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ABSTRAKT

Vliv kvality spermiogramu na in vitro fertilizaci
Diplomova préce

Autor: Be. Lukas Gold

Studijni obor: Odborny pracovnik v laboratornich metodach
Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Pocet part, které maji problém s oté¢hotnénim se zvysuje kazdym rokem. Nékdy
pomuze Uprava zivotniho stylu, zmirnéni Zivotniho tempa. V jinych ptipadech vsak
musi pary vyuzit sluzeb asistované reprodukce. U nékterych parG je neplodnost
zpiisobend pouze jednim faktorem, u dalSich se faktory kombinuji. Cilem této
diplomové prace bylo vyhodnoceni otazky, zda kvalita spermiogramu ovliviiuje kvalitu
mimotélniho oplozeni. Zaroven bylo cilem vyhodnotit jaka technika aktivniho oplozeni
oocytu injekci spermie (intracytoplasmatickd injekce spermie, ICSI nebo
intracytoplasmaticka injekce morfologicky selektované spermie, IMSI) ma vyssi
uspésnost na fertilizaci in vitro.

Pro zisk naSich dat a vysledkll bylo v praci vyuzito 100 part, které na klinice
Zentren Prof. Zech — Pilsen, s.r.o. podstoupily terapii pomoci darovanych oocytd. Do
prace byli zafazeni muzi, u kterych jsme v den odbéru oocytli ovaridlni punkci méli
K dispozici Cerstvy ejakulat. Spermiemi ziskanymi z ejakulatu byly mikromanipula¢né
oplozeny darované oocyty. Muzi byli podle vysledku spermiogramu rozdéleni na
kontrolni skupinu s normalnim spermiogramem a skupinu sledovanou s patologickymi
hodnotami ve spermiogramu. Oocyty darkyn jsme do prace zahrnuli kvili minimalizaci
vlivu Zenského faktoru.

Nase prace ukazuje, ze vliv kvality spermiogramu na in vitro fertilizaci nebyl
prokazan. Ztoho tedy vyplyva, ze zakladni andrologické vySetfeni ejakulatu —
spermiogram nema pro aplikaci laboratornich metod asistované reprodukce vypovédni
hodnotu. Pfi porovnani dvou riiznych mikromanipulacnich technik pro oplozeni jsme

nezjistili statisticky vyznamny rozdil.

Kli¢ova slova: spermiogram, spermie, ICSI, IMS], in vitro fertilizace



ABSTRACT

Impact of spermiogram quality on in vitro fertilization
Diploma Thesis

Author: Bc. Lukas Gold

Field of study: Specialist in laboratory methods
Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Number of couples who have problems with becoming pregnant increasis every
year. Sometimes, change of lifestyle or alleviation of life tempo can help but in other
cases couples have to use centre of assisted reproduction service. In some cases is
inferility caused by only one factor, in other cases are factors combinated. The aim of
this work was the evaluation of question, if the spermiogram quality influences quality
of artificial insemination. The secondary aim was to evaluate which technique of oocyte
active insemination by injection (Intracytoplasmic sperm injection, ICSI or
Intracytoplasmic morphologically — selected sperm injection, IMSI) is more successful

for fertilization in vitro.

Data and results were taken from 100 couples who underwent therapy using
donated oocytes at Zentren Prof. Zech — Pilsen, s.r.o. clinic. Men who gave a fresh
ejaculate in day of oocyte collection by ovarian puncture are included in this work.
Donated oocytes were micromanipulatively impregnated by sperms which were taken
from ejaculate. Acording to the spermiogram results men were divided into two groups.
First one was control group with normal spermiogram results and the second one with
pathological values in spermiogram. Donors oocytes are involved in the work to

minimize the effect of female factors.

Our work shows, that impact of spermiogram quality on in vitro fertilization was
not proved at all. It follows that basic andralogic semen analysis — spermiogram has not
any value for aplication of methods of assisted reproduction. While comparing two
different micromanipulative techniques for fertilization we did not find out any

significant statistical difference.

Key words: spermiogram, sperm, ICSI, IMSI, in vitro ferilization



SEZNAM ZKRATEK

ABP Androgeny vazajici protein

AH Asistovany hatching

AMH Anti — Miilleriansky hormon

ASP Asthenozoospermie

ATSP Asthenoteratozoospermie

DNA Deoxyribonukleové kyselina

ET Embryotransfer

FBC Casna blastocysta

FR Fertilization rate

FSH Folikuly stimulaé¢ni hormon

GnRH Gonadoliberin

hCG Lidsky choriovy gonadotropin

ICSI Intracytoplasmatickd injekce spermie
IMSI Intracytoplasmatickd injekce morfologicky selektované spermie
IR Implantation rate

18] Intrauterinni inseminace

IVF In vitro fertilizace

LH Luteiniza¢ni hormon

MRNA Mediatorova ribonukleova kyselina
NSP Normozoospermie

OASP Oligoasthenozoospermie

OATSP Oligoasthenoteratozoospermie
OPU Ovum — pick up

OSP Oligozoospermie

OTSP Oligoteratozoospermie

PICSI Preselektovand intracytolplasmaticka injekce spermie
PP Perivitelni prostor

PR Pregnancy rate

ROS Volné kyslikové radikaly

rRNA Ribozomalni ribonukleova kyselina
SG Spermgradient

SPG Spermiogram

TSP Teratozoospermie



UR Utilization rate
WHO Svétova zdravotnicka organizace

ZP Zona pellucida



1 UVOD

Po né€kolikaletém usili 1ékait z fady zemi na svété se v roce 1978 narodila Luisa
Brown, prvni dité¢ po IVF (in vitro fertilizace) nebo jak se fika mezi vefejnosti ,,dit¢ ze
zkumavky“. V tehdejsim Ceskoslovensku se pomoci techniky in vitro fertilizace
narodilo prvni dit¢ vroce 1982. Pocet déti narozenych po metodach asistované
reprodukce kazdoro¢né nartista, v roce 2006 to bylo pies 4000 déti.

ZjednoduSeny princip mimotélniho oplozeni IVF neni tak slozity: k odebranému
oocytu z ovaria pridame suspenzi spermii a vzniklé embryo vratime do délohy Zeny.
Techniky asistované reprodukce tedy nahrazuji proces, ktery se odehrava ve vejcovodu.
Uspéch té&chto technik viak vyzaduje velmi slozity proces, ktery zagina hormonélni
stimulaci Zeny vedouci k zisku zralych oocyti pies jejich oplozeni v podminkach in
vitro az k embryotransferu.

Pro spravné poceti potomka je zapotiebi kvalitnich spermii a oocytd, stejné jako
hormonadlni fizeni tohoto procesu. Mnoho soucasnych studii upozorfiuje na pomaly
a vsak setrvaly proces zhorSovani kvality ejakulatu v poslednich nékolika desetiletich.
Muzska neplodnost je multifaktorialnim syndromem zahrnujicim Sirokou Skalu poruch.

Samotny andrologicky faktor se podili na problémech s plodnosti u kazdého
do centra asistované reprodukce je vedle vySetfeni Zeny zasadni i zakladni vySetieni

ejakulatu — spermiogram (SPG).



2 ZADANI PRACE - CiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit, zda kvalita spermiogramu ma vliv
na kvalitu in vitro oplozeni. Dalsim cilem bylo porovnat, ktera z mikromanipula¢nich

technik aktivniho oplozeni oocytl (ICSI nebo IMSI) ma lepsi vliv na fertilizaci oocytu.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Spermatogenese

Proces spermatogenese zac¢ina v muzskych varlatech poc¢atkem puberty. Zahrnuje

kompletni vyvoj spermatogonii (byvalé primordialni zarode¢né bunky) az ke spermiim
(viz. Obrazek 1, 2).
Tento proces lze rozdélit do tii fazi: proliferace, redukéni déleni (meidza) a
diferenciace. Proces spermatogenese je spojen se specifickymi typy bunék —
spermatogonie, spermatocyty a spermatidy. U muz se za¢nou zarode¢né bunky —
spermatogonie mnozit s nastupem puberty. To je nasledovano meidzami a postupnou
reorganizaci bunéénych slozek, vyznacujici se ztratou cytoplasmy. [1, 2]

Kmenové buiiky neboli spermatogonie A0 jsou umistény ve spodni Casti
intratubularniho prostoru semenotvorného kanalku. Po kone¢ném mitotickém déleni
(spermatogonii B) jsou primarni spermatocyty piesunuty smérem k lumen kanalku.
V tomto prostoru podstoupi 2 meioticka déleni na formu 2 sekundarnich spermatocytti a
4 spermatid — Casnych stadii spermii. I kdyz jadra spermatid obsahuji haploidni sadu
chromosomi, jsou neustale syntetizovany nizké hladiny rRNA, mRNA a proteint. Tato
prodlouzena faze termindlni diferenciace je znama jako spermiogenese. B&hem
spermiogenese prochazi spermatidy rozsahlou prestavbou (nuklearni kondenzace,
tvorba akrosomu, tvorba bi¢iku a snizeni obsahu cytoplasmy). Vysledkem tohoto

slozitého procesu je vznik zralé spermie schopné fertilizace — oplozeni. [1, 2, 3]
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Obrazek 1: Priabéh spermatogenese. Prevzato z: [38]
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3.2 Hormonalni regulace spermatogenese

Spravna funkce varlat je zavisla na fadé hormonalnich posli pusobicich na
endokrinni a parakrinni systém.

