravidu s indexem
tElesné hmotnosti 28 kg/m>. Jeji zdkladni onkologicka
diagnoza byla alfa thalassemia major, Jde o autozomaln#
recesivné dédiéné onemocnéni s poruchou syntézy alfa
fetézce molekuly hemoglobinu: onemocnéni se projevu-
Jje anémii 5 nemoZnosti syntézy funkéniho hemoglobinu
a postupné vede ke smrti pacienta, nejéastdji na srdeéni
selhdni. Jedinou kauzdlni terapii je alogenni transplanta-
ce hematopoetickych bunék kostni dfené (hematopoetic
stem cell transplantation, HSCT), kterd miiZe eliminovat
trvalou zavislost pacienta na opakovanych transfuzich.
Souddsti procedury je myeloablagni chemoradioterapie,
kterd témér vidy vede k pfedéasnému ovaridlnimu selhd-
ni v diasledku destrukce ovaridlnich folikuld. Pacientka
podstoupila HSCT v roce 2001, ve svych 19 letech. Pied
léCbou ji byla provedena unilaterdlni ovarektomie se
zamraZenim ovaridlni tkdné technikou pomalého zamra-
Zovani. Dne 24. dubna 2009 byla rozmraZena ¢ast jeji
kryokonzervované ovaridlni tkiné — celkem 5 kryotub
obsahujicich dohromady 26 prouZki ovaridlni tkiné veli-
kosti asi 5 x 1mm a tloudfce 1-2 mm. Do 1 hodiny po
rozmrazeni ovaridlni tkané byla pacientce provedena
v celkové anestezii z laparotomického pfistupu auto-
transplantace této ovaridlni tkiné. Operaéni vykon trval
celkem 70 minut. B&hem operace ani v pribéhu poope-
ratniho obdobi nebyly zaznamendny Zadné zdavainé
komplikace. Laparotomie byla zcela zhojena po 7 dnech.
Béhem cCasného pooperac¢niho sledovini byl jiz Sesty
pooperaéni den pomoci ultrazvukového dopplerovského
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barevného mapoviani detekovin zvyieny pritok krve
v oblasti uloZeni transplantatu v ligamentum latum uteri
v diasledku neovaskularizace vloZzeného Stépu ovarialni
tkiné. Ke spontinni obnové menstruaéniho cyklu doslo
u pacientky koncem srpna 2009, tedy 4 mésice po trans-
plantaci. Bazdlni hodnoty gonadotropini po obnoveni
menstruace byly nasledujici: FSH 7.4 1U/1, LH 6,7 1U/I,
estradiol (E2) 0,2 mmol/l.

DISKUSE

Vyhodou techniky KOT je jeji rychlost. Pred odbérem
ovaridlni tkan€ neni nutna ovariilni stimulace gonadotro-
piny, coZ vyznamnym zpusobem zkracuje dobu jeji rea-
lizace ve srovnini s metodami kryokonzervace oocyti &i
embryi. Nedochazi tak k Zadnému prodleni & odsunu
zahdjeni vlastni onkologické 1éEby a nezvyiuje se riziko
progrese €1 diseminace primarniho niadorového loZiska.
V nafem souboru pacientek nepiesahla doba realizace
této techniky jeden tyden. Doba nutni ke kryokonzerva-
ci oocytdl &i embryi se b&Zné pohybuje mezi 3=5 tydny.

Relativni nevyhodou metody KOT muzZe byt jeji inva-
zivita. Ovaria jsou na rozdil od testes u muZi uloZena
intraperitonedlné v malé panvi, tedy na pomérné obtizné
pfistupném misté. Odbér ovaridlni tkané se providi vét-
Sinou laparoskopicky. Tato minimalné invazivni technika
organismus pacientky zbytené€ nezatéZuje. Celd proce-
dura vyZaduje zpravidla jednodenni hospitalizaci. Pro-
cento komplikaci je pfi rutinnim uZiti této metody rovnéz
velmi nizké. V naSem souboru pacientek jsme Zadné
zavaZné peroperacni ani pooperacéni komplikace neza-
znamenali. Rekonvalescence byva velmi rychld, zpravi-
dla netrvda dile neZ nékolik dnd. Onkologickou lécbu
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neni nutné néjak zdrzovat, celou proceduru se dafi reali-
zovat v priubéhu nutnych stagingovych vySetieni Casné
po stanoveni zikladni onkologické diagnozy. Pred zikro-
kem je vyZadovano zakladni pfedoperacni vySetfeni.
Zikrok je kontraindikovdn pouze v pripadé neuspokoji-
vého zdravotniho stavu pacienta, vétSinou na podkladé
zakladniho onkologického onemocnéni.

Velmi zajimavym piikladem kombinace dvou technik
reprodukéni ochrany je postup navrzeny Revelem. Po
adbéru ovaridlni tkané je mozZné nalézt ve zpracoviva-
ném vzorku také oocyty v riznych stadiich folikulogen-
ze [23]. Tyto oocyty je moZné ndsledné maturovat in vit-
ro a zamrazit s vyuZitim klasické techniky pomalého
mraZeni nebo vitrifikace. Autofi této originalni metody
dokdzali ziskal pii zpracovani ovaridlni tkané pramérné
9 oocyti (rozptyl od 0 do 37 oocyti). Podminkou ziska-
ni dostateéného podm oocyth je odebriani maximalné
mo¥ného mno¥stvi tkdné. Ve vEélZiné piipadu byla prova-
déna unilaterilni ovarektomie.

PfestoZe vétfina nadori nemetastazuje do ovaria,
nékteré systémové druhy nidorového onemocnéni, jako
napfiklad leukémie, maji nezanedbatelné riziko vyskytu
metastaz také v ovaridlni tkani. Ovaridlni metastizy jsou
v 20-50 % popisoviny také u neuroblastomu. U karcino-
mu prsu je riziko metastiz do ovaria nizké u klinickych
stadii I-ITT. Ovaridlni metastdzy jsou extrémné vzicné
také u lymfomi (s vyjimkou Burkittova lymfomu) a vét-
Siny sarkomi (napiiklad Wilmim tumor ledviny, osteo-
sarkom ¢i Ewinguv sarkom) [22]. PFi absenci makrosko-
pickych ¢&i radiologickych znimek ovaridlnich metastiz
je riziko poikozeni vajecniku timto procesem velmi
malé. JiZ b&hem vstupniho pohovoru o technice KOT je
potieba na teoretickou moZnost reimplantace nadoro-
vy¥ch bunék pii transplantaci pacientku upozornit.
K minimalizaci tohoto rizika v nafem soboru pacientek
byly # kazdého ovaria odebriny minimilné 2 histologic-
ké vzorky ovaridlniho kortexu z ndhodné vybranych
mist, Tyto vzorky byly podrobné vySetfeny patologem na
pfitomnost niddorovych bunék v ovariu. V. Zidném
z vySetfovanych vzorkl v prezentovaném souboru paci-
entek nebyly nadorové buiiky nalezeny. V piipadé pozi-
tivniho nalezu malignich bungk ve vyfetfovaném vzorku,
je samoziejmé KOT kontraindikovina a takovy vzorek
neni moZné v budoucnu vyuZit k autotransplantaci. Paci-
entovi je vhodné vysveétlit, Ze riziko rekurence zakladni-
ho nadorového onemocnéni neni moZzné nikdy zcela
vylouéit a transplantace histologicky negativnich vzorka
ovaridlni tkdné toto riziko vyznamnym zphsobem nezvy-
Suje. Pisemny souhlas pacientky s provedenim KOT i jeji
pripadné transplantace vZdy zaznamendvime do zdravot-
ni dokumentace. U pacientl s diagndzou vysoce agresiv-
ni hemato-onkologické malignity, jako je napf. akutni
leukémie, kde je riziko ovaridlniho postiZeni pomérné
vysoké, musime uvaZovat také o jinych moZnostech
reprodukéni ochrany. V budoucnu by problém rekurence
onkologického onemocnéni v disledku transplantace
ovaridlni tkdng mohla fefit metoda technika transplanta-
ce izolovanych primordidlnich folikuld & techniky jejich
maturace v podminkich in vitro [26].

Rychlost zpracovini ovaridlni tkdné od okamZiku

odbéru do vlastni kryokonzervace md pravdépodobng
vliv na pocet a kvalitu uchovavanych PMF. Experimen-
tilni studie prokazaly vyrazny pokles poctu primordial-
nich folikultt v rozmrazenych vzorcich ovaridlni tkiné
v diisledku ischemického inzultu. Ve vétding swdii je
pokles poétu primordidlnich folikuli ve vzorku po auto-
transplantaci odhadovin na 50-65 % puvodniho poctu
[3, 21]. Ovariilni kortex dobfe toleruje ischémii pod
dobu asi 3 hodin a riziko poSkozeni je moZné sniZit pfi-
danim antioxidanti do inkubaéniho média (napf. kyseli-
na askorbovd). Navic bylo také prokazano, Ze stromdlni
bufiky ovaria jsou vyznamné vice senzitivni k ischemic-
kému traumatu neZ buiiky folikuldarni [17].

Pied pouZitim zamraZené ovaridlni tkdné nutné
vyvstane otdzka, jak brzy po uspésném ukonceni onkolo-
gické 1ééby je vhodné Zené nabidnout jeji transplantaci.
Rozhodnuti zavisi zejména na prognéze zakladniho
onkologického onemocnéni, zdravotnim stavu Zeny,
negativité vysledkii restagingovych vySetfeni béhem dis-
penzarizace a v neposledni Fad& také na nazorech a pri-
nich pacientky a jejiho partnera. Stanoveni obdobi, kdy
je pacient v dlouhodobé remisi onkologického onemoc-
néni, je plné v kompetenci klinického onkologa. Na
zdkladé vlastnich zkuSenosti doporucujeme u vyléce-
nych onkologickych pacienti pied zahdjenim l1écby
metodami reprodukéni mediciny vyZadat si pisemny
souhlas dispenzarizujiciho onkologického pracoviste
s navrhovanym postupem lé¢by neplodnosti. Mezioboro-
vi spoluprace mezi klinickym onkologem a specialistou
v oboru reprodukéni mediciny by tedy neméla kondit pfi
stanoveni onkologické diagnézy u pacienta v reproduké-
nim véku, ale naopak musi pokracovat v pribéhu celého
jeho daliiho reprodukéniho obdobi. Prevainé technic-
kym problémem po rozhodnuti o provedeni transplanta-
ce je volba nejoptimélnéjsiho operaéniho postupu. Trans-
plantaéni techniky se zjednoduSené déli na dv& skupiny
— ortotopické (do oblasti infundibulopelvického vazu
v malé panvi) a heterotopické (napf. do podkoZi biicha ¢i
predlokti). Po heterotopické transplantaci je oplozeni
dozravajicich cocyti moZné pouze za pouZiti metod in
vitro fertilizace. Nicméné heterotopicka lokalizace ma
i své vyhody — malou invazivitu bez nutnosti celkové
anestezie. presnéjsi monitoring $tépu nebo moZnost jed-
noduchého odstranéni v piipadé potieby (napf. pii recidi-
vé nadorového bujeni). Ortotopickd transplantace vyZa-
duje ve vétSiné pfipadi laparotomii. Pf1 dobrych
zkuSenostech operatéra a pracovisté je jist€ moZné vykon
provést i laparoskopicky. DosaZeni porodu zdravého
ditéte se zatim podafilo pourze v pfipadé ortotopické
transplantace. proto je tato metoda i pfes jeji vELST inva-
zivitu v klinick¢é praxi zatim stdle preferovana. Pokud
méame k dispozici dostate¢né mnoZstvi zamrazené ovari-
Alni tkéné, rozmrazujeme a transplantujeme pouze jeji
¢ist. Tento postup je vét§inou moZny pouze u Zen,
u nichZ ke kryokonzervaci odebirdme a uchovavame celé
jedno ovarium. Minimdlni mnoZstvi ovaridlni tkdné
vhodného ke transplantaci neni uréeno. Ze zkuienosti
zahrani¢nich pracovid( se ukazuje, Ze k tspéiné implan-
taci transplantované tkdané je potfeba minimalné 15-20
prouZkh ovaridlniho kortexu.
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Zajimava je otdzka délky fungovani transplantatu
ovaridlni tkdn&. Dosavadni zkuSenosti ze sledovani
pacientek, které tento zikrok podstoupily, ukazuji, Ze
funkce transplantované tkdné je ¢asové omezend.
K obnoveni menstruaéniho cyklu dochazi primérné za
4-8 mésich od transplantace. PrestoZe doslo k obnové
menstruace, perzistuji u veétsiny pacientek vysoké hla-
diny gonadotropint, zejména FSH. Hodnoty se b&zné
pohybuji nad hranici 25 IU/I. Tyto vysoké hodnoty
FSH mohou byt diisledkem pomérné malého poctu
pfeZiviich primordidlnich folikull v transplantatu. Po
transplantaci pacient primérné ziski 500-1000 pri-
mordialnich folikulll, z nichZ zhruba polovina je zni-
Zena ischémii v ¢asném obdobi po transplantaci [8].
Bedaivy a spol. v roce 2008 podrobnéji analyzoval 23
pfipadt Gsp&&né transplantace ovaridlni tkdné u ¢lové-
ka., Primérny ¢as nutny k obnové funkce ovaridlniho
Stépu byl 120 dni, s minimem 60 dni a maximem 244
dnt. Funkénost transplantitu se odviji od poctu pfe-
Ziviich ovaridlnich folikulii. Studie hodnotici dobu
funkénosti transplantitu prokizaly jeho funknost
primérné 210 dni, tedy pfiblizné 7 mésici. Minimalni
doba fungovini Ztépu byla 30 dni a maximalni doba
845 dni (téméF dva a pal roku). Vysledky uvedenych
pozorovani jsou limitovany zejména kriatkym obdobim
sledovani funkénosti Stépu v ojedinélych klinickych
pripadech. Délka fungovini $tépu, podobné jako rych-
lost obnoveni jeho funkce, zdvisi zejména na mife
ischemického inzultu tkdné procesem Kryokonzerva-
ce, velikosti transplantovaného vzorku a také na véku
Zzeny [4]. Na zdikladé t€chto limitovanych pozorovini
je nutné kaZdého pacienta po aspéf€né transplantaci
ovaridlni tkdn€ upozornit na riziko opakovaného ova-
ridlniho selhdni a na pravdépodobné omezenou dobu
fungovini transplantiatu. Privé v obdobi fungovini
transplantitu je nutné v maximalné moZné mife vyuZzit
metod asistované reprodukce k dosazeni klinického
téhotenstvi. Pacientka a jeji partner by si méli byt dob-
fe v&domi tohoto faktu a vlastni proces transplantace
ovaridlni tkané by mél jit ruku v ruce s plinovianim
nasledné 1é¢by metodami IVF. Transplantace ovaridl-
ni tkdné je provadéna s cilem zajistit fertilitu Zeny po
onkologické 1&¢bE, nemiiZe zatim slouZit k dlouhodo-
bému zajifténi produkce ovaridlnich steroidd u Zen
s predCasnym ovaridlnim selhanim po chemoterapii.

DaleZitou otdzkou pro klinickou praxi je efektivita
techniky kryokonzervace ovaridlni tkdané z hlediska
vynaloZzenych nidkladi a redlné Xance pacientky na
dosaZeni gravidity a porodu zdravého potomka.
K vyhodnoceni téchto dat je nutné dostateéné dlouhé
Casové obdobi. Zikladem je peclivy monitoring repro-
dukénich funkeci pacientky pfed zahdjenim 1é&by,
v jejim prabéhu a zejména v pravidelnych intervalech
po jejim ukonéeni. Tato dispenzarizace miZe byt kom-
plikovina nezanedbatelnou mirou mortality na zdklad-
ni nadorové onemocnéni. V pripadé existence vice
pracoviil se stejnym zaméfenim je velmi Zadouci
vytvofeni spoleéného (narodniho ¢&i evropského)
registru pacientd, jiZ nékteré z metod reprodukéni
ochrany vyuZili. Jisté nezanedbatelnym aspektem
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techniky KOT je jejich cena. Jeji vySe je determinova-
na zejména ndklady na material a na média nutnd ke
zpracovini odebranych biologickych vzorka. Labora-
tof IVF, kterd rutinné provadi techniku kryokonzerva-
ce embryi, je dostateéné vybavena i k realizaci techni-
ky KOT. Na naSem pracoviSti byla realizace téchto
technik v prvnich letech projektu moZnd také diky
grantové podpore Interni grantové agentury Minister-
stva zdravotnictvi CR (projekt NR8469-3/2005-2007).
Po vylerpani grantovych prostfedka jsme nyni nuceni
po pacientce poZzadovat alespofi ¢ast finanénich pro-
stiedki k pokryti ndklada laboratofe. Jedndni o zajis-
téni alespon &asteéné dhrady vynaloZenych ndkladi
z prostiedku vefejného zdravotniho pojisténi zatim
nebyla Gspéind. Nidklady na anestezii, kratkodoby
pobyt v liZkovém zafizeni a na vlastni odbér ovarial-
ni tkdnd u Zen pomoci laparoskopické operace jsou
v soudasné dobé plné hrazeny z prostiedka vefejného
zdravotniho pojisténi. Vyse finanénich prostiedki
poZzadovanych po pacientovi samoziejmé ovliviiuje
jeho rozhodovani. Cast Zen, u nichZ je plng& indikovéan
odbér ovarialni tkdné a jeji zamrazeni pro budouci
pouZiti, ¢asto nakonec tyto techniky nevyuZiji z diivo-
di vysoké finanéni spolutcasti ze strany pacienta.
V zahrani¢i je mira spoludcasti pacienta také vysokd,
nicméné je zde moZnost vyuzit komeréniho pojisténi
Ci obratit se s pozadavkem na uhradu téchto technik na
rizné nadaéni instituce.

