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Uvod

Uvod

Pokroky v moderni mediciné vedou ke zkvalitniovani protinadorové lécby
a nabizeji onkologickym pacientiim perspektivu navratu do bézného 7i-
vota. Stéle Castéji se vSak setkavame se zhoubnymi nddory u Zen ¢i muzd,
kteti dosud nesplnili své reprodukéni plany. Mozna ztrata reprodukéniho
potencidlu po ukonceni onkologické 1é¢by je nemocnymi vnimana jako
jedno z kli¢ovych témat. Ochrané reprodukénich funkei onkologickych
pacientd se vénuje relativné mlady interdisciplinarni obor - onkofertilita.

Rozvoj laboratornich metod asistované reprodukce nam dnes umoz-
nuje uchovani embryi, oocytd ¢i ovaridlni tkané téméf u vsech pacientek
pred onkologickou lé¢bou. Zavedeni tzv. vitrifikace neboli metody rych-
lého zmrazeni zlepsilo vysledky kryoprezervace oocytt a nabizi moznost
zachovani plodnosti rovnéz u Zen bez trvalého partnera. V pripadé gene-
ticky podminénych onemocnéni, napt. u mutaci genu BRCA, jsme schop-
ni pomoci preimplanta¢ni diagnostiky ovéfit pripadné postizeni embryi.

U muzu zistava zlatym standardem kryoprezervace spermatu,
ktera je vSak moZnd pouze u pacientt v postpubertdlnim véku. U pre-
pubertalnich chlapcti se jako slibnd metoda do budoucna jevi moznost
uchovani testikularni tkané.

Kli¢ovou roli v obdobi diagnézy zhoubného onemocnéni, jez je
pro pacienty velmi stresujici, hraje spoluprace onkologti a pracovnik
centra asistované reprodukce. Pacienti by méli byt co nejdtive odesla-
ni do specializovaného centra asistované reprodukce a informovani
o moznostech ochrany reprodukénich funkei. Casovy faktor je rozho-
dujici zvlasté u zen, u nichz ve vétsiné pripadii vyzaduje odbér oocy-
ta predchozi hormondlni stimulaci. Stimula¢ni protokoly pouzivané
v soucasné dobé nevyzaduji nutnost vyznamného odkladu pldnované
1é¢by, a nepredstavuji tedy pro pacientku nebezpedi z prodleni.

V nasledujicich kapitolach bude ¢tenaf sezndmen se zakladnimi
principy tohoto podoboru asistované reprodukee, s aktualitami a moz-
nostmi aplikace pro klinickou praxi.

Kniha je urc¢ena predevsim pro lékare v oboru asistované repro-
dukce, véfime vsak, Ze bude pfinosem i pro pracovniky onkologickych
obort. Cilem publikace je zvysit povédomi o této ¢asto opomijené pro-
blematice a zlepsit vyhlidky na névrat onkologickych pacientt do pl-
nohodnotného Zivota.

autofi
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1

Zachovani fertility u onkologicky nemocnych v praxi

1  Metabolismus a biosyntéza zenskych
reprodukcnich hormont

Schéma menstrua¢niho cyklu je znazornéno na obrazku P1.

1.1 Gonadoliberin

Kli¢ovou roli v fizeni menstruaéniho cyklu hraje hypothalamem secer-
novany neurohormon gonadoliberin (GnRH). Polocas gonadoliberinu
je 2-5 min. Jeho hlavni funkci je produkce gonadotropint a up regu-
lace receptortt GnRH. Proces up regulace je zavisly na pfitomnosti
estrogentl a pravdépodobné je potencovan pritomnosti progesteronu.
V dospélosti je GnRH produkovén pulzatilné, vlivem predpokladaného
hypothalamického centra, tzv. generatoru GnRH-pulzi.

