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Abstrakt

Princip time-lapse systému je zalozen na kontinudlnim snimani vyvoje
preimplantaéniho embrya a posuzovani jeho morfologie. To je vyhodné
k posouzeni kvality a implantacniho potencialu embryi, ktera jsou nasledné podle
urcitych stanovenych kritérii hodnocena. To dava moznost vybrat nejkvalitnéjsi
embryo, které bude implantovano do délohy matky béhem embryotransferu. Tento
systém nam také umoziuje detekovat pfipadné abnormality ve vyvoji embryi, coz
je velmi dulezité, protoze vznik abnormalit v ¢asném bunécném dé€leni embrya je
pomérné cCasty déj. Morfologické hodnoceni embryi udava vysokou frekvenci
vyskytu tripoldrni mitézy béhem tohoto ¢asného vyvoje embryi. Vysledkem déleni
jsou tfi blastomery misto dvou, coz je spojeno s nepravidelnym rozchodem
chromozom, kdy kazda z téchto bun¢k miize obsahovat jiny poc¢et chromozomi.
V ptipadé, kdy je k pozorovani embrya vyuzito konvenéniho testovani, kterym se
pozoruje morfologie embryi ve vétsich Casovych intervalech, mize dojit k tomu, Ze
zmény spojené s tripolarni mit6zou nejsou viubec detekovany a takova embrya se
pak falesn¢ jevi jako dobfe prosperujici a jsou ¢asto vybrana pro transfer. To mize
mit zavazné disledky v pfipadé implantace, protoZe tyto embrya jsou nejen

aneuploidni, ale mohou vést k uniparentalni dizomii.

Celkem bylo vySetieno 429 pacientek a pomoci time-lapse systému morfologicky
vyhodnoceno 3579 embryi. Vtomto celkovém souboru byla pozitivné
identifikovana tripolarni mitéza v 95 (2,65 %) ptipadech u 69 (16,08 %) pacientek.
Nasledné bylo provedeno statistické hodnoceni vlivu vybranych parametrti na vznik
tripolarni mit6zy. Soubor byl rozdélen podle nékolika kritérii k porovnani vysledku

analyzy. Testovan byl v€kovy faktor, ¢as detekce tripolarni mitozy a typ media.

Vysledky této prace byly porovnany s odbornymi publikacemi, které se zabyvaly
detekcei tripolarni mitdzy pomoci time-lapse systému. Vliv zkoumanych parametrti

na vznik tripolarni mit6zy nebyl statisticky prokazan.

Klicova slova: embryo, time-lapse monitorovani, asistovana reprodukce, tripolarni

mitoza



Abstract

The principle of time-lapse system is based on the continuous sensing of the
development of the pre-implantation embryo and the assessment of its morphology.
This is advantageous in assessing the quality and implantation potential of embryos,
which are subsequently evaluated according to certain established criteria. This
gives the opportunity to select the highest quality embryo to be implanted into the
mother's womb during embryo transfer. This system also allows us to detect any
abnormalities in embryo development. This is very important, because the
occurrence of abnormalities in early embryonic cell division is quite common.
Morphological evaluation of embryos indicates a high incidence of tripolar mitosis
during this early embryo development. The result of this division is three blastomers
instead of two, which is associated with an irregular chromosome separation, each
of them may contain a different number of chromosomes. In the case where
conventional embryo observation is used to observe embryo morphology at longer
intervals, it may be that the changes associated with tripolar mitosis are not detected
at all, and such embryos appear to be falsely prosperous and are often selected for
transfer. This can have serious consequences in the case of implantation, because

these embryos are not only aneuploid but can lead to uniparental disomy.

In total, 429 patients were examined and 3579 embryos were evaluated
morphologically using the time-lapse system. In this overall set, tripolar mitosis
was positively identified in 95 (2,65 %) cases in 69 (16,08 %) patients.
Subsequently, a statistical evaluation of the influence of selected parameters on the
formation of tripolar mitosis was performed. The file was divided according to
several criteria to compare the analysis result. Age factor, time of tripolar mitosis

detection and media type were tested.

The results of this work was compared with the conclusions of the expert articles
dealing with the detection of tripolar mitosis using the time-lapse system. The
influence of the studied parameters on the formation of tripolar mitosis was not
statistically proven.

Keywords: human embryo, time-lapse monitoring, assisted reproduction, tripolar
mitosis
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Seznam pouzitych zkratek

APC/C anaphase promotoring complex/cyclosome
ART metody asistované reprodukce, assisted reproductive technique

BCRA1/2 breast cancer gene 1/2

CDK cyklin-dependentni kinaza, cyclin-dependent kinase
DNA deoxyribonukleova kyselina, deoxyribonucleic acid
EEVA Early Embryonic Life Assessment

ESHRE Evropskeé spolecenstvi pro lidskou reprodukci

European Society of Human Reproduction and Embryology

GV germindlni vacek, germinal vesicle

hCG lidsky choriovy gonadotropin, human chorionic gonadotropin

hUPD uniparentalni heterodizomie, uniparental heterodisomy

ICM vnitini bunécna masa, inner cell mass

ICSI intracytoplazmaticka injekce spermie, intracytoplasmic sperm injection
iUPD uniparentalni izodizomie, uniparental isodisomy

IVF in vitro fertilizace

MCC mitoticky kontrolni komplex, mitotic checkpoint complex

MI meiodza I, meiosis |

MII meidza II, meiosis 11

MTOC mikrotubuly organizujiciho centra, microtubule-organizing cente

NPB jaderné prekurzorové téliska, nucleolus precursor body

P53 tumor protein 53

PB1 prvni polarni télisko, first polar body

PB2 druhé polarni télisko, second polar body

PCM pericentiolarni material, pericentriolar material

PGD preimplantac¢ni geneticka diagnostika, preimplantation genetic diagnosis

PLK4 polo-like kinaza 4, polo-like kinase 4



PN

PV

Rb protein
RNA
rRNA
SAC

SET

TE

UPD

prvojadro, pronuclei

Primo Vision

retinoblastomovy protein, retinoblastoma protein
ribonukleova kyselina, ribonucleic acid

ribozomalni RNA, ribosomal RNA

kontrolni bod déliciho vieténka, spindle assembly checkpoint
prenos jednoho embrya, single embryo transfer
trofoektoderm, trophectoderm

uniparentalni dizomie, uniparental disomy



Uvod

Celosvétove dochazi k nartstu poctu neplodnych pari, které vyhledavaji pomoc
v centrech asistované reprodukce. Metody, které asistovana reprodukce vyuziva ve snaze
pomoci témto parim se neustale zdokonaluji. Je to jiz 40 let, kdy se narodilo prvni dité
pomoci in vitro fertilizace. Od této doby bylo u¢inéno mnoho krokii a zavedena tada
postupi, které maji zvySovat Sanci na ot¢hotnéni. Jednou z moznosti, jak zvysit uspésnost
1éCby byl ptenos vice embryi do délohy matky. AvSak tento postup ptinésel riziko vzniku
viceCetného téhotenstvi, které je spojeno s vétsim rizikem pro matku i pro potomky. Pro
eliminaci téchto rizik byla navrzena ucinna strategie ptfenosu jediného embrya. Kvuli

tomu je vSak kladen vétsi diraz na kvalitu pfenaSené¢ho embrya.

Jednim z nov¢jSich pfistupt je kontinualni sledovéani vyvoje embryi pomoci time-
lapse systému, jenz spociva v potizovani snimki v piesné definovanych casovych usecich
a tim jsou ziskavany informace pro selekci toho nejkvalitnéjsiho embrya pro pfenos. To
jenejen vyhodné pro ur€eni kvality embryi, ale pro odhaleni ptipadnych abnormalit, které
se vyskytuji velmi casto béhem Casné¢ho vyvoje embryi. To mlZe byt také vyuZito
naptiklad k detekci tripolarni mitozy, ktera byla pozorovana u Casné se vyvijejicich
embryi. Pivodné se ptedpokladalo, Ze tripolarni mitdza se vyskytuje u zygot se ttemi
prvojadry, které vznikaji v disledku triploidni fertilizace. AvSak byla pozorovéana i u
normalné oplodnénych zygot, kdy mizeme pozorovat zygotu se dvéma prvojadry, ktera
vytvaii pii bunééném déleni embrya ti1 buitky misto dvou dcefinych. Takova embrya jsou
geneticky abnormalni a jejich vybér pro transfer miize mit zavazné dusledky v ptipadé
implantace. Pfi normélnim konvenc¢nim pozorovani vyvoje embryi jsou velmi casto
takova embrya preferovana pro ptenos. To nejen kviili jejich dobré morfologii ale také je
jejich lichy pocet bun€k chybné spojovan s dal§im bunéénym délenim embrya. Je proto

velmi dulezité, aby takova embrya byla identifikovéana a vyfazena z vybéru pro transfer.

Time-lapse systém poskytuje mozZnost posouzeni vyvojové kompetence a
ptipadnych abnormalit embryi. Z tohoto diivodu je proto povazovan za jeden z nejlepsich

diagnostickych prostredkll v 1¢¢bé neplodnosti.
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1 Piehled literatury

1.1 IVF

Neplodnost je v dnesni dobé globalni a multietnicky problém, ktery postihuje piiblizné
50 az 70 milionti part v reprodukénim véku po celém svété (Humphries et al., 2016).
Neplodnost je klinicky definovany stav, kdy nelze dosdhnout koncepce pii nechranéném
pohlavim styku po dobu jednoho roku. Mlady zdravy fertilni par ma béhem tohoto obdobi Sanci
dosahnout koncepce az 90 % (Van Voorhis et al., 2007). Proto v dnesni dobé vétSina
neplodnych pari vyuziva metody asistované reprodukce (ART). Velmi dilezitou metodou je in
vitro fertilizace (IVF), kterou mizeme definovat jako proces, jehoz vysledkem je fuze
rodi¢ovskych gamet, oocytu a spermie v podminkach in vitro (Neri et al., 2014). Bez ohledu na
pric¢inu neplodnosti dochazi k velkému nartstu poctu cykli IVF po celém svété, a to jiz od roku
1978, kdy se narodilo prvni dité¢ pomoci IVF, Luisa Brownova (Niakan ef al., 2012; Van
Voorhis et al., 2007). Udava se, ze pfiblizn€¢ 1 z 50 narozenych déti ve Svédsku, 1 z 80
narozenych déti v USA a 1 z 60 déti v Australii je vysledkem IVF. In vitro fertilizace zahrnuje
nékolik procest od stimulace vaje¢niki hormony, aspiraci oocytl, fertilizaci, kultivaci az po
pfenos embryi do d€lohy matky. Fertilizace mize byt dosaZena n¢kolika zpiisoby, jednou z
moznosti je spole€nd kultivace oocytu se spermiemi nebo pomoci novéjsitho a Castéji
pouzivaného postupu ICSI — intracytoplazmatické injekce spermie (Van Voorhis et al., 2007).
Pfi této mikromanipula¢ni metodé€ je do cytoplazmy oocytu vpravena spermie tenkou jehlou

(Tesarik et al., 1996).

Ptiblizné v poloviné piipadil je Zena ve véku 35 let nebo starsi, coZ je také odrazem
dnesni spolecnosti, kdy je pomérné Casté odkladani zaloZeni rodiny na pozdé€jsi obdobi Zivota.
Jednou z mnoha potencionalnich pfi¢in nizké uspeésnosti IVF u téchto Zen je zvySena incidence
numerickych chromozomalnich abnormalit embryi. V disledku toho se pfistupuje k PGD —
preimplantani genetické diagnostice, coz je jedna z moznosti, jak zvysit uspéSnost IVF.
Z embrya je odebrana blastomera, kterd je geneticky analyzovana. Nésledné embrya, kterd jsou
pomoci této metody identifikovana jako abnormalni jsou vyfazena. Naopak embrya s normalni
genetickou konstituci jsou vybrana k implantaci do délohy matky. I pfes vSechny moZnosti,
které dnesni centra asistované reprodukce nabizeji, bohuzel neni mozné v nékterych ptipadech
kompenzovat nizsi plodnost spojenou napiiklad s ptibyvajicim vékem (Mastenbroek et al.,

2007).
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1.2 Selekce

Uplynulo jiz 40 let od zavedeni IVF, od této doby byly u¢inény vyrazné pokroky ve
vSech metodach asistované reprodukce, a to predevSim v metodach, které se podileji na
hodnoceni kvality embryi (Baczkowski et al., 2004). V soucasnosti je v klinické praxi
podporovana strategie pienosu jediného embrya (SET). Jedna se o ucinnou strategii, jak
zabranit vicecetnému téhotenstvi, coz je jeden z hlavnich problému asistované reprodukce.
Vicecetné t¢hotenstvi pfinaSi mnoho rizik, jak pro matku, tak pro plody. Pfikladem miize byt
zvySené riziko pred¢asného porodu, perinatalni mortality, ristové retardace a vSeobecného
neprospivani. U matky pak hrozi ¢astéji rozvoj hypertenze, preeklampsie a eklampsie (Hacker
et al., 2015; Kirkegaard et al., 2013). Transfer jediného embrya u pacientek také poskytuje
schopnost kvantifikovat zivotaschopnost embryi (Gardner et al., 2015). Proto je pfedevSim
kladen vysoky diiraz na kvalitu pifendsenych embryi, ktera jsou morfologicky a biochemicky

hodnocena.

Biochemické metody pro posouzeni kvality lidskych gamet a lidskych embryi jsou
popsany na zaklad¢€ analyzy folikularni tekutiny nebo metabolické aktivity embrya. To zahrnuje
predev§im méfeni pyruvatu, glukozy a spotieby kysliku. Tato hodnoceni jsou vSak Casové
narocna, coz vyrazné omezuje jejich aplikaci v laboratotfich IVF (Kirkegaard et al., 2013). 1
ptestoze existuje fada faktord, které vyrazné ovliviiuji tspésnost vysledku cyklu IVF jako jsou
napiiklad pocet aspirovanych oocytil, zralost oocytl, receptivita endometria ¢i slozeni média
v némz jsou embrya kultivovana, je morfologie embrya povazovana za jednu z nejdilezitéjsich
(Ebner et al., 2003; Lundin et al., 2001; Sunde et al 2016). Proto je morfologické hodnoceni
gamet a embryi primarnim nastrojem pro ziskani informaci o jejich kvalit¢ a ndsledném
implantacnim chovani (Kirkegaard et al., 2013). Pro techniky asistované reprodukce a
uspesnost programil IVF je proto klicové pochopeni vyvoje preimplantacniho embrya (Niakan

etal., 2012).

1.3 Kvalita oocytu

Ovarialni stimulace je provadéna podle standardizovaného protokolu. Pomoci vaginalni

ultrasonografie je sledovana velikost a pocet dozravajicich folikulii. Pokud folikuly doséhnou
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doporucené velikosti je indukovana ovulace pomoci hCG. Aspirace je provadéna tenkou jehlou
36-38 hodin od stimulace hCG pod ultrasonografickou kontrolou. Oocyty jsou kultivovany
v konstantnim prostfedi s kultivacnim médiem, 6% CO- atmosférou, pfi teploté 37°C, pokryté

mineralnim olejem (Hardarson et al., 2013; Lundin et al., 2001; Tesarik et al., 2002).

Vzhledem k tomu, ze n¢ktefi pacienti navstivi centrum asistované reprodukce z diivodu
urcité obavy o nosicstvi dédicného onemocnéni a snaze zamezit pienosu takového onemocnéni
na svého potomka, je v disledku toho provadéna preimplantacni geneticka diagnostika k
detekci monogennich chorob. To je také nutné brat v tivahu pii hormonalni stimulaci, kdy je
pro zajisténi Gspésnosti cyklu IVF ziskat dostatek oocytt. Jelikoz je nutné vyloucit embrya,
ktera nesou mutovany gen ¢i embrya s aneuploidiemi. Transfer aneuploidnich embryi by jednak
nebyl Gspésny nebo by vedl k pozd¢jSimu spontdnnimu abortu. V piipad¢ strukturnich
chromozomovych vad je navic nutné brat v uvahu fakt, ze nositel balancované translokace
produkuje ¢ast gamet s nebalancovanymi translokacemi. V dasledku toho je nutné ziskat co
nejvetsi mnozstvi oocytl, které je nutné fertilizovat vzhledem k tomu, Ze ve vysledku je ziskan

jen velice omezeny soubor kvalitnich a geneticky normalnich embryi (Trévnik.; 2015).