ZAVER

Lécba nadorového onemocnéni ma jednoznaéné pri-
oritu pfed Sanci na zachovini reprodukce. Na druhé
strané tato nabidka ze strany gynekologa mutZe
vyznamnym zpOsobem zlepdit kvalitu Zivota mladé
onkologické pacientky. V soucasnosti existuje jiZ vice
neZ 10 let klinickych zkuSenosti s technikami kryokon-
zervace ovaridlni tkané u ¢lovéka. Narozeni jiz desitek
zdravych déti s pouZitim této techniky dava %anci paci-
entkim do budoucna, ale stile je nutné povaZovat tuto
techniku za experimentilni. Po schvaleni etickou
komisi pfisluiné instituce je tento postup eticky akcep-
tovatelny u spravné indikovanych mladych Zen &i ado-
lescentek. Ve shodé s mezindrodnimi doporuéenimi
zabyvajicimi se touto problematikou nabizime na
naem pracoviiti mozZnost KOT vSem pacientkam
mlad§im 35 let, u nichZ je vyznamné riziko trvalého
poskozeni funkce vajedniku chemoterapii a neni dosta-
tek ¢asu na provedeni cyklu in vitro fertilizace s kryo-
konzervaci oocytt & embryi [5, 18, 25]. Pisemny sou-
hlas pacientky, popiipadé ziakonnych zastupct, by mél
byt ziskan po podrobné konzultaci, aby se piedeslo
riziku nepochopeni & naopak pfili§né opatrnosti. Vyz-
kum v této oblasti je nutné nyni soustfedit smérem
k vyvoji vhodnych postupd vyuZiti ovarialni tkané po
jejim rozmrazeni. Budoucnost pravdépodobné leZi
v moZnostech zajifténi folikulogeneze v prostiedi in
vilro.
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4. HODNOCENI KVALITY GAMET A EMBRYI

S pocatkem nového tisicileti, vyvstaly nové pozadavky jak na klinickou, tak na laboratorni
Cast asistované reprodukce v souvislosti jednak se stale strnouci populaci pacientt

a jednak s naléhav¢jsi snahou eliminovat vyskyt vice¢etnych t€hotenstvi.

Lemos a spol. v americké studii z roku 2013 [50] uvadi, ze cena porodu dvojcat je 5x vyssi,
nez u jednoho ditéte, zatimco u trojcat je témét 20x vyssi. Celkové néklady na zdravotni
péci jsou okolo 21 000 dolarii na porod jednoho ditéte, 105 000 dolarti na dvojcata a okolo
400 000 dolart na trojcata a vicercata. Studie, kterd hodnotila naklady na zdravotni péci
0 matku v pribéhu 27 tydni pted porodem az do 30 dni po porodu, také brala v Gvahu
naklady na zdravotni péci o kojence az do jeho prvnich narozenin. Jednalo se o skupinu Zen
ve véku 19 az 45 rokd, které porodily nejméné jedno zivé dité v letech 2005 az 2010
a tykala se téméf 440 000 porodi. Z téchto poroda bylo okolo 97,0 % jednocetnych, 2,8 %
dvojcat a 0,13 % trojcat a vicecetnych téhotenstvi.

Tato fakta znamenaji pro embryology nové vyzvy a nova feSeni. NarGstd snaha najit
zpusoby vybéru jednoho nejkvalitnéjSiho embrya na transfer. Kvalita a vitalita embrya
vychazi nejvetsi mérou, pomineme-li kultivaéni podminky, z kvality gamet. Naskytl se nam
tedy Ukol, jak vybrat kvalitni oocyty a spermie a jak poznat ta nejlepsSi Zivotaschopna

embrya. Nekteré metody jsme aplikovali do praxe.

4.1. Hodnoceni kvality oocytu a spermii

Kvalita oocytu

Kvalitu oocytt hodnotime poprvé hned pii jejich vyhledavani ni z folikularni tekutiny,
nepiimo hodnocenim morfologie celého komplexu oocyt — cumulus oophorus, pod
vyhledavacim mikroskopem (obr. 29).

Posuzovani provadime nasledovné: Typ 1- buniky kumulu jsou velké, rovnomeérné
rozprostfené kolem oocytu s velkym mnozstvim extraceluldrni matrix. Corona radiata se
jevi bud jako velmi expandovana a svétla, nebo kompaktni, méné svétla. Oocyt ma
vyvinute prvni poloveé télisko, které vsak ¢asto nemusi byt pfistupné pozorovani. Komplex

oocyt-cumulus oophorus tohoto typu je vhodny k oplozovani po preinkubaci po dobu 2 - 6
hodin.
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Typ 2 -buiky kumulu maji pramérnou velikost, jsou v kumulu rovnomérné rozptyleny.
Corona radiata se jevi jako denzni a ostfe ohrani¢ena. Oocyt nema vyvinuté polové télisko.
Preinkubac¢ni doba pro tento typ je 6 - 12 hodin.

Typ 3 - kumulus a korona obklopujici zonu pellucidu sestavaji z husté¢ nahlou¢enych
bun¢k. Oocyt nema polové télisko. Vhodna preinkubaéni perioda je 12 - 24 hodin.

Typ 4 - kumulus s koronou je maly, tvofeny pouze nékolika malo vrstvami bunék. Oocyt
nema vyvinuté polové télisko, v oocytu je zpravidla patrny zarodeény méchytek (jadro).
Preinkubacni perioda je 24 - 36 hodin. Takové oocyty by mély byt z oplozovani vylouceny.
Realngjsi predstavu o stavu a zralosti oocytu ziskame, kdyz jej enzymaticky a mechanicky
zbavime bunék cumulus oophorus a corona radiata a hodnotime samotny oocyt pred
oplozovanim metodou ICSI. Tehdy je dobfe patrné, zda jsou jiz v optimalni fazi pro
oplozovani - v metafazi II, nebo naopak jesté ve stadiu zarode¢ného vacku. Van Blerkom
[8] uvadi, Ze 13 % neoplozenych oocytd po IVF v pfipadé normalniho spermiogramu,

vykazovalo morfologické abnormality.

Oocyt v metafézi 11 je definovan jako oocyt s jasnou, jemné zrnitou cytoplazmou, malym
perivitelinnim prostorem a s jasnou, bezbarvou zona pellucida (obr. 30). Casto pozorujeme
abnormality v barvé, granularit¢ a homogenité cytoplasmy, cytoplasmatickych
inkorporacich a extracytoplazmatickych abnormalitdch jako velikost perivitelinniho
prostoru, barva zona pellucida a tvar oocytu. Dale Ize hodnotit ptitomnost poélového téliska,

jeho tvar, ptipadné fragmentaci. Oocytu je vSak omezeny pocet a mnohdy nelze piilis

vybirat ty, které se budou oplozovat.

Obr. 29: Komplex oocyt—cumulus oophorus Obr. 30: Oocyt v metafazi 1, zvétseni: 350 x
zvétseni: 40 X
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Kvalita spermii

Spermie ma vyznamny podil na spravném oplozeni oocytu a jeho dal§im vyvoji. Pfinasi
pfiblizné polovinu vloh, které vytvaii genom nového jedince. Uloha spermie byla mnoho let
zjednodusovana na pouhy transport DNA do oocytu. Bylo vsak spolehlivé prokdzéano, ze

se vyznamn¢ podili na abnormalnim vyvoji embrya a selhani implantace [6].

a) Konvenéni analyza spermatu, stanoveni spermiogramu, zistava zlatym standardem pti
zahajeni vysetfeni muzské infertility. Ve snaze zajisténi urCitého standardu a srovnatelnosti
vysledkt postupujeme dle ,,WHO laboratory manual for the Examination and processing of
human semen® [117]. Vydala ho WHO v roce 1987 a od té doby proSel nékolika aktualizacemi
v letech 1992, 1999 a naposled v roce 2010, kdy vysla jeho 5. edice (tab. 7).

Spermiogram je vysetieni, kdy zjiStujeme objem ejakulétu, pH, barvu, viskozitu, koncentraci
spermii vném (v mil/ml), jejich motilitu a charakter pohybu (progresivni, neprogresivni,
nepohyblivé), morfologii, tzn. patologie hlavicky, kréku a biciku a dalSi parametry. Vysetieni se

provadi v Maklerové komurce (obr. 31).

Obr. 31: Maklerova komurka k hodnoceni spermiogramu

Analyza spermatu ma vSak limitovanou vypovéd o Sanci paru na té¢hotenstvi metodami AR,
nebot’ snizena fertilita miZe mit mnoho pfic¢in. Existuje fada ptistupti k hodnoceni ejakulatu,

avsak Zadny z nich neodhali pfesné miru plodnosti.
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Tab. 7: Hodnoty zakladnich parametri pii hodnoceni spermiogramu dle WHO
platné jako norma (4. a 5. edice manualu)

WHO manual ocljE ?.iclng9 odE(rJ'l.i(;()?O
Objem ejakulatu (ml) 2 15
™ 40 s
e s 20 2
Celkové pohyblivost (%) 50 40
Progresivni pohyblivost (%) 25 32
Morfologicky normalnich (%) 30 4

Uspésnost metody ICSI sniZila vyznam a potiebu provadét testy kvality spermie, kdyz dokonce
morfologicky abnormalni a immotilni spermie mohou vést k aspéchu ve 25 %. Byly vyvinuty
ruzné funkéni testy, avsak v nejsou pftilis praktikovany.

Klasické rutinni techniky Upravy spermatu vyuZivané v embryologickych laboratofich jsou
density gradient centrifugation a swim-up. Na zakladé migrace nebo sedimentace se ziskavaji

spermie s lepSi motilitou a morfologii.

Morfologie a motilita neidentifikuje oviem dalsi charakteristiky, jako jsou chromozomalni
aberace, defekty chromatinu a DNA. Znamena to tedy, Ze z hlediska optimalniho fertiliza¢niho
potencidlu takto pripravené spermie k inseminaci selektovany nejsou. U klasické IVF funguje
zona pellucida jako selektivni biologicka bariéra proti abnormalnim spermiim, takze ve vétsiné
ptipadl jsou schopné oplodnit vajicko jen ,normalni“ spermie. U metody ICSI se tento
mechanismus ,,pfirozené¢ho* vybéru obchazi a o vybéru spermii rozhoduje morfologické
posouzeni embryologa.

Je nutné vyuzit dalsi technické moznosti k vySetfeni kvality spermii, které se nabizeji a za¢lenit

je do kazdodenniho pouZziti v embryologické laboratoti [18].
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b) Intracytoplasmic Morphologically Selected Sperm Injection (IMSI)

Vybér kvalitngjsi spermie lze zvysit mikroskopickou technikou ,,Intracytoplasmic
Morphologically Selected Sperm Injection” (Intracytoplasmaticka injekce spermie selektovana
morfologicky) (IMSI). Jedné se 0 metoda vybéru spermie pro ICSI, piimo v realném Case pii
velkém zvétSeni pod mikroskopem. Metoda byla vyvinuta skupinou Bartoova v lzraeli [7].
K diikladnému morfologickému vybéru spermie (bez abnormalit hlavicky, s hormalnim tvarem
jadra a bez vakuol v hlavi¢ce) pro injekci do vajicka je pouZivano velké mikroskopické zvétseni
(6000x — 8000x). Bézné oplodnéni vajicek pomoci metody ICSI je provadéno pfi relativné
malém zvétSeni (200X — 400x) umoziujicim vybér spermie, ktera je pohybliva a na prvni pohled
morfologicky v pofadku. IMSI je technologicky narocnd metoda, ktera vyrazné prodluzuje ¢as
celého vykonu (az na 5 hodin) a vyZaduje nakladné pristrojové vybaveni. Tuto techniku jsme na

nasem pracovisti neprovadéli, je zminéna pouze k vyctu metod hodnoceni kvality spermie.

¢) Hodnoceni integrity chromatinu spermii

Kvalitu genetické informace v hlavi¢ce spermie nelze G¢inné ovlivnit. DNA mtize byt porusena
zlomy nebo kovalentni modifikaci nukleotidt, tzv. DNA addukty. Oba tyto typy poruch jsou
jednou z pfic¢in infertility. V mnoha piipadech je vySetieni poruchy DNA vyznamnym
piedpovédnim ukazatelem uspéchu. Naptiklad muzi s fragmentaci DNA spermii nad hranici
25 % za pouziti Comet assay nebo 30 % pii pouziti SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay)
maji vyssi riziko infertility [88]. Zda se, Ze vysetfovani poskozeni DNA spermii se da povaZzovat
za novy duvéryhodny biomarker muzské infertility. PoSkozeni DNA spermie je spojeno
s delsim ¢asem potiebnym Kk otéhotnéni nez u fertilnich par, muze zapti¢init selhani fertilizace,
mize se odrazit ve zhorSené morfologii embryi, sdopadem na déleni embryi, formaci
blastocyst, snizenim implantace po IVF a také s vyssim rizikem téhotenskych ztrat jak po IVF,
tak po ICSI.

Poskozena DNA spermie muze byt inkorporovana do embryondlniho genomu a tak vést
k chybam v DNA replikaci, transkripci a translaci v pribéhu embryogeneze a mize tim prispét
k nemocem v pristich generacich [4].

Existuje celd fada metod, které umoziuji kvantifikovat poskozeni chromatinu.

Testy ke zjistovani poruch chromatinu jsou napiiklad kometovy test - COMET assay, Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA), Terminal transferase dUTP Nick End Labelling assay
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(TUNEL) nebo Sperm Chromatin Dispersion test (SCD test) ¢i Halo test. Limitaci téchto testa
je, Ze testované spermie nejsou vhodné ke klinickému pouZiti.

Metodou FISH lze vysetfit u spermii rovnéz strukturalni chromozomalni abnormity.

Ve snaze obejit tento problém jsou vyvijeny dalsi testy, které by pomohly embryologiim vybrat
spermii s malym DNA poSkozenim pro ART.

d) Selekce zralych spermii

U zralych spermii byl prokdzan vyrazné nizsi vyskyt chromozomalnich anomalii (viabilni, bez
retence cytoplasmy, nizsi fragmentace DNA). Byla tedy vyvijena fada metod s cilem ziskat
zralé, strukturaln¢ intaktni spermie s vysokou integritou DNA. Mezi tyto metody patii napf.
selekéni metody zaloZzené na elektrickych a magnetickych vlastnostech spermie [26, 80],
metody zaloZené na apoptdze spermii, metody zaloZzené na ultramorfologii spermie (IMSI)

a také selek¢ni metody zalozené na zralosti membrany spermie (PICSI) [38].

Preselektovana spermie pro intracytoplazmatickou injekci (PICSI)

Analyza spermatu pro oplozeni oocytii neposkytuje dalsi informace o spermiich, napf. jaka je
zralost jadra, integrita chromatinu ¢i schopnost vazby spermie na oocyt. Sperma s dobrou
koncentraci a pohyblivosti spermii nezarucuje oplozeni oocytu a zdarny vyvoj embrya. Nehledé
k faktu, Zze pfi in vitro fertilizaci je tfeba oplozovat oocyty takovym spermatem, ktery je
k dispozici a ktery velmi Casto nesplituje ani hranici normy. Pfi obvyklych postupech ICSI jsou
spermie pro injekci selektovany embryologem ve svételném mikroskopu vizualné na zakladé
jejich morfologie a pohyblivosti.

