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PREDMLUVA o
KE KNIZNIMU VYDANI

Tato publikace neni uéebnici ¢i monografii s cilem podrobné popsat
jednotlivé etapy lécby sterility metodou mimotélniho oplodnéni.
Snahou autora je poukazat na moznosti, které jsou k dispozici a kte-
ré umoznuji zvysit efektivitu rutinnich lééebnych postupu. V sou-
¢asné dobé¢, kdy se témér denné objevuji nové informace a nové po-
stupy, neni zcela snadné se v nich orientovat a sledovat jejich sku-
tecny klinicky dopad na kazdodenni praxi.

Doufam proto, Ze uvedené informace, zahrnujici jak literarni pre-
hledy k dané problematice, tak i vlastni praktické zkuSenosti, budou
pfinosem nejen pro ty, kteri v oblasti asistované reprodukce aktivné
pusobi, ale i pro gynekology a porodniky, ktefi se s pary lécenymi
metodami asistované reprodukce dostavaji bézné do styku a v ne-
posledni fadé i pro odborniky v navazujicich oborech, nebot asisto-
vana reprodukce se rozviji jako typicky interdisciplinarni odvétvi
mediciny.

autor



UvVoD

Lécba sterility metodou mimotélniho oplodnéni (in vitro fertilizace)
spolu s ostatnimi metodami asistované reprodukce jiz davno opusti-
la ramec klinického experimentu a stala se rutinnim postupem pri
terapii nedobrovolné bezdétnych manzelstvi. Vzhledem ke stalému
zvySovani efektivity téchto metod se trvale zuzuji indikace pro tzv.
»klasické« 1écebné postupy a stale se rozsiruji indikace asistované
reprodukce — pfedevsim in vitro fertilizace (IVF). Pavodni indikace
—jinak nelécitelna tubarni sterilita — byla brzy rozsifena o nevysvétli-
telnou (idiopatickou) sterilitu, sterilitu pfi endometriéze, andrologic-
ky podminénou neplodnost a sterilitu podminénou pritomnosti pro-
tilatek negativné ovlivaujicich reprodukéni procesy. Dalsim krokem
bylo zavedeni lééby neplodnosti pomoci darovanych oocytii.

Celosvétovy rozvoj in vitro fertilizace prinesl exponencialni na-
rust poznatktl z oblasti biologie reprodukce a dosud nevidanym
zpusobem zménil pristup k terapii neplodnosti. I v samotné in vitro
fertilizaci doslo béhem jeji relativné kratké historie k fadé zasadnich
zmén: ultrazvukem kontrolované punkce folikultt umoznily provadét
tuto lécbu ambulantné, zavedeni agonisttt GnRH do ovarialni stimu-
lace zajistilo mnohem dokonalejsi kontrolu folikularni faze cyklu,
rutinni kryokonzervace embryi fesi eticky problém tzv. nadpocet-
nych embryi a zvySuje uspéSnost IVF bez nutnosti podstupovat
opakovanou stimulaci a punkci folikulti, intracytoplazmaticka injek-
ce spermie (ICSI) prinesla zasadni obrat pfi lé¢bé zavaznych pripada
andrologicky podminéné sterility. Prestoze v kvalitnich centrech je
efektivita IVF plné srovnatelna s efektivitou prirozené reprodukce,
udaje z celosvétového registru zaznamenavaji jen pozvolné zvySovani
procenta implantovanych embryi. Identifikace a rozbor vlivu jednot-
livych faktorti na efektivitu IVF jsou nejen nezbytnou podminkou
dalsiho rozvoje metody, ale i zakladnim predpokladem pro objektivni
a uplné informovani neplodného paru pred zahajenim planované
terapie.



1. KLINICKE PREDPOKLADY
PRACE A SOUBORY

Rozsah vlastniho materialu, ze kterého vychazime, a klinickou zku-
Senost (pocty cykla s aspiraci, poc¢ty dosazenych téhotenstvi) doku-
mentuji grafy 1 a 2.
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Graf 1. Klinickd t&hotenstvi v programu IVF 1989-1996 (UPMD, Pronatal)
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V praci jsou uvedeny literarni prehledy a vlastni zkuSenosti a vy-

sledky v problematice tykajici se:

e vlivu véku na uspéch IVF a moznosti predikce a ovlivnéni vysledku;

e vlivu ovarialni stimulace na vysledky IVF;

e vlivu andrologického faktoru v ére intracytoplazmatické injekce
spermie (ICSI);

e moznosti selekce nejkvalitnéjSich embryi pro embryotransfer (pro-
dlouzena kultivace embryi);

e kryokonzervace embryi;

e osudu téhotenstvi a perinatalnich vysledkt1 u Zen téhotnych po
1é¢bé metodou mimotélniho oplodnéni oocytu.
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2. VLIV VEKU NA USPECH IVF
A MOZNOSTI PREDIKCE
A OVLIVNENI VYSLEDKU

2.1. Vysledky IVF v zavislosti na véku Zeny

V hospodarsky vyvinutych zemich (a v poslednich letech zretelné
i v CR) je evidentni trend odsunu porodu prvniho ditéte az po ukon-
¢eni vzdélani a zajisténi profesionalni drahy. Napi. v USA rodi v sou-
¢asné dobé kazda pata Zena své prvni dité po 35. roce véku. Tento
odklad zvySuje riziko kontaktu s nékterou ze sexualné prenosnych
chorob s naslednym postiZzenim tubarni funkce, a také pravdépo-
dobnost snadné a nekomplikované koncepce se s vékem snizuje.
Klesajici prirozena fertilita Zeny se stoupajicim vékem je proces
komplexni a multifaktorialni, zfetelné dokumentovany fadou pra-
ci.t& 15129 Uplatnuje se pokles koitalni aktivity, klesa pocet normal-
nich ovulaénich cyklt a naopak nartsta procento cyklt abnormal-
nich, zvysuje se vyznam uterinniho faktoru sterility.”” Méné znamou
skutec¢nosti je exponencialni nartst chromosomalnich aberaci.
U Zzen nad 40 let je pravdépodobné vétSina embryi aneuploidnich
a genetické priciny se tak vyznamné uplatnuji v etiologii sterility
starsich zen.®® V jedné z nejznaméjsich praci Schwartz a Mayaux
analyzovali vysledky intrauterinnich inseminaci spermiemi darce
u 2193 Zen azoospermickych muzua a prokazali, Ze pokles fertility
zacina jiz od 30. roku véku."”” Odklad téhotenstvi a expozice nega-
tivnim vliviim ovlivilujicim fertilitu spolu s pfirozenym poklesem
fertility vede k nartastu nedobrovolné bezdétnych manzelstvi s nut-
nosti konzultace specializovaného pracovisté. Vék je proto mimorad-
né dulezitym faktorem i pfi planovani diagnostickych a terapeutic-
kych postupt. U starSich Zen je nutno trvat na co nejv¢asnéjSim
predani paru do péce specializovaného centra asistované repro-
dukce.

Prestoze je situace pfi in vitro fertilizaci odlisna od spontanni
koncepce (jsou transferovana vybrana nejkvalitnéjsi embrya), je
pii IVF. Vzhledem k pfirozenému poklesu fertility a vyssi incidenci
genetickych anomalii u potomstva odmita rada IVF center pacientky
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nad 40 let véku. Neuspokojivé vysledky v této vékové kategorii jsou
dany predevsim nedostateénou reakci na ovarialni stimulaci®342
a snizenou receptivitou endometria.®>425% Lze jednozna¢né proka-
zat, Ze procento oplozenych oocytt u starsich Zen se nelisi od zen
mladsich, ale pfi stejném pocétu transferovanych embryi je vyrazné

(myomatoza, snizena vaskularizace endometria, porucha syntézy
prostaglandinti, lutedlni insuficience), jednak nizsi kvalitou em-
bryi, 6115 resp. jejich omezenou zivotnosti. Kromé vysledkt z ani-
malnich experimentt podporuji tento predpoklad i idaje o ¢astéjsim
vyskytu nedspésnych téhotenstvi u starsich Zen, u nichz vsak prici-
nou neni chromosomalni aberace.!®Y Uvadéna vékova hranice pro
»normalni« ispésnost IVF — 36 az 37 let® - je v souhlase s vysledky
praci zabyvajicich se poklesem pfirozené fertility.19? Vysledky
z registru American Fertility Society'®® vykazuji 10,8 % téhotenstvi
ukonc¢enych porodem u ¢tyricetiletych Zen a starsich oproti 30,4 %
u zen mladsich. Tan ve své praci®? prokazal kumulativni procen-
to téhotenstvi po péti IVF cyklech 45-54 % u Zen mezi 20-34 lety,
oproti 14,4 % u Zen nad 40 let véku.

Novy pohled na problematiku prinesly prace o terapii darovanymi
oocyty u Zen se syndromem predéasné menopauzy. Velmi povzbu-
divé vysledky vedly k predstavé, ze »reprodukéni starnuti« (repro-
ductive aging) je dano spiSe izolovanym poklesem kvality oocytti
nez uterinnimi faktory."?+1%9 Jednou z moznosti, jak oddélit kvali-
tu embryi od receptivity endometria, je ¢isté matematicky posou-
dit dosazena téhotenstvi a vicecetné implantace. Zatimco jakakoli
implantace embrya je znamkou pritomnosti receptivniho endome-
tria, vicecetna implantace odrazi kvalitu oocytti a embryi.8® Jasnym
dtikazem vlivu oocyttr na vysledky je i signifikantné vyssi pocet
téhotenstvi v pripadech, kdy vék darkyné je nizsi nez 30 let.!!5®
V pokusech na zviratech byla dokumentovana signifikantné nizsi
implantace v téch pripadech, kdy byla embrya mladsich samic
transferovana starsim pfijemkynim.” Tyto nalezy svédci pro sni-
Zenou receptivitu endometria podminénou vékem. Podobné studie
v humanni mediciné vsak piinesly rozporné vysledky. Rada auto-
ru na zakladé dosazeného procenta implantaci usuzuje, ze délozni
faktor neni v téchto pripadech v popredi.!?*1%9 Existuji véak i prace
svédcici o opaku. Abdalla’ prokazal signifikantné horsi vysledky
u Zen nad 40 let (16 %) oproti Zenam mladsim (36 %). V jiné studii
Levrana byla vékova hranice jeSté nizsi — 14% uspéSnost u zen nad
33 let a 31% uspésnost u Zen mladsich.® Tuto teorii pfiznavajici
vyznam uterinnimu faktoru na pokles fertility starsich Zen podpo-
ruje i studie Chetkowského, kdy uterinni receptivita 0,42 % u Zen
mladsich 40 let poklesla na 0,29 % u Zen starsich.
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Existuji vSak doklady o tom, Ze vysoké davky progesteronu
v lutealni fazi mohou korigovat uterinni faktor sterility.!!® Zaklad-
nim predpokladem implantace je sekrec¢ni preména endometria
vlivem progesteronu, ktera je zavisla na davce a délce expozice a na
reaktivité endometria. Porucha tohoto procesu byla vyznamné ¢as-
téji nalezena u Zen nad 35 let."'® Navot a spol. ukazali, Ze vyssi
davky progesteronu urychli sekreéni transformaci endometria.??
Vy$si procento téhotenstvi u Zen nad 40 let po aplikaci vySSich
davek progesteronu je v souladu s nalezy opozdéné a nedostatec¢né
sekrec¢ni premeény po aplikaci fyziologickych davek tohoto hormo-
nu.'” Tato abnormalni reakce na progesteron u starsich zen mutize
byt zptisobena poklesem estrogennich receptort, které jsou »pro-
motory« endometrialnich progesteronovych receptort.®” Tuto moz-
nost podporuji i nalezy nizsiho endometria po ovarialni stimulaci
u starsich zen."” Tento defekt je korigovatelny suprafyziologicky-
mi davkami progesteronu, coz je v souhlase s uspokojivymi vysled-
ky IVF s darovanymi oocyty u Zen nad 40 let, u kterych byla denni
davka progesteronu az 150 mg.!!24159

Dalsim aspektem sniZené fertility starsich Zen je vy$si incidence
spontannich potrati.*?? Procento potrat1 Zzen starSich nez 40 let
se pohybuje mezi 41-62,5 %.45-137.151.185 Tyto tidaje koreluji s nalezem
Levrana, ktery zjistil, Ze procento potrata je v souvislosti s vékem
darkyné a nikoli piijemkyné.®® To svéd¢i pro to, Ze téhotenské ztraty
starSich Zen jsou zptsobeny pfedevSim abnormalitou oocytti, ze-
jména chromosomalni.®*!%®¥ Mala nad&je na t€hotenstvi ukoncené
porodem zdravého plodu vedla fadu pracovist k vékovym limitim
omezujicim dostupnost terapie. Tento postup vSak byl opakované
zpochybnén, nebot reakce na stimulaci a vysledky terapie mno-
hem vice koreluji s tzv. »ovarialnim vékem« (ovarian age) nez s vé-
kem biologickym.1!?

2.1.1. Soubory a metodika

Studie zahrnuje 1642 Zen lécenych naSim tymem v programu IVF
a ET rozdélenych do vékovych kategorii po dvou letech a stimulo-
vanych obvyklymi stimulaé¢nimi protokoly. Vzhledem k rozsahu
souboru byla ¢ast Zen stimulovana jesté »starsimi« protokoly kombi-
nujicimi klomifencitrat a gonadotropiny (hMG) nebo hMG samot-
nym. V poslednich letech se pouzivaji témér vyhradné stimulacni
protokoly vyuZivajici analoga GnRH (v kratkém ¢i dlouhém sché-
matu). Monitorovani zahajujeme osmy den cyklu stanovenim hladin
17-B-estradiolu a progesteronu a ultrazvukovym vysSetfenim. Chorio-
vy gonadotropin 10 000 j. i.m. se aplikuje tehdy, kdy dominantni
folikul dosahne velikosti 18-20 mm za pritomnosti nejméné dalSich
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dvou folikult alespont 16 mm v prumeéru. Dalsi podminkou je stou-
pajici hladina estradiolu a nizka hladina progesteronu nesvédéici
pro luteinizaci folikulli in situ. Odbér oocytti (34-36 h po aplikaci
hCG) provadime transvaginalni punkci v kratké celkové anestézii.
Lutealni podporu aplikujeme u vSech pacientek po transferu em-
bryi podle reakce na ovarialni stimulaci — bud pomoci hCG (1500 j.
i.m. obden celkem 6x), nebo progesteronu (60 mg i.m. celkem 11x)
pocinaje dnem prenosu embryi. V posledni dobé se vSem pacient-
kam podava vaginalné mikronizovany progesteron 2x 100 mg denneé.

2.1.2. Vysledky

Pocty pacientek v jednotlivych vékovych skupinach dokumentuje
graf 3. Vékova hranice, kdy nastava pokles efektivity metody, je (ve
shodé s pracemi ve svétové bibliografii) 36-37 let. A¢koli oproti spon-
tanni koncepci jsou pri IVF prenasena do délohy vybrana nejkva-
litnéjsi embrya, je zde jasné patrny vliv v€eku na dosahované vysled-
ky. Graf 4 zretelné doklada pokles uispésnosti u skupiny Zen star-
Sich nez 37 let.

Klesajici fertilitu Zeny se stoupajicim vékem doprovazi sniZovani
tzv. ovarialni rezervy, a proto soucasné klesa reakce na exogenni
stimulaci. Sledujeme-li ovarialni reaktivitu na neselektovaném sou-
boru, mtizeme jednoznacné prokazat pokles citlivosti ovarii na exo-
genni stimulaci (graf 5). U Zen ve véku kolem 40 let bylo pro nedo-
statec¢nou reakci na exogenni gonadotropiny prerusSovano az 50 %
IVF cyklu.
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Graf 3. Vékovd struktura IVF souboru
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Graf 4. Téhotenstvi/punkce v zdvislosti na véku
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Graf 5. Prerusené cykly v zdvislosti na véku bez predchozi selekce pacientek

2.2. Testovani ovarialni funkce
v souvislosti s vékem

Vysledkem zvySujiciho se »ovarialniho véku« je sniZeni ovarialni
funkce a ovarialni rezervy projevujici se nedostateénou ¢i abnormal-
ni reakci na ovarialni stimulaci.?'? V téchto pripadech se pii ovari-
alni stimulaci vyviji pouze jeden ¢&i dva folikuly a cyklus se preru-
Suje nebo pokracuje s minimalni nadéji na uspéch. Tuto skupinu
Zen (poor responders) je zapotfebi identifikovat jesté pred zahaje-
nim vlastni stimulace.

Muasher!? sledoval predikéni hodnotu bazalni hladiny gonado-
tropinti na vysledek terapie a zjistil, Ze stanoveni bazalni hladiny
FSH umoznuje diferencovat skupiny pacientek odlisné reagujicich
na stimulaci, liSici se po¢tem ziskanych oocytli, transferovanych
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embryi a dosazenych téhotenstvi. Ke stejnému zavéru dospél ve
své praci i Scott.'¥ Toner analyzoval 1478 po sobé jdoucich IVF
cykll a zjistil kontinualni pokles poctu téhotenstvi v zavislosti na
stoupajicich hodnotach FSH.?'? Také riziko pferuseni cyklu pro
nedostatec¢nou reakci stoupalo v zavislosti na hladiné FSH, nepro-
kazal vSak jednoznac¢nou zavislost mezi vékem a rizikem preruSeni
cyklu. Tito autori uzaviraji, ze bazalni hladina FSH lépe koreluje
s reaktivitou na stimulaci nez vék. Navot!!?® zavedl do praxe tzv.
test ovarialni rezervy (ovarian challenge test). Prospektivné hodno-
til reaktivitu ovarii u 51 Zen starsich nez 35 let, které mély bazalni
hladiny FSH v normé. Po podani 100 mg klomifencitratu 5.-9. den
menstruac¢niho cyklu doslo u 18 z nich 10.-11. den cyklu ke zvy-
Seni FSH na vice nez 26 mIU/ml (vic nez 2 SD). V této skupiné
otéhotnéla pouze jedna pacientka ve srovnani se 14 té€hotnymi z 33
Zen s normalnimi hladinami FSH po stimulaci klomifencitratem.
Tanbo®@® ve své praci potvrdil, Ze »poor responders« s abnormalni
hodnotou FSH po stimulaci klomifencitratem maji malou nadé&ji
na dosaZeni téhotenstvi v programu in vitro fertilizace — 4 % tého-
tenstvi u poor responders oproti 33 % u Zen s normalni odpovédi.
V dalsi praci®? dospél k zavéru, ze vysledky testu ovarialni rezer-
vy maji vyssi predikéni hodnotu nez vySetfeni bazalnich hladin
FSH. Loumaye navrhl pouziti sou¢tu bazalnich hodnot FSH a je-
jich hladiny 10.-11. den cyklu po stimulaci klomifencitratem.®?
Jako kritickou stanovil hodnotu FSH 26,03 mIU/ml. Pocet aspiro-
vanych folikult, ziskanych oocytt a prenasenych embryi byl v pra-
meéru 6x nizsi u Zen, které prekrocily tuto hranici, oproti skupiné
s vysledky pod stanovenou hodnotou. Olivennes s ispéchem pou-
zil test ovarialni rezervy s exogennim FSH."%3 Aplikoval 300 IU tie-
ti den cyklu a sledoval hodnoty estradiolu a bazalni hladiny FSH
pied podanim exogenniho FSH a hladinu estradiolu 24 h po poda-
ni gonadotropinu. Bazalni hodnoty FSH vyssi nez 10 mIU/ml
a zvySeni estradiolu o méné nez 30 pg/ml identifikovaly pacientky
s mimoradné Spatnou prognozou. Sledovanim predikéniho vyzna-
mu vzestupu 17p-estradiolu se zabyvali i dalsi autofi, avsak vyuzi-
li flare-up efektu po podani analog GnRH. Padilla’®*® nalezl ve svém
souboru pouze 6 % téhotenstvi u Zen s chybé&jicim vzestupem hla-
diny estradiolu v souvislosti s flare-up oproti 37 % té€hotenstvi v
pripadech, kdy po podani GnRH analog doslo k vzestupu 17-f3-
estradiolu. Vyznam sledovani téchto parametrti potvrdil i Wins-
low.?3 U zen, u kterych nedoslo k dvojnasobnému zvyseni hladiny
estradiolu mezi 2. a 3. dnem cyklu po flare-up, nalezl vyznamné
vysoké procento (39 %) prerusenych cykltt pro abnormalni odpo-
véd na stimulaci.
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Skryté (okultni) ovarialni selhani

Starnuti je pouze jednim z procesti, které redukuji pocet folikul -
dale se mohou také uplatnovat chirurgické vykony na ovariich,
chemoterapie a radioterapie. Stejné jako nastup menopauzy je i po-
kles fertility v zavislosti na véku individualni. Z vySe uvedeného
vyplyva, ze velmi citlivym ukazatelem stavu ovarii je hladina FSH.
S klesajici ovarialni funkci stoupa hladina FSH,®° zfejmé jako odraz
klesajici produkce inhibinu klesajicim poc¢tem gonadotropin-senzi-
tivnich folikult.?® Existuje predpoklad, ze hladina FSH je pfimy
a citlivéjsi indikator stavu ovarii (ovarian age) neZ biologicky vék.
Cameron®® popsal tzv. skryté (okultni) ovarialni selhani charakteri-
zované triadou: sterilita, pravidelny menstruacni cyklus a hypergo-
nadotropni stav. Ovarialni steroidogeneze je pfitom zachovana, zfej-
meé vSak jen za cenu zvySené sekrece FSH. Hladina inhibinu u téchto
zen byla normalni, coz podporuje domnénku, Ze tento stav zachy-
cuje kompenzované ovarialni selhani. V praci Tonera®? byla ve
vSech kategoriich bazalni hladina FSH lepSim ukazatelem vysled-
ku IVF nez biologicky vék: v procentu prerusenych cyklt, maximalni
dosazené hladiné estradiolu, poc¢tu aspirovanych folikuli, poc¢tu
ziskanych i fertilizovanych oocytti, v poc¢tu transferovanych embryi
i v poc¢tu dosazenych téhotenstvi. Také Gindoff a Jewelewicz zjisti-
li, Ze bazalni hladina FSH je nejsenzitivnéjSim ukazatelem umoz-
nujicim odhalit perimenopauzalni stav.®® Doporucuji zaradit do pro-
gramu IVF i Zeny starsi nez 40 let, je-li jejich hormonalni profil bez
znamek klesajici ovarialni funkce. Naproti tomu i u vyrazné mlad-
Sich Zen lze o¢ekavat velmi Spatné vysledky pti zvySené bazalni hla-
diné FSH a poméru FSH:LH > 1.2359 Ve skupiné 88 pacientek nové
zarazenych do programu IVF nalezl Muasher ve 40 % pomeér FSH:LH
= 1:1 (pfi hladiné obou pod 10 mIU/ml), 34 % meélo vyssi hladinu
LH nez FSH a u 26 % byl pomér FSH:LH > 1.119 Tato situace je tedy
u pacientek v programu IVF relativné casta.

