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Uvod k lekci




Motto:

Jakakoliv [éCba poruch sexualniho vyvoje, poruch plodnosti, zabrana pocCeti apod. musi
vychazet z fyziologickych principu

Jde o slozité procesy, ktere jsou vzajemne vysoce koordinovane a nefyziologicky zasah
vede k neuspechu nebo dokonce k poskozeni embrya nebo pacienta
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Stimulace nastupu
puberty



Stimulace nastupu puberty - uvod

Puberta jako predpoklad budouciho sexualniho zivota a reprodukce nemusi spontanne
nastoupit v oCekavané dobé, pripadne vubec.

Postihuje pfiblizné 2 % adolescentu.

Nastup puberty je iniciovan v hypotalamu, dalSim stupnem procesu je adenohypofyza a

pohlavni zlazy.

Vyznamnou roli hraje kisspeptin, leptin, neurokinin B a FS
hormonu

| s podporou rustového

repromeda



Stimulace nastupu puberty — priciny opozdene
puberty

Priciny opozdene puberty jsou:

Konstituéni zpozdéni rustu a puberty

* puberta spontanne vetsinou nastoupi, ale pozde

s dedicne faktory

% chronicka onemocnéni (celiakie, zanétliva onemocneni strev, ledvinova nedostatecnost, anorexie)
Funkcni hypogonadotropni hypogonadismus (napr. hypotyreoéza)
Hypogonadotropni hypogonadismus

% porucha na urovni hypotalamu nebo hypofyzy, napf. Kallmanuv syndrom, mutace v genu KISS1 nebo KISS1R

Hypergonadotropni hypogonadismus

% porucha na urovni pohlavnich zlaz (Turneruv syndrom, Klinefelteruv syndrom, onkologicka lécba)

Porucha syntézy nebo necitlivost k androgenim
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Stimulace nastupu puberty — priciny opozdene

puberty
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Stimulace nastupu puberty — lecba opozdene
puberty

Lecba:

« konstitucni zpozdeéni rustu a puberty — opatrna substituce pohlavnimi hormony (riziko
akcelerace kostniho zrani), evtl. rustovy hormon, inhibitory aromatazy (brani preméne
testosteronu na estradiol)

* hypogonadotropni hypogonadismus — substituce pohlavnimi hormony, pripadne GnRI
nebo gonadotropiny, experimentalne analoga kisspeptinu

 hypergonadotropni hypogonadismus — substituce pohlavnimi hormony

« porucha syntézy androgenu — substituce pohlavnimi hormony
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Antikoncepce - uvod

* Antikoncepce umoznuje regulaci porodnosti a planovani poceti ditete na vhodnou dobu.

« Vedlejsim pozitivnim uCinkem nekterych forem antikoncepce je ochrana pred nakazou
pohlavnimi chorobami.

* Neékteré typy antikoncepce maji i protektivni ucinek vuci nékterym nadorovym
onemocnenim.

Typy antikoncepce:

 Bariérova

Spermicidni

* Intrauterinni teliska

* Hormonalni zenska

 Hormonalni a farmakologicka muzska
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Antikoncepce - barierova, spermicidni

« Bariérova antikoncepce je zaloZzena na mechanické zabrané pruniku spermii do
cervikalniho kanalu

“ kondomy, pesary, femidomy

% cCasto maji spermicidni slozku

« Spermicidni antikoncepce — pouziva latek, ktere spermie znehybni nebo ireverzibilne

poskodi
* Kkyselé prostredi

% slouc€eniny tézkych kovu

*» detergenty apod.
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Antikoncepce - intrauterinni teliska

 Intrauterinni téliska (IUD) jsou ruznych tvaru a pouzivaji se:

\/

*» k dlouhodobé (az 6 let) antikoncepci,

\/

* Kk antikoncepci emergentni (postkoitalni, morning after).