Metoda PICSI dovoluje vybér spermie rozsifit o jeden dalsi dulezity kvalitativni paramet, a to
zralost resp. lepSi genetickou vybavu (zralé spermie maji vyrazné niz§i vyskyt
chromozomalnich aberaci). Selekce zralych spermii je zaloZena na zakladé¢ jejich schopnosti
vazat se k hyaluronanovému hydrogelu, nebot’ pouze hlavicka zralé spermie nese receptor, ktery
tuto vazbu umoznuje [37]. Kyselina hyaluronova je hlavni komponentou cumulus oophorus -
vrstvy bunék obklopujici oocyt. Chemicky se jedna o polypeptid tvofeny z opakujicich se
jednotek N-acetylglukozaminu a kyseliny glukuronové. Pii oplozeni je z akrozomu spermie
uvoliiovan mimo jiné enzym hyaluroniddza, ktery rozruSuje spoje bunék corona radiata

a umoznuje vazbu spermie k zona pellucida. Bylo prok&zano, Ze spermie selektované touto
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technikou jsou viabilni, bez retence cytoplasmy, maji nizsi fragmentaci DNA a niZzsi markery
apoptozy [41].
Metodu PICSI popisuje a hodnoti naSe Publikace XXI.

Material a metodika:

Metodu PICSI jsme zavedli ve druhé poloviné roku 2010. V tivodnim 4 mési¢nim souboru jsme
provedli pomoci PICSI oplozeni oocytti 40 pacientkam.

K vybéru spermie je tfeba specialni misky pro PICSI (PICSI® Sperm Selection Device
MidAtlantic Diagnostics, Inc.), coz je polystyrenova kultiva¢ni miska se tfemi mikrokapkami
hyaluronanu pfichycenymi na vnitini stranu dna misky (obr. 32). Kapky jsou pro zviditelnéni
oznaceny Sipkami na vné&jsi strané dna misky. Hyaluronové mikrokapky je tfeba pied pfidanim
spermii nejdiive hydratovat médiem, coz zptisobi nabobtndni gelu a umozni vazbu spermii.
Zralé spermie rozpoznaji strukturu hyaluronanu a navazou se na néj (obr. 33). V mikroskopu je
pozname tak, Ze pii intenzivnim pohybu bi¢iku nevykazuji progresivni pohyb. Pomoci
mikromanipulacni pipety jsou nasledné tyto spermie nasaty, pfeneseny do samostatné kapky

meédia pouzity k injekénimu vpraveni do cytoplazmy metodou ICSI [130].

Obr. 32: Miska pro PICSI Obr. 33: Spermie navazané na hyaluronan

Vysledky:

1. V obdobi zavadéni metody (od Cervence do konce fijna 2010) jsme pomoci PICSI
oplozovali 152 MII oocytt od 40 pacientek. Ve 34 piipadech (85,0 %) byl spermiogram
pod hranici normy bud’ ve vSech, nebo alespon jednom parametru - koncentrace spermii
(mil/ml), procento pohyblivych spermii, morfologie.

2. Oplozeno bylo 142 oocytu (fertilization rate 93,4 %) oproti dlouhodobému pruméru 89,2 %
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pti ICSI bez selekce.

3. Transfer embryi byl proveden u 38 pacientek, pficemz u 21 z nich bylo dosazeno téhotenstvi,
coz bylo 55,3 % PR. U standardni metody ICSI bylo v tomto obdobi dosahovano PR 38,2 %.

4. Od konce roku 2010 je PICSI zavedenou a rutinné provadénou metodou v nasi laboratofi.

5. Ze souboru 1090 pacientek, u kterych jsme provadéli oplozovani intracytoplazmatickou
injekci, si 779 pacientek ptalo provést vybér zralych spermii. Znamena to, ze v 71,5 % volili
pacienti ten nejkvalitngjsi vybér spermii, ktery v soucasnych podminkach v klinické praxi

poskytujeme.

Zavér:

PICSI je perspektivni metodou pro zlepSeni vysledkii ICSI. Lze ji doporucit v ptipadé nizkého
poctu oplozenych oocytl, nedostate¢né¢ho vyvoje embryi v pfedchozich vykonech a v ptipadé
opakovanych téhotenskych ztrat. Ocekavand vyhoda PICSI spocéiva vtom, Ze u spermii
selektovanych pomoci hyaluronanu je frekvence chromozomalnich disomii a diploidii

v normalnim rozmezi, a to nezavisle na frekvenci aneuploidii v po¢ate¢nim spermatu.

e) Proteom seminalni plazmy

Seminalni plazma je dtlezitou slozkou spermatu, ktera vytvari ,,zivotni prostiedi® pro spermie.
Obsahuje mnoho proteintl, jejichz zdrojem je varle, nadvarle a ptfidatné zlazy. Vyskytuji se
vV ném mimo jiné i proteiny, které¢ jsou dulezitymi markery patologii reprodukéniho ustroji.
Patologie spermatu jsou spojeny s rozdilnou expresi proteint pfitomnych v seminalni plazmg.
Technologie dvourozmérné gelové elektroforézy kombinovana s identifikaénimi moznostmi
spektrometrie byla uspésné aplikovana na komplexni proteom spermatu [65].

Cilem nasi prace bylo pomoci stejné metody analyzovat, zda jsou né&jaké rozdily v proteomu
seminalni plazmy muzd s azoospermii a darcii spermatu S normospermii.

Tématu proteomu seminalni plazmy se vénujeme v Publikaci XXI1.

Material a metodika:

Vzorky seminalni plazmy byly ziskany po centrifugaci ejakulatu (27909, 10 minut) od 6 muzi
snormalnim spermiogramem a 6 muzi s azoospermii. Supernatanty byly staZzeny do
kryozkumavek a zamrazeny. K vySetieni byly transportovany do Centralni laboratofe Oddéleni

funk¢ni genomiky a proteomiky Piirodovédecké fakulty MU v Brné.
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Proteiny ve vzorcich byly solubilizovany a vysledné proteinové izolaty byly separovany
dvourozmérnou gelovou elektroforézou. Kvalitativni a kvantitativni rozdily byly vyhodnoceny

programem PDQuest a Mascot [17].

Vysledky:

1. Vysetieni byla provedena na vzorcich od 6 normospermikti a 6 muzi s azoospermii.

2. Mezi obéma skupinami byly zjistény ¢etné kvalitativni i kvantitativni rozdily. Na zakladé
vysledkl analyzy obrazu bylo pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovano osmnéct

kvalitativn¢ odlisnych proteind.

Zavér:
Bylo nalezeno 18 kandidatnich proteinti, které mohou byt potencidlni markery azoospermie.
dalezitym krokem pro klinické vyuziti bude stanoveni funkce jednotlivych proteinti a jejich

podilu na sniZeni plodnosti.

4.2. Hodnoceni kvality embryi

Kvalita embryi a jejich vybér pro embryotransfer jsou od samych pocatka provadén na zakladé
morfologickych znakii pomoci klasické mikroskopie. Nicméné pravdépodobnost uchyceni takto
vybranych embryi po implantaci do délohy a nasledného rozvinuti téhotenstvi obecné
neptesahuje 35 %. Proto jsou hledany nové metody, které by ndm o embryu a jeho
Zivotaschopnosti poskytly dalSi udaje. Jak nasledné ur€it po vSech strankach kompetentni
embryo pro transfer, ktomu slouzi sofistikované a objektivni hodnoceni piednostné

neinvazivnimi metodami.

a) Biomarkery metabolismu embryi

V soucéasné dobé jsou k dispozici vysoce citlivé analytické techniky umoziujici pfesnou detekci
molekul, které souvisi s metabolismem embrya v prvnich dnech jeho vyvoje. Jednotlivé
metabolity jsou vysledkem vsSech piedchozich regulacnich procesi na twrovni genomu
a proteomu a proto davaji cennou informaci o vysledné reakci. V uplynulych letech byl
analyzovan metabolismus embryi kultivovanych in vitro a hodnocen jejich vztah k morfologii

a dosazeni t¢hotenstvi. Pozornost byla soustfedéna nejcastéji na metabolismus aminokyselin,
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glukdzy a pyruvatu. Aminokyseliny jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami proteint a jako
takové jsou soucasti kultivacnich médii. Zmény hladin aminokyselin odrazi metabolické funkce
délicich se bun¢k [11]. Glukoza a pyruvat patii k zakladnim latkam, ze kterych embryo ziskava
energii. V casnych stadiich vyvoje je hlavnim zdrojem energie pyruvat a laktat. Schopnost
metabolizovat glukézu se zvySuje pii piechodu ze stadia moruly do blastocysty. Spolehlivé

stanoveni metabolitl biologickych systému vyzaduje adekvatni metody analyzy.

K stanoveni zmén sloZeni kultiva¢nich médii Ize vyuzit Siroké spektrum analytickych technik,
jako jsou kapilarni elektroforéza, plynova a kapalinova chromatografie, ve spojeni s detektory
pracujicich na raznych fyzikdlnich principech. K nejCastéji vyuzivanym metodam patii
hmotnostni spektrometrie (MS — mass spectrometry [44], kapilarni elektroforéza v kombinaci
s MS, kapalinova chromatografie v kombinaci s MS a plynova chromatografie s MS [22].

Zajimavou alternativou pro metabolomické studie je kombinace kapilarni elektroforézy
s bezkontaktni vodivostni detekci (CCD - contactless conductivity detection) [66]. NaSe
centrum AR spolupracuje s vyzkumnou skupinou Metabolomika z CEITEC Brno, ktera se
V soucasnosti zamétuje na vyuziti CCD pro analyzu pouzitych kultivaénich médii v asistované
reprodukci. Vysledky by mohly poskytovat informace o metabolické aktivité embrya a podpofit

tak vyber embrya s nejvyssim implantacnim potencialem.

Cilem vyvoje je vytvofeni metody, ktera by mohla byt rutiné pouZivana v embryologickych
laboratotich. Prvni klinické studie neinvazivniho stanoveni metabolomu média po kultivaci
embryi prokazaly korelaci mezi zjiSténym profilem a dosazenim klinického téhotenstvi. Pro
analyzu byla nejcastéji vyuzita metoda NIR [111]. Pfi analyzach metabolismu pyruvatu bylo
prokazano, ze zvySeny piijem pyruvatu embryem koreluje s jeho vyvojem do stadia blastocysty
[10]. V multicentrickych studiich bylo také prokazano, Ze metabolicky profil kultiva¢niho
média embrya je nezavisly na morfologii a v kombinaci s morfologickym hodnocenim embrya
umozinuje vybér embryi s vy$§§im implanta¢nim potencialem [85].

Ve spolupréci s Ustavem biochemie Piirodovédecké fakulty MU a CEITEC v Brné jsme se
snazili v roce 2011 ucinit prvni kroky ke sledovani metabolomu embryi. Byla zvolena metoda
kapilarni elektroforézy, kterd je vhodny analyticky néastroj pro sledovéani bilanci koncentraci
dalezitych slozek kultivaéniho média, jako jsou aminokyseliny a karboxylové kyseliny.

Analyzovali jsme 6 vzorki kultivaéniho média G-1™ (Vitrolife, Svédsko) od embryi po 96ti
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hodinach kultivace ve vyvojovém stadiu morula. Z vysledkia jsme nedo$li ke globalnim

zaveéram [53].

b) Hodnoceni morfologie embryi

Technologie neinvazivniho hodnoceni lidskych embryi in vitro v8ak nejsou stale jesté
vSeobecné dostupné. Techniky nejsou v klinické laboratorni praxi snadno a rychle aplikovatelné
nebo analytické pfistroje pro rutinni vyuzivani nejsou dostupné. Vétsina embryologickych
laboratofi na celém svété proto stale jesté hlavni mirou vybird embrya pro transfer na zakladé
hodnoceni jejich morfologie a vyvojového potencialu pomoci svételné mikroskopie.

ProtoZe jsou v systému hodnoceni embryi a sledovanych parametrech velke rozdily nejen
Vv riznych zemich, ale i mezi laboratofemi v rdmci jedné zemé, sesli se zastupci mezinarodnich
spolec¢nosti Alpha Scientists in Reproductive Medicine a ESHRE Special Interest Group
Embryology v roce 2011 v Istanbulu a zpracovali konsensus, ktery reprezentuje ,,minimalni
standard* pro skérovani oocyti a embryi [1]. Doporucuji pouzivat toto spole¢né minimum
popisného skorovaciho systému pro vSechny laboratofe s tim, ze zvlasté vhodné a ptinosné to
bude v piipadé¢ publikaci s mezinarodnim vyznamem, aby se zvysSilo vyZiti poznatkd pro
kaZzdodenni praxi v kterékoliv laboratofi svéta. ,, Timing“ sledovani vyvoje embrya je uveden

v tabulce 8.

Optimalni morfologie oocytu: sféricka struktura obalena zona pellucida, prisvitna cytoplasma
bez inkluzi, vy¢lenéné polové télisko. Oocyt s abnorman¢ velkym poélovym téliskem by nemél
byt oplozovan, nebot’ je pravdépodobné riziko aneuploidie oocytu.

Velke vakuoly (> 14 um v priméru) obvykle vedou k selhani fertilizace.

Optimalné fertilizovany oocyt: sféricky, ma dvé polova téliska se dvéma centralné umisténymi,
stejné velkymi prvojadry. Prvojadra by méla mit stejny pocet a velikost jadérek. Prvojadra jsou

hodnocena jako symetrickd, nesymetricka a abnormalni (obr. 34).

Délici se embrya: dle ,,Consensu® embrya, kterd se déli rychleji nebo pozdéji nez je ocekavany
interval, maji redukovany implanta¢ni potencial. Fragmentace je u d¢licich se embryi
definovana jako stfedni € 10 %), ptiméfena (10 -25 %) a t&€zk&>(25 %). Multinukleace

(pritomnost vice nez 1 jadra v blastomeie) souvisi se snizenym implantaénim potencidlem
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embrya. Stejna velikost blastomer je dulezitd od 2 do 8 bunééného stidia. Ve vSech dalSich

stadiich je nepravidelnost blastomer spojena s rtiznou fazi déleni. Dalsi morfologické znaky,

které se hodnoti jsou granulace cytoplazmy, vzhled membran, pfitomnost vakuol. Dulezité je

trojrozméné rozvrstveni bun¢k v embryu.

Tab. 8 : ,,Timing*“ sledovani fertilizovaného oocytu a optiméalniho embryalniho vyvoje
dle Istanbulského consensu

Typ hodnoceni

Cas po inseminaci

Ocekavané vyvojové stadium

(hod)
kontrola fertilizace 17+1 stadium prvojader (PN)
) 50 % - stadium syngamie
kontrola syngamie 23 +1 ) 5
vice nez 20 % - 2 bunécné
o 26 £1polICSI
¢ané ryhovani 2 bunééné stadium
28 £1polIVF
embryo den 2 (Day-2) 44 +1 4 bunééné stadium
embryo den 3 (Day-3) 681 8 bunééné stadium
embryo den 4 (Day-4) 92+2 morula
embryo den 5 (Day-5) 116 £ 2 blastocysta

Obr. 34: Oplozeny oocyt ve stadiu zygoty s prvojadry, v jadrech jsou patrna jadérka,

zvétSeni 300 x
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Morula: Optimalné by délici se embryo mélo byt v dobé 92 + 2 hodiny ve stadiu moruly. M¢lo
by byt kompaktujici nebo kompaktované po celém povrchu. HorSi progndézu maji moruly

s nékterymi (2 az 3) buiitkami vylou¢enymi mimo povrch.

Blastocysta: Optimalné by méla byt uplné expandovana s prominujici ICM s rozpoznatelnymi
bunikami k sob¢ té€sné pfiléhajicimi a s trofektodermem, ktery je tvofeny mnozstvim bunék,

které formuji kompaktni epitelium.

Hodnoceni embryi v nasi laboratofi provadime za 16 az 18 hodin po oplozeni, kdy u zygot
sledujeme ptitomnost a symetrii prvojader, rozlozeni a pocet jadérek a pozice pdlovych télisek.
U déliciho se embrya hodnotime pocet blastomer v zavislosti na dni kultivace, soumérnost
blastomer, ptitomnost fragmentd, pfipadn¢ multinukeace blastomer, pocet jader a vakuoly.

U moruly hodnotime stupen jeji kompaktace.

U blastocysty hodnotime jeji expanzi, vzhled ICM, blastocoel a bunky trofektodermu.

Klasické hodnoceni provadime 1x denné ve svételném mikroskopu.

