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Souhrn: Cil: V soucasné dobé rychle pribyvéa novych studii o asistované aktivaci oocytd, ktera mize vyrazné zefektivnit cely proces in vitro
fertilizace. Oplozeni oocytl konvenéni metodou i pomoci intracytoplazmatické injekce spermie muze selhat z dlivodu nedostatec¢né aktivace
oocytu. Dlivodem byvaji zejména odchylky v enzymovém vybaveni spermii nebo oocytl ¢i nefunkeni aktivacni kaskada. V fadé pripadd Ize
oplozeni dosahnout uzitim umélé aktivace oocytli pomoci aplikace donorli vapnikovych iontd na oocyty po mikroinjekci spermie. Nazory
na bezpecnost a spolehlivost této metody vsak nejsou jednotné. Cilem prace je prezentovat soucasné poznatky o asistované aktivaci oocytl
a ojejim dopadu nejen na in vitro fertilizaci, ale také na nasledny embryonalni a fetalni vyvoj. Metodika: Reserse relevantniliteratury v databazich
Web of Science, Scopus a PubMed/Medline. Vysledky a zavér: Z literarnich udaja i viastnich zkusenosti autordi vyplyva, Ze je tato metoda ucinna
a z hlediska dalsiho vyvoje embrya, plodu i postnatalniho vyvoje bezpecna. Byly provedeny rozsédhlé metaanalyzy zaméfené na tuto metodu,
které nezjistily negativni dopad nejen na embryonalni a fetalni vyvoj jedince, ale tato metoda neméla negativni dopad ani na psychosomaticky
vyvoj narozenych déti.

Klicova slova: oocyt — embryo - in vitro fertilizace - uméla aktivace oocytll — spermie

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.
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Uvod

Intracytoplazmatickd injekce spermii
(ICSI) je nejuspésnéjsi metodou lécby
muzského faktoru neplodnosti, prakticky
nezdvislou na parametrech spermii. Se-

Ihani fertilizace u neplodnych part po
ICSI nastava u 1-3 % para [1]. Toto selhani
fertilizace nastava v dlsledku neuspésné
aktivace oocytd, jejiz plvod mize byt jak
ve spermiich, tak i v oocytech [2].

Asistovana aktivace oocytli (AOA -
assisted oocyte activation) byla po-
stupné aplikovéna v lidské asistované
reprodukci k obnové fertilizace u par(
s historii selhani fertilizace [1]. Nejuzi-
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Obr. 1. Na obrazku je znazornén oocyt v metafazi | s jednim pélovym téliskem

(PB).

PFi normalni aktivaci oocytu se ze spermie vpravené do oocytu uvolni fosfolipaza
CT (PLCQ), kterd stépi fosfatidylinositol-4,5-bisfofat (PIP2) na diacylglycerol (DAG)
ainositol-1,3,5-trisfosfat (IP3). IP3 se vaze na receptor (IP3R), coz uvolni z endo-
plazmatického retikula (ER) vapnikové ionty (Ca?*), které oocyt aktivuji. Pfi umélé
aktivaci, kde chybi fosfolipaza CC, jsou kalciové ionty uvolnény pomoci dodaného
donatoru kalcia, napt. vapnikového ionoforu A23187 (Ca ionofor A23187).

Fig. 1. The figure shows an oocyte in metaphase | with one polar body (PB).
During normal oocyte activation, phospholipase CC (PLCQ) 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 (Ca**) from the endoplasmic reticulum (ER) to acti-
vate the oocyte. In artificial activation where phospholipase Cis absent, calcium ions
are released using a supplied calcium donor, for example calcium ionophore A23187

(Caionophore A23187).

vanéjsi metodou je aktivace pomoci do-
norG vapnikovych iontd (Ca ionoforu
A23187 nebo ionomycinu) kratce po
provedeni ICSI. Prvni dité se narodilo po
jejim pouziti v kombinaci s ICSI v roce
1995 [3].

Pouziti kalciovych ionoford vede ke
statisticky vyznamnému zlep3eni ferti-
lizace s Uspésnou blastulaci, implantaci,
otéhotnénim a porodem zivych déti, coz
doklada vyznamné pozitivni vliv pouziti
kalciovych ionoford [4].

Byl studovan vliv AOA na expresi
gend, ktera se nelisila od exprese genl
po in vitro fertilizaci (IVF) a ICSI [5,6].