Oocyty, které jsou ziskany od pacientek po kontrolované ovaridlni hyperstimulaci,
vykazuji rizné stupné meiotické zralosti (Ebner ef al., 2003). Meioticky proces, ktery se podili
na determinaci oocytu je velice dlouhy, slozity a nesouvisly (Adhikari ef al., 2014). Ptiblizné
10 % oocytl se pii morfologickém vySetfeni nachazi v profazi prvniho meiotického déleni,
které je charakteristické ptitomnosti velkého jadra uvnitt cytoplazmy primarniho oocytu v tzv.
germindlnim vacku (GV), ve kterém jsou chromozomy znacné dekondenzovany (Adhikari et
al., 2014; Gardner et al., 2013). Tyto primarni oocyty nelze pouzit pro IVF, jelikoz obsahuji
diploidni sadu chromozomu a jsou tak pfenesena do maturacniho média (Chian et al., 2000;
Ebner et al., 2003). Jejich stupen zralosti je nasledné hodnocen v urcitych ¢asovych intervalech
(Chian et al., 2000). Pfiblizn€ u 5 % oocytl neni vizualizovan GV ani vytésnéné prvni polarni
télisko, tyto oocyty jsou obecné klasifikovany v metafazi prvniho meiotického déleni (Gardner
et al., 2013). Rozpad GV je prvnim morfologickym znakem navratu do meidzy. Po rozpadu
GV dochazi k tvorbé déliciho vieténka, kondenzaci a vyrovnani chromozomi do ekvatorialni
roviny. Prvni meiotické dé€leni (MI) je pak nasledné¢ dokonceno extruzi prvniho polarniho
téliska (Adhikari et al., 2014). Tzv. sekundarni oocyt je zastaven v metafdzi druhého
meiotického déleni (MII) az do oplodnéni (Adhikari et al., 2014). Je prokazano, Ze oocyty MII
dobré morfologie by mély mit jasnou, sttedné¢ granulovanou cytoplazmu, maly perivitellinni

prostor, intaktni prvni polové télisko a bezbarvou zonu pellucidu. Vice nez 50 % oocytl vSak
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vykazuje nejméné jednu morfologickou abnormalitu (Ebner et al., 2003). Pro dal$i manipulaci
jsou kumularni buiiky, které obklopuji oocyt odstranény pomoci hualuronidazy (Palermo et al.,
1999; Gardner et al., 2013). Takto piipravené jsou k dispozici pro intracytoplazmatickou
injekci spermie (ICSI). Do kazdého oocytu MII je injekéné vpravena spermie a nasledné jsou
preneseny do kultivacniho média, kde je nadale morfologicky hodnocen jejich vyvoj (Chian et

al 2000).

1.4 Kuvalita zygoty

Posuzovani uspésnosti fertilizace je nutné nacasovat dle metody asistované reprodukce,
ktera byla pouzita. Kontrola fertilizace se provadi obvykle 16 hodin po ICSI a 18 hodin po
standardni IVF. Krat$i doba fertilizace u ICSI je déna tim, Ze nezahrnuje procesy, které se
uplatituji u klasické IVF jako jsou akrozomova reakce a vazba spermie na zonu pellucidu
(Gardner et al., 2013; Ebner et al., 2003; Lundin et al., 2001). V tomto obdobi dochazi k extruzi
druhého polarni téliska a toto misto extruze pak definuje polarni osu prvniho bunééného déleni.
Centralné pak dochazi k formaci samciho prvojadra, zatimco samici prvojadro je lokalizovano
v blizkosti druhého polarniho téliska (Gardner ef al., 2013). Spermie dodava centriolu, ktera
ma diilezitou tilohu v dalSim vyvoji a kontrole mikrotubulti. Mikrotubuly zprostfedkuji migraci
sami¢iho prvojadra k haploidnimu sam¢imu prvojadru. Tim jsou prvojadra lokalizovana ve
sttedu buniky a zarovnavaji se, nasledné¢ dochdzi k rozpadu membran a fuzi genetického
materidlu. Proces fertilizace je dokoncen a vyvoj embrya zac¢ind bunéénym délenim (Montag;

2014).

V tomto stadiu dochazi k mnoha morfologickym zménadm, znichz mnohé zahrnuji
zmény, které Ize prokazat jednoduchym neinvazivnim mikroskopickym pozorovanim. Kvalita
zygoty je posuzovana na zakladé tzv. Z — skore, kdy se nejprve hodnoti zarovnani a velikost
prvojader. Velky rozdil ve velikosti prvojader ¢i jejich nedostate¢nému zarovnani na stiedu
buiiky je spojovano se Spatnym vyvojovym potencialem a schopnosti implantace. (Scott et al.,
2000; Ebner ef al., 2003). Dal$im parametrem pro Z — skore je pfitomnost cytoplazmatického
halo, které vznika, kdyZ jsou mitochondrie a dalSi cytoplazmatické komponenty taZeny
mikrotubuly z periferie do centralni oblasti (Montag 2014). Halo pozitivni zygoty maji
symetricky umisténé homogenni halo podél kortexu cytoplazmy. Né&které studie vSak
neptisuzuji uziteCnost pouziti cytoplazmatického halo jako markeru pro posouzeni kvality

embrya (Saluments et al., 2001). Jiné uvadéji vyssi kvalitu embryi pochézejicich z halo
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pozitivnich zygot (Gardner et al., 2003). Centralnim bodem hodnoceni je detekce poctu,
velikosti a distribuce jadernych prekurzorovych télisek (NPB), které jsou piitomny
v prvojadrech. NPB jsou prekurzory jadérka, které jsou mistem syntézy a zpracovani rRNA a
jsou proto nezbytné pro syntézu proteinti (Montag 2014; Gardner et al., 2003). Klasifikace je
rozdélena do 4 stupnili, kdy zygota s vysokym potencidlem vyvoje a implantace by méla
obsahovat stejnou velikost a pocet NPB pohybujici se okolo 3 az 7 a mé¢ly by byt polarizovany.
Stupeni 2 definuje stejny pocet a velikost NPB ale s jednim jddrem zarovnanym a v druhém
jadru jsou NPB rozptyleny. Zygoty 3. stupné maji nerovhomérné pocty s rozdilem vice nez
jednoho NPB nebo velikosti NPB. Zygoty stupné 4 jsou ty, jejichz NPB nejsou zarovnany, maji
velké rozméry nebo jejich pozice neni v centrdlni Casti zygoty. Souhrnné data ukazuji, ze
schopnost embrya rlst in vitro do stadia blastocysty, kterd je schopna se implantovat, je pfimo

spojeno s morfologii zygoty (Scott et al., 2000).

1.5 Kbvalita embrya

Standardnim postupem jsou zygoty opakované morfologicky vySetfeny po 25 az 27
hodinach od ICSI ¢i klasické IVF. V tomto ¢asovém useku lze pozorovat v disledku prvniho
mitotického déleni embrya pfitomnost dvou bunék, které nazyvame blastomery (Gardner et al.,
2013; Saluments et al., 2003). S ohledem na rozdilnou vyvojovou kinetiku, mizeme v tomto
intervalu pozorovat rizné stupn€ vyvoje embryi. Jednou z moznosti, kterou mizeme v tomto
obdobi pozorovat, je pfitomnost prvojader (PN). Je hodnoceno stddium 2PN nebo stadium OPN,
kdy dochézi k rozpadu PN membrén a nésledné k jejich fuzi. V idedlnim ptipad€ pozorujeme
pritomnost 2 blastomer. V poslednim piipadé¢ mizeme pozorovat pfitomnost vice nez 2 bun¢k
(Racowsky et al., 2009). Embrya, kterd v rozmezi 25 az 27 hodin po fertilizaci vykazuji
pfitomnost 2 bun€k, jsou oznaCovéna jako embrya dobré kvality a vyslednd rychlost
pocatecniho Sté€peni je dana do souvislosti s jejich implantaénim potencialem (Saluments et al.,
2003). Kvalita embrya je dale hodnocena pozorovanim optimalni rychlosti Stépeni po 40-44
hodinach, kdy mizeme pozorovat embryo se 4 blastomerami. DalSi mitotické déleni
pozorujeme po 68 hodinach od fertilizace, kdy embryo obsahuje jiz 8 blastomer. Do tfetiho dne
vyvoje, pozorujeme blastomery, které jsou zietelné rozpoznatelné od dalSich. Mezi 3. az 4.
dnem kultivace in vitro zaCina proces, ktery nazyvame kompaktace. Po tomto procesu ptiblizné
92 hodin od kultivace je velice obtizné rozlisit jednu blastomeru od druhé a pozorujeme jiz

utvar, ktery se nazyva morula. Idealni morula ve 4. dnu vyvoje by méla obsahovat mezi 16 a
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32 buitkami. To odpovida tomu, ze doslo k dalsimu mitotickému déleni. Proces kompaktace by
m¢él zacit v 3. den kultivace, tedy ve stddiu s 8 buiikkami, nicméné tento proces muze byt
pozorovan i diive a neni to spojovano s negativnim dopadem na pozd¢jsi implantaci (Montag,
2014 str. 124; De Placido et al., 2002). Piiblizn€ 5. az 6. den kultivace (120 nebo 144 hodin)
po ICSI se z moruly vyviji utvar zvany blastocysta s patrnou dutinou blastocoelu obsahujici

trofoektoderm (TE) a vnitini buné¢nou masu (ICM) (Cruz et al., 2012).

1.5.1 Kultivace do 3. dne

V IVF protokolech je v dnesni dobé kladen diiraz na sniZeni poctu prendSenych embryi,
aby nedochazelo k vicecetnym téhotenstvim, ale zaroven byl zachovan podil GspéSnych IVF
pokusi. Lze toho dosdhnout zvySovanim spolehlivosti embryonalni analyzy a kultiva¢nich
systémi (De Placido et al., 2002). Ve vétSing laboratotfi IVF je zaveden protokol pfenosu
embrya v 2. nebo 3. den kultivace (Lundin et al., 2001). Kvalita embrya v 3. den kultivace je
hodnocena na zdkladé¢ poctu blastomer a synchronie ryhovani, rozsahu fragmentace,
ptitomnosti jediného jadra v blastomefe a casné kompaktace (Papanikolaou ef al., 2016; De
Placido et al., 2002). Bylo zaznamenano, ze kvalita embrya koreluje s morfologii oocytil a
zygoty (Lundin ef al., 2001). Embrya, kterd nejsou vybrana pro pfenos do délohy matky jsou
kryokonzervovana s ohledem na dalsi cykly IVF. Kultivace embryi 2. a 3. den po oplodnéni je
kultivaénich podminek, které kultivace do stadia blastocysty vyzaduje (De Placido et al., 2002).
Hlavni nevyhodou pfenosu embrya ve fazi §tépeni, oproti fazi blastocysty je dana skutecnosti,
ze morfologicka kritéria, kterd podmifiuji selekci embryi v 3. den jsou velmi subjektivni a méné
odrazeji genetickou kvalitu embryi, nez kritéria pouzivané v 5. den kultivace. Bylo zji§téno, ze
pievazna Cast embryi, ktera se povazuji za kvalitni v 3. den kultivace mohou byt aneuploidni.
Pokud je vybrano jediné embryo pro pienos, tak tim se také zvySuje pravdépodobnost pfenosu

chromozomalné abnormdlniho embrya (Papanikolaou et al., 2016).

1.5.2 Prodlouzena kultivace

Jednou z mozZnosti, které centra asistované reprodukce vyuZivaji je prodlouzend
embryonalni kultivace a ptenos blastocysty v 5. den vyvoje (Cruz et al., 2012). Kvalita embrya

v 5. den kultivace je hodnocena na zakladné€ vyvoje vnitini bunééné masy a trofoektodermu. Je
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dilezité poznamenat, ze vyssi uspésnost IVF protokoli je spojovana s ptenosem embryi ve fazi
blastocysty. To je dano do souvislosti se stupném vyvoje, ve kterém se embryo nachézi.
Blastocysta pfedstavuje vyvojovy stupen, ve kterém embryo doputuje fyziologicky do d€lohy i
v nestimulovaném cyklu. Prodlouzena kultivace hodnoti schopnost zygoty dosahnout stupné
blastocysty in vitro, coz mize byt povazovano za ekvivalentni ptfirozenému vybéru, ackoli toto
nemusi nutné¢ odrazet schopnost embrya se uspesné€ implantovat a vyvijet (Cruz et al., 2012).
Na druhou stranu potencialni nevyhodou pro pfenos embryi ve fazi blastocysty je to, ze n¢ktera
embrya nejsou schopna dosdhnou této faze v kultuie in vitro. Dalsi rizika, kterd plynou z pouziti
blastocysty souviseji se zvySenym rizikem vyskytu monozygotnich dvojcat, pred¢asného
porodu, zménény pomér pohlavi a v posledni fad¢ také mozné epigenetické ti¢inky na embryo

v disledku prodlouzené kultivace. (Papanikolaou et al., 2006; Maheshwari et al., 2016).

2  Mozaicismus

Vyznamna ¢ast lidskych preimplantacnich embryi produkovanych béhem 1é€by in vitro
fertilizace obsahuje dv€ ¢i vice odliSnych bunéénych linii. Tento jev je znamy jako
chromozomalni mozaicismus, ktery je definovan jako pfitomnost dvou nebo vice bunécénych
populaci s riznymi genotypy (Munné et al.,2017; Sachdev et al., 2017). Jeho formy mtizeme
rozdélit do nékolika skupin. Aneuploidni mozaicismus, je definovan jako smés aneuploidnich
bunék, kdy jsou pfitomny dva riizné aneuploidni genotypy. Frekvence vyskytu aneuploidni
mozaiky se odhaduje pfiblizn€ u 15 % embryi. Aneuploidni mozaicismus vznika chybnym
mitotickym délenim embrya jiz zatizeného meiotickou aneuploidii nebo mitotickou
nondisjunkci v prvnim bunééném déleni embrya, kdy jsou piitomny dv€ dcefiné bunky

s odlisnymi karyotypy, z niZ ani jeden neni euploidni (Munné et al., 2017; Sachdev et al., 2017).

Nejcastéjsi pfi¢inou vzniku mozaicismu je vSak diploidné-aneuploidni varianta, ktera
postihuje vice nez polovinu embryi v ¢asném embryondlnim déleni. Diploidné€ — aneuploidni
mozaiky obsahuji smés euploidnich a aneuploidnich bun¢k a obvykle vznikaji v dasledku
mitotické nondisjunkce. Procento abnormalnich bun€k v embryu je ovlivnéno tim, v jaké fazi
embryondlniho vyvoje dochédzi k chybé v segregaci chromozomii. Pokud k tomu dochazi
naptiklad v druhém mitotickém déleni embrya je pfitomen vétsi podil abnormalnich bunék nez

chyby, které se vyskytnou béhem ttetiho déleni (Munné et al., 2017; Sachdev et al., 2017).
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Dalsi variantou je mozaicismus obsahujici smés bun€k, které mohou zahrnovat
libovolnou kombinaci haploidnich, diploidnich ¢i polyploidnich bunék v ramci embrya.
Ptikladem miize byt diploidn¢ — tetraploidni mozaika pfitomna v raném embryonalnim vyvoji

(Munné et al., 2017; Sachdev et al., 2017).

Posledni skupinou jsou tzv. chaoticka embrya v nichz méa kazda buika zdanlivé
nahodnou chromozomovou sadu, jejiz frekvence vyskytu se odhaduje pfiblizné na 25 %

(Munné et al., 2017; Sachdev et al., 2017).

Chromozomalni mozaicismus muze vzniknout bud’ v disledku chyb v meidéze nebo
v mitdze. Vysledkem chyby v meidze je gameta s abnormalnim poctem chromozomii. Béhem
chybné meidzy miize vzniknout bud’ dizomicka nebo nulizomicka gameta, kterd vytvari spolu
s haploidni gametou zygotu, kterd méd abnormalni poc¢et chromozomu. Pokud dojde nasledné
ke korekei béhem mitotického déleni embrya dochazi ke vzniku mozaiky. Druhym ptipadem je
pak mozaicismus, ktery vznika v disledku chyb v mit6ze béhem post — zygotického bunécného

déleni embrya (Taylor et al., 2014; Conlin et al., 2010, McCoy, 2017).