Piestoze tyto tradi¢ni systémy hodnoceni morfologie zarode¢nych bunék a embryi dosahly jiz
svého limitu pii vybéru optimalniho embrya pro transfer, zustavaji pro embryology stéle
uzite¢nym nastrojem. Pro pokrok v této oblasti je vSak Zadouci a nezbytné, abychom dostavali
stdle vice informaci a hlavné piesnéjsich informaci nejen o morfologické kvalité, ale

i 0 fyziologické aktivité jednotlivych embryi.

c) Preimplanta¢ni geneticka diagnostika (PGD) a preimplantac¢ni geneticky screening
(PGS)

K vitalit¢ embrya pfispiva jeho spravna geneticka vybava, avSak bez biopsii a vySetfeni
blastomer pomoci metod PGD nebo PGS nejsme schopni genetické abnormality zjistit. PGD,
ktera byla poprvé ve svété provedena v roce 1989 [32] moziuje objevit jak poruchy v poctu, tak
stavbé chromozomi a také genové mutace. TO znamena zmény ve stavbé genetické informace,
které by mohly vyvolat vznik vrozené vady. Je mozno zjistovat jak genetické vady, které
o¢ekavame, tak i vady nahodné vzniklé pii vyvoji vaji¢ek a spermii. Indikaci k PGD jsou napf.

vrozené chromozomalni aberace u nékterého z rodic¢t, vyssi vék Zeny, nebo obou rodi¢i, porod
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ditéte s vrozenou vyvojovou vadou v rodiné, opakované spontanni potraty nejasné etiologie,
zavazny andrologicky faktor atd.

Pomoci PGD je mozno vysetfit aneuploidii embryi (metodou FISH), nebalancované translokace
embryi (FISH) a monogenné dédi¢né choroby (PCR). V soucasné dob¢ se nejcasteji vyuziva
metoda array CGH, kterd pracuje na principu mikro¢ipové technologie (tzv. microarray). Hlavni
zménou oproti starSim postupiim je mnohondsobné vyssi pifesnost pii zachytu dédicnych
onemocnéni a moznost vysetfit vSechny chromozomy embrya. Metoda FISH dovoluje analyzu
omezeného poctu chromozomu, nejcastéji 7 az 9. Munné et al. uvadi, Ze pti vySetieni 10 az 12
chromozomu, se piesnost FISH zvySuje na 89 az 91 % aneuploidii [63].

Metody PGD a PGS maji své nezastupitelné misto v indikovanych piipadech. Selekci
a transferem embrya, Vv jehoz blastomefe nebyla prokazana aneuploidie chromozomu, se
vyrazné zlepsily vysledky 1écby.

V zavérech meta-analyzy randomizovanych studii v roce 2011 uvadi autofi, Ze v soucasné dobé
neexistuje diikaz o pfinosu PGS pro zvyseni poctu zivé narozenych déti po IVF a u Zen vyssiho
véku PGS signifikantné pocet Zivé narozenych déti snizuje [56]. Pficinou je pfedevsim
mozaicismus jednotlivych blastomer. Z téchto divodu rutinni provadéni PGS ve vSech IVF
cyklech nedoporucuje ani ,,ESHRE PGD Consortium* ve svém rozboru desetiletého sbéru dat
[33].

Na naSem pracovisti provadime PGD od roku 2000 a PGS od roku 2012. V roce 2001 jsme
dosahli narozeni prvniho ditéte po PGD. V letech 2000 az 2013 jsme provedli u 139 pacientek
odbér blastomer pro genetické vySetieni metodami FISH, PCR a aCGH. U 88 pacientek bylo po
genetickém vySetfeni alespont jedno embryo vhodné K transferu. Dosahli jsme 29 klinickych
téhotenstvi, coz je 32,9 % PR.

Alternativou velmi nakladné PGS by mohl byt neinvazivni monitoring embryonalniho vyvoje

s predikci vyskytu chromozomalnich anomalii [34].

4.2.1. Kontinualni monitoring vyvoje embryi
Ve snaze vybrat co nejkvalitngjsi embryo na transfer provadime v prubéhu kultivace
kazdodenni hodnoceni jeho vyvoje. Klasicky zptsob hodnoceni embryi pouzivany bézné

v laboratoftich se provadi jednou denné pod mikroskopem, kdy embrya opousti na nékolik minut
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konstantni prostfedi kultivatniho boxu. Tradi¢ni morfologické hodnoceni bylo doplnéno
kontinualnim sledovanim vyvoje embryi zavedenim time-lapse systému [77].

Pravidelnost a rychlost déleni embrya tzce souvisi s jeho spravnou Zivotaschopnosti
a dosazenim téhotenstvi. Pravidelné déleni bun€k je projevem spravného poctu chromozoémui
a genetické informace v nich obsazené. Odhaleni poruch déleni bunék embrya, které je mozné
pravé diky prabéznym zaznamim, umoziuje vyfadit a netransferovat embrya s vyskytem
chromozomalnich abnormalit, které by mohly vést k Casnym potratiim.

Indikaci k monitorovani jsou hodnoty spermiogramu na spodni hranici normy, nizka fertilizace
po ICSI, nepiiznivy vyvoj embryi v piedchozich cyklech, opakované potraty v anamnéze
1éCeného paru, vyssi veék zeny.

V sou¢asné dobé je nejvice pouzivan systém Primo Vision (Vitrolife, Svédsko), nebo
Embryoscope  (Unisense Fertilitech Dansko), velmi sofistikovany monitorovaci pfistroj

obsahujici inkubator, mikroskop a pocitac.

Retrospektivni analyza dat ukazuje, Ze kultivace a vybér embryi po time lapse monitoringu
signifikantné zvysuje pravdépodobnost klinického téhotenstvi. (+15,7 % na embryotransfer)
[59]. Ke zvySeni PR prispéla dvé pozitiva tohoto systému, a to kombinace stabilnich
kultiva¢nich podminek a uziti morfokinetickych parametrt k selekci embrya [75].

Multicentricka retrospektivni analyza [80] zjistila limitovanou implantaci téch embryi, ktera
vykazovala v dobé prvni mitdzy rozdéleni z 1 na 3. Takové pozorovani mize byt udélano pouze

pii time lapse. Pfi statickém hodnoceni by nepravidelnost déleni nemohla byt zachycena.

V roce 2011 jsme zavedli kontinualni hodnoceni vyvoje embryi pomoci zafizeni Primo
Vision System (Cryo-Innovation Technologies, Hungary, nyni Vitrolife Svédsko), jak uvadime
v Publikaci XXVI.

Material a metodika:

Systém sestava z kompaktniho digitalniho inverzniho mikroskopu s kamerou umisténého
v uzavieném inkubatoru a z fidici pocitacové jednotky a monitoru (obr. 35, 36). Kamera
kazdych 15 minut pofizuje 5 sekundovy zaznam. K fidici pocitacové jednotce miize byt
pfipojeno aZ 6 sbérnych kamer a mohou se tak monitorovat embrya od Sesti paientek. Analyza

morfologie a dynamiky vyvoje se provadi z ¢asosbérného digitalniho zdznamu na monitoru.
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Embrya jsou pro toto sledovani umisténa na specialni WOW misce v kultivacnim médiu pod
mineralnim olejem v 9 nebo 16 samostatnych jamkach. Jedna miska je ur¢ena vzdy pro jednu

pacientku.

Vysledky:

1. V zavadécim obdobi od biezna do ¢ervna 2011 jsme méli moZnost se seznadmit se zatfizenim
Primo Vision Systém, ktery jsme méli zaptjceny a s technikou odecitani a vyhodnocovanych
Casosbérnych zaznamu. V tomto obdobi jsme monitorovali vyvoj embryi u 22 pacientek
a k transferu vybirali embrya s pravidelnym délenim a odpovidajici dynamikou vyvoje.
Doséahli jsme 9 téhotenstvi, coZ ¢inilo 40,9 % PR.

2. Vysledky nas vedly k rozhodnuti zakoupit vlastni Primo Vision systém, ktery byl postupné
zdokonalovan a bylo na ném provedeno up grade na 3D rozliseni.

3. Od ¢ervna 2011 do konce roku 2013 jsme provedli kontinualni zdiznam vyvoje embryi u 133
pacientek. V piipadé 4 pacientek nebylo zadné embryo dle hodnoticich kritérii vhodné
k transferu. Bylo dosazeno 51 téhotenstvi, coz piedstavuje 39,5 % PR (tab. 9).

4. Provedli jsme analyzu vyvoje kultivovanych embryi v zavislosti na jejich dosaZzené kvalité
pied transferem a urcili jsme si limitni ¢asové hranice, do kterych by se mélo embryo
v ur¢itou dobu kultivace vejit, aby mohlo byt ozna¢eno za embryo s dobrou Sanci a bylo
pfednostné vybrdno pro embryotransfer:

- optimdlni interval od provedeni ICSI do stadia 2 bunék: 20 az 26 hodin
- optimalni interval od stadia 2 bun¢k do 4 bun¢k: 10 az 13 hodin
- optimalni interval od stadia 4 bun¢k do 8 bun¢k: 14 az 18 hodin

- optimdlni interval od stddia 8 bun¢k do 16 bunék: 20 az 30 hodin

Zavér:

Metodou vybéru embrya na zakladé kontinualniho monitorovani a hodnoceni jeho vyvoje jsme
vyznamné zvySili UspéSnost asistované reprodukce. Embya s nepravidelnym délenim maji
limitovany vyvojovy potencial, maji ¢etné chromozomalni abnormality a neméla by byt
transferovana. Kontinualni hodnoceni je objektivni, nebot’ podava piesné vysledky déleni bunék
dle daného ¢asového harmonogramu. Je zaloZeno na hodnoceni vyvojoveho stadia embrya ina

posouzeni dynamiky jeho vyvoje.
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Kontinualni monitorovani vyvoje prineslo vyznamny pokrok v hodnoceni embryi, nebot’

vvvvvv

stacionarnim pozorovani skryty.

Tab. 9: Piehled celkového poctu monitoringi a po¢tu gravidit v jednotlivych letech na
GPK LF MU a FN Brno

Pocet monitoringi
Rok Pocet gravidit PR (%0)
+ embryotransfer
2011 zavadéci obd. 22 9 40,9
2011 19 9 47,4
2012 35 12 34,3
2013 75 30 40,0
Celkem 151 60 39,7

Obr. 35: Monitorovaci zatizeni Primo Vision Obr. 36: Kamera v CO, inkubatoru
Systém
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]. Zakovd, E. Lousov4, 1. Crha, P. Ventruba, M. Pohanka, P. Nentwichové, H. Pochopova

. Cil prdce: PICS] (Preselected Intracytoplasmic Sperm Injection) vyuZiva moZnosti vybrat k oplozovani cocytd metodou ICSI
(Intracywplasmic Sperm Injection) zralou spermii na zéakladé jeji schopnosti véazat se na hyaluronan, Receptor, ktery umoZiiuje tuto spe-
cifickou vazbu, je vytvofen na hlavidce zralé spermie. Cilem préce bylo zjistit, zda poufiti selektovanych spermii zlepsi ispé&snost 1&¢hby.
Maleridl a metodika: Selekce spermii se provadi na specidlni misce se tfemi mikrokapkami hyaluronanu, na které se navaZi zralé sper-
mie. Po inkubaci jsou pomoci mikromanipulaéni pipety tyto spermie vybrany a pouZity k oplozovani vaji¢ek metodou ICS1. Vysiedky: Oplo-
zovédni oocytd pomoci PICSI bylo provedeno u 40 pacientel, procento oplozeni bylo 93,4 % oproti dlouhodobému priméru 89,2 % pfi ICSI
bez selelce spermii. Z 38 transferd bylo dosaZeno 21 klinickych téhotenstvi, pregnancy rate (PR) 55,3 % oproti standardni metodé ICSI
s dlouhodobym prameérem PR 38,2 %. Zavér: PICSI je perspektivni metodou pro zlepdeni vysledki ICSL

| o

ri wlova IC8I - PICSI - spermie - neplodnost - hyaluronan

7. PICSI - mature sperm selection for human oocyte fertilization by ICSI method. Aim of the study: PICSI {(preselected intracy-
toplasmlr.' sperm injection) utilizes the ability of mature sperm to bind to hyaluronan to select mature sperm for oocyte fertilisation by
ICSI (intracytoplasmic sperm injection). It is only the mature sperm head that has a receptor for this specific attachment, The aim of this
study was to determine whether PICSI increases treatment success. Material and methods: Special PICSI dishes (PICSI® Sperm Selec-
tion Device MidAtlantic Diagnostics, Inc.) with three microdrops of hyaluronan at the bottom were used for sperm gelection. During in-
cubation, mature spermatozoa bound to the hyaluronan layer. Micromanipulation pipettes were used to collect bound sperms and these
sperms were used for ICEL Results: PICS] was used for mature sperm selection in 40 couples. Fertilization rate was 93.4% compared to
our centre’s standard (no sperm selection) ICSI long-term results of 88.2%. Thirty eight embryotransfers resulted in 21 clinical pregnan-
cies (pregnancy rate 5.3 %) compared to our centre's standard ICSI long-term results of 38.2%. Conclusion: PICSI appears to be a useful

Suttmar

method for improving ICSI results.

words:
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Provedeni analyzy spermatu pied
zpracovanim pro oplozeni oocytd spo-
givajici ve stanoveni koncentrace,
pohyblivosti a morfologie spermii
neposkytuje informaci o schopnosti
spermii oplodnit cocyt. Neziskame
informaci o dalsich aspektech, jako
je zralost jadra, integrita chromatinu,
schopnost vazby spermie na oocyt.
Relativné dobry spermiogram neza-
ruéuje oplozeni oocytu a zdarny vyvoj
embrya. Nehledé k faktu, Ze pfi in vitro
fertilizaci je tfeba oplozavat accyty ta-
kovym spermatem, ktery je k dispozici
a ktery velmi ¢asto nespliuje ani hra-
nici normy. Pfi obvyklych postupech
ICSI jsou spermie pro injekci selekto-

PICSI - ICSI - spermatozoon - infertility - hyaluronan

vany vizudlné na zdkladé jejich morfo-
logie a pohyblivosti. Metodou PICSI je
v kazdém pfipadé vybrdna kvalitn&jsi
spermie, nez by byla vybrana nahodné.

FICSI vyuZiva moZnosti selekce zra-
Iych spermii na zdakladé jejich schop-
nosti vazat se k hyaluronanovému hyd-
rogelu, nebof pouze hlavid¢ka zralé
spermie nese receptor, ktery tuto
vazbu umozfiuje [1]. Kyselina hyaluro-
nova je hlavn{ komponentou cumulus
oophorus - vrstvy bunék obklopujici
oocyt. Chemicky se jedné o polypeptid
tvofeny z opakujicich se jednotek
N-acetylglukozaminu a kyseliny gluku-
ronove (obr. 1). Pfi oplozeni je z akro-
zomu spermie uvoliiovén mimo jiné
enzym hyaluronidéaza, ktery rozrusuje
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spoje bunék corona radiata a umoz-
fiuje vazbu spermie k zona pellucida.
Bylo prokazano, ze spermie selekto-
vane touto technikou jsou viabilni, bez
retence cytoplazmy, maji nizsi frag-
mentaci DNA a nizsf markery apoptozy
[2]. ProtoZe zralé spermie maji vyrazné
niZzsi vyskyt chromozomalnich aberaci,
je tato metoda povaZovana za efektiv-
néjsi ve smyslu Uspéénosti oplodnéni.
Cilem této prace bylo zjistit, zda takto
selektované spermie zvyii procento
oplozenych cocytd, kvalitnich embryi
a dosazenych klinickych téhotenstvi.

Materidl a metodilza
Metoda PICSI byla provedena u pa-
cientek naseho Centra asistované



reprodukee, kterym byla doporucena
bud na zakladé diivéjéich nedspés-
nych cykll po transferu embryi, nebo
z diivodu velmi nizké kvality spermatu.