Endokrinni intersticidlni Leydigovy builkky se podili pfedevS§im na tvorbé
testosteronu a jeho uvolnovani do krve a sousednich tkani. Produkce testosteronu je
fizena luteinizaénim hormonem (LH), ktery je vyluovan piednim lalokem hypofyzy.
Dal8im vylu¢ovanym hormonem adenohypofyzy je folikuly stimulujici hormon (FSH),
ktery v prvni fadé pisobi na Sertoliho bunky. Hormon prolaktin ve své normdlni
koncentraci zesiluje u¢inek LH na Leydigovy bunky. Tyto hormony jsou ovlivnény
gonadoliberinem (GnRH), ktery vznikd v hypotalamu a do hypofyzy se dostava
portalnim ob&hem. [4, 5]

Endokrinn¢ aktivni jsou i Sertoliho bunky, které hraji Gstfedni roli v rozvoji
funkénosti varlete a tim 1 ve vyrazu muzského fenotypu. Sertoliho bunky tvofi:

o Anti — Miilleriansky hormon (AMH), ktery v pribéhu fetalniho vyvoje

zajisti regresi Miillerovych kanalkl u plodu muZzského pohlavi

o Estradiol, stimulujici faktor spermatogenese

o Inhibin, ktery zabrafiuje nadmérné sekreci FSH
Sertoliho buiky déale produkuji androgeny vazajici protein (ABP), ktery se podili na
udrzovani vysoké koncentrace testosteronu v tekutin€, kterd vypliiuje semenotvorné
kanalky. [4, 5, 6]

Obrazek 2: Histologicka stavba semenotvorného kanalku. Prrevzato z: [39]
(1 Bazalni membrana, 2 Myofibroblast, 3 Fibrocyt, 4 Sertoliho buiika, 5 Spermatogonie,

6 Ruzna stadia bunék v pribéhu spermatogenese, 7 Spermie, 8 Lumen kanalku)
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3.3 Morfologie spermii

Spravna morfologie spermii ma dulezity vliv na kvalitu oplozeni. Normalni lidska
spermie ma hladky a ovalny tvar hlavicky, s dobfe definovanym akrozomem, ktery
pokryva 40 — 70 % apikalni ¢asti hlavy spermie. Zakladna hlavicky by méla byt Siroka
pouze s jednim, symetricky pfipevnénym bicikem. Bezprostiedn¢ za hlavou by méla

prvni ¢ast bic¢iku byt o néco silngjsi (ale stale stihld) ve srovnani se zbytkem biciku.

3.3.1 Stavba spermie

Hlavicka spermie ma ovalny, elipticky a zploStény tvar tak, ze pfi pohledu
z profilu je hruskovitého tvaru. Jeji prvni dvé tfetiny jsou pokryty vrstvou modifikované
protoplasmy. Hlavni soucasti hlavicky je jadro (obsahuje DNA) a akrozom, ktery
obsahuje proteazu, hyaluronidazu a fosfatazu. Ty pomahaji penetraci spermie do
oocytu.

Kréek je mén¢ zuzen. Piedni centrioly se nachazeji na rozhrani kréku a hlavicky.
Za krckem je lokalizovan spojovaci kus (t€lo). Je tyCinkovitého tvaru a na kiizovatce
téla a kréku jsou zadni centrioly. Télo je tvofeno axialnim svazkem mikrotubult, které
jsou obklopeny Sroubovité uspotradanymi mitochondriemi.

Bic¢ik je nejdelsi ¢asti spermie a poskytuje ji motilitu na zdkladé unikatniho
uspotradani mikrotubuld. Bicik se sklada z axialniho vldkna obklopeného membranou.

[7, 8, 9] Morfologicka stavba spermie je zobrazena na Obrazku 3.

11



Obrazek 3: Morfologicky popis spermie. Prrevzato z: [40]

(A Hlavicka, B Kr¢ek, C Stredni oddil, D Hlavni ¢ast bi¢iku, E Koncova ¢ast bic¢iku,

1 Plasmaticka membrana, 2 Vné&jsi akrozomalni membrana, 3 Akrozom, 4 Vnitini
akrozomalni membrana, 5 Jadro, 6 Proximalni centrioly, 7 Distalni centrioly, 8 Vné&jsi
fibrézni vlakna, 9 Mitochondrie, 10 Axonema, 11 Anulus (terminalni disk), 12

Prstencova vlakna)

3.4 Odchylky v morfologii spermii
Morfologie je jednim z parametrii spermiogramu. Podle hodnot WHO, 5.

edice postacuji pouze 4 % spermii s normalni morfologii k vysledku normozoospermie.

[23]

3.4.1 Odchylky v morfologii hlavi¢ky
Vady hlavicky (viz. Obréazek 4) lze rozdélit podle fady abnormalit, mezi vady
hlavi¢ky patfi nejcastéji:
e makrocefalie (abnormalné velikd)
e mikrocefalie (,,Spendlikova‘ hlavicka)
e hlavicka hruskovitého tvaru
e hlavicka kulatd, amorfni
e vakuolizace (> 20 % plochy hlavicky je obsazeno vakuolami)
e hlavicka s malym akrozomem (< 40 % plochy hlavicky)

e dv¢ avice hlavicek [10]

12
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Obrazek 4: Odchylky v morfologii hlavicky (z leva: zahrocena hlavicka, hruskovita hl.,

Spendlikova hl. bez akrozomu, Spendlikovd hl. s akrozomem, 3 X amorfni hl.,

vakuolizovana hlavicka, hlavicka s malym akrozomem).

Prevzato z: [41]

3.4.2 Odchylky v morfologii kréku a stifedni ¢asti

Tyto abnormality (viz. Obrazek 5) jsou obvykle spojeny se strukturnimi defekty

mitochondrii, centriol a mikrotubuli. Také mohou byt spojeny s uchovanim velkych

cytoplasmatickych kapek. [10]

14

l

Obrazek 5: Odchylky v kréku a stiedni Casti (z leva: tenky kréek, silny kréek,

fyziologicky krcek, ohnuty kréek, asymetricka inserce, velka cytoplasmaticka kapka).

Prevzato z: [41]

13



3.4.3 Odchylky v morfologii bi¢iku
Typické vady bi¢iku (viz. Obrazek 6) jsou spojeny s témito abnormalitami:

kratky bic¢ik, mnohocetny bi¢ik, zlomeny bi¢ik, ohnuty bi¢ik a bi¢ik s nepravidelnou

Sitkou. [10]
ff,
| ? [

/

Obrazek 6: Odchylky v morfologii bi¢iku (z leva: kratky bi¢ik, zalomeny bicik, ohnuty
bi¢ik). Prevzato z: [41]

3.5 Nejcastéjsi pri¢iny ovliviiujici kvalitu spermiogramu

Muzsky faktor je jedinou pfi¢innou neplodnosti u 30 % neplodnych parti a z 20 —

45 % je prispivajicim faktorem u pari s reprodukénimi problémy. [11]

351 Vék

S rostoucim vékem muZe je nejCastéji zaznamenan pokles objemu ejakulatu,
koncentrace spermii, motility spermii a morfologie spermii. Zaroven s rostoucim vékem
dochézi ke zvySeni DNA fragmentace ve spermiich. VE€k muze ma tedy vyznamny vliv

na fertilizaci. [12]

3.5.2 Genetické prifiny
Genetické priciny tvofi asi 10 — 15 % zavazné muzZské neplodnosti vcetné

chromosomalnich aberaci a jednobodovych mutaci. [3]

14



Prevalence chromosomalnich anomalii u neplodnych muzii neni pfimo Gtmeérna
koncentraci spermii. Nejbéznéj$i chromosomalni anomalii neplodnych muzd je
Klinelfelteriv syndrom (XXY), pfedstavujici asi dvé tietiny chromosomalnich

abnormalit neplodnych muzi. [13, 14]

3.5.3 Vliv prostredi

Rizné faktory prosttedi mohou vést k muzské neplodnosti. Mezi tyto faktory se
fadi infekce pohlavniho tstroji, nadmérné teplo, vystaveni radiaci, jedovatost tézkych
kovti, koufeni cigaret, exogenni piijem estrogenu, u¢inek pesticidt a dalsich chemikalii.

Koufeni cigaret (> 10 cigaret denn¢) ovliviluje pohyblivost, koncentraci a
morfologii spermii. Bylo prokazano, ze u kufakil existuje vyznamny pokles zinku
Vv semindlni plasmé¢ s vyslednym poklesem antioxida¢ni obrany. Takto by mohl byt
vysvétlen U€inek kouteni na kvalitu SPG. Obsah protaminu je nezbytny pro spravnou
kondenzaci chromatinu ve spermiich a nasledné¢ muzskou plodnost. Protaminy jsou
hlavnimi jadernymi proteiny spermii. Oxidativni stres vyvolany koufenim cigaret
ovliviiuje obsah protaminu. [15, 16]

ZvySeni teploty Sourku je jednim z hlavnich faktort, ktery omezuje tvorbu
spermii a steroida ve varlatech. [17]

Infekce muzskych pridatnych pohlavnich Zlaz jsou povazovany za potencionalni
nebezpeci pro muzskou plodnost. Infekce jsou obvykle spojeny s ptitomnosti leukocyti
Vv ejakulatu a vysokou koncentraci volnych kyslikovych radikalia (ROS), jelikoz
leukocyty piredstavuji hlavni zdroj tvorby ROS. Ackoli jsou leukocyty fyziologickou
soucasti ejakulatu (< 1 x 10% ml) a prakticky je obsahuje kazdy vzorek. Pokud

prevalence leukocytl pfesahne normalni hodnoty, spermie jsou ohrozeny. [18, 19]

15



4 ZAKLADNI TECHNIKY ASISTOVANE REPRODUKCE

4.1 Hormonalni stimulace ovarii

Programované superovulaéni protokoly poskytuji pohodIny a efektivni prostiedek
pro naplanovani a organizaci cyklu IVF.