Hladina FSH stoupa ve druhé poloviné lutealni faze a klesa ve
druhé poloviné folikularni faze jako nasledek modula¢niho efektu
17B-estradiolu, inhibinu a pravdépodobné i dalsich gonadalnich
hormont1 na hypotalamo-hypofyzo-ovarialni osu. Je ziejmé, Ze rov-
novaha mezi produkci ovarialnich steroidt a sekreci gonadotropi-
na odrazi schopnost ovaria odpovidat na stimulaci a nepfimo re-
produkéni potencial pacientky. Rovnovazny stav mezi stimulaénimi
a supresivnimi vlivy na hladinu FSH tfeti den menstruaéniho cyk-
Iu urcuje optimalni casovani vySetreni FSH, které zde odrazi re-
produkeéni potencial.(164

Pfi jednou zachycené zvySené bazalni hladiné FSH jsou vysledky
IVF §patné i v pripadé jeji pozd€jsi normalizace.¢¥ Tato variabilita
je patrné odrazem intermitentniho ovarialniho selhavani v perime-
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nopauze.17® Lze predpokladat, ze zbyvajici oocyty jsou za této situ-
ace jiz nekvalitni i v endokrinologicky normalnich cyklech.

2.2.1. Soubory a metodika

Hodnotili jsme reakci na ovaridlni stimulaci (a zejména pocet pre-
rusenych cykla pro nedostateénou odpovéd) u 697 Zen zarazenych
do IVF programu bez predchozi aplikace jakychkoli selektivnich
kritérii. U 35 Zen, jejichz cyklus byl pro nedostate¢nou reakci preru-
Sen, jsme za dva meésice vySetrili bazalni hladiny FSH se zretelem
na tzv. skryté (okultni) ovarialni selhani.

Nasledné jsme pred zafazenim do programu IVF vySetrili 41 Zen
testem ovaridlni rezervy (stanoveni bazalnich hladin gonadotropi-
nu treti den menstruacniho cyklu a jejich opakované zhodnoceni
po pétidennim podani 100 mg klomifencitratu spolu se stanove-
nim hladin 17B-estradiolu). Za tfi mésice po provedeni tohoto
testu byly pacientky stimulovany v lééebném IVF cyklu kombino-
vanym podanim klomifencitratu a hMG v obvyklych schématech.
Podle odpovédi na stimulaci hodnocenou maximalni dosazenou
hladinou 17f-estradiolu byly pacientky rozdéleny do ¢tyr skupin
(1. prerusené cykly pro nedostateénou odpovéd u Zen, kde se
nejednalo o POF, 2. estradiol < 1200 pg/ml (»low responders«), 3.
estradiol > 1200 pg/ml, 4. skryté ovarialni selhani a reakce na
stimulaci byla korelovana s jednotlivymi parametry testu ovarial-
ni rezervy. Sledovani hladin LH jsme v souhlase s literaturou
vyradili a hodnotili pouze hladiny FSH pred stimulaci a po ni
klomifencitratem a 17p-estradiolem. Statistické hodnoceni bylo
pro piehlednost a grafickou znazornitelnost provedeno testem
95% spolehlivosti (¢im vice dysjunktni jsou znazornéné intervaly,
tim vétsi je vyznamnost testované hypotézy).

Plazmatické hladiny estradiolu a progesteronu byly méfeny po-
moci RIA (Amersham).

Graf 6. Vyskyt skrytého ovaridlniho selhdni (POF) u Zen s prerudenymi IVF cykly
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2.2.2. Vysledky

Vyskyt skrytého ovarialniho selhani v neselektovaném souboru pa-
cientek, v némz byla ovarialni stimulace pfrerusSena pro neadekvatni
reakci, ukazuje graf 6. Z 35 vySetifenych Zen splnilo 18 pacientek
(51,4 %) kritéria pro zarazeni do souboru s okultnim ovarialnim
selhanim. Pri sledovani véku pacientek (graf 7) bylo z 18 pacientek
14 ve vékové skupiné > 35 let.
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Graf 7. Skryté ovaridlni selhani v jednotlivych vékovych kategoriich
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Graf 8. Predikéni hodnota bazdlni hladiny FSH
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Vzhledem k relativné ¢astému vyskytu skrytého ovarialniho se-
Ihani v IVF populaci vystupuje do popredi otazka vcasné detekce.
NasSe zkuSenosti s pouzitim testu ovarialni rezervy podle Navota
zachycuji grafy 8, 9 a 10 posuzujici prediktivni hodnotu jednotli-
vych sledovanych parametri na reakci pacientky na ovarialni stimu-
laci. Ve vysledcich jasné vystupuje skupina zen se skrytym ovarial-
nim selhanim, bazalni hladiny FSH hodnocené treti den mens-
truaéniho cyklu se navic 1lis§i u Zen s dobrou odpovédi na stimulaci
a u pacientek s prerusenymi cykly pro neadekvatni reakci.

Z literatury i nasich vysledku vyplyva, Ze sledovani bazalni hla-
diny FSH umoznuje véasny zachyt Zen se skrytym ovarialnim se-

I T
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cykly reakce reakce selhdni

Graf 9. Predikéni hodnota FSH po stimulaci klomifencitratem
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Graf 10. Predikéni hodnota 17- - estradiolu po stimulaci klomifencitratem
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lhanim. Toto vySetieni by mélo patrit mezi zakladni vySetfeni pfe-
devsim u pacientek starsich 35 let.

2.3. Ovarialni stimulace Zen nedostate¢né
reagujicich na obvyklé stimulaéni
protokoly (»poor responders«)

Ackoli prvni tspésné teéhotenstvi po IVF bylo dosazeno ve spontan-
nim nestimulovaném cyklu,"®® vyhody ovarialni stimulace jsou dnes
neoddiskutovatelné. Vyssi pocet ziskanych oocytti dava moznost
vybéru nejkvalitnéjSich embryi pro embryotransfer, transfer 2-4
embryi zvySuje nadé&ji na dosazeni téhotenstvi a kryokonzervace
»nadpocetnych« embryi dale zvysuje efektivitu IVF. S nedostateénou
reakci na ovarialni stimulaci se setkavame predevsim u starsich zen
a predstavuje nejcast€jsi pricinu preruseni lécebného IVF cyklu pred
provedenim punkce folikulti. Definice nedostate¢né reakce neni
v literature jednotng,®571-120.208 nejcastéji se zminuje hladina estra-
diolu < 300 pg/ml a méné nez tii folikuly > 15 mm pred aplikaci hCG.
oblasti asistované reprodukce. Prosté zvySeni davky gonadotropinti
nevede automaticky k vy$si ovarialni odpovédi, napf. Ben-Rafael'?
nalezl vys§i pocet ziskanych oocytt1 po aplikaci 150 IU hMG denné
oproti 225 IU. K podobnym vysledktim dospél i Benadiva.'? Jini
autori vSak s uspéchem v této problematické skupiné pacientek
pouzili suprafyziologické davky gonadotropint. Po zvySeni davky
hMG ze 300 IU na 450 IU prokazal Hofmann signifikantné nizsi
procento prerusenych cyklu a vyssi procento té€hotenstvi.” Zavedeni
analog GnRH do stimulac¢nich protokolti vSeobecné snizilo procento
prerusenych cyklu a zvysilo kvalitu a pocet ziskanych oocytu.'5¥ Ve
skupiné normogonadotropnich »poor responders« prokazal efektivitu
agonisttt GnRH Serafini.®®® Jini autofi vsak varuji pfed nadmérnou
supresi (oversupression) zptisobenou protokoly vyuZivajicimi down
regulaci s naslednym zhorSenim odpovédi na stimulaci.®%129 Naopak
vyznamneé se uplatiiuje stimulace vyuZivajici inicialni flare-up efekt
analog. Tak napf. Muasher popsal pouze 5 % prerusSenych cyklua
a 21,3 % téhotenstvi po stimulaci poor-responders s vyuzitim fla-
re-up efektu agonisttt GnRH."? Pro tuto problematickou skupinu
Zen bylo navrZzeno i souc¢asné pouziti (co-treatment) rastového hor-
monu, udajné zlepsujici kvalitu ovarialni stimulace poor responders.
Nasledné provedené randomizované, dvojité slepé a placebem kon-
trolované studie neprokazaly zadny pozitivni efekt této finan¢né mi-
motfadné narocné stimulace.!373
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2.4. Asistovany hatching

Abnormalni priibéh ¢i nemoznost opusténi zona pellucida embryem
(hatching) jsou povazovany za jedny z mozZnych pfi¢in relativné stale
nizké implantace po IVF.?¥ Tento stav mtize byt podminén abnor-
malni konzistenci zény (zona hardening) vzniklé pfi kultivaci“” nebo
jejim ztlusténim vzniklym béhem folikulogeneze nebo na zakladé
embryonalnich ¢i déloznich faktorti. Cohen publikoval udaje o vlivu
tloustky a charakteru zona pellucida na pravdépodobnost implanta-
ce, ktera byla 10 % u homogennich zén oproti 29 % u embryi s ten-
kymi ¢i nepravidelnymi zéonami.®® Také vy$si procento implantova-
nych embryi po mikromanipulacich v oblasti zona pellucida v pfipa-
dech andrologické sterility podporuje tuto teorii.?*® Byly proto navr-
Zeny postupy k naruseni integrity zona pellucida (asistovany hat-
ching), které maji embryu usnadnit opusténi zény a naslednou
implantaci. Cohen svymi vysledky dokazuje vyznam asistovaného
hatchingu predevsim u Zen starSich > 39 let (implantace 16 % vers.
3 %) a u Zen se zvySenymi bazalnimi hladinami FSH (26 % vers.
10,5 %). Schoolcraft!’%? a Stein®! prokazali signifikantné lepsi vy-
sledky u zen > 39 let s opakovanym selhanim implantace. Obruca"?”
pouzival pro asistovany hatching laser a srovnaval 129 Zen s opa-
kovanym selhanim implantace, u jejichzZ embryi byl proveden hat-
ching, se 167 kontrolami. Procento implantace (implantation rate)
bylo 14,4 % po asistovaném hatchingu oproti 6 % v kontrolnim sou-
boru a procento t€hotentvi 40 % vers. 16,2 %. Ne vSichni autori vSak
jednoznacneé prokazuji pozitivni efekt asistovaného hatchingu. Hel-
lebaut® ve své prospektivni randomizované studii neprokazal efekt
asistovaného hatchingu: procento implantace bylo 17, 9 % ve sledo-
vané skupiné oproti 17,1 % v kontrolni skupiné. Zadny rozdil ne-
nasla ani Mandelbaumova.® V soucasné dobé je ziejma potieba
experimentalnich studii k objasnéni mechanismti a procesu hat-
chingu, které teprve prinesou racionalni pristup k této problematice.
Nelze ucinit zadné definitivni zavéry bez velkych klinickych randomi-
zovanych studii, které se vyjadri ke skutecné efektivité a indikacim
této metody.

2.4.1. Soubory a metodika

Prinos asistovaného hatchingu byl hodnocen na skupiné 192 paci-
entek, u nichz byla mechanicky (pomoci dvou mikropipet) poruse-
na integrita zona pellucida. NaruSeni zona pellucida provadime na
nasem standardnim mikromanipulaénim zafizeni (inverzni mikro-
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skop Olympus s Hoffmanovym modulaé¢nim kontrastem a vyhftiva-
nym stolkem, hydraulické mikromanipulatory Narishige). Pipety, jak
fixaéni (holding), tak i operac¢ni, nepouzivame komeréni, ale vlastni
vyroby. Otvor v zona pellucida vytvofime po prichyceni embrya fi-
xaéni mikropipetou prinikem operaé¢ni mikropipety zénou bez po-
ruseni blastomer a poté mechanicky kontaktem s fixa¢ni pipetou.
Ve sledovaném souboru bylo 79 Zen ve véku < 34 let a 113 pacien-
tek ve vékové skupiné > 35 let. Asistovany hatching byl provadén
48 h po odbéru oocytti nejéastéji na c¢tyrbunéénych embryich. Jako
kontrolni skupina slouzilo 1493 Zen, u kterych byl proveden pre-
nos embryi bez predchozi mikromanipulace (asistovaného hatchin-
gu). V kontrolnim souboru bylo 1072 Zen ve vékové skupiné < 34
let a 421 Zen > 35 let.

2.4.2. Vysledky

Z vysledkti 1493 embryotransferti bez asistovaného hatchingu uve-
denych v tab. 1 jednoznac¢neé vyplyva vliv véku na vysledky IVF, kdy
ve skupiné Zen > 35 let 1ze prokazat signifikantni pokles efektivity
terapie oproti Zenam mladsim (16,6 % vers. 27,2 %).

Pfinos asistovaného hatchingu se projevil v celém souboru pa-
cientek — u skupiny Zen ve véku < 34 let vzrostla efektivita z 27 %
na 38 %, u pacientek ve véku > 35 let z 16,6 % na 20,3 % (tab. 2).

Tab. 1. Vliv véku na efektivitu IVF ve standardnim IVF cyklu (bez asistovaného hatchingu)

Vvék Pocéet cykli s transferem Téhotenstvi (%)
<34 1072 292 (27,2)
>35 421 70 (16,6)

Obr. 1. Asistovany
hatching (1. faze)
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Tab. 2. Viv asistovaného hatchingu na vysledky IVF v zavislosti na véku

vék Poéet cykli s transferem Téhotenstvi (%)
<34 79 30 (38,0)
>35 113 23 (20,3)

Uvedené vysledky jednozna¢né dokazuji, Ze patologické nalezy
zona pellucida (zona thickening, zona hardening) u embryi po IVF
jsou jednou z pfi¢in ne stale jesté zcela uspokojivych vysledkti.
Narus$eni integrity zona pellucida, které vytvafi embryu podminky

vych skupinach a ne pouze u Zen starsich, jak se ptivodné predpo-
kladalo. Je v8ak jednim z nastrojQi, jak zvysit efektivitu IVF v této
obzvlasté zavazné skupiné pacientek.

Obr. 2. Spontdnni
hatching blastocysty

Obr. 3. Asistovany
hatching (2. faze)
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2.5. Strategie pri prenosu embryi

Pocet prenasenych embryi predstavuje stale diskutované téma. Se
zvySujicim se poctem prenasSenych embryi se do ur¢ité miry zvySuje
pravdépodobnost dosazeni té€hotenstvi,#2128187 goucasné se vsak
zvysuje riziko dvou- a vicecetného téhotenstvi.!'®? Zejména vyskyt
troj- a vicecetnych téhotenstvi je nezadouci se zretelem na alarmujici
perinatalni vystupy a socialni a zdravotni rizika pro matku i déti.59
Nékteri autori proto doporucuji prenaset pouze dvé embrya, a tak
eliminovat riziko vzniku troj- a vicecetného téhotenstvi.(128.188.223)
Ackoli tento postup signifikantné neovlivnil vysledky, ve dvou ze tii
uvedenych studii autofi uplatnovali vékovy limit. Staessen!®® prena-
Sel dvé embrya pouze tehdy, jednalo-li se o prvni IVF cyklus u Zeny
mladsi nez 37 let a obé embrya byla posouzena jako velmi kvalitni.
Vauthier—Brouzes®?® aplikoval jako jedno z limitujicich kritérii vék
maximalné 35 let. Nijs!!?® se sice ve své praci o vékovém limitu ne-
zminuje, z jeho dalsi prace vSak vyplyva, Ze i on uznava maximalni
vékovou hranici pro uvedeny postup 35 let. Pozadavek snizeni po-
¢tu prenasenych embryi je tedy nepochybné opravnény, nelze vSak
pominout nizsi procento tspésSné implantace u starSich zen. Vék
proto predstavuje jedno ze zavaznych kritérii pri rozhodovani o poctu
prenasenych embryi.

2.5.1. Soubory a metodika

Pri hodnoceni vlivu poc¢tu prenasenych embryi na riziko vicecetné
implantace jsme se vratili k rozboru IVF cyklt1 z obdobi pfed rokem
1992, kdy se prenasela prakticky vSechna ziskana embrya. Sledova-
li jsme vyskyt vicecetné implantace ve 406 IVF cyklech po pfenosu
1-6 embryi. Pravdépodobnost dosazeni téhotenstvi v zavislosti na
poctu prenasenych embryi jsme sledovali ve 435 IVF cyklech pro-
vedenych po roce 1992, odkdy doslo k omezeni maximalniho po-
¢tu prenasenych embryi na ¢tyfi. Odpovéd na otazku, zda selekce
embryi ovliviiuje efektivitu, dava rozbor 126 cykl s pfenosem ¢tyr
vybranych embryi (po selekci nejkvalitné€jSich embryi zbyla jesté em-
brya pro kryokonzervaci) a 103 cykla s transferem vSech ¢tyt zis-
kanych embryi bez moznosti selekce. V souvislosti s v€kem jsme
sledovali uspésnost IVF po prenosu ¢tyf embryi u Zen starsich nez
36 let.
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2.5.2. Vysledky

Rozbor vysledkt IVF v zavislosti na poc¢tu prenasenych embryi po-
tvrzuje znamou skutecnost, Ze s po¢tem prenesenych embryi se
zvySuje pravdépodobnost dosazeni téhotenstvi. Od urcitého poctu
(étyf) embryi se vsak jiz efektivita IVF nezvySuje a pouze vzrusta
riziko vysoce mnohocetného téhotenstvi. Tuto skute¢nost jednoznac-
né demonstruji tab. 3 a 4.