Spermie jsou po zhodnoceni
spermiogramu dle WHO [3] pfipra-
vovany pro oplozeni. Zpracovani pro-
bihad bud standardni metodou centri-
fugace a swimm-up (Sperm Prepara-
tion Medium, Origio), nebo pouZitim
SupraSperm média (Origio) pro izo-
laci Zivych spermii metodou hustot-
niho gradientu. Po vycestovani spermif
z peletky na dné zkumavky do 200 ul
navrstveného média (Universal IVF
Medium, Origio) jsou spermie piipra-
veny pro pouZiti (obr. 2). Miska pro
PICSI (PICSI® Sperm Selection Device
MidAtlantic Diagnostics, Inc.) je po-
lystyrenova kultivadni miska se tfemi
mikrokapkami hyaluronanu pfichyce-
nymina voitini stranu dna misky. Kapky
jsou pro zviditelnéni oznaéeny liniemi
na vnéjsi strané dna misky (obr. 3).
Hyalurcnové mikrokapky je tfeba pfed
pfiddnim spermii nejdfive hydratovat
meédiem, co? zplsobi nabobtnéani gelu
a umozni vazbu spermii. Nabobtnani
& vazba spermii zac¢ne v normalnim
piipadé do 5 min. nebo dfive, staréi
mikrokapky potfebuji pro dosa-
Zeni plné vazebné kapacity hydra-
tovat 30 min. i déle, Spravnou hyd-
rataci poznéame tak, Ze hydrogel
nabobtna a dojde k vazbé spermii.
Hodnotime po 5 min., a pokud je malo
vazanych spermii, nechame inkubovat
déle. Zralé spermie rozpoznaji struk
turu hyalurenanu a navaZou se na néj.
Pozname je tak, Ze nevykazuji progre-
sivni pohyb ani pfi intenzivnim pohybu
bigiku. Pomoci mikromanipulaéni
pipety jsou nasledné tyto spermie
nasaty, pieneseny do samostainé
kapky média v dostate¢ném poétu dle
poctu piipravenych cocytll a pougity
k injekénimu vpraveni do cytoplazmy
metodou ICSI (obr. 4).

Vysledky

Od éervence do konce Fijna 2010 pod-
stoupilo na nafem pracovisti oplozeni
ococytlt pomoc!{ PICSI 40 pacientek.
Oplozovano byle 152 MIl oocytd,
primér na jednu pacientku 3,8 ococytil
(1-12). Ve 34 piipadech (85,0%) byl
spermiogram pod hranici normy bud

ve viech, nebo alespoil jednom para-
metru - koncentrace spermii (mil/ ml),
procento pohyblivych spermii, morfo-
logie. U deviti pari se jednalo o prvni
cyklus lécby, v pfipadé jedné pa-
cientky to byl jiz 7. lédebny cyklus.
Oplozeni bylo dosageno u 142 cocyti
(FR 93,4%) oproti dlouhodobému
pruméru 89,2 % pfi ICSI bez selekce.
Transfer embryi byl proveden u 38 pa-
cientek, pfidemsz u 21 z nich bylo do-
saZeno téhotenstvi (PR 55,3%). U stan-
dardni metody ICSI je dlouhodobé
dosahovano PR 38,2% (graf 1).

Diskuze
PouZiti hyaluronanu k selekei spermii
je bezpeénd metoda, nebot hyaluronan
se normalné nachazi v zenském repro-
dukénim traktu a v cumulus oophorus. Je
tedy pravdépodobné, Ze se hyaluronan
dostava do cocytu se spermii dokonce
ipkiinvivo koncepci. Pfi vibéru spermie
navazané na hyaluronan mikromanipu-
lacni pipetou je moZné, Ze nékolik mo-
lekul hyaluronanu zlstane piichycenych
ke spermii, nebo Ze nékolik &tvered-
nych mikrometri membrany spermie
zistane pfichyceno k hyaluronanu.
V kazdém pfipadé se fertilizace takto
selektovanou spermii nelidi od pfire-
zené fertilizace [2]. Dle nasich zkuse-
nosti nema metoda na fertilizaci Zadny
negativnd viiv.

Oéelkdvand vyhoda PICSI spodiva
v tom, Ze u spermii selektovanych
pomeoci hyaluronanu je frekvence
chromozomalnich disomii a dipleidii
v normalnim rozmezi, a to nezavisle
na frekvenci aneuploidii v podétednim
spermatu. V tomto ohledu jsou tedy
vlastnosti hyaluronanu podobné vlast-
nostem zona pellucida. Bylo proka-
zano, Ze takto selektované spermie
jsou Zivotaschopnéjéi, zbavené histoni
a bez apoptdzy [4,5]. Paternalni piinos
téchto kvalitnéjiich" spermii by mél
vést ke snizeni vyskytu potrati

Vazba zralych spermii miZe také
souviset s poskozenim jejich mem-
bran v souvislosti s oxidaénim stresem
[6,7]. Studie mohou v tomto sméru pii-
nést zajimave vysledky.




Pfesto, Ze se jednd o maly soubor,
vysledky procenta oplozenych oocytd
i dosazenych klinickych gravidit nds
vedou k zaveru, Ze selekei spermii
metodou PICSI lze dosahnout lep-
Sich vysledkl v oplozeni cocytl, vivoji
embryi a vyssiho pregnancy rate. Pfi
ICSI je obejita normalni interakce
spermie - ooecyt, kde cumulus ocopho-
rus a zona pellucida tvofi pfirozenou
bariéru pro nezralé spermie. Proto lze
PICSI doporuéit vidy pfi nizkych hod-
notach spermiogramu, kde je indiko-
vana ICSI.

Zaver

PICSI je perspektivni metodou pro
zlepdeni vysledkld 1CSI Lze ji dopo-
rucit v pfipadé nizkého poétu oploze-
nych oocytl, nedostatecného vyvoje
embryi v pfedchozich vykonech
a v pfipadé opakovanych té&hoten-
skych ztréat.

Studie byla podpofena grantem IGA
MZ CR NS/9661-4.
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Plvodni prace

Proteom seminalni plazmy u muzi
S azoospermii

I. Crha!, H. Koneéné?, ]. Zakova!, ]. Bursikova?, Z. Zdrahal?,
E. Lousovd!, P. Ventruba!, M. Pohanka'

' Gynekologicko-porodnicka klinika, LF MU a FN Brno
?Oddéleni funkéni genomiky a proteomiky, Piirodovédecka fakulta a CEITEC, Masarykova univerzita, Brno

Souhrn: Cil: Seminalni plazma obsahuje proteiny, které jsou dilegitymi markery patologii reprodukéniho dstroji. Cilem prdce je analy-
zovat rozdily detekované v proteomu semindlni plazmy muZi s azoospermii a darch spermatu. Malerial a metedika: Veorky seminalni
plazmy byly ziskdny standardnim postupem od muzi s azoospermii a darcl spermatu a zamrazeny v kapalném dusiku. Proteiny ve vzor-
cich byly solubilizovdny lyzaénim pufrem cbsahujicim detergent CHAPS, Vysledné proteinové izoldty byly separovény dvourozmérnou
gelovou elektroforézou (2-DE). V prvnim rozméru byl pro izoelektrickou fokusaci pouzit imobilizovany gradient pH 3-10 NL, pro déleni
v druhém rozméru 12 % SDS-PAGE. Proteiny v gelu byly barveny flucrescenénim barvivem Sypro Ruby. Kvalitativni a kvantitativni rozdily
mezi jednotlivimi vzorky byly vyhodnoceny pomoci programu PDQuest, Proteiny ve vybranych spotech vykazujici rozdily byly nésledné
Stépeny trypsinem a identifikovdny pomoci MALDI-MS/MS (resp. LC-MS/MS) a vyhodnocovactho programu Mascot. Virssiedky: Vyietieni
byla provedena na vzorcich od 6 darcd spermatu a 6 muzi s azoospermii, V protecmu darci spermatu s normospermii byly nalezeny mi-
nimalni rozdily, mezi darci spermatu a skupinou pacientl s azoospermii byly zjiétény Setné kvalitativni a kvantitativni rozdily. Na zakladé
vysledkl analyzy obrazu bylo pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovéno 18 kvalitativn® odlinych proteini. Zdvér Bylo nalezeno
18 kandidatnich proteinq, které mohou byt potencidlnimi biomarkery azoospermie. Komparativni proteomika je perspektivnim néstrojem
vyzkumu poruch plodnosti a oxidaéniho stresu.

Kli¢ova slova: proteom - neplodnost - azoospermie - oxidaéni stress

Seminal plasma proteome in men with azcospermia

Summary: Objective: Seminal plasma is a potential source of biomarkers of many disorders of male reproductive organs. Identification
and characterization of individual proteins in seminal plasma could be a useful tool for estimating male infertility. The aim of the study was
to analyze proteome differences in men with azoospermia and normospermia. Material and methods: Samples of seminal plasma from
men with azoospermia and normospermia were collected and cryopreserved in liquid nitrogen. Detergent CHAPS was uged to solubilize
the sample proteins. Two dimensional (2-D) gel electrophoresis was used to separate protein isolates, Immobilized gradient pH 3-10 NL
was used for isoelectric focusation and 12% SDS-PAGE was used for second dimension. Sypro Ruby dye was used to stain the proteins,
Software PDOuest was used to analyze quantitative and qualitative differences. Selected proteins were digested by trypsin and identified
by MALDI-MS/MS or LC-MS/MS and (using) the Mascot software. Results: Six azocspermia and six normospermia samples were analy-
zed. Minimal differences in protecmic profile were found among normospermia samples, Significant quantitative and qualitative differen-
ces were detected between men with normospermia and azoospermia. Image analysis and mass spactrometry identified eighteen diffe-
rent proteins. Conclusion: Eighteen proteins were found that could serve as potential markers of azoospermia. These results provide an
important basis for comparative proteomics of infertility and oxidative stress.

Key words: proteome - male infertility - azoospermia - oxidative stress

Pouzité zkratley: 2-DE dvourozmeérna gelova elektroforéza
CHAPS 3H[{3Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
DTT dithiotreitol
IEF izoelektricka fokusace
wT celkova koncentrace akrylamidu v gelu
SDS-PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza v dodecylsulfatu sodném
MALDI-MS/MB  matrix-assisted laser desorption/ionization tandemovéa hmotnostni spektrometrie
LC-MS/MS kapalinova chromatografie spojena s tandemovou hmotnosini spektrometrii
60 Prakt Gyn 2011; 15(
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Uvod

Seminalni plazma je daleZitou sloZzkou
spermatu, vytvati Zivotni prostfedi pro
spermie”. Obsahuje mnoho proteindg,
jejichZ zdrojem je varle, nadvarle
a pfidatne Zlazy. Vyskytuji se v ném
mimo jiné proteiny, které jsou dilezi-
tymi markery patologii reprodukéniho
tstrojl. Patologie spermatu jsou spo-
jeny s rozdilnou expresi proteint pii-
tomnych v seminalni plazmé. Techno-
logie dvourozmérné gelové elektro-
forézy kombinovana s identifika¢nimi
moZnostmi hmotnostni spektrometrie
bylaispé&sné aplilkovana na komplexni
proteom spermatu [1]. Cilem prace je
analyzovat rozdily detekované v pro-
tecmu seminalni plazmy muZi s azoo-
spermii a darci spermaitu.

Materidl a metodika

Vzorky semindlni plazmy byly zis-
kany standardnim postupem od muzi
5 azoospermii a dédrcd spermatu a za-
mrazeny v kapalném dusiku. Byly
pouZity vzorky spermatu ddrcl s nor-

Obr. 1 a, b. Porovnani vysetireni
2 vzorki normospermie vs. nor-
mospermie’ ~ bez zvejmych rozdilh
(2-DE seminalni plazma, IEF 3-10
NL, SDS-PAGE 12 % T dva paralelni
velke gely, Barveni: Sypro Ruby).

Obx, 2 a; b. Vyhodnoceni rozdilnych spoiu u vzorku azoospermie pomoci
software PDQuest (2-DE geminalni plazma, IEF 3~10 NL, SD5-PAGE 12 % T dva
paxalelni velkeé gely, Barveni: Sypro Ruby).
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Proteom semindlni plazmy u muZi s azoospermil

Obr. 3 a, b. Vyznaceni rozdilnych
spotu ve vzorku azoospermie a nor-
mospermie (2-DE seminalni plazma,
IEF 3-10 NL, 3DS-PAGE 12 % T dva
paralelni velkeé gely. Baxveni: Sypro
Ruby).

Tab. 1 a. Piehled proteinn identifilko-
vanych v eeminaini plazme vzorka
8 normospermii {proteiny popsane
¥ literatuke jsou oznaceny*).

extracellular matrix protein
N-acetyl bataglucnsammldav.ﬂ

 prostate specific antigen prekursor
] apa]lpaprotam D
prostaglandm D .,ynthasc
i Dpld]d}“mﬂ secretory pmtem (El 2)*
i apr)hpnpmtem] Pprecursor
clustetm* EHERAHI
2 1d'y'my1 smmtary pmtmn E1 precursor*
'ﬂbnn beta
! crystal struc.lure of human nhrmagen

IgG lheavy chain ccnstd.nt rsgmn
a 11ght cham

bermogen alpha A
i 'lg light e e
annexin Al1*
.‘IgG heaw chain
alpha-l—Brglyéoproiein
proactvator polypépﬁde isoform a preprotein

d')rmal secretory pfotmn El precnrsor* .

mospermii a muZl s opakované dia-
gnostikovanou azoospermii vySetfova-
nych v andrologické laboratoii Centra
asistované reprodukce FN Brno. Eja-
kulat byl ziskan pomoci masturbace
do polypropylenovych nadobek v od-
bérové mistnosti centra, a to po absti-
nenci 3-5 dnid. Analyza spermatu byla
provedena podle manudlu WHO [2].
Pro stanoveni poctu spermii byla po-
uzita Neubauerova komirka. Centri-
fugaci (2 790g po 10 min) byla cdstra-
néna semindlni plazma, zamrazena
v tekutém dusiku a transportovana do
Centrélni laboratofe Oddé&leni funkéni
genomiky a proteomiky Piirodové-
decke fakulty Masarykovy univerzity.
Proteiny ve vzorcich byly solubili-
zovany lyzaénim pufrem obsahujicim
detergent CHAPS, modovinu, thiomo-
Govinu a DTT. Vysledné proteinové izo
laty byly separovany dvourozmérnou
gelovou elektroforézou. V prvnim roz-
méru byl pro izoelektrickou fokusaci
pouzit imobilizovany nelinearni gra-
dient pH 3-10 NL, pro déleni v druhém
rozméru 12 % SDE-PAGE. Separované
proteiny v gelu byly barveny flucres-

Tab. 1 b. Piehled proteini identifilco-
vanych v seminalni plazmé vzorki
£ azoospermii (proteiny popsané
v literature jsou oznaceny®).

gelsolin Jscform a precursor

‘p‘rocoilagen lysme Z—axogiutaiaﬁe S
S-dioxygenase 3 prekursor

ﬁbronecun precursor
alpha 1 an'arry'psm
L-plastin variant

serum albumin

cathepsin

lactate dehydrogenase B chain
g apohpopmtem i precuraor

prule:ll T"P'l-)( .

annexin }H*

proteasome actwator hPA.QS su.bumt bete
mpemmr@dcxm& ool :

prostate specific transglutaminase

Ig lambda light chain
gyoxalasel e
i GDP-dJssomatlon 1nmb|tor 1

glyoxa.lase -1

g epididymal sscretc.ry.' proieiﬁ El
precursor®

cencnim barvivern Sypro Ruby, které
umoziiuje nejenom lokalizaci, ale
i kvantifikaci proteinu. Byla provedena
poditadovéd analyza cbrazu a kvalita-
tivni a kvantitativni rozdily mezi jed-
notlivimi vzorky byly vyhodnoceny
pomoci programu PDQuest. Proteiny
ve vybranych spotech vykazujicich
rozdily byly nasledné roboticky vy-
fezany a stépeny trypsinem (in-gel
digesce). Proteolyticky nastépene
peptidy piisludejici proteinim z jed-
notlivych spotd byly analyzovany
pomoci MALDI-MS/MS, resp. LC-MS/
/MS. K identifikaci proteinid na zakladé
ziglanych MS/MS dat bylo pouZito pro-
gramu Mascot.

Vysledky

Vysetfeni byla provedena na vzorcich
od 6 dércl spermatu a 6 muZi s azoo-
spermii. V proteomu ddrcl spermatu
s normospermii byly nalezeny mi-
nimdlni rozdily sledovanych spotl
(obr. 1 a, b). Mezi déarci spermatu
a skupinou pacientll s azoospermii
byly ziigtény Cetné kvalitativnf a kvan-
titativni rozdily (obr. 2 a 3). Na zakladé
vysledkn analyzy obrazu byly pomoci
hmotnostni spektrometrie identifi-
kovany kvalitativné odliZné proteiny
(tab. 1 a, b).