Protokol, ktery se pouziva pro stimulaci za u¢elem maximalniho zisku oocytt,
spoc¢ivd v regulaci GnRH. Zaroven jsou podavany preparaty obsahujici folikuly
stimulujici hormon a luteinizatni hormon. Existuje mnoho variant stimulacniho
protokolu. S agonistou GnRH se muze zacit stimulovat v lutealni nebo folikularni fazi
pfedchoziho menstruaéniho cyklu. Poslednim krokem hormonalni stimulace pted
odbérem oocytd (OPU), je podkozni aplikace hCG (lidsky choriovy gonadotropin).

Aplikace hormonu zajisti dozrani vajicek. [2, 3]

4.2 Odbér oocyti (ovum pick — up, OPU)

Pted odbérem oocyti probéhne v OPU laboratofi ptiprava kultiva¢nich misek pro
uchovani odebranych oocytti, médii uréenych K proplachu folikuld a dalSich misek pro
manipulaci s oocyty a embryi, které jsou ulozeny v CO2 inkubatoru.

OPU se provadi v celkové anestézii pacientky. Pod ultrazvukovou kontrolou
1ékat odsaje 1 — 2 folikuly do sterilni zkumavky a zkumavka se pfedd do laboratote.
Folikularni tekutina se prohlizi pod stereomikroskopem v laminarnim boxu s vyhtevnou
plotnou. Kazdy objekt ve folikularni tekutiné se prohlédne a nalezeny oocyt (Viz.
Obrazek 9) hlasi 1¢kafti na zakrokovy sal. Pokud oocyt neni ptitomen, hlasi embryolog
proplach folikulu. VesSkerd odsata tekutina se prohlizi pod stereomikroskopem
Vv laboratofi. Nalezeny oocyt se prenese do stiedu kultiva¢ni misky, kde se proplachne
v médiu. Nasledn¢ se pienese do jamky ¢islo 1 kultiva¢ni misky (viz. Obrazek 7). Zbyla
folikularni tekutina se vylije do kadinky. Oocyt a jeho kvalita se zaznamenaji do
kultiva¢niho protokolu pacientky. Kultivaéni miska s oocyty se umisti zpét do CO2
inkubatoru. Postup se opakuje az do doby, kdy se prohlédne vSechna aspirovana
folikularni tekutina.

Po dokonceni hledani oocytli jsou vSechny oocyty pteneseny do jamky ¢islo 2
kultivacni misky.

Kvalita oocytl se hodnoti v poctech kiizka. K¥izky vyjadiuji predevsim kvalitu

a poc¢et bun€k cumulus oophorus.
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. Médium G - IVF
Médium G — IVF prekryté mineralnim olejem
Obrazek 7: Miska pro odbér oocytt. Zdroj: autor

4.3 Denudace oocyti

Denudaci se rozumi odstranéni bunék cumulus oophorus a corona radiata
z oocytli. Takto ,,0CiSténé* oocyty jsou pripraveny k oplozeni mikromanipulacni
technikou (viz. Obrazek 10). [20, 21, 22]

Oocyty jsou pfeneseny do média s hyaluroniddzou. Jakmile se za¢nou kumulérni
buriky pusobenim hyaluronidazy rozkladat, pfenesou se oocyty do média G — IVF (viz.
Obrazek 8). Zde jsou oocyty denudovany opakovanym nasavanim do Sedé denudacni
pipety. V dalsi fazi jsou oocyty zbaveny zbytku bun€k corona radiata nasavanim a
vysavanim v bilé denudacni pipeté. Vzhledem k metodice se pracuje vzdy se skupinou
péti oocytl.

Ocisténé oocyty se hodnoti podle kvality, zralosti a pfitomnosti polarniho téliska
(viz. Tabulka 1). Oocyty ptipravené k mikromanipulaci jsou umistény do kultivacni

misky a cca za 4-6 hodin po OPU mohou byt pouzity pro tcely IVF, ICSI.
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Médium G - IVF

Hyaluronidaza

Minerélni olej

Obrazek 8: Miska pro denudaci oocytd. Zdroj: autor

Tabulka 1: Hodnoceni oocytti po denudaci

Germinal vesicul, v cytoplasmé je pfitomno membranou ohrani¢ené jadro,

GV Vv perivitelnim prostoru (PP) neni patrna Zadna polova buiika, jedna se o
nezraly oocyt, pro oplozeni se nepouZziva.
V cytoplasmé oocytu neni patrna za4dna struktura jadra, v PP neni pfitomna
M1 polova buiika, jedna se o nezraly oocyt, ktery se pro oplozeni nepouZiva.
V cytoplasmé oocytu neni patrna zaddna struktura jadra, v PP je pfitomna
M jedna polova burika, jedna se 0 zraly oocyt pouzitelny pro oplozeni.
DEG Struktura oocytu je zhroucena, barva cytoplasmy je tmaveé hnéda.
PZP Prazdna zona pellucida (ZP), v ZP se nenachazi oocyt.

Zdroj: autor
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Obrazek 9: Oocyt po OPU. Zdroj.: Pavia Novikova, IVF Zentren Prof. Zech

Obrazek 10: Oocyty po denudaci (zleva: GV, MI, MIl). Zdroj.: Pavla Novikova, IVF
Zentren Prof. Zech

4.4 Analyza a zpracovani ejakulatu

Zpracovani ejakulatu patéi mezi zakladni techniky asistované reprodukce. Béhem
zpracovani ejakuladtu je stanoven pocet spermii, jejich pohyblivost a kvalita —

spermiogram.
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4.4.1 Provedeni spermiogramu
Po piedani vzorku pacientem do laboratoie se ejakulat necha 10 — 20 minut
zkapalnét pfi laboratorni teploté. Je — li vzorek stale viskdzni, ejakulat se rozvolni
opakovanym nasavanim a vysavanim v injek¢ni stiikacce.
Po zkapalnéni nésleduje:
=  Makroskopické zhodnoceni ejakulatu, zjisténi objemu
a viskozity
» Mikroskopické vysetieni
Spermiogram se stanovuje z ejakulatu odevzdaného per onaniam Vv odbérové
mistnosti IVF centra. Zkapalnény ejakulat se nasaje do injek¢ni stiikacky a odméfti se
celkovy objem ejakulatu. Dale se stanovuji a hodnoti vybrané parametry dle WHO (viz.
Tabulka 2, 3) [23]. Hodnoti morfologie spermii, vyskyt aglutinaci a ptitomnost kulatych
bun¢k ¢i jinych ptimési. Ziskané hodnoty se zaznamenaji do protokolu a porovnaji

s danymi hodnotami WHO, 5. edice.

Tabulka 2: Normalni hodnoty spermiogramu dle standarda WHO, 5. edice

Parametr Fyziologické hodnoty SPG
Barva Seda, opaleskujici

Objem >1,5ml

pH 72-17.8

Aglutinace (0 - 4) 0-1

Koncentrace spermii >15x 105 ml

Celkova motilita >40 %

PR motilita >32%

Morfologie > 4 % normalnich forem
Leukocyty <1x10% ml

Prevzato z: [23]
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Tabulka 3: Hodnocené parametry spermiogramu dle WHO

Parametr Jednotky
Objem ml
Koncentrace spermii mil/ml
Celkova motilita %

PR motilita %
Morfologie %
Aglutinace +
Leukocyty mil/ml

Prevzato z: [23]

4.4.1.1 Stanoveni koncentrace spermii
Ke stanoveni je nutny nefedény vzorek. Maklerova komiirka se sklada ze dvou
¢asti. Kryci Cast je ve stfedu opatiena jemnou miizkou sestavenou ze sta Ctvercli o
velikosti 0,1 x 0,1 mm. Cela mfizka je rozd€lena na ¢tvrtiny stiedovym kiizem. [23, 24]
Pro stanoveni koncentrace se spocitaji hlavicky spermii v deseti ¢tvercich ve
vodorovné nebo svislé fadé. Vyslednd hodnota vyjadiuje koncentraci spermii

v milionech na mililitr.

4.4.1.2 Hodnoceni pohybu spermii
Nejprve se spocitd pohyb vSech spermii v deseti Ctvercich a poté mnozstvi
progresivnich, neprogresivnich a imotilnich spermii. Kritéria pro hodnoceni jsou

uvedeny o tabulce 4.

Tabulka 4: Kritéria pohybu spermii

Pohyb progresivni PR | Aktivné pohybujici se spermie bez ohledu na rychlost.

Bi¢ik spermie se pohybuje, ale prostorovy pohyb

Pohyb neprogresivni | NP C ,
spermie je téméf nulovy.

Spermie imotilni IM | Nejsou patrné ani pohyby bic¢iku.

Zdroj: autor
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4.4.1.3 Hodnoceni morfologie spermii

Morfologicky normélni spermie ma hladce ovalny tvar hlavicky s jasné
definovanym akrozomem (viz. Obrazek 11). Akrozom zabira 30 — 70 % hlavicky a

obsahuje maximalné tfi malé vakuoly. Jediny bi¢ik nasedd symetricky na bazi hlavicky.