Tab. 3. Pravdépodobnost vicedetné implantace v zdvislosti na poétu pfendienych
embryi

Poéet embryi pFi pfenosu Poéet cykld Viceéetna implantace (%)
1 m -
2 101 1 (10,0
3 94 7 (389)
4 49 6 (46,2)
5 29 4 (36,4)
6 22 4 (44,4)

Tab. 4. Pravdépodobnost dosaZeni t&hotenstvi v zdvislosti na poctu piendenych
embryi

Poéet embryi pFi ET Poéet cyklo Klinicka téhotenstvi %
1 65 7 10,8
2 71 11 15,5
3 70 19 271
4 229 67 29,3
celkem 435 104 23,9

Vyse uvedené vysledky nejsou zasadné ovlivnény skutecnosti,
zda se jednalo o selektivni (vybrana c¢tyfi nejkvalitnéjsi embrya
z vétsiho poctu) nebo elektivni (transfer vSech ¢tyr embryi, ktera
po IVF vznikla) embryotransfer (tab. 5).

Tab. 5. Pravdépodobnost dosazeni t&hotenstvi pfi selektivnim a elektivnim prenosu
¢yt embryi

Cty¥i embrya + kryo Cty¥i embrya
Polet cykld 126 103
Klinické t&hotenstvi (%) 39  (30,7) 28 (27,2)

Jak vyplyva z nasledujici tabulky (tab. 6), vysledky mnohem vice
ovliviiuje vék pacientky. Po prenosu ¢tyf embryi u Zen starSich 36
let bylo dosazeno téhotenstvi pouze v 16,6 %, oproti 30,7 %, resp.
27,2 % v celém souboru.
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Tab. 6. Pravdépodobnost dosaZeni t&hotenstvi po pienosu &ty embryi u Zen starsich

36 let

Poéet cykld Klinicka téhotenstvi (%)
42 7 (16,6)

Je zfejmé, Ze jedinou moznosti omezeni poc¢tu vicecetnych tého-
tenstvi (jako komplikace asistované reprodukce s bezprostrednim
dopadem na perinatalni vysledky) je sniZeni poé¢tu transferovanych
embryi. Z vySe uvadénych vysledkt vyplyva, Ze je mozné sniZeni
maximalniho poc¢tu pfenasSenych embryi ze ¢tyf na tfi, aniZz dojde
ke snizeni efektivity IVF. Tento pristup by se vSak nemél uplatno-
vat plosné u vSech Zen a mél by zohlednovat nizsi fertilitu starsich
Zen, u nichz jsou vysledky IVF signifikantné nizsi, stejné jako rizi-
ko vicecetné implantace.

2.6. Darcovstvi oocytu

Lutjen® jako prvni popsal téhotenstvi po pfenosu embrya po fertili-
zaci darovaného oocytu a predpovédél rozvoj tohoto postupu pri te-
rapii Zen s primarnim ovarialnim selhanim. Postupem ¢asu byla in-
dikace rozSirena i na pripady zen nereagujicich adekvatné na obvyk-
l1é stimulacni protokoly a u jeSté menstruujicich Zen starSich nez
40 let."%” Byly publikovany dokonce pripady uspésné aplikace toho-
to postupu u menopauzalnich zen.® 159 O etickych aspektech tohoto
nepochybné kontroverzniho postupu diskutovali mj. i Edwards“?
a Antinori.® Darcovstvi oocytll predstavuje rozsifeni terapeutickych
moznosti v souvislosti se sniZzenou fertilitou starsich Zen, predsta-
vuje vSak naprosto samostatnou a svébytnou problematiku.

2.7. Zavéry

e Vek je jednim z nejzavaznéjsich faktort ovliviaujicich vysledky
1écby sterility metodami asistované reprodukce. Snizujici se ova-
rialni rezerva ma za nasledek nedostate¢nou odpovéd na exogenni
stimulaci gonadotropiny. I pres selekci nejkvalitnéjSich embryi pro
transfer do délohy je zfejmé kombinace oocytarniho a uterinni-
ho faktoru pfi¢inou poklesu efektivity terapie jiZ u Zen > 36 let a
tento pokles se dale zvyraznuje u Zen > 38 let.
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e Skryté ovarialni selhani je ¢astou pric¢inou nedostatec¢né reakce
na ovarialni stimulaci u Zen v programu IVF. VySetfeni bazalni
hladiny FSH (3. den menstruac¢niho cyklu) patfi mezi zakladni
vySetreni pred zarazenim do programu IVF, predevSim u Zen = 35
let. Jedinym racionalnim postupem pfi hypergonadotropnim sta-
vu je terapie pomoci darovanych oocytti.

e Asistovany hatching zvySuje uspéSnost IVF u Zen ve vSech véko-
vych kategoriich. Patologické stavy v oblasti zona pellucida jsou
Castou pric¢inou selhani implantace embryi v programu IVF.

e Efektivita naSich postupti umoznuje snizit maximalni pocet pie-
nasenych embryi ze ¢ty na tri, aniZ dojde ke snizeni efektivity
1é¢by. Tento pristup by vSak meél byt aplikovan selektivné, ve vé-
kové skupiné zen = 36 let je riziko vicecetné implantace malé.
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3. VLIV OVARIALNI STIMULACE
NA VYSLEDKY IVF

Hormonalni preparaty pro vyvolani ovulace u pacientek neovulujicich
nebo u Zen s oligo- aZ amenoreou se v klinické praxi pouzivaji jiz vice
nez 30 let. S nastupem mimotélniho oplodnéni zacaly byt tyto prepara-
ty pouzivany i u pravidelné ovulujicich Zen s normalnim menstruac-
nim cyklem.“® Tento postup umoznil mnohem snazsi monitorovani
sekrece LH, vétsi pocet prenasenych embryi zvySil pravdépodobnost
dosazeni téhotenstvi a s rozvojem kryokonzervace vyrazné vzrostl
i pocet téhotenstvi dosazenych na punkeci folikulti. Pro ovarialni sti-
mulaci se ptivodné nej¢asté&ji aplikoval klomifencitrat v kombinaci
s hMG nebo hMG samotny. Vyznamny pfinos pro asistovanou repro-
dukci znamenalo zavedeni stimula¢nich protokola vyuzivajicich fla-
re-up efekt ¢i desenzitizaci a down-regulaci navozené pusobenim
analog GnRH.®! 145171 Protokoly ptivodneé vypracované pro stimulaci
»poor responders« ¢i Zzen s opakované predc¢asnou sekreci LH se
ukazaly natolik efektivni, 7 Ze dnes predstavuji metodu volby pri
hormonalni pripravé pred terapii metodami asistované reprodukce.

Stimulace kombinaci klomifencitratu a hMG znamenala ve své dobé
znaény piinos,!*9 postupné se vSak zacaly mnozit prace poukazujici
na negativni antiestrogenni vliv klomifencitratu.®+110.161.239 Tomuto pt1-
sobeni nutno pri¢itat i nami nalezené vysoké procento preruSenych
IVF cyklt, zna¢ny pocet mimodéloZznich téhotenstvi i vySSi uispés-
nost pri pouziti stimulac¢nich protokolti vyuzivajicich analoga GnRH.
Ke stejnym zavértim dosel i Abdalla, ktery po stimulaci CC/hMG po-
psal uspésnost 11,9 % a 7,1 % téhotenstvi ukonc¢enych porodem,
zatimco po stimulaci analogy GnRH a hMG v kratkém protokolu
dosahl 24,4 % téhotenstvi a 17,4 % gravidit ukonéenych porodem.®

Zasadni zménu neprinesla ani stimulace samotnymi menopauzal-
nimi gonadotropiny®”!5¥ ¢i samotnym FSH.!25156 O tom, ze pii této
stimulaci je nejhorsi kontrola sekrece LH, svéd¢i nejen nase vysledky
s extrémné vysokym procentem t€hotenstvi ukoncenych potratem,
ale napft-. i prace Dora.®” Predéasnou luteinizaci nalezl v 9,4 % cykla
stimulovanych kombinaci CC/hMG, ve 13,7 % cyklt stimulovanych
samotnym hMG a pouze ve 3,6 % cykl po stimulaci analogy GnRH
a hMG.
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Kvalitativni zménu do ovarialni stimulace prinesla analoga GnRH,
pricemz mira kontroly sekrece LH urcuje efektivitu stimulaéniho
protokolu. NaSe vysledky, jednoznac¢né prokazujici prevahu tzv.
»dlouhého« stimula¢niho protokolu nad »kratkyme« protokolem, jsou
v souhlase s nalezy ostatnich autorti. Tak napt. Tarlatzis dosahl
téhotenstvi v 19,4 % po stimulaci GnRH v kratkém protokolu oproti
25, 8 % pti dlouhém protokolu,®®® Antoine!'® uverejnil témér iden-
ticka ¢isla (19,3 % vers. 25,3 %), stejné jako Tan.?°¥ Jednozna¢nym
prukazem efektivity téchto stimula¢nich protokold je metaanalytic-
ka studie Hughese, ktery uvadi signifikantné vyssi pocet klinickych
téhotenstvi dosazenych na stimulovany cyklus i embryotransfer
a naopak signifikantné nizsi procento prerusenych cykl.™

Nevyhodou stimulace s analogy GnRH je ¢ast€jsi vyskyt zavaz-
ného hyperstimulaé¢niho syndromu. Nami uvadéna ¢isla zcela sou-
hlasi s vyskytem popsanym v literatufe.®>!1® Zda se, Zze analoga
GnRH zvysuji riziko hyperstimula¢niho syndromu mimo jiné i svym
primym pusobenim na bunky granulézy.?!®

Za optimalni stimulaéni protokol budoucnosti vedouci k dalsimu
zefektivnéni mimotélniho oplodnéni lze zfejmé povazovat aplikaci
gonadotropinti nové generace (vysoce ¢istény extrakéni FSH —Metro-
din HP a rekombinantni FSH - Gonal-F, Puregon) a jejich kombina-
ci s antagonisty GnRH kontrolujicich sekreci LH. Prvni zkuSenosti
s antagonisty tzv. tieti generace (Cetrorelix, Ganirelix) jiz byly uverej-
nény. (36.56.12)

3.1. Soubory a metodika

Sledované soubory zahrnuji pacientky stimulované kombinaci klo-
mifencitratu a hMG, samotnymi humannimi gonadotropiny, analogy
GnRH a hMG/FSH v tzv. »kratkém« protokolu a analogy GnRH
a hMG/FSH v »dlouhémc« protokolu.

Klomifencitrat (Gravosan) byl aplikovan v denni davce 100-150 mg
(v zavislosti na hmotnosti pacientky) od 3. do 7. dne cyklu, od 6.
dne bylo zapocato s aplikaci hMG (150 IU denn¢) az do dosazeni
adekvatni odpovédi, kdy byl aplikovan hCG (Praedyn, Pregnyl) v dav-
ce 10 000 j. i.m. Pri stimulaci samotnymi gonadotropiny (Pergonal,
Metrodin, Pergogreen, Humegon, Menogon) byla zapocata stimulace
3. den cyklu a 150-225 IU hMG aplikovano az do dne, kdy domi-
nantni folikul dosahl velikosti 18 mm a byl aplikovan hCG. Pri sti-
mulaci analogy GnRH a hMG/FSH v kratkém protokolu byla analo-
ga GnRH (Suprefact nasal spray 800 pg denné€) podavana od 2. dne
menstruacéniho cyklu az do aplikace hCG. Od 3. dne menstrua¢niho
cyklu byl pridan hMG/FSH v davce 150-225 IU denné. »Dlouhy«
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protokol zac¢iname podanim depotniho analoga GnRH (Decapeptyl
depot 3,75 mg) na zac¢atku menstruaéniho cyklu a po dosazeni down
regulace (za 14-21 dnu) zac¢iname s vlastni stimulaci hMG/FSH.

3.2. Vysledky
Tab. 7 srovnava vysledky IVF u 246 Zen stimulovanych kombinaci
CC-hMG se 142 cykly zen, které nereagovaly adekvatné na stimu-

Tab. 7. Vysledky IVF po stimulaci CChMG ve srovndni se stimulaci GnRH analogy
a hMG (kratky protokol) u low responders

Stimulace cCc-hMG GnRH-a + hMG
Pocet cykld 246 142
Prerudené cykly (%) 61 (24,8) 23 (16,2)
Pocet oocytd/pac. 5,6 5,1

Pocet transfer (%) 158 (86,3) 94 (81,0)
Fertilizace % 58,2 63,1
Téhotenstvi/ET % 25,9 22,3

laci CC-hMG a byly proto stimulovany analogy GnRH a hMG v »krat-
kémc« protokolu.

Nejlepsi kontrolu nad stimulovanym cyklem poskytuje stimula-
ce analogy GnRH a hMG/FSH v tzv. dlouhém protokolu. V tab. 9
srovnavame na rozsahlych souborech vysledky IVF po stimulaci
kombinaci CC-hMG, samotnym hMG, analogy GnRH a hMG/FSH
v kratkém a dlouhém protokolu.

Vysledky terapie vyjadrené poc¢tem klinickych téhotenstvi na trans-
fer nevypovidaji nic o dalsim osudu dosazenych téhotenstvi, ktery je

Tab. 8. Osud dosazenych t&hotenstvi v zdvislosti na stimulaénim protokolu

Stimulace CC-hMG hMG GnRHa/hMG GnRHa-hMG
(kratky cyklus) | (dlouhy cyklus)

Pokradujici gravidita % 69,7 50,0 73,5 85,5

Potrat % 22,7 44,4 22,1 9.7

GEU % 7,6 5,6 4,4 4,8

Tab. 9. Klinickd t&hotenstvi po IVF v zdvislosti na stimula&nim protokolu

Stimulace CC-hMG hMG GnRHa/hMG GnRHa-hMG
(kratky cyklus) | (dlouhy cyklus)

Poget cykld 326 132 792 383

Téhotné/ET % 21,5 21,2 23,7 32,7
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také vyznamné ovlivnén pouzitym stimulaénim protokolem. Osud
téhotenstvi v zavislosti na stimula¢nim protokolu ukazuje tab. 8.

Za velmi dobré vysledky pri stimulaci analogy GnRH a hMG/FSH
v dlouhém protokolu vSak platime ¢astéjSim vyskytem hyperstimu-
la¢niho syndromu III. stupné - zatimco bez down regulace byla tato
komplikace zaznamenana u 1,9 % stimulovanych Zen, u pacientek
s down regulaci ve 3,4 %.

3.3. Zaveéry

e Vysledky nasi prace jednoznac¢né potvrdily prevahu stimulac¢nich
protokolt1 vyuzivajicich analoga GnRH nad stimulaci pomoci kom-
binace klomifencitratu a hMG ¢i hMG samotnym. Kromé vyssi-
ho procenta dosazenych klinickych téhotenstvi je zde i nejmensi
procento mimodé€loznich téhotenstvi a nejvyssi procento téhoten-
stvi ukonc¢enych porodem (baby take-home rate).

e Prace potvrzuje skute¢nost, Ze za kontrolu folikulogeneze je zod-
povédny FSH, avSak osud dosazZenych téhotenstvi je podminén
urovni kontroly sekrece LH.

e Stimulace gonadotropiny je po pfedchozi down regulaci analogy
GnRH nejen vysoce efektivni, ale téZ vysoce ekonomicka s ohle-
dem na naklady spojené s opakovanymi IVF cyKkly.
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4. VLIV ANDROLOGICKEHO
FAKTORU V ERE
INTRACYTOPLAZMATICKE
INJEKCE SPERMIE (ICSI)

VySetfeni plodnosti muze spocivalo tradi¢né na vycisleni po¢tu sper-
mii v ejakulatu, popisu jejich morfologie a charakteru pohybu.
V soucasné dobé vychazeji vSechny laboratofe z materialu WHO,
ktery obsahuje standardni doporuceni pro zpracovani a hodnoceni
ejakulatu.®3®V pripadech zavazné poruchy plodnosti muze byla az
donedavna jedinym moznym feSenim sterility inseminace s pouzitim
spermii darce. Mimotélni oplodnéni oocytu nabidlo novou nadéji
i doposud bezuspésné lécenym partim, nebot umoznilo kontakt oocytu
s dostate¢nym poctem spermii. Nicméne i pres sdéleni o uspésnych
téhotenstvich®? ztistala efektivita standardni IVF metodiky pfi za-
vazné oligospermii, astenospermii ¢i teratospermii nizka. V téchto
pripadech je pfi standardnim IVF postupu procento fertilizace oocy-
tt snizeno umeérné postizeni reprodukéniho potencialu muze.?*) Za-
timco u normospermickych vzorku lze oc¢ekavat 70% fertilizaci pre-
ovulaénich oocytti, pri oligospermii < 10 mil. /ml fertilizace klesa na
50 %, pii oligospermii < 5 mil./ml na 20 % a méné¢.?4?

Vysledky v téchto zavaznych pripadech nesplnily o¢ekavani, pro-
toZe spermie nebyly schopny priniku skrze zona pellucida a spojeni
s oolemmou. Snaha o zvySeni procenta fertilizovanych oocytt proto
nejprve vedla ke zvySovani po¢tu motilnich spermii v insemina¢nim
médiu a snizovani celkového objemu insemina¢niho média. Dalsi
vyvoj byl zaméfen na vypracovani optimalnich metod pro selekci
maximalniho poc¢tu normalné utvarenych a pohyblivych spermii.
Nejvétsiho rozsireni dosahla metoda swim-up a nasledné postupy
vyuzivajici diskontinualni Percollové gradienty. Dalsi mozZnost, jak
zvy$sit pravdépodobnost uispésné interakce spermie-oocyt, predsta-
vuje pouziti latek zvySujicich motilitu spermii (napf. pentoxifylin),
kultivace v tzv. mikrokapkach (microdroplets) ¢i odstranéni bunék
cumulus oophorus obklopujicich oocyt. VSechny tyto postupy pfi-
nesly zlepSeni vysledktl v pfipadech stfedné zavazné oligoasteno-
spermie, nevedly vSak k zasadnimu obratu pfi zavazné narusené
spermiogenezi.
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Jelikoz parametry standardniho vySetfeni nativniho ejakulatu
jednoznacéné nekoreluji s funkéni kompetenci spermii,® byla ve
snaze zkvalitnit diagnostiku i terapii vypracovana rada testt, kte-
ré se snazi predvidat vysledek interakce gamet in vitro.® Mezi né
patfi hypoosmoticky test podle Jeyendrana,”®"® hodnotici funkéni
integritu membran spermatozoi, a tzv. zona-free hamster oocyte
penetration assay podle Yanagimachiho,?” hodnotici penetraci
oocytu zlatych kieckti zbavenych zona pellucida vySetfovanymi
spermiemi. Oba tyto testy hodnoti nepfimo kapacitaci a akroso-
malni reakci nezbytnou pro proces fertilizace. Tu je vSak moZné
posoudit i pfimo®® pomoci tzv. ARIC testu (acrosome reaction to
ionophore challenge). Ca?*ionofor oznac¢ovany jako A23187 generuje
intracelularni signal pro Ca?*vedouci k sekvenci dé&ji kulminujicich
v akrosomalni reakci.®7® Dalsim z pouzivanych testd je tzv. hemizo-
na assay,”*2* posuzujici pro uspésnou fertilizaci nezbytny proces
vazby spermie na zona pellucida. VSechny tyto testy jsou vSak pro
rutinni provoz komplikované a nakladné a jsou vyhrazeny pro vy-
soce specializované klinické laboratore. Z praktického pohledu se
jako velmi kvalitni kritérium ukazal pocet ziskanych spermii pouzi-
telnych pro IVF po laboratorni tpravé ejakulatu.°”

Je-li vyznamné snizen pocet spermii, jejich motilita ¢i vysoké
procento vykazuje morfologické odchylky, je pravdépodobnost
uspésné penetrace zona pellucida velmi mala. Byly proto vypraco-
vany postupy, jejichz cilem bylo usnadnit spermiim prtanik touto
glykoproteinovou bariérou. Jako nevhodné reSeni se ukazalo
kompletni odstranéni zona pellucida, nebot mélo za nasledek
vznik polyspermie a naruSeni ¢asného embryonalniho vyvoje,
béhem kterého je pomoci zona pellucida embryo chranéno. Dale
byly provadény pokusy o zmékéeni zona pellucida (zona softening)
pomoci enzymu (trypsin, pronaza) ¢i jejiho otevieni (zona drilling)
pomoci Tyrodova roztoku aplikovaného na omezeny usek zona
pellucida pomoci mikropipety. Modifikaci tohoto postupu bylo
mechanické otevieni zona pellucida nazvané Cohenem »parcialni
disekce zona pellucida« — PZD.®® Arteficialni takto vznikly otvor je
5-10x mensi nez otvor v zona pellucida po aplikaci Tyrodova roz-
toku, ¢imz se snizilo riziko polyspermie a poSkozeni blastomer.
Takto oSetfené oocyty v insemina¢nim meédiu usnadnovaly sper-
miim Kkontakt s oolemmou, uspésna fertilizace vSak vyzadovala
pritomnost progresivné pohyblivych, kapacitovanych spermii
s normalni akrosomalni reakci. Nevyhodou bylo netiinosné vysoké
procento polyspermie pri aplikaci normalné motilnich spermii
a naopak uplné selhani pri aplikaci spermii s naruSsenou motili-
tou. Dalsim krokem pfi rozvoji metod tzv. asistované fertilizace
byla subzonalni inseminace (SUZI), pii které byly spermie apliko-
vany pomoci mikropipety do perivitelinniho prostoru. Tento po-
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stup dokazal zvysit procento oplozenych oocytt iv pripadech s
naruSenou pohyblivosti spermii. Pfinos téchto postupt vsak zi-
staval stale omezeny, protoZze pro uspésSnou interakci gamet byla
stale rozhodujici funkéni integrita spermie (spermii) schopné nor-
malni akrosomalni reakce.