Z nami prokazanych rozdild ve wy-
Setfenych proteinech jiz byly nékteré
diive publikovany - napi. prolactin-
induced protein, epididymal secre-
tory protein (E12), prekurzor epidi-
dymalniho sekreéniho proteinu EI,
annexin A4 a annexin All. Nami zjis-
té&né vyznamné rozdily v prostatic bin-
ding proteinu, glutathione transferze
T1, alpha-l-acid glycoproteinu, apoli-
poproteinu D a laktatdehydrogendze B
nebyly v dostupné literatufe nalezeny.

Diskuze

V peclivé provedené studil rozdila
v proteomu semindlni plazmy u muzi
g astenospermil byly prokézany vy-
znamné rozdily v 17 identifikovanych
proteinech. Heat shockrelated protein
byl zvyien, mnoZstvi histonu H2A a cy-
toskeletalniho aktinu bylo snizeno [3].
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Proteom seminalni plazmy u muzi s azoospermii

Ve srovnavaci studii interindividu-
dlnich rozdila v proteomu seminalni
plazmy muii & normosgpermii a azoo-
spermii byly identifikovany markery
neobstrukéni (napf. epididymal se-
cretory protein El, stabilin 2, prolactin-
-inducible protein) a jeden marker
obstrukéni azoospermie (guanine nuc-
lectide-releasing protein) [4].

Katalogy proteint a spermie i pro-
teomu semindlni plazmy umoZiuji re-
ferenén{ porovnani individuélnich
hodnot a identifikaci proteinu. Pfedsta-
vuji zaddtek nové éry vyzkumu poruch
plodnosti. Relativnim omezenim je
v soudasne dobé dostupnost zafizeni,
které je schopno hmotnostni spektro-
metrii spolehlivé provadét. V univerzit-
nich zafizenich se dostupnost téchto
technologil zvysuje a zaroven klesaji
i naklady na tato vySetfeni.

Dalsim duleZitym krokem pro kli-
nicke vyuZiti protecmu bude stanoveni
funkce jednotlivych proteint a jejich
podilu na sniZeni plodnosti, Zajimavé
vysledky mohou pfinést také studie
sledujici oxidaéni stres a kvantitativni
a kvalitativni zmény jednotlivych pro-
teind [5-1].

Z klinického hlediska je duilezité
charakterizovat souvislosti mezi re-
para¢nimi mechanizmy DNA a jeji
integritou [8].

Zavéx

Byly nalezeny kandidatni proteiny,
které mohou byt vyznamnymi bio-
markery azoospermie. VySetieni pro-
teomu semindlni plazmy pfindéi nové
moZnosti poznani patologie spermatu.
Komparativni proteomika je perspek-
tivnim néstrojem vyzkumu poruch
plodnosti a oxidaéniho stresu.

Podporeno projekty Ministerstva Skol-
stvi, mlddeZe a télovychovy Ceské
republiky (MSM 0021622415 a 2B0B0E0)
a grantem IGA MZ CR NS/9661-4.
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ABSTRACT

Objective: The brief review of historical development and application of the assisted reproduction
methods at our centre and the recent methods increasing the assisted reproduction results. The new
mentioned methods are sperm selection before the intracytoplazmatic sperm injection (PICSI =
preselected sperm intracytoplasmic injection) and continuous embryo development monitoring.

Design: Review article.

Key words: vocyte, sperm selection, embryo, cultivation, insemination, ICSI, PICSI, monitoring.

SOUHRN

Cil: Struény pirehled vyvoje metod asistované reprodukee na nafem pracoviti a predstaveni nove zavedenych
metod, jejichZ cilem je zvysit dsp&&nost asistované reprodukee. Mezi nové metody patii selekce spermii pied
intracytoplazmatickou injekei do oocytu, navizanim na molekuly kyseliny hyaluronové (PICSI = preselected
sperm intracytoplasmic injection) a kontinudlni monitorovani vyvoje embrya in vitro (Primo Vision System).

Typ studie: Piehledovy Eldnek,

Kliéovd slova: oocyt, spermie, selekce, embryo, kultivace, inseminace, ICSI, PICSI, monitoring,

UvoD

Prvni dité , ze zkumavky* v CSSR a v byvalé vychod-
ni Evropé se na klinice narodilo roku 1982, Uspéchy
brnénského kolektivu vzbudily mimofadnou pozornost
u nis i v zahraniéi,

Asistovana reprodukce zaznamenala za 30 let vyrazny
rozvoj. Ve snaze zvySovat Gspéinost resp. poéty vznik-
Iych téhotenstvi, prodélaly metody 1ééby poruch plod-
nosti a laboratorni techniky obrovsky rozvoj a staly se
nedilnou souddsti reprodukéni mediciny. Nae centrum
pribéZné aktivné rozvijelo a stile rozviji nejnovéjdi dia-
gnostické a terapeutické postupy.

PREHLED VYVOJE METOD
ASISTOVANE REPRODUKCE,

JAK BYLY ZAVADENY NA NASEM
PRACOVISTI

4.11. 1982 Porod prvniho ditéle ze zkumavky v Ceské
republice a byvalé vychodni Evropé (svétovd priorita
metody GIFT - transferu gamet do vejcovodu)

Porod prvniho ditéte po metodé IVF v Ceské repub-
lice
1991 Prvni zamrazené vzorky spermii
1992 Zahdajen program [13, 16]
1994 Zavedeni prodlouZené kultivace embryi [10]
Zaddtek standardniho provadéni mikromanipuaénich
technik (asistovaného hatchingu. AH) [9, 12]

1995 Zahdjen program darcovstvi spermif [14].
Zavedeni techniky a porod prvniho ditéte po této meto-
dé oplozovéni v Ceské republice [11]

1997 Zahdjen

Zavedeni metod ziskdni spermii z nadvarlete (MESA)
a varlete (TESE) [7]

1998 Zavedeni kryokonzervace spermatu muzi pfed
onkologickou 1é¢bou 2]
2001 Klinické provadéni
stvi po PGD

2005 Kryokonzervace ovaridlni tking u #en pfed onko-
logickou 1é¢bou [4]

2006 Zpracoviani metody ziskini spermii u muZn
s retrogradni ejakulaci [6]

2007 Zavedeni metody rychlého mrazeni — vitrifikace
2008 Provadéni nativnich cykli, kdy jsou oocyty ziska-
ny bez hormonalni stimulace nebo s minimdlni stimulaci
vajecniki

2010 Zavedeni metody selekce spermii pfed oplozova-
nim metodou ICSI, tzv. PICSI

2011 Kontinudlni monitorovéani vyvoje embryi

a dosazeni prvniho téhoten-

NOVE ZAVEDENE METODY VEDOUCH
KE ZVYSENI USPESNOSTI
ASISTOVANE REPRODUKCE -
METODY HODNOCENI KVALITY
GAMET A EMBRYT]

DosaZeni téhotenstvi zavisi krom& mnoha jinych
faktord na kvalité transferovanych embryi. Kvalita
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Obr. 1. Spermie zpracované pro inseminaci pomoci PICST

Obr, 2. Miska pro PICSI @ Sperm Selection Device

a vitalita embrya vychdzi nejvet§i mérou, pomineme-
li kultivaéni podminky, z kvality gamet. Dokdzat
dostupnymi prostfedky co nejlépe hodnotit kvalitu
gamet (oocytl, spermii) a kvalitu a nasledné vybér
embryi k transferu se snaZi mnoho metod.

Kvalitu oocytit hodnotime pfi jejich ziskdvani nej-
prve nepiimo hodnocenim morfologie komplexu
oocyl — cumulus oophorus pod vyhleddvacim mikro-
skopent. Redlnéj§i pfedstavu o stavu a zralosti oocytu
ziskdme pfed oplozovdnim metodou intracytoplazma-
tické injekce spermie, kdy jsou oocyty zbaveny bunék
cumulus oophorus a corona radiata. Tehdy je dobfe
patrné, zda jsou ji# v optimdlni fizi pro oplozovini —
v metafizi I1, nebo naopak jeSté ve stadiu zarode&né-
ho vicku. Dile Ize hodnotit pFitomnost pélového télis-
ka, jeho tvar, piipadné fragmentaci. Oocytl je viak
omezeny pocet a nelze vybirat, které se budou oplozo-
val a které ne.

Spermie ma vyznamny podil na spravném oplozeni
oocytu a jeho dalsim vyvoji. Kvalita spermii pro oplo-
zovini se hodnoti dle parametra jejich koncentrace,
pohyblivosti a morfologie. Klasicka piiprava sperma-
tu zaloZena na migraci nebo sedimentaci spermii vede
k ziskdni spermii s lep8i motilitou a morfologii. Mor-
fologie a motilita neidentifikuje oviem daldi charakte-

Obr. 4. Pravidelng se délici embryo se 4 buiikami

ristiky, jako jsou chromozomdlni aberace, defekty
chromatinu a DNA. Znamena to tedy, Ze takto pfipra-
vené spermie k inseminaci nejsou selektoviny z hle-
diska optimilniho fertilizaéniho potenciilu.

U zralych spermii byl prokézian vyrazné niZsi
vyskyt chromozomdlnich anomdlii (viabilni, bez
retence cytoplasmy, niz§i fragmentace DNA). Byla
tedy vyvijena fada metod s cilem ziskat zralé, strukiu-
rilné intaktni spermie s vysokou integritou DNA,
Mezi tyto metody patii napi. selekéni metody zaloZe-
né na elektrickych a magnetickych vlastnostech sper-
mie [3, 8], metody zaloZené na apoptdze spermii,
metody zaloZené na ultramorfologii spermic a také
selekéni metody zaloZené na zralosti membrany sper-
mie [5].

Metoda PICSI je modifikovana metoda standardni-
ho mikromanipulaéniho oplozovini pomoci intracyto-
plazmatické injekce spermie do cocytu (ICS1) piicemz
P pochiazi ze slova ,,preselected™ (pfedem selektove-
né spermie). Vychdzi z podstaty, Ze zralé spermie se
viaZzou na hyaluronan - litku, kterd obklopuje vajicko
a podili se na vazbé vajicko-spermie. PICST vyuZivi
moZnosti selekece zralych spermii na zakladé jejich
schopnosti vdzat se k hyaluronanovému hydrogelu,
protoze pouze hlavicka zralé spermie nese receptor,
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ktery tuto vazbu umoZiiuje. Pfi oplozeni je z akrozo-
mu spermie uvoliovan mimo jiné enzym hyaluronida-
za, ktery rozruSuje spoje bunék corona radiata a umoz-
fiuje vazbu spermie k zona pellucida,

Praktické provedeni metody PICSI spocivda v wm,
Zze vybér zralé spermie (obr. 1) pomoci mikropipety je
vizuilné umoZnén vazbou spermie ke kapce hyaluro-
nanového hydrogelu na specidlné pripravené, komerc-
né dodavané misce (PICSI Sperm Selection Device
MidAtlantic Diagnostics, Inc.) (obr. 2). Zivolaschopnﬂ
zrald spermie se pod mikroskopem vyznaduje pohy-
bem biciku, avSak nevykazuje pohyb, nebot jeji hla-
vicka je navdzdina na kapku hydrogelu.

Metodu PICSI jsme zavedli v roce 2010 a dosahu-
jeme s ni vySiiho procenta oplozenych oocyti i vy§si-
ho pregnancy rate [15]. Lze ji doporuéit parim v pfi-
padé nizkého poctu oplozenych oocytit po [CSI nebo
nedostateéného vyvoje embryi v pfedchozich cyklech,
v piipadé opakovanych téhotenskych ztrat a pfi niz-
kych hodnotich spermiogramu.

Kvalita embryi

Ve snaze vybrat co nejkvalitnéj§i embryo na tran-
sfer, se provadi v pribéhu kultivace kaZzdodenni hod-
noceni jeho vyvoje, U zygoty se sleduje symetrie pro-
vojader, pfitomnost, rozloZeni a pocet jadérek, polova
téliska a jejich vzdjemnd pozice. U embryi se hodnoti
pocet blastomer v zdvislosti na délce kultivace a jejich
morfologie, kterou vyjadfuje pravidelnost blastomer,
stupeii fragmentace, pocet jader, vakuoly atd.

Klasicky zpisob hodnoceni embryi pouZivany béz-
né v laboratofich se providi jednou denné pod mikro-
skopem, kdy embrya opoustéji na nékolik minut kon-
stantni prostfedi kultivaéniho boxu. V lofiském roce
jsme zavedli kontinudlni hodnoceni vyvoje embryi
pomoci zafizeni Primo Vision System (Cryo-Innovati-
on Technologies, Hungary). Sestivd z kompakiniho
digitilniho inverzniho mikroskopu s kamerou umisté-
ného v uzavieném inkubdtoru a z Fidici poéitacové
jednotky (obr. 3). Kamera kaZdych 15 minut pofizuje
5s zdznam, klery je zobrazeny na monitoru. Embrya
jsou pro toto sledovani umisténa na specidlni misce
v médiu pod olejem v 9 samostatnych jamkach. Jedna
miska je urCend vidy pro jednu pacientku. K Fidici
pocitatové jednotce muZe byt pfipojeno 6 sbérnych
kamer. Analyza morfologie a dynamiky vyvoje se pro-
vadi z €asosb&rného digitalniho zdznamu na monitoru.

Pravidelnost a rychlost déleni embrya \zce souvisi
s jeho spravnou Zivotaschopnosti a dosaZenim tého-
tenstvi, Pravidelné déleni bunék je projevem spravné-
ho poétu chromozomi a genetické informace v nich
obsaZené (obr. 4). Odhaleni poruch déleni bunék
embrya, které je mozné pravé diky témto zdznamim,
umoziiuje vyfadit a netransferovat embrya s vyskytem
chromozomdlnich abnormalit, které by mohly wvést
k ¢asnym potratim.

Kontinualni hodnoceni je objektivni, nebot podiva
pfesné vysledky déleni bunék podle daného Casového
harmonogramu. Pomaha spravné rozhodnout pfi vybé-
ru nejkvalitngj§iho embrya, nebof je zaloZeno nejen na
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vyvojovém stadiu embrya ale souéasné i na posouzeni
dynamiky jeho vyvoje.

ZAVER

Uvedené metody PICSI a vybér embrya na zikladé
kontinudlniho monitorovani a hodnoceni jeho vyvoje
vyznamné zvySuji dspéinost asistované reprodukce,
7v1asté pak jejich kombinace miZe u nékterych pari
zlep$it vysledky o 10-20 %. Kontinualni sledovéni
vyvoje piineslo velky zlom v moZnosti hodnotit
embrya, nebof ty nejdileZitéj§i momenty v déleni
bunék, svédéici o kvalité embrya, zlstavaly pfi stacio-
nirnim pozorovini skryty.

Pies povzbudivé vysledky, se stale hledaji dalsi kli-
nicky snadno pouZitelné metody hodnoceni kvality
gamel i embryi.

NaZe centrum asistované reprodukce poskytuje
celou §ifi nejmodernéj$ich metod vedoucich k tspés-
nosti srovnatelné s celosvétovou urovni. Nasi vyhodou
je, Ze se jednd o univerzitni centrum s kompletnim kli-
nickym zizemim, moZnosti mezioborové spoluprice
a zkufenym tymem odborniki.
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ABSTRACT

Adrenocorticotropin hormone (ACTH) is produced from the anterior pituitary gland and can be
considered as one of the main elements of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. ACTH secretion is
controled by corticotropin-releasing hormone (CRH) from hypothalamus. ACTH stimulates the adrenal
cortex. It affects synthesis and releasing of glucocorticoids, precursors of aldosterone, which affects the
synthesis of mineralocorticoids. Preeclampsia and intrauterine growth retardation (IUGR) is one of the
major pregnancy pathologies. The aetiology of these states are not clearly known, it is assumed that factors
pathogenetic chain has been operating in early pregnancy. These factors are generally similar for both
diseases. it is assumed that these pathologies will activate the hypothalamic-pituitary-adrenal stress axis
both for mother and fetus. In research studies, mathernal plasma CRH concentrations are elevated in
complicated pregnancies. Etiopathogenesis of severe pregnancy pathologies such as IUGR, or
preeclampsia is still unclear. Therefore, the research focuses on finding new markers that contribute to
early diagnosis of serious states,

Key words: adrenocorticotropin hormone, corticotropin-releasing hormone, pregnancy, preeclampsia,
uteroplacental insufficiency

SOUHRN

Adrenokortikotropni hormon (ACTH) je produkovin z pfedniho laloku hypofyzy a miZeme jej
povaZovat za jeden 2 hlavnich elementit hypotalamo-hypofyzérné-adrendlni osy. Sekrece ACTH podléha
Fizeni kortikotropniho-releasing hormonu (CRH) z hypotalamu. CRH je silny vazodilatitor a v§znamné
se podili na regulaci produkce prostaglandinii a sekreci ACTH. ACTH stimuluje kiirn nadledvin, tim
syntézu a vydej glukokortikoidi, podili se dile na stimulaci prekurzori aldesterenu, &imZ ovliviiuje
syntézu mineralokortikoidé a ma i dal$i metabolické G¢inky.

