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Vizualizacia deliaceho vretienka —
moderna metoda v liecbe IVF

Pavel Svitok, Patrik Sranko, Gabriela Kanova, Peter Harbulak

Nové technické pristupy st zakladnym predpokladom zvySenia kvality poskytovanej zdravotnej starostlivosti. Za-
kladom je hladat’ také postupy, ktoré zvysuju Sancu na uspesnu liecbu Ci zlepSia kvalitu diagnostiky bez negativ-
neho vplyvu na pacienta. Jednym z takychto pristupov je aj vizualizacia deliaceho vretienka v oocytoch pomocou

systému Oosight.
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Visualization of the meiotic spindle - a modern method in the treatment of IVF

New technical approaches are necessary for increasing the quality of health care provided. The basis is to look
for such procedures that increase the chance of successful treatment or improve the quality of diagnostics without
negatively impacting the patient. One such approach is the visualization of the dividing spindle in oocytes using the

Oosight system.
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Oogenéza

Dizka reprodukéného Zivota u Zien je ovplyvnena po&tom pri-
mordialnych folikulov a ich preZzitim pocas celého zZivota zeny.
U vyvijajuceho sa plodu je dana konec¢na populacia primordial-
nych folikulov, ktoré podliehaji vyraznému zaniku uz pocas in-
trauterinného vyvinu. V ¢ase narodenia zostava iba 20 % povod-
nej kohorty folikulov na udrzanie schopnosti reprodukcie. Medzi
narodenim a pubertou vstupuju oocyty do zdihavej fazy, ked je
ich vyvin zastaveny v Stadiu profazy (obrazok 1). Niektoré bun-
ky zostavaju v stave zastavenej meiotickej profazy az 50 ro-
kov®,

Je zname, Ze oocyt je jedinecna a vysokoSpecializovana bun-
ka zodpovedna za vytvaranie, aktivaciu a kontrolu embryonalne-
ho genému, ako aj za podporu zakladnych procesov, ako je bun-
kova homeostaza, metabolizmus a progresia bunkového cyklu
v ranom embryu. Mei6za v cicavéom oocyte sa iniciuje pocas in-
trauterinneho vyvinu a je zastavena v diploténnom Stadiu prvej
meiotickej profazy. Vplyvom endogénneho luteinizacného hor-
monu sa meidza oocytov obnovi a postlpi do druhej meiotickej
fazy. Ovulacia vedie k uvolneniu oocytu do vajcovodu, kde sa
meidza zastavi v metafaze Il (MIl) az do oplodnenia. Pri oplod-
neni in vitro (IVF) a intracytoplazmatickej injekcii spermii (IC-
Sl) je vyber oocytov zaloZeny na morfologickych parametroch,
ako je vzhlad kumularnych buniek, morfolégia poélového telies-
ka a vzhlad cytoplazmy®. Kvalita oocytov zostava kli¢ovym ob-
medzujucim faktorom plodnosti Zien, odraza vnutorny vyvojovy
potencial oocytov a ma rozhodujlcu tlohu nielen pri oplodneni,
ale aj pri dalSom vyvine embrya.

Dozrievanie oocytov sa sklada z dvoch samostatnych pro-
cesov: jadrového a cytoplazmatického dozrievania, a to dobre
koordinovanym a synchronizovanym spésobom, aby sa zaruci-
la primerana kvalita oocytov. Jadrova zrelost sa tyka obnovenia
meiodzy a progresie do metafazy I, prirodzeného bodu zastave-

oplodnenie, ako aj na dalSi embryonalny vyvin. Oba typy dozrie-
vania su velmi nachylné na poruchy hormonalneho zasobovania
a kultivacie in vitro (napr. pH, teplota, kyslik), ktoré m6zu spéso-
bit zmeny v morfolégii oocytov, pricom niektoré z tychto anomalii
su viditelné aj na drovni svetelnej mikroskopie. NajvyraznejSim

Obrazok 1. Oogenéza: Proces oogenézy nastava vo vonkajSej
vrstve vajecnikov. Primarny oocyt zac¢ina prvé meiotické delenie,
ktoré sa nasledne zastavi a pokracuje az v neskorSom veku, ked’
dokonéi toto delenie vo vyvijajicom sa folikule. Vysledkom je
sekundarny oocyt, ktory po oplodneni dokon¢i meigzu(urravené podia2)
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Obr. 2: Maturacia oocytov: Stadia zrelosti oocytov ziskanych pri
ich odbere. Stadium s germinalnym vezikulom v profaze I (GV; A),
Stadium metafazy | (GVBDIMI; B), zrely oocyt v Stadiu metafazy I
(M1, C)®,

parametrom na identifikaciu oocytov, ktoré neobnovili meiézu, je
pritomnost’ germinalneho vezikula profazy | (GV), ktory identifi-
kuje oocyty s diploidnou chromozémovou vybavou (46 chromo-
zémov) (obrazok 2 A). Po rozpade germinalneho vezikula (GV-
BD) dosiahnu oocyty metafazu | (Ml) (obrazok 2 B), ktora je
charakterizovana absenciou extrizie prvého poélového telieska.
Aj ked niektoré z tychto oocytov mézu byt schopné oplodnenia,
tvorba prvého polového telieska (obrazok 2C) je jedinym prog-
nostickym faktorom, ktory umoznuje predpokladat, ze gaméta
dokoncila jadrové dozrievanie®.

Deliace vretienko

Meiotické deliace vretienko (DV) je cytoskeletova Struktira
(obrazok 3), ktora je kriticky dolezita pre presnu distribuciu chro-
mozdémov do deliacich sa blastomér, ¢im je zabezpeceny sprav-
ny embryonalny vyvin. V €erstvych oocytoch maju DV vertikalnu
orientaciu vzhladom na oolemmu a poély DV suU spojené s peri-
centriolarnymi materialmi (PCM), aby vytvorili kompaktné bipo-
larne vretienko. Tato morfologia sa postupne v Stadiu MIl ment;
vretienko sa prediZi a/alebo strati napéatie vo svojich mikrotu-
buloch a stava sa krehkym®).

Morfolégia DV je dblezitym indikatorom stavu oocytov. Mo-
lekularne mechanizmy podmienujuce vznik DV v ¢erstvych oo-
cytoch poukazuji na ich délezitost’ pri oplodneni a embryo-
nalnom vyvine. Vretenovy aparat v meiotickych bunkach je
zodpovedny za separaciu homologickych chromozémov po-

Obrazok3.Deliacevretienko: R6zne sposobyvizualizacie cicavéieho
deliaceho vretienka. (A) DV vizualizované pomocou Oosight;
(B, C) DV imunofluorescenéné farbenie pre tubulin; (D) ilustruje
kinetochérové mikrotubuly ako zelené pruhy v Ml oocyte; (E, F) 3D
projektované DV v MIl faze; (G) zobrazenie DV v telofaze | po€as
vypudzovania poélového telieska®
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¢as meidzy | a sesterskych chromatid po¢as meiézy Il, za vzni-
ku haploidnych oocytov. PoSkodenie DV naruSuje segregaciu
chromozémov a prispieva k aneuploidii v ktoromkolvek Stadiu
meidzy. Zaroven chyby v morfoldgii DV alebo zarovnani chro-
mozémov moézu mat za nasledok zastavenie bunkového cyk-
lu, aneuploidiu a genetickl nestabilitu. Aneuploidia sa podiela
na dedeni velkého alebo malého poctu niektorého z chromo-
zémov. U vacsiny aneuploidnych embryi, ktoré zdedia iba jed-
nu képiu autozému, sa vyvina zavazné abnormality a odumie-
raju pred tehotenstvom. Zdedenie dalSej kdpie autozému je tiez
spojené s vaznymi vyvojovymi abnormalitami a potratmi. Triz6-
mia 21. chromozému, pricina Downovho syndrému, je najcastej-
Sia aneuploidia ovplyviujuca zivonarodené deti®?,

V oocytoch starSich pacientov bola pozorovana zvysSena inci-
dencia straty chromozémov, fragmentacie Ci zhlukovania chro-
mozdémov a separacie ich chromatid. D6vodom moze byt narast
abnormalnych DV s narastajucim vekom zeny. U zien vo veku
nad 40 rokov, ktoré maju prirodzeny cyklus, vykazuje takmer
80 % oocytov abnormalnu Struktaru DV alebo nespravne za-
rovnanie chromozémov. Naopak, abnormalne DV vykazuje len
20 % oocytov u zien mladSich ako 25 rokov. Tento zvyseny vy-
skyt abnormalit u starSich pacientok prispieva k zvySenej miere
aneuploidie s narastajicim vekom®,

Vizualizacia deliaceho vretienka

Standardnou met6édou na vizualizaciu DV bola tradi¢ne kon-
fokalna mikroskopia, ktora vSak vyzadovala fixaciu materialu,
a preto ju nebolo mozné vyuzit na Zivé bunky. Ako alternativa
tejto metddy sa zacala vyuzivat vizualizacia DV pomocou polari-
zovaného svetla. Na detekciu abnormalit DV sa tak pri ludskych
oocytoch zaviedla neinvazivna polarizacna svetelna mikrosko-
pia. Tato metéda dokaze vizualizovat DV na zaklade prirodzenej
fyzickej vlastnosti vysoko usporiadanych Struktar v bunke (vra-
tane mikrotubulov) rozdvojit svetelny IU¢, €o sa nazyva retarda-
cia alebo dvojlom svetla®.

Oosight je druh mikroskopu s polarizovanym svetlom, ktory
vyuziva na osvetlenie vzorky kruhovo polarizované svetlo. Ta-
kyto pristup dokaze merat retardaciu svetla v bunkovych Struk-

Obrazok 4. Fazy prechodu z Ml do MIl pri dozrievani oocytov:
Zobrazenie oocytov pomocou systému Oosight (horny rad)
a v polarizovanom svetle po spracovani softvérom (spodny rad).
Oocyty v Stadiu metafazy | (1a, 1 b) nemaju vyformované poélové
teliesko. V Stadiu telofazy | mézeme v oocytoch pozorovat
vypudené poélové teliesko (2a, 2 b). Deliace vretienko eSte nie je
formované, ale tvori len mikrotubularny mostik medzi pélovym
telieskom a oocytom. Pri plne zrelom oocyte v MIl faze mézeme
pozorovat’ vypudené pdlové teliesko s plne formovanym deliacim
vretienkom nachadzajicim sa v jeho blizkosti (3a, 3 b).
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tdrach nezavisle od ich orientacie na polarizacné SoSovky mik-
roskopu, €o Standardne limituje ich kvantifikaciu. Zaroven je
tento pristup po digitalnom spracovani obrazu dostato¢ne citli-
vy na meranie velmi nizkych Grovni dvojlomu v Zivych bunkéach,
ako su oocyty?,

Studie na ludskych oocytoch pomocou Oosight dokazali,
Ze pritomnost/absencia, tvar a velkost DV pocas IVF koreluje
s Uspesnostou liecby (obrazok 4). Ak d6jde k oplodneniu oocy-
tu s absentujucim alebo abnormalnym DV, ma vzniknuté embryo
vyrazne horsiu predikciu pre dalSi vyvin. Pri niektorych oocytoch
takisto dochadza k posunu ich umiestnenia v ramci bunky mimo
Standardnej pozicie oproti pélovému teliesku. Dynamicka pova-
ha DV tak komplikuje postavenie vizualizacie DV ako biomarke-
ru kvality oocytov a zaroven zavadza do analyzy kompetencie
oocytu novy rozmer — kinetiku DV,

Po odbere oocytov (36 — 36,5 hodiny po podani B-hCG) ma
iba 58 % oocytov v MIl faze vizualizovatelné DV. Najviac oo-
cytov so zrelym DV sa objavuje 39-40 hodin po podani B-hCG
(92 — 96 % oocytov). Percento oocytov s normalnym DV vyraz-
ne klesa po 40,5-41 hodinach po podani B-hCG (77 % oocytov),
pretoZe dochadza k postupnému rozkladu DV. In vivo maturova-
né oocyty u normorespondentov typicky vykazuju bipolarne Ml
vretienko 40 hodin po aplikacii B-hCG. U low-respond pacien-
tov je v8ak pre oocyty ziskané z preovulacnych folikulov typické
oneskorené dozrievanie®212),

Metaanalyzy a systematické prehlady hodnotiace vplyv vi-
zualizacie DV v ludskych oocytoch pocas ICSI ukazali signifi-
kantne pozitivny vplyv takejto vizualizacie na fertilizaciu oocytov,
mnozstvo embryi so spravnou morfolégiou v Stadiu zygoty, rych-
lost’ delenia embryi, percento kvalitnych embryi na 3. den a per-
cento embryi dosahujlcich Stadium blastocysty®1,
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Zaver a perspektivy

Vizualizacia deliaceho vretienka systémom Oosight predsta-
vuje inovativne rieSenie v cykle IVF. Viacero publikacii ukaza-
lo, Ze absencia DV alebo jeho patolégie maju za nasledok hor-
Siu fertilizaciu oocytov Ci znizenud kvalitu embryi, ¢o v konenom
dosledku vedie k nizSej uspesnosti IVF cyklu. Vizualizacia DV
preto sluzi ako velmi dobra diagnosticko-terapeuticka pomécka
v lieCbe asistovanej reprodukcie. PouZitie Oosightu sa odporu-
Ca pacientkam s nizkou ovarialnou rezervou, s vy§sim vekom Ci
u parov s Uplnym zlyhanim fertilizacie v predchadzajlicom cykle.
Dal3ou skupinou su pacientky s nizkym po&tom ziskanych oo-
cytov, velkym poctom nezrelych oocytov i pacientky s embrya-
mi nizkej kvality. Vo vSetkych pripadoch mo6ze vyuzitie takého-
to systému poméct odhalit’ pri€inu neplodnosti, pripadne tieto
problémy priamo vyriesit.
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