« Samotné télisko pusobi jako cizi téleso v deloze, vyvolava

\/

N/

“* zmeny v transkripci v endometriu — zmena slozeni sekretu

Dusledek: fagocytoza spermii, omezeni schopnosti implantace

% imunitni reakci, zvySuje se mnozstvi makrofagu a neutrofilnich leukocytu v délozni dutiné

repromeda
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Antikoncepce - intrauterinni teliska dotovana hormony

* Teliska s hormonalni slozkou obsahuji nejCasteji
levonorgestrel (synteticky gestagen)

*» Lokalni ucinek gestagenu brani transformaci endometria a
tim implantaci embrya

»» ZvysSuje viskozitu cervikalniho hlenu (brani pruniku
spermii)

% Snizuje motilitu vejcovodu
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Antikoncepce - intrauterinni teliska dotovana medi

* Teliska dotovana medi (pripadne stribrem)
% Pusobi toxicky na spermie i Casna embrya

“* Maji desinfekCni ucCinek

(A
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N o o ks~ w0 bd =

Antikoncepce — farmakologicka / hormonalni — zpusob
aplikace

Peroralni 1
Intramuskularni

Subkutanni

Transdermalni

Intranazalni ) @
Vaginalni

: e iz 2,3
Sublingualni
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Antikoncepce — farmakologicka / hormonalni — metabolismus

' < Systémovy obeh >'

Jatra

Vena portae

— Dolni duta zila

L]

Peroralni Intramuskularni, subkutanni, transdermaini ...
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Antikoncepce — hormonalni zenska

Rozeznavame pravidelnou a emergentni antikoncepci

Pravidelna hormonalni antikoncepce

N/

* Jjednoslozkova nebo kombinovana (estrogeny, gestageny, estrogeny + gestageny)

’0

»* prerusovana (s menstruaci) nebo kontinualni (bez menstruace)

N/

“ bifazicka (liSi se slozeni v prvni a druhé poloviné cyklu) nebo monofazicka

N/

% je zalozena na zpétnovazebném ovlivhéni sekrece FSH (brani vyvoji ovarialnich folikulu),
ovlivnéni sloZzeni cervikalniho hlenu, pohyblivosti vejcovodu a rasinek a receptivity endometria.

Emergentni antikoncepce se uziva po koitu, ma dva zakladni principy:

N/

“* Levonorgestrel — pfi vCasnem podani brani ovulaci potlacenim sekrece LH (do 72 hodin)

N/

“* Ulipristal — antagonista progesteronu — brani implantaci (do 120 hodin)
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Antikoncepce — hormonalni zenska

Hypotalamus

FSH ‘ ‘ LH

RUst a selekce
. Ovulace
folikulu
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Antikoncepce — hormonalni zenska - estrogeny

Hypotalamus

4 sy

RUst 2 seekce :
’N Ovi:.ace
fotikui
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Antikoncepce — hormonalni zenska - gestageny

Hypotalamus

e
> X

RUst 2 seiekce : Pro.iferace
) Ovi:.ace -
foutiku, encometria

)

Protektivni ucinek (opozice estrogenu)

Jredén’

cervikciniho
hlenu
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Antikoncepce — hormonalni muzska

Hypotalamus
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Antikoncepce — hormonalni muzska

Hypotalamus
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Antikoncepce — hormonalni muzska kombinovana

Hypotalamus

GnRH

200Dt623 Sertoliho Leydigova
POP bunka bunka

?

FS

X

spermie

>< testosteron
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* Uz mnoho let je zkoumana moznost ovlivnit produkci nebo funkci
spermii nehormonalnim farmakologickym zpusobem.

* Bylo vyzkouseno nekolik latek, které vykazovaly antikoncepcCni ucinek
u experimentalnich zivocichu.

» Jejich pouziti je zatim experimentalni, zeiména vzhledem k moznym
nezadoucim vedlejsim ucinkum.
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Antikoncepce — farmakologicka muzska - adjutin

1-(2, 4-dichlorobenzyl)-1H-indazol-3-karbohydrazid

nhibitor mitochondrialni hexokinazy

RuUsi spojeni mezi Sertoliho bunkami a
spermatidmi a poskozuje cytoskelet Sertoliho
bunek — ucinek reverzibilni?