Obrazek 11: Obarvena spermie s normalni morfologii. Autor: viastni
4.5 Zpracovani ejakulatu

Techniky zpracovani ejakulatu slouzi pro ptipravu suspenze spermii v ramei cyklu
IVF, ICSI (interacytoplasmaticka injekce spermie)/IMSI (interacytoplasmaticka injekce
morfologicky selektované spermie)/PICSI (preselektovana intracytoplasmaticka injekce
spermie) nebo IUIl (intrauterinni inseminace) a také pro kryokonzervaci ejakulatu.
Cilem zpracovani ejakulatu je zakoncentrovani, pifeisténi a odstranéni imotilnich
spermii. [25, 26] Kone¢né hodnoceni je uvedeno v tabulce 5.

Pro zpracovani ejakulatu je do centrifugacni konické zkumavky navrstven
hustotni gradient (1,5 ml 90% roztok SpermGradu (SG) + 0,3 ml 70% SG + 0,3 ml 50%
SG). Takto pripraveny gradient je umistén v inkubatoru pti 37°C.

Pomoci injekéni stiikacky s jehlou se cely objem ejakulatu opatrné navrstvi na
hustotni gradient. Zkumavka s gradientem se uzavie a oznaci Stitkem obou partnert.
Vzorek se centrifuguje 20 minut pii 2000 otackach.

Sterilni plastovou Pasteurovou pipetou se odsaje supernatant a peleta je
resuspendovana v 8 mililitrech poplachového média.

Zkumavka s obsahem se uzavie a znovu centrifuguje 8 minut pii 2000 otackach.

Po wukonceni centrifugace se supernatant slije a vznikld peleta zlstane

prevrstvena cca 1 mililitrem média (mnoZstvi média se voli podle kvality SPG)*.

1 Pokud je ve SPG nizka koncentrace spermii nebo malé mnoZstvi PR motilnich spermii ponecha se

média mensi mnozstvi a naopak. Vyhodnoceni zavisi na embryologovi, ktery metodu provadi.
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Tabulka 5: Definice nejcastéji pouzivanych pojma k vyjadieni konecného vysledku

spermiogramu

Azspermie

Oznacuje nepiitomnost ejakulatu.

Hypospermie

Oznacuje nizky objem ejakulatu (< 1,5

ml).

Azoospermie

Oznacuje nepfitomnost spermii

Vv ejakulatu.

Normozoospermie

Oznacuje vzorek, ktery splituje vSechny

fyziologické parametry (viz. Tabulka 2).

Oligozoospermie

Oznacuje  snizeny  pocet  spermii

v ejakulatu (<15 x 10% ml).

Astenozoospermie

Vyjadiuje stav, kdy procento progresivné

se pohybujicich spermii je <32 %.

Teratozoospermie

Oznacuje stav, kdy je v ejakulatu
ptitomno vysoké mnozstvi patologickych

forem spermii (> 96 %).

Kryptozoospermie

Oznacuje stav, kdy v nativhim vzorku
nejsou nalezeny spermie, ale v peleté po

centrifugaci jsou nalezeny.

Nekrozoospermie

Je stav, kdy jsou v ejakulatu nalezeny

mrtvé a nepohyblivé spermie.

Prevzato z: [23]
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4.6 Metody oplozeni in vitro
Ziskané oocyty jsou tyz den oplozovany. Ve vétSiné ptfipadl je pro zajisténi
fertilizace vyuzita metoda ICSI nebo IMSI. V nékterych piipadech jsou oocyty

oplozovany spontanné, IVF. Indikace pouzité metody je v rukou lékare.

4.6.1 Fertilizace in vitro

Tato technika je znama od roku 1978 a je prvni technikou, kterd byla pouzita
k 1é¢bé neplodnosti. S postupem ¢asu a vyvoje novych metod je tato technika postupné
nahrazovana jinymi. Dulezité je také zminit, ze ,, klasickd IVF* je nahrazovéana pro
velké mnozstvi svych nevyhod. [27]

Po dokonceni vyhledavani oocytl se oocyty rozdéli pomoci automatické pipety
do jamek ¢islo 1, 2, 3 a 4 v kultivaéni misce. Oocyty se rozdéli tak, aby jich v kazdé
jamce byl pfiblizn¢ stejny pocet.

Takto pfipravend miska s oocyty se vlozi do CO2 inkubétoru. Minimalné po 4 - 6
hodinach po OPU se provede inseminace oocyta.

Pomoci automatické pipety se do kazdé jamky s oocyty pfida suspenze spermii
(viz. Zpracovani ejakulatu). Kultivacni miska se vlozi zpét do CO2 inkubatoru. Zhruba

za 18 hodin se pod mikroskopem zhodnoti fertilizace oocyta.

4.7 Kultivace a hodnoceni embryi

reprodukce a navazuje na odbér oocytli. Minimalni doba kultivace nutnd pro provedeni
[éCebné terapie je 48 hodin, maximalni pak 120 - 144 hodin. To je paty nebo Sesty den
od oplozeni oocytu, kdy embrya dosahuji stadia blastocysty. V tomto pfipadé mluvime
0 prodlouzené kultivaci. Hodnoceni vyvojovych stadii embryi nas informuje o jejich
kvalit¢ a vyvoji. Stupenl kvality embryi tzv. grade je kombinace Cislic a pismen a
zapisuje se kazdy den do kultivaéniho protokolu. Kultivace je ukon¢ena naslednym

embryotransferem nebo kryokonzervaci.
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4.7.1 Hodnoceni jednotlivych stadii embryi
Den1

Hodnoti se uspésnost fertilizace na zaklad¢ piitomnosti dvou prvojader (2PN)
a dvou polarnich télisek v perivitelnim prostoru (viz. Obrazek 12). Zaroven se hodnoti
neoplozené, degenerované a Spatn€ oplozené oocyty (viz. Tabulka 6), které je potieba
odstranit pied dalsi kultivaci.

Tabulka 6: Hodnoceni fertilizace

Stadium Intepretace

Normalné oplozeny oocyt. V cytoplasmé

2PN jsou ptitomna 2PN a v PP jsou vydélena 2
PB.
Abnormalné oplozeny oocyt. V cytoplasmé
1PN je pritomno pouze jedno PN a v PP je poze
jedno PB.

Triploidné/tetraploidné, polyploidné
3PN/4PN - nPN opozeny oocyt. P¥itomnost 3/4PN — nPN

v cytoplasmé.

Neoplozeny oocyt. Je viditelné pouze 1 PB
a zadné PN.

NF

DEG Degenerovany oocyt.

Zdroj: autor

Obrazek 12: Spravné oplozené oocyty (2PN). Zdroj: autor
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Den 2 a Den 3 (Hodnoceni ¢asnych stadii embryi)

Po dvou dnech vyvoje by mélo embryo idealné¢ obsahovat 4 blastomery (Vviz.
Obréazek 13) a po osmi dnech 8 blastomer. Hodnoceni probihd kombinaci ¢islic a
pismene (viz. Tabulka 7).

Tabulka 7: Vyznam symboli v hodnoceni kvality embryi den 2 a den 3

Symbol Intepretace symbolu
Prvni cislice Pocet blastomer
A = stejnd velikost blastomer
Pismeno .
B = rozdilna velikost blastomer
1 = embryo bez fragmentace
Druha ¢islice 2 =< 20 % fragmentace
(urcuje stupen fragmentace) 3=20-50%

4 => 50 % fragmentace

Zdroj: autor

Obrazek 13: Embrya den 2. Zdroj: autor

Den 4

Hodnoti se zejména kompaktace a kavitace. Kompaktace mtize byt ¢astecnd —
nékolik blastomer zlstava stejnych. Kompaktované embryo se vyznacuje zflizovanim
véech blastomer, které nemaji viditelna jednotliva ohraniGeni (viz. Obrazek 14). Ctvrty

den je mozné pozorovat stadium casné blastocysty (FBC), kde je jiz patrny blastocel.
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Obrazek 14: Kompaktovana morula. Zdroj: Pavla Novikova, IVF Zentren Prof. Zech

Den 5 a Den 6 (Hodnoceni kvality blastocyst)
Hodnoti se kvalita trofoektodermu (trofoblastu) a vnitini bunééné masy (ICM).
Jedna se opét o kombinaci ¢islice a pismen. Vyznam jednotlivych symbolt vysvétluje

nasledujici tabulka 8. Jednotlivé typy blastocyst jsou zobrazeny na obrazcich 15-17.
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Tabulka 8: Hodnoceni embryi ve stadiu blastocysty

Vyjadiuje velikost a expanzi

blastocelu.

Symbol Interpretace symbolu
3 = kavitovana blastocysta
Blastocel vypliiuje témét cely objem BC. Viz. Obrazek
15
4 = expandovana blastocysta
. Embryo je celkove vétsi nez v predchozim piipad€. ZP je
Cislice

velmi tenkd. Je dobfe viditelny embryoblast. Viz.
Obrazek 16

5 = hatchujici blastocysta
Je patrné ,.Spuleni® bunék trofoblastu skrz ZP. Viz.
Obrazky 16, 17

6 = hatchovana blastocysta

Blastocysta je mimo ZP. Viz. Obrazek 17

Prvni pismeno

A — Embryoblast tvoii mnoho bungk, které jsou velmi

tésné spojené.

Udava kvalitu embryoblastu.

B — EB je tvofen menS$im mnozstvim bunék.

C — EB tvofti nékolik malo rozvolnénych a Spatné

viditelnych bunék.

Druhé pismeno

Udava kvalitu trofoblastu.

A — Trofoblast je tvofen velkym mnoZstvim bungk, které

jsou pravidelné a tvoii soudrzny celek.