2.1 Vznik v meidze

Meidza, pii které vznikaji haploidni gamety, zahrnuje duplikaci DNA a nasledné dvé po
sob€ jdouci bunééné déleni, ve kterych jsou separovany homologni chromozomy (MI) a
nasledn¢ sesterské chromatidy (MII) (Webster et al., 2017; Hassold et al., 2001). Diky
preimplantac¢ni genetické diagnostice, miizeme dostat vysledek jak z prvého, tak z druhého
meiotického déleni. Pomoci analyzy prvniho (PB1) a druhého polarniho téliska (PB2).
Extrudované PB1 ptedstavuje vedlejsi produkt meidzy I, zatimco PB2, které je vytésnéno po
fertilizaci oocytu spermiemi nebo ICSI, je vedlejSim produktem MII (Kuliev et al., 2004).
Aneuploidie je nejcastéj$i chromozomova abnormalita, kterd je hlavni pfi¢inou spontdnnich
abortll nebo vrozenych onemocnéni (Sakakibara et al., 2015). Vznika piedevsim v dasledku
chybné segregace chromozomi béhem meidzy (Hassolf et al., 2011; Webster et al., 2017).
Bylo zjisténo, Ze k nondisjunkci mize dochazet jak béhem prvého meiotického déleni, tak
v ramci druhého meiotického déleni (Webster ef al., 2017; Kuliev et al., 2004). Chromozomalni
abnormality jsou pfevazné generovany bchem I. meiotického déleni v disledku piedcasné
segregace sesterskych chromatid. Pokud budeme hledat plivod aneuploidii, zjistime Ze

frekvence aneuploidii maternalniho piivodu je ¢astéjsi nez frekvence aneuploidii paternalniho

19



puvodu (Kuliev et al., 2004). To je ptedevsim davano do souvislosti s vékem matky. Pivod
aneuploidii je zkouman predevsim u trizomii, jelikoz vétSina monozomii je prenatalné letalni.
Miuizeme vSak nalézat odchylky od tohoto vSeobecného ptredpokladu. Piikladem muze byt
Klinefelteriv syndrom, ktery vzniké castéji paternalni chybou. Naopak vznik trizomie
chromozomu 16 je vyhradné v diisledku aneuploidie maternalniho pivodu. Podobné mizeme
nachdzet odchylky v dobé, kdy dochdzi ke vzniku aneuploidie. Ptikladem je trizomie
chromozomu 18, vznikajici v disledku nondisjunkce v druhém meiotickém déleni (Hassold ef

al., 2001).

Nondisjunkce a pred¢asna separace sesterskych chromatid jsou hlavnimi mechanismy,
které zpuisobuji chyby v segregaci chromozomii v meidze. Tyto chyby nasledné vedou ke
vzniku aneuploidnich gamet, které nesou abnormalni pocet chromozomii. A pokud jsou tyto
gamety oplodnény, vznikaji aneuploidni embrya (Webster et al., 2017). Mlze ale nasledné
dochazet ke korekci trizomie ¢i monozomie v ramci post-zygotického dé€leni embrya. Trisomy
rescue a monosomy rescue jsou mechanismy, které prispivaji ke korekci aneuploidnich bunék
(bud’ meiotického, ¢i mitotického plivodu) mitotickou chybou, kterd navodi diploidni stav.
Trisomy rescue zahrnuje jak mitotickou nondisjunkci, tak anaphase lag a vlivem téchto d&ji
dochézi ke ztraté trizomického chromozomu. Monosomy rescue je opacny mechanismus, ktery
vede k duplikaci monozomického chromozomu (Conlin ef al., 2010; Taylor et al., 2014;
McCoy et al., 2017. Jednim z moZnych vysledkl trisomy rescue a monosomy rescue je
uniparentalni dizomie, pfi které mitoticka chyba produkuje diploidni buiiku, ktera obsahuje bud’
dva homologni chromozomy otcovské, nebo dva homologni chromozomy mateiské (McCoy et

al., 2017).

2.1.1 Uniparentalni dizomie

Uniparentalni dizomie (UPD) je definovéna pfitomnosti chromozomového paru, v némz
oba chromozomy pochazeji od jednoho rodice. Chromozomovy par miize bud’ pochézet od otce
tzv. paternadlni UPD nebo od matky materndlni UPD. Uniparentalni dizomie je spojena
s nékterymi piipady recesivnich onemocnénich, mozaicismu a s poruchami genomového
imprintingu (Lapunzina et al., 2011). UPD je vysledkem vadné chromozomalni segregace
béhem déleni bun¢k a miZe se objevit béhem meidzy nebo mitdzy. Nicméné prevladajici
mechanismus, ktery zpisobuje UPD je trisomy rescue. Pokud je v dlisledku poruchy v meidze

produkovana dizomicka gameta po splynuti s haploidni gametou, je pak vytvorena trizomicka
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zygota. Pak miize dochazet ke korekci trizomie tim, Ze je nadpocetny chromozom eliminovan.
Existuje vice zpisobl vzniku UPD. V jedné tfetiné ptipadt dochéazi k tomu, Ze je eliminovan
chromozom z normalni gamety, coz vede k UPD. Druhou moznosti, ktera vede ke vzniku UPD,
je fertilizace nulizomické a dizomické gamety. Tietim moznym piikladem je monosomy rescue.
Ctvrty mechanismus je pak omezen na post-zygotickou mitézu (McCoy et al., 2017;
Eggermann et al., 2015). Uniparentdlni dizomie se mize vyskytovat jako heterodizomie
(hUPD), kdy homologické chromozomy pochazeji od jednoho rodice, nebo jako izodizomie
(1IUPD), ve kterém jsou pfitomny dva identické segmenty od jednoho rodicovského homologu
(Robinson et al., 2000). Heterodizomie ma pivod v meidze (trisomy rescue, splynuti
nulizomické s dizomickou gametou), zatimco izodizomie je vysledkem hlavné post-zygotické
monosomy rescue. Kromé& téchto mechanismii miize dochdzet k UPD ve spojeni se
strukturédlnimi chromozomalnimi abnormalitami, jako jsou naptiklad translokace nebo marker
chromozomy (Eggerman et al., 2015). hUPD a iUPD mohou zptisobovat onemocnéni, pokud
ovliviiuji gen, ktery je zakladem genomového imprintingu, coz znamena odliSnou expresi genu,
ktera zavisi na rodi€ovském plivodu). iUPD miize dale nezavisle na imprintingu vést ke vzniku

recesivnich onemocnéni (Liehr, 2010).

2.2 Vznik v mitoze

Mitoza je proces, pii kterém dochazi k rovnomérnému rozdéleni genetické informace
bunky matefské do dvou bunék dcetinych. V lidskych preimplanta¢nich embryich dochézi
velice ¢asto k mitotickym nondisjunkcim, které vedou k aneuploidii. Frekvence mitotickych
nondisjunkci je nejvyssi béhem prvnich tfi bunéénych déleni embrya po fertilizaci. Vysledkem
toho je, Ze pfiblizné tfi Ctvrtiny lidskych preimplantanich embryi v tfeti den vyvoje vykazuji
chromozomalni mozaicismus. V pozdéjsich vyvojovych fazich je mira aneuploidie niz$i. To je
dano nékolika mechanismy korekce aneuploidie jako je apoptdza, preferencni rozdéleni
aneuploidnich bunék do extra-embryonalni tkané, snizeni ¢etnosti déleni aneuploidnich bunék
oproti euploidnim buitkdm tzn., ze euploidni buniky proliferuji s vyssi rychlosti nez aneuploidni
buiiky. (Mantikou et al., 2012; Sachdev et al., 2017, Taylor et al., 2014). V disledku toho je do
znacné miry ovlivnén vyvojovy potencial lidskych preimplanta¢nich embryi. Mize dochézet
k zastavé vyvoje nebo ztraté embryi v pozdéjSich fazich vyvoje. Moznym nasledkem mitize byt
také selhdni implantace nebo pokud jsou embrya schopna implantace, mize se vyskytovat

mozaicismus omezeny na placentu (Mantikou et al., 2012).
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Jednou z moznych chyb, kterd vede ke vzniku aneuploidie, je anaphase lag. Pokud
dochazi k zpomaleni pohybu homologniho chromozomu béhem anafaze nebo k neptipojeni
homologniho chromozomu k délicimu vieténku, tak tento chromozom neni zaclenén do jadra
dcefiné bunky. To vede ke ztrat¢ chromozomu, coz vede k monozomii jedné ze dvou dcefinych
bunc¢k (Mantikou et al. 2012). Zpomalené chromozomy vétSinou neprochazi okamzitou
degradaci, ale jsou Casto zapouzdieny do mikrojader — oddé€lené od hlavniho jadra. Zde jsou
chromozomy nachylné k tézkym poSkozenim DNA, kterd mohou ohrozit jejich schopnost
vytvaret funk¢ni kinetochory a podléhat fadné segregaci. Chromozomy, které jsou zapouzdiené
v mikrojadrech, jsou také citlivé na katastroficky jev zvany chromotripse. (McCoy 2017,
Manikou ef al., 2012). Mitotické nondisjunkce jsou dal§i pfi¢inou vzniku aneuploidie.
Vysledkem mitotické nondisjunkce je jedna buiika s monozomii, druhd s trizomii. Anaphase
lag a nondisjunkce jsou nejcastéjSimi mechanismy, které vedou k aneuploidiim v lidskych
embryich. Jiné mechanismy, které by mohly zpusobit aneuploidie, jsou fragmentace
chromozomt, pred¢asné déleni bunck, chyby v cytokinezi, bunétna fuze (Manikou et al.,
2012). Fragmentace chromozomt, kterd zahrnuje destrukci chromozomu, byla navrzena jako
soucdst trisomy rescue. Pokud se vSak vnormélni diploidni buiice objevi fragmentace
chromozomu, vede to k aneuploidii. Naopak pted¢asné déleni bunék bez predchozi duplikace
DNA vede ke vzniku haploidnich bunék. V opacném piipadé polyploidni buitky mohou vznikat
v disledku vicenasobné endoreduplikace. Dal§im moZnym mechanismem pfispivajicim k
aneuploidii jsou chyby v cytokinezi. Netuspésna ¢i asymetricka cytokineze vede k vyskytu dvou
jader v blastomete nebo k tetraploidii. Mnohojaderné blastomery mohou vznikat v disledku
nedostatku matetskych molekul, které se podileji na polarizaci, bunééném déleni a kompaktaci.
Bunécénd flaze blastomer je dal$im moZnym mechanismem, ktery pfispiva k aneuploidiim.
Predpoklada se, Ze vyskyt fize blastomer mize byt spojen se zménou bunééné membrany nebo
se mizZe vyskytnout po zmrazeni/rozmrazeni embryi. Bunécnou flzi blastomer mohou
zpusobovat také dal§i mozné vlivy jako jsou napiiklad zmény pH, teploty nebo osmotického
tlaku. Tento d&j je spojen s pisobenim vné&jSich faktorl a neexistuji zddné dikazy o tom, Ze se
vyskytuje spontanné. Bunécnd fluze vede ke vzniku polyploidnich embryi ¢i diploidné-
polyploidni mozaiky (Mantikou et al., 2012). Kromé téchto vySe popsanych mechanismi, mize
aneuploidie ¢i mozaicismus vznikat v disledku tripolarni €1 jiné abnormalni mitézy (Ottolini et

al., 2017).
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3 Tripolarni mitdza

V pribéhu normalniho mitotického déleni vznikaji z jedné matef'ské buiiky dve bunky
dcefiné. Tripolarni mit6za je specificky ptipad déleni, béhem kterého vznikaji tfi dcetfiné bunky
namisto obvyklého poctu dvou bunék. Jiné varianty multipolarni mitdzy, které vedou ke vzniku
vice nez tfi bun€k, jsou pomérné vzacné. Tripolarni mitéza je pozorovana v buikach
infikovanych lidskym papilomavirem, pii n€kterych typech nadorovych onemocnéni a v ranych
vyvojovych fazich embryi je ddvana do souvislosti se snizenym implantaénim potencidlem
(Zhan et al., 2016; Kalatova et al., 2015). Morfologické hodnoceni embryi udédva vysokou
frekvenci vyskytu multipolarni mitézy béhem raného vyvoje embryi. Nejvetsi dosavadni studie
zaznamenala frekvenci 26,1 % vyskytu tripolarni mitézy v podminkach in vitro (McCoy et al.,
2017; Zhan et al., 2016). Vyskyt tripolarni mitézy mize poskodit proces casné¢ho vyvoje
lidskych embryi (Zhan et al., 2016). Embrya, kterd vykazuji tripoldrni mitd6zu mohou byt
morfologicky povazovana pfi konvencnim pozorovani za embrya kvalitni a zvySeny pocet
blastomer muize byt chybné povazovan za zacatek dalsiho mitotického déleni (Kalatova ef al.,
2015). Krom¢ toho mitotické chyby, které vznikaji v ¢asnych fazich vyvoje embrya, vedou ke
vzniku velkého mnozstvi abnormalnich bunék, zatimco abnormality, které vznikaji ve stadiu
blastocysty, ovlivni mensi pocet bun¢k. Embrya nejsou schopna dosahnout stadia blastocysty,
pokud se na zacatku prvniho mitotického déleni vyskytne tripolarni mitéza. Tripolarni mitdza,
kterd je pfitomna u embryi v druhém ¢i dalSim déleni, nemé tak zdvazné nasledky na dalsi vyvoj
embrya (Ottolini et al., 2017). Avsak to mize byt jednou z pfi¢in chromozomalniho
mozaicismu, ktery se Casto vyskytuje u pre-implantanich embryi in vitro. Pfitomnost
mozaicismu komplikuje preimplantacni genetickou diagnostiku. Vzhledem k jeji pfitomnosti
nemusi vysledek odrazet skute¢nou situaci a generuji se tim bud’ faleSn¢ negativni, ¢i falesSné
pozitivni vysledky. Pokud je k PGD pftistoupeno ve 3. den kultivace a je odebrana pouze jedna
blastomera, kterd v ptipad¢ falesné€ negativniho vysledku neurci Zddnou abnormalitu, mlize byt
embryo nasledné vybrano pro transfer do délohy matky, ve skutecnosti vSak miize byt
aneuploidni. Naopak faleSné pozitivni vysledek mize selektovat embrya jinak geneticky

normalni. (Kalatova et al., 2015; Baart et al., 2005).
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ObrazKky €. 1-6 Na snimcich pofizenych pomoci time-lapse systému je zobrazena tripolarni mitoza

v prvnim bunééném déleni embrya.

(Fotografie autorky)

3.1 3PN zygota

Pritomnost tripolarni mitdzy je velice Casta u zygoty, ktera obsahuje tfi prvojadra.
Takové zygoty se mohou vyvinout do morfologicky normalni moruly, nicméné chromozomalné
mohou byt diploidni, triploidni ¢i jinak defektni. Existuje nékolik pfic¢in, kdy mize vzniknout
zygota se tfemi prvojadry. Béhem fertilizace dochézi k priiniku dvou haploidnich spermii ¢i
jediné diploidni spermie, kterd vznikla v disledku chyb v prvnim nebo druhém meiotickém
déleni. Tato situace je pomérné bézna u konvencni IVF, kterd postihuje pfiblizné 10 %
oplodnénych oocytl. To je vSak eliminovano pouzitim ICSI, kterd se pouZziva jiz ve vétSing
cykli IVF (Kalatova et al., 2015; McCoy et al., 2017). Pavodnim ptedpokladem bylo, ze
diandrické triploidie jsou zodpovédné za prevaznou Cast triploidnich embryi. Ukazuje se, Ze
triploidie matetského ptivodu je pfitomna ve vice ptipadech, nez se ptivodné piedpokladalo.
Dal$i moznou pfi¢inou je endoreduplikace zenského prvojadra, coz je pomérné vzacny jev. 3PN
zygoty mohou vznikat také pokud nedoslo k extruzi druhého polarniho téliska (Kalatova et al.,

2015).
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Obrazek €. 7 Na snimku pofizeném pomoci time-lapse systému je zobrazena 3PN zygota

(Atlast of human embryology)

3.2 2PN zygota

Drive se ptedpokladalo, ze jedinou pfi¢inou tripolarni mitdézy je piitomnost 3PN
v zygoté. AvSak pozdéji bylo pozorovano rozdéleni v prvnim bunéném déleni 2PN zygoty se
dvéma polarnimi télisky pfimo do tii blastomer (Kalatova et al., 2015). Tripolarni mitéza v 2PN
zygoté vytvari dcefiné bunky s ndhodnymi hypodiploidnimi karyotypy (McCoy et al., 2017).
Nasledné byly dolozeny diikkazy o vyskytu tripolarni mitézy v ranych lidskych embryich
v prvnim nebo druhém bunééném cyklu. To je diikazem, Ze v klinické praxi neni vylouceni
3PN zygot dostatecné, aby bylo zabranéno vyskytu tripoldrni mitézy. V soucasnosti je detailni
monitorovani embryonalni morfogeneze jedinym spolehlivym néstrojem pro detekci chyb v

mitdze, at’ jiz prechodnych ¢i trvalych (Kalatova et al., 2015).
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Obrazek ¢. 8-14 Na snimcich, které byly pofizeny pomoci time-lapse systému je zobrazena tripolarni
mitdza v druhém bunééném déleni embrya.