Vedlejsi ucinky — mozne poskozeni jater a
kosternich svalu

repromeda
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Antikoncepce — farmakologicka muzska - inhibitory eppinu

®
Ho —/
 Eppin je povrchovy protein spermii,
fyziologicky se na nej vaze semenogelin S
« SloucCeniny vazajici se na eppin zastavuji # N
pohyb spermii

HO N >— NH o
« Latka EP0O55 ma schopnost vazat se na \ \> % \
\

eppin a znehybriovat spermie /4
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Antikoncepce — farmakologicka muzska - inhibitory kyseliny
retinove

* Kyselina retinova, derivat vitaminu A, je
nezbytna pro spermatogenezi, umoznuje

eoyTE y O 4 Cl
diferenciaci spermatogonii \
» Bis(dichloroacetyl)diamin (WIN 18.446) blokuje C \I)\\ )y
syntézu kyseliny retinové z retinalu ve varlatech, N Cl
Cl H O

cili na aldehyddehydrogenazu 1A2

* Vedlejsim ucCinkem je nevolnost a zvraceni pri
poziti alkoholu, riziko poSkozeni nervu ...
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Antikoncepce — farmakologicka muzska - inhibitory CatSper

lontovy kanal CatSper je nezbytny pro funkci S

spermii /

Jeho vysoce selektivnim blokatorem je latka _ O

HC-056456 (3,4-bis(2-thienoyl)-1,2,5-

oxadiazol-N-oxid) o
O

VVyznamné ovliviuje vstup Ca2* do bunék, N

progresivni motilitu, fosforylaci proteinoveho

tyrosinu, indukovanou akrozomovou reakci a \ /
hyperaktivaci, schopnost spermii oplodnit O —N

oocyty S /

Vedlejsi ucinky?
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Plodnost a jeji
hodnoceni



Plodnost a jeji hodnoceni - uvod

Plodnost v medicinskem smyslu slova znamena schopnost pocit dite, které se
narodi zive.

Pokud dojde k oplozeni a tehotenstvi dale nepokracuje, jde rovnez o neplodnost,
stejne jako kdyz chybi schopnost oplozeni.

Plodnost je definovana pro par, pouze v krajnich pripadech muzeme prohlasit o
jedinci, ze je neplodny, ve vétsine pripadu je neplodnost dusledkem mensich chyb
v reprodukcnim procesu, ktere se sumuji nebo potencuiji.
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N F ¥ n

Plodnost a jeji hodnoceni — kumulace pricCin

'L\ u U!/ \ Kumulace prekazek

u MIUII L4 I 4 \'gAA .
1 Jedna zasadni priCina poruchy plodnosti
W u
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Plodnost a jeji hodnoceni — priciny poruch

Muz Zena

* Spermatogeneze * Kvalita oocytl

* Zrani spermii v nadvarleti * Folikulogeneze

e Kvalita spermii e Ovulace

* Transport spermii pohlavnimi cestami « Transport oocytu a embrya

. Erekce * Prostredi vejcovodu a délozni prostredi
* Ejakulace * Receptivita endometria

* Schopnost donosit plod

Par
* Nekonzumovany sex
 Geneticka inkompatibilita
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Plodnost a jeji hodnoceni — ejakulat

Spermie v ejakulatu predstavuji velmi heterogenni populaci, lisi se:

pohyblivosti

tvarem

schopnosti oplodnit oocyt

schopnosti zajistit normalni vyvoj embrya

Seminalni plazma:

je produktem pridatnych pohlavnich zlaz (prostata, semenné vacky)

jeji mnozstvi urcuje objem ejakulatu a je ovlivnéno radou faktoru, znacny vliv ma hladina
testosteronu a hydratace organismu

spermie se v seminalni plazmeé nevyvijeji a pri fyziologickém oplozeni jsou spermie v
seminalni plazmé jen kratce
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Plodnost a jeji hodnoceni — kvalita a kvantita spermii

Geneticka informace

Krevni zasobeni varlat

Délka pohlavni

abstinence Spe rmatogeneze Zlazy s vnitini sekreci

Zrani v nadvarleti
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Plodnost a jeji hodnoceni — spermatogeneze

Informaci o kvalité spermatogeneze prinasi:

celkové mnozstvi spermii v ejakulatu

podi

POC

POC

V4

V4

vitalnich spermii

pohyblivych a progresivné pohyblivych spermii

morfologicky normalnich spermii

charakter morfologickych abnormit spermii

POC

POC

V4

V4

spermii se zastavou maturace na urovni testis (protaminy vs. histony)

spermii s dvouvlaknovymi zlomy DNA
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Plodnost a jeji hodnoceni — produkce spermii

