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Uvod

e Komu je prezentace urcena
» Lékari—imunologove, gynekologove, genetici ....
« OVSP — pracovnici laboratofi — genetika, imunolo
e Koordinatofri lécby
* Sestry

e AproC?
» Zlepsit povedomi o moznostech lécby AR pomoci laboratornich technik IVF
* Individualni pristup
* Spokojenost klienta
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Historie laboratornich technik AR v CR

4.11. 1982 Porod prvniho ditéte ze zkumavky v Ceske republice a byvalé vychodni Evropé (svétova priorita metody GIFT)
29. 10. 1984 Porod prvniho ditéte po metodé IVF v Ceske republice

1991 Prvni zamrzené vzorky spermii

1992 Zahajen program kryokonzervace embryi

1994 Zavedeni prodlouzene kultivace embryi. Zacatek standardniho provadéni mikromanipulac¢nich technik (AH)

1995 Zavedeni techniky intracytoplazmaticke injekce spermii (ICSI) a porod prvniho ditéte po této metodé oplozovani v Ceske republice
1997 Zahajeni program darcovstvi oocytld a embryi. Zavedeni metod ziskani spermii z nadvarlete (MESA) a varlete (TESE) [7]
2001 Klinické provadéni preimplantacni geneticke diagnostiky (PGD) a dosaZeni prvniho téhotenstvi po PGD

2005 Kryokonzervace ovarialni tkané u zZen pred onkologickou lecbou

2007 Zavedeni metody rychlého mrazeni — vitrifikace

2008 Provadéni nativnich cykld, kdy jsou oocyty ziskany bez hormonalni stimulace nebo s minimalni stimulaci vajecnik
2010 Zavedeni metody selekce spermii pred oplozovanim metodou ICSI, tzv. PICSI

2011-Zavedeni semikontinudlniho monitoringu embryi - timelapse

2016 MACS

2018 MFSS

2020 Zona free embryo transfer
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Laboratorni metody AR podle typu

Mikromanipulacni

e |ICSI

* AZH

* Biopsie

* Zonafree
Selekéni

* PICSI

* MACS

* MFSS
Kultivacni

Vertikalni

Horizontalni
Semikontinualni monitoring

Media
*  Embryoglue
* Embryogen
Kryokonzervacni
* Slow freezing
* Vitrifikace
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Mikromanipulacni techniky

|ICSI — intracytoplasmic sperm injection

Poprveé pouzita v roce 1992 v Belgii tymem Dr. Palermo

Alternativa k IVF pfi Spatné kvalité spermii

Do soucasné doby neprodélala vyznamnych zmén
Fertilizace po ICSI jako jeden z KPI pro IVF laborarotr (ESHRE 2017)

Performance indicators for the ART laboratory

Table IV KPIs for the ART laboratory.

Competency value (%)

Benchmark value (%)

ICSI damage ratel

|CSI normal fertilization rate

IVF normal fertilization rate

no. damaged or degenerated

all oocytes injected
no. oacytes with 2PN and 2PB %

no. Ml oocytes injected
no. oocytes with 2PN and 2PB % 100

no. COCs inseminated
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Mikromanipulacni techniky
AZH — assisted hatching

Umélé naruseni obalu embryi zona pellucida
Poprvé popsana v roce 1989 v Atlanté tymem Dr. Cohena a Maltera

Tri typy provedeni
* Chemicky — Tyrod(v roztok
* Mechanicky — sklenénou mikrojehlou
* Laser

V soucasnosti pouzivan zejména po kryokonzervaci a pfi biopsiich

Nebyl s urcitosti prokazan vliv na Uspésnost |éCby AR
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Mikromanipulaéni techniky

Biopsie embryi - odbér blastomer/ bunék trofoektodermu
Zavedena s PGT (2001)
Prvni biopsie na 3 dennich embryi pro ucely FISH
S rozvojem PGT (WGA, aCGH) biopsie trofoektodermu na 5. dennich embryi (2010)

Dva typy provedeni

* Mechanicky — sklenénou mikrojehlou
* Laser

Indikace
* PGT-A - aneuploidie — pocetni zmény chromosomu — vék nad 35, opakované aborty
* PGT-M- mutace genti CF, SMA, HD
* PGT-SR — chromosomalni prestavby t(14,21)
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Mikromanipulacni techniky
Biopsie blastomer/trofoektodermu
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Mikromanipulacni techniky
Zona free

» Kompletni odstranéni ZP pred ET
* U pacientek s pfitomnosti protilatek proti ZP

» Kombinace technik AZH a biopsie
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Vysledky lécby
Zona free
* PoCet ET: 27
* Pocet embryi: 28
* Pocet gravidit: 16
* Pocet plodu: 16
* Pocet téhotenstvi do 24 tydne: 14
* PR: 61%
* OPR:53.8%
* |IR:59,3%

* @ PR za rok 2019 u vsech lé¢ebnych cyklu 40,1 %
* @ IR zarok 2019 u vsech lécebnych cykla 35,7 %
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Selekéni techniky