(Fotografie autorky)

3.3 Mechanismy vzniku tripolarni mitdzy

Presné kontrola poc¢tu centrozomtl je zasadni pro sestaveni bipolarniho déliciho vieténka
a pro presny prenos genetického materidlu do deefinych bunék. V soucasné dobé bylo navrzeno
n€kolik mechanismt, které mohou vést k amplifikaci centrozomu — piitomnost vice nez dvou
centrozomu (Srsen et al., 2006). Aby nedochazelo k amplifikaci centrozomu, je jejich duplikace
regulovana proteinovymi komplexy tzv. cyklin dependentnimi kindzami. Zejména pro
duplikaci centrozomu je zapotiebi cyklin-dependentni kinaza 2 (CDK2) ve spojeni s cyklinem
E. To ptredstavuje s nejvétsi pravdépodobnosti dilezity aspekt koordinace mezi duplikaci
centrozomu a replikaci DNA (Kalatova et al., 2015; Meraldi et al., 2002; Fukasawa et al.,
2005). Selhani tohoto mechanismu ma za nasledek amplifikaci centrozomil. Buiiky, které
obsahuji vice nez dva centrozomy, jsou nachylné k multipolarni mitéze (Fukasawa et al., 2005;
Goldinho ef al., 2009). Ve vétsing ptipadt abnormality centrozomu nemaji ziejmy a okamzity
dopad na mitézu a nadmérnd amplifikace centrozomu nemusi okamzité vést ke smrti bunék

v disledku genomové nestability pochdzejici z mitotického chaosu (Kalatova et al., 2015)
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3.3.1 Centrozomalni cyklus

Centrozom je mala organela, ktera je obvykle lokalizovana v blizkosti bunécného jadra
(Fukasawa et al., 2005). V zivoc¢isnych buiikdch ma centrozom funkeci tzv. mikrotubuly
organizujiciho centra (MTOC) a tim reguluje pocet a prostorovou organizaci mikrotubuli a plni
vyznamnou roli béhem mitozy. Ovliviiuje vlastnosti bunky, které jsou zavislé na spravné funkci
mikrotubult jako je polarita, tvar buiiky a bunéna motilita. Stejné tak centrozomy hraji zasadni
roli v rovnomeérné segregaci chromozomd tim, ze ptispivaji k sestaveni bipolarniho mitotického
vieténka béhem mit6ézy (Gondinho et al., 2009; Nigg et al., 2011). Centrozom se v zivo¢isnych
buiikach sestava z dvojice centriol, které jsou obklopeny elektrodenzni proteinovou hmotou,
ktera ja znama jako pericentriolarni material (PCM). Centrioly jsou od sebe strukturalné odlisné
na jejich distalnich koncich. Mateiska centriola obsahuje soubor distalnich ptiloh, které jsou
dalezité pro ukotveni mikrotubulil, zatimco na dcefiné centriole chybi. Dcefind centriola tyto
ptilohy ziskava v pozdni fazi G2 bunécného cyklu (Srsen et al., 2006; Goldinho ef al., 2009;
Fukasawi et al., 2005). Centrioly jsou také dulezité pro nabor PCM a jejich ztrata vede k jeho
rozptyleni. Stejn¢ jako DNA se centrioly duplikuji semikonzervativnim zptisobem. Obé
centrioly se oddéluji a slouzi jako matrice pro vytvofeni novych centriol, coz vede ke vzniku
dvou centrozomi (Srsen et al., 2006; Goldinho et al., 2009). Béhem normalniho bunécného
cyklu prochéazi centrozom tadou strukturdlnich zmén, které vedou k jeho duplikaci, coz je
nezbytné jak pro jeho funkci v metafazi, tak pro tvorbu mitotického vieténka. Centrozomovy
cyklus mize byt rozdélen do péti kroka: 1) segregace centrozomu (M-faze), 2) dochazi
k separaci sparovanych centriol (pozdni M-faze az G1 faze), 3) duplikace centriol, pii které
dochazi k tvorbé procentriol v blizkosti jiz existujici mateiské centrioly (S-faze), 4) zrani
procentriol a rekrutovani PCM (G2-faze), 5) separace centrozomu (pozdni G2-faze) (Gondinho

et al., 2009; Kalatova et al., 2015; Fukasawa et al., 2005).

3.3.2 Amplifikace centrozomu

Hlavni hypotézy se domnivaji, Ze ptidatny cyklus centrozomu béhem bunécného cyklu
produkuje nadpocet centrozomii (Srsen et al., 2006). Centrozomy se duplikuji jednou za
bunéény cyklus v koordinaci s duplikaci DNA. Iniciace syntézy DNA a duplikace centrozomu
je castecné zprosttedkovana komplexem CDK?2/cyklinem E na konci G1-faze. Pii zastaveni
bunécné¢ho cyklu je duplikace centrozomu castecné blokovana up-regulaci p53 a tim je

zachovana cCiselnd integrita centrozomtl. P53 transaktivuje mnoho proteinti véetné p21, coz je
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inhibitor CDK2, a tim i duplikaci centrozomu. Pokud dojde k inaktivaci p53, centrozomy se
dale duplikuji, coz vede k jejich amplifikaci. Hladina exprese cyklinu E a néasledné zmény
v aktivit¢ komplexu CDK2/cyklin E ovliviiyji frekvenci amplifikace centrozomu spojenou se
ztratou ¢i inaktivaci p53. Dale byla zkouméana role dvou hlavnich cyklinti A a E, které jsou
v komplexu s CDK2 v duplikaci / amplifikaci centrozomu v priitbéhu bunééného cyklu. Cyklin
A neni potfebny pro zahajeni duplikace centrozomu béhem normalniho bunééného cyklu,
pokud je pfitomen cyklin E. AvSak v nepfitomnosti cyklinu E je dulezity cyklin A pro
zahgjeni duplikace centrozomu. V buiikach, které jsou zadrzeny v ¢asné S-fazi bunécného
cyklu, je pro indukci amplifikace centrozomu dulezity cyklin E. Nicméné mtize byt funkéné
nahrazen cyklinem A za ucelem indukce amplifikace centrozomu. Naproti tomu v bunikach,
které jsou zdrzeny na konci G2-faze v disledku poSkozeni DNA, je cyklin A dulezity
k amplifikaci centrozomu bez ohledu na stav cyklinu E (Hanashiro et al., 2008; Fukasawa et

al., 2005).

Amplifikace centrozomu muze také nastat v disledku abnormalit gentl, které se podileji
na regulaci buné¢ného cyklu nebo duplikaci centrozomu. Piikladem je jiz zminény 7P53 a déle

BCRAI, BCRA2 (Fukasawa et al., 2005 Xu et al., 1999).

Centrozomalni amplifikace mtize probéhnout v prodlouzené G2 fazi bunécného cyklu

v disledku poSkozeni DNA (Donson et al., 2004).

Amplifikace centrozomu muze také vzniknou v disledku de novo tvorby acentriolarnich
centrozoml. Nadméma exprese nékterych klicovych centrozomalnich sloZzek muze vést

k tvorbé centrozomti bez centriol (Fukasawa et al., 2005).

Jeden znavrhovanych mechanismii, ktery vede k amplifikaci centrozomu, je
overduplikace centrozomu, kterda mize vzniknout v disledku nadmérné exprese polo-like
kindzy 4 (PLK4), kterd se podili na procesu duplikace centrozomu. Bylo prokdzano, Ze
nedostate¢né mnozstvi PLK4 naopak vede k tomu, Ze centrioly nejsou schopny nukleovat

mikrotubuly (Anderhub et al., 2012; Ottolini et al., 2017).

Amplifikace centrozomu muze byt vysledkem 1 chybné cytokineze, coz vede k zdvojeni
genomu 1 poctu centrozomt. Celkovy pocet centrozomill generovanych v tomto mechanismu by
mél byt vzdy sudy a doprovazeny amplifikaci genomu. Dal$im mechanismem mulZe byt
nespravné rozdéleni sparovanych centriol. Centrioly se obvykle rozdéluji pouze v dobé

duplikace. Pokud je narusena kontrola v€asného odd€leni paru centriol nebo mechanismus
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parovani centriol, dochazi k nekontrolovanému rozdéleni a kazda z téchto centriol mtze tvofit

jednotlivé centrozomy (Fukasawa et al., 2005).

3.3.3 Mechanismy branici vzniku tripolarni mitozy

Existuje nékolik mechanismt, které potlacuji vznik multipoldrni mitézy v buiikach
s amplifikovanymi centrozomy. Tyto mechanismy podporuji vznik bipolarniho mitotického
vieténka nékolika zplsoby. Jednou z moznosti je eliminace amplifikovanych centrozomd.
Bunky mohou odstranit vS§echny nadbyte¢né centrozomy a tim vytvofit bipolarni mitotické
vieténko. DalS$im mechanismem je inaktivace nadpocetnych centrozomt. Vysledkem jsou pak
dva funkéni centrozomy, které v buiice plni funkci MTOC. Muze také dochazet k tomu, ze
amplifikované centrozomy jsou asymetricky rozdéleny tak, aby jedna dcefina builka
obsahovala jeden centrozom a tvofila béhem nasledujici mitézy bipolarni mitotické vieténko.
Posledni a velmi Casny mechanismus vede ke shlukovani centrozomil. Toto je uskute¢néno
pomoci kontrolniho bodu déliciho vieténka — SAC. Tento kontrolni bod bunééného cyklu
detekuje, zda jsou kinetochory spravné ptipojeny k mikrotubuliim déliciho vieténka. Dokud
nedojde ke korekci nespravného piipojeni, pozastavuje kontrolni bod d¢liciho vieténka
v metafazi pred vstupem do anafize. V tomto obdobi ma buitka mozZznost shlukovat
amplifikované centrozomy. Studie se domnivaji, Ze kontrolni bod d¢liciho vieténka (SAC) je

vvvvvv

dasledku amplifikace centrozomti (Godinho et al., 2009).

3.3.4 Kontrolni body bunééného cyklu

Morfologické hodnoceni vyvoje embryi ukazuje, Ze vyskyt tripolarni mitdzy je
detekovan v prvnich tfech cyklech déleni embrya. Navic vyskyt abnormalni mitézy v prvnich
ttech dé€lenich je korelovan s vyvojovou zdstavou embrya pifed vznikem blastocysty, zvySenou
mirou vzniku aneuploidii chromozomt a Spatnymi klinickymi vysledky po transferu takového
embrya. VétSina takovych embryi je zastavena ve 4. az 5. dnu po fertilizaci pfed kompaktaci a
pfechodem ze stadia moruly do blastocysty (Ottolini et al., 2017). To je dano tim, ze
embryonalni genom je do zna¢né miry neaktivni aZ do stddia osmi bun€k a pocatecni vyvoj
embrya je vyhradné¢ pod kontrolou matefskych RNA a proteinti, které jsou ptitomny

v ooplazmé oocytu (McCoy et al., 2017). Pfed aktivaci embryonalniho genomu nejsou
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kontrolni body bunécného cyklu plné funkéni. Kvili tomu dochédzi ke genetické nestabilité,
ktera je také Casto pozorovana v lidskych nadorovych bunikéch. Proto je mozné, ze abnormalni
bunky, které jsou pfitomny v prvnich tfech déleni pied aktivaci embryonalniho genomu,
vstupuji do mitdézy a produkuji dcefiné bunky s aberantnimi chromozomalnimi konstitucemi

(Kalatova et al., 2015).

Kontrolni body bunééného cyklu zajistuji spravné rozdéleni bunck tim, ze ovéiuji, zda
byly procesy v kazdé fazi bunécné cyklu spravné dokonceny pied vstupem buiiky do dalsi faze.
Pokud dojde k chybg, zastavi se cely bunécny cyklus do té doby, nez dojde k opravé. Pokud
neni mozné opravu uskutecnit, tak bunika sméfuje k apoptoéze. Funkéni kontrolni body
bunécného cyklu se nachazi ve fazi G1, G2 a v metafazi tzv. kontrolni bod déliciho vieténka —
SAC. Pro kontrolni bod G1 je diileZita pfitomnost veSkerych podminek potiebnych pro syntézu
DNA (velikost buniky, prostiedi, mnoZstvi energie a Zivin). G2 kontrolni bod zajist'uje spravnou
duplikaci DNA béhem S-faze bunécného cyklu a prechod do mitdézy (Mantikou et al., 2012).
Kdyz jsou kontrolni body oslabeny, je mozné, aby bunéény cyklus pokracoval ve fazi M
pfedtim, neZ jsou chromozomy replikovany nebo neZ je odstranéno poskozeni DNA (McCOY
et al., 2017). Bylo zjisténo, ze v pocatecnich fazich embryondlniho vyvoje jesté¢ nefunguji
kli¢ové proteiny kontrolnich mechanismi. Jedna se hlavné o Rb protein, ktery je kliovy protein
kontrolniho bodu G1 bunééného cyklu a Weekl, dilezity protein kontrolniho bodu G2.
Soucasné je ale exprimovano mnoho gent, které se podileji na bunééném dé€leni, coz naznacuje,
ze pocatecni déleni lidskych embryi zavisi spiSe na déleni bun€k nez na funk¢nich kontrolnich
bodech (Mantikou et al., 2012). Funkéni SAC, ktery je pritomen ve stadiu blastocysty, ptisobi
jako molekuldrni ochrana, zastavi mitézu, dokud nebude vada odstran¢na. (Kalatova et al.,
2015). Embrya, ktera jsou zastavena v ranych vyvojovych fazich, také vykazuji down-regulaci
gend, které jsou zapojeny do regulace bunééného cyklu a kontrolnich bodti buné¢ného cyklu

jako jsou CDK1, CDK2, CHEK?2, BUBI, BUB3, BRCAI a ART (McCoy et al., 2017).

Dal$im moznym vysvétlenim, pro¢ SAC nezabrafniuje prechodu multipolarnich bunék
mitdzou, je skutecnost, Ze tento kontrolni bod pro piechod z metataze do anafaze nekontroluje
nadpocetna délici vieténka ani bipolarni symetrii vieténka (Kalatova et al., 2015). SAC je
definovén jako signalizacni sit’, kterd zplsobuje prodlouzeni metafaze a pozdrzuje pocatek
anafaze bunécného cyklu, pokud nejsou kinetochory fadné ptipojeny k mitotickému vieténku,
je tedy nezbytny pro normalni mitotickou progresi (Mantikou et al., 2012; Godinho et al.,
2009). Cilem SAC je inhibovat APC/C (anaphase promotoring complex/cyclosome), E3
ubikvitin ligazu. Konkrétné SAC naruSuje schopnost Cdc20 aktivovat APC/C. V ptipadé
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chybného pfipojeni dochéazi k tomu, ze komponenty kontrolniho bodu vieténka-SAC (Bub3,
BubR1, Madl, Mad2, Mpsl) jsou zmnozeny a jsou navdzany na kinetochory. Tyto proteiny
pak nésledné katalyzuji uvoliiovani inhibitoru, ktery brani aktivaci komplexu APC/C. Tento
inhibitor se nazyva mitoticky kontrolni komplex (MCC), coz je tetramericky komplex slozeny
ze tii slozek SAC (BubR1, Bub3, Mad2) a APC/C koaktivatoru Cdc20 (Lara-Gonzalez et al.,
2011). Kdyz jsou vSechny kinetochory pfipojeny, je aktivovan komplex APC/C, ktery
katalyzuje ubiquitinaci anafazového inhibitoru sekurinu a cyklinu Bl. Jelikoz je sekurin
inhibitorem separary, dochazi po jeho degradaci k aktivaci separazy. Separaza poté Stépi
podjednotku Sccl v komplexu kohezinu. Tento komplex udrzuje vazbu mezi sesterskymi
chromatidami, takze pokud dojde k destrukci této podjednotky, dochazi k odd¢€leni sesterskych
chromatid. Spekuluje se o tom, zda by pravé nelplna degradace separazy v telofdzi mitdzy
nemohla byt pti¢inou toho, pro¢ buiiky jsou schopny obchazet kontrolni mechanismy (Kalatova

et al., 2015; Lara-Gonzalez et al., 2011; Gondiho et al., 2009; Gisselsson et al., 2011).