Nebyl prokazan vyznamny rozdil
mezi typem a frekvenci chromozomo-
vych aberaci a malformaci ve srovnani
mezi skupinami, kde bylo provedeno
ICSI bez aktivace, nebo s aktivaci [7]. Ne-
byly zjistény signifikantni rozdily tykajici
se porodni hmotnosti, terminu porodu
a pohlavi ditéte [8]. Neonatologické cha-
rakteristiky a neuropsychicky vyvoj déti
ve véku 3-10 let pocatych pomoci asis-
tované aktivace oocytl byl normalni [1].
U¢inky této metody na lidskd embrya
jsou peclivé sledovany a predpoklad, ze
pouziti AOA bude spojeno se zménami
genové exprese, se v zdsadé nepotvrdil.

Ve srovnani konvenéni IVF a kombinace
ICSI s AOA byla genova exprese po AOA
prekvapivé blize klasickému IVF nez sa-
motnému ICSI [5].

Bezpecnost z hlediska mozného
vzniku vrozenych vad prokdazala fada
dalsich publikaci [9-12].V roce 2022 byla
zvefejnéna rozsdhla metaanalyza zamé-
fend na hodnoceni aktivace lidskych oo-
cytl kalciovym ionoforem. Tato prace
zahrnula 22 studii a zkoumala prede-
v$im ucinnost a bezpecnost AOA s kal-
ciovym ionoforem. Vysledky ukazaly,
Ze AOA s kalciovym ionoforem nejenze
vyznamné zvysila efektivitu fertilizace,
blastulaci, implantaci, klinické téhoten-
stvi a pocet zivé narozenych déti, ale
také neovlivnila vyskyt potratl, vro-
zenych vad a pomér pohlavi novoro-
zencd [13]. Pri sledovani vysledkd analyz
PGT-A byla porovnavana skupina embryi
vzniklych po ICSI a embryi, kdy byla spo-
le¢né s metodou ICSI pouzita i metoda
AOA. Bylo zjisténo, Ze pouziti kalcio-
vého ionoforu (jako aktivatoru pro AOA)
nezhorsilo ¢asny embryondlni vyvoj
a nezpusobilo zvyseni podilu embryi
s aneuploidiemi [7].

Mozné obavy z epigenetickych mo-
difikaci v dasledku asistované akti-
vace oocytl nebyly v praxi potvrzeny,
navic v pribéhu casného embryonal-
niho vyvoje dochézi k reprogramovani
genomu [14] a ptipadné chyby v epi-
genetické informaci na stadiu gamet
a zygoty by byly béhem reprogramovani
odstranény.

Aktivace oocytll ionoforem je povazo-
vana za legitimni moZnost pro pary se
selhanim fertilizace [8].

Mechanizmus pfFirozené
aktivace oocytu

Normalni spermie uvolni fosfolipazu
C zeta (PLCQ) do cytoplazmy oocytu
(obr. 1). Ta hydrolyzuje fosfatidylinosi-
tol-4,5-bisfosfat (PIP2) na inositol-1,4,5-
-trifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG).
IP3 potom stimuluje uvolnéni kalciovych
iontl z endoplazmatického retikula oo-
cytu do cytoplazmy a vyvold oscilace
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koncentrace kalciovych iontl. ZvySena
hladina vapnikovych iontl v cytoplazmé
je dualezitad pro aktivaci Ca dependent-
nich kindz nezbytnych pro prolomeni
meiotického bloku, vydéleni druhého
polového téliska a naslednou aktivaci
oocytu [15]. Pokud spermie neobsahuje
dostate¢nou koncentraci PLC{ nebo
neni schopna aktivovat Ca dependentni
signalni drahu, k aktivaci oocytu a k vy-
voji zygoty nedojde.

Mechanizmus asistované
aktivace oocytu

Na rozdil od pfirozené aktivace, tedy
pfi AOA, neni navozena oscilace kal-
ciovych iontd, ale je indukovan jeden
influx vapnikovych iontd (obr. 1). Ten
je dostate¢ny pro aktivaci Ca depen-
dentni signalni drahy vedouci k efektu
na Ca/kalmodulin dependentni protein-
kindzy Il (CAMKII). Lidské oocyty mohou
tedy reagovat na Siroké rozpéti zmén in-
traceluldrniho CA?* a maji vysoky stupen
tolerance ke zménam koncentrace vap-
niku v cytosolu.

Indikace

Indikaci pro primarni provedeni aktivace
oocytl je bud empiricky zjisténé se-
Ihani fertilizace v predchozich pokusech
o oplozeni pomoci ICSI, nebo opravnény
pfedpoklad, Ze k aktivaci oocytu nedo-
jde z biologickych p¥icin danych zjisté-
nymi vadami spermii nebo oocytl. Je
to napf. identifikace alespon jedné po-
tencidlné patogenni varianty v genu
PLCT1 v gDNA spermie po selhani fertili-
zace v predchozim cyklu ICSI[16].