* Limitem intenzity spermatogeneze je
mnozstvi Sertoliho bunéek vzniklych
behem embryogeneze

Intenzita déeleni Rlstovy
spermatogonif hormeon

« Dalsim urcCujicim faktorem je intenzita

Celkové mnozstvi deleni spermatogonii, kterou podporuje
Sertoliho bunék 0 p
FSH a rustovy faktor

Podil bun&k * Od celkové produkce spermii se odcitaji
. buriky s chybami v meidze, z nichz velka

steron zahajujicich meiozu | o sy .
(stadium spermatocytu) cast zanika a je odstranena

Celkové mnoZstvi Bunky s chybami
spermii v ejakulatu meiozy
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Plodnost a jeji hodnoceni — koncentrace spermii

; ' Pi (
e I SN
Koncentrace spermii je podilem celkového R P I
mnozstvi spermii v ejakulatu a jeho objemu. A A
T
Jeji hodnota tedy zavisi na objemu ejakulatu. — 1
S e ~ N
DulezitejSim kritériem nez koncentrace je celkové
mnozstvi spermii, ktere primo ukazuje intenzitu
. Y Py
spermatogeneze (. [Seye
RS
/ “~_ ot :;{
St b
TS
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Plodnost a jeji hodnoceni — podil vitalnich spermii

Délka zivota spermie je limitovana a individualni.

Po uplynuti zivotnosti spermie, cca 2 hodiny po kapacitaci nebo vlivem patologickych
Cinitell spermie zanika apoptézou.

Apoptoza je spojena se vznikem dvouvlaknovych zlomu DNA, tedy s fragmentaci
DNA.

| nepohybliva spermie muze byt ziva.
Pouze ziva (vitalni spermie) muze oplodnit oocyt, at' uz in vivo nebo in vitro.

50



Plodnost a jeji hodnoceni — pohyblivost spermii

Pohyblivost spermii je ovlivhena:

* jejich vitalitou, pripadne nastupujici apoptoézou

» stavem jejich pohyboveho aparatu (genetika, chyby pri spermiogenezi)
* enzymatickou vybavou

» pritomnosti zdroju energie

* jejich zralosti

Pouze rychle progresivne pohyblive spermie jsou schopnée oplodnit oocyt in vivo a po
konvencnim oplozeni (bez mikromanipulace)
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Plodnost a jeji hodnoceni — pohyblivost spermii

Malo pohyblive nebo nepohyblive spermie - priciny:

Geneticka vada (napr. Kartageneruv syndrom, mutace postihujici enzymy apod.)
Probihajici nebo dokonCena apoptoza
Nezralé spermie (pohyb |ze indukovat)
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Plodnost a jeji hodnoceni — morfologie spermii

Tvar spermie je urcen:

* geneticky

* prubéhem spermiogeneze (zaverecna faze spermatogeneze)
» stupnem zralosti (zbytky cytoplazmy)

S normalni morfologii je spojena schopnost oplozeni.

Mutace v urcitych genech zpusobuji tzv. monomorfni teratozoospermie, to znamena
uniformni postizeni tvaru spermii (napr. globozoospermie) s poruchou funkce
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Plodnost a jeji hodnoceni — zralost spermii

Cytoplazmatické a jaderneé zrani spermii:

* Nasleduje po meioze, probiha ve spojeni spermatid se Sertoliho bunkami
(spermiogeneze)

* DokoncCuje se v nadvarleti

« Zranim ziskava spermie definitivni tvar, pohyblivost a schopnost oplodnit
oocyt

* Nezrale, ale oplozeni schopné spermie je mozné odlisit od mrtvych spermii
aktivaci pohybu
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Kdyz se spermie po umelé aktivaci zacnhe pohybovat, je ziva a
pravdepodobnée schopna oplodnit oocyt.

K aktivaci pohybu spermie je nezbytna dostatecna koncentrace cyklického
adenosinmonofosfatu v cytoplasme spermie.