PICSI — Preselektovana injekce spermii

 Selekce spermii pfed ICSI pomaoci jejich vazby na hyaluronan

Gel s hvaluronanem /
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Selekéni techniky
MACS — Magnetic activated cell sorting
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Selekéni techniky
MFSS — Microfluidic sperm sorting
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Selekéni techniky
MFSS
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Pacient 1 - OS

Vysledky lécby

MACS x MFSS

Separace MACS x MFSS

Pacient 3 - OAT Pacient 4 - NOR Pacient 5 - OAS Pacient 6 - ATS

Pacient 2 - OAT

B % Zivych sp v ejakulatu

B % Zivych sp. po MACS

B % Zivych sp. po MFSS
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Metody kultivace

e Vertikdlni kultivace

* Velké objemy 150-200 L
Nékolik pater

Kapacita az 48 misek

100 % vihkost

Velka spotreba plynu
Hromadna kultivace

 Horizontalni kultivace
e Malérozméry

Komorovy inkubator 1 komora 2 az 4 misky Q@\
Kapacita aZ 24 misek Q : o
Q 14

40-70 % vlhkost podle prostredi
Mald spotreba plynu - o
Kultivace po pacientkach o — L

Ariicas
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Metody kultivace

 Kultivace se semikontinualnim monitoringem

Horizontalni inkubator s kamerou
Individualni kultivace

Kapacita az 15 misek po 16 embryich
40-70 % vlhkost

Mala spotreba plynt

Sledovani vyvoje embrya on-line
Vysoka cena
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 Kultivace se semikontinualnim monitoringem
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Metody kultivace

PN

OO

oS

QOO

<

=

@(@O

INFACSI 14 2-cell 2 8-cell 16-cell Morula  Blastulation Expanded Hatching
appearance breakdown division appearance division division  divison appearance appearance blastocyst  blastocyst
84+24
Chamayou = 235+30 114425 1, 05(0-16) ] 8:87
etal. (2013) 86+9.1 104.5+6.4,| 111.7+3.9
. 5.9(5.2-6.6) 23.0 0.3 (0:05) , [ 11(9:14.4) |, 05 (0:4.4) 151[(11.325.1)

Kirkegaard (21.8-24.2) 12(9316.7) 2.7 (0.6-25 85.6 94.9 104.9 1231
etal. (2013a) (81.0-90.1) | (91.9-97.9) | (101.4-108:4) }(118.6-127.6)
A llo 24906
etal. (2012) 232304
Meseguer 18 <975

=119 =076

52.3:4.2

etal. (2011) 52668
Dal Canto 549£52
etal. (2012) 560+7.2
Rubio —
etal. (2012) i3
Chen 93-115 £1.73
etal. (2013) Qut of range, >1.73
:tﬁglka(zou) 121 025+08,], 15%1 07202 | 0903
Camp <962 <1229
et al. (2013a) 2962 21229

2-cell 3-cell 4-cell Sto B8to

stage stage stage 8-cell 16-cell

IVFACSI PN P 151 2-cell 2m 3u 4n g-cell 16-cell

appearance breakdown division appearance division

division division

appearance appearance

Morula

Blastulation Expanded Hatching

blastocyst  blastocyst

=GENNET=

Clen skupiny

FutureLife



Metody kultivace

e Kultivace se semikontinualnim monitoringem
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Media

* Embryoglue

* Transferové medium s bikarbonatovym pufrem (HCO;") s obsahem soli kyseliny
hyaluronové a HSA

 Hyaluronan svym charakterem mukopolysacharidu (linearni glykosaminoglykan)
»Slizu” zvysuje adhezi (prichyceni) embrya po opusténi ZP k sliznici délozni, coz
pravdépodobné umoznuje lepsi reakci receptoru endometria na plsobky bunék
trofoektodermu (L-selektin) a lepsSi zahnizdéni.
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Vysledky lécby

podle metody — KET, Embryoglue

49% .
48,40% PR 3] %
48% KET 54 123 43,9%
Embryoglue 46 95 48,4%
47% Celkem 165 342 48,2%
(v]
46%
45%
44% 43,90%
(v]
43%
42%
41%
KET bez PGT a EG Embryoglue
B Gravidita
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Kryokonzervace

* Pomalé mrazeni — slow freezing

* Historicky starsi zpUsob kryokonzervace. Spermie od roku 1953

* Pomalé ochlazovani vzorku (cca 0.3 °C/min). Celkovy ¢as mraZeni = 3 hod, nizkd koncentrace
kryoprotektiv—10-15%

* Pejety o objemu 200-500 pl — moznost zamraZeni vétsiho poctu embryi nebo oocytl

* Vhodné pro mrazeni spermii a zygot (16-18 hod po oplozeni)

* Vitrifikace

Do laboratorni praxe zavedena od roku 2007

Rychlé zmraZeni bunék ponofenim ve vysokych koncentraci kryoprotektiv (40-60%) do LN,
Nosice o objemu 0,1 - 2 ul — mrazeni po jednom az dvou embryich

Vhodné pro mrazeni blastocyst

Az 2 x vétsi prezitelnost blastocyst a 1.5x vétsi prezitelnost délicich se embryi
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Dékuji Vam za pozornost.

www.gennet.cz | &len skuoin
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