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Abstrakt

Analyza morfologie embrya a vyvoj vhodnych klasifikacnych systémov su ndpomocné
pri vybere l'udskych embryi na prenos. Subjektivne morfologické hodnotenie embryi vSak
nepredpovedd vyvojovy potencial embryi snajvy$Sou pravdepodobnostou uspesnej
implantécie, pretoze ta moze zlyhat’ aj pri morfologicky dokonalych embryéch. Predpoklada sa
vsak, ze v blizkej buducnosti bude pri selekcii vhodného embrya na transfer vyznamne
pomahat’ neinvazivna analyza fyziologie a funkcii embryi pomocou technik ako metabolomika,

proteomika, lipidomika, genomika ¢i transkriptomika.

Velky potencidl pre neinvazivne genetické hodnotenie preimplatacnych embryi ma
analyza pouzitého kultivatného média. Analyza sa zameriava na vyluCovanie Sirokej Skaly
komponentov ako st Specifické metabolity, proteiny, interleukiny a nukleové kyseliny do
kultivaéného média, o mdze mat’ prediktivny charakter najvhodnejSiecho embrya pre transfer

do uteru.



Abstract

The analysis of embryo morphology and development of suitable classification systems
are helpful in selection of human embryos for transfer. Subjective morphological evaluation of
embryos; however, does not predict the developmental potential of embryos with the highest
probability of successful implantation, because even a morphologically perfect embryo is not
always implanted in the uterus. It is expected that in the near future, non-invasive analysis of
embryo physiology and function using techniques such as metabolomics, proteomics,
lipidomics, genomics or transcriptomics will significantly help in the selection of a suitable

embryo for transfer.

The analysis of used culture medium has a great potential for non-invasive genetic
evaluation of preimplantation embryos. The analysis focuses at the wide range of excreted
components such as specific metabolites, proteins, interleukins and nucleic acids into the

culture medium, which may serve as predictive for the most suitable embryo for transfer.
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1 Uvod
Reprodukénéd medicina je rozvijajuci sa medicinsky odbor, pricom dopyt po jeho sluzbach

rastie z dovodu zmien zZivotného Stylu populacie a zaloZenia si rodiny vo vyssom veku.

Prvé ,,dieta zo skimavky* sa narodilo v roku 1978 vo Velkej Britanii, nasledkom ¢oho sa
asistovand reprodukcia stala fenoménom minulého storocia. V Ceskoslovensku doslo
k tspesnému umelému oplodneniu o Styri roky neskor a prvé slovenské dieta po asistovanej

reprodukecii sa narodilo v roku 1992 v Bratislave.

Pocat’ dieta prirodzenym sposobom nie je také jednoduché. Z roka na rok pribuda ¢oraz
viac parov, ktoré majui problém s otehotnenim. Jednou a pre vicSinu aj jedinou moZnost'ou ako

sa stat’ rodi€om, je umelé oplodnenie v Centre asistovanej reprodukcie.

Hoci je zena obvykle inicidtorom tuzby po dietati, problém s otehotnenim uz davno nie je
iba Zenskym problémom. V 30 % je na vine prave zensky faktor, d’alSich 30 % predstavuje
problém na strane muza. 25 % - 30 % péarov ma problém na oboch strandch a zvySok
predstavuju pary s nevysvetlitelnou pri¢inou neplodnosti. Mnohé pary, ktorym sa nedari
otehotniet, nakoniec navstivia Centrum asistovanej reprodukcie. Metody asistovanej

reprodukcie su v stiCasnosti stale viac ucinnejsie a bezpecnejsie.

Cielom asistovanej reprodukcnej mediciny je priprava kvalitného embrya, ktorého
kultivacia prebieha za prisnych kultiva¢nych podmienok, a nasledné dosiahnutie gravidity
u pacientky. Nové trendy spocivaji v prenose jediného embrya, pricom vyber kvalitného

embrya na transfer je kI'aiCovy a je ovplyvneny viacerymi faktormi.

Tato bakalarska praca popisuje priebeh celého procesu in vitro fertilizacie a mozné
spdsoby vyberu kvalitného embrya, pricom najvicsiu pozornost’ bola venovana vyskytu a ulohe
nukleovych kyselin v procese kultivacie vramci reproduktomického hodnotenia kvality

embryi.



2 Ciel

Na zéklade literarnej reserSe popisat’ vyuzitie molekulovych a reproduktomickych technik

v in vitro fertilizaénom procese ako aj pri analyze vybranych biomarkerov kultivacnych médii.