Preeklampsie a intrauterinni ristova retardace (IUGR) jsou jedny z nejzavainéjSich téhotenskych
patologii. Etiologie téchto stavii neni jednoznaéné znimi, predpokladi se, e taktory patogenetického
Fetézce plisobi jiz v ¢asném téhotenstvi a jsou obecné podobné pro obé dvé onemocnini; da se ofekavat, Fe
pri téchto stavech bude juk u matky, tak u plodu dochédzet ke zvy3ené aktivaci hypotalumo-hypofyzirng-
adrendlni stresové osy. Ve vizkamnych studiich byla koncentrace CRH v plazmé Zen, jejich# gravidita byla
komplikovina TUGR nebo preeklampsii, statisticky vyznamné vy3si, neZ u Zen s nekomplikovanou
graviditou, cof potvrzuje piedpoklad zviZené aktivace stresové osy u téchto téhotenskych patologii.
Ukazuje se také, Ze CRH mZe hrit dileZitou roli v ramci mechanismii Fizeni udrzeni gravidity.
Etiopatogeneze zivainych téhotenskych patologii, jako jsou IUGR, nebo precklampsie, je i pies velky
pokrok v této oblasti stile nejasna. Proto se vizkum zaméfuje na hledini novich markeriy, které by
prispély k vEasné diagnostice téchto zivaZnych stavii.
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5. PERSPEKTIVY KLINICKE EMBRYOLOGIE A VYVOJ MODERNICH METOD

Ptedpovédét vyvoj modernich metod klinické embryologie, tak jako vSeobecné u biologickych
véd, neni jednoduchy. Ale cesty jak postupovat v tomto sméru dal jsou nadéjné a aplikovatelné
z jinych obort, které jsou podstatné dal. Vyvoj se bude ubirat cestou zmény laboratornich
technologii a technickeho vybaveni.

V pftirozenych podminkach se preimplanta¢ni embryo vyviji v neustadlém pohybu, ktery je
zpisoben svalovymi kontrakcemi a pohybem fasinkovych bunék pii prichodu vejcovodem.
Tento pohyb zajistuje stalou obnovu okolni tekutiny. Pii statické kultivaci v inkubatoru se nic
podobného ned¢&je. Proto se bude ptfechazet k vyvoji dynamického Kkultivaéniho systému,
ktery bude zaloZeny na téepani, rotaci, michani, vibracich a kontrolovaném toku média.

Budou pouZzivany mikro a ultramikrokapky nebo mikrojamky se specialnimi povrchy krytymi
tiirozmérnymi matricemi, které budou vytvaiet podminky podobné prostiedi in vivo [46].
S narustajicim rozvojem nano-a mikrofluidni technologie piichazeji nové technologické
moznosti. Mikrofluidni mikroprostiedi ve své podstaté 1épe napodobuje prostiedi pro vyvoj
in vivo.

Vyuziti této technologie bude pouZitelné jak pro chemické analyzu prostiedi (transkriptom,
proteom, metabolom, sekretom) az po neinvazivni vybér optimalnich embryi [89]. Kombinace
neinvazivnich a invazivnivh pfistupii dovoli zkoumat oblast ,,- omics* s pfistupem k mMRNA,
proteinim a metabolitiim, s potenciadlem zvySit pregnancy rate [82, 85]. Tato strategie by méla
byt cestou ke zlepseni kultiva¢niho systému.

DalSim ukolem do budoucna je najit vhodny model pro testovani epigenetického efektu
kultivaénich médii v lidské asistované reprodukci. Zda se, Ze IVF ani ICSI neovliviiuji
metylaci DNA, avsak je zfejmé, ze kultivace in vitro miize defekty metylace indukovat [43, 62,
64]. Technicky je mozné vynalézt test za pouziti embryonalnich kmenovych bunék nebo
zvifecich modelt, avsak limituje nas to, Ze zatim neumime interpretovat vysledky testovani.
Dal3im aspektem kultivace lidskych embryi, ktery si zaslouzi velkou pozornost je sledovatelnost
resp. ochrana zamény vzorki. Nedavno byl navrZeny hlidaci systém pomoci nélepek
s ¢arovym kodem, kterym byly oznadeny vSechny laboratorni pomuiicky pouzivané pro jednu
pacientku. Novy pfistup navrhuje pfimé oznaceni oocytu, kde je ,,znacka™ umisténa piimo na

zona pellucida. Mira identifikace poc¢inaje oocytem az do stadia blastocysty je tedy 100 %, i po
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mikromanipulaci ¢i vitrifikaci. Tento zpusob by mél byt dalSim charakteristickym rysem
kultiva¢niho systému nové generace embryi v laboratoii budoucnosti [54].

Nové pfistroje, jako roboticky systém pro ICSI byl jiz GspéSné pouzity u kiec¢ich oocytl,
a klinické zkouSky maji zacit v dohledné v budoucnosti [52]. Byla jiZ také piedstavena plna
automatizace dalSich technik, jako naptiklad kryokonzervace [113]. Jsou vyvijeny dokonalejsi

software pro hodnoceni zaznamu kontinudlniho vyvoje a vybér embryi.

Zavér:

Piestoze pIné roboticka automatizace jako zatim futuristickd vize muze piinést vétsi objektivitu
a kontrolu vSech fazi procesu v embryologické laboratofi, nikdo a nic, neZ embryolog muze
pozorovat, vyvozovat zavéry, zjistit problémy a navrhnout feSeni. Pouze embryologové
se svymi nejlepSimi znalostmi mohou vyuzit technologickych pokrok a zajistit pfichod

,.,NOVé generace embryi“.
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6. DATA Z EVROPSKEHO A CESKEHO REGISTRU

Revoluéni techniky zavedené v pribéhu minulych desetileti — ICSI, PGD, prodlouzena
kultivace aZ do stadia blastocysty, vitrifikace gamet, embryi i tkani jsou dnes rutinné pouzivany
na celém svété. Prispély k uspéchu ART - poctu tspésné 1écenych pacientii na IVF klinikéch po
celém svété a poctu nejméné 5,5 miliont narozenych déti.

Celosvétovy stav v 1écbé neplodnosti, dle vysledkli generovanych z registri Evropské
spolecnosti pro lidskou reprodukci a embryologii [24] uvadi, ze kazdy Sesty par ma béhem
svého zivota nejméné jednou problém s infertilitou. Ve 20-30 % ptipadii jsou poruchy plodnosti
na stran¢ muze, ve 20-35 % na stran€ Zeny, ve 25-40 % se jedna o problém obou partnerii
a v 10-20 % neni pfic¢ina znama. Infertilita je také spojena s faktory Zivotniho stylu jako
koufeni, obezita a stres. Dal§im faktorem se vzrlstajici v€k Zen, které si pieji ot€hotnét. Nejvice
Zen, které prichazeji k 16¢bé je ve véku 30 az 39 let. Podle tdaji z roku 2010, ze kterého jsou
posedni dostupnd data, provadéji evropska centra cca 55 % cykli z celosvétovych udaji. V roce
2010 bylo v 31 evropskych zemich provedeno 565 031 1é¢ebnych cykli. Nejvice cykli bylo
provedeno ve Francii, Némecku, Italii, Spanélsku a Velké Britanii. V Americe bylo provedeno
147 260 cykli a 61 774 cykla v Australii a na Novém Zélandu [102].

Celosveétove nejcastéjsi fertilizacni technikou je ICSI, ktera Cini dvé tretiny vSech fertilizaci.
Nejvice pouzivanou technikou kryokonzervace oocytii a embryi je vitrifikace.

Kazdy rok se celosvétove provede okolo 1,5 milionu cyklil asistované reprodukce s cca 350 000

narozenych déti.

Udaje z Narodniho registru asistované reprodukce Ceské republiky
Néarodni registr asistované reprodukce (NRAR) eviduje Udaje o provedenych cyklech AR
v Ceské republice a je v plném provozu od 1.1.2007. Je veden UZIS, nezavislym statnim

uradem, ,,cycle by cycle®, je prospektivni a povinny.

Data z Narodniho registru Ceské republiky z let 2007 — 2011 uvadgji 107 529 cykld asistované,
coz ¢ini v priméru cca 21 500 cykla za rok. Ve vekové skupin€ do 34 let je patrny postupny
ubytek cykla (ze 7200 na 5661), zatimco ve vékoveé slupiné zen od 34 do 40 let cykld mirné
ptibyva (z 773 na 4750). Nejvétsi narust zaznamenaly darcovské cykly. V roce 2008 jich bylo
98, zatimco v roce 2011 jich bylo jiz 3523 [79].
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E. DISKUSE

Piedkladana prace je prvni prace v Ceské literatuie, ktera se zabyva v piehledovém pojeti
problematikou Kklinické embryologie. Komentafe k jednotlivym publikacim a zavadénym
laboratornim metodadm jsou proto uvedeny v SirSich teoretickych souvislostech a témata
diskutovana v pfislu$nych Kkapitolach. Struén¢ jsou zminény perspektivy klinické
embryologie, vyvoj modernich metod a data z evropského a ¢eského registru.

Nasledujici text predklada nékolik témat k doplnéni pohledu na klinickou embryologii.

Z piedlozené prace je ziejmé, Ze zavadéni novych laboratornich metod do klinické praxe nebylo
vzdy jednoduché. Autorka proSla obdobim, kdy vedle laboratorni prace s gametami a embryi
bylo nutnou soucasti prace embryoga zvladnout vyrobu médii, pipet, mikropipet, odbérovych
a transferovych souprav a dalSich pomticek. Podminky pro préaci jsou v dnesni dobé jednodussi
a piijemnéjsi, nebot’ embryologové maji Kk dispozici veskeré materidly, pomicky, média
a piistroje. Na trhu je mnoho firem S nejriznéjsimi modifikacemi veskerych potieb pro

asistovanou reprodukci.

Ne vSechny metody, které byly postupné zavedeny, jsou vyuZzivany stejnou mérou. Nékteré
metody jsou aktudlni dodnes a jsou stile zdokonalovany (ICSI, PICSI), nékteré byly opusStény
brzy po zavedeni (ZD, PZD, SUZI). Metoda prodlouZzené kultivace embryi do stddia moruly
nebo blastocysty se stala béznou kazdodenni praxi. Kryokonzervace je vyuzivana pro velkou
oblast vykonti a mnoho indikaci.

Zvladnuti jednotlivych technik bylo ndrocné. Nékteré techniky jsou ndroné na zrucnost,
nékteré na ¢as a nékteré na trpelivost pracovnika. Napt. provadéni mikromanipulaci vyzadovalo
pted vlastnim klinickym provadénim naro¢ny trénink ovladani mikromanipulaéniho zatizeni,
zrucénosti a nacvik jednotlivych pohybli mikropipetami na neoplozenych oocytech. Ptiprava
bioptovaného materidlu pro preimplanta¢ni genetické vySetfeni vyzaduje zrucnost, trpélivost
a pecClivost. Metoda kontinu&lniho hodnoceni embryi z time lapse zdznamu vyZaduje cas
a peclivy odecet kli¢ovych momentt vyvoje embrya. VSechny metody klinické embryologie
vyZaduji od laboratorniho pracovnika nejen odborné znalosti, zru¢nost a dodrzovani
pravidel laboratorni prace [99], ale také odpovédny piistup, spolehlivost, peclivost

a schopnost kominukace s pacientem. Klinicky embryolog musi kromé laboratorni prace
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zvladat stale vice i praci dokumentaéni a dodrZovat poZadavky zakona 296/2008, ,,.Zakon
o zajisténi jakosti a bezpecnosti lidskych tkani a bun¢k urcenych k pouziti u ¢lovéka a o zméné
souvisejicich zakonu (zakon o lidskych tkanich a bunkach), Vyhlasky 422/2008 o stanoveni
blizsich pozadavku pro zajisténi jakosti a bezpe¢nosti lidskych tkani a bunék uréenych k pouZiti

u ¢loveka a Zéakona ¢. 373/ 2011 Sb. ,,0 specifickych zdravotnich sluzbach (vybrané kapitoly).

Rada laboratornich metod a technik klinické embryologie slouzi jednozna¢né ke zlepseni 1é¢by
neplodnosti, avSak pravé tyto vykony nejsou hrazeny zdravotnimi pojistovnami. Jedna se
0 nejcastéji vyuzivanou prodlouzenou kultivaci embryi, mikromanipula¢ni metody ICSI, PICSI
a asistovany hatching. Vybér kvalitnich embryi pomoci kontinudlniho monitorovani jejich
vyvoje nebo vyuZiti programu darcovstvi a ochrany fertility neni rovnéz pojistovnami hrazeno.
Vsechny tyto pfistrojové, materialové i ¢asové naroéné metody si proto musi klienti uhradit
sami. Podle sou¢asné platnych zéakont hradi zdravotni pojistovny zékladni vykony u tfech cykla
IVF s pfenosem embryi. Za podminky pienosu pouze jednoho embrya v prvnich dvou cyklech
hradi zdravotni pojistovna jesté ¢tvrty cyklus. Dulezitou podminkou u zeny podstupujici umélé
oplodnéni je vék 22 — 39 let, pouze pfi oboustranné neprichodnosti vejcovodl je dolni hranice
sniZzena na 18 let. Vykony jsou vykazovany na rodné ¢islo Zeny, c0Z muze nékdo povazovat za
diskriminujici, nebot’ muZ mtze béhem svého Zivota dosahnout ze zdravotniho pojisténi na vice

hrazenych cykla asistované reprodukce, nez ceské Zena.

Jak uz bylo uvedeno v Gvodu, klinicka embryologie existuje v Ceské republice prakticky jiz 30
let. Dosud je realitou, Ze praci klinického embryologa vykonavaji v centrech asistované
reprodukce Iékafi, pfirodovédci, veterinarni 1ékafi, zeme&déElsti inzenyii a dalsi profese. Praktické
zaméfeni oboru klinickd embryologie a praktické kompetence embryologii do platnosti
Vyhlasky ¢. 55/2011 Sb. nebyly uréeny. Autorka habilita¢ni prace spolu s dal§imi ¢leny vyboru
Asociace reproduk¢ni embryologie (ARE), piedevsim s prof. MUDr. Pavlem Travnikem, DrSc.
a RNDr. Alici Malenovskou ve spolupraci se Sekci asistované reprodukce (SAR) CGPS CLS
JEP zpracovali nékteré dulezit¢é materidly. Vybor ARE piedlozil pravidla pro cinnosti
a odpovédnosti pracovnikt laboratofi, ktera vychazeji z vyhlasky a soucasné uvadéji modifikaci
pro soucasny stav, kdy jeSté nelze dodrzet vSechny piedepsané podminky odborné
a specializované zpiusobilosti [134]. Vyborem ARE byla také definovana teoreticka a prakticka

napli oboru klinicka embryologie, jako zdravotnického, védeckého a vzdélavaciho oboru [98].
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F. ZAVER

Technologie asistované reprodukce zavadéné na nasem pracovisti od 90. let minulého stoleti
(tab. 10) a pouZivané v soucasné dob¢ se postupné vyrovnaly se vSemi faktory neplodnosti, od
tubarni neprichodnosti pies muzsky faktor neplodnosti, endometriézu, dysfunkci ovulace,
sniZeni ovarialni rezervy az po neplodnost z nevysvétlitelné piiciny.

Asistovana reprodukce se stala efektivni moznosti pro pary, kterym podstoupeni PGD nebo
PGS zabrani narozeni ditéte s genetickou zatézi. Onkologickym pacientim slouzi techniky

asistované reprodukce k zachovani fertility i po agresivni onkologické 1é¢bé.

Metody zavadéné do klinické praxe byly pfedmétem desitky grantovych tkoli IGA MZ CR

I. kategorie, které byly na naSem pracovisti feSeny.

1. V letech 1995 az 1996 byla studovana kvalita kultiva¢niho prostiedi nepiimo, na zakladé
posouzeni ultrastruktury bunék cumulus oophorus a spermii, které byly kultivovany spole¢né
soocytem. Dobfe zachovand ultrastruktura bunék cumulus oophorus i spermii svédcila
o optimalnich kultiva¢nich podminkach. Studiem ptitomnosti a ptisobeni kyslikovych radikalta
Vv kultiva¢nim systému vyplynulo, Zze vSechny poskozené a zankajici bunky kumulu a spermie
jsou zdrojem ROS. Tyto poznatky vedly ke zkraceni doby, po kterou zlstavaly oocyty

Vv kultiva¢nim médiu spole¢né s kumularnimi buiikami a spermiemi.