Z vyse uvedenych diivodu se stala velmi atraktivni moznosti in-
tracytoplazmaticka injekce spermie (ICSI) umoznujici intracytoplaz-
matickou aplikaci jediné spermie bez ohledu na jeji motilitu a stav
akrosomu. Tento postup zcela obchazi proces vazby spermie na
oolemmu a jeji penetraci a pfed vySe uvedenymi metodami skyta
rfadu prednosti, nebot fesi vdechny abnormality slozitého komplex-
niho procesu interakce spermie-oocyt a priiniku spermie vajecny-
mi obaly. V animalnim modelu popsal pouziti intracytoplazmatic-
ké injekce spermie (ICSI) poprvé Lin v roce 1966.°Y V humanni
mediciné je prvni zminka o ICSI z roku 1988, vzhledem k vysokému
poctu poskozenych oocyttl a k neuspésné implantaci autofi v dalsi
praci nepokracovali.® Metodika byla nasledné rozpracovana bel-
gickou skupinou kolem Van Steirteghema a v roce 1992 byla pub-
likovana prvni 4 téhotenstvi po ICSI.199 Potencial tohoto postupu
prokazala dalsi prace vySe uvedenych autorti, ktefi ve 300 cyklech
provedli SUZI a ICSI: u 2214 oocytt1 byla aplikovana SUZI a vy-
sledkem bylo 18 % oplozenych oocytti, zatimco po ICSI u 716 oocy-
ta jich fertilizovalo 44 %."% Jednoznac¢nou dominanci ICSI nad
SUZI potvrdili i ve své dalsi praci z roku 1994, kdy hodnotili zkuSe-
nosti ze 600 cyklt.(199

Srovnatelné vysledky publikoval nasledné Tsirigotis v roce 1994,
kdyz pomoci ICSI dosahl 25 téhotenstvi u 69 part.@?V Payne v dalsi
publikované studii referoval o fertilization rate po ICSI v 67 % a o do-
sazenych 30 klinickych graviditach ve 100 po sobé jdoucich IVF-ICSI
lécebnych cyklech.'#® V ramci této studie provedl prospektivni srov-
nani standardni IVF metodiky a ICSI: zatimco procento fertilizova-
nych oocytt1 po ICSI dosahlo 67 %, pouze u 15 % oocytt po standardni
IVF byla potvrzena normalni fertilizace.

NetuSené moznosti této techniky potvrdily i dalsi a rozsahlejsi
studie uverejnéné v roce 1995. Tucker 1é¢il 92 neplodnych parti
v celkem 105 cyklech a dosahl 28 klinickych téhotenstvi (27 % na
cyklus). V této studii prokazal i vliv véku na vysledky po ICSI: za-
timco u Zen do 36 let dosahl téhotenstvi ve 40 %, z pacientek star-
§ich 36 let otéhotnélo pouze 14 %.??? Palermo publikoval studii, ve
které provedl ICSI u 227 partl se zavazné naruSenou spermiogene-
zi a dosahl 84 téhotenstvi.*? Porovnani vysledkt po ICSI a po
standardni IVF provedené u kontrolni skupiny 179 part s ¢isté
tubarni sterilitou neprokazalo statisticky vyznamné rozdily: fertili-
zace po ICSI byla 59 % a po IVF 63 %, téhotenstvi po ICSI 37 %
a po IVF 33 %.® Srovnatelny vyvojovy potencidl embryi po ICSI
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a po standardni IVF prokazal i Staessen. Po elektivnim transferu

pouze dvou nejkvalitnéjsich embryi neprokazal statisticky vyznamny
rozdil v uspésnosti mezi embryi po ICSI a po IVF.!89

4.1. Obstrukéni azoospermie
4.1.1. Aspirace epididymalnich spermii

Vrozena, ziskana ¢i iatrogenni (vazektomie) oboustranna obstruk-
ce Ci atrézie vas deferens a/nebo epididymis vede k azoospermii. Mi-
krochirurgicka rekanalizace muZe vést k ispéchu a obnoveni ferti-
lity (zejména u muza po vazektomii za ucelem sterilizace), ne vzdy
je vsak chirurgicky vykon uspésny — zejména u pozanétlivych sta-
vl a pfripadta s vrozenou oboustrannou absenci vas deferens
(CBAVD).

Az do nedavné doby panoval nazor, Ze epididymalni spermie ne-
jsou »dostateéné zralé« pro normalni fertilizaci oocytu. Zavedeni
mikrochirurgické aspirace epididymalnich spermii (MESA) vSak jed-
noznacné prokazalo, Ze i tyto spermie mohou byt pouzity k uspés-
né fertilizaci. Aplikace epididymalnich spermii ve standardnim IVF
programu vedla k téhotenstvim, avSak procenta fertilizace i tého-
tenstvi byla velmi nizka.!”

V roce 1994 publikoval Silber praci srovnavajici 67 cyklti s MESA
a standardni IVF se 17 MESA cykly a ICSI. Fertilizace byla 7% po
IVF a 45% po ICSI, téhotenstvi dosahl v 5 % po IVF a ve 47 % po
ICSI."8) Podobné povzbudivé vysledky publikoval i Tournaye. U 12
para, kdy se u muZze jednalo o vrozenou oboustrannou aplazii vas
deferens, dosahl fertilizace u 58 % a téhotenstvi ve 36 %, vzhledem
k vysokému poctu preklinickych abortti bylo klinickych téhoten-
stvi 21 %.2'3 Vzhledem k vazbé CBAVD a cystické fibrézy je v téch-
to pripadech nutné genetické vySetreni obou partnert a v pripadé
prokazaného nosi¢stvi nutno modifikovat postup (darcovské ga-
mety) nebo vyuZit metod preimplantac¢ni diagnostiky.

Vzhledem k invazivité a naro¢nosti MESA je snaha tento vykon
maximalné zjednodusit. Spermie ziskané pri MESA lze kryokon-
zervovat: po pouziti rozmrazenych spermii po MESA popsal Devroey
fertilizaci ve 45 % a dvé uspésna téhotenstvi.®® Shrivastav v roce
1994 publikoval modifikaci spoé¢ivajici v perkutanni aspiraci epidi-
dymalnich spermii (PESA). Vykon je proveditelny v mistni ¢i celkové
anestézii a i pres vétsi kontaminaci materialu erytrocyty lze takto
ziskané spermie pouzit pro ICSI a docilit téhotenstvi.'” Pfi pouziti
tohoto pfistupu u 20 paru Craft trikrat neziskal spermie a musel
vykon konvertovat na MESA, ve zbylych 16 pripadech docilil ferti-
lizace ve 14 % a po transferu embryi i tfi t€hotenstvi.?
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4.1.2. Extrakce testikularnich spermii

Logickym vyusténim zkuSenosti s MESA byl predpoklad, Ze lze-li
uspésné pracovat se spermiemi ziskanymi z epididymis, 1ze pouzit
i spermie ziskané primo z testes (extrakce testikularnich spermii —
TESE). Prvni zkuSenosti a uspéchy publikoval Schoysman,!7® na-
sledné Devroey docilil u t¥i part fertilizaci po TESE a ICSI v 46 %,
zadna pacientka vsak neotéhotnéla.®? Silber v praci publikované
v roce 1995189 srovnaval vysledky u 28 paru, kdy v 16 pripadech
pouzil MESA a ve 12 pripadech TESE. Vysledky v obou skupinach
byly zcela identické (fertilizace 45 % po MESA, 46 % po TESE, tého-
tenstvi 50 % po MESA a 43 % po TESE). Koneéné Tournaye publiko-
val studii a vysledky terapie 42 part s obstrukéni azoospermii u mu-
ze, kdy po TESE-ICSI docilil fertilizaci v 62 % a t€hotenstvi na zapo-
caty cyklus ve 40 %.@19

Stejné jako u MESA hledaji se i pro TESE jednodu$si pristupy
nevyzadujici otevienou biopsii testikularni tkané. Nagy prokazal,
ze pro ICSI 1ze pouzit i kryokonzervované testikularni spermie, pro-
cento fertilizace a cykli s embryotransferem je vSak nizsi nez pii
pouziti »Cerstvych« spermii.2V

Mozny je i perkutanni pristup, ackoli material ziskany perku-
tanni biopsii je méné kvalitni nez pfi »oteviené« biopsii, i tyto sper-
mie lze pouzit pro ICSI.

4.2. Mechanismy fertilizace oocytu
po intracytoplazmatické injekci spermie

Jiz zahy po zavedeni ICSI do klinické praxe bylo zifejmé, Ze ne vSech-
ny oocyty po aplikaci tohoto postupu fertilizuji. Cytogenetické stu-
die nefertilizovanych oocytt1 prokazaly, zZe u vice nez 90 % byla sper-
mie uspésné aplikovana do cytoplazmy. Je tedy zfejmé, Ze v tomto
piipadé se uplatinuji jiné mechanismy. JeSté donedavna predstavo-
vala aktivace oocytu po ICSI otevieny problém, nebot pti ICSI je
oocyt podroben fadé manipulaci, z nichZ teoreticky kazda mutize vést
k aktivaci oocytu. Existuji dva hlavni faktory, které prichazeji
v uvahu: bud je stejné jako v animalnim modelu aktivace oocytu
navozena vlastni mechanickou punkci oocytu, nebo se uplatnuje
faktor vneseny injikovanou spermii. Vyzkumy sledujici oscilace hla-
din kalcia a uvolnéni kortikalnich granuli po ICSI ukazaly, Ze oba
vyse zminéné mechanismy jsou stejné pravdépodobné. 5209210 po-
kusy Dozortseva na nefertilizovanych oocytech vSak jednozna¢né
prinesly odpovéd na tuto otazku. Fertilizace oocytt, u nichz provedl
skute¢nou ICSI, byla signifikantné vyssi oproti kontrolni skupiné,
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kde provedl pouhou mechanickou penetraci oolemmy s aspiraci
malého mnozstvi cystoplazmy jako pri ICSI, avSak bez injekce sper-
mie.® Tyto vysledky jednoznaéné ukazuji na vyznam injikované
spermie pri aktivaci oocytu.

Dalsi prace prokazaly, ze aktivace oocytu je vyvolana cytoplaz-
matickym faktorem vnesenym spermii, ktery je termolabilni, dru-
hové nespecificky a pouze intracelularné u¢inny.?° Ukazuje se tedy,
ze selhani fertilizace oocytu po ICSI je nejspiSe podminéno chybé-
nim ¢i selhanim tohoto faktoru u zvolené spermie. Ve skute¢nosti
jiZ bylo pomoci animalniho modelu prokazano nékolik pripadt de-
ficience tohoto »sperm-associated oocyte-activating factor« ozna-
c¢ovaného zkratkou SAOAF.!%" V souhlase se zkuSenostmi, Ze mor-
fologické charakteristiky spermie neovlivituji vysledky ICSI, neni
ani pasobeni SAOAF vazano na morfologii vybrané spermie.?%? Aby
se vsak tento faktor mohl uplatnit, musi byt oocyt v odpovidajicim
stupni zralosti. Nezralé oocyty nejsou aktivovany, a cilova struktu-
ra pro uplatnéni SAOAF se tedy objevuje aZ po dosazeni metafaze
II. Nedavné pokusy prokazaly, Ze na rozdil od mySsi vede intracyto-
plazmaticka injekce kulatych spermatid u ¢lovéka k relativné vy-
sokému procentu fertilizace, a je tedy zfejmeé, Ze SAOAF se objevuje
pravé na tomto stupni spermatogeneze.

Pri normalnim procesu fertilizace dochazi ke spojeni cytoplazmy
spermie a oocytu pri flizi membran obou gamet. Pri ICSI je cela
spermie s intaktni membranou deponovana do cytoplazmy oocytu,
a je proto zfejmé, Ze uvolnéni SAOAF musi predchazet poruseni
integrity membrany spermie. Doposud provedené pokusy naznacuji,
Ze cytoplazma oocytu neobsahuje faktor schopny narusit mem-
branu spermie, a zda se proto logické, Ze pred vlastni ICSI by méla
byt membrana naruSena. Bylo prokazano, ze pri manipulaci a zne-
hybnéni spermie pred ICSI dochazi k naruseni integrity membra-
ny spermie, které je nezbytné pro normalni interakci spermie-oo-
cyt véetné uvolnéni SAOAF a které tak nahrazuje fiizi membran

Obr. 4. Oplozené oocyty ve
stadiu prvojader
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gamet pfi normalni fertilizaci.®® Na druhé strané polyvinylpyroli-
don (PVP), bézné uzivany v médiich pri ICSI, stabilizuje membra-
nu spermie a muiiZe negativné ovlivinovat fertilizaci narusenim uve-
deného mechanismu.®®

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze pri ICSI by spermie mély byt vzdy
znehybnény narusenim membrany biciku, a to i tehdy, jsou-li ne-
pohyblivé nebo s minimalni pohyblivosti. Sou¢asné pouzivana kon-

brany spermie nebylo naruseno uvolnéni SAOAF a aktivace oocytu.

4.3. Klinické aspekty ICSI

4.3.1. Indukce ovulace

Ucelem ovarialni stimulace pied ICSI je stejné jako pri pouziti jinych
metod asistované reprodukce zisk vétSiho poctu oocytti nejvyssi
mozné kvality, resp. optimalni zralosti. Ur¢itou specifitou stimulace
pred ICSI je snaha ziskat co nejvétsi pocet oocyttl, aby pro vlastni
injekci spermie mohly byt vybrany skutecné ty nejkvalitnéjsi a aby
— vzhledem k technické naro¢nosti — mohla byt event. nadpocetna
embrya kryokonzervovana. Problematika stimula¢nich protokolt
v programech AR byla opakované publikovana. Pozornost je nutno
vénovat i indikaci ICSI a vybéru parti, nebot predevsim vék vyrazné
negativné ovlivinuje folikulogenezi a implantaci. Gonadotropiny jsou
aplikovany v maximalnich davkach, pricemz c¢isty FSH pfinasi
o néco lepsi vysledky nez »klasické« gonadotropiny obsahujici
FSH:LH v poméru 1:1. Metodou volby jsou dnes jednoznac¢né sti-
mulac¢ni protokoly s analogy GnRH, jejichz hlavni vyhodou je po-
tlaceni predcasné sekrece LH, a tim i rizika pred¢asné ovulace nebo
luteinizace folikuld in situ. Optimalni stimula¢éni schéma predsta-
vuje tzv. dlouhy protokol, pfi jehoZ pouziti jsou hladiny LH ve foli-
kularni fazi niZsi nez pfi stimulaci samotnymi gonadotropiny nebo
pfi stimulaci s analogy GnRH v tzv. kratkém protokolu. Vliv stimu-
la¢niho protokolu na vysledky ICSI potvrzuje prace Greenblatta
z roku 1995.62

4.3.2. Andrologické a neandrologické indikace
intracytoplazmatické injekce (ICSI)

Mimotélni oplodnéni otevielo nové moznosti i pro ty pary, u kterych
byla pro zavazné naruSeni plodnosti muze az donedavna jedinym
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moznym feSenim sterility inseminace s pouzitim spermii darce. Pri
pouziti standardni metodiky je vSak patrny vyrazny pokles procen-
ta fertilizovanych oocytt1 v zavislosti na zavaznosti postiZzeni repro-
dukéniho potencialu muze.?*V Pred nastupem intracytoplazmatic-
ké injekce (ICSI) bylo doporuc¢eno nezarazovat do IVF ty pary, u nichz
je pocet spermii mensi nez 10 mil./ml, motilita < 30 % a zastoupe-
ni normalné utvarenych spermii < 30 %. Pod timto limitem byla
nadé&je na dosazeni téhotenstvi pouze 1 %.®V Jiz v pocatcich ICSI
bylo zfejmé, Ze parametry klasického spermiogramu maji pouze mi-
nimalni (pokud viibec néjaky) vliv na vysledky této metody. Ve své
¢asné studii z roku 1993 Palermo uvadi, Ze morfologie ovliviiuje vy-
sledky SUZI a ICSI pouze okrajové.14 Na druhé strané ovlivnéni mo-
tility spermii aplikaci pentoxifylinu nezlepsuje vysledky ICSI, naopak
pritomnost stop pentoxifylinu muize negativné ovlivnit procento fer-
tilizace.

V roce 1995 prace tfi nezavislych skupin a hodnoceni celkem
1188 ICSI cyklt potvrdily, Ze klasické parametry spermiogramu
(pocet, motilita, morfologie) Zzadnym zptisobem neovliviiuji vysledky
ICSI. Nagy vsak jednozna¢né demonstroval, Ze pritomnost alespon
nékolika — byt jakkoli pohyblivych — spermii je predpokladem
uspésné fertilizace po ICSI.!22

Intracytoplazmaticka injekce spermie dramaticky zmeénila pfistup
k andrologickému faktoru sterility a viznamné snizila potiebu daro-
vanych spermii, pricemz pouziti epididymalnich a testikularnich
spermii (MESA, TESE) umoznilo dosahnout téhotenstvi i v pripa-
dech kompletni azoospermie.!'” Vysoka efektivita ICSI vedla né-
které autory k ivaham o rozvolnéni indikaci tohoto postupu, které
vyustily az k diskusim o mozné rutinni ICSI v IVF programu u vSech
pacientek.

4.3.2.1. Soubory a metodika

Hodnotili jsme fertilizaci oocyta ve standardnim programu IVF
u paru se zavaznym andrologickym faktorem sterility (celkovy pocet
spermii po laboratorni upravé ejakulatu < 1 milion), kterou jsme
srovnavali s fertilizaci oocyttl u ICSI z andrologické indikace. Soubo-
ry tvorilo 41 muz1, jejichz ejakulat byl upraven metodou swim-up,
57 muz1i, u kterych byl pouzit Percoll, a 176 para v ICSI programu,
kde primeérny pocet spermii po laboratorni tipravé byl v celém sou-
boru 250 000. Podrobna metodika nami pouZzivanych postupt byla
popsana v jiz dfive publikovanych sdélenich.!°7:19 Dosazené vysled-
ky lze srovnat s dlouhodobym procentem fertilizace v nasem IVF pro-
gramu, které se pohybuje setrvale kolem 65 %.
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Z neandrologické indikace jsme provadéli ICSI u 12 part s idio-
patickym selhanim fertilizace v pfedchozim IVF cyklu (po vylouce-
ni »skrytého« andrologického faktoru a vsech pripada vysvétlitel-
nych abnormalnim priibéhem hormonalnich hladin a oocytarniho
faktoru) a pfi selhani fertilizace ve standardnim IVF programu pii
imunologické sterilité (13 paru).