B — TB je sloZen z menSiho mnozstvi pravidelnych

bun¢k. Ty jsou ¢aste¢né rozvolnény.

C — TB je nepravidelny, tvofeny malym mnoZstvim

bunégk.

Zdroj: autor
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Obrazek 16 Blastocysty (z leva: 5AA, 4AB). Zdroj: Pavla Novdikova, IVF Zentren
Prof. Zech

Obrazek 17: Blastocysty (6AA, 5AA, 5AA). Zdroj: Pavla Novikovad, IVF Zentren
Prof. Zech
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4.8 Asistovany hatching
Asistovany hatching (AH) je mikromanipulacni technika, béhem které je oteviena

zona pellucida (ZP). Tim je usnadnén proces hatchingu (uvolnéni embrya z nebunééné
ZP), ke kterému dochazi po expanzi blastocysty. Indikaci k AH mize byt ve&k
pacientky, opakované IVF cykly bez ptedchozi implantace ¢i abnormélné silnd zona
pellucida, planované PGD. Metoda se provadi ¢tvrty den kultivace.
Existuji 2 typy AH:

e Mechanicky AH — fixace embrya v Holding pipeté¢ a mechanické otevieni ZP

hatchovaci jehlou

e Laserovy AH — otevieni ZP pisobenim laserového paprsku

4.8.1 Laserovy AH
Pro svoji Casovou nendro¢nost a relativni bezpecnost je ¢astéji vyuzivan tento typ AH.

Kultivaéni miska sembryi k AH se polozi na vyhfivany pracovni stolek
mikroskopu. Pii malém zvétSeni (40x) se embrya nastavi tak, Ze jsou viditelna ve stiedu
pocitacové obrazovky. Nasledné se vymeéni klasicky objektiv za laserovy. Posunem
stolku se nastavi vodici kiiz na misto, kde ma byt vypéalen otvor do ZP. Je voleno
takové misto na embryu, kde je prostor mezi ZP a blastomerami a zaroven se zde ZP
jevi nejtenci (viz. Obrazek 18, 19).

Stlacenim pedalu, ktery ovlada laser, se vypali otvor do ZP. A timto postupem se
provede AH u vSech embryi v kultiva¢ni misce.

Je-li embryo ve stddiu ¢asné blastocysty, neprovadi se Uplny AH, ale pouze

ztenceni ZP. Nesmi dojit k poruSeni vnitifnich bunéénych komponent.

Obrazek 18: Embryo pied AH. Zdroj: Pavla Novikova, IVF Zentren Prof. Zech
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Obrazek 19: Embryo po AH. Zdroj: Pavila Novakova, IVF Zentren Prof. Zech

4.9 Transfer embryi — embryotransfer
Embryotransferem (ET) se rozumi ambulantni vykon, kdy 1ékat s embryologem
Setrné zavadi embryo v katetru ptes dé€lozni hrdlo do sliznice dutiny dé€lozni (viz.
Obrazek 20). Timto vykonem je zakoncen proces mimotélniho oplodnéni a navazuje
bezprostiedné na kultivaci embryi. ET se provadi ve vétSiné pripadi 5-ty den kultivace
embryi. Transferuje se obvykle jedno embryo, sohledem na anamnézu a piani
pacientky je mozné pocet transferovanych embryi upravit (1 — 2). Transfer muze

probihat i u kryokonzervovanych embryi po jejich rozmrazeni — kryoembryotransfer.
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Eingebrachte Embryonen
in der Gebarmutterhohle

Follikelpunktion

Spritze mit Embryonen
in Transferflissigkeit

Obrazek 20: Embryotransfer. Prevzato z: [42]
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5 PRAKTICKA CAST

5.1 Material a metodiky
Mezi pouzity biologicky material v této praci patii predev§im spermie, oocyty a

embrya pouzité v ramci partnerského a mimopartnerského darovani. V této ¢asti jsou
uvedeny metodiky aktivniho oplozeni oocytl, diky kterym jsme ziskali data do nasi

prace.

5.2 Intracytoplasmaticka injekce spermie
Od zvetejnéni prvnich dokumentii o pouziti ICSI pro oligozoospermiky v roce

1992 a 1993, intenzivni védecké usili rozsitilo uplatnéni ICSI prakticky na kazdy typ
muzské neplodnosti. Béhem techniky ICSI je injikovana jedna konkrétni spermie do

oocytu za G¢elem oplozeni. [28, 29]

Pomiicky:
a) technické — kultivacni miska 4 — Well dish, sterilni Spicky, automaticka pipeta, ICSI

misky, Holding pipeta, ICSI pipeta

b) chemické — kultiva¢ni médium G — 1 (Vitrolife), G — IVF médium (Vitrolife), ICSI
médium (Vitrolife), G — MOPS médium (Vitrolife), temperovany mineralni olej
(Sage)

¢) pristroje — laminarni box LaminAir Sterile 1, 8 GL (Holten), CO2 inkubator
HeraCell 240 (Kendro), Gasboy Labotect C42 (Ybux), stereomikroskop MZ 16
(Leica), mikroskop DMIL Leica (Leica), ICSI mikroskop Olympus IX 70
(Olympus), mikromanipulatory TMK a injektory Cell Tram Oil (Eppendorf),
vyhtivaci stolek MATS — SZX (Tokai Hit),

Biologicky material: suspenze spermii pfipravena v andrologické laboratofi,

denudované oocyty
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Médium G - IVF
Médium ICSI
Médium G — MOPS
Minerélni olej

Obrazek 21: Mikromanipula¢ni miska pro ICSI/IMSI. Autor: vlastni

Pomoci automatické pipety se do prouzku média G — IVF (viz. Obrazek 21) ptida
suspenze partnerovych spermii (viz. Zpracovani ejakuldtu). Automatickou pipetou se
sterilni Spi¢kou se do jednotlivych kapek média G — MOPS umisti denudované oocyty.
Mikromanipula¢ni miska se pienese na vyhfivany stolek ICSI mikroskopu.

Pfi objektivu 20x se injektorem nasaje do ICSI pipety vice spermii. Spermie se
pfenesou do prouzku s ICSI médiem a tady se vypusti a znehybni pomoci ICSI pipety.
Spickou pipety se bi¢ik spermie piitla¢i lehce ke dnu misky. Kratkym pohybem pipety
zprava do leva a zpét je spermie zcela znehybnéna. Vybrand a znehybnéna spermie se
nasaje do ICSI pipety od konce bic¢iku. To znamena, Ze k usti pipety smétuje hlavicka
spermie.

Oocyt se nastavi do zorného pole a jemnym tlakem se zafixuje do Holding
pipety. ICSI pipetou se oocyt pootoci tak, ze polové télisko je v poloze 11 nebo 7 hodin.

Hrot ICSI pipety se opfe o ZP a spermie se posune do usti pipety. Takto je
odstranéno piebyte¢né mnozstvi ICSI média. Jemnym tlakem se zavede ICSI pipeta pod
zonu pelucidu i oolemu. Jemné a kontrolované se aspiruje cytoplasma, dokud nedojde
k viditelnému prasknuti oolemy. Cytoplasma spolu se spermii je injikovana do oocytu
(viz. Obrazek 22). Pomalym tahem se vytahne ICSI pipeta z oocytu. Takto injikovany
oocyt se uvolni z Holding pipety. Timto postupem se injikuji vSechny oocyty dané
pacientky.
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Vsechny injikované oocyty se umisti do jamky ¢islo 3 a 4 v kultivacni misce.

Kultivaéni miska se vlozi do inkubatoru. Za 16 — 18 hodin se hodnoti fertilizace.
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Obrazek 22: ICSI/IMSI. Zdroj: Pavla Novakova, IVF Zentren Prof. Zech

5.3 Intracytoplasmaticka injekce morfologicky selektované spermie
Tato technika byla zavedena v roce 2001 a ptedstavuje sofistikovanéjsi zpisob

ICSI, kdy je do oocytu injikovana spermie po morfologické selekci. Této selekce se

dosahne pomoci IMSI objektivu. [30, 31]

Pomiicky:
a) technické — kultivacni miska 4 — Well dish, sterilni $picky, automaticka pipeta, ICSI

misky, Holding pipeta, ICSI pipeta

b) chemické — kultivaéni médium G — 1 (Vitrolife), G — IVF médium (Vitrolife), ICSI
médium (Vitrolife), G — MOPS médium (Vitrolife), temperovany mineralni olej
(Sage)

c) pristroje — laminarni box LaminAir Sterile 1, 8 GL (Holten), CO2 inkubator
HeraCell 240 (Kendro), Gasboy Labotect C42 (Ybux), stereomikroskop MZ 16
(Leica), mikroskop DMIL Leica (Leica), ICSI mikroskop Olympus IX 70
(Olympus), mikromanipulatory TMK a injektory Cell Tram Oil (Eppendorf),
vyhiivaci stolek MATS — SZX (Tokai Hit), IMSI objektiv (Olympus)
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Biologicky material: suspenze spermii pfipravend v andrologické laboratofi,

denudované oocyty

Tato metoda je téméi shodna s ICSI. Odlisuje se az morfologickou selekci
spermii V prouzku média ICSI.

Po imobilizaci spermie ICSI pipetou je k morfologické selekci pozit IMSI
objektiv. Diky hodnoceni timto objektivem jsou spermie rozdéleny do 3 tiid (viz.
Tabulka 9). Touto selekei je do oocytu injikovana morfologicky nejlepsi spermie. [32]

Vlastni injekce a dokonéeni techniky je shodné s metodou ICSI.