Resili jsme, jak prodlouzit délku kultivace embryi in vitro, kdy stavajici kultivaéni média
neposkytovala vhodné prostiedi pro vyvoj embryi déle, nez dva dny. Od roku 1993 jsme
prodlouZili dobu kultivace in vitro az na 120 hodin a dosahli stadia blastocysty, spole¢nou
kultivaci embryi, tzv. kokultivaci, s lidskymi oviduktalnimi butikami. Od roku 1994 jsme zacali
vyuzZivat plné definované syntetické médium M3 (MediCult, Déansko). Oba zpusoby
prodlouzené kultivace byly plné srovnatelné v kvalité embryi i procentu dosahovanych
téhotenstvi. Postupné jsme od kokultivaci upustili hlavné¢ pro narocnost piripravy misek
s monovrstvou oviduktalnich bunék.

Prodlouzena kultivace v syntetickych médiich se stala naSi kazdodenni praxi a je provadéna
v 98,5 % vykona IVF.
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2. Byly zavedeny mikromanipula¢ni techniky oplozovani oocyta. Fertiliza¢ni
mikromanipulace jsme zacali provadét s perspektivou dosazeni oplozeni nebo zvySeni procenta
oplozenych oocyti v ptipadech tézkého andrologického faktoru sterility. Metoda ICSI se stala
od roku 1996 nejptinosnéjsi a nejpouzivangj$i mikromanipulacni technikou. Je vhodnd
i v piipadech nizkého procenta oplozenych oocyt az selhani oplozeni pti normalnich hodnotach
spermiogramu, Vv piipadé malého mnozstvi ziskanych oocytu, u starSich Zen, pro oplozovani
v programu darovanych oocyti a pfed preimplantacni genetickou diagnostikou. V soucasné
dobé¢ se provadi ve vice nez 90 % vykoni AR ro¢né¢.

V navaznosti na ICSI jsme zavedli metodiku pro pouZziti spermii ziskanych mikrochirurgickymi
technikami MESA/ TESE a pro spermie ziskané z retrogradni ejakulace.

Od roku 1994 provadime asistovany hatching. Techniku, kterd napoméha uvolnéni embrya ze
zona pellucida a tim jeho implantaci provadime v sou¢asné dobé u 98,5 % embryotransfert.

Od roku 2001 provadimé biopsie bunék pro PGD, nejcastéji biopsii blastomer ze 6 az 8

bunécného embrya.

3. Metody kryokonzervace gamet, embryi a tk&ni jsme vyvijeli od samych poc¢atki v roce
1991. Vybudovali jsme prvni a nejvétsi spermabanku. Postupné jsme kryokonzervaci spermii
zacali vyuZivat pro pacienty IVF programu a onkologické pacienty. Vybudovali jsme Centrum
pro ochranu fertility. V neposledni fadé ochrana fertility do budoucna ma svoje opodstatnéni
i uzdravych muzu.

Kryokonzervaci embryi jsme zavedli v roce 1995. Slouzila zpocatku Kk uchovani nadbyte¢nych
embryi pro piisti transfery. Postupné se uplatnéni rozsitilo na program darcovstvi embryi i pro
ochranu fertility onkologicky nemocnych Zen.

Mrazeni oocyta jsme poprvé provedli v roce 2003. Od roku 2010 mrazime oocyty vitrifikaci.
Kromé darcovského programu, a ochrany fertility, ma mrazeni oocytit vyznam pro Zeny, které si
zatim nepfeji t€hotnét a maji zajem o zamrazeni ,,mladych* oocytt pro budouci pouziti.
Mrazeni ovariélni tkané jako ochranu fertility onkologicky nemocnych Zen jsme zacali

provadét jako prvni centrum v CR a mame s nim nejvétsi zkugenost.

4. 'V navaznosti na technické moznosti a zvysujici se kvalitu laboratorni prace, se zvySuje

uspésnost 1é¢by. Se snahou sniZit pocet transferovanych embryi a tim sniZit pocet vice¢etnych
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gravidit, narusta v novém tisicileti snaha vybrat jedno nejkvalitnéjsi embryo na transfer. Byly
hledany moznosti jak vybrat kvalitni gamety a jak poznat nejlepsi Zivotaschopné embryo.
Oocyty hodnotime ve svételném mikroskopu podle morfologie, nejdiive komplexu oocyt-
cumulus oophorus a po denudaci dle zndmek zralosti. Oocytli mame omezené mnozstvi, proto
oplozujeme vSechny zralé oocyty.

Konvenc¢ni analyza spermatu nepodava informace o dalSi charakteristice spermii, proto jsme
hledali jak v praxi najit nejlepsi spermie k oplozovani. V roce 2010 jsme zavedli metodu PICI,
kter4 umoznila vyuzit dalSi parametr kvality spermie, jeji zralost a s tim souvisejici geneticky
potencial. V 71,5 % piipadt oplozovani, kdy je nezbytné provést ICSI voli pacienti metodu

PICSI s vybérem kvalitnéjSich spermii.

Kvalita embryi a jejich vybér pro embryotransfer byl od samych pocatkti hodnocen na zakladé
morfologickych znakt pomoci klasické mikroskopie. Z metod, které poskytuji o embryu, jeho
zivotaschopnosti a jeho genetické kvalit¢ dal$i udaje jsme zavedli dvé metody hodnoceni
kvality embryi, a to PGD/PGS a kontinualni monitorovani vyvoje embryi.

Od roku 2000 provadimé ve spolupraci s externi genetickou laboratoii PGD a od roku 2013
PGS s vyuZzitim metody array CGH na principu mikro¢ipové technologie.

Vybér embryi na zakladé neinvazivniho kontinualniho monitoringu embryonalniho vyvoje
pomoci Primo Vision Systému jsme zavedli do praxe v roce 2011. Kontinualnim snimanim
vyvoje embryi dostdvame piesné informace o pravidelnosti déleni bunék a dynamice vyvoje
v ¢ase. Touto neinvazivni metodou vybéru embrya jsme vyznamné zvysSili uspésnost asistované

reprodukce.

Centrum asistované reprodukce GPK LF MU a FN Brno a jeho embryologicka laboratot bylo
a je prednim pracovi§tém asistované reprodukce v Ceské republice, které se zabyva vyvojem
a aplikaci novych metod a poskytuje celou §ifi nejmodernéjSich metod S GispéSnosti 1écby
srovnatelnou s celosvétovou urovni. Nespornou vyhodou naseho pracovisté je, Ze se jedna
0 univerzitni centrum s kompletnim klinickym z&zemim, moZnosti mezioborove spoluprace

a zkuSenym tymem odbornikd.

210



Tab. 10: Prehled zavadénych metod a technik na pracovisti CAR GPK LF MU a FN Brno

Rok Zavedena metoda

1991 Kryokonzercvace spermii
1992 Kryokonzervace embryi

1994 Prodlouzend kultivace embryi

Standardni provadéni mikromanipuacéni techniky asistovany hatching (AH)

1995 Zahajen program darcovstvi spermii

Intracytoplasmaticka injekce spermie do oocytu (ICSI)

Kryokonzervace spermatu muzi pted onkologickou 1écbou

1997 Program darcovstvi oocytil a embryi

Ziskani a zpracovani spermii z nadvarlete (MESA) a verlete (TESE)

2000 Klinické provadéni preimplantacni genetické diagnostiky (PGD)

2004 Kryokonzervace ovarialni tkané u zen pied onkologickou 1é¢bou
2006 Ziskani spermii u muzu s retrogradni ejakulaci
2007 Vitrifikace — metoda rychlého mrazeni

2010 Kryokonzervace oocytt

2011 Kontinualni monitorovani vyvoje embryi (Primo Vision Systém)
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J. SOUHRN

Habilita¢ni prace na téma ,,Vyvoj a podil klinické embryologie v programu asistované
reprodukce* je zpracovana formou komentovaného souboru 23 publikovanych praci autorky.
Cilem préce je podat piehled o nejvyznamnéjSich metodach a technikach Klinické
embryologie, jejichz zavadéni, rozvoj a praktické vyuziti autorka sama v embryologické
laboratofti provadéla. Prace vychazi z publikaci a z vysledk desitky grantovych tkold, feSenych
na jednotliva témata na pracovisti asistované reprodukce Gynekologicko — porodnické Kliniky
LF MU a FN Brno.

VVVVV

reprodukci a o rozvoji laboratornich metod a technik od 90. let 20. stoleti. Na pocatku kazdé
kapitoly je uveden stru¢ny ptehled o daném tématu a poté vlastni ptispévek autorky k dané

problematice.

V kapitole 1. ,,Kultivace gamet a embryi* jsou komentovany 4 prace. Jsou uvedeny zptsoby
hodnoceni kultiva¢nich podminek na zékladé¢ studia ultrastruktury kumularnich bun¢k a spermii.
Déle je popsan vyvoj metod prodlouzeni delky kultivace embryi in vitro za hranici 48 hodin.
Od roku 1993 jsme prodlouzili kultivaci az na 120 hodin a doséahli poprvé stadia blastocysty
spole¢nou kultivaci embryi, tzv. kokultivaci, s lidskymi oviduktalnimi bunikami. Prodlouzena
kultivace v syntetickych médiich se stala nasi kazdodenni praxi a je provadéna v 98,5 % vykont
IVF.

V kapitole 2. ,,Mikromanipula¢ni techniky* je komentovéano 5 publikaci, které podéavaji piehled
o zavadéni mikromanipula¢nich technik a jejich souasném vyuziti v asistované reprodukci. Od
roku 1994 provadime techniku, ktera napomaha uvolnéni embrya ze zona pellucida a tim jeho
implantaci, tzv. asistovany hatching. Metoda intracytoplazmatické injekce spermie do
oocytu (ICSI) se stala na naSem pracovisti od roku 1996 nejpiinosnéjsi a nejpouzivanéjsi
mikromanipula¢ni technikou pro oplozovani oocyti. V souc¢asné dobé provadime ICSI ve vice
nez 90 % vykoni AR ro¢né. S pouzitim teto techniky souvisi popsané metody pro ziskani

spermii z epididymalni (MESA) a testikularni tkan¢ (TESE) a pfi retrogradni ejakulaci.

232



V kapitole 3. ,,Kryokonzervace gamet, embryi a zarode¢nych tkani“ je komentovano celkem
11 praci. Zabyvaji se zavadénim a vyuzitim kryokonzervace spermii, oocytli a embryi pii 1é€be
neplodnosti. Kryokonzervaci spermii provadime od roku 1991 a mrazeni embryi jsme zavedli
vroce 1995. Dobie fungujici kryokonzervace je zadkladnim piedpokladem pro program
darcovstvi gamet a embryi. V ramci center asistované reprodukce mame prvni a nejvetsi
spermabanku v CR. Vybudovali jsme také Centrum pro ochranu fertility pro onkologicky
nemocné muze a zeny. Mrazeni spermatu nebo ovaridlni tkdné pfed gonadotoxickou lécbou

jsme zacali provadét jako prvni centrum v CR a mame s nim nejvétsi zkusenost.

V kapitole 4. ,,Hodnoceni kvality gamet a embryi* jsou komentovany 3 publikace. Jsou
uvedeny zplsoby hodnoceni kvality oocytll, spermii a embryi. MoZnost hodnoceni zralosti,
jako dalSiho parametru kvality spermii je podstata metody PICSI (Preselected sperm for
IntraCytoplazmic Sperm Injection). Pro oplozovani jsou zralé spermie ptedem vybrany. Metodu
jsme zavedli v roce 2010 a pacienti ji voli v 71,5 % pfipadit mikromanipulacniho oplozovani
oocytl. Vybér embryi na zakladé¢ neinvazivniho kontinudlniho monitoringu embryonalniho
vyvoje pomoci Primo Vision Systému jsme zavedli do praxe v roce 2011. Kontinudlnim
snimanim vyvoje embryi dostavame presné informace o pravidelnosti déleni bun¢k a dynamice

VyVoje Vv Case.

Centrum asistované reprodukce GPK LF MU a FN Brno a jeho embryologicka laboratoi bylo
1. pracovistém asistované reprodukce v Ceské republice. Autorka je vedouci embryologické
a andrologické laboratofe tohoto pracovisté, které patii po celou dobu k pfednim centriim
asistované reprodukce v CR a ve svét&. Pracovi§té poskytuje klientim celou $ifi metod a jeho
vyhodou je, Ze jde o univerzitni centrum s kompletnim klinickym zazemim, moZnosti

mezioborové spoluprace a zkusenym tymem odbornikd.
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K. SUMMARY

The habilitation thesis on the topic "Development and the Role of Clinical Embryology in the
Assisted Reproduction Program” is based on the set of author’s 23 commented papers
supplemented with further commentaries. The aim of this work is to provide an overview of
the most important methods and techniques of clinical embryology, where the author was
personally engage with implementation, development and practical use in the embryological
laboratory. This work is based on the author’s publications and the results of grant research
on individual topics, in the Assisted Reproduction Center of the Obstetrics and Gynaecology

Clinic of Masaryk University’s Medical Faculty and Faculty Hospital Brno.

The introductory chapter provides basic information about the role of clinical embryology in
assisted reproduction and the development of laboratory methods and techniques since the
1990s. The beginning of each chapter features a brief topical overview and is followed by

author own contribution to the subject.

In chapter 1. "The Cultivation of Gametes and Embryos™ 4 publications are commented.
This chapter describes the ways of the cultivation conditions evaluation on the basis of the
cumullar cells and sperm ultrastructure study. Development of methods to extend length of the
in vitro embryo cultivation beyond 48 hours is also described. Since 1993, we have extended
this cultivation up to 120 hours, and for the first time, we have achieved for the first time the
blastocyst stage embryo, due to the co-culture with human oviductal cells. Extended
cultivation in the synthetic media has become our daily practice and is performed in 98.5 % of

IVF procedures.

In chapter 2. "Micromanipulation Techniques” 5 publications are discussed which provide
overviews of the implementation of micromanipulation techniques and their current use in
assisted reproduction. Since 1994 we have provided a technique that helps an embryo leave the
zona pellucida and its implantation - assisted hatching. Intracytoplasmic sperm injection
(ICSI) into the oocyte has become the most beneficial and the most widely used technique for

oocyte fertilization since 1996. Currently, ICSI is carried out in more than 90 % of the cycles
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each year. This technique is related to established methods for obtaining sperm from epididymal
(MESA) and testicular tissue (TESE) and retrograde ejaculation.

In chapter 3. ""Cryopreservation of Gametes, Embryos and Embryonal Tissues' 11 papers
are discussed dealing with the introduction and application of cryopreservation of sperm,
oocytes and embryos in the treatment of infertility. We have cryopreseerved sperm since 1991
and we introduced embryo freezing in 1995. Well-functioning cryopreservation is an essential
prerequisite for a donation of gametes and embryos program. Within the center of assisted
reproduction, we have the first and the largest spermbank in the Czech Republic. We have also
built a centre for fertility preservation of both male and female oncologic patients. As a first
center in the Czech Republic, we have started to perform ovarian tissue and sperm freezing

before gonadotoxic treatment and we have become quite experienced with this procedure.

Three publications are commented in chapter 4. entitled Evaluation of the Quality of
Gametes and Embryos™, where we describing the procedures for quality evaluation of
oocytes, sperm and embryos. The possibility of sperm maturity evaluation, as a successive
quality parameter, is the base of the PICSI method (Preselected sperm for IntraCytoplazmic
Sperm Injection). Only pre-selected mature sperm are used for fertilization. We instituted this
procedure in 2010, and patients choose this method in 71.5 % of oocyte insemination cases. In
2011, we began selecting embryos on the basis of non-invasive continuous monitoring of
embryo development using the Primo Vision System. By continuously recording embryo
development, we have received accurate information about the regularity of cell division and the

dynamics of embryonic development.

This Center of Assisted Reproduction and its embryologic laboratory was the first workplace of
assisted reproduction in the Czech Republic. The author of this thesis is a head of the center’s
Embryological and andrological laboratory, which is rated as one of the leading centers for
assisted reproduction in the Czech Republic and world. This workplace offers clients an entire
range of methods and as a part of a University Complex, the center features complete clinical

facilities, interdisciplinary collaboration, and an experienced team of experts.
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