4.3.2.2. Vysledky

Pri zavazném andrologickém faktoru je pouziti percollového diskonti-
nualniho gradientu Setrnéjsi nez standardni metodika swim-up
a zvySuje procento fertilizace (37 % vers. 27 %), které vSak zustava
stale neakceptovatelné nizké. Aplikaci intracytoplazmatické injekce
Ize v téchto pripadech dosahnout stejného nebo dokonce o néco
vyssiho procenta fertilizovanych oocytti (71 %), nez je tomu v kon-
trolni skupiné IVF pacientek, kde andrologicky faktor neni pritomen
(65 %). Tyto vysledky zietelné dokumentuje graf 11.

Aplikace ICSI pfi nevysvétlitelném selhani fertilizace ve standard-
nim IVF programu umoznuje dosahnout vysledkti plné€ srovnatel-
nych s kontrolnim souborem. Vysledky u této skupiny Zen jsou
uvedeny v tab. 10.

Vysledky standardni IVF metodiky u parti s imunologickou ste-
rilitou a vyznam ICSI u imunologické sterility s nizkou fertilizaci ¢i
jejim selhanim ukazuje tab. 11. Pozornost zaslouzi zejména ty pary,
u nichz ve 29 standardnich IVF cyklech fertilizovalo pouze 14 ze
122 ziskanych oocyttl a nedoslo k zadnému téhotenstvi. Po aplikaci
ICSI se procento fertilizace zvysilo na 51,9 % a dosahli jsme 23,1 %
klinickych téhotenstvi.

fertilizace
80 %
70 %
71
60 %
50 %
40 %
30 % 37
20 % 27
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metoda
0 T T T
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Graf 11. Usp&snost fertilizace pfi zévazném andrologickém faktoru
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Tab. 10. Vysledky ICSI u pard s idiopatickym selhdnim fertilizace ve standardnim IVF
programu

Lééba| Poéet | Oocyty | Fertil. Deg. ET Embrya| Kryo Grav.
cykld (%) (%) (%) (%) (%)

IVF 12 11 2(1,8) - 2(16,7) 2 N -

ICSI 12 106 74 (69,8) 118 (16,7) | 11 (91,7) 44 4 (33,3) | 3(25,0)

Tab. 11. Vyznam ICSI pfi imunologické sterilité

Soubor Poéet cyklo Fertilizace (%) | Téhotenstvi (%)
Standardni IVF 24 238/111 (46,6) 9 (37,5)
Selhdni fertilizace (pfed ICSI) 29 122/14 (11,4) 0
ICSIIU'pc'm‘) st.pFedchozim 13 102/53 (51,9) 3(231)
selhanim fertilizace

Na zakladé vySe uvedenych zkuSenosti a vysledkti indikujeme
intracytoplazmatickou injekci v nasledujicich pripadech:
e andrologické indikace ICSI:

— oligoastenoteratospermia gravis (ICSI s ejakulovanymi sper-

miemi),

— azoospermie — obstrukéni (MESA, event. TESE);

— neobstrukéni (TESE);

e neandrologické indikace ICSI:

— idiopatické selhani fertilizace pfi standardni IVF;

— selhani fertilizace pfi standardni IVF u part s imunologicky

podminénou sterilitou.

Aplikace intracytoplazmatické injekce spermie znamenala skutec-
ny prevrat v pristupu k andrologicky podminéné sterilité3® a ICSI
vzhledem ke své vysoké efektivité prakticky nahradila vsechny starsi
terapeutické postupy.®® Nékteri autofi navrhovali pouzit ICSI ru-
tinné pro fertilizaci vSech oocytt1 v programu IVF v predstavé, Ze
ICSI s kvalitnimi spermiemi jesté dale zvysi efektivitu této meto-
dy.®¥ Sam Hamberger®® vsak na zakladé vlastnich vysledkt uzavi-
ra, ze na souc¢asném stupni vyvoje a poznani je pouziti ICSI opravneé-
né pouze v jasneé indikovanych pfipadech. Tento zavér jednozna¢né
podporuje i prace Aboulghara,® ktery aplikoval ICSI u 58 pacien-
tek s Cisté tubarni sterilitou a dalSich 58 Zen s tubarni sterilitou
lécenych standardni metodou IVF tvofilo kontrolni skupinu.

Ve skupiné se standardni IVF dosahl fertilizace oocytu v 64,8 %
a 31 % klinickych téhotenstvi na cyklus. Po ICSI fertilizovalo 70 %
oocytt a uspésnost byla 32,8 % klinickych téhotenstvi. V zadném
ze sledovanych parametrti nebyl mezi obéma skupinami prokazan
statisticky rozdil. ICSI vSak bylo provedeno ze 748 ziskanych oocy-
ta pouze u 572 oocytt v metafazi II, a tudiz fertilizace na ziskany
oocyt byla signifikantné vyssi po standardni IVF nez po ICSI. Je
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mozné, Ze oocyty v metafazi I ponechané v programu standardni
IVF v kultivaci mohou dosahnout metafaze II a byt oplozeny, za-
timco v programu ICSI jsou vyfazovany.

Intracytoplazmaticka injekce spermie je mimoradné cenna me-
toda predstavujici kvalitativni pfinos pro celou asistovanou repro-
dukci a andrologicky podminénou sterilitu predevsim, ma vSak jako
jedna z metod bunééné chirurgie své definovatelné indikace, jez by
meély byt dodrzovany.

4.3.3. Kryokonzervace embryi po ICSI

Vysoka efektivita ICSI vedla zahy k nutnosti kryokonzervace »nadpo-
¢etnych« embryi. Skupina kolem Van Steirteghema® porovnala vy-
sledky kryokonzervace embryi po ICSI (1171 embryi zamrazeno, 413
rozmrazeno) a po standardni IVF (2495 zamrazeno, 969 rozmrazeno).

Vysledky byly naprosto srovnatelné jak poétem transferovanych
embryi (52 % po ICSI, 51 % po IVF), tak pozitivitou f-hCG (22 % po
ICSI, 15 % po IVF) i po¢tem klinickych téhotenstvi (13 % po ICSI,
11 % po IVF). Pouze ve skupiné po ICSI bylo zaznamenano vé&tsi
procento preklinickych potrata (49 %) oproti standardni IVF (27 %).

4.3.4. Téhotenstvi po ICSI

Od samého pocatku pouziti této metodiky byla vénovana mimoradna
pozornost takto dosazenym téhotenstvim a sledovani, zda neni zvy-
Seno riziko vrozenych vyvojovych vad. Bonduelle v roce 1994 pub-
likovala vysledky vySetreni 55 déti narozenych po SUZI a ICSI, aniz
prokazala jakékoli zvySené riziko abnormalit. Stejna autorka v roce
1995 uverejnila studii srovnavajici vysledky vySetreni 130 déti po
ICSI a 130 déti po standardni IVF. Ani v této praci nebylo prokaza-
no jakékoli riziko spojené s ICSI oproti normalni populaci a détem
narozenym po standardni IVF. Posledni prace autorky hodnoti jiz
1160 déti po ICSI. V zavéru udava, Ze riziko porodu malformované-
ho plodu po ICSI je extrémné nizké. Vzhledem k samotnému me-
chanismu ICSI, ktery obchazi prirozenou selekci spermii pri proce-
su fertilizace, je obligatni vySetfeni metodami prenatalni diagnosti-
ky u téchto téhotenstvi plné indikovano a sledovani takto pocatych
déti musi dale pokracovat.
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4.4. Genetické aspekty ICSI

Pomoci intracytoplazmatické injekce spermie lze dosahnout jesteé
nedavno neptredstavitelné vysoké procento fertilizovanych oocytu.
Touto metodikou se vSak obejdou prirozené mechanismy selekce
spermie pii fertilizaci a skute¢na pric¢ina sterility se tak dostava do
pozadi.

Chromosomalni aberace a abnormality predstavuji ¢astou pricinu
andrologické sterility, pficemz incidence pozitivnich nalezi stoupa
v zavislosti na stupni poruchy spermiogeneze.!'*® Podle Nielsena
Ize pri kompletni azoospermii ocekavat chromosomalni aberaci
v 15,2 %, pricemz v 91,3 % se jednalo o poruchu gonosomu
av 8,7 % o poruchu autosomu. Nejcastéjsim nalezem aberace gono-
somu byl karyotyp 47,XXY v 82,5 %. Ve skupin€ muzu s oligospermii
pod 20 mil./ml byla incidence chromosomalnich aberaci 3,6 %,
pricemz ve 21,1 % se podilely na poruSe gonosomy a v 78,9 %
autosomy. Pfi normospermii byla incidence chromosomalnich po-
ruch 0,7 %, na kterych se gonosomy podilely 14, 3 % a autosomy
85,7 %. Pri porusSe autosomu 1ze v 60 % ocekavat numerickou od-
chylku a ve 40 % strukturalni aberaci.!?”

Dalsi moznou geneticky podminénou pri¢inou andrologické ste-
rility jsou abnormality na urovni DNA. Y-chromosom obsahuje asi
2 % vSech lidskych genu. Distalni ¢ast kratkého raménka zaujima
tzv. pseudoautosomalni oblast (PAR), jeho proximalni ¢ast tzv. sex
determinig region Y-chromosomu (SRY). Proximalni ¢ast dlouhého
raménka nese tzv. azoospermic factor (AZF) a jeho distalni ¢ast
tzv. heterochromatinovou oblast. Vogt ve své praci jasné ukazal, ze
naruseni AZF vede k poruse spermiogeneze na ruznych stupnich. @29
Predpoklada se, Ze u 5-20 % muz( s non-obstrukéni azoospermii
nebo tézkou oligospermii 1ze nalézt poruchu v AZF oblasti Y-chro-
mosomu.

Velmi zavaznym stavem je andrologicka sterilita v souvislosti
s genem cystickeé fibrézy. Cysticka fibréza (CF) je geneticky podmi-
néné onemocnéni charakterizované abnormalni sekreci exokrin-
nich Zlaz. Nejcast€jsi klinickou manifestaci pfedstavuje chronicka
obstrukéni chroroba bronchopulmonalni a exokrinni insuficience
pankreatu. Cysticka fibréza je diagnostikovana jednou na kazdych
2500 porodt1 u bilé rasy v Severni Americe a v Evropé, na kazdych
17 000 porodu u Afroameri¢ant a na 90 000 porodu asijské popu-
lace.®” Vsichni muzi s CF maji oboustrannou vrozenou aplazii vas
deferens (CBAVD), pricemZz CBAVD je pri¢inou andrologické steri-
lity asi v 1,4 % a pti kompletni azoospermii v 6,1 %.14%152 Gen pro
cystickou fibrézu (cystic fibrosis transmembrane conductance re-
gulator gene — CFTR) je lokalizovan na dlouhém raménku 7. chro-
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mosomu a urcuje syntézu proteinu sestavajiciho ze 1480 amino-
kyselin, ktery je odpovédny za transport chloridovych iontti pres
membranu epitelovych bunék. Vétsina muztt s CBAVD ma testes
normalni velikosti a normalni hodnoty FSH, LH a testosteronu.

4.5. Metodika ICSI

4.5.1. Priprava spermii

Cilem preparace spermii pro ICSI je ziskat alespon takovy pocet vi-
talnich spermii, aby bylo mozno provést intracytoplazmatickou in-
jekci spermie do vSech ziskanych oocyttl. Z nékolika moznych zpu-
sobll preparace spermii pro ICSI nelze jednozna¢né oznacit jediny,
ktery by zarucoval optimalni (nejvyssi) procento fertilizace. Navic
vysledek ICSI neni jednoznac¢né zavisly na zvoleném zptisobu zpra-
covani spermii, napf. pouzitim pentoxifylinu l1ze zvysit pocet ziska-
nych pohyblivych spermii, z nichz i ty s horsi kvalitou pohybu jsou
Zivé, nesou haploidni genetickou informaci a splnuji tak podminky
pouzitelnosti pro ICSI. Obecné fec¢eno, technika pripravy by méla
byt takova, aby pfi zpracovani vzorkt s extrémné nizkym poctem
spermii byl ziskan co nejvétsi pocet gamet, ale zaroven prfitom ne-
doslo k poruseni bunéc¢né integrity. Zpracovavany vzorek by proto
nemél byt centrifugovan pri vice nez 300 G a v mnoha pripadech
se vzhledem k velmi malym poc¢tiim spermii nehodi ani ¢asto pou-
Zivany swim-up. Ani percollovy gradient nelze vyuzit vzdy, navic je
zde nutno promyt ziskané spermie od zbytkt1 Percollu, aby se pri
ICSI nedostaly spolu se spermii do cytoplazmy oocytu.

® Kombinovana separace spermii

V nasi laboratori se osvéd¢ila metoda separace spermii, pri které
jsou gamety nejprve centrifugovany v percollovém gradientu (40 %,
80 %, 200 g, 15 min) a poté promyty médiem (5 min, 200 g). Po
odstranéni supernatantu se peleta velmi opatrné prevrstvi malym
objemem média (2-3 mm vysoky sloupec) a spermie se pri teploté
37 °C a 5% CO,nechaji vycestovavat priblizné 1 h. Jedna se vlastné
o ponékud modifikovany swim-up. Takto ziskané spermie jsou pro-
sty vSech primési (leukocytu, epitelii, event. mikrobialniho naplavu
ap.), které se nepodarilo odstranit opakovanymi centrifugacemi. Spe-
cialné pro tento ucel vytazenou uzkou Pasteurovou pipetou se od-
tahne vrstvicka média tésné nad peletkou a umisti se do predem
pripravené kapky PVP kryté parafinovym olejem. Timto postupem
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se sice zredukuje pocet spermii, ale ziskame Zzivé, vice ¢i méné po-
hyblivé gamety, které jsou vhodné pro ICSI.

H Priprava epididymalnich a testikularnich spermii

Jestlize ejakulat neobsahuje Zzadné motilni spermie, je tfeba prikrocit
k mikrochirurgické aspiraci obsahu epididymis (microsurgical epi-
didymal sperm aspiration — MESA). Punktat, tj. roztok média a epi-
didymalnich komponent (spermie, ¢asto erytrocyty a dalsi bunky,
mikroorganismy), se podvrstvi pod parafinovy olej a prida se dalsi
kapka média (na okraj kapky punktatu). Ve standardnich podmin-
kach (teplota 37 °C a 5% CO,) se spermie nechaji vycestovat na okraj
kapky. Nejsou-li z epididymis ziskany zadné spermie, je tfeba pro-
vést extrakci spermii primo z testikularni tkané (testicular sperm
extraction — TESE). Identifikace a separace testikularnich spermii
je slozita. Pri TESE se odeberou semenotvorné kanalky, které v op-
timalnim pripadé obsahuji nejen na Sertoliho bunky vazané, ale
i volné spermie. Po omyti velkym objemem média (odstranéni krve
po biopsii) a mechanickém otevieni kanalku se jejich obsah dale roz-
preparovava na malé kousky a pomoci mikropipety prenese do ka-
pek média a kultivuje pod parafinovym olejem cca 2 h ve standard-
nich podminkach. Je dulezité, aby v kapce nebylo pfiliS§ mnoho
bunék, protoze by se velmi znesnadnil pohyb spermii. Béhem této
doby ziskaji nékteré spermie progresivni pohyb a migruji na perifé-
rii kapky. V nékterych pripadech se vSak spermie pohybuji velmi
Spatné nebo se nepohybuji viibec. Takové spermie se potom aspi-
ruji z »kultiva¢nich« kapek mikroinjekéni pipetou primo do PVP.
K problematice mikrochirurgického odbéru spermii je tfeba do-
dat dveé zakladni pravidla. Za prvé, pacient, ktery ma podstoupit
MESA, event. TESE, by mél vzdy pred vlastnim opera¢nim vyko-
nem odevzdat do laboratore ejakulat a k MESA ¢i TESE je tfeba
pristoupit teprve tehdy, az je zcela jednoznacné, Ze z ejakulatu nelze
ziskat zadné pouzitelné spermie. Za druhé — ani opakované testi-
kularni biopsie nedavaji vzhledem ke svému fokalnimu charakteru
vycerpavajici informaci o rezidualni spermatogenezi.

4.5.2. Priprava oocytu

Cumulus oophorus i corona radiata museji byt pred ICSI komplet-
né odstranény. Oocyto-kumularni komplex se bezprostiedné po
odbéru kratce kultivuje (30 s) v roztoku média a hyaluronidazy
(koncentrace 80 IU/ml). Enzymaticky naruSené vajecné obaly se
potom mechanicky odstrani opakovanym nasavanim do Pasteuro-
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vy pipety o pruméru témér srovnatelném s velikosti oocytu (cca
150 pm). Protoze lidské oocyty jsou rezistentni k vétSiné parteno-
genetickych aktivac¢nich stimuld, je velmi nepravdépodobné, ze by
manipulace spojené s odstranovanim kumularnich a koronarnich
bunék vedly k predéasné indukci oocytarni aktivace. Mechanicka
¢ast odstranovani vajecnych obaltl se musi provadét dostatecné
jemné, aby nedoslo k poSkozeni zona pellucida oocytt. Obaly je
treba odstranit zcela, protoze zbytky corona radiata, které zusta-
nou prichyceny k zona pellucida, by mohly deformovat oocyt, a tim
narusit jeho dalsi vyvoj. Béhem denudace oocytti se kontroluje
pritomnost 1. pélového téliska, tj. dosazeni metafaze II, a even-
tualni dalsi abnormality v morfologii oocytli (nehomogenita cyto-
plazmy, tmavé oblasti v cytoplazmé nebo tmava zona pellucida ¢i
oolemma »bulls eye«, vakuoly ap.), jeZ by mohly negativné ovlivnit
schopnost fertilizace a kvalitu embryi.

4.5.3. Priprava mikropipet

V soucasné dobe je jiZ mozné se rozhodnout, zda si bude pracovis-
té mikropipety pro mikromanipulace pripravovat samo nebo je za-
koupi jiz hotové. V nasi laboratofi jsme dali pfednost pripravé vlast-
nich kapilar.

Mikroinjekéni pipety vyrabime z kapilar Drummond (Drummond
Scientific Company, USA). Kapilary opracovavame na prfistrojich
Narishige. Kapilary nejprve umyjeme v ultrazvukové lazni a po opa-
kovaném promyti redestilovanou vodou peclivé vysusime. Prvnim
krokem opracovani kapilary je jeji vytazeni na »Micropipette Puller«
PB-7. Nasleduje zbrouSeni hrotu pomoci »Microgrinder« EG-40.
Brousime hroty se sklonem 40 stupnt a velikosti otvoru 7-10 pm,
abychom postihli eventualni morfologické odliSnosti hlavicek sper-
mii. Kone¢nou upravou je tepelné opracovani hrotu a ohnuti pipety
na »Microforge« MF-90 (dhel cca 10°).

Ve vlastni laboratofi si pfipravujeme i fixaéni a denudac¢ni pipety.
Kapilary se umyji stejné jako ty, ze kterych se zhotovuji mikroin-
jekeni pipety. Po vytazeni se zalomi kolmo na podélnou osu a podle
velikosti otvoru se rozdéli na fixa¢ni a denudacni. Rez se potom
vice ¢i méné opracuje teplem na »Microforge« a fixaéni pipety se
zahnou (cca 10° vzhledem k podkladu).

4.5.4. Pristrojové vybaveni pro mikromanipulace

Zakladem je vhodny inverzni mikroskop, v naSem pfipadé IX70
Olympus s Hoffmannovym modula¢nim kontrastem. Mikromani-
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pulatory Narishige — MNN-1 (Three Dimensional Micromanipula-
tor) a MMO-202D (Hanging Joystick Hydraulic Micromanipulator)
jsou umistény po obou stranach mikroskopu. Systém je doplnén
na levé strané (embryologové pracujici v laboratofi jsou pravaci)
»hrub&im« mikroinjektorem IM-5B (Narishige), kterym se kontrolu-
je podtlak fixaéni mikropipety. Na pravé strané je mikroinjektor
IM-6 (Narishige) urceny k injekcim spermii. Nepostradatelnou sou-
¢asti tohoto komplexu je vyhfivany stolek HT 200, ktery se po
kompletaci stava soucasti mikroskopu a zarucuje konstantni tep-
lotu pracovniho prostoru.