Cyklicky adenosinmonofosfat je v cytoplazme spermie syntetizovan z ATP
pomoci enzymu solubilni adenylatcyklazy.

Odbouravan je pomoci fosfodiesterazy, tim je zajistena stabilni hladina v
cytplazme bicCiku.

Koncentraci cyklickeho adenosinmonofosfatu Ize zvysit zabranou jeho
odbourani.



Plodnost a jeji hodnoceni — aktivace pohybu spermii

» Zvyseni koncentrace
cyklickeho
adenosinmonofosfatu se
dosahuje blokovanim
fosfodiesterazy, ktera jej
deaktivuje rozstepenim
fosfodiesterové vazby.

* Fosfodiesteraza je
blokovana pomoci inhibitoru
ze skupiny metylxantinu
(napr. teofylin).

® AIP
¢ 3.5-cCAMP

¢ 5-AMP
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Plodnost a jeji hodnoceni — reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS — reactive oxygen species):
* Jsou fyziologicky produkovany spermiemi, jsou nezbytné pro spravnou funkci
* Nadmeérné mnozstvi ROS spermie poskozuje (indukce apoptozy)

e Nadmeéerné mnozstvi vznika:

** Pri apoptdze spermii — spermie, v nichZ probihd apoptéza produkuji ROS

s Pri infekci — leukocyty pomoci ROS likviduji bakterie

* Mirou koncentrace ROS je redox potencial, vysledek je treba analyzovat z hlediska priciny
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Plodnost a jeji hodnoceni — vyhodnoceni muze

Ve vSech parametrech pouzivanych pri hodnoceni ejakulatu existuje znacna

individualni variabilita, fyziologicke hodnoty se prekryvaji s patologickymi.

Na zaklade bezneho vysetreni spermiogramu:

* neni mozne s urcitosti tvrdit, ze muz je plodny (existuji napr. genetické vady,
branici kapacitaci spermii nebo akrozomalni reakci apod.)

* Je mozne potvrdit pravdepodobnou neplodnost muze pri opakovanem uplnem
chybeni spermii v ejakulatu nebo nedostatecné pohyblivosti.

» Kk definitivnimu zaveru je treba doplnit klinicke vysetreni a dalsi testy
* smyslem bezného vysetreni je stanovit pravdepodobnost, ze muz je plodny,
pripadne navrhnout terapeuticky postup



Plodnost a jeji hodnoceni — ovarialni rezerva

Ovarialni rezerva — mnozstvi primordialnich folikulu, schopnych zahajit rust a zrani
Primordialni folikuly postupné zahajuji rust (nabor) a meni se na antralni folikuly

Malé antralni folikuly produkuji antimulleriansky hormon (AMH), ktery zpétnou vazbou
tlumi aktivaci dalSich primordialnich folikulG

Male antralni folikuly Ize spocitat pri sonografickem vysetreni a jejich mnozstvi
odhadnout podle produkce AMH

Mnozstvi malych antralnich folikult priblizne reprezentuje celkove mnozstvi folikulu.
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Plodnost a jeji hodnoceni — ovarialni rezerva a vek

* |Indikatorem ovarialni rezervy je mnozstvi malych

antralnich folikulu

(predpoklad: cim vice primordialnich folikulu, tim vice jich iyl
zahaji rust a premeni se v antralni folikuly)

* Malé antralni folikuly |ze spocitat pri sonografickem -

vysetreni a jejich mnozstvi odhadnout podle produkce -

NN

AMH

AMH

AMH

AMH

49



Plodnost a jeji hodnoceni — kvalita oocytu

* Kvalita oocytu zavisi na:

N/

*%* Zdravotnim stavu zeny (PCOS, endometrioza)

N/

** Veku (aneuploidie)

N/

** Prubéhu zrani oocytu

N/

* Mame malo prostredku pro urceni kvality oocytu
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Plodnost a jeji hodnoceni — ovulace

» Anovulacni cykly se vyskytuji | u pravidelné menstruujicich zen, zejména u velmi
mladych

» Castou pfiginou anovulace jsou syndrom polycystickych ovarii, hypotyredza,
obezita, koureni a dalsi

