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Souhrn: Cíl: V současné době rychle přibývá nových studií o asistované aktivaci oocytů, která může výrazně zefektivnit celý proces in vitro 
fertilizace. Oplození oocytů konvenční metodou i pomocí intracytoplazmatické injekce spermie může selhat z důvodu nedostatečné aktivace 
oocytu. Důvodem bývají zejména odchylky v enzymovém vybavení spermií nebo oocytů či nefunkční aktivační kaskáda. V řadě případů lze 
oplození dosáhnout užitím umělé aktivace oocytů pomocí aplikace donorů vápníkových iontů na oocyty po mikroinjekci spermie. Názory 
na bezpečnost a spolehlivost této metody však nejsou jednotné. Cílem práce je prezentovat současné poznatky o asistované aktivaci oocytů 
a o jejím dopadu nejen na in vitro fertilizaci, ale také na následný embryonální a fetální vývoj. Metodika: Rešerše relevantní literatury v databázích 
Web of Science, Scopus a PubMed/ Medline. Výsledky a závěr: Z literárních údajů i vlastních zkušeností autorů vyplývá, že je tato metoda účinná 
a z hlediska dalšího vývoje embrya, plodu i postnatálního vývoje bezpečná. Byly provedeny rozsáhlé metaanalýzy zaměřené na tuto metodu, 
které nezjistily negativní dopad nejen na embryonální a fetální vývoj jedince, ale tato metoda neměla negativní dopad ani na psychosomatický 
vývoj narozených dětí.
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Summary: Objective: Currently, there is a rapid increase in studies on assisted oocyte activation, which can significantly improve the process 
of in vitro fertilization. Fertilization of oocytes by conventional methods and by intracytoplasmic sperm injection can be affected by insufficient 
activation of the oocyte. The reason is mainly deviations in the enzymatic equipment of sperm or oocytes or a non-functional activation 
cascade. In many cases, fertilization can be achieved using artificial oocyte activation by applying calcium ion donors to the oocytes after 
sperm microinjection. However, opinions on the safety and reliability of this method are not uniform. The aim of the thesis is to present 
current knowledge about assisted oocyte activation and its impact not only on in vitro fertilization, but also on subsequent embryonic and 
fetal development. Methodology: Research of relevant literature in Web of Science, PubMed/ Medline and Scopus databases. Results and 
conclusions: Based on the literature data and the authors’ own experience, it follows that this method is effective and safe from the point of 
view of further development of the embryo, fetus and postnatal development. Extensive meta-analyses focused on this method were carried 
out, which did not find a negative impact not only on the embryonic and fetal development of the individual, but this method did not have 
associated with a negative impact on the psychosomatic development of the children.

Key words: oocyte – in vitro fertilization – embryo – artificial oocyte activation – spermatozoa

Asistovaná aktivace oocytů (AOA – 
assisted oocyte activation) byla po-
stupně aplikována v  lidské asistované 
reprodukci k  obnově fertilizace u  párů 
s  historií selhání fertilizace  [1]. Nejuží-

lhání fertilizace u  neplodných párů po 
ICSI nastává u 1–3 % párů [1]. Toto selhání 
fertilizace nastává v důsledku neúspěšné 
aktivace oocytů, jejíž původ může být jak 
ve spermiích, tak i v oocytech [2].

Úvod
Intracytoplazmatická injekce spermií 
(ICSI) je nejúspěšnější metodou léčby 
mužského faktoru neplodnosti, prakticky 
nezávislou na parametrech spermií. Se-
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Ve srovnání konvenční IVF a kombinace 
ICSI s AOA byla genová exprese po AOA 
překvapivě blíže klasickému IVF než sa-
motnému ICSI [5].

Bezpečnost z  hlediska možného 
vzniku vrozených vad prokázala řada 
dalších publikací [9–12]. V roce 2022 byla 
zveřejněna rozsáhlá metaanalýza zamě-
řená na hodnocení aktivace lidských oo-
cytů kalciovým ionoforem. Tato práce 
zahrnula 22  studií a  zkoumala přede-
vším účinnost a bezpečnost AOA s kal-
ciovým ionoforem. Výsledky ukázaly, 
že AOA s kalciovým ionoforem nejenže 
významně zvýšila efektivitu fertilizace, 
blastulaci, implantaci, klinické těhoten-
ství a  počet živě narozených dětí, ale 
také neovlivnila výskyt potratů, vro-
zených vad a  poměr pohlaví novoro-
zenců [13]. Při sledování výsledků analýz 
PGT-A byla porovnávána skupina embryí 
vzniklých po ICSI a embryí, kdy byla spo-
lečně s metodou ICSI použita i metoda 
AOA. Bylo zjištěno, že použití kalcio-
vého ionoforu (jako aktivátoru pro AOA) 
nezhoršilo časný embryonální vývoj 
a  nezpůsobilo zvýšení podílu embryí  
s aneuploidiemi [7].

Možné obavy z  epigenetických mo-
difikací v  důsledku asistované akti-
vace oocytů nebyly v  praxi potvrzeny, 
navíc v  průběhu časného embryonál-
ního vývoje dochází k  reprogramování 
genomu  [14] a  případné chyby v  epi-
genetické informaci na stadiu gamet 
a zygoty by byly během reprogramování 
odstraněny.

Aktivace oocytů ionoforem je považo-
vána za legitimní možnost pro páry se 
selháním fertilizace [8].