Tabulka 9: Morfologicka selekce spermii podle jednotlivych tiid

Normadlni morfologie a velikost: ovalna,
hladka, symetricka

1. trida Normalni chromatin: zadné nebo malé
mnozstvi vakuol (< 4% povrchu jadra).
Viz. Obrazek 23

Normalni morfologie a velikost
w7 Abnormalni chromatin: velké vakuoly (> 4%
2. trida

povrchu jadra).

Viz. Obrazek 24

Abnormalni morfologie a velikost
v Abnormaélni chromatin: velké vakuoly (> 4%
3. tfida

povrchu jadra).

Viz. Obrazek 25

Zdroj: autor

36



Obrazek 23: Spermie 1. tfidy. Zdroj: IMSI Befund IVF Zentren Prof. Zech

Obrazek 24: Spermie 2. ttidy. Zdroj: IMSI Befund IVF Zentren Prof. Zech

Obrazek 25: Spermie 3. tfidy. Zdroj: IMSI Befund IVF Zentren Prof. Zech
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5.4 Hodnocené parametry
Vliv kvality spermiogramu na fertilizaci in vitro a kvalitu ziskanych embryi jsme

hodnotili v jednotlivych kategoriich pomoci FR a UR.

1. FR (fertilization rate) = pocet 2PN / pocet injikovanych oocyti
- podil mezi fyziologicky oplozenymi oocyty a oocyty urenymi pro injekci
- vyjadiuje procento fertilizace (kolik je oplozeno oocyti z celkového poctu
oocytt uréenych k ICSI/IMSI)

2. UR (utilization rate) = celkovy pocet BC / pocet 2PN
- soucet vSech blastocyst déleny poctem fyziologicky oplozenych oocytt

- ukazuje procentudlni zisk blastocyst z oplozenych oocytl

Kvalitu spermiogramu vztazenou na implantaci blastocyst jsme hodnotili pomoci
parametru PR.

3. PR (pregnanci rate) = poz. hCG / ET
- pocet pozitivnich t€hotenskych testii (vysledki hCG) podé€leno poctem ET

- podéava informaci, kolik zen oté¢hotnélo (mé€lo pozitivni té¢hotensky test) na ET

Graviditu a mozny vliv kvality spermiogramu na ni jsme hodnotili pomoci IR.

4. IR (implantation rate) = ASP+ / ET
- pocet zachycenych srde¢nich akci pifi UZ d€leno poctem ET
- hodnoti se pocet gestatnich vackli vosmém tydnu tchotenstvi po

embryotransferu

5.5 Popis statistickych metod
Statistick¢é hodnoceni jsme provedli v programu MS Excel 2007 pomoci F —
testu. Vysledky jsou prezentovany jako primérny rozdil [%] a hladina statistické

vyznamnosti byla p < 0,05.
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6 VYSLEDKY

Hodnoceny soubor srovnavaci studie zahrnuje skupinu 100 para, které v nasem
centru  podstoupily  terapii  pomoci  darovanych  oocyti s naslednym
kryoembryotransferem.

Prvni arovni selekce byl vybér muzi, u kterych jsme méli v den OPU k dispozici
Cerstvy ejakulat — ,,fresh sperm*.

Dalsi urovni selekce byl plivod oocytli. Z divodu co nejvyssi eliminace
zenského faktoru, jsme zvolili pravé ty pary, u kterych bylo k lécebnému cyklu uzito
darovanych oocytu.

Diky této selekci je mozné sledovat vliv kvality spermiogramu na fertilizaci in
vitro.

Cilem této studie je také retrospektivni srovnani mezi technikou ICSI a IMSIL.
Abychom mohli techniky porovnat, bylo nutné vybrat pary, u kterych bylo k terapii
pouzito oocytl darkyn a spermii darct. Darcovské spermie jsou injikovany do oocytl

vétsSinou technikou ICSI.

Jednotlivé sledované parametry jsou uvedené v tabulkach 10 — 13.

Tabulka 10: Sledované hodnoty zen

Zeny
Pramérny vék Prumérny pocet oocyti Prum. pocet oplozovanych oocyti
22,74 19,04 14,92
Tabulka 11: Sledované hodnoty muza
Muzi
Primérny vék O N [%]
45,15 45
N [%]: procento normozoospermikti
Tabulka 12: Sledované hodnoty darct
Darce
Priumérny vék O N [%]
26,17 100

N [%]: procento normozoospermikii
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Podle vysledkd hodnoceni spermiogramu jsme vytvofili kontrolni a sledovanou

skupinu muzt. Kontrolni skupinu tvofilo 45 normozoospermikil, tedy muzl, jejichz

SPG spliioval vSechny vysetiované parametry podle WHO, 5. edice. Do sledované

skupiny bylo zafazeno 55 muzd, jejichz SPG dosahoval ve sledovanych parametrech

abnormalnich hodnot (viz. Tabulka 13).

Tabulka 13: Rozdéleni muzt na kontrolni a sledovanou skupinu

Pocéet muzu

Zastoupeni [%)]

Kontrolni skupina

45

45,0

Sledovana skupina

55

55,0

Tabulka 14: Rozdé¢leni muzt do skupin podle vysledku SPG

;gc;srl:}]digzramu Zkratka i‘f;; Koncentsrlgge:) val\l;lﬁtli) ﬁ::m‘i\t/lrorfologi
Normozoospermie NSP 45 0 0 0
Oligozoospermie OSP 9 + 0 0
Asthenozoospermie ASP 15 0 + 0
Teratozoospermie TSP 5 0 0 +
Asthenoteratozoospermie ATSP 3 0 + +
Oligoasthenoteratozoospermie = OATSP 8 + + +
Oligoteratozoospermie OTSP 1 + 0 +
Oligoasthenozoospermie OASP 14 + + 0

0: neprokézana abnormalita ve SPG

+: prokézana abnormalita ve SPG

Tabulka 14 nam fika, ze u 45 muzi byl spermiogram hodnoceny dle parametra

WHO ve fyziologickych hodnotach. SniZzend koncentrace spermii v ejakulatu —

oligozoospermie byla diagnostikovana u 9 muzi. Nejvice muzi (15) vykazovalo

snizenou pohyblivost spermii — asthenozoospermii (ASP). Kategorie teratozoospermie

(TSP), tedy muzi, u kterych bylo mnozstvi morfologicky fyziologickych spermii < 4 %,

zahrnovala 5 muzi. U 3 muzd byla diagnostikovana snizena motilita v kombinaci
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s vysokym mnozstvim patologickych forem spermii asthenoteratozoospermie (ATSP).

Spermiogramy u 8 muzu vykazovaly abnormalitu v koncentraci, motilit¢ a morfologii

oligoasthenoteratozoospermie (OATSP). Nejméné muzi (1) bylo zafazeno do kategorie

oligoteratozoospermie — snizena koncentrace spermii v ejakulatu s kombinaci vysokého

mnozstvi patologickych forem spermii. Do kategorie oligoasthenozoospermie (OASP)

bylo podle vySetieni spermiogramu v andrologické laboratoti zahrnuto 14 muzt.

Tabulka 15: Pfidéleni darovanych oocytd k jednotlivym kategoriim podle vysledku

spermiogramu

Muz Zena
Vysledek SPG | Ovek | O veék | O Polet oocyti po OPU O Polet oocytii po denudaci

NSP 44,76 22,58 19,20 15,09
OSP 44,22 23,33 20,78 15,78
ASP 44,20 22,53 20,47 16,20
TSP 41,40 22,60 14,8 11,40
ATSP 47,67 22,33 19,33 15,33
OATSP 48,00 23,63 17,75 14,63
OTSP 43,00 20,00 19,00 15,00
OASP 47,36 22,71 18,07 13,79

cvwr

oocytll byly injikovany spermie z kategorie OTSP. Nejvyssi vékovy pramér darkyné

23,63 let byl zaznamenan u muzi s nejhorsi kvalitou spermiogramu OATSP. Nejméné

oocytli (11,40) pro oplozeni mikromanipulaéni technikou bylo uvolnéno pro muze

s teratozoospermii. Nejvice oocyti (16,20) bylo pifidéleno muzim s diagnézou

asthenozoospermie. Normozoospermikiim bylo pfidéleno 15,90 oocyti.
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Tabulka 16: Vliv jednotlivych kategorii spermiogramii na fertilizaci in vitro

Vysledek SPG O Pocet oocyti k ICSI/IMSI O Pocet 2 PN
NSP 15,09 12,13
OSP 15,78 11,44
ASP 16,20 10,53
TSP 11,40 9,60

ATSP 15,33 9,67
OATSP 14,63 11,13
OTSP 15,00 8,00
OASP 13,79 10,60

Tabulka 16 ukazuje, ze u kontrolni skupiny normozoospermikti bylo po oplozeni

15,09 oocyti fyziologicky oplozeno primérné 12,13 oocytl. Nejmensi pocet

oplozenych oocytt 9,60 byl zaznamendn u muza v kategorii TSP. Velmi podobny pocet

2 PN (9,67) byl zaznamenan i u muzi s diagndzou asthenoteratozoospermie, i kdyz této

v Vv

pridéleno 14,63 oocytll a oplozeno jich bylo 11,13. Nejvice bylo pfidéleno oocyt

(16,20) skupin¢ ASP — snizend motilita spermii, fyziologicky jich bylo oplozeno 10,53.

Kategorie OTSP nebude jiz dale hodnocena, vzhledem k faktu, Ze tato kategorie

zahrnuje pouze jeden pfipad. OvSem za zminku stoji, Ze v této kategorii je nejmensi

pocet oplozenych oocytl.