» Detekce ovulace je mozna sonograficky nebo vysetrenim hladiny progesteronu
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Plodnost a jeji hodnoceni — transport oocytu a embrya

Transport oocytu a embrya vejcovodem zavisi na:
* Pruchodnosti vejcovodu

* Motilite vejcovodu
*» Estradiol motilitu zvysuje
“* Progesteron maotilitu snizuje
* Motilita zavisi na mnozstvi a kvalité receptoru pro estradiol

“* Motilitu negativné ovlivhuje koureni
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Prostredi vejcovodu a delozni prostredi ma rozhodujici vliv na vyvo] embrya

« Ziviny — pyruvat, glukéza, aminokyseliny

Rustove faktory

Optimalni pH — hydrogenkarbonatovy pufr (hydrogenkarbonat a oxid uhliCity)
Optimalni koncentrace kysliku (3 — 5 %)

Prostredi vyrazne zhorsuji probihajici zanety (enzymy, cytokiny, bakterialni toxiny)



Receptivita endometria je schopnost umoznit implantaci a dalsi vyvoj
blastocysty

Receptivita endometria se v prubehu cyklu meni —

Implantacni okno je Casovy usek, kdy muze dojit k implantaci
Cast Zen ma implantaéni okno oproti pfedpokladanému
(prumérnemu) stavu

Polohu implantacniho okna muzeme zjistit na zaklade analyzy genove
exprese (proteiny, RNA)



Umélé

oplodneni




Umele oplodneni - uvod

MUz

Geneticke vysetreni
Kvalita spermii
Schopnost koitu
Schopnost ejakulace

Vysetreni paru
4

Stanoveni diagnozy

Gynekologicke vysetreni
Geneticke vysetreni
Vysetreni ovulace

Vysetreni ovarialni rezervy
Vysetreni implantacniho okna

4

Stanoveni leCebnéeho postupu

4

Lécba metodami asistované
reprodukce

,Stimulace” vajecniku
Indukce ovulace
Odbér oocytu
Oplozeni in vitro

- Kultivace In vitro

Vyber embrya
Kryokonzervace blastocyst
Priprava k transferu embrya
Transfer embrya

repromeda
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Spermie predstavuji znacne heterogenni populaci, jen cast ma schopnost oplodnit
vajicko

Kvalitu spermii znacne ovlivauje nastup apoptozy
PocCinajici apoptdza je spojena se snhizenim pohyblivosti spermii

Schopnost progresivniho pohybu spermii je spojena se schopnosti oplodnit vajicko
(1 pri pouziti mikromanipulacnich metod)

Cilem zpracovani spermii je selekce spermii schopnych oplodnit oocyt a umoznit
jeho dalsi vyvoj

Kazda metoda selekce spermii by mela zahrnovat
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Umele oplodneni — blokovani vilastniho cyklu

 Cilem pfipravy na odber oocytu je co nejvetsi kontrola nad cyklem, zabrana
prirozeneho vzestupu luteinizacniho hormonu v nevhodnou dobu

 Predcasny vzestup LH by narusil zrani folikulu a mohl by vyvolat predcasnou
ovulaci.

K blokovani vzestupu LH se pouziva dvou ruznych metod, ktere se liSi u tzv.
dlouhého protokolu a tzv. kratkeho protokolu
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Umele oplodneni — dlouhy protokol

K blokovani sekrece gonadotropinu se pouziva podani depotnino agonisty GnRH v cyklu
predchazejicim cyklus lecebny

 Ten zpusobi kratkodoby vzestup koncentrace FSH a LH (flare up fenomén) s naslednou
dlouhodobou blokadou gonadotropnich bunek hypofyzy

 Blokada je zpusobena zahlcenim GnRH receptoru kontinualni hladinou analoga

<+— LH (flare up)

1 14 ﬂ‘ 1 14 1

analog trigger
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Umele oplodneni — kratky protokol

*  Pripouziti tzv. kratkeho protokolu se v obdobi od zacatku podavani FSH nekolikrat aplikuje
antagonista GnRH, ktery zablokuje receptory pro GnRH na gonadotropnich bunkach hypofyzy

 Nenastane tak spontanni pik LH

1 14 1 ‘n‘ﬂ'ﬂ' 14 1

antagonista trigger
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Umele oplodneni — ovarialni ,,stimulace®