Vysvetlit vyznam a ulohu nukleovych kyselin v pouzitom kultivatnom médiu pocas

kultivacie embryi v procese in vitro fertilizacie.

Zosumarizovat’ teoretické poznatky o secernécii nukleovych kyselin embrya v procese in
vitro fertilizanom procese, ako prognostickych prediktorov vhodného embrya pre

embryotransfer do uteru.



3 Proces in vitro fertilizacie

3.1 Odber oocytov

Odberu oocytov predchadza hormonalna stimulédcia. V sucasnej dobe pouziva véc¢Sina
centier in vitro fertilizacie (IVF) metddu vaginalneho odberu oocytov, ktora je vykondvana pod
priamou ultrazvukovou kontrolou v celkovej anestéze. Pod ultrazvukovou kontrolou je
odsavana folikularna tekutina, ktord obsahuje oocyt s okolitymi kumuldrnymi bunkami.
Ziskana folikuldrna tekutina sa hned’ po odbere odovzdd do embryologického laboratoria pri
dodrZani striktnych podmienok a nasleduje samotné vyhl'adavanie kumulérno - oocytovych

komplexov (Toporcerova, 2016).

3.2 Denudacia oocytov a vyhodnotenie zrelosti

Kumulus, ktory sa nachadza okolo samotného oocytu znemozinuje spravnu diagnostiku
oocytu. Komplexy oocyt — kumulus sa inkubuji v roztoku hyaluroniddzy, ktord rusi
medzibunkové spoje kumularnych buniek. (Toporcerova, 2016). Inkubdcia musi byt co
najkrat$ia, maximalne 30 sektind. Po inkubdcii sa oocyty prenestt do manipulacného média, kde
sa nasledne docistia. Po skonceni denudacie je prevedené vyhodnotenie oocytov posudenim ich

morfologie (Travnik, 2018). Po denudécii je mozné identifikovat’ tri typy oocytov:
¢ Oocyt v metafaze 11 (MII)

Stadium MII je charakterizované pritomnostou polového telieska v perivitelinnom
priestore (Rienzi et al., 2008). Kumuldrne bunky spolu s bunkami coronaradiata st
expandovana a cytoplazma oocytu je homogénna. Chromozémova vybava je haploidna —

obsahuje 23 chromozoémov, 46 chromatid. Oocyt zotrvava v tomto Stadiu az do oplodnenia, po

ktorom sa dokon¢i druhé meiotické delenie a je vylicené druhé polové teliesko (Toporcerova,

2016).

oy

q

Obrazok 1 Oocyt v Stadiu metafaza I1 (MII)
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e Oocyt v metafaze I (MI)

Stadium MI je medzistupiiom k zrelosti a postupuje vo vyvoji k §tadiu MIIL. Tento proces
prebehne v priebehu nasledujucich hodin. Kumulédrne bunky st uz odlisiteI'né od buniek corona
radiata, cytoplazma je homogénna, popripade centralne granulovana. Takyto oocyt obsahuje

46 chromozomov a kazdy z nich mé dve chromatidy (Toporcerova, 2016).

Obrazok 2 Oocyt v Stadiu metafaza I (MI)

e Oocyt v Stadiu germinativnej vezikuly (GV)

Stadium germinativnej vezikuly je povaZzované ako najmenej zrelé. Tieto oocyty nemaju
dokonceny proces prvého meiotického delenia. Kumularne bunky a bunky corona radiata drzia
pevne spolu anedaji sa od seba odliSit. Cytoplazma je granulovana a pritomna je aj
germinativna vezikula. Oocyt v tomto Stadiu je tetraploid, méa dve sady — 46 chromozdémov.

(Toporcerova, 2016).

germintaivna vezikula

Obrazok 3 Oocyt v §tadiu germinativnej vezikuly (GV)
3.3 Separacia spermii

Spermie musia byt pred pouZzitym ¢elom asistovanej reprodukcnej techniky
spracované. K separacii spermii existuje niekol'’ko spdsobov spracovania, ako napriklad
metoda ,,swim — up®, separacia pomocou mikrofluidnych ¢ipov, ¢i magneticky aktivovana

selekcia spermii (WHO, 2010).
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3.4 Metody oplodnenia

Oplodnenie pohlavnych buniek prebieha v deni odberu pohlavnych buniek a optimalny
Cas pre vykonanie oplodnenia je 2-6 hodin po odbere oocytov. V podmienkach in vitro existuje
viacero metdd pre oplodnenie, ktoré volime na zdklade parametrov spermiogramu c¢i

prevladajuceho defektu (Toporcerova, 2016).