Tabulka 17: Pocet ziskanych blastocyst u jednotlivych kategorii SPG

Vysledek SPG O Pocet 2 PN O Pocet ziskanych blastocyst

NSP 12,13 6,71
OSP 11,44 7,56
ASP 10,53 7,00
TSP 9,60 5,20
ATSP 9,67 4,67
OATSP 11,13 6,13
OTSP 8,00 2,00
OASP 10,60 5,57
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Z tabulky 17 je vidét, ze u kontrolni skupiny normozoospermiki bylo ziskano
v priméru 6,71 blastocyst. Nejvice blastocyst bylo ziskano v kategorii OSP, kdy jsme
ziskali v priméru 7,56 blastocyst z 11,44 oplozenych oocytii. Nejméné blastocyst: 2
bylo zachyceno v kategorii OTSP. V priméru 4,67 blastocyst jsme zaznamenali
u muzl, jejichz spermie vykazovaly snizenou motilitu v kombinaci se Spatnou
morfologii — ATSP. U muzi s vysledkem spermiogramu OATSP jsme ziskali po
pocet ziskanych blastocyst. Méné blastocyst (nez v kategorii OATSP) bylo ziskano ve
skupiné muzii se spermiogramem OASP, kde jsme doséhli poctu 5,57 blastocyst z 10,60

oplozenych oocyta.

Tabulka 18: Sledované parametry u kontrolni a sledované skupiny

FR [%0] UR [%0] PR [%0] IR [%0]
Kontrolni skupina 81,55 55,66 66,00 57,00
Sledovana skupina 72,25 60,13 64,00 35,00
Rozdil 9,30 4,47 2,00 22,00

U kontrolni skupiny normozoospermiki byl zjistén FR 81,55 %. Ve sledované
skupin€ (55 muzi s abnormélnim SPG) byl FR 72,25 %. Mezi kontrolni skupinou
normozoospermiki a sledovanou skupinou byl zjistén u FR rozdil 9,30% na hlading
vyznamnosti p = 0,221. Nejedna se o statisticky vyznamny rozdil.

U normozoospermikii byl vypocten UR 55,66 %. Ve sledované skupiné byl
UR 60,13 %. Mezi normozoospermiky a sledovanou skupinou byl v UR rozdil 4,47 %
na hladin€ vyznamnosti p = 0,434. Jedna se tedy o statisticky nevyznamny rozdil.

PR byl u kontrolni skupiny 66,00 % a u sledované skupiny 64,00 %. Mezi
kontrolni skupinou a sledovanou skupinou byl rozdil v PR 2,00 % na hladiné
vyznamnosti p = 0,211. Statisticky je tento rozdil nevyznamny.

U kontrolni skupiny byl IR 57,00 % a u sledované skupiny byl IR 35,00 %. Mezi
kontrolni a sledovanou skupinou byl rozdil v IR 22,00 % na hladiné vyznamnosti p =

0,655. Opét je tento rozdil statisticky nevyznamny.
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Tabulka 19: Sledované parametry u jednotlivych vysledkid SPG

Kategorie SPG FR [%] UR [%] PR [%] IR [%]
OSsP 71,79 66,91 89,00 50,00
ASP 64,18 70,76 63,00 57,00
TSP 84,76 52,85 0,00 0,00
ATSP 66,93 48,52 33,00 17,00
OATSP 76,26 51,61 75,00 13,00
OTSP 53,33 25,00 100,00 50,00
OASP 76,92 56,85 68,00 29,00
Tabulka 20: Srovnani techniky ICSI a IMSI na zaklad¢ vysledku FR
FR Pram. FR
Technika oplozeni Pocet darcu Prim. vék
[%6] [%0]
ICSI 70,00
ICSI 80,00
ICSI 75,00
ICSI 69,23
ICSI 71,43 9 25,44 75,73
ICSI 93,33
ICSI 58,33
ICSI 90,91
ICSI 73,33
IMSI 86,67
IMSI 90,00
IMSI 90,00
IMSI 100,00
IMSI 88,89 9 25,56 90,32
IMSI 100,00
IMSI 84,69
IMSI 72,73
IMSI 100,00
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Z tabulky 20 je patrné, Zze FR je po technice IMSI daleko vyssi: 90,32 %.
Primérny veék darct, jejichz spermie byly injikovany do darovanych oocytt, byl 25,44
let. Vék darct pro techniku IMSI byl 25,56 let. Mezi hodnotami FR nebyl statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,577). Srovnani technik vyobrazuje i nasledujici graf (viz. Graf

gislo 1).

y =14,59x+ 61,14
R7=1

ICSI

5 +— I IMSI

ICSI IMSI
Druh techniky

Graf 1: Porovnani techniky ICSI a IMSI
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7 DISKUZE

V posledni dob¢ se velice Casto setkavame s nartistajicim pocCtem parua, které se
marn¢ snazi o poceti potomka. Mezi narUstajici civiliza¢ni choroby mtizeme zahrnout
prave i problémy s plodnosti. U 35 % part potykajicich se s problémem otéhotnét je na
vin¢ andrologicky faktor, ktery postupné nartstd. Kvalita spermiogramu se neustale
zhorsuje, jak ukazuje studie z roku 2012 [32]. Problematikou muzské plodnosti se
V posledni dobé zabyva vétSina center asistované reprodukce, at’ uz od provedeni
zakladniho vySetfeni — spermiogramu, az k vysoce specifickym metodam selekce
spermii.

Jednim z diivoda vzniku této prace bylo zjistit, jaky vliv ma kvalita spermiogramu
na in vitro fertilizaci. Dalsim divodem bylo porovnani mezi dvéma
mikromanipula¢nimi technikami oplozeni — ICSI a IMSI.

Vzorky ejakulatii byly pouzity pro mikromanipulacni oplozeni darovanych oocytu,
které jsou ziskavany od mladych a zdravych darkyil. NaSe centrum ma velmi stabilné
a silné rozvinuty program darcovstvi oocyti. Diky tomuto programu mohla vzniknout
tato diplomova prace.

Tim, Ze bylo v praci pouzito darovanych oocyti, se podafilo snizit vliv zenského
faktoru, ktery by mohl zasahnout do procesu fertilizace a dal§iho vyvoje embrya. Do
prace byly zahrnuty ptipady, ve kterych byl pouzit Cerstvy ejakulat. Kryokonzervované
spermie byly vyfazeny, abychom vyloucili mozny vliv kryokonzervace.

Do studie byly zatazeny vzorky ejakulatii s vysledkem v norméalnich hodnotach
nebo svysledkem, ktery se v nékterém z vySetiovanych parametri odlisoval od
normalnich hodnot.

Primérny veék darkyné byl 22,74 let. Tento vék se shoduje s doporuc¢enym vékem
v ¢lanku z roku 2002, ktery doporucuje vek darkyn oocytu nizsi nez 35 let. [33]

Po provedeni injekce spermii do oocytli se nésledujici den hodnotila uspéSnost
fertilizace. Nase vysledky ukazaly, ze pohyblivost spermii nema vliv na fertilizaci a
stejny vysledek ukazuje studie z roku. [34] Je zajimavé, Ze v nejtézsi kategorii OATSP,
bylo oplozeno pomérné vysoké mnozstvi oocytl, muze to vSak byt zptisobeno faktem,
ze u této kategorie byla k oplozeni volena technika IMSI.

Dale bylo vpraci sledovano mnozstvi blastocyst, které vznikly oplozenim
darovanych oocytii. Nejvice blastocyst bylo ziskano v kategorii OSP. VSechny kvalitni

blastocysty byly kryokonzervovany metodou rychlého mrazeni — vitrifikaci. A po

46



hormonalni stimulaci pfijemkyné byly tyto blastocysty po rozmrazeni transferovany —
kryoembryotransfer.

Moduléatorem kvality spermii byla technika ICSI/IMSI. Vysoka selektivita této
techniky je zalozena na vybéru té nejkvalitnéjsi spermie z celého objemu zpracovaného
ejakulatu. Je tady faktem, ze u nejhorsi kvality spermiogramu — OATSP lze vybrat
spermie schopné oplozeni. Vzhledem Kk oplozeni oocytd touto technikou nelze piesné
prokazat vliv kvality spermiogramu na in vitro fertilizaci, protoze i u pacienti se
Spatnym spermiogramem lze in vitro vykultivovat z oplozenych oocyti dostateény
pocet kvalitnich blastocyst. Z této prace vyplyva, ze technika ICSI/IMSI je vhodna pro
muze s diagnostikovanou poruchou ve spermiogramu. Zaroven vysledky této prace
ptinaseji fakt, ze klasicky spermiogram nema vysokou specifitu. Naproti tomu, Host et
al. ve své studii uvadi pfimy vztah mezi kvalitou spermii a po¢tem oplozenych oocytu.
[35]

Dalsi c¢asti této studie byla snaha o porovnani techniky ICSI a IMSL
K porovnani mezi témito technikami bylo pouzito oocytli darkyn a spermii darct, to
proto, abychom zanedbali vliv Zenského a andrologického faktoru. Darci byli rozdéleni
do dvou skupin podle techniky, kterou byla spermie do oocytt injikovana.

V nasi praci jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil mezi sledovanymi
technikami, ¢im se shodujeme se srovnavaci studii Teixeira et al. [36] Ovsem zda se, ze
technika IMSI mé pozitivni vliv na vyvoj embrya az do stadia blastocysty. Tuto
skutecnost potvrzuje ve své i studii Vanderzwalmen Pierre et al. o vlivu vakuol ve

spermiich na vyvoj blastocysty. [37]
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8 ZAVER

Vliv kvality spermiogramu na in vitro fertilizaci, ktery jsme sledovali pomoci
parametrt FR, UR, PR a IR nebyl u vybrané a sledované skupiny prokazan.