Takzvana ovarialni stimulace je zalozena na zabrane selekce dominantniho folikulu

Za fyziologickych podminek dominantni folikul, ktery ostatni pfedbéhl v rustu, zpusobi zanik
ostatnich folikuli z kohorty

Externi podani folikuly stimulujicihno hormonu ,zrovnopravni* vSechny folikuly, takze se

neuplatni princip dominance, mensi folikuly nezaniknou atrezii, ale vyrostou a oocyty v nich
dozraji

Nejde tedy o rekrutaci novych folikulu nebo néjakou stimulaci jejich vzniku

Podle koncentrace AMH a poctu malych antralnich folikuli muzeme odhadnout odpoved ovarii
na podani FSH (rostouci folikuly vznikaji z malych antralnich folikul)
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Umele oplodneni — ovarialni ,,stimulace®

ﬁ = 3
(1 ) un
FSH
Antagonista GnRH

FSH

Inhibin
estradiol

Ol ¢0 0
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Umeélé oplodnéni — indukce procesu zrani

Indukce procesu zrani (trigger), také se nazyva indukce ovulace, k ovulaci ale u
vetsiny metod asistované reprodukce nedojde, oocyty se odeberou ovarialni punkci.

* Cilem je dosahnout resumpce meiozy a dozrani cytoplazmy oocytu
« Za fyziologickych okolnosti je spousteCem (triggerem) pik luteinizacniho hormonu.

* Luteinizacni hormon, | kdyz by to bylo idealni, se nepouziva pro extremne vysokou
cenu
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Umeélé oplodnéni — indukce procesu zrani

Dva zpusoby umélé indukce zrani:

* NejCasteji pomoci injekce lidskeho chorioveho gonadotropinu (hCG), ktery ma
nekteré vlastnosti luteinizacniho hormonu — je vsak vyssi riziko ovarialniho
hyperstimulacniho syndromu

« Zejmena pri vysSim riziku ovarialniho hyperstimulacniho syndromu vyvolanim
sekrece luteinizacniho hormonu tzv. flare up efektem podani analogu GnRH
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Umeélé oplodnéni — indukce procesu zrani (trigger)

Hypotalamus

§ ow

@ hCG

- -

Dozrani

Hypotalamus

Analog GnRH

oo

V4 v

Dozrani

folikulu folikulu

Dozrani
folikulu
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Umeélé oplodnéni — konvencni oplozeni in vitro

Spermie oplodni oocyt uzavreny v kumulu spontanné

Predpokladem je pritomnost progresivne rychle pohyblivych spermii (pomala
spermie nevyvine dostatecnou silu k prostupu zonou)

Dulezita je spravna koncentrace spermii — pri nizké koncentraci nemusi byt v
blizkosti oocytu pritomna zadna spermie schopna oplodnit, pri vysoké dojde k
polyspermii

Fertilizacni medium — obsahuje glukézu, kterou oocyt ani casné embryo
neutilizuje, je dulezita pro funkci spermii
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Umelé oplodneni — oplozeni pomoci ICSI

Umoznuje pouzit i nepohyblivé ale zivé spermie nebo elongované spermatidy
Predpokladem pro uspéesné oplozeni je pritomnost latek aktivujicich oocyt
(zejména fosfolipaza CC) ve spermii.

Aby tyto latky mohly oocyt aktivovat, je nezbytné narusit membranu spermie
(zhmozdéni biciku), aby se uvolnily do cytoplazmy oocytu

Pri neschopnosti spermii aktivovat oocyt je nezbytna umela aktivace oocytu,
nejcastéji pomoci ionoforu

Pri nepohyblivych spermiich nebo elongovanych spermatidach je nutné
detegovat zivé — uméla aktivace pohybu spermie, pripadne hypoosmoticky test
nebo laser
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Umele oplodneni —aktivace oocytu

NORMALNI
AKTIVACE OOCYTU
PO ICSI

Ca
lonofor
A23187

ASISTOVANA
AKTIVACE OOCYTU
PO ICSI

PIP2 - fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat
DAG - diacylglycerol