Mechanizmus přirozené 
aktivace oocytu
Normální spermie uvolní fosfolipázu 
C zeta (PLCζ) do cytoplazmy oocytu 
(obr.  1). Ta hydrolyzuje fosfatidylinosi-
tol-4,5-bisfosfát (PIP2) na inositol-1,4,5-
-trifosfát (IP3) a  diacylglycerol (DAG). 
IP3 potom stimuluje uvolnění kalciových 
iontů z endoplazmatického retikula oo-
cytu do cytoplazmy a  vyvolá oscilace 

Nebyl prokázán významný rozdíl 
mezi typem a  frekvencí chromozomo-
vých aberací a  malformací ve srovnání 
mezi skupinami, kde bylo provedeno 
ICSI bez aktivace, nebo s aktivací [7]. Ne-
byly zjištěny signifikantní rozdíly týkající 
se porodní hmotnosti, termínu porodu 
a pohlaví dítěte [8]. Neonatologické cha-
rakteristiky a neuropsychický vývoj dětí 
ve věku 3–10 let počatých pomocí asis-
tované aktivace oocytů byl normální [1]. 
Účinky této metody na lidská embrya 
jsou pečlivě sledovány a předpoklad, že 
použití AOA bude spojeno se změnami 
genové exprese, se v zásadě nepotvrdil. 

vanější metodou je aktivace pomocí do-
norů vápníkových iontů (Ca ionoforu 
A23187  nebo ionomycinu) krátce po 
provedení ICSI. První dítě se narodilo po 
jejím použití v  kombinaci s  ICSI v  roce 
1995 [3].

Použití kalciových ionoforů vede ke 
statisticky významnému zlepšení ferti-
lizace s úspěšnou blastulací, implantací, 
otěhotněním a porodem živých dětí, což 
dokládá významně pozitivní vliv použití 
kalciových ionoforů [4].

Byl studován vliv AOA na expresi 
genů, která se nelišila od exprese genů 
po in vitro fertilizaci (IVF) a ICSI [5,6].

Obr. 1. Na obrázku je znázorněn oocyt v metafázi I s jedním pólovým tělískem 
(PB).
Při normální aktivaci oocytu se ze spermie vpravené do oocytu uvolní fosfolipáza 
Cζ (PLCζ), která štěpí fosfatidylinositol-4,5-bisfofát (PIP2) na diacylglycerol (DAG) 
a inositol-1,3,5-trisfosfát (IP3). IP3 se váže na receptor (IP3R), což uvolní z endo-
plazmatického retikula (ER) vápníkové ionty (Ca2+), které oocyt aktivují. Při umělé 
aktivaci, kde chybí fosfolipáza Cζ, jsou kalciové ionty uvolněny pomocí dodaného 
donátoru kalcia, např. vápníkového ionoforu A23187 (Ca ionofor A23187).
Fig. 1. The figure shows an oocyte in metaphase I with one polar body (PB).
During normal oocyte activation, phospholipase Cζ (PLCζ) is released from sperm in-
jected into the oocyte, which splits phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) into 
diacylglycerol (DAG) and inositol-1,3,5-trisphosphate (IP3). IP3 binds to a receptor 
(IP3R), which releases calcium ions (Ca2+) from the endoplasmic reticulum (ER) to acti-
vate the oocyte. In artificial activation where phospholipase Cζ is absent, calcium ions 
are released using a supplied calcium donor, for example calcium ionophore A23187 
(Ca ionophore A23187).
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fonová kyselina). Kapky jsou kryty mi-
nerálním olejem.

4.  Bezprostředně po provedení intra-
cytoplazmatické injekce spermie 
jsou oocyty inkubovány po jednom 
v těchto kapkách po dobu 15 min.

5.  Po skončení inkubace jsou oocyty 
opláchnuty 2krát v kultivačním médiu 
neobsahujícím MOPS ani HEPES.

6.  Poté jsou oocyty kultivovány obvyk-
lým způsobem.

7.  Výsledek oplození je vyhodnocen de-
tekcí dvou prvojader a dvou pólocytů 
po 18 hod kultivace.

Pokud je používán jiný přípravek ur-
čený k aktivaci oocytů, je třeba se řídit 
návodem výrobce.

Záchranná aktivace oocytů (RAOA) je 
prováděna v případě, že nedošlo k oče-
kávanému oplození oocytů. K vydělení 
druhého pólového tělíska dochází nej-
častěji mezi 2 a 3 hod po ICSI. Pokud tedy 
po více než 3 hod od ICSI stále není vy-
dělené druhé pólové tělísko, může mít 
pozitivní efekt ROAO, které by ovšem 
nemělo být provedeno později než za 
6 hod od ICSI [25].

Pokud dojde k  aktivaci, je třeba 
u ROAO počítat s posunem vývoje zygot, 
proto nejsou vzniklá embrya vhodná 
k  čerstvému transferu a  vždy mají být 
vitrifikována. 

Závěr
Metoda AOA je celosvětově používaná 
metoda asistované reprodukce. Je za-
ložena na principu aktivace oocytů po-
mocí vápníkových iontů. Tato metoda se 
používá dlouhodobě a  dosud publiko-
vané studie nezjistily negativní vliv této 
metody na embryonální vývoj lidských 
embryí, podíl chromozomových aberací 
či zdravotní stav narozených dětí.
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