4 Time-lapse systém

Kritickym bodem IVF je kultivace fertilizovanych oocytl a nasledny vybér jednoho ¢i
vice kvalitnich embryi pro ptenos do délohy matky. Morfologicka klasifikace gamet a embryi
je vyuZzivana od zacatku provadéni IVF azZ po souc€asnost jako ndstroj pro hodnoceni vyvoje
embryi. V klasickém IVF je morfologie embrya kontrolovana a vyhodnocovana v né€kolika
diskrétnich ¢asovych bodech béhem vyvoje embrya. Tim se ale snizuje mnozstvi informaci,
které by mohly byt potencionalné ziskany. Koneéné rozhodnuti, kdy se embryo transferuje do
délohy matky, je zaloZeno ptfedevSim na vyvojové fazi, poctu buné€k, fragmentaci a symetrii
prokazana jasna korelace mezi morfologii embrya a jeho schopnosti se implantovat (Motato et
al., 2016; Meseguer et al., 2012; Rubio et al., 2012; Kirkegaard et al., 2012). Ocekava se, ze
pozorovani embryi umozni lepSi pochopeni jejich vyvoje a také predev§im vybér toho
nejkvalitnéjS§iho embrya pro embryotransfer. To pfedev§im zahrnuje manipulaci a vystaveni
embryi suboptimalnim podminkdm mimo kontrolované prostiedi inkubatoru, kdy dochézi ke
zmeénam v teploté, vlhkosti a pH pfi jejich hodnoceni. Cilem je proto omezit zatéz, ktera je
spojena s jejich hodnocenim na minimum. Musi byt vSak stanovena urcita rovnovéha mezi
pottebou hodnoceni vyvoje embryi a potiebou omezit manipulaci s nimi a tim i vystaveni

embryi suboptimalnim podminkam (Meseguer et al., 2017).
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Time-lapse systém prekonava toto omezeni bez vystaveni embryi zménam kultiva¢niho
prosttedi. Zavedeni hodnoceni pomoci time-lapse systému umoziuje kontinudlni monitorovani
vyvoje lidskych embryi. Umoziuje hodnoceni vSech morfologickych parametrt, které jiz byly
v odpovidajicich ¢asovych bodech zavedeny do klinické praxe. To zvySuje kvalitu a mnozstvi
informaci pro posouzeni jejich kvality. Time-lapse systém je povazovan za bezpecny nastroj
IVF, protoze umoznuje zachovat stabilni kultivaéni podminky a zatim nebyly detekovany zadné
nezadouci G¢inky na embrya. Snimky mohou byt podle potteby ziskavany v riznych ¢asovych
intervalech béhem vyvoje embryi. Nékteré studie se domnivaji, ze diky time-lapse systému
mohou byt zavedeny nové markery pro vybér nejkvalitnéj§iho embrya a naopak identifikovany
takové markery, které jsou spojeny s minimalni pravdépodobnosti implantace (Kirkegaard et
al., 2012; Meseguer et al., 2011; Motato ef al., 2016, Kovacs et al., 2014). Time-lapse systém
znacné¢ zvysSuje pocet morfologickych pozorovani pro posouzeni kvality embryi. PouZiti time-
lapse systému umoziuje prubézné sledovani vyvoje embryi a tim poskytuje komplexni udaje o
kinetice jejich vyvoje. Umoziuje piesné stanoveni pocatku, trvani a intervalu mezi bunéénym
délenim. Krom¢ toho mohou byt kvantifikovany dynamické morfologické charakteristiky
vyvijejiciho se lidského embrya, jako je tvorba a vymizeni jader, PN, fragmentace, distribuce a
velikost blastomer. To vSe lze pouZzit k pfedpovédi implanta¢niho potencidlu daného embrya.
Morfokinetické parametry mohou doplnit soufasné metody vybéru embryi, aby piipadné
zvysily miru uspéSnosti otehotnéni pomoci IVF. Mohou byt také pouzity k pfedpovédi toho,
kterd embrya se GspéSné vyvinou do stadia blastocysty. Mnoho studii zkoumalo vztah mezi
nacasovanim prvniho embryondlniho déleni a kvalitou embryi. Pfed¢asné déleni v 1. bunééném
dé€leni embrya, které je definovano jako Casné déleni v dobé kontroly 25-27 hodin po ICSI, je
jednim z hlavnich morfologickych faktorti, které se pouZivaji pro stanoveni kvality embryi
(Kaser et al., 2014; Meseguer et al., 2011; Meseguer et al., 2012; Motato et al., 2016). Trvani
prvni cytokineze, interfdze mezi prvni a druhou mitézou a mezi druhou a tfeti mitdézou jsou
proménné na zéklad¢é kterych, lze predikovat, zda se embryo v pocateCnich fazich vyvoje

vyvine do stadia blastocysty (Meseguer et al., 2017).
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Obrazek €. 15: Schéma ukazuje morfokinetické parametry, které jsou vyuzivany pro hodnoceni kvality
embryi. To zahrnuje pfedevsim posouzeni doby trvani prvni cytokineze, dobu mezi prvni a druhou mitézou

a dobu mezi druhou a tfeti mitézou.

11
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;.ZPN chservaticn 5

(Chamayou et al., 2013).

Zavedenim této technologie do klinické praxe je mozné sledovat vyvoj embryi az do
dne pienosu. To potenciondln¢ umoznuje presné zjisténi abnormalnich morfologickych nebo
bunécnych kinetickych udalosti vyskytujicich se pfii in vitro kultivaci. Abnormality tohoto typu
nemohou byt snadno detekovany konven¢nim pozorovanim vzhledem k jejich dynamickeé
povaze a rychlé zmén¢ vzhledu jadra a jeho vyblednuti (Lagalla et al., 2017). Pomoci time-
lapse systému muze byt pozorovano mnozstvi dynamickych déjt, které nastava v kratkém
casovém intervalu a obvykle uniknou konven¢nimu pozorovani. Lze provadét pozorovani
vSech fazi bunécného cyklu, sledovani jader pted délenim, postupné déleni zygoty, rozliSeni
velkého fragmentu od blastomery. Jsou také zietelné odhaleny jiné abnormalni udalosti déleni
jako je rozdéleni zygoty na embryo se tfemi buiikami, s nejvétsi pravdépodobnosti spojeno
s multipolarnim mitotickym dé€licim vieténkem, které zpravidla zlistava bez detekce pfi pouziti
konvenéniho hodnoceni kviili jejich dynamice a formaci, ktera nastdva v dobé&, kdy se

neprovadi pozorovani (Laggalla et al., 2017).
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Obrazky €. 16-21: Zde je na ptikladu uvedeno, jaky vyznam ma detekce abnormalit v bunééném déleni embrya
pomoci time-lapse systému. Na snimcich vlevo vidime tripolarni mitézu v prvnim bunééném déleni. Na snimku
vpravo embryo dobré kvality, které bylo vybrano pro transfer. V ptipadé konvenéniho pozorovani by bylo mozné
predpokladat, ze tyto embrya jsou stejné kvalitni, a chybné pfisuzovat tento stav (snimek vlevo) za zacatek dalsiho

déleni jako je tomu ve skute¢nosti na snimku vpravo. (fotografie autorky)

V soucasné dob¢ se pouzivaji riizné technologie time-lapse systému. Systémy Primo
Vision a EmbryoScope vyuZzivaji technologii jasného pole, zatimco EEVA-Early Embryonic
Life Assessment vyuziva technologii tmavého pole. VSechny tyto systémy obsahuji
inkorporovany digitalni invertovany mikroskop, ktery potizuje snimky embryi v piedem
definovanych ¢asovych intervalech 5 az 20 minut. Snimky jsou nésledné zpracovany a poté
zobrazovany bud samostatné ¢i jako kratkd videa, kterd lze podrobnéji analyzovat.

EmbryoScope je inkubator s integrovanym ¢asovym systémem. V EmbryoScopu jsou embrya
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posouvana jedno po druhém do zorného pole integrovaného mikroskopu pti kazdém z akvizic
snimku. V tomto systému jsou embrya kultivovana ve specidlnich kultiva¢nich miskach, coz
umoziuje sledovat 6 embryi soucasné, maximalné tedy 72 embryi najednou. Snimky jsou
pofizovany v riznych ¢asovych intervalech v sedmi ohniskovych rovinach. Pouziva se LED

osvétleni s nizkou intenzitou (635 nm).

Primo Vision je kompaktni systém digitdlniho invertovaného mikroskopu, ktery je
navrzen tak, aby byl umistén uvnitf malych ¢i velkych inkubatorti. Embrya jsou v tomto
systému kultivovana na specialnich kultiva¢nich miskach, obsahujici rizny pocet jamek.
Systém muze monitorovat az 16 embryi najednou od stejného pacienta. Mikroskop Primo
Vision pouziva jako zdroj svétla homogenni zelené LED svétlo (550 nm) a je schopen embrya
vyhodnotit aZ v jedenacti ohniskovych rovinach. Opticky systém je navrZzen tak, aby bylo
zajisténo jak vysoké rozliSeni ve velkém zorném poli, tak aby byla zachovéna co nejvétsi
bezpecnost embryi. Kazda fidici jednotka je pak schopna sledovat maximalné 96 embryi

najednou.

Stejn€ jako u ostatnich systémi vyzaduje EEVA, aby byl do inkubatoru umistén
specidlni mikroskop. Tento systém vyuZziva osvétleni tmavého pole pro lepsi rozliSeni

bunéénych membran (Kovacs, 2014).
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Obrazky €. 22-27: Snimky potizené pomoci time-lapse systému, na kterych mizeme vidét normalni vyvoj
preimplanta¢niho embrya.

(Fotografie autorky)
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5 Cile prace
e Detekce tripoldrni mitdzy v prvnim a v druhém bunééném déleni embrya pomoci
time-lapse systému — Primo Vision v souboru pacientli Prague Fertility Center
v obdobi od ledna 2014 do prosince 2014
e Porovnani a statistické zhodnoceni ziskanych dat
- Zhodnoceni véku v celkovém souboru pacientek v zévislosti na darcovstvi oocytu

- Zhodnoceni vyskytu tripolarni mitézy v zavislosti na véku pacientek

- Zhodnoceni ¢asu detekce tripolarni mitdzy v souboru pacientek, u kterych byla
potvrzena

- Zhodnoceni vyskytu tripolarni mitézy v souvislosti s typem média
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6 Material a metody

6.1 Pacienti

Celkovy soubor zahrnoval 429 pacientek, které¢ podstoupily 1écbu neplodnosti v centru
asistované reprodukce — Prague Fertility Center v obdobi od ledna 2014 do prosince 2014.
andrologicky podminéna neplodnost, sterilita pfi endometrioze, imunologicky podminéna
sterilita, idiopaticka sterilita a darcovstvi oocytl. VSechny vzorky pacientek ve vékovém
rozmezi 24 az 49 let byly podrobeny morfokinetickému hodnoceni embryi pomoci time-lapse
syst¢ému (Primo Vision) s frekvenci zaznamu 1 snimek za 30 minut. Déle byly snimky
hodnoceny pro detekci tripolarni mitézy v prvnim a druhém bunécném déleni embrya. Mezi
hlavni kritéria pro embryotransfer patfilo soumérné déleni bunék na sudy pocet dcefinych
bunck, casné déleni a pokud bylo pfistoupeno k prodlouzené kultivaci, tak 1 dosazeni stadia

blastocysty. Celkovy soubor vySetfovanych embryi od tohoto souboru pacientek ¢inil 3579.

6.2 Hormonalni stimulace

Hormonalni stimulace Zen je jeden z prvnich krokl v procesu asistované reprodukce, v
cyklu IVF naprosto nezbytnym krokem. Vlivem podavéani gonadotropnich hormont dochazi ke
stimulaci vyvoje vét§iho mnozstvi folikuli soucasné. Rust téchto antrdlnich folikult byl
podminén injekéné podavanym folikuly stimulujicim hormonem (FSH). FSH je hormon
predniho laloku hypofyzy, ktery je nezbytny pro normalni pribéh folikulogeneze. Dale jsou
podavany léky podle urcitého typu standardizovaného protokolu v zavislosti na tom, zda byl
indukovéan dlouhy stimulacni protokol ¢i kratky stimulacni protokol. K tomu byla vyuzita
aplikace tzv. agonisty nebo antagonisty GnRH, jenz slouzi k potlaceni ovulace az do dosazeni
zralosti folikult. Pribc¢h folikulogeneze byl béhem hormonélni stimulace kontrolovan
ultrazvukem. Odbér byl napldnovan tehdy, kdy bylo dosaZeno poZadované velikosti folikuli
(18 mm). Nasledné¢ dozravani folikuld bylo dosazeno aplikaci lidského choriového
gonadotropinu (hCG), ktery byl podan pfiblizné 36 hodin ptfed punkci. Aspirace folikularni
tekutiny byla pak provedena specidlni jehlou pod ultrasonografickou kontrolou. Odbér probihal

pod celkovou narkézou pacientky.
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6.3 Kultivace

Po odebrani folikularni tekutiny byly pomoci mikroskopu vyhledany oocyty, nasledné
byly pfeneseny do fertilizaéniho media a zbaveny kumularnich buné€k, které obklopuji kazdy
oocyt. Poté byla zhodnocena jejich kvalita a zralost. Oocyty ve fazi druhého meiotického déleni
byly fertilizovany pomoci metody ICSI a vzniklad embrya byla pienesena do kultiva¢niho
media. V prabéhu kultivace byla umisténa v inkubétoru v konstantnim prostfedi pfi teploté

37°C.

6.3.1 Kultivacni media

Continuous Single Culture® USA

SAGE 1-Step™ Dénsko
Quinn’s Advantage™ Sequential Media Dansko
EMBRYOGLUE® Svédsko

IR = Continous Single Culture, Irvine Scientific
SG = Sage One Step od Origio, As CooperGenomics™™

QC = Quinn’s Advantage Sequential Medium for Cleavage Stage embryos, As
CooperGenomics™

EG = Embryoglue, Vitrolife

6.4 Hodnoceni embrya
6.4.1 Time-lapse systém — Primo Vision

Primo Vision (Vitrolife, Goteborg, Svédsko) se sestava z kompaktniho digitalniho
inverzniho mikroskopu s kamerou, ktery je umistén uvnitt uzavieného inkubdtoru, a také
z fidici pocitacové jednotky. Kamera podle pfedem zadanych parametrii potizuje zdznam, ktery
je prenaSen na monitor pocitace. Pro toto sledovani byla embrya umisténa na specifickych
kultiva¢nich miskdch v mediu pod olejem v deviti ¢i Sestnacti samostatnych jamkach, ve
kterych byla v§echna embrya od jedné pacientky umisténa. Analyza vSech informaci ziskanych
ohledn¢ morfologie a kinetiky vyvoje embryi byla provadéna ze snimk pomoci specidlnich

softwarq.
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Obrazek €. 28: Time-lapse Primo Vision.

(Vitrolife)

Obrazek ¢. 29: Kultiva¢ni miska

(Vitrolife)

6.5 Vybér embrya pro embryotransfer

Morfologické parametry jsou vyznamnymi prognostickymi faktory, které poskytuji
informace o stavu a kvalité pfislusSného embrya. Existuje velké mnozstvi kritérii, kterd se
uplatniuji pfi vybeéru daného embrya/embryi pro transfer do délohy matky. Tato kritéria jsou
doporucena Evropskym spolecenstvim pro lidskou reprodukci — ESHRE. Hlavnim bod pro

posouzeni kvalitnich a Zivotaschopnych embryi byl dan kontrolou poctu a kvality jednotlivych
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bun¢k v embryu, které hodnotil embryolog. PiedevS§im bylo posuzovdno soumérné déleni
bun¢k na sudy pocet dcefinych bunck, casné déleni a pti prodlouzené kultivaci pak dosazeni
stadia blastocysty. VétSina embryi v tomto souboru byla kultivovéana do tietiho dne. Hodnocena
byla cela skala znakl jako naptiklad mnozstvi fragmenta, které se nachdzely mezi sesterskymi
bunikami, vzniklych pfi asymetrickém odstépeni cytoplazmy bunék, a které snizovaly
implantac¢ni potencidl danych embryi. Pozorovany byly rizné anomalie déleni bun¢k béhem
¢asného déleni embryi naptiklad asymetrické déleni, fragmentace bunck ¢i fize bunck, které
snizuji kvalitu embrya. Kontinudlnim monitorovanim vyvoje embryi (Primo Vision) byl
pozorovan vznik téchto abnormalit a byla vybrana pouze ta embrya, ktera vykazovala optimalni
kvalitu. Pfi kontinudlnim snimani embryi bylo mozné ptesn¢ urcit délku casovych intervala
déleni bunék. Intervaly déleni bun€k embryi byly pak ze ziskané analyzy zpracovany a
porovnany s referencnimi hodnotami a nasledn¢ pouzity k vyhodnoceni nejkvalitnéjSiho

embrya pro implantaci.

6.6 Embryotransfer

Embryotransfer je ambulantni vykon, pfi kterém je embryo zavedeno pomoci katétru do
sliznice dutiny délozni, vSe je provadéno pod ultrasonografickou kontrolou. Piiprava
endometria spociva nejCastéji v peroralnim uziti estrogenni substitu¢ni 1éCby. V pribéhu
zakroku je velice nutné se vyhnout poranéni endometria a naslednému krvaceni do dutiny
délozni. Po provedeni vykonu, ktery trva pfiblizné dvé hodiny je pacientka kratce monitorovana

na lazku a zanedlouho odchézi domu.