1.2 Gonadotropiny

V odpovédi na frekvenci pulz jsou v burikach predniho laloku hypo-
fyzy secernovany gonadotropiny — FSH (folikulostimula¢ni hormon)
a LH (luteiniza¢ni hormon). Nizka frekvence pulzti vede k sekreci FSH,
vysokd k sekreci LH. Polocas rozpadu FSH je 3 hod, LH 30 min. Syntéza
gonadotropint je ovliviiovana pomoci zpétné vazby, na niz se podileji
ovarialni hormony a systém inhibin-aktivin—folistatin.

FSH se podili na vyvoji a ristu ovarialnich folikuld, receptory pro
FSH jsou lokalizovany predev$im na granuléznich bunkéch ovaria.
Receptory pro LH jsou lokalizovany na tekalnich a lutedlnich bunkach.
Hlavni ulohou LH je fizeni procest vedoucich k ovulaci. LH udrzuje
funkci zlutého téliska a zvysuje produkci androgent. Jeho ptisobeni je
nezbytné i pro vyvoj folikult.

10



Metabolismus a biosyntéza Zenskych reprodukénich hormont

1.3 Ovaridlni steroidy

Hlavnim zdrojem pro syntézu ovarialnich steroidi je sérovy cholesterol.
Molekula cholesterolu ma 27 uhlikd, po ods$tépeni postranniho fetéz-
ce vznikd vychozi latka steroidni syntézy s 21 uhliky - pregnenolon.

131  Estrogeny

Hlavnim estrogenem tvofenym v reprodukénim obdobi Zeny je es-
tradiol. Vznika aromatizaci testosteronu a androstendionu. Hlavnim
mistem produkce androgent v ovariu jsou tekalni buriky (vlivem LH).
Klicovym enzymem konverze androgent na estrogeny je aromataza
granuléznich bunék ovaria, jejiz ¢innost je fizena FSH.

Mezi primdrni u¢inky estrogent fadime troficky vliv na tkané ge-
nitalniho systému a proliferaci funkéni vrstvy sliznice endometria.
Ve tkani prsu piisobi jako primarni mitogen. Mezi dalsi extragenitalni
vlivy estrogenti fadime osteoanabolické Gc¢inky na kostni tkan a pro-
trombotické vlivy. Estrogeny prfiznivé ovliviiuji metabolismus sacha-
ridd a lipidd a maji pozitivni vliv na nervové tkané.

1.3.2  Progesteron

Progesteron je hlavnim steroidem lutedlni fize menstrua¢niho cyklu.
Je produkovén lutealnimi bunikami. Lutealni bunky jsou pfechodnym
typem bunék a vznikaji konverzi bunék granuldzy vlivem preovulac-
niho zvyseni koncentrace LH. Ridici vliv na lutedlni buriky m4 LH.

Hlavnim G¢inkem progesteronu je zastava proliferace endometria
a jeho sekre¢ni transformace. Progesteron ptisobi na hypothalamické
termoregula¢ni centrum a zvysuje bazalni teplotu.

14  Systém inhibin—aktivin—folistatin

Tyto peptidy jsou produkovany bunkami granulézy, ale i fadou dal-
$ich tkani.

n




Zachovani fertility u onkologicky nemocnych v praxi

141  Inhibin

Inhibin negativni zpétnou vazbou sniZuje produkci gonadotropint,
zejména FSH, a podili se na procesu selekce dominantniho folikulu.
Je produkovan granuléznimi bunkami ovaria.

Inhibin B dosahuje nejvyssi koncentrace uprostted folikularni faze,
je tedy markerem funkce granuléznich bunék. Inhibin A dosahuje ma-
xima uprostted lutedlni faze a koreluje s funkci corpus luteum.

14.2  Aktivin

Piisobi lokalné parakrinné a apokrinné (v hypofyze, ovariu apod.).
Zvysuje syntézu FSH, folistatinu a mnozstvi receptorti pro GnRH.

1.4.3  Folistatin

Je tvofen mimo ovaridlni tkan. Piisobi pravdépodobné jako vazebny
protein pro aktivin.