Dalsi indikaci je pouziti intracyto-
plazmatické injekce kulatych spermatid
(ROSI) ziskanych chirurgickym vykonem
z varlat (TESA, TESE). Spermatidy nejsou
schopny oocyt aktivovat, a proto je tato
metoda nezbytna [17]. Aktivace oocytl
muze zlepsit podil oplozenych oocytl
i tam, kde po TESE elongovanych sper-
matid/spermii v pfedchozich cyklech
fertilizace selhala [18].

Dalsi indikaci je oplozeni spermiemi
muzl s globozoospermii. Spermie pa-

cientd s globozoospermii bud viibec ne-
maji, nebo maji vyrazné snizeny obsah
klicového aktiva¢niho faktoru — PLCC [19].
Efektivita metody ICSI je u téchto pa-
cientl velice nizkd a pouziti této me-
tody je ¢asto jedinym feSenim neulspésné
fertilizace [20].

Metoda byla rovnéz aplikovéna pfi
pouziti spermii muzd s Kartagenerovym
syndromem, kde bez pouziti aktivace
nedoslo k oplozeni po intracytoplazma-
tické injekci spermif, kdezto pfi pouziti
aktivace byly oocyty témito spermiemi
oplozeny [21].

Vedle primarniho provedeni aktivace
oocytll byla publikovana i metoda za-
chranné aktivace oocytl (RAOA - rescue
assisted oocyte activation), indikovana
v pfipadech neocekavaného uplného
selhani fertilizace bez primarniho prove-
deni asistované aktivace [22,23]. U této
techniky je ale dllezité vhodné zvo-
lit ¢as, kdy po neulspésném ICSI pouzit
RAOA. Pokud by RAOA probéhlo pfilis
brzy, mize to byt zbyte¢né, a naopak to
mUze narusit normalni vyvoj prvojader.
Pokud by to bylo pfili§ pozdé, muze jiz
dojit ke starnuti oocytu a je riziko, Ze cely
proces selze.

Metodika

K provedeni asistované aktivace je

vhodné pouzit komercniho aktiva¢niho

média s ionoforem A23187 (GM508 Cult-

-Active Gynemed), pfipadné jiného akti-

va¢niho média dodavaného pro ucely

aktivace lidskych oocytd.

Pokud je k aktivaci pouzivan pre-
pardt GM508 Cultactive, je postup
nasledujici [24]:

1. Roztok ionoforu je intenzivné protre-
pan po dobu 30s.

2. Nasleduje ekvilibrace pfi 37 °C v atmo-
sfére pouzivané ke kultivaci embryi po
dobu 4 hod.

3.Pro kazdy oocyt je pfipravena kapka
obsahujici 30 pl roztoku ionoforu
a 60 pl kultiva¢niho média neobsahu-
jiciho HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-pi-
perazinethansulfonova kyselina) ani
MOPS (3-(N-morpholino)propansul-

fonova kyselina). Kapky jsou kryty mi-
nerdlnim olejem.

4. Bezprostiedné po provedeni intra-
cytoplazmatické injekce spermie
jsou oocyty inkubovény po jednom
v téchto kapkach po dobu 15 min.

5.Po skonéeni inkubace jsou oocyty
oplachnuty 2krat v kultiva¢nim médiu
neobsahujicim MOPS ani HEPES.

6. Poté jsou oocyty kultivovany obvyk-
lym zplsobem.

7.Vysledek oplozeni je vyhodnocen de-
tekci dvou prvojader a dvou pdlocytt
po 18 hod kultivace.

Pokud je pouzivan jiny pfipravek ur-
ceny k aktivaci oocyt(, je tieba se Fidit
navodem vyrobce.

Zachranna aktivace oocytl (RAOA) je
provadéna v pfipadé, Ze nedoslo k oce-
kavanému oplozeni oocytu. K vydéleni
druhého poélového téliska dochazi nej-
castéji mezi 2 a 3 hod po ICSI. Pokud tedy
po vice nez 3 hod od ICSI stale neni vy-
délené druhé pélové télisko, miize mit
pozitivni efekt ROAO, které by oviem
nemélo byt provedeno pozdéji nez za
6 hod od ICSI [25].

Pokud dojde k aktivaci, je tfeba
u ROAOQ pocitat s posunem vyvoje zygot,
proto nejsou vzniklda embrya vhodna
k ¢erstvému transferu a vzdy maji byt
vitrifikovana.

Zaver

Metoda AOA je celosvétové pouzivand
metoda asistované reprodukce. Je za-
loZzena na principu aktivace oocytl po-
moci vapnikovych iont{. Tato metoda se
pouziva dlouhodobé a dosud publiko-
vané studie nezjistily negativni vliv této
metody na embryonalni vyvoj lidskych
embryi, podil chromozomovych aberaci
¢i zdravotni stav narozenych déti.
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