6.7 Metody statistického zpracovani dat

Celkovy soubor pacientek byl pro zpracovani statistickych dat zaznamenéan v programu
Microsoft Excel. Ziskana data byla nasledné vyhodnocena pfisluSnym statistickym testem.
Hladina vyznamnosti byla stanovena (p-hodnota <0,05). V tabulce bylo zaznamenano jméno
pacientky a jeji vék. Déle bylo uvedeno medium, ve kterém byla ptisluSna embrya ziskana od
pacientky kultivovana. Také byla uvedena informace, zda bylo podstoupeno déarcovstvi oocytu
¢1 spermie nasledné Cas fertilizace a Cas zaCatku detekce time-lapse systému, piitomnost
detekované tripolarni mitdézy v prvnim a druhém bunécném dé€leni embrya a zaznamenany Cas

(od fertilizace po detekei tripolarni mitdzy), pocet oocytl ziskanych po hormonalni stimulaci a
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pocet oplodnénych oocytii, dale pocet celkového souboru embryi, kterd byla vybrana pro
transfer do délohy matky a pocet embryi, kterd byla pro pfipadné dalsi cykly IVF

kryokonzervovana.

7 Vysledky
7.1 Time-lapse systém — Primo Vision

Celkem bylo vySetfeno pomoci time-lapse systému a morfologicky vyhodnoceno 3579
embryi. V tomto celkovém souboru byla pozitivn¢ identifikovana tripolarni mitéza v 95
ptipadech u 69 pacientek. Celkové zastoupeni tripolarni mitdzy v souboru embryi €inilo 2,65
% a zastoupeni v souboru pacientek ¢inilo 16,08 %. Nejmladsi pacientce bylo 22 let, naopak
nejstarSi pacientce 49 let. Pruimérny veék pacientek z celkového souboru je 37,56 let,
s medidnem 42,5 let a modem 37 let. VSechny pacientky, u kterych byla identifikovana

tripolarni mit6za, jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1 Prehled vSech pacientek, u kterych byla identifikovana tripolarni mitéza v prvnim a v druhém
bunééném déleni embrya. V tabulce je uvedeno Cislo pacientky a v nékterych piipadech pismeno, které
oznacuje pocet embryi od dané pacientky, vek pacientky, pokud bylo pfistoupeno k darcovstvi
oocytu/spermie; MED — médium ve kterém byla embrya kultivovana; ptesny Cas fertilizace; ¢as detekce
tripolarni mitézy v prvnim bunééném déleni embrya; ¢as od fertilizace k detekei tripolarni mitézy v I. a II.
bunééném deleni embrya (hodiny); detekce II. — detekce tripolarni mitdzy v II. bunééném déleni embrya.

PAC | VEK | DARCE | MED | FERTILIZACE |DETEKCE L CAS | DETEKCE IL
1 33 SG |26.11.2014 13:30 |28.11.2014 1:58 |36,47
2.A |32 EG [05.03.2014 12:45 |07.03.2014 13:04 | 48,32
2B |32 EG |05.03.2014 12:45 |06.03.2014 23:34 | 34,82
3 30 |Spermie |SG ]20.08.2014 13:40 [21.08.2014 16:56 |27,27
4 |37 |Spermie |QC ]29.03.2014 12:37 |30.03.2014 23:09 | 34,53
5 |32 IR ]12.02.2014 13:00 |14.02.2014 17:24 |52,4
6 |41 IR ]28.01.2014 13:30 [30.01.2014 3:59 |38.48
7 137 |Spermie|QC |12.06.2014 13:10 |13.06.2014 13:29 | 24,32
8.A |38 QC 02.04.2014 12:40 |03.04.2014 16:58 |28,3
8.B |38 QC ]02.04.2014 12:40 |03.04.2014 23:28 |34.8
9 |30 QC |14.04.2014 14:40 |15.04.2014 16:57 |26,28
10.A |33 IR [21.02.2014 12:45 |22.02.2014 18:28 |29,72
10.B | 33 IR |21.02.2014 12:45 |22.02.2014 16:28 |27,72
10.C | 33 IR [21.02.2014 12:45 |22.02.2014 22:58 | 34,22
11 |35 SG  ]29.10.2014 14:00 [30.10.2014 23:17 |33,28
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12.A]143 |Oocyt |SG ]02.10.2014 12:27 ]03.10.2014 21:29 |33,03
12.B]43 |Oocyt |JSG ]02.10.2014 12:27 ]03.10.2014 10:59 |22,53
13 |36 QC ]15.03.2014 13:00 |16.03.2014 20:18 ]31,3
14 |38 QC ]31.05.2014 10:54 ]02.06.2014 0:02 ]37,13
15 |39 SG  ]06.12.2014 11:24 107.12.2014 12:01 | 24,62
16 |36 |Spermie|IR 26.08.2014 13:55 ]28.08.2014 0:14 |34,32
17 139 |Oocyt |SG [|11.12.201413:35 |12.12.2014 10:15 |20,67
18A |30 SG  ]08.09.2014 12:30 ]09.09.2014 18:36 | 30,1
18B |30 SG  ]08.09.2014 12:30 ]09.09.2014 23:36 | 35,1
19 |46 |Oocyt ]IR 15.01.2014 12:00 ]16.01.2014 16:51 |28,85
20 |46 | Oocyt |SG ]13.05.2014 13:00 |14.05.2014 21:48 |32,8
21A 149 |Oocyt |SG ]20.08.2014 14:10 |21.08.2014 21:23 |31,22
21B |49 |Oocyt |SG ]20.08.2014 14:10 |21.08.2014 20:23 |30,22
21C |49 | Oocyt |SG ]20.08.2014 14:10 |21.08.2014 19:53 |29,72
22 |34 SG  ]22.09.2014 14:41 ]23.09.2014 16:42 ]26,02
23 |41 SG  106.11.2014 14:25 107.11.2014 19:41 |29,27
24 |34 IR 05.02.2014 14:18 ]07.02.2014 4:50 | 38,53
25 |43 |Oocyt |SG ]15.10.2014 13:50 |16.10.2014 19:01 |29,18
26 |33 SG  ]10.10.2014 12:30 |11.10.2014 20:15 |31,75
27 |37 SG 110.09.2014 13:45 ]11.09.2014 15:36 |25,85
28 |38 SG ]19.11.2014 13:45 ]20.11.2014 22:50 | 33,08
29 |37 SG  ]03.11.2014 13:15 ]04.11.2014 22:12 }32,95
30A |36 SG  ]01.12.2014 14:10 ]02.12.2014 14:45 | 24,58
30B |36 SG  101.12.2014 14:10 ]02.12.2014 19:45 129,58
31A |32 IR 29.01.2014 13:30 |31.01.2014 12:37 |47,12
31B |32 IR 29.01.2014 13:30 |31.01.2014 18:37 ] 53,12
32 |42 SG  ]14.10.2014 12:20 ]15.10.2014 19:14 }30,9
33 |41 QC ]02.05.2014 15:10 J03.05.2014 20:47 ]29,62
34 |41 SG  ]01.11.2014 12:20 ]02.11.2014 11:04 |22,73
35 |27 SG  ]17.09.2014 14:00 ]18.09.2014 16:55 ]26,92
36 |34 |Oocyt |SG ]16.09.201413:10 ]17.09.2014 18:17 29,12
37 135 IR 28.01.2014 14:00 28,06]29.01.2014 18:04
38 |37 OR ]24.07.2014 13:50 50,81]26.07.2014 16:39
39 |34 IR 11.02.2014 13:00 | 13.02.2014 2:48 ]37,8
40A |36 SG ]01.11.2014 12:40 ]02.11.2014 17:02 | 28,37
40B |36 SG  ]01.11.2014 12:40 ]02.11.2014 17:32 |28,87
40C |36 SG  ]01.11.2014 12:40 ]02.11.2014 18:02 }29,37
41 |32 IR 19.02.2014 14:32 ]20.02.2014 20:03 ]29,52
42 |47 |Oocyt |OR ]16.07.2014 13:20 |17.07.2014 20:36 |31,27
43 |44 |Oocyt |SG [12.08.2014 13:00 |13.08.2014 12:17 |23,28
44 136 |Oocyt |SG |15.10.2014 14:00 30,63116.10.2014 20:38
45A |31 SG  ]18.08.2014 13:40 ]19.08.2014 16:43 |27,05
45B |31 SG  ]18.08.2014 13:40 ]19.08.2014 18:43 ]29,05
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46A |34 IR 17.01.2014 11:56 ]18.01.2014 21:38 |33,7

46B |34 IR 17.01.2014 11:56 |18.01.2014 20:38 |32,7

47 |41 QC 104.04.2014 13:20 |05.04.2014 17:02 |27,7

48A |30 QC ]02.06.2014 14:00 |03.06.2014 16:21 ]26,35
48B |30 QC ]02.06.2014 14:00 ]03.06.2014 15:21 ]25,35
49 126 |Spermie |QC |13.03.2014 15:00 ] 14.03.2014 15:30 |24,5

S0A |44 |Oocyt JQC ]04.06.2014 12:01 ]06.06.2014 18:03 |54,03
50B |44 |Oocyt ]JQC ]04.06.2014 12:01 ]06.06.2014 1:03 |37,03
51A |33 |Oocyt |SG [11.08.2014 14:45 ]12.08.2014 18:36 |27,85
51B |33 |Oocyt |SG [11.08.2014 14:45 ]13.08.2014 0:09 |33,4

52 |33 SG  ]14.10.2014 13:30 |15.10.2014 18:36 |29,1

53 |37 SG  122.09.2014 13:00 ]23.09.2014 15:40 |26,67
54 |34 SG  108.12.2014 14:00 ]09.12.2014 19:47 29,78
S5A |36 QC ]16.05.201411:40 |17.05.2014 14:17 ]26,62
55B |36 QC ]16.05.201411:40 |17.05.2014 16:02 | 28,37
55C |36 QC ]16.05.2014 11:40 |17.05.2014 16:47 ]29,12
55D |36 QC ]16.05.2014 11:40 |17.05.2014 16:32 |28,87
SSE |36 QC ]16.05.201411:40 |17.05.2014 15:47 ]28,12
56 Spermie [ SG ]03.10.2014 15:45 ]04.10.2014 22:41 ]30,93
57 |34 IR 30.08.2014 12:20 131.08.2014 11:13 22,88
58 46 |Oocyt |IR 11.02.2014 13:45 |12.02.2014 19:28 |29,72
59 |47 |Oocyt |SG |14.12.201413:00 ]15.12.2014 17:01 | 28,02
60 |43 |Oocyt JIR 05.02.2014 13:50 ]06.02.2014 13:52 |24,03
61A |32 QC ]02.05.2014 15:00 |03.05.2014 20:22 ]29,37
61B |32 QC ]02.05.2014 15:00 |03.05.2014 22:22 31,37
62 39 |Oocyt JQC ]14.05.2014 14:40 |15.05.2014 20:43 30,05
63 |44 |Spermie|SG [02.12.2014 12:00 |04.12.2014 3:46 |39,77
64A |31 SG  ]J11.11.2014 13:15 ]12.11.2014 14:38 | 25,38
64B |31 SG  ]J11.11.2014 13:15 ]12.11.2014 15:08 | 25,88
64C |31 SG | 11.11.2014 13:15 |12.11.2014 19:38 ]30,38
64D |31 SG | 11.11.2014 13:15 |13.11.2014 1:38 ]36,38
65 |37 QC ]08.03.2014 14:32 ]09.03.2014 14:33 ] 24,02
66 |34 IR 27.02.2014 14:00 |28.02.2014 22:41 ]32,68
67 |38 IR 21.02.2014 12:25 122.02.2014 11:30 | 23,08
68 |35 |Oocyt |SG ]05.11.2014 13:21 [06.11.2014 12:06 |22,75
69 |37 QC ]14.05.2014 14:10 ]15.05.2014 16:24 ]26,23
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7.2 Analyza dat

7.2.1 Hodnoceni pacientek v zévislosti na vyuziti vlastniho ¢i darovaného oocytu a véku

Celkovy soubor pacientek byl rozdélen na dvé skupiny podle toho, zda byly pouzity
jejich vlastni oocyty - 325 (75,76 %) pacientek, nebo zda bylo pfistoupeno k darovani oocytl -
105 (24,48 %) pacientek. Primérny vk pacientek, u kterych byly pouZity jejich vlastni oocyty
¢inil 36,29 let a primérny vek pacientek s darovanymi oocyty ¢inil 41,43 let. U 8 pacientek tato
informace nebyla uvedena, proto z tohoto souboru musely byt pro tuto analyzu vylou¢eny. Po
korekei skupina pacientek s darovanymi oocyty zahrnovala 104 (24,24 %) pacientek, soubor
pacientek s vlastnimi oocyty pak obsahoval 318 (74,13 %) pacientek. Celkovy soubor se tedy

zuzil na 422 pacientek. Popsano v tabulce €. 2., rozdéleni pacientek dle veéku a darcovstvi

oocytu pak v grafu ¢.1.

Tabulka ¢. 2 V tabulce je uveden pramérny vék pacientek s darovanym, ¢i vlastnim oocytem, pocet pacientli

v souboru, median a smérodatna odchylka.

Oocyt Pramér Median N Smér. odchylka
Darovany 41,43 42 104 4,16
Vlastni 36,29 37 318 4,66
Celkem 37,56 38 422 5,05
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Graf & 1 Rozdéleni pacientek dle véku a pouzitého oocytu. Cisla u © extrémnich hodnot odkazuji na &isla

fadka pacientek v celkovém souboru v excelu, ktery byl pro statické hodnoceni dat vytvofen.
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Pomoci Shapiro-Wilkova testu bylo zjiSténo, Ze v€k Zen s vlastnim oocytem (p-hodnota
0,004) i s darovanym oocytem (0,004) nema normalni rozlozeni dat. Neni tedy moZné pouzit
k porovnani dvouvybérovy t-test, ale je nutné pouzit neparametricky test, Mann-Whitney U
test. Pomoci tohoto testu bylo zjisténo, ze distribuce obou rozde€leni neni shodna (p-hodnota
0,000). Znamena to tedy, ze neptijimame HO. MiZeme tedy fici, Ze zeny s darovanym oocytem
jsou statisticky o 5,14 let star§i nez Zeny s oocytem vlastnim. Celkovy soubor Zen s darovanym
oocytem c¢ital jen 3x méné€ pacientek, nez tomu bylo u pacientek s vlastnim oocytem. Tento
vysledek odpovida ptredpokladu, ze darcovstvi oocytli bude nutné provadét ve veétsi mife spise

u pacientek ve vy$$im veku nez u pacientek mladsich.
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7.2.2 Hodnoceni dle véku a vzniku tripolarni mitozy

Jak vyplyva z tabulky €. 1 byla tripolarni mit6za detekovéna z celkového souboru 3579
embryi od 429 pacientek u 69 (16,08 %) pacientek. Primérny vek téchto pacientek ¢inil 36,79
let. JelikoZ u jedné pacientky nebylo uvedeno datum narozeni nebyla do tohoto souboru
zatazena. U 360 (83,92 %) pacientek nebyla pozorovana tripolarni mit6za. Primérny vek téchto
pacientek byl 37,37 let, ktery byl vypocten ze souboru 354 (82,52 %) pacientek, u kterych byl
zjistén veék. Primérny vék vSech pacientek v souboru je 37,56 let. Takto byl celkovy soubor
pacientek rozdélen do dvou skupin. VSe je uvedeno v tabulce €. 3. Rozd¢€leni zen dle véku a

vzniku tripolarni mitozy je patrné z grafu €. 2.

Tabulka ¢&. 3 Zde je uveden primérny veék pacientek, u kterych byla/nebyla detekovana tripolarni mitdza, jejich
pocet a smérodatna odchylka.

Trlpo} arn Promeér Median N Smér. odchylka
mitoza

Ne 37,70 38 354 5,00

Ano 36,79 37 68 5,27

Celkem 37,56 38 422 5,05
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Graf ¢. 2 Hodnoceni véku v souvislosti se vznikem tripolarni mitézy u pacientek u kterych (1) byla/nebyla (0)
detekovana tripolarni mitoza.

T J e
Iripolarni mitoza

Nejprve byl proveden Shapiro-Wilkiiv test, aby bylo zjiSténo, zda maji skupiny
normdlni rozlozeni. Z vysledku testu vyplyva, Ze skupina pacientek, jejichz embrya
nevykazovala tripoldrni mitézu v prvnim a v druhém bunééném déleni embrya, nema normalni
rozlozeni (0,000) a skupina pacientek, u nichZ byla zaznamenana tripolarni mitéza v souboru
embryi, m4 normalni rozlozeni (0,198). Protoze jedna skupina nema normalni rozloZeni dat,

bylo nutné pouzit neparametricky test, Mann-Whitney U test.
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Tabulka €. 4 Vysledky statistické analyzy ziskanych dat

Tripolérni Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk

mitoza Statistic | Stup. volnosti | p-hodnota | Statistic | Stup.volnosti p-hodnota
—_— Ne (0) 0,074 354 0 0,983 354 0

Ano (1) 0,114 68 0,03 0,975 68 0,198

Pomoci Mann-Whitney U testu nebylo zjisténo, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil
ve veéku pacientek v zavislosti na vyskytu tripolarni mitozy (p-hodnota 0,089). Z toho vyplyva,
ze pacientky, u kterych byla detekovana tripoldrni mitdza jsou pfiblizné stejné staré jako

pacientky, u kterych tripolarni mitéza nebyla detekovana.