IP3 - inositoltrisfosfat

IP3R - inositoltrisfosfat receptor

ER - endoplazmatické retikulum

PB - polocyt
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Umelé oplodnéni — kultivace embryi

Fyziologicke podminky:

Osmoticka koncentrace

pH

lonty

Zdroje energie

Komponenty pro stavbu bunecnych struktur
Primerena koncentrace kysliku

Rustové faktory
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Umelé oplodnéni — kultivace embryi

* Osmoticka koncentrace
“ Optimum 280 mmol/l po oplozeni, 290 mmol/l na stadiu blastocysty

¢ Schopnost udrzovat osmotickou rovnovahu se vyviji postupne behem
ryhovani s vyvojem membranovych transportéru

<+ Osmotickou koncentraci media udrzuji ionty, glukoza, aminokyseliny
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Umele oplodneni — kultivace embryi - media

pH/7,2az 7,4

Kationty sodikove, draslikove, kalciové a magnesiove

Anionty hydrogenkarbonatove, chloridove, fosfatove, sulfatove
Zdroje energie

“ Na stadiu oocytu a embrya do 8b stadia pyruvat (laktat)

“ 0Od 8b stadia glukoza

** Na stadiu blastocysty se konsumpce glukozy dale zvysuje (aktivace
dalSich glukézovych transportéru)
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Makromolekularni slouceniny — albumin a hyaluronan
¢ Chrani cytoplazmatickou membranu

“ V cytoplazme embryonalnich bunek je albumin degradovan na aminokyseliny a
hyaluronan na monosacharidy

Komponenty pro stavbu bunecnych struktur

“* Aminokyseliny — stavba proteinu a bazi nukleovych kyselin

¢ Fosfatovy iont — syntéza nukleosidu, fosforylace proteinu

*» Hydrogenkarbonatovy iont — syntéza thyminu, cytosinu a uracilu
“ Vitaminy — syntéza koenzymu a dalsich latek



Umelé oplodneéeni — kultivace embryi

* Primerena koncentrace kysliku

< Optimalni koncentrace kysliku v kultivacnim prostredi je 2 az 7%
(odpovida koncentraci kysliku ve vejcovodu a deloze)

¢ Bézné uzivana 5 az6 %
“* Pri vyssi koncentraci kysliku probihaji netypicky metabolicke cesty a
Zzvysuje se koncentrace reaktivnich forem kysliku
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Umelé oplodnéni — kultivace embryi

Rustove faktory

* Invivo embryo vzajemné komunikuje s vejcovodem a delohou
prostrednictvim latek jedna rozpustenych, jednak pritomnych v
extracelularnich vezikulach

 Béhem kultivace existuje snaha doplnit kultivacni medium o latky za
fyziologickych okolnosti produkované epitelem vejcovodu a endometria
napr. GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor)
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Umelé oplodneéni — kultivace embryi

Kultivacni media sekvencni a jednokrokova

* Sekvencni media respektuji odlisne potreby embrya od oplozeni po 8b
stadium a od 8b stadia vyse

e Jednokrokova media

‘0

« Kompromis ve slozeni

NG

** Minimalizace manipulaci
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Umele oplodneéeni — transfer embryi

* Fyziologicky postup t2h

v ’ ’ . 70 %
predpoklada transfer jednoho
60 %
embrya
. . 50 %
* Transferovat je treba v tzv.
40 %
implantacnim okné
30 %
20 %
10 %
Typicka poloha implantacniho okna 0 %
A — dny od vzestupu koncentrace progesteronu
B — dny od piku luteinizacniho hormonu den A 35 4 45 5 5,5 6 6,5 7 75 8
a — Cas, kdy blastocysta zapoCne hatching den B 55 6 695 r 75 8 85 9 95 10

b — Cas zahajeni implantace



Umele oplodneéeni — transfer embryi

Transferovat je treba
* naspravné misto

* spravnym zpusobem

IlO mm

embryo
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Umele oplodneni — detekce gravidity BhCG
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Kontakt

Prof. MUDr. Pavel Travnik, DrSc.

Samostatny védecky pracovnik

+420 724 043 593
ptravnik@repromeda.cz

S, S

L

Dekuji vam za pozornost
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