3.4.1 Kilasické IVF

V pripade, Ze vysledky spermiogramu st v norme a nie su pritomné ani protilatky proti
spermiam, odporuca sa oplodnenie klasickou metodou. Spociva v spolo¢nej koinkubacii
pohlavnych buniek — vaji¢ok a spermii v kultiva¢nej miske v Specialnom fertilizaénom médiu.
Pri tomto sposobe oplodnenia nie je potrebné vykonat’ denudéaciu oocytov a kumulo — oocytarne
komplexy sa inseminuju spermiami Vv koncentracii 100 000 motilnych spermii/ ml

(Toporcerova, 2016).

3.4.2 Mikromanipula¢né metody

Pouzitie mikromanipula¢nych metdd prinaSa Sancu pre pary, ktoré by inak geneticky
vlastné dieta mat’ nemohli. Faktory ako nizky pocet spermii, zl& morfologia ¢i motilita
znamenali pri klasickom IVF nizke percento fertilizacie. Z toho dovodu boli zavedené

mikromanipula¢né techniky do praxe, ktoré zvysuju tspesnost’ fertilizacie (Travnik, 2018).

3.4.2.1 Intracytoplazmaticka injekcia spermii

Intracytoplazmaticka injekcia spermie (ICSI) je osvedcena metoda mimomaternicového
oplodnenia. ICSI metdda bola predstavena ako metdda k liecbe muzskej neplodnosti s nizkou
koncentraciou spermii a pohyblivostou (Gardner et al. 2012). Principom metddy je mechanické
vpravenie jednej spermie do ooplazmy pomocou mikromanipulaénych nastrojov

a mikromanipulatoru (Travnik, 2018).

3.4.2.2 Preselektovana injekcia spermii

Preselektovand intracytoplazmatickd injekcia spermie (PICSI) je metoda, ktora pred
prevedenim ICSI selektuje spermie pomocou ich vizby na hyaluronan (Travnik, 2018).
Hyaluronan sa nachadza v $pecialnej PICSI miske, v ktorej prebieha samotné separacia spermii

(Gardner et al. 2012).

3.4.2.3 Intracytoplazmaticka morfologicka selekcia spermii
Metdda intracytoplazmatickd morfologicky selektovand injekcia spermie (IMSI)

selektuje spermie, ktoré su uréené pre ICSI na zaklade ich morfologie. Této selekcia spermii je
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zalozend na tvare a morfologii spermie, pri ktorej sa do tivahy bert dva zakladné atributy: tvar
hlavicky spermie a tvar jej jadra, ktoré je hodnotené aj pritomnost'ou alebo absenciou jadrovych

vakuol (Gardner et al. 2012).

3.5 Kaultiva¢né systémy

Kultivaéné systémy v embryologii su tvorené komorami inkubatoru. Komory inkubatoru
zaist'uju optimalnu teplotu, koncentraciu plynov a nasytenie vodnou parou. Zakladné rozdiely
sa liSia v tom, ¢i umoznuju individudlnu kultivaciu jednotlivych pacientov, alebo hromadnu

kultivaciu pacientov v komorovom inkubatore (Travnik, 2018).

3.6 Hodnotenie kvality embryi

Vyhodnotenie embryi z hl'adiska vhodnosti na transfer ¢i kryokonzervaciu je doleZitou
sucastou uspesSného procesu IVF. V ramci hodnotenia je najviac vyuzivané hodnotenie
morfologie a dynamiky rastu a hodnotenie genému pomocou preimplataéného genetického
testovania. V sucCasnej dobe je Coraz viac diskutovany vyznam kvantitativneho stanovenia

mitochondrii a metddy hodnotenia metabolickej aktivity embryi (Travnik, 2018).

3.6.1 Morfologické hodnotenie zygot — pronuklearne stadium D1

Pritomnost’ prvojadier poukazuje na uspesné oplodnenie a pocet prvojadier svedci
o oplodneni jednou haploidnou spermiou. Kontrola pritomnosti prvojadier sa vyhodnocuje po
16-18 hodinéach po inseminéacii (Travnik, 2018). Oplodnené oocyty by mali mat’ pritomné dve
polové telieska a dve prvojadré, Co znamena, ze zygota obsahuje jedno muzské a jedno Zenské

prvojadro. Pocet jadierok ma byt medzi 5-7 v kazdom prvojadre (Travnik, 2018).