12



Vyvoj folikulu

2 Vyvoj folikulu

Vyvoj folikult za¢ina jiz ¢asné intrauterinné (obr. P2). Primitivni po-
hlavni bunky gonocyty vychazeji z kmenovych bunék endodermu
zloutkového vacku. Po dosazeni genitalni listy se gonocyty velmi rychle
déli. Nejvyssiho poctu je dosazeno okolo 20. tydne intrauterinntho vy-
voje (6-7 x 10°). Posléze se na regulaci poctu zarode¢nych bunék za¢ind
podilet i atrézie. V obdobi porodu dosahuje pocet oocytt 1-2 miliont.

Az do obdobi puberty dochazi k dramatickému poklesu mnozstvi
oocytd, v ovariich se jich nachazi jen okolo 300000-500000. K ovula-
ci jich béhem fertilniho obdobi Zeny dospéje jen 400-500. V prubéhu
celého fertilniho obdobi Zeny dochdzi k neustalému vyvoji a dozravani
casti folikulti. Nastava tak pokles zasoby folikuld, nejprve jejich postup-
nym dozravanim do antralnich stadii, zdroven i zanikem tzv. spicich
folikulti. Po dosazeni kritického poctu folikulti (cca 1000) nastupuje
menopauza bez ohledu na vék zZeny.

S rostoucim vékem zeny klesa nejen pocet folikuld, ale i jejich kva-
lita. Existuje nékolik hypotéz vysvétlujicich zhor§ovani kvality oocy-
ta v prabéhu véku. Nejcastéji je tento proces vysvétlovan akumulaci
genetickych defektti v poolu spicich oocytii. Podle dalsi hypotézy je
kvalita oocytd, resp. folikult determinovana jiz in utero - nejkvalitnéj-
$i folikuly jsou tvoreny a rekrutovany nejdfive, méné kvalitni pozdéji
v prubéhu Zivota Zeny.

Recentni studie poukazuji na kli¢covou roli mitochondrii v ovlivnéni
kvality oocytti a ¢asného vyvoje embrya. Oocyty jsou zavislé na energii
produkované z ATP v mitochondriich cestou oxidativni fosforylace.
Zvlasté v preovulacni fazi a pti fertilizaci spojené s tvorbou polovych
télisek vzrustaji energetické naroky oocytu a embrya. Zhor$eni mi-
tochondridlnich funkci determinované vékem vede pravdépodobné
k naruseni maturace oocytu a déleni chromozomii. Dusledkem téch-
to zmén je zvySend incidence chromozomalnich aneuploidii u Zen
ve vy$$im véku.
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Zachovani fertility u onkologicky nemocnych v praxi

2.1  Vyvojova stadia folikulu

211 Primordialni folikul

Po dosazeni gonady se gonocyty transformuji v oogonie o praméru 25
um. Oogonie je poslednim vyvojovym stupném oocytu schopnym mi-
tozy. Oogonie se obklopuje jednou vrstvou pregranuléznich bunék, ktera
je oddélena bazalni membranou a d4va vznik primordialnimu folikulu.
Primordidlni folikuly jsou detekovatelné v ovaridlni tkani od 16. tydne
intrauterinniho vyvoje. Prenatalné oocyt vstupuje do 1. fize meiotického
déleni, jez je zastaveno v profazi. Toto stadium je pravdépodobné jedinou
fazi vyvoje oocytu nezavislou na gonadotropinech.

2.1.2  Primarni folikul

Primarni folikul dosahuje velikosti okolo 60 pm. Charakteristicky
dochazi k zvétSovani oocytu, vzniku kuboidnich granuléznich bunék
a tvorbé tzv. gap junctions.

2.1.3  Sekundarni folikul

Velikosti dosahuje 120 pm. Ve fazi sekundarniho folikulu se poprvé
objevuji receptory FSH. Dochazi k formaci tekalnich bunék. Do toho-
to stadia véetné hovorime o tzv. preantrdlnich stadiich vyvoje folikulu,
tedy o fazich nezavislych na cyklickych zméndch koncentrace gonado-
tropint (jejich vyvoj probiha zcela autonomné).

214  Terciarnifolikul

V této fazi zacind tzv. antrdlni stadium vyvoje folikultl. Cely proces trva
cca 85 dni a je zavisly na cyklickych zménach koncentrace gonadotro-
pint. Velikost terciarniho folikulu je 400 pym-2 mm.

V terciarnim folikulu se poprvé objevuji receptory LH na tekal-
nich bunkach. Kumulaci tekutiny (transsudat plazmy) se tvoti antrum
folliculi a oocyt je zatlacen na periferii. Oocyt je kryt 2-3 vrstvami ku-
boidnich granuléznich bunék a tvori tzv. cumulus oophorus.

Dostate¢na koncentrace FSH vede ke vzniku estrogenné dominant-
niho prostredi, rekrutaci a rtstu folikulu.

14



Vyvoj folikulu

2.1.5  Graafuv folikul

Graafuv folikul dosahuje velikosti 2-5mm az 15-22 mm preovula¢né.
Vlivem LH preovula¢né dochazi ke zruseni ic¢inku faktort blokujicich
dozravani oocytts (OMI - Oocyte Maturation Inhibitor, AMH - Anti-
-Miillerian Hormone) a k dokonceni 1. meiotického déleni. Vznika prvni
pélové télisko. V metafazi 2. meiotického déleni dochdzi k zastaveni
meidzy, jeji dokonceni nastava pouze v pripadé fertilizace.

2.2 Atrézie folikulu

Proces atrézie folikult za¢ind jiz intrauterinné okolo 6. mésice vyvoje
plodu. Atrézie je mozna na kazdém stupni vyvoje folikult. Hlavnimi
atretogennimi faktory jsou androgeny.

V priibéhu reprodukéniho obdobi dochazi k neustalému vyvoji
primdrnich a sekundarnich folikuld z rezervy primordiélnich foliku-
lt. Z obrovského mnozstvi sekundarnich folikulii se kazdy mésic re-
krutuje nékolik set antralnich folikuld. Principem atrézie je postupné
snizit pocet vyvijejicich se antralnich folikulii na jeden dominantni
preovulaéni folikul.

Exogenni podani FSH vede k pfekondni mechanismu atrézie, ,,za-
chrané® a dozrani vét$iho poé¢tu dominantnich folikuld, k tzv. fizené
ovarialni hyperstimulaci.
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Zachovani fertility u onkologicky nemocnych v praxi

3 Menstruacni cyklus

Proces rtistu folikult probiha kontinudlné (tj. i v gravidité nebo pti uzi-
vani hormonalni antikoncepce) od primordialniho folikulu pfes prean-
tralni stadia ke stadiim antralnim. V dalsi fazi se folikul bud rekrutuje,
nebo zanika atrézii. V priibéhu Zivota zeny zdsoba folikulti kontinual-
né klesa. Kompletni vyvoj folikulu od zahajeni riistu k preovula¢nimu
folikulu trva cca 85 dni, tedy priblizné 3 menstruacni cykly (obr. P3).

3.1  Rekrutace kohorty folikulii

Signalem pro rekrutaci folikuli je elevace FSH v pozdni lutedlni fazi
cyklu zptisobena snizenim koncentrace inhibinu, estrogenti a progeste-
ronu. V této fazi jsou selektovany antralni folikuly v po¢tu tmérném
rezervé rezidudlnich folikult v ovariich.

3.2 Selekce dominantniho folikulu

Z kohorty rekrutovanych folikultl je selektovan folikul s nejvétsi senziti-
vitou k FSH a nejvys$$i mitogenni aktivitou. Tento folikul déle pokracuje
v ristu jako folikul dominantni. Selekce probihd mezi 5.-7. dnem men-
strua¢niho cyklu a je charakterizovana zvysenou ovaridlni produkci
estrogentl. Podminkou pro selekei je vytvoreni estrogenné dominant-
niho prostfedi folikulu, tj. schopnost tispésné konvertovat androgeny
na estrogeny. V dtsledku zvysené produkce estradiolu a inhibinu B
dominantnim folikulem a jejich sekreci do periferni cirkulace dochazi
k negativnimu zpétnovazebnému ptisobeni téchto hormont na tirovni
hypofyzy vedouci k poklesu produkce FSH. Relativni nedostatek FSH
se podili na selekci ,,nejodolnéjsiho® dominantniho folikulu.

V dominantnim folikulu je vlivem FSH a estrogend stimulovana
produkee receptorti LH na granuléznich bunkach. Vlivem LH se zvy-
$uje produkce androgentl (v nedominantnich folikulech urychluje pro-
ces atrézie a v dominantnim folikulu zvysuje aromatizaci androgenti
na estrogeny). Exponencialni nartst sekrece estrogenti vede ke spusténi
pozitivni zpétné vazby estrogent (zvyseni citlivosti gonadotropnich
bunék na GnRH a zvyseni sekrece gonadotropint) a je signalem zra-
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losti dominantniho folikulu. K dostate¢né stimulaci sekrece LH je tfeba
vzestup koncentrace estradiolu > 564 pmol/l trvajici minimalné 36 hod.

3.3 Zvyseni produkce LH

Piisobenim LH na receptory LH se spousti proces luteinizace. LH
suprimuje prolifera¢ni aktivitu granuléznich bunék. Dochézi ke kon-
verzi ¢asti androgenni produkce na produkci progesteronovou a klesa
tvorba estrogentl. Produkci progesteronu lze detekovat jiz za hodinu
po zacatku vzestupu LH.

Produkce progesteronu granuléznimi bunikami nastava jiz v pozdni
folikularni fazi cyklu (cca 10. den cyklu). Progesteron potencuje vliv
estrogenni zpétné vazby (prispiva ke sttedocyklovému zvyseni FSH)
a pfimo inhibuje mitotickou aktivitu granuléznich bunék.

34  Stredocyklové zvyseni produkce FSH

Probihd synchronné s elevaci LH a je nezbytné k zajisténi dostate¢né
produkce receptortt LH.

3.5 Ovulace

Signalem pro spusténi ovulace je vysoka koncentrace estradiolu in-
dikujici zralost folikulu. Ovulace nastava za 24-36 hod od pocatku
vzedmuti gonadotropint (od vrcholu zvyseni gonadotropint nastdva
ovulace v priméru za 10-12 hod). Pfi ovulaci dochéazi k dokonéeni
1. meiotického déleni oocytu.

Zvy$eni LH zptisobuje luteinizaci bunék — dochdzi k poklesu pro-
dukce estrogenti a nartstu produkce progesteronu.

Faktory prispivajici k prasknuti folikulu a uvolnéni vajicka

= lokalni cévni zmény zptisobujici hyperemii folikulu (ptisobeni bra-
dykininu a histaminu)

= pulsobeni vazoaktivnich latek (destickovy aktiva¢ni faktor, PAF)

= aktivace proteolytickych enzymi (tkanovy aktivator plazminu, tPA)

= vliv produktii makrofdgt (TNF, IL-1)
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Vyplavenim folikuldrni tekutiny vzrasta aktivita vejcovodu, tzv.
ovum pick-up.

3.6  Corpus luteum

Zluté télisko je zlaza s vnitini sekreci podléhajici izeni LH. Zivotnost
zlutého téliska, pokud nedojde k oplozeni, je 14-16 dni. K plnému do-
zrani corpus luteum dochdzi 8.-9. den po ovulaci, pak nastdva postupny
pokles jeho ¢innosti (luteolyza).

Pochody v ramci procesu luteinizace

= vaskularizace granuldzové vrstvy

= konverze bunék granulézy na buniky lutealni (malé a velké), které
jsou schopny produkce steroidnich hormont

= migrace nesteroidnich elementi (epitelidlni bunky, leukocyty, fibro-
blasty) tvoricich 80 % bunééné populace corpus luteum; tyto buriky
se podileji na regulaci steroidogeneze a luteolyzy

3.7  Luteolyza

Pokud nedojde k fertilizaci, nastane zanik zlutého téliska dosud neob-
jasnénym procesem a nastup dal$iho cyklu. hCG secernovany po oplo-
zeni ,zachrani® zluté télisko pred luteolyzou a udrzuje jeho funkci
do cca 9.-10. gesta¢niho tydne.

Kli¢ovou tlohu v procesu luteolyzy maji proteolytické enzymy (ma-
trixové metaloproteinazy, MMP), pokles vaskularizace a fibrotizace
lutealnich bunék. V kone¢né fazi ztraci zluté télisko receptory pro LH,
déje se tak zatim nejasnym procesem.

Za 6 mésicti vznika kompletni hyalinizaci ze zlutého téliska cor-
pus albicans.

Mechanismy podilejici se na procesu luteolyzy

= indukce sekrece prostaglandint
= pokles frekvence pulzit GnRH
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3.8  Prechod k novému cyklu
Poklesem frekvence pulzti GnRH (vlivem progesteronu) se snizuje

produkce LH a zvysuje sekrece FSH. Ke vzestupu sekrece FSH dochazi
2-3 dny pred zac¢atkem menstrua¢niho krvaceni.
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4  Stanoveni ovarialni rezervy

Pro odhad odpovédi na ovaridlni hyperstimulaci v rdmci IVF je nutné
posouzeni ovarialni rezervy. Tyto parametry lze vyuzit také v nasled-
ném sledovani pacientek po onkologické 1é¢bé v posuzovani funkce
ovarii a predikci obnovy pravidelného menstrua¢niho cyklu a sance
na spontanni graviditu.

41  Stanovenibazalni hladiny FSH a LH

V souvislosti s vékem dochazi k postupnému narastu hladiny FSH
v séru. Stanoveni tzv. bazdlni hladiny FSH, LH a estradiolu optimalné
2.-3. den menstrua¢niho cyklu, tedy dfive, nez nastane zpétnovazebny
utlum sekrece FSH vlivem estradiolu, patfi mezi zakladni testy ovarial-
nich funkci v centrech asistované reprodukce. Nevyhodou je zna¢na
variabilita hodnot v pribéhu cykla a nutnost odbéru na poc¢atku men-
strua¢niho cyklu. Hladina FSH mtize byt ovlivnéna léky (nejcastéji
hormonalni antikoncepci). Pouze opakované namérena vyssi hodno-
ta je smérodatnd ve vysloveni suspekce na snizeni ovarialni rezervy.

4.2  Ultrazvukové zobrazeni ovarii

Ultrazvukové vysetfeni vaginalni sondou 7,5 MHz patfi k nejpo-
uzivanéj$im vysetfenim v ramci asistované reprodukce. Nejcastéji
sledovanym parametrem je tzv. AFC (Antral Follicle Count) - pocet
viditelnych folikuld velikosti 2-6 mm. AFC je dobrym prediktorem
odpovédi na ovaridlni stimulaci. Optimaélni je provadét vysetfeni AFC
na pocatku menstrua¢niho cyklu, dobra vypovidaci hodnota tohoto
parametru je vSak zachovana v prabéhu celého cyklu.

4.3  Stanoveni antimiillerického hormonu

Antimiillericky hormon (AMH) je produkovan granuléznimi burika-
mi preantralnich a ¢asnych antrélnich folikuld. Jeho produkce prudce
klesa ve folikulech senzitivnich k FSH. AMH neni produkovan pri-
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