Pro zdarnou praci je velmi dutilezité sestaveni celého systému,
peclivé naplnéni mikroinjektort mineralnim olejem a odstranéni
vSech vzduchovych bublin.

4.5.5. Mikromanipulace

VSechny mikromanipualce se provadéji v kapkach média obsahu-
jiciho HEPES k udrzeni stalého pH i na vzduchu. Kapky jsou umis-
tény na vnitini strané vicka Petriho misky a prevrstveny parafino-
vym olejem vyhfatym na 37 °C. Spolu s kapkami jsou v misce i kap-
ky polyvinilpyrolidonu (PVP), do nichZ se prida maly objem suspenze
spermii. PVP umoznuje diky své vysoké viskozité velmi dobrou kon-
trolu pohybu spermie a posléze cytoplazmy v mikroinjekéni pipeté
a selekci vhodné spermie.

Rychlost vlastniho provedeni zavisi na zkuSenosti a manualni
zrucnosti embryologa, na kvalité spermii a na eventualnim obsahu
detritu ¢i jiného znecisténi suspenze PVP a spermii. Obtizné byva
provedeni ICSI predevsim po MESA ¢i TESE.

B Selekce spermii

Pro rozhodnuti, kterou spermii injikovat, je dulezité zohlednit pua-
vod spermie. U ejakulovanych spermii je vyhodnéjsi aplikovat ra-
dé&ji morfologicky ponékud odliSnou spermii neZ spermii zcela ne-
pohyblivou, u které Ize jen velmi téZzko urcit, zda jiz neni mrtva.
Spermie ziskané pri MESA ¢i TESE jsou vSak velmi ¢asto nepohyb-
livé z dtivodu nezralosti, a neni-li jina moznost, mohou byt injiko-
vany.

Ve spojitosti s ICSI vSak stale ztistava oteviena otazka vybéru
r»optimalni« a »geneticky zdravé« spermie. Vzhledem k tomu, Ze zatim
neexistuje moznost selekce »zdravé« spermie podle jeji morfologie
¢i pohybu, je injikovana takova spermie, ktera se vSemi parametry
nejvice priblizuje norme.
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m Priprava spermie pred injekci

Vybrana vhodna spermie se mechanicky imobilizuje opakovanymi
dotyky injeké¢ni jehly na stredni ¢ast bic¢iku. Tento dotyk staci
k ¢astecnému poskozeni plazmatické membrany spermie, které je
podstatné pro dekondenzaci jadra spermie v oocytu a také vede
k uvolnéni SAOAF (sperm-associated oocyte activating factor), lat-
ky zodpovédné za aktivaci oocytu po praniku spermie do jeho cyto-
plazmy. Mechanické zhmozdéni bi¢iku spermie je nutné i u zcela
nepohyblivych spermii. Takto pfipravena spermie se potom aspiruje
bicikem napred do injekcni pipety. Nékolikerym opakovanym posu-
nem spermie v pipeté se oveéri, ze se neprilepila na jeji vnitfni sté-
nu. Poté se injek¢ni pipeta pfesune do kapky média s jiz predem
denudovanym a zkontrolovanym oocytem. Zde se oocyt pomoci fi-
xacni pipety zachyti tak, ze polové télisko je v postaveni »12« nebo
»6¢«. Injekéni pipeta se potom umisti presné proti fixaéni pipeté
(v poloze »3«) a posunem nahoru ¢i dolt je dosaZena rovina. Jediné
toto usporadani umoznuje fadnou injekci spermie bez poruseni dé-
liciho vieténka oocytu.

H Injekce spermie

Po dotyku zona pellucida injekéni pipetou je spermie posunuta tésné
k okraji injekéni pipety. Tim se minimalizuje objem PVP, ktery se
dostane do oocytu. Mikroinjekéni pipeta se potom pomalu a opatr-
né vsune dostateé¢né hluboko do oocytu pfi souc¢asném vchlipeni
vitelinni membrany dovnitf. Opatrnym nasatim cytoplazmy do pi-
pety je verifikovana penetrace membrany, a tim se zaruci, Ze po
vypuzeni spermie z pipety se tato dostane skute¢né do nitra oocy-
tu a nikoli pouze do perivitelinniho prostoru. Obé operace, tj. aspi-
race i zpétna injekce cytoplazmy a spermie, se musi provadét do-
statecné jemné€, aby nedoSlo k zavaznému poSkozeni oocytu, které
by vedlo k jeho degeneraci nebo abnormalnimu vyvoji. Injikované
oocyty se po opakovaném promyti od manipulacniho média dale
kultivuji ve standardnich podminkach obvyklych v nasi laboratori.

4.5.6. Kontrola oplozeni

Na zakladé znamych fakti mtizeme rici, Ze dalsi vyvoj oocytll po
ICSI je shodny s vyvojem ostatnich oocyttl v IVF programu. Oplozeni
(tj. pritomnost prvojader a druhého pélového téliska) se hodnoti cca
16-18 h po ICSI. Dale se kultivuji a posléze transferuji jen oocyty
radné oplozené.
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4.6. Vysledky

Intracytoplazmaticka injekce spermie je mimoradné slozity postup
vyzadujici nejen zru¢nost a rutinu embryologa pfi vlastnim vykonu,
ale i nezbytné technické »know-how« jak pri pripravé gamet pred
ICSI, tak i pri technické pripravé vlastniho mikromanipulatoru a mi-
kropipet a v neposledni fadé i optimalni materialové vybaveni (in-
verzni mikroskop s Hoffmannovym modulaénim kontrastem, mikro-
manipulatory Narishige s joystiky). Vysledky dosaZené v nasi labora-
tori dokumentuje tab. 12.

Nelze-li ziskat z ejakulatu zadné spermie ani pro ICSI (kompletni
azoospermie), 1ze pristoupit k mikrochirurgickému odbéru epididy-
malnich spermii (MESA), event. pfi neuspéchu pokracovat extrakci
spermii primo z rete testis po bioptickém odbéru (TESE).

Tab. 13 ukazuje sumarni vysledky s pouzitim epididymalnich
a testikularnich spermii, v tab. 14 a 15 jsou samostatné uvedeny
vysledky pro epididymalni a testikularni spermie.

MESA a TESE jsme indikovali pfi nalezu kompletni azoosper-
mie v ejakulatu. Pri praci s ejakulovanymi spermiemi byl po labo-
ratorni upraveé primérny celkovy pocet spermii, které byly k dis-
pozici pro ICSI, 250 000 (0,25 mil.).

Od roku 1994 jsme jako prvni v Ceské republice zavedli systém
tzv. transportni IVF. Stimulaci ovarii a odbér oocytti provadi spolu-

Tab. 12. Vysledky ICSI v obdobi 1. 1.-31. 12. 1996

Poéet pac. | Oocyty | Fertil. (%) | Deg. (%) | ET (%) | Embrya | Kryo (%) | Grav. (%)
174 1358 966 (71,1) | 161 (11,8) [162 (93,1) 585 43 (24,7) | 40 (24,7)

Tab. 13. Vysledky ICSI s pouzitim epididymdlnich a testikularnich spermii (MESA,

IPoXet pac. | Oocyty | Fertil. (%) | Deg. (%) | ET (%) [Embrya|Kryo (%) | Grav. (%)
12 132 | 58 (439) | 13(9.3) | 9(75) 36 3(25) | 3(333)

Tab. 14. Vysledky ICSI s pouZitim epididymdlnich spermii (MESA)

Poéet pac. | Oocyty | Fertil. (%) | Deg. (%) | ET (%) |Embrya | Kryo (%) | Grav. (%)
7 75 51 (68) 8 (10,7) | 6 (85,7) 24 2 (28,6) 2 (33,3)

Tab. 15. Vysledky ICSI s pouzitim testikularnich spermii (TESE)

Poéet pac. | Oocyty | Fertil. (%) | Deg. (%) | ET (%) | Embrya | Kryo (%) | Grav. (%)
3 56 18 (321) | 5(89) | 3(60)* 12 1(20) | 1(33.3)

*)U dvou pacientek z péti nebyly v bioptickému materidlu nalezeny 2&dné spermie, u vsech tfi zbylych pacientek byla
ziskdna embrya a proveden embryotransfer.
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pracujici gynekologické pracovisté, ziskané folikularni tekutiny jsou
potom transportovany do centralni IVF laboratore, kde jsou identi-
fikovany jednotlivé oocyty a kde probiha laboratorni faze lécby
a transfer embryi do délohy. Smyslem tohoto usporadani IVF pro-
gramu je zainteresovat vice lékait do celého 1é¢ebného procesu, pri-
blizit celou »high-tech« terapii pracovisti a 1ékari, na kterého je pa-
cientka zvykla, a pritom racionalné koncentrovat naroéné materia-
lové vybaveni, zkuSenosti a embryologické »know-how« tak, aby
pacientim byly zaruéeny optimalni vysledky a dostupnost posky-
tované péce, platci potom maximalné racionalni vyuziti poskytova-
nych finan¢nich prostredku.

Vzhledem ke stale nartistajicimu poc¢tu neplodnych parti z di-
vodu snizené plodnosti muze jsme pfistoupili i k provadéni ICSI u
oocytll z transportniho programu. Vysledky 46 transportnich IVF-
ICSI cyklt jsou uvedeny v tab. 16.

U parti v transportnim ICSI programu, kdy intracytoplazmatic-
kou injekci indikoval odesilajici 1ékaf a tato indikace byla respek-
tovana, byl po laboratorni tpravé prumérny celkovy pocet spermii,
které byly k dispozici pro ICSI, 2 080 000 (2,08 mil.).

V roce 1996 bylo v programu IVF oplozeno 58,1 % vSech ziskanych
oocytl a efektivita terapie vykazovala 24,1 % klinickych té€hotenstvi
na cyklus s transferem alespon jednoho embrya. Pri ICSI bylo témér
ve vSech sledovanych kategoriich dosazeno vyssiho procenta fertili-
zace nez ve standardnim IVF programu, coz v souvislosti se za-
vaznosti oSetfovanych pripadll (donedavna terapeuticky zcela nepii-
stupnych) nepochybné svéd¢i o mimoradnych moznostech, které
tato metodika nabizi. Na druhé strané se na tomto faktu nepo-
chybné podili i to, Ze metodika ICSI umoznuje dokonale posoudit
kvalitu oSetrfovanych oocyttl a abnormalni oocyty jsou z programu
vyrazeny. Jedinou skupinou, kde je procento fertilizace signifikantné
nizsi oproti kontrolni skupiné parti ve standardnim IVF programu,
jsou nejzavaznéjsi pripady andrologické sterility, u kterych je nutno
ICSI provadét se spermiemi ziskanymi z testikularni tkané. Pokud
se vSak podari timto zptisobem spermie ziskat a pripravit je pro
ICSI, 1ze i zde v naprosté vétsine pripadu ocekavat, Ze bude proveden
embryotransfer s velmi dobrou nadé&ji na dosaZeni téhotenstvi. Jeli-
koz partnerky téchto muzt jsou vétSinou gynekologicky bez jakych-
koli problémt a jejich plodnost neni naruSena, kompenzuje zfejmeé
tato skute¢nost handicap naro¢ného terapeutického postupu a vy-
hlidky na uspéch jsou velmi dobré.

Tab. 16. Vysledky ICSI v transportnim programu

Poéet pac. | Oocyty | Fertil. (%) | Deg. (%) | ET (%) |Embrya | Kryo (%) | Grav. (%)
46 360 260 (72,2) | 37 (10,3) | 45 (97,8) 162 15(32,6) | 2(19,5)
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Jak jsme jiz dfive prokazali v programu transportni IVF, ani déle
trvajici prevoz oocytt1 pii adekvatnim zachazeni neovlivituje dosahované
vysledky. Neni proto pifekvapenim, Ze i vysledky ICSI (fertilizace 72,2 %,
embryotransfer v 97,8 % cykl, kryokonzervace nadpocetnych embryi
ve 32,6 % cyklll) jsou v této skupiné srovnatelné s vysledky téch paru,
jejichz oocyty byly bezprostifedné osetreny v nasi embryologické labo-
ratofi. O néco niZsi procento dosazZenych te€hotenstvi (19,5 %/ET) 1ze
zfejmeé vysvétlit tim, Ze primérné parametry spermiogramu byly u téch-
to parti signifikantné lepsi a Ze se ziejmeé ve vy$$im procentu na sterilité
paru spoluii¢astnil i jiny (gynekologicky) faktor, ktery negativné ovliv-
noval implantaci pfenesenych embryi.

Intracytoplazmaticka injekce spermie umoznuje dosahnout stan-
dardné vysokého procenta fertilizace i u téch para, u kterych na
zakladé poruchy interakce gamet nedochazi opakované k oplozeni
oocytti ani v kontrolovanych podminkach embryologické laboratore

Obr. 5. Aspirace spermie do mikropipety pred ICSI

Obr. 6. Fixace oocytu »holding« mikropipetou pied ICSI, pélové t&lisko u &. 6
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Obr. 7. Hrot injekéni mikropipety tésné pfed prinikem do cytoplazmy oocytu

Obr. 8. Deformace pruzné oolemy pted prinikem hrotu mikropipety do cytoplazmy

Obr. 9. Injekce spermie do ooplazmy




54 Mimotélni oplodnéni

(at je pricina této poruchy imunologického ptivodu nebo nasimi
dnesnimi vySetfovacimi metodami zatim nezjistitelnd). Navic je zfej-
mé, Ze dojde-li k fertilizaci a pfenosu embryi, vlastni implantace jiz
neni naruSena a lze ocekavat vysledky nejméné tak dobré, jako
v kontrolnim souboru.

Dostupna literatura a souborné zkusSenosti renomovanych pra-
covist neprokazaly zvySené riziko vrozenych vyvojovych vad ¢&i jinych
abnormalit u takto pocatych déti. Pfesto u vSech nasich téhotnych
po ICSI indikujeme vySetfeni metodami prenatalni diagnostiky
a doposud jsme nezaznamenali ani jeden zachyt abnormalniho ka-
ryotypu plodu.

4.7. Zaveéry

e Diky rozvoji metod asistované reprodukce dnes patfi nedavno
jesteé prakticky nelécitelné stavy andrologcké sterility mezi pfipady
s mimoradné dobrymi vyhlidkami na uspéch terapie.

e Intracytoplazmaticka injekce spermie prekrocila problematiku ne-
jasné etiopatogeneze a neuspésné kauzalni terapie. DalSi rozvoj
andrologie vSak vyzaduje navrat k této problematice.

e Azoospermie jiZ neni jasnou indikaci pro pouziti spermii darce.
Aspirace epididymalnich spermii ¢i extrakce testikularnich sper-
mii dava stejnou nadéji na t€hotenstvi jako ICSI s pouzitim eja-
kulovanych spermii. Ani vysoka efektivita ICSI by vSak neméla
byt pric¢inou mensi snahy o exaktni stanoveni pric¢iny azoosper-
mie, predevSim se zfetelem na genetické aspekty. Navic pripady
obstrukéni azoospermie maji mnohem vyssi nadéji na tiispéch nez
neobstrukéni, a diagnoéza je proto dulezita pro rozhodovani o dal-
Sim postupu terapie.

e Standardni uspéSnost transportniho IVF programu se potvrdila
i v transportnim IVF-ICSI programu. Samotny transport gamet
neovlivihuje dosazené vysledky, kritickymi se pro vysledky trans-
portniho ICSI programu zdaji dalsi (gynekologické) faktory sterility.

e Kromé nejzavaznéjsich pfipadt andrologicky podminéné sterili-
ty paru existuji i neandrologické indikace ICSI. Je to opakované
idiopatické selhani fertilizace oocytt ve standardnim programu
sterility.

e Intracytoplazmaticka injekce spermie je postup, ktery vyznamné
eliminuje nutnost pouziti spermii darce pri andrologicky podmi-
néné sterilité a téméf vSem postiZenym partim dava nadéji dosah-
nout téhotenstvi a porodu geneticky vlastniho ditéte.
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5. SELEKCE EMBRYI PRO
TRANSFER (PRODLOUZENA
KULTIVACE EMBRY])

I pres rozsahly vyzkum poskytuji bézna komer¢éni média subopti-
malni podminky pro vyvoj embryi projevujici se jejich pomalejSim
rustem in vitro nez in vivo.?%9 Pfi pouziti rznych pfisné kontro-
lovanych meédii pouze 17-25 % »nadpocetnych« embryi dosahlo po
pétidenni kultivaci stadia blastocysty.144¢ Naproti tomu po 48ho-
dinové kultivaci dosahne 60-70 % inseminovanych oocytt1 stadia
4-6 bunécného embrya a pfi jejich pfenosu v tomto stadiu je dosa-
hovano téhotenstvi v 15-20 %.229 Pfi fertilizaci in vivo se embryo
transportuje do délohy ve stadiu kavitujici blastocysty ¢tvrty az paty
den po fertilizaci. Embrya transferovana do délohy za obvyklych 48 h
po inseminaci se dostavaji do délozni dutiny minimalné o dva dny
drive a mohou degenerovat jesté pred implantaci. K selhani implan-
tace muze prispivat i chybéni ¢asnych embryonalnich signalt. Za
hlavni pricinu se vSak povazuje nedostatek kritickych rtstovych
faktora produkovanych za normalnich okolnosti bunikami repro-
dukéniho ustroji nebo jejich priliSné naredéni v kultivaénim médiu,
jsou-li produkovany samotnymi embryi. Témito mechanismy pak
mohou autokrinni a parakrinni faktory regulovat vyvoj a diferenci-
aci preimplanta¢niho embrya.

Kontrola rustu a diferenciace savéi embryogeneze je regulovana
rastovymi faktory embryondlniho ¢ matefského puvodu. Rada
autort prokazala pri pouziti odliSnych technik produkeci rastovych
faktortr savéimi embryi.422%2 Naproti tomu pfidani rastovych fak-
tortt do chemicky pfesné definovanych médii urychlilo rast my-
§ich embryi i zrani a fertilizaci mys8ich oocytu in vitro.?23V

Dutkazem vyznamu rtstovych faktorti pro vyvoj embrya je pru-
kaz specifickych receptorti na kultivovanych embryich. Inzulinové
receptory se objevuji po dosazeni osmibunééného stadia soucasné
s pfechodem z pyruvatu na glukézu jako hlavni zdroj energie bu-
nécéného metabolismu. %9

Jednou z moznosti, jak optimalizovat kultiva¢ni prostredi, je
pouziti podptirnych bunéénych systému (kokultivace). Tyto pomoc-
né bunky bud uvolnuji do prostfedi rtastové faktory, a/nebo ab-
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sorbuji toxiny negativné ovlivahujici embryonalni vyvoj. Vysledky
1écby sterility pfi tubarnich transferech at jiz gamet (GIFT) ¢i em-
bryi (TET) jsou podle udaju fady pracovist lepsi nez vysledky kla-
sické IVF s uterinnim transferem embryi.®!V Jednim z moznych
vysvétleni je kratka doba pobytu preembryi v arteficialnim pro-
stfedi kultivaénich médii a jejich ¢asny transfer do vejcovodii. Sou-
¢asné embryotrofické faktory pritomné v tubarni tekutiné podpo-
ruji jejich vyvoj a rast. Kokultivace embryi se tedy snazi napodobit
podminky, které ma embryo ve fyziologickém prostiedi.'®

Bongso pouzival pro kokultivace lidské ampularni bunky a pro-
kazal morfologicky kvalitnéjsi embrya a ¢astéjsi vyvoj az do stadia
blastocysty."® Pri pouziti kokultivaénich systémti prokazal lepsi
vysledky oproti standardni kultivaci jak pri IVF, tak pri TET.