Obrazok 4 Pronuklearne $tadium — dve prvojadrd
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3.6.2 Stidium ryhovania
Vcasné delenie dvojbunkového embrya (early cleavage), ktoré nastava 24-26 hodin po
oplodneni, je dolezitym znakom uspesného embryondlneho vyvoja a dobre predikuje kvalitu

neskorsich stadii embryi (Travnik 2018, Toporcerova 2016).

Obrazok 5 Early cleavage Stadium — dvojbunkové Stadium
3.6.3 Deii2-D2
Embrya s vysokym implantacnym potencidlom maji na druhy denn po oplodneni 4

blastoméry (Toporcerova, 2016).

Obrazok 6 Embryo v $tvorbunkovom $tadiu
3.6.4 Den3-D3
Treti dei po oplodneni méa embryo najmenej 8 blastomér, nie st pritomné mnohojadrové

blastoméry a pritomnost’ fragmentacie je menej ako 20 % (Toporcerova, 2016).

Obrazok 7 Embryo v osembunkovom $tadiu
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3.6.5 Dei 4 - D4

Stvrty defi po oplodneni bunky embrya pokra¢ujii v proliferacii a prestavaja byt okrtihle
a samostatné (Toporcerova, 2016). Ludské embryo sa na 4. deft vyvoja — morula, javi ako
nerozpoznatelnd masa buniek. Embryo v tomto $taddiu mé 12-16 blastomér, a vSetky blastoméry
by mali byt zahrnuté do procesu kompakticie. Tento proces je spojeny s aktivaciou

embryonalneho genému a embryo zacina exprimovat’ svoje gény (Tao et al., 2002).

Obrizok 8 Stadium kompaktovanej moruly

3.6.6 Dei5-D5

Rozhodujuci okamih embryonalneho vyvoja je pritomnost tekutiny, ktora sa akumuluje
medzi bunkami v Stadiu kompaktovanej moruly. Akonahle sa objem tekutiny zvysi, objavi sa
dutina, ktora postupne vytvara blastocel. Za normalnych okolnosti prebieha tento proces medzi
4. a 5. diiom vyvoja l'udského embrya in vitro. (Qiansheng et al., 2020). Blastocysta je ttvar,
v ktorom sa bunky embrya rozdelia na vnutorni masu buniek — embryoblast, ktora tvori zaklad

pre samotné embryo a trofoblast, z ktorého sa nasledne vyvinie placenta a obaly plodu

(Toporcerova, 2016).

Obrizok 9 Stadium expandovanej blastocysty
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3.7 Semikontinualne hodnotenie zaznamu (Time Lapse)

Princip hodnotenia optického zdznamu embrya je zalozeny na postupnom snimani
mikroskopickych snimkov vyvijajicich sa embryi v intervaloch 5-20 minat. Na rozdiel od
kazdodennych vyhodnocovani, ktoré sa bezne vykondvaju v IVF laboratoriach, systémy
analyzy snimok ponukaju mnoho vyhod, ktoré zahfiiaju nie len presné stanovenie bunkovych
deleni, ale dokladnejsie sledovanie morfologickych udalosti ako je vznik prvojadier, mitotické
delenie, kompaktaciu ¢i blastulaciu (Kirkegaard et al., 2015). Kultivacia embryi priebicha
v §pecidlnych miskach s kultivaénymi jamkami pod digitdlnou kamerou inverzného
mikroskopu. Zaznam z kultivéacie sa hodnoti z hl'adiska morfoldgie a jej dynamiky, z hl'adiska

casovania prebiehajucich udalosti a intervalmi medzi deleniami (Travnik, 2018).

3.8 Preimplata¢né vySetrenie embryi (PGD)

Geneticka diagnostika v preimplatacnom §tadiu bola prvykrat prevedena pred viac ako
20 rokmi. Existuje mnoho pristupov k preimplatacnej genetickej diagnostike, cielom ktorych
je umoznit’ odliSenie zdravych embryi od tych, ktoré st postihnuté genetickymi abnormalitami.
Je mozné zistit’ dedicné mutéacie ovplyvitujiice funkciu Specifickych génov alebo abnormality
poctu kopii chromozémov. Prenos geneticky normalnych embryi do maternice poskytuje

vysoku pravdepodobnost’, ze vysledné tehotenstvo bude zdravé (Gardner et al., 2012).