Vysledky této diplomové prace ukazuji, ze pii aplikaci nami zvolenych podminek
(darované oocyty, aktivni oplozeni intracytoplasmatickou injekci) lze i u muza
s patologickym spermiogramem dosahnout stejnych vysledki béhem fertilizace in vitro,
jako u muza s fyziologickym spermiogramem.

Neprtikaznost patologického spermiogramu na IVF, muze byt vysvétlena pouzitim
techniky ICSI/IMSI a darovanych oocyti. Tyto mikromanipulacni techniky oplozeni
jsou zaloZeny na principu vybéru nejlepsi spermie z celého mnozstvi ejakulatu.

Aktivni oplozeni intracytoplasmatickou injekci (ICSI/IMSI) je tedy nejvhodné&jsi
technikou k oplozeni oocytu a vzniku embrya v podminkach in vitro.

Na fakt, ze aktivni oplozeni injekci spermie je nejvhodnéjsi ukazuje i dalSi Cast
studie, které srovnala techniku ICSI se selektivnéjsi technikou — IMSI. Ziskané
vysledky ukazuji na vyssi fertilizaci u techniky IMSI, ovS§em tato data nejsou statisticky
vyznamnd. To znamend, ze vybér mikromanipulacni techniky nemé piimy vliv na

uspesnost fertilizace.
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P Zavérdle

[vék muze [Objem ej.[Kone. (mil Celkova [Motilita (a c | d |
52 23 7 50 40 20 20 10 50 80% OSP
44 32 23 13 22 0 22 22 65 90% ASP
52 19 10 20 20 5 15 o 80 95% OASP
46 2,8 25 68 a4 12 32 24 32 21% NSP
49 25 9 35 30 20 10 5 65 80% OSP
53 45 108 72 60 34 26 12 28 32% NSP
44 15 15 10 5 0 5 5 90 75% ASP
45 2 1 20 15 5 10 5 80 96% OASP
47 2,5 75 70 60 40 20 10 30 80 NSP
51 4,1 32 50 25 5 20 25 50 75 ASP
40 3 36 59 42 3 39 17 41 80 NSP
42 1,4 41 83 42 11 31 41 17 85 NSP
49 2,8 32 83 42 11 31 41 17 80 NSP
54 19 70 15 5 0 5 10 85 95 ASP
48 2,2 4 38 32 o 32 6 62 80 OSP
47 3 24 64 60 0 60 4 36 68 NSP
47 21 50 60 50 20 30 10 40 80 NSP
47 4 66 40 35 10 25 5 60 80 NSP
41 3 40 60 50 30 20 10 40 70 NSP
46 5 10 50 30 o 30 20 50 90 OASP
45 1,7 60 50 40 10 30 10 50 66 NSP
a6 1,3 15 50 40 10 30 10 50 95 NSP
35 6 45 50 30 10 20 20 50 70 ASP
a8 1,8 60 85 65 5 60 20 15 97 TSP
26. 46 2,2 30 75 65 45 20 10 25 60 NSP
27. 35 1,5 100 50 40 20 20 10 50 60 NSP
28. a5 2 6 20 15 5 10 5 80 95 OASP
29. 51 3 35 40 35 10 25 5 60 75 NSP
30. 40 2,8 52 40 20 10 10 20 60 66 ASP
31. 56 1,5 72 60 50 15 35 10 40 80 NSP
32. 39 a8 14 30 25 10 15 5 70 85 OASP
33. a5 4 36 as 40 15 25 5 55 75 NSP
34. 50 2,2 145 25 20 10 10 5 75 85 ASP
36. 50 2 200 75 55 40 15 20 25 45 NSP
37. 44 42 16 56 46 1 45 10 44 60 NSP
38. 44 1,2 120 60 52 24 28 8 40 48 NSP
40. 42 1 10 20 10 o 10 10 80 90 OASP
41. 33 4 74 68 46 0 46 22 32 70 NSP
42. 41 2,2 15 60 42 3 39 18 40 85 NSP
43, 47 2,4 35 30 25 5 20 5 70 80 AsP
44. 53 3,6 30 40 35 15 20 5 60 70 NSP
4s. 33 a8 45 3 5 o 5 0 95 90 AsP
46. 45 44 31 a7 22 6 16 25 53 50 ASP
47. 46 1,6 80 49 36 0 36 13 51 70 NSP
48. 52 25 10 30 25 5 20 5 70 70 OASP
49. 33 1 15 25 15 5 10 10 75 90 ASP
50. 27 42 52 62 46 22 24 16 38 97 TSP
51. 43 5,2 73 45 35 5 30 10 55 80 NSP
52. 44 2,8 6 40 35 15 20 5 60 80 OSP
53. 39 4,9 26 35 30 5 25 5 65 60 ASP
54. 41 2,4 29 55 44 [0] 44 11 45 98 TSP
56. 58 1,2 6 43 21 0 21 22 57 70 OASP
57. 43 5 22 79 62 12 50 17 21 40 NSP
58. 55 1 2 20 15 10 5 5 80 90 OASP
59. a8 1 120 50 40 10 30 10 50 85 NSP
60. 31 2,6 60 72 38 0 38 34 28 60 NSP
61. 49 1,2 200 80 70 20 50 10 20 70 NSP

36

47

15 2 50 50
2,2 65 60 45
1,8 16 40 35
23 25 60 40
2,1 62 45 35
42 22 55 45
1,9 65 48 43
18 3 67 40

2 58 48 31
42 15 40 30

3 86 60 50
2,2 14 30 25
2,1 46 71 64
1,4 54 45 35
1,4 39 67 41

(o] 0 50 85 OSP
35 a5 40 90 NSP
20 5 60 70 NSP
40 20 40 60 NSP
20 10 55 60 NSP
35 10 45 65 NSP
23 5 52 70 NSP
40 27 33 70 OsP
31 17 52 75 ASP
25 10 60 75 NSP
35 10 40 60 NSP
15 5 70 90 OASP
63 7 29 87 NSP
20 10 55 75 NSP
41 26 33 70 NSP

99 TSP
81 NSP

85 OASP

25 15 45 66 OSP
5 5 70 85 ASP
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Pof. tislo

KULTIVACE TEHOTENSTVI
POZN.
Vysledek sper{ICSI/IMSI |PoEet norné|4 FR |Poéet blastocl UR |Kva|ita transf HCG |Srd. Akce | IR PR
KRYO - M T INSP * [IMSI ! - 637 v 6€ 7 |5BB,5BB | T M M M 10 [horsi kvalita d
KRYO 15 10 22 NSP ICSI 7 70 4 57,14 5AB 1 1 100% 100%
KRYO 2 20 27 NsP 1CSI 16 80 11 68,75 5AB 1 1 100% 100%
KRYO 14 12 23 NSP ICSI 9 75 5 55,56 5AB 1 1 100% 100% narozen chlap
KRYO 15 13 32 NSP 1CSI 9 69,23 6 66,67 SAA 0 0 0% 0% narozeno dévt
KRYO 16 14 26 NSP 1CSI 10 7143 3 30 5AB 1 1 100% 100% narozen chlap
KRYO 21 15 23 NSP 1CSI 14 9333 5 35,71 5AB, 5BB 2 0 0% 100% abortus 7. tyde
KRYO 18 12 25 NSP ICSI 7 5833 5 71,43 5AB 1 1 100% 100%
KRYO 19 11 19 NSP 1CsI 10 90,91 6 60 5BB, 5BB 0 0 0% 0% narozen chlap
KRYO 2 15 32 NSP ICsI 1 7333 6 54,55 5AB 1 1 100% 100%
KRYO 17 15 26 NSP IMsI 13 86,67 8 61,54 5AB, 5AB 1 0 0% 50% narozeno dévc
KRYO 13 10 32 NSP IMsI 9 90 7 77,78 5AB 1 0 0% 100%
KRYO 13 10 25 NSP IMsI 9 90 8 88,89 5BB, 5BB 2 1 50% 100%
KRYO 14 13 19 NSP IMsI 13 100 1 84,62 5AA 1 1 100% 100% hor3i kvalita d
KRYO 11 9 31 NSP IMSI 7 71,78 7 100 5AA 0 0 0% 0% abortus 9. tyd:
KRYO 10 9 27 NSP IMsI 8 88,89 6 75 5AB 1 1 100% 100%
KRYO 13 7 20 NSP IMSI 7 100 4 57,14 5AB, 5BB 0 0 0% 0%
KRYO 13 10 20 NSP IMsI 7 70 0 0 0 0 0% 0%
KRYO 17 13 32 NSP IMSI 11 84,62 10 90,91 5AB 1 1 100% 100% oocyty s kiehk
KRYO 6 4 29 NSP IMsI 3 75 2 66,67 588, 5BB 0 0 0% 0%
KRYO 12 11 24 NSP IMSI 8 72,73 5 62,5 5AB, 5AB 2 0 0% 100% narozen chlap
KRYO 42 22 28 NSP IMsI 21 95,45 1 52,38 5AB 0 0 0% 0% narozen chlap
KRYO 10 9 25 Nsp IMSI 9 100 9 100 5AA 1 1 100%. 100% narozeno dévt
KRYO 30 19 31 NSP IMsI 11 57,89 9 81,82 5AB 1 1 100% 100%
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