Kromé ampularnich bunék se pouzivaji i jiné bunééné linie,"®
114.224.232) gy§ak bez ohledu na jejich puvod je kvalita takto kultivova-
nych embryi vzdy vySSi oproti standardni kultivaci v samotném
médiu. Je zfejmé, Ze efekt kokultiva¢nich systémuii neni ani druhove,
ani tkanové specificky. Menezo pracuje s Vero bunikami (stabilizo-
vana heteroploidni tkanova kultura z ledvin ko¢kodana) a publikoval
castéjsi vyvoj embryi az do stadia blastocysty.!!%

Mechanismy pozitivniho efektu kokultivaci nejsou doposud jedno-
znacneé objasnény. V literature se diskutuji predevSim dva mozné
zpusoby:

e do média jsou vyluéovany specifické ¢i nespecifické riistové fak-
tory;

e bunky podpurné tkanové kultury odstranuji z média latky nega-
tivné ovliviiujici embryonalni vyvoj.

U rady zivociSnych druhti véetné clovéka byla dokumentovana
zastava rastu in vitro kultivovanych embryi v dobé aktivace em-
bryonalniho genomu. Kokultiva¢ni systémy pomahaji vétsiné sav-
¢ich embryi toto kritické stadium preklenout, resp. umoznuji se-
lekci normalné se vyvijejicich embryi.

Povzbudivé vysledky pri aplikaci kokultivaci naznacuji, Ze rus-
tové faktory produkované bunkami reprodukéniho dstroji mohou
mit velmi duilezitou ulohu pfi vyvoji a diferenciaci embrya. Pro-
dlouzeni doby kultivace navic umoznuje 1épe napodobit pfirozené
mechanismy, a tak sniZuje nebezpec¢i asynchronie mezi vyvojem
embrya a endometriem.

Metodika kokultivaci ma vSak i své nevyhody a mozna rizika.
Mezi nevyhody patii predevsim ¢asova a finanéni naro¢nost a riziko
neuskuteénéni embryotransferu z davodu zastavy ristu vSech em-
bryi. Hlavni namitkou pfi pouziti kokultivaci jsou vSak obavy
z kontaminace embrya prostfednictvim bunék podptirného mono-
layeru. Existuje sice prace dokazujici, Ze zona pellucida ptisobi
jako ochranna bariéra pred infekci baktériemi, plisnémi a vétsimi
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viry,“! avsak pouze nékteré bunécéné linie jsou povazovany za pro-
kazatelné bezpecné — jedna se zejména o Vero bunky. Pouziti ji-
nych zvirecich i lidskych bunéénych linii se povazuje za potencial-
né rizikové. DalSim problémem je udrzovani ¢isté plnohodnotné a
nekontaminované bunéc¢né linie béhem pasazovani, feSenim jsou
tkanové kultury udrzované co nejkratsi dobu.

Velmi lakavou alternativou, umoznujici dlouhodobou kultivaci
embryi stejné jako kokultivace, jsou v posledni dobé nova kom-
plexni média, napf. médium M3 (sloZzené z médii Ham F10 a F12 se
syntetickym sérem SSR2) od firmy Medicult nebo HATCH-50 firmy
Scandinavian IVF Science AB. Tak napf. Forsdahl docilil u nese-
lektovanych skupin pacientek po transferu maximalné dvou mo-
rul (po 96 h kultivaci) nebo dvou blastocyst (po 120 h kultivace) 62
%, resp. 52 % klinickych téhotenstvi na embryotransfer.®® Huis-
man kombinoval Earlovo médium a Ham F10 a docilil 50 % tého-
tenstvi po prenosu blastocyst po 120 h kultivace.”

I pres rychly vyvoj v uplynulych témeér dvaceti letech ztstava
efektivita 1é¢by sterility metodou mimotélniho oplodnéni v prameé-
ru kolem 20 %. Kokultivace a prodlouzené kultivace embryi v kom-
plexnich médiich embryi se mohou uplatnit pfedevsim u Zen s opa-
kovanym selhanim implantace ve standardnim usporadani IVF
programu a soucasné prohlubuji naSe znalosti o vyvoji a potre-
bach preimplanta¢nich embryi.

5.1. Soubory a metodika

Ve skupiné pacientek, jejichz embrya byla kokultivovana na pod-
lozni tkanové kultufe monolayeru Vero bunék, bylo 171 Zen, jejichz
embrya byla prenesena do délohy za 48 h po odbéru oocytti, a 63
Zen, jejichz embrya byla transferovana po 72 h kultivace. Kontrol-
ni skupinu predstavovalo 184 Zen s prenosem embryi po 48 h bez
kokultivace.

Ve skupiné Zen s prodlouzenou kultivaci embryi v komplexnich
syntetickych médiich HATCH a M3 bylo 188 pacientek, jejichz
embrya byla transferovana po 72 h, 164 Zen s prenosem embryi po
96 h a 166 pacientek, jejichZ embrya byla pfenesena do délohy po
120 h kultivace.

Pro kokultivace jsme pouzivali ¢tyfjamkové kultivacni nadobky
(Nunclon) a zakladni tkanova kultura Vero bunék byla udrZovana
v médiu H-199 obohaceném o 7 % bovinniho prekolostralniho séra
(Bioveta). V den odbéru oocytli byla provedena trypsinizace zakladni
tkanové kultury s pouzitim 0,05 % trypsinu a 0,02 % EDTA a pfi-
praven monolayer v médiu obohaceném 15 % inaktivovaného séra
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Obr. 10. Blastocys-
ty po 120 hodinéch
kultivace

pacientky. Po 20-24 h byly bunky zakladniho monolayeru opako-
vané promyty ¢istym médiem a do Cerstvého média obohaceného
sérem pacientky a na monolayer bunék podptrné tkanové kultury
byla pfenesena embrya. Az do transferu embryi nebylo médium
dale ménéno.

USOL jako producent tkanové kultury Vero bunék zaruéuje jejich
¢istotu co se tyka kontaminace plisnémi, baktériemi, viry a myko-
plazmaty. Za 24 h po odbéru byla po mechanickém ocisténi provede-
na kontrola inseminovanych oocyttl. Preembrya se dvéma prvojadry
a druhym pélovym téliskem byla rozdélena do dvou skupin bez
ohledu na indikaci IVF, vék pacientky a pocet pfedchozich IVF cyklt
a dale kultivovana bud v samotném médiu H-199, nebo v médiu
H-199 na podlozni tkanové kulture Vero bunék. Normalné se vyvije-
jici embrya rostouci v samotném médiu byla transferovana po 48 h
kultivace a embrya kokultivovana byla pfenesena do délohy za 48
nebo 72 h. Pocet transferovanych embryi byl omezen na nejvyse
¢tyfi a vSechna eventualni dalsi embrya byla kryokonzervovana.

U pacientek s prodlouZenou kultivaci v syntetickych médiich
byla embrya kultivovana 48 h ve standardnim IVF médiu a poté
ve ¢tyfbunécéném stadiu prenesena do média M3 nebo HATCH-50
a transferovana po 72, 96 nebo 120 h od ziskani oocytti.

Jako klinické téhotenstvi bylo hodnoceno kazdé téhotenstvi, u né-
hoz byl ultrazvukem prokazan intrauterinné gestacni vacek. Sta-
tistické hodnoceni bylo provedeno s pouzitim y-kvadrat testu.
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5.2. Vysledky

Ve sledované skupiné 171 Zen, jejichz kokultivovana embrya byla
transferovana po 48 h, jich otéhotnélo 41 (23,9 %) a nejlepSich vy-
sledkt1 s kokultivacemi jsme docilili po transferech za 72 h: 20 té-
hotenstvi u 63 Zen predstavuje uspésSnost 31,7 %. V kontrolni sku-
piné 184 Zen s kultivaci embryi ve standardnim IVF médiu a jejich
prenosu po 48 h otéhotnélo 39 pacientek (20,9 %).

Ve skupiné s pouzitim modernich komplexnich syntetickych médii
otéhotneélo 51 Zzen (27,1 %) po transferu po 72 h, 44 Zen (26,8 %) po
96 h a konec¢né 47 Zen (28,3 %) po prenosu embryi po 120 h kulti-
vace. Vysledky jsou sumarné uvedeny v tab. 17.

Tab. 17. Srovndni vysledkd IVF po standardni kultivaci a prodlouzené kultivaci po
kokultivaci s Vero burikami nebo v syntetickém komplexnim médiu

X pacientek T grav./ET %
Standard  kultivace 48 hod 184 39 20,2
Kokultivace VERO 48 hod 171 41 23,9
Kokultivace VERO 72 hod 63 20 31,7
HATCH 50 + M3 72 hod 188 51 271
HATCH 50 + M3 96 hod 164 44 26,8
HATCH 50 + M3 120 hod 166 47 28,3

5.3. Zaveér

Prodlouzena kultivace embryi (at jiz za pomoci kokultiva¢nich sys-
témt nebo ve specialnich komplexnich médiich) ve vSech pripadech
zvysila efektivitu IVF.

Tyto postupy rozsiruji moznosti terapeutického pristupu v ram-
ci IVF tim, Ze umoznuji individualni pristup ke kazdé pacientce.

Na zakladé vice nez dvouletych zkuSenosti s Vero bunkami 1ze
fici, Ze jsme prfi jejich pouziti pro kokultivace lidskych embryi
v programu IVF nezaznamenali zadné komplikace (infekce, vétsi
pocet potratli). Pouziti novych komplexnich médii tak nejen vy-
znamné zjednodusilo a zpristupnilo moznost prodlouzenych kulti-
vaci, ale eliminuje i (teoreticka a nami neprokazana) pfipadna rizi-
ka kultivace embryi za pritomnosti jinych bunéénych kultur.

Prodlouzena kultivace zkvalitnuje vysledky IVF diky mozZnosti
selekce zivotaschopnych embryi a moznosti vétSi synchronizace
mezi vyvojem embrya a endometria.
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6. KRYOKONZERVACE EMBRYI1

Pouziti modernich stimula¢nich protokolt1 ¢asto vede k ziskani vét-
Siho poc¢tu oocytta a nasledné embryi, které neni mozné najednou
prenést do dé€lohy bez vysokého rizika mnohocetného téhotenstvi.
Toto nejen ¢isté odborné, ale téz etické dilema resi kryokonzervace
embryi, jejiz vyhody byly rozpoznany jiz v dobé rozvoje metodiky
IVF.219 Po uspésné kryokonzervaci embryi ve veterindarni mediciné
jsou od roku 1984 dosahovana téhotenstvi i po transferu rozmraze-
nych lidskych embryi.?7147.211.216.243) Jj7 v roce 1987 referoval Van
Steirteghem na 5. svétovém kongresu IVF o vysledcich multicentric-
ké studie o kryokonzervaci embryi, kdy bylo ve 20 centrech porozeno
63 déti. Prvni zkuSenosti s touto metodou publikoval v domacim pi-
semnictvi Hanzelka® a prvni ispésna téhotenstvi s porodem zdra-
vého plodu nase skupina.t!?

Dnes jiz existuje fada vypracovanych metod kryokonzervace,
které jsou bé€zné pouzivany v radé IVF laboratofi po celém svéteé.
Kryokonzervace nadpocetnych embryi umoznuje jejich uchovani
a prenos v naslednych cyklech zvySuje efektivitu IVF a soucéasné
resi eticky problém osudu téchto embryi. Kryokonzervace predsta-
vuje také mimoradné efektivni feSeni nékterych komplikaci asisto-
vané reprodukce, napf. pripadu hroziciho zavazného hyperstimu-
la¢niho syndromu.

Hlavnim faktorem, ktery zptisobuje poskozeni v§ech zivych bunék
pfi zamrazeni a nasledném rozmrazeni, je tvorba intracelularniho
ledu a s tim spojené osmotické zmény. Tomu se zabranuje tim, ze
se bunky pred zamrazenim dostatecné dehydratuji. Nutna je téz
pritomnost tzv. kryoprotektantti, které bunku chrani pred poskoze-
nim a souc¢asné snizuji bod tani protekéniho média.

Dehydratace bunék je mozné dosahnout v principu dvéma zpt-
soby. Pfi prvnim zptisobu probiha dehydratace pri teplotach pod
bodem tuhnuti kryoprotek¢éni smési. Vyvolanim tvorby ledu v kry-
oprotekénim médiu se zvySuje relativni koncentrace rozpusténych
latek a dochazi k poruSeni osmotické rovnovahy na bunééné mem-
brané. Aby se tato rovnovaha obnovila, pronika voda z bunky do
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okolniho média a bunka se tim dehydratuje. Pfi dalSim sniZeni
teploty se tento jev opakuje, az v koneéné fazi muaze dojit k témeér
uplné dehydrataci. Snizovani teploty musi byt velmi pomalé, aby
voda obsazena v bunce stacila prostupovat bunéénou membranou
a nedoslo k jejimu zmrznuti uvnitf bunky.

Druhou moznosti dehydratace je pouziti latek, které neprocha-
zeji bunécnou membranou, a umoznuji tak prostup vody z bunky
ve smeéru koncentra¢niho gradientu. Pro tento ucel se nejcastéji
pouziva sacharoéza. V praxi se nékdy oba zptisoby kombinuji.

Po zmrazeni je mozno uchovavat bunky pri teploté kapalného
dusiku (-196 °C) teoreticky po neomezenou dobu. Z diivodu etic-
kych i technickych je tfeba dobu skladovani limitovat.

Zptsoby rozmrazeni se liSi podle toho, jakym zptisobem bylo
provedeno zamrazeni. V koneéné fazi je pak tfeba odstranit z bunék
kryoprotektant. To se musi provadét postupné, aby nedoslo k nad-
mérnému nabobtnani bunék a jejich poSkozeni. Zde se opét uplat-
nuji latky typu sacharézy, které ptisobi jako osmoticky pufr.

Prvni prace popisujici normalni vyvoj mysSich embryi po zamrazeni
na -196 °C se datuji od pocatku 70. let.231-239 Pro lidska embrya byl
tento postup poprvé pouzit v roce 1983.219 Ptivodni metody pouzi-
valy pomalé ochlazeni rychlosti -0,2 °C/min do -80 °C za pritomnosti
dimetylsulfoxidu (DMSO) jako kryoprotektantu a pomalé ohrivani
(4-25 °C/min) pii rozmrazeni. Od té doby byly metody kryokonzer-
vace modifikovany za pouziti jinych kryoprotektanttn nebo jejich
smesi a byly vypracovany zkracené postupy s rychlym rozmrazova-
nim. (?7:28.46.67.87.130.178.220) 7 ggucasné dobé se pro kryokonzervaci lid-
skych embryi nejcastéji pouzivaji metody zalozené na postupu po-
psaném Lassallem v roce 1985.¢7 Jako kryoprotektant se pouziva
1,5 M 1,2-propandiol (PROH) za pritomnosti sacharézy, vzorek se
ochlazuje rychlosti -0,3 °C/min do -30 °C a rozmrazeni se provadi
rychlosti asi 200-300 °C/min. Jiny postup predstavuje tzv. »rapid
freezing« ¢i vitrifikace. Metoda vyZaduje jednorazovou expozici em-
bryi vysokym koncentracim kryoprotekéniho média s naslednym
ponoienim do tekutého dusiku.®72'® Vyhodou proti klasickym me-
todam jsou minimalni naroky na pristrojové vybaveni a rychlost
provedeni (embrya se z pokojové teploty nebo teploty 0-4 °C dostavaji
primo do tekutého dusiku), nevyhodou je vysoka koncentrace kryo-
protektiva, ktera by pii delSim ptisobeni pri laboratorni teploté mohla
pusobit toxicky. Pro lidska embrya pouzil tento postup poprvé Troun-
son v roce 1988%!7 s pouzitim dimetylsulfoxidu jako kryoprotektiva.

Tyto prace prinesly rozsifeni kryokonzervace prakticky do
vSech kvalitnich IVF laboratofi. Ackoli je stanoveni idealniho
kryokonzervaéniho protokolu obtizné, vétSina laboratori dava
prednost zamrazovani embryi ve stadiu prvojader nebo v ¢asnych
fazich jejich vyvoje v PROH nebo DMSO.
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Nové postupy kultivace embryi prinesly moznost kultivovat em-
brya az do stadia expandované blastocysty a popripadé i nutnost
kryokonzervace v téchto vyvojovych stadiich.?7:4657 Pro tyto pripady
se jako kryoprotektant vyuziva glycerol obsazeny ve stoupajicich
koncentracich v kryokonzervacnim médiu a po seedingu a pomalém
ochlazeni na -36 °C nasleduje rychlé zmrazeni na teplotu -196 °C.
Rozmrazeni se provadi v temperované lazni s naslednym postup-
nym vymytim pritomného glycerolu.

Vyse zminéné postupy tak umoznuji kryokonzervaci vsech vyvojo-
vych stadii lidskych preimplanta¢nich embryi a umoznuji optimalni
volbu 1écebné strategie.

Vysledky kryokonzervace ovliviiuje fada faktoru:

e technické parametry (volba kryoprotektiva — glycerol, dimetyl-
sulfoxid, 1,2-propandiol) v zavislosti na pouzité metodé mrazeni
(fizena kryokonzervace, ultra-rapid freezing);

e embryonalni faktory — kvalita kryokonzervovanych embryi patii
mezi zasadni faktory ovliviujici vysledky; na tuto skuteénost
opakované upozornila fada autorty;?7-54100.227)

e materské faktory — predevsim vék;?27

e pocet prenasenych embryi, pouzity stimulaéni protokol v ptivod-
nim IVF cyklu.

Skutecna efektivita kryokonzervace neni z pisemnych praci snad-
no hodnotitelna, nebot fada autort publikovala pouze malé soubory
nebo vysledky u vybranych skupin pacientek. 2! Nové&ji publiko-
val soubor vysledkti 897 kryotransferi Wang.??” Ve sledovaném
osmiletém obdobi docilil po 897 prenosech rozmrazenych kryokon-
zervovanych embryi 98 téhotenstvi (10,9 %). Mezi hlavnimi faktory
ovliviiujicimi dosazené vysledky uvadi vék pacientky, pocet prenase-
nych embryi a pocet a kvalitu ziskanych oocytt v ptivodnim IVF
cyklu. Vliv kvality embryi na vysledky kryokonzervace a naopak
vliv kryokonzervace na kvalitu prenasenych embryi dovoluji posou-
dit vysledky z programu darovanych oocytt, kdy je ¢ast embryi
pochazejicich z oocytll stejné darkyné prenasena v »Cerstvéme« stavu
bez kryokonzervace a ¢ast po kryokonzervaci. Selick'®® ve své praci
uvadi, Ze signifikantné vétsi pocet kvalitnich embryi ve vyssich vyvo-
jovych stadiich Ize nalézt pfi prenosu ¢erstvych embryi oproti roz-
mrazenym embryim, ackoli nasledné hodnoceni implantace cerst-
vych a rozmrazenych embryi (19/151-12,6 % vers. 9/111-8,1 %)
a te€hotenstvi ukonc¢enych porodem (11/42-26,2 % vers. 6/45-13,3 %)
neprokazalo statisticky signifikantni rozdily. Autori uzaviraji, ze kryo-
konzervace sice ¢astecné negativné ovliviuje kvalitu prenasenych
embryi, nema vSak vliv na implantac¢ni a dalsi vyvojovy potencial
vysoce kvalitnich embryi.
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6.1. Soubor a metodika

Do souboru jsou zarazeny pacientky, u kterych byla provedena kryo-

konzervace embryi ziskanych v programu IVF na Oddé€leni asistova-

né reprodukce Ustavu pro péci o matku a dité v letech 1991-1995

a od roku 1996 stejnou pracovni skupinou v Sanatoriu Pronatal.
Embrya byla zmrazovana od stadia prvojader az po stadium ex-

pandované blastocysty, tj. od 18 do 120 h po oplozeni.

Kryokonzervace se provadéla metodou fizeného zmrazovani na
pristroji Planer Kryo 10/1,7 za pouziti 1,5 M 1,2-propandiolu
a 0,1 M sacharoézy (ve vyjimeénych pripadech s pouzitim 8% glycero-
Iu u stadia blastocyst), nebo metodou vitrifikace s pouzitim 4M
1,2-propandiolu a 0,25M sacharé6zy. Podrobny popis nami uziva-
nych protokolt je uveden v naSich drive publikovanych sdéle-
nich.117118 Metoda vitrifikace byla pouzivana v letech 1991-1993,
kdy nebylo jesté k dispozici kryokonzervac¢ni zarizeni, v pozdé&jsi
dobé pouze v ¢asovych usecich, kdy toto zatizeni nebylo mozné
pouzit.

Zamrazovana byla:

e »nadpocetna« embrya zbyla po prenosu ¢erstvych embryi;

e embrya ve stadiu prvojader. V pfipadé vétSiho poctu oplozenych
oocytll se urcity pocet embryi zamrazoval uz ve stadiu prvojader,
po transferu se popripadé dodatec¢né zamrazila zbyla embrya;

e vSechna embrya u pacientek s komplikacemi (hrozici zavazny hyper-
stimulaéni syndrom, endometrialni polypy detekované az béhem
stimulace).

Po rozmrazeni se embrya transferovala ihned, nebo se kultivo-
vala obvykle 24-48 h v odpovidajicim kultiva¢nim médiu podle sta-
dia vyvoje (IVF-50, Hatch-Scandinavian IVF Science).

Postupem ¢asu jsme opustili fixni protokoly pripravy pred prenosem

rozmrazenych embryi a postupujeme individualné. U spontanné

ovulujicich Zen preferujeme ultrasonograficky a event. hormonalné
sledované cykly s ¢asovanim ovulace pomoci aplikace hCG (Pregnyl).

Prenos rozmrazenych embryi planujeme 48 h po probéhlé ovulaci.

U pacientek s anovulaénimi cykly volime bud stimulaci ovulace

nizkymi davkami hMG (Pergonal, Humegon, Menogon) ¢i FSH (Me-

trodin), nebo prenasime embrya do zcela arteficialnich HRT cykla
po pripravé endometria sekven¢nim podavanim estradiolu a proge-
steronu."? HRT cykly volime zasadné u pacientek s PCO syndro-
mem s rizikem hyperstimulace i po malych davkach gonadotropinti

a u pacientek s ipornou anovulaci vyzadujici vysoké davky gonado-

tropint k dosazeni normalni folikulogeneze.

Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci Studentova t-testu.
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Graf 12. IVF cykly s kryokonzervaci embryi
6.2. Vysledky

Pocet pacientek, u kterych byla provedena kryokonzervace embryi
ziskanych v IVF cyklu, se v prabéhu let vyrazné zvySoval (graf 12).
Vysledky kryokonzervace v letech 1991-1996 jsou piehledné uve-
deny v tab. 18.

Na vznik té€hotenstvi po transferu kryokonzervovanych embryi
ma velky vliv kvalita zamrazenych embryi (tab. 19). I kdyZ se kva-

Tab. 18. Vysledky kryokonzervace embryi 1991-1996

Rok Cykly - rozmrazeni | Kryotransfery (%) Téhotenstvi (%)
1991 3 3 (100) 0

1992 17 17 (100) 1 (6)

1993 73 66 (90) 2 (3)

1994 124 119 (96) 4 (12)
1995 124 110 (89) 9 (8)

1996 254 223 (88) 17 (8)
celkem 595 538 (90,4) 43 (8)

Tab. 19. Vliv selekce embryi na vysledky po prenosu rozmrazenych embryi

Skupina Rozmrazeni | Kryotransfery |Téhotenstvi | Grav./KET | Grav./kryo
(kryo) (KET) (%) (%) (%)

»nadpodetnd« 474 451 (95) 33 73+ 7,0 ++

embrya

prvojadra 105 99 (94) 14 14,1 + 13,3 ++

a cykly bez ET

celkem 579 550 (95) 47 8,5 8,1

+, ++p < 0,05
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lita embryi neprojevila v jejich schopnosti prezit kryokonzervaci
(stejné procento kryotransferti na cyklus s rozmrazenim), stupen
implantace byl signifikantné vyssi ve skupiné, v niz byla zamraze-
na bud vsechna embrya, nebo embrya ve stadiu prvojader. V téch-
to pripadech se pred zamrazenim neprovadélazadna negativni se-
lekce a zamrazovana embrya byla srovnatelna s embryi, ktera se
transferovala v klasickych IVF cyklech.

Druhym faktorem, ktery vyrazné ovliviiuje implantaci, je kulti-
vace embryi po rozmrazeni. AZ do nedavné doby doporucovala vét-
Sina autortl kultivovat pouze embrya zamrazena ve stadiu prvoja-
der, u rozdélenych embryi se doporucovalo provést transfer pokud
mozno do jedné hodiny po rozmrazeni. V lonském roce publikoval
Kjekshus® lepsi vysledky v pripadech, kdy byla kryokonzervova-
na embrya pred transferem kultivovana 24 h. Tato skuteénost se
potvrdila v naSem souboru (tab. 20).

Podle nasSich zkuSenosti prezivaji kryokonzervaci nejlépe embrya
zamrazena ve stadiu prvojader. Proto u pacientek, u kterych je
indikovana kryokonzervace vSech embryi, je nejvhodnéjsi provést
zamrazeni jiz v tomto stadiu (tab. 21).

VSechna pracoviste, ktera provadéji kryokonzervaci embryi, shod-
né popisuji snizenou schopnost implantace u rozmrazenych embryi
ve srovnani s embryi z ptivodnich IVF cyklt. Tento fakt mtize byt
do jisté miry ovlivnén vybérem embryi, uréenych ke kryokonzervaci.
I kdyz vétSina autorti uvadi, Ze zamrazuji pouze kvalitni embrya,
nejkvalitn&jsi embrya jsou témér vzdy transferovana v ptivodnim
cyklu. Jestlize pacientka v ptivodnim cyklu neotéhotni, provadi se
transfer méné kvalitnich kryokonzervovanych embryi. Horsi vysled-
ky jsou tedy zcela logickym nasledkem.

Tab. 20. Vliv kultivace rozmrazenych embryi pred transferem na pocet dosazenych
téhotenstvi

Skupina Rozmrazeni | Kryotransfery | Téhotenstvi | Grav./KET | Grav./kryo
(kryo) (KET) (%) (%) (%)
bez kultivace 456 429 (94) 28 6,6 + 6,1 ++
s kultivaci 123 121 (98) 19 15,7 + 15,4 ++
celkem 579 550 (95) 47 8,5 8,1
+, ++p< 0,01

Tab. 21. Vliv vyvojového stupné zamrazenych embryi na poéet dosazenych t&hotenstvi

Skupina Rozmrazeni | Kryotransfery | Téhotenstvi | Grav./KET | Grav./kryo
(kryo) (KET) (%) (%) (%)
prvojadra 69 67 (97) 10 14,9 + 14,5 ++
48 hod 310 292 (94) 21 72+ 6,8 ++
72-120 h 200 191 (95) 16 8,4 8,0

+ ++p<0,05



66 Mimotélni oplodnéni

V naSem souboru jsme zejména zpocatku zamrazovali i méné
kvalitni embrya (ve skupiné »nadpocetnych« embryi bylo témér 60 %
embryi vyrazneé horsi kvality). Pfesto i v této skupiné bylo dosazeno
7 % téhotenstvi na cyklus s rozmrazenim. Prezivani embryi po kryo-
konzervaci bylo velmi dobré — v 95 % vSech pripadti se po rozmrazeni
realizoval kryotransfer. Lepsich vysledkt bylo dosazeno ve skuping,
v niZ se neprovadéla primarni selekce embryi pro transfer, tj. v pii-
padé zamrazeni embryi jiZ po 20 h kultivace, a u pacientek, u kte-
rych byla zamrazena vSechna embrya. V téchto pripadech bylo
dosazeno 14 téhotenstvi na 99 kryotransferti.

Zajimavy vysledek je pozitivni vliv kultivace embryi po rozmrazeni.
Rozdil v procentu téhotenstvi na kryotransfer ve skupiné bez kul-
tivace (6,6 %) a s kultivaci (15,7 %) je vysoce statisticky vyznamny.
Tento postup také umoznuje vyradit embrya, ktera se po rozmra-
zeni nevyvijeji. Ve vétsiné pripadu se vSak i ¢astecné poskozena
embrya vyvijela normalné a pouze ve vyjimecnych pripadech ne-
mohl byt kryotransfer proveden. Dalsi vyhodou je moznost lépe
koordinovat jednotlivé pracovni ukony.

6.3. Zaver

Kryokonzervace embryi ma na soucasném stupni vyvoje asistova-
né reprodukce nezastupitelné misto.

Zvysuje efektivitu in vitro fertilizace — k téhotenstvim z ptivodni-
ho cyklu po pfenosu ¢erstvych embryi pristupuje dalSich 8,5 %
téhotenstvi po prenosu rozmrazenych embryi (hodnoceno v celém
souboru od pocatkli kryokonzervace na nasSem pracovisti), resp.
dalsich 15,7 % (pozdéjsi vybrany soubor, kde jiz byly aplikovany
modifikace celého postupu).

Resii eticky problém tzv. nadpoéetnych embryi a je soucasti stra-
tegie pri prevenci a feSeni komplikaci asistované reprodukce.
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7. OSUD TEHOTENSTVI
A PERINATALNi VYSLEDKY
V SOUBORU TEHOTNYCH ZEN
PO IVF A ET

Po narozeni Louisie Brownové se 1écba sterility metodou mimotél-
niho oplodnéni stala rutinni terapeutickou metodou poskytujici
nadéji na téhotenstvi radé do té doby neuspésné 1écenych bezdét-
nych part. Diky této metodé se na celém svété narodilo — podle
zpravy z 10. svétového kongresu o IVF ve Vancouvru — jiz vice nez
300 000 déti. Uspésnost IVF je vyjadfovana pocty dosazenych tého-
tenstvi, ackoli jedinym podstatnym faktem zajimajicim rodice je na-
rozeni zdravého ditéte. I kdyZ existuje rada celostatnich registrua
centralizujicich data o efektivité metody, o osudech téchto téhoten-
stvi a perinatalnich vysledcich je praci mnohem méné. Vysledky te-
hotenstvi po IVF nelze jednoduSe srovnavat s béZnou populaci
vzhledem k rozdilu ve vyskytu takovych rizikovych faktort, jako je
vék, parita, anamnéza dlouhodobé sterility ¢i anamnéza »poor repro-
ductive performances, stejné jako vyrazné ¢ast€jsi vicecetna tého-
tenstvi, ktera nutné ovliviiuji perinatalni vysledky. Sledovali jsme
osud dosazenych te€hotenstvi v programu IVF v zavislosti na ¢etnosti
téhotenstvi, zptisob porodu, termin porodu a perinatalni mortalitu.

7.1. Soubor a metodika

Od roku 1989 do roku 1995 otéhotnélo v naSem programu IVF 596
Zen, u kterych je znam osud téhotenstvi a vysledek porodu. Pouze
u 180 porodi1 vSak bylo mozno dohledat nami sledované udaje a ten-
to soubor je predmétem blizSiho rozboru.

Metody ovarialni stimulace, odbér oocytt i kultivace a transfer
embryi jsou podrobné popsany v nasich predchozich pracich.!%*
103.108) Jako preklinické t€hotenstvi (které jsme jinak cilené nesledo-
vali a uvedené pripady predstavuji pouze nahodny zachyt) jsme
hodnotili pripady, kdy lutealni faze trvala vice nez 20 dnt pii hla-
diné hCG vyssi nez 50 mIU/ml, jestlize se nepodafilo vizualizovat
amnialni vacek pri ultrazvukovém vySetfeni. Jako klinické tého-
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tenstvi byla hodnocena gravidita s ultrazvukem prokazanym in-
trauterinneé lokalizovanym plodovym vejcem, mimodélozni t€hoten-
stvi bylo vzdy prokazano histologickym vySetfenim.

7.2. Vysledky

U 596 pacientek t€hotnych po mimotélnim oplodnéni oocytu a trans-
feru embrya (embryi) bylo 405 gravidit ukonc¢eno porodem (68 %),
ostatni téhotenstvi skonéila neispésné. V 34 pripadech (5,7 %) jsme
zachytili biochemické téhotenstvi, ve 115 ptipadech (19,3 %) t€ho-
tenstvi skon¢ilo potratem a u dalsich 42 pacientek (7,0 %) se jed-
nalo o mimodélozni téhotenstvi (tab. 22).

Tabulka 23 hodnoti zptisob porodu v zavislosti na ¢etnosti tého-
tenstvi. Ve 132 pripadech (73,3 %) se jednalo o porod jednoho plodu,
ve 46 pripadech (25,5 %) o gemini a dvakrat o pred¢asny porod tii
ploda. V celém souboru nalézame mimoiadné vysokou frekvenci
cisarskych fezt1 (29,6 % pfi jednom plodu a 84,8 % pri porodech
dvojcéat).

Pri téhotenstvi s jednim plodem porodilo 88,6 % Zen v terminu,
ze zbylych 15 predc¢asnych porodi byly pouze ¢tyii pred ukonce-
nym 34. tydnem téhotenstvi. Pri t€hotenstvi se dvéma plody 27 Zen
(58,7 %) naopak porodilo pred¢asné, z toho 12 pred ukonéenym
34. tydnem téhotenstvi. O velmi pred¢asné porody pred 34. tydnem
gravidity se jednalo u pacientek s trojéetnym té€hotenstvim (tab. 24).

V celém souboru bylo zaznamenano celkem 10 perinatalnich
umrti. Jedno ve skupiné téhotnych s jednim plodem (7,5 %o), cel-
kem 7 ve skupiné se dvéma plody (76 %o) a zemfela dvé z velmi
predcasné narozenych trojéat (tab. 25).

Tab. 22. Osud téhotenstvi v programu IVF

Téhotenstvi Pocet %
Biochemické 34 57
Klinicky potrat 15 19,3
Mimodélozni téhotenstvi 42 7,0
Porod 405 68,0
Celkem 596 100

Tab. 23. Zplsob porodu v zdvislosti na Eetnosti t&hotenstvi

Poéet plodd Poéet porodi Spont. (%) Forceps (%) Sectio (%)
1 132 92 (69,7) 1(0,7) 39 (29,6)
2 46 7 (15,2) - 39 (84,8)
3 2 1 (50,0) - 1 (50,0)
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Tab. 24. Délka téhotenstvi v zdvislosti na cetnosti

Pocet plodd

> 37 tyden (%)

> 34 tyden (%)

< 34 tyden (%)

1 117 (88,6) 11 (8,4) 4 (3,0)
2 19 (41,3) 15 (32,6) 12 (26,1)
3 - - 2

Tab. 25. Perinatélni mortalita v zavislosti na &etnosti t&hotenstvi

Poéet plodd

Poéet téhotnych

Perinatalni Omrti (%)

1 132 1(0,75)
2 46 7a (7,60)
3 2 2b (33,33)

a - 3x odumreni jednoho z dvojéat in utero
b - u jednoho z monozygotnich dvojéat malformace neslucitelng se Zivotem

Nehodnotime-li biochemicka téhotenstvi, ktera soucasné statisti-
ky jiz neeviduji a také v naSem souboru predstavuji pouze nahodny
zachyt, je 17,9 % téhotenstvi ukon¢enych potratem ¢islo srovnatelné
s udaji z literatury.®5196.197 pPacientky zafazené do programu IVF
predstavuji samy o sobé rizikovou skupinu s vyssi frekvenci spon-
tannich potratti a mimodéloznich téhotenstvi. Zatimco riziko spon-
tanniho potratu v normalni populaci je udavano 10-15 %,"9 ve
sterilni populaci se zvySuje na 21,7-30,5 %.?2® K tomu pfistupuje
riziko spojené s ovarialni stimulaci, které sice zavisi na pouzitém
stimula¢nim schématu, neklesa vsak pod 20 %.19

Zavaznou problematiku pfi hodnoceni vysledkt in vitro fertilizace
predstavuji mimodé€lozni téhotenstvi. Frekvence této komplikace
se bé&zné udava mezi 5-7 %, néktefi autori véak uvadéjiaz 11 %.%
SpiSe nez transfer embryi primo do vejcovodu je pri¢inou vypuzeni
embryi z dé€lozni dutiny do vejcovodu (vétSinou patologicky zméné-
nych) subendometridlnimi kontrakcemi myometria. Pro toto tvrze-
ni svédci vyskyt oboustrannych ektopickych téhotenstvi po trans-
feru vice embryi po IVF79219 stejné jako ne zcela vzacny vyskyt tzv.
heterotopickych téhotenstvi, tzn. t€hotenstvi soucasné v dutiné
délozni i v ektopické lokalizaci.!'s*!5® Prevence této komplikace je
nerealna, nebot rutinni oboustranna salpingektomie u vSech pacien-
tek je prakticky nemoZzna a navic by situaci ani neresila, nebot
stale zbyva riziko intersticialni ektopické gravidity v déloznim rohu.
Frekvence ektopického téhotensvi v naSem souboru (5,6 %) je tedy
plné srovnatelna s vysledky ostatnich IVF skupin.

V literature lze najit i dostate¢né rozsahlé studie potvrzujici napro-
sto normalni psychosomaticky a socialni vyvoj déti porozenych po
IVF. Olivennes publikoval ojedin€lou studii 422 déti ve véku 6-13
let a neprokazal zadny rozdil oproti jejich »normalné« pocatym
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vrstevniktim. '3 Ke stejnym zavértiim u déti narozenych po pfenosu
rozmrazenych embryi dosel Sutcliffe®®? a Olivennes. !

Vyskyt malformaci u téhotenstvi po IVF je peclivé celosvétové mo-
nitorovan a je vzacny,1¢7:197 nepfrevysuje riziko v normalni populaci.
Toto riziko nezvysuje ani ovarialni stimulace.!” V nasem souboru
se vyskytla jedina (s Zivotem neslucitelnda) malformace v pripadé
trojcetného téhotenstvi, kdy bylo postizeno jedno z monozygotnich
dvojcat.

V nasSem souboru je pomérné vysoky pocet vicecetnych téhoten-
stvi (25,5 % vSech porodd). Toto ¢islo — i kdyZ vysoké - je plné
srovnatelné s vysledky ostatnich pracovist.”!9? Vzhledem k vyso-
kému matefskému a zejména perinatalnimu riziku predstavuji
tato té€hotenstvi jeden z velkych problémui asistované reprodukce.
V Ceské republice jsou od roku 1992 prenasena do délohy maxi-
malné ¢tyri embrya, vSechna pripadna dalsi »nadpocetna« embrya
jsou kryokonzervovana.!'®” S optimalizaci kultiva¢nich podminek
a zvySovanim efektivity celé terapie je celosvétoveé evidentni trend ke
snizovani poc¢tu prenasenych embryi — jediné toto opatfeni mutze
snizit incidenci vyskytu vicecetnych té€hotenstvi. Jak ostatné vyplyva
i z nasich vysledku, vyrazné horsi perinatalni vysledky (podminéné
predevsim prematuritou) neovlivni ani vysoké procento cisaiskych
fezll znacné prevysSujici udaje z normalni populace. Tyto vysledky
se vSak nelisi od po¢tu opera¢nich porodt a perinatalnich vysled-
ki po IVF publikovanych renomovanymi pracovisti.®%197 Kromé
obtizné hodnotitelného liberalnéjsiho pristupu k indikaci cisarské-
ho fezu u téchto »vzacnych« téhotenstvi se na této skutecnosti
podili vysoky pocet vicecetnych téhotenstvi, vyssi primérny vék
matek a s nim spojena vyssi frekvence matefskych komplikaci.

7.3. Zaveéry

Na zakladé nasich vysledku 1ze konstatovat, ze t€hotenstvi dosaze-
na v programu mimotélniho oplodnéni je nutno povazovat za rizi-
kova. Oproti normalni populaci neni zvySeno riziko vrozené vyvojo-
vé vady, pravdépodobnost ukonceni cisafskym fezem je vSak vy-
znamne vySsi, stejné jako riziko pred¢asného porodu. Vysoka peri-
natalni mortalita ve skupiné Zen s vicecetnym té€hotenstvim neni
ovlivnéna ani frekvenci cisaiskych tezu.
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