7.2.3 Hodnoceni pacientek s vlastnim oocytem dle véku a vzniku tripolarni mit6zy

Zde jsme se zaméfili na soubor pacientek, u kterych nebylo indikovano dércovstvi
oocytu. To znamend, ze pacientky s darovanym oocytem jsou z tohoto souboru vyfazeny.
V tomto souboru bylo 324 pacientek s vlastnim oocytem. U Sesti pacientek informace o véku
chybé€ly a musely byt z analyzy vylouceny. Celkovy soubor pacientek tedy €inil 318. Tento
soubor byl dale rozdélen na dvé skupiny dle pfitomnosti tripolarni mitézy. U 51 (16,04 %)
pacientek byla detekovana tripolarni mitéza a u 267 (83,96 %) pacientek nebyla pfitomnost

tripolarni mitézy potvrzena. Viz tabulka €. 5 a v grafu ¢.3.

Tabulka ¢. 5 Zde je uveden prumérny veék pacientek, u kterych byla/nebyla detekovana tripolarni mitdza, jejich
pocet a smérodatna odchylka.

Tripo} arn Pramér Median N Smér. Odchylka
mitoza

Ne (0) 36,54 37 267 4,73

Ano (1) 34,98 34 51 4,05

Total 36,29 37 318 4,66
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Graf ¢. 3: Znazornéni rozdéleni pacientek dle véku a vzniku tripolarni mitézy u pacientek u kterych (1)
byla/nebyla (0) detekovana tripolarni mitéza. © odlehla hodnota, odkazujici na celkovy soubor v Excelu.

Vék

Byl proveden Shapiro-Wilklv test, aby bylo zjiSténo, zda maji skupiny normalni
rozdéleni. Z vysledku testu vyplyva, ze skupina pacientek, u kterych byla detekovana tripolarni
mitdza, nema normalni rozlozeni (0,003) a skupina pacientek, u kterych nebyla detekovana
tripolarni mitéza, mad normdlni rozdéleni (0,558). Protoze jedna skupina nema normalni

rozdéleni, bude opét pouzit neparametricky test, Mann-Whitney U test.

Tabulka €. 6 Vysledky statistické analyzy ziskanych dat.

Tripolarni Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
mitoza Statistic | Stup. volnosti | p-hodnota | Statistic Stup. volnosti | p-hodnota
5 Ne (0) 0,071 267 0,003 0,983 267 0,003
Ve Ano (1) 0,105 51 ,200" 0,98 51 0,558
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Z vysledku Mann-Whitney U testu vyplyva, ze zamitame HO. Pfijimadme hypotézu H1.
To znamen4, ze vek na tripolarni mitézu (p-hodnota 0,016) méa vliv. Lze fici, Ze pacientky, u
kterych byla detekovana tripolarni mit6za, jsou zanedbatelné¢ mladsi nez pacientky, u kterych
nebyla tripoldrni mitéza detekovana. Pramérny veék pacientek, u kterych byla detekovéana
tripolarni mitdza, ¢inil 34,98 let. U pacientek, u kterych nebyla detekovana tripolarni mitdza,

¢inil praimérny veék 36,54 let.

7.2.4 Hodnoceni vzniku tripolarni mitézy podle typu kultiva¢niho media

Zde je uvedena kontingenc¢ni tabulka €. 7, kterd popisuje vyskyt tripolarni mitézy u
jednotlivych pacientek v zavislosti na typu konkrétniho média, které bylo pouzito ke kultivaci
embryi. Z tabulky €. 8 je uvedena frekvence vyskytu tripoldrni mitézy v souvislosti s pouzitym

typem media.

Tabulka €. 7 Zde je uveden vyskyt tripolarni mitézy v riznych typech media.

Tripolarni mit6za
Celkem
Ne Ano
neuvedeno 5 0
EG 4 1 5
IR 81 15 96
Médium OR 26 1 27
QC 102 16 118
QR 1 0 1
SG 141 36 177
Celkem pacient 360 69 429
Tabulka ¢. 8 Frekvence vyskytu tripolarni mitézy v riznych mediich.
Médium Tripolarni mit6za
neuvedeno 0,00%
EG 20,00%
IR 15,63%
OR 3,70%
QC 13,56%
QR 0,00%
SG 20,34%
Celkem 16,08%
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Nejvétsi frekvence vyskytu tripolarni mitézy byla zaznamendna v mediu SG (20,34 %)
av EG (20,00 %). Déle v medium IR byl vyskyt tripolarni mit6zy (15,63 %); v QC (13,53 %);
OR (3,70 %). Celkové zastoupeni tripolarni mitézy v souboru pacientek ¢inilo 16,08 %. Je zde
nutné vzit v ivahu, ze rozdéleni dat — hlavné pak cetnosti vyuziti jednotlivych kultivac¢nich
medii je velmi nerovnomérné a je s velkou pravdépodobnosti zdrojem systematické chyby. Pro

v

spolehlivéjsi porovnani bychom potitebovali rovnomérné rozlozeni dat.

7.2.5 Cas detekce tripolarni mitézy

Pomoci time-lapse systému byla indentifikovéana tripolarni mit6za u 95 embryi. Soubor
dat byl omezen na 92 embryi, jelikoz u 3 z nich byla identifikovana tripolarni mitéza béhem
druhého bunécéného déleni embrya. Rozdéleni doby od fertilizace po detekei tripolarni mitozy
zachycuje nasledujici tabulka a graf. Primérna doba, kdy byla detekovana tripolarni mitdza,
byla 30,76 hodin a medidnova 30,00. S 95 % hladinou pravdépodobnosti byla doba, kdy
muzeme detekovat tripolarni mitézu mezi 29,43 a 32,08 hodinami. Nejkratsi doba detekce byla
21 hodin a nejdelsi 54 hodin. V tomto souboru pacientek bylo v priméru kazdé pacientce
odebrano 8,28 oocytll, které byly nasledné fertilizovany, z nichZ v priméru 1,34 embryi
vykazovalo tripolarni mitézu v 1. bunééném déleni, coZ je uvedeno v nasledujici tabulce €. 9 a

v grafu €. 4.

Tabulka €. 9 Statistické zpracovani ¢asu detekce tripolarni mitdzy

Statistic Std. Error
Promér 30,76 0,668
, Dolni 29,43
95% interval hranice
spolehlivosti pro primeér .
hranice 32,08
CAS | Median 30
Rozptyl 40,563
Smérodatna odchylka 6,369
Minimum 21
Maximum 54
Rozpéti 33
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Graf ¢.4: Tento graf znazornuje Cas detekce tripolarni mitdzy, * extrémni hodnota, °© odlehlé hodnoty odkazujici

na celkovy soubor pacienttl, ktery byl vytvoien v excelu pro tuto analyzu.
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8 Diskuze

V soucasné dobé mnoho center asistované reprodukce vyuziva time-lapse systém ke
kontinuadlnimu monitorovani embryi bez toho, aniz by byly naruSeny jejich kultivacni
podminky. Bylo navrZzeno nékolik parametrti k posouzeni ¢asného vyvoje embryi. Tyto
parametry by mély predpoveédét vyvoj embryi az do stadia blastocyty. Time-lapse systém proto
muze snizit potfebu prodlouzené kultivace az do stadia blastocysty v ptipad¢ spravné zvolenych
parametri béhem casného vyvoje embryi (Meseguer et al., 2011, Cruz et al., 2012). Pouziti
time-lapse systému v klinické praxi zvySuje také miru t&hotenstvi o 10 % v porovnani
s konvenénim hodnocenim embryi. To potvrzuje Rubio ef al., 2014 v randomizované studii, ve
byla vybrana skupina pacientd, jejichz embrya byla kultivovana ve standardnich inkubatorech
a hodnocena pouze pomoci obvyklych morfologickych kritérii. U druhé skupiny pacientii byla
embrya kultivovana v inkubatoru a jejich morfologie byla hodnocena pomoci time-lapse
systému, tim mohly porovnat vysledky z obou skupin a ovéfit ocekavané zlepSeni v miie
uspésného otéhotenstvi ve skupiné pacientek, u kterych byl pro morfologické hodnoceni embryi

pouzit time-lapse systém.

8.1 Tripolarni mitéza

Tripolarni mitoza je d¢j, ve kterém mizeme pozorovat vznik vice nez dvou dcefinych
blastomer v prubéhu bunééného déleni embrya. Od zavedeni time-lapse systému do klinické
praxe je tento d¢j predmétem rozséhlych vyzkumi (McCoy ef al., 2017; Wirka et al., 2014).
Bylo prokazano, ze vyskyt tripolarni mit6zy koreluje se Spatnym vyvojovym a implanta¢nim
potencidlem embryi (Rubio et al., 2012; Chamayou et al, 2013; Meseguer et al., 2012).
Pivodné byl vznik tripolarni mitdzy pozorovan a davan do souvislosti u zygot, které vznikly
fertilizaci oocytu se dvéma spermiemi. Bylo publikovano, Ze vétSina oocytti 3PN se soub&zné
délila pfimo na tfi blastomery v prvnim bunééném déleni embrya. Kazda ze dvou spermii pfi
fertilizaci oocytu ptedd svoji centriolu, jejiz duplikaci vznikd centrozom. V tomto ptipadé
vlivem abnormalniho poctu centrozomt vznika multipolarni vieténko. Takova embrya pak ve
vysledku mohou byt triploidni, diploidni €1 jinak defektni (Kola ez al., 1987; Rubio et al., 2012).
To je vSak vylouceno v centrech asistované reprodukce, pokud je pouzita metoda ICSI, kdy
pomoci této mikromanipula¢ni metody je vpravena do cytoplazmy oocytu pouze jedina
spermie. Pokud jsou takova embrya detekovana, jsou nasledné vytazena z celkového souboru

embryi dané pacientky. Tato diplomova prace zahrnuje pouze embrya, u kterych byla potvrzena
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pfitomnost tripolarni mitézy v 2PN zygoté po fertilizaci, proto vyfazeni 3PN zygot ze souboru
embryi neni dostate¢né k vylouceni pfitomnosti tripolarni mitézy (Kalatova et al., 2015). Jak
predpoklada jedna z publikaci (Rubio et al., 2012), mtize byt kvalita spermatu jednim z faktora,
ktery miize ovlivnit tvorbu abnormdlniho mitotického vieténka, coz muze zplisobovat
abnormality béhem casného déleni embrya. Studie uvadéji, ze centrozom, ktery preda spermie
pfti fertilizaci ma zcela zésadni ulohu v kontrole prvniho bunééného déleni (Munné el al., 1987;
Munné et al., 2017). Bohuzel to vSak nevysvétluje, zda by takovy mechanismus mohl zpusobit

vznik tripolarni mitézy v druhém ¢i v dalsim déleni embrya.

8.2 Disledky tripolarni mitdzy

Studie potvrdily jasnou korelaci mezi vyskytem tripolarni mitézy v prvnim bunééném
déleni a naruSenim vyvoje embryi a tim 1 jejich ptipadného implanta¢niho potencialu. Vyskyt
tripolarni mitoézy v pozd¢jsich fazich vyvoje ma mirnéjsi dopad na kvalitu embryi. Na zakladé
toho bylo potvrzeno, Ze tripolarni mitdéza v prvnim bunééném déleni ma vyrazny negativni
dopad na vyvoj embrya do staddia blastocysty (Hlinka et al., 2012, Kalatova et al., 2015;
Meseguer et al., 2011; Rubio et al., 2012; Wirka et al., 2014). Wirka et al., 2014 ve své praci
uvadi, Ze embrya, u kterych byla pozorovéana tripolarni mitéza v druhém bunécném délenti,
vykazovala vyssi rychlost vyvoje do stadia blastocysty nez embrya, u kterych byla pozorovana
tripolarni mitéza v prvnim bunéném déleni. Uvedl, ze embryo, u kterého byla detekovana
tripolarni mitéza v druhém bunécném délent, bylo transferované ve stadiu blastocysty a tispésné
implantovano. To naznacuje, ze vyskyt tripoldrni mitdzy v buné¢ném déleni embrya (mimo
prvniho bunééného déleni), mize byt spojovano s mirn€jsim abnormalnim fenotypem, v némz
embryo miiZze mit potenciondlné méné chromozomalné abnormalnich bun¢k. Ve vysledku to
muze vést ke kompatibilit¢ s vyvojovym potenciondlem daného embrya a schopnosti
implantace. Vysoky vyskyt aneuploidie u embryi v disledku tripolarni mitézy naznacuje, ze
takova embrya by neméla byt urcena pro transfer do délohy matky. Transfer takového embrya
se ukuteciiuje pouze tehdy, pokud pacientka nema dostatek kvalitnich embryi a je fadné

poucena o riziku. Pacientka podepisuje informovany souhlas.
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8.3 Vyskyt tripolarni mitozy

Cilem této diplomové prace byla detekce tripolarni mitézy béhem casného vyvoje
embryi. Celkovy soubor, ktery byl hodnocen pomoci time-lapse systému, €inil 3579 embryi od
429 pacientek. V tomto celkovém souboru byla detekovéna tripolarni mitéza u 95 (2,65 %)
embryi u celkove 69 (16,08 %) pacientek. V 92 (2,57 %) ptipadech byla detekovana tripolani

mitdza v prvnim bunééném déleni embrya.

Morfologické hodnoceni béhem casného vyvoje embryi pomoci time-lapse systému
vykazuje vysokou frekvenci vyskytu tripolarni mitézy (McCoy et al.,2017). Pomoci time-lapse
systému je sledovani tripolarni mit6zy definovano jako déleni jedné blastomery do tii dcetinych
blastomer. Nejen, ze tripolarni mitéza je detekovana u 3PN zygot, ale jeji vyskyt je také
zaznamenan u 2PN zygot. Vyskyt tripolarni mitdézy je v rtiznych odbornych publikacich
zaznamenan s velkymi odchylkami ve frekvenci (Zhan et al., 2016). Frekvence vyskytu
tripolarni mitdzy je udavana v rozmezi od 8,3 % do 26 % (Rubio et al., 2012, Zhan et al., 2016;
Kalatova et al., 2015; Wirka et al., 2014., Hlinka et al., 2012). Detekci a analyzou tripolarni
mitodzy v pribehu embryondlniho vyvoje se zabyva mnoho praci. Ve své studii Zhan et al., 2016
uvadi frekvenci tripolarni mitézy 26,1 % v prvnich tfech bunéénych déleni embrya. Tyto
hodnoty jsou déle rozdéleny, podle toho, kdy doslo k detekci tripolarni mitézy. Uvadi, ze
frekvence v prvnim bunééném déleni embrya byla 9,8 %, v druhém déleni 9,1 % a pfi tietim
déleni 3,7 %. Tato prace je z celkového mnoZstvi zkoumanych embryi (21 261) nejvétsi, kterd
byla doposud publikovéana. Uvadi, Ze snimky byly zaznamenavany automaticky kazdych 10
minut v sedmi ohniskovych rovinach. Pro detekci tripolarni mitézy je v této studii vyuzit
EmbryoScope. Jednim z moZznych vysvétleni, proC tato studie udava tak vysokou frekvenci
tripolarni mitoézy v casnych fazich embryonalniho vyvoje je, Ze kritéria k detekcei tvz. pfimého
nerovnomérného déleni byly pouzity v SirSim kontextu. Zhan et al., 2016 uvadi, Ze pfimé
nerovnomérné déleni bylo potvrzeno, pokud bylo pozorovano rozdéleni jedné blastomery na tii
dcefiné buiiky a také pokud interval mezi jednotlivym délenim byl stejny nebo mensi nez 5
hodin. Bez ohledu na velikost buiiky byly povazovany za blastomery pouze ty buiiky, které
obsahovaly viditelné jadro, jinak byly oznaceny za fragmenty. Z publikovanych dat bylo
zjisténo, ze buneécny cyklus trva piiblizné€ 10 az 12 hodin (Rubio et al., 2012). To je interval,
ktery je dostacujici, aby doSlo k bunécnému déleni embrya a dochazelo k duplikaci DNA.
Pouzitim time-lapse systému bylo zjisténo, Ze velmi kratké bunééné cykly vedou k neuplné
replikaci DNA a tim také k nerovhomérnému rozdéleni do blastomer béhem déleni (Lundin et

al., 2001; Salumets et al., 2001). Pokud je tedy interval mensi nez 5 hodin, maji embrya
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et al., 2012). Wicka et al., 2014 ve své praci uvadi, ze byla stanovena frekvence vyskytu
tripolarni mitoézy 18,00 % v celkovém souboru sledovanych embryi. Frekvence tripolarni
mitézy v prvnim bunééném dé€leni ¢inila 8,3 % a v druhém bunééném déleni 9,2 %. Celkovy
soubor zahrnoval 651 embryi od 67 pacientd. Vyvoj embryi byl zobrazen v systému Eeva

s frekvenci pofizeni snimka kazdych 5 minut.

Nase data vykazuji oproti dostupnym publikacim mensi hodnoty ve frekvenci vyskytu
tripolarni mitézy. To mtze byt dano naptiklad velikosti zkoumaného souboru vzorkd.
Vzhledem k nedoste¢nému poctu podobnych analyz vyskytu tripolarni mitézy a variabilité ve
frekvenci vyskytu tripolarni mitdzy, neni mozné s naprostou jistotou tvrdit, ze vysledky této
diplomové prace nelezi ve statistickém optimu. Jednim z moznych vysvétleni, pro¢ tato prace
udava nizkou frekvenci vyskytu tripoldrni mitézy v pribéhu bunééné¢ho déleni embryi, mize
byt také chyba pfi analyze dat. Dasim vysvétlenim mize byt, Ze soubor vzorkd zhodnocenych
v této diplomové praci pochdzi pfevazné z riznych evropskych populacich a frekvence vyskytu
tripolarni mitézy se muze liSit v zavislosti na genetické variabilit¢ v rtiznych populacich.
Vsechny studie, které se zabyvaly detekci tripolarni mitézy totozné uvadéji, ze pokud jsou
porovnana s kontrolni skupinou embryi, vykazuji embrya s detekovanou tripoldrni mitézou
niz§i implantacni potencial (Rubio et al., 2012; Hlinka et al., 2012, Kalatova et al., 2015; Wicka
etal, 2014, McCoy et al., 2017, Desai et al., 2014)

8.4 V&k matky

Studie, které byly publikovany jiz diive, uvadéji jako diivod vzniku tripolarni mitdzy
disledek abnormalni fertilizace oocytu nebo jsou tyto studie zaloZeny na pomérné malé skupiné
pacientli. Studie neuvadéji, zda byl pouzit oocyt pacientky nebo darovany (Kalatova et al.,
2015; Desai et al., 2014). Vysledky, které publikoval Zhan et al., 2016 nevykazuji vyznamné
rozdily ve vyskytu tripolarni mitézy v souvislosti mezi vékem matky ¢i otce nebo zda jsou
pouzity oocyty pacientky ¢i darované, coz také potvrzuji nase data ziskana z pozorovani. Zhan
et al., 2016 dale uvadi, Ze pouZiti kryokonzervovanych spermii nemélo zadny vliv na vyskyt
tripolarni mitdézy. Naopak poukazal na to, ze pifi pouZiti spermii z testikularni/epididymalni
biopsie se frekvence tripolarni mitézy v prvnim bunééném déleni embrya zvySila. Udéava, ze

vyskyt tripolarni mitdézy v prvnim dé¢leni embrya byl signifikantné vys$i u spermii
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z epididymalni biopsie (13,6 %) a spermii z testikularni biopsie (11,4 %) ve srovnani

s normalnimi spermiemi (9,1 %).

8.5 Medium

Time-lapse systém poskytuje nékolik vyhod pro hodnoceni vyvoje embryi. S touto
technologii je nutné dikladné pochopit kinetiku vyvoje embryi a zptisobu, jakym mohou byt
tyto procesy ovlivnény vnéj§imi 1 vnitinimi faktory. Jednim z ptikladt vnéjsiho faktoru, ktery
muze ovlivnit dynamiku vyvoje embryi, je typ media, ktery je pouZivan pro jejich kultivaci. Ve
studiich, které se zabyvaji vztahem mezi kultivacnimi medii a kinetikou embryi, bylo dosazeno
protichtidnych zavért (Desai et al., 2014). Basile et al., 2013 uvadi, ze vyvoj a kinetika embryi
byla podobna pro odlisné typy kultiva¢nich medii. Naopak jina studie uvadi, Ze morfokinetické
parametry, které slouzi jako ukazatele kvality embryi a pfedpovédi vysledku implantace, musi
byt v riznych kultiva¢nich podminkéach upraveny (Ciray et al., 2012). V ndmi pozorovaném
souboru bylo zji§téno, Ze tripolarni mitéza je detekovana nejéast&ji v SG (SAGE 1-Step™)
mediu (20,34 %), EG mediu (20,00 %). Pfitomnost tripolarni mitézy byla zaznamenana také
v mediu IR (15,63 %) a (QC 13,53 %) a v dalSich. Je vSak nutné uvést, ze rozd¢€leni dat, a to
piedevsim Cetnosti vyuziti jednotlivych kultivaénich medii bylo nerovnomérné a bude s velkou
pravdépodobnosti zdrojem systematické chyby. Pokud bych vSak porovnala media, ve kterych
bylo zastoupeni tripolarni mitdzy nejvétsi, predpokladala bych, ze kultivacni media nemaji vliv
na vznik tripolarni mitézy. Toto je vSak pouze predpoveéd, kterd se neopird o Zadné relevantni
udaje. Ve studii Zhan et al., 2016 uvadi, Ze frekvence vyskytu tripolarni mitdzy v zavislosti na
typu pouZzitého média je pfiblizné stejna. Jedna se vSak o predbézné udaje a vysledky nebyly

doposud publikovany.

8.6 Time-lapse systém

Kontinudlni, neinvazivni sledovani vyvoje embryi pomoci time-lapse systému
umoziuje vyhodnotit kvalitu embryi a tim i zjednodusit jejich vybér pro transfer do délohy
matky. Nezbytnym krokem k vybéru toho nejkvalitnéjSiho embrya je dulezité sestavit obecny
model klasifikace embryi pomoci ziskanych dat. Proto se vétSina studii zaméfuje na vytvoieni
optimalnich ukazatela, které udavaji, zda existuji rozdily v kinetice vyvoje embryi s omezenou

schopnosti implantace a témi, které jsou castéji spojeny s tvorbou in vitro blastocysty anebo
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implantaci (Desai et al., 2014). Meseguer et al., 2011 publikoval studii, kterd zaznamenala
velky pocet transferovanych embryi a ve které byly identifikovany parametry embrya jako
ukazatelé¢ potencialu implantace embrya. Uvadi optimalni rozmezi pro kazdou proménnou,
ktera koreluje s vyrazné vy$§i pravdépodobnosti implantace. Casné prvni bunééné déleni
embrya, které bylo identifikovano v dobé kontroly v rozmezi 25 az 27 hodin po ICSI a jeho
vliv na miru t€hotenstvi bylo nejprve publikovano skupinou Edwards et al., 1984. VSechny
publikace se shoduji, ze transfer embryi, kterd vykazuji Casné déleni vede k vysSi mife
téhotenstvi ve srovnani s transferovanymi embryii se zpozdénym délenim (Meseguer et al.,
2011, Lundin et al., 2001; Salumets et al., 2001). V téchto studiich vSak ve vétsing ptipadi bylo
pristoupeno k transferu vice nez jednoho embrya, kombinujici jak ¢asné se délici, tak pozdné
se délici embrya. Proto je velice obtizné ziskat dikaz, Ze implantace embrya souvisi s timto
parametrem. Proto je v dneSni dob& ve vétSiné center asistované reprodukce piistoupeno
k transferu jediného embrya. To nejen z diivodu, Ze snizuje miru vicecetného té¢hotenstvi, ale
jednak je to ucinny nastroj, jak kvantifikovat zivotaschopnost embryi podle ur¢itych parametri,
ktera byla vybrana pro ptenos do délohy matky. Chamayou ef al., 2014 publikoval také casové
udaje, které predikuji vyvoj embryi do staddia blastocysty. Embrya, kterd vykazuji prvni bunééné
déleni v rozmezi 18,4 az 30,9 hodin po ICSI, byla schopna dosahnout tohoto stadia. Hammond
et al., 2015 uvadi, ze embrya vyborné kvality by méla podstoupit prvni bunécné déleni priblizné
po 25,8 hodindch od fertilizace. I dalsi studie vyuZiva k predikci vyvoje embryi do stadia
blastocyty tento ¢asovy parametr (Lundin ef al., 2001).

Neéktere studie také uvadi, Ze synchronni déleni embrya béhem ¢asného vyvoje koreluje
s niz§im vyskytem chromozomalnich abnormalit (Hardarson et al., 2001). Je dulezité ale
upozornit, Ze embrya, u kterych je pozorovano predcasné déleni, které nastava diive nez 20
hodin po fertilizaci, maji hor$i prognézu. Posouzeni casného déleni embrya mize byt také
pouzito kselekci zygot, které se deéli do tfi a vice bun€k, coz je spojeno s
vyskytem chromozomalnich abnormalit (Hardarson et al., 2001). V na$i praci byl stanoven
pramérny ¢as 30,76 hodin od fertilizace k detekci tripolarni mitézy v prvnim bunécném déleni
embrya. S 95 % pravdépodobnosti byla tripolarni mitéza detekovana v rozmezi 29,43 a 32,08

hodin. Nejkratsi doba detekce ¢inila 21 hodin a nejdelsi 54 hodin.

Analyza dale spociva také v morfologickém hodnoceni poctu bunék, fragmentace nebo
symetrie bunécného déleni (Rubio et al., 2012). V nékterych studiich byly naopak uvedeny
nékteré parametry, které mohou mit na vyvoj a implantaéni potencidl embryi negativni vliv.

Mezi tyto parametry fadime abnormalni prvni bunééné déleni ¢i fuze blastomer (Lundin ef al.,
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2001; Salumets et al., 2001). Uréeni spravnych parametra pro ptedpovéd’ kvality embrya a jeho
schopnosti se vyvinout do stadia blastocysty je velice dillezité, jelikoz vétSina center asistované
reprodukce vyuziva, kultivaci embryi do tfetiho dne. Vzhledem k tomu, Ze nékterym embryim
nevyhovuji kultivacni podminky, nejsou proto schopna se v kultufe vyvijet do stadia
blastocysty. (Martins et al., 2016). Vysokou prevalenci tripolarni mitézy v cyklech IVF nelze
v rutinnich IVF postupech ignorovat. Tyto abnormalné délici se embrya jsou velice Casto
vybirdna pro pfenos do délohy matky, vzhledem ke konvencnimu zptisobu hodnoceni embryi.
Pro detekci tripolarni mitdzy je nutné pouzivat systémy, které¢ kontinualné snimaji vyvijejici se
embrya. Proto je velice nutné, aby time-lapse systém byl zaveden v kazdé laboratofi asistované

reprodukce (Desai et al., 2014).

8.7 Bezpecnost time-lapse systému

Pouziti time-lapse systému nadm zpfistupnilo pochopeni morfologickych mechanismi
vyvoje a chovani preimplanta¢nich embryi. Navic time-lapse systém poskytuje z potfizenych
snimk uzitecné informace pro vyber nejkvalitnéjSiho embrya pro implantaci (Nakahara et al.,
2010). Je vsak dilezité zkoumat bezpecnost tohoto systému (Kirkegaard ef al., 2012). Embrya
kultivovdna v inkubatoru s integrovanym optickym mikroskopem jsou pravidelné vystavena
svétlu pti ziskavani digitalnich obrazi. Je pouze malo informaci o ucincich svétla na lidska
embrya a tyto U¢inky by mély byt posouzeny pied klinickym pouZzitim time-lapse systému
(Nakahara et al., 2010). V pribéhu monitorovani vyvoje embryi pomoci time-lapse systému
dochéazi nejen k periodické expozici svétla, ale také k akumulaci tepla z pohyblivych ¢asti
vybaveni, kdy jsou embrya posouvana jedno po druhém do zorného pole integrovaného
mikroskopu z diivodu pofizeni snimku v pfedem danych ¢asovych intervalech (Ottosen et al.,
2007; Kirkegaard et al., 2012; Nakahara et al., 2010). Byla porovnavana morfologie embryi,
ktera byla oplodnéna pomoci metody ICSI. Pro posouzeni ucinkii svétla z integrovaného
optického mikroskopu byly ndhodné vybrany oocyty a rozdéleny do dvou skupin. V prvni
skupiné byla morfologie oplodnénych oocytii a dalsiho vyvoje embrya hodnocena pomoci time-
lapse systému. Ve druhé skupiné byla morfologie embryi hodnocena konvenénim
pozorovanim. Bylo prok4dzéno, Ze neexistuji Zadné vyznamné rozdily v morfologii
embryondlniho vyvoje mezi témito skupinami (Nakahara et al., 2010). I nékolik dalSich studii
potvrdilo stejny zavér a to, Ze time-lapse systém neposkozuje kvalitu embryi pfi kontinualnim
sledovani a nema také vyznamny vliv na jejich vyvoj (Cruz et al., 2011; Kirkegaard et al., 2012;

Ottosen et al., 2007).

60



9 Souhrn

Tato prace se predevSim zabyvala detekci tripolarni mitézy v prvnim a v druhém
bunééném déleni embrya pomoci time-lapse systému (Primo Vision). Tento systém umoziuje
kontinualni sledovani vyvoje embryi a tim také poskytuje velice dilezit¢ udaje, které

embryolog potiebuje pro selekci toho nejkvalitnéjsiho embrya pro transfer do délohy matky.

V soucasnosti existuje n€kolik stovek markerti pro posouzeni kvality embrya a také k
predikci jejich implantacniho potencidlu. Kromé toho mohou byt naopak detekovany pomoci
time-lapse systému urcité anomalie, které u preimplantacnich embryi Casto pozorujeme.
Detekce abnormalit v bunééném déleni embryi umoziiuje selektovat embrya
s chromozomalnimi abnormalitami, coz ve vysledku vede ke snizeni incidence ¢asnych abortt.
Proto je velice dulezité vyuzivat parametry pro vybér nejkvalitnéjsiho embrya. Pomoci time-
lapse systému muizeme predikovat kvalitu embrya jiz ve fazi casného déleni, jelikoz plati, ze
zivotaschopnost daného embrya mé. Pomoci kontinuélniho sledovéani vyvoje embryi mizeme
jeho kvalitu urc€it s pouzitim vhodnych parametrt jiz druhy den kultivace. Tyto parametry
zahrnuji dobu trvani prvni cytokineze, dobu mezi prvni a druhou mité6zou a dobu mezi druhou
a tfeti mitézou. Méfeni téchto parametrli nam pak miZe poskytnout informace o riziku vzniku

chromozomalnich odchylek v priitbéhu embryonalniho vyvoje.

V této praci bylo vySetteno 429 pacientek, které od ledna 2014 do prosince 2014
podstoupily v Prague Fertility Center 1écbu neplodnosti. Nejcastéjsi divody byly tubularni
sterilita, endometrioza, darcovstvi oocytil ¢i andrologicky podminéné neplodnost. Pomoci time-
lapse systému Primo Vision bylo vySetfeno 3579 embryi od 429 pacientek. Tripolarni mitdza
byla detekovana u 95 (2,65 %) embryi od 69 (16,08 %) pacientek. A ze statistické analyzy
vypracovanych dat byl hodnocen mozny vliv urcitych faktorti na vznik tripolarni mitézy. Vliv

zkoumanych faktorii na vznik tripolarni mitdzy nebyl prokazan.

Time-lapse systém poskytuje mozZnost objektivniho posouzeni vyvojové kompetence
embrya, proto je povazovan za jeden z nejvice cenénych diagnostickych prostredkil v 1€€bé
neplodnosti. Zdokonalovanim postupli a postupné nalézani novych markerti pro vybér toho
nejlep$iho embrya miize byt ovliviiovdna mira GspéSnosti IVF. Je velmi dtlezité zdlraznit, ze
pouziti konvenéniho pozorovani v diagnostice vyvoje embryi a posouzeni jejich kvality neni
dostate¢né pro detekci veskerych abnormalit, které mohou v pribéhu embryonalniho vyvoje

nastat. Pfikladem mize byt jiz zmiflovana detekce vyskytu tripolarni mitézy. Proto by time-
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lapse systém mél byt pouzivan nejen v programech s transferem pouze jediného embrya, kdy
je velmi dulezité vybrat to nejkvalitnéjsi embryo. Pomoci time-lapse systému by mél byt
sledovan celkovy soubor embryi od pacientek bez ohledu na to k jaké strategii pfenosu je
pristoupeno. Aby bylo mozné detekovat a studovat vyskyt tripolarni mitézy v lidskych

embryich, je nutné vyuzivat time-lapse systémy.
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