Procedary zahfiaji tvorbu embryi v IVF laboratoriach, naslednt biopsiu a vySetrenie
embryonalneho materidlu. Odber vzoriek je mozné vykonat v 4 rdznych vyvojovych Stadiach:
v deni odberu oocytov biopsiou prvého pdlového telieska zrelého oocytu; v prvy deii biopsiou
druhého polového telieska zo Stadia zygoty; na 3. den kultivacie biopsiou jednej alebo dvoch
blastomér vCasného embrya alebo na 5-6. deni biopsiou malého zhluku buniek (5-10)
trofektodermu zo Staddia blastocysty (Harper et al., 2010). Kultivacia embryi priebiecha
v §pecidlnych miskdch s kultivaénymi jamkami pod digitdlnou kamerou inverzného
mikroskopu. Zaznam z kultivacie sa hodnoti z hl'adiska morfologie a jej dynamiky, z hl'adiska

Casovania prebiehajucich udalosti a intervalmi medzi deleniami (Travnik, 2018).
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4 Kultivaéné médium embrya

Kvalitné kultivaéné média musia spihat vysoké klasifikované poziadavky, pre
fyziologicky vyvin embrya. Kultivatné média pouzivané v sucasnej dobe vychadzaji zo

zloZenia tubarneho a endometrialneho sekrétu.

Kultivacné média su vodné roztoky anorganickych a organickych latok, s mnohymi
Specifickymi metabolickymi funkciami a zaistuju vhodnt osmolaritu, pH, reduk¢no-oxida¢né

vlastnosti, i6novu silu a d’alSie parametre média (Tyler et al., 1999).

4.1 Faktory ovplyviiujice embryo v kultivatnom médiu

Stabilny acidobazicky stav v bunkéch embrya je nevyhnutny na podporu jeho vyvoja, aby
sa udrzal stupeni ionizacie aminokyselin v bunkovych proteinoch k normalnej funkcii (Tyler, et
al., 1999). Embry4 sa kultivuji v uzavretom systéme, ktory sa sklada z troch oddeleni: embryo,
médium a plynna faza. Stabilny acidobazicky stav embrya teda zavisi od vlastnosti a vymeny

medzi tymito troma kompartmentmi (Blerkom et al., 2004).

4.2 pH a pufrovanie kultivaéného média

Vyvoj embrya je ovplyvneny laboratornym a kultivaénym prostredim, ktoré zaistuju
potrebné podmienky pre ich vyvoj. Pri kultivathom médiu ma délezita ulohu teplota, pH
a koncentracia kyslika. Vplyv maju aj materidly pouzité¢ pri kultivacii — misky, skimavky,

pipety, ktoré je potrebné testovat’ na moznu embryotoxicitu (Morbeck et al., 2010).

Ciel'om kultivacie oocytov a embryi je udrzat’ optimalne kultivaéné podmienky blizke
telesnej teplote, pricom sa minimalizuje akékol'vek kolisanie pH média a osmolarity. Hodnota
pH je zvyc¢ajne nastavena vyrobcom média (7,2 — 7,4) a Castokrat zavisi od Specifity pouzitého
média. Osmolarita kultivaéného média je navrhnutd na 284 mOsm/ kg vody, podobne ako
u krvnej plazmy. Kolisanie osmolarity sa vac¢sinou kontroluje vytvorenim vlhkého prostredia
v inkubdatore. V dneSnej dobe sa v IVF laboratériach pouZziva olejova vrstva s kultivacnym
médiom (Hentemann et al., 2011). Kultivéacia l'udskych embryi vyZaduje pritomnost’ vysokej
koncentrécie bikarbonatov, a preto média obsahuji pufor zalozeny na rovnovéhe koncentracie
oxidu uhli¢itého a bikarbonatov (Travnik, 2018). Potrebnd koncentracia CO, v inkubétore je
v rozmedzi 5 — 7 %, ktora pri beznom tlaku vytvori s bikarbondtom pufor s pH 7,2 — 7,4

(Hentemann et al., 2011).
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4.3 Kiyslik v kultivaénom médiu

Dolezitym faktorom pri kultivacii je hladina kyslika. Jeho obsah sa v atmosfére pohybuje
okolo 20 %, ale v tkanivach je jeho hladina okolo 5 %. Kultivacia v pritomnosti 5 % kyslika
ma vyznamne mensi ¢inok na expresiu embryonalnych génov aj na protedm. Ludské embrya
kultivované v prostredi s nizkym obsahom kyslika (5 %), produkuju blastocysty s podstatne
vacsim poctom buniek ako embrya v prostredi s vysokym obsahom kyslika (Gardner et al.,
2013). Vyssia koncentracia kyslika vedie k zvySenej hladine koncentracie aktivnych
kyslikovych radikalov, apreto je tato koncentracia pre rast embryi Skodlivd. Bolo
zdokumentované, Ze mySie embrya kultivované do S$tadia blastocysty v pritomnosti 20 %
kyslika zmenili génovl expresiu a narusili protedm v porovnani s embryami vyvinutymi in
vivo. Z toho dovodu je pri kultivacii in vitro 5 % koncentracia kysliku povazovana za optimalnu
hladinu. Koncentracia kyslika v inkubdtore sa d4 regulovat’ pridavanim dusiku (Boone et al.

1999, Khoudja et al. 2013).

4.4 Teplota kultiva¢ného média
Optimalna teplota kultivacie sa pohybuje okolo 37° C. Minimalna teplota okolo 36°C nie
je taka kritickd ako maximalna teplota, pretoze znizenie teploty iba spomali enzymatické

reakcie a nezni¢i ich Uplne ako pri maximalnej teplote okolo 38°C (Dale et al. 1998).

4.5 ZlozZenie kultivacného média
Pri navrhovani chemicky definovaného média existuji dva hlavné problémy. Prvym je
vyber zlicenin v médiu a druhym je ich koncentracia (Blerkom et al., 2004). Kultivacné

médium obsahuje:
e Anorganické kationy a aniony

Nevyhnutnou stucastou kultivaénych médii su sodikové, draslikové, vapenaté a horéikové
kationy. Spolo¢ne zaistuji membranovy potenciél, podiel'aju sa na transportnych funkcidch
a osmotickej rovnovahe. Viépenaté i6ny maju doleziti tlohu pri aktivacii oocytu a spolu

s hor¢ikovymi 16nmi st nevyhnutnou si¢astou medzibunkovych spojeni.

Z aniontov st v kultivatnom médiu pritomné sulfaty, fosfaty a bikarbonat. Fosfat sa
podiel'a na biosyntéze nukleovych kyselin, ATP, GTP. Bikarbonat je nevyhnutny pre vyvoj

Pudského embrya a vyuZiva sa v biosyntetickych procesoch (Travnik, 2018).
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e Zdroje energie

Pre v€asné embryo v réznych fazach vyvoja su hlavnymi zdrojmi energie pyruvat, laktat
a glukéza. Pyruvat a laktat sa uplatiuju v prvej faze vyvoja l'udskych embryi, pricom od

kompaktéacie moruly je hlavnym zdrojom energie glukéza (Travnik, 2018).

Conaghan a kol. (1993) v priamych experimentoch na l'udskych embryach poukézali, ze
pocas vCasnej embryogenézy je potrebny ako zdroj energie pyruvat. Pyruvat je nevyhnutny
metabolicky substrat pocas raného embryonalneho vyvoja, pricom jeho funkcia sa uplatiiuje aj
pri regulacii pH, zachytdvani volnych radikdlov a zneSkodnovani amonnych i6nov (Quinn,

2014).

Laktat sa pridaval do kultivacného média ako laktatovy sirup sodny, o predstavuje
racemicka zmes D- a L- izomérov. D-izomér nemdze byt metabolizovany, ¢im nepriaznivo

pOsobi na bunkovli homeostazu znizenim pH (Quinn, 2014).

Vynechanie glukoézy v pociatocnom obdobi viedlo k tomu, ze znatné mnozZstvo embryi
dosiahlo Stadium 6smich buniek a signifikantne viac buniek trofektodermu v Stadiu tvorby
blastocysty. Doposial’ ziadna Studia nepreukézala potrebu glukozy v ranom Stadiu kultivacie
embryi. Thompson a kol. (1992) uskuto¢nili Studiu na reakcie embryi na davky glukézy
a zistili, Ze pri koncentraciach nad 1,5 mM je naruSeny vyvoj 'udskych embryi. Po aktivacii
embryondlneho gendmu sa glukoza stane nevyhnutnym substratom pre d’al$i vyvoj embrya do
Stadia blastocysty. Tradi¢né IVF médid maji koncentraciu glukozy podobnu séru (2,7 — 5,6
mM), ktora je nevyhnutnd pre efektivnu kapacitaciu a hyperaktivaciu spermii, teda optimalne

oplodnenie in vitro (Quinn, 2014).
e Aminokyseliny

Aminokyseliny maja v priebehu raného vyvoja embryi dolezita tlohu. St sucast'ou média
ako dolezité osmolyty, podielajice sa na udrzani osmotického tlaku v cytoplazme embrya.
Pridanim aminokyselin do kultivacného média sa vyvoj embryi priblizuje vyvoju embryi in

vivo (Quinn 2014, Travnik, 2018).
e Makromolekuly

NajcastejSie pouzivanou makromolekulou pre implanta¢né médium je ludsky sérovy
albumin (HSA). Pouziva sa rekombinantny 'udsky albumin, ktory sa z virologického hl'adiska

povazuje za bezpe¢ny (Travnik, 2018). Pouzivanie HSA vyluc¢ilo mnoho nizkomolekuldrnych
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zloziek, ktoré zodpovedali za embryotoxicitu pripravkov. Sérovy l'udsky albumin je primarnym
akceptorom cholesterolu, ktory sa odstrafiuje z plazmatickej membrany spermii ako hlavna
zlozka kapacitného procesu. HSA je preto nevyhnutnou sti¢astou kazdého kultivacného média
urceného na kapacitaciu a oplodnenie v tekutine vajcovodu in vivo, aby optimalne podporovala

funkciu spermii (Quinn, 2014).

Sucastou kultivaéného média je d’alsSia makromolekula — hyaluronan, ktory je fyziologicky
pritomny v tubarnom sekréte, podobne ako albumin. Hlavnou ulohou makromolekularnych

komponentov je ochrana bunkovych membran (Travnik, 2018).
e Chelatory

Dal$ou sucastou kultivaénych médii je komplexotvorné ¢inidlo, etylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA). Jej funkciou je reguldcia koncentracie tazkych kovov, ktoré su nevyhnutné
ako kofaktory enzymov. Pritomnost EDTA pre vyvoj embrya po kompaktacii je menej vhodna,
pretoze blokuje glykolyzu v embryoblaste. Sticastou syntetickych nahrad séra st komplexy
chelatorov so stopovymi prvkami — Zelezo, hlinik, nikel, zinok, kobalt, chrém ¢i selén (Travnik,

2018).
e Rastové faktory, vitaminy a d’alSie komponenty

Sucastou niektorych Specidlnych kultivaénych médii st rastové faktory, napriklad
insulinlikegrowthfactor (IGF) alebo granulocyte-macrophagecolony-stimulating factor (GM-
CSF). Rastové faktory v kultivacnych médiach maju stimulovat’ tvorbu blastocyst (Quinn,
2014). V kultivacnych médidch st obsiahnuté vitaminy ako thiamin, biotin, riboflavin,
pyridoxin, niacinamid alebo pantotenat. Dalsie zlozky vyskytujuce sa v kultivaénych médiach
st cholin, inositol, taurin, citronan, ktoré vhodnou koncentraciou napodobiiujii zlozenie

kultivacného média tubarneho a endometrialnneho prostredia (Travnik, 2018).
e Antiobiotika

V kazdom kultivacnom médiu je nevyhnutnou sucastou antiobiotikum v podobe
gentamicinu. Gentamicin je Sirokospektralne aminoglykosidové antibiotikum, ktoré blokuje
bakterialnu proteosyntézu. Pritomny gentamicin nie je pre v€asné embrya toxicky (Travnik,

2018).
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4.6 Typy kultivaénych médii
Podla uréenia a zlozenia delime kultivaéné média na fertilizacné, sekvencné, jednokrokové,

manipulacné a médiad bez vapnikovych a hor¢ikovych ionov (Travnik, 2018).
¢ Fertilizacné média

Fertilizacné média sa pouzivaju pri konvencnom oplodneni bez mikromanipulacie.
Podporujii  zivotaschopnost’ a pohyblivost’ spermii. Ich sucastou je glukoza, ktord je

nevyhnutna ako zdroj energie pre spermie, popripade d’alSie podporné latky (Travnik, 2018).
e Sekvencné média

Sekvencéné kultivacné média st svojim zloZenim prispdsobené vyvojovej faze embryi, pre
ktoré je urcené. Embryd, ktoré sa nachadzaji v prvej faze preimplantacného vyvoja, do
kompaktacie, utilizuju prevazne pyruvat a laktat a dolezitou sucast'ou je aminokyselina arginin,
¢1 pritomnost’ malej koncentracie EDTA. Naopak, glukdza timi vyvoj embryi v tejto faze. Po

kompaktacii potrebujii embrya glukozu ako hlavny zdroj energie (Travnik, 2018).
e Jednokrokové média

Jednokrokové média su navrhnuté tak, aby embryam poskytovali vSetky komponenty pocas
celej kultivacie. Moderné jednokrokové média st navrhnuté tak, aby zamedzili hromadeniu

amoénia nahradenim glutaminu stabilnejSou formou pre neprerusovanu kultivaciu l'udskych
embryi (Reed et al., 2009).
e Manipula¢né média

Manipula¢né médium je vyvinuté tak, aby udrzalo pH vo fyziologickych hladinach aj pri
praci v laboratornej atmosfére. Bikarbonatovy pufor je nahradeny inym vhodnym pufrom.

Embrya ¢i oocyty by mali byt’ v tomto type média €o najkratsi ¢as (Travnik, 2018).
e Média bez vapnikovych a horc¢ikovych iontov

Média bez vapnikovych a hor¢ikovych i6nov s pridavkom chelatorov sa pouzivaji
v pripade, ze je potrebné rozvolnit medzibunkové spoje. To sa vyuZiva pri biopsii embrya 3.
dent vyvoja, kedy sa medzibunkové spoje zacinaji formovat’. V tomto type média embryo straca

schopnost’ regulovat’ pH (Travnik, 2018).
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5 Nové technologie analyzy kultivacnych médii v asistovanej

reprodukcii

Aplikacia ,,omics* technoldgii v oblasti reprodukcie pod spoloénym nazvom
reproduktomika umoznuje analyzovat vsetky kroky reprodukéného procesu. Termin
reproduktomika zahffia vyuzitie metabolomiky, proteomiky, genomiky a transkriptomiky
k hodnoteniu kvality embryi. Nasledne bioinformatika zohrava kl'ucovu tulohu v procese,
v ktorom zhromazd’uje a analyzuje vel'ké mnoZstvo tdajov generovanych z reproduktomiky.

(Horcajadas, 2018).

5.1 Metabolomika kutiva¢ného média

V stcasnej dobe sa Coraz viac poukazuje na perspektivu neinvazivneho biomarkeru
zdravia embryi. Novou technoldgiou, ktora moze do buducnosti umoznit’ stanovovat’ faktory
v kultiva¢nom médiu embryi sa nazyva - metabolomika (Kovacs a kol., 2019). Metabolom
oznacuje cely zoznam neproteinovych zlucenin s malymi molekulami ako st metabolické
medziprodukty, ATP, mastné kyseliny, gluk6za, cholesterol, hormony a d’alSie signéalne
molekuly ako aj sekundarne metabolity, ktoré sa nachadzaju v biologickej vzorke. Metabolom
sa neustale meni v zavislosti od aktivacie a interakcie roznych metabolickych drah v bunke
(Nagy et al., 2008). Pomocou roéznych foriem spektralnych a analytickych pristupov zacinaju
metabolomické pokusy o stanovenie metabolitov spojenych s fyziologickymi a patologickymi
Staddiami. Metabolomické Studie embryi poukazuji na to, Ze embryd, ktorych vysledkom je
gravidita, sa liSia svojim metabolomickym profilom v porovnani s embryami, ktoré nevedu

k tehotenstvu (Kovacs a kol., 2019).

VysSetrovanie metabolomu detekovatel'ného v kultivaénom médiu, v ktorom sa embrya
kultivujt, vyuziva spektroskopicki analyzu a bioinformatiku, ktoré mozu preukézat tieto
rozdiely. Bolo preukazané, Ze tieto rozdiely je mozné detegovat’ v kultivatnom médiu pomocou
Ramanovej a blizkej infracervenej spektroskopie (NIR). Ramanova a NIR spektroskopicka
analyza pouzitého kultivaéného média embryi s preukdzatelnym reprodukénym potencialom
preukdzala vyrazne vysSie indexy Zivotaschopnosti ako tie, ktoré sa nepodarilo implantovat’.
Zaujimavé je, Ze ked’ sa 'udské embryd podobnej morfologie skimajii pomocou rovnakého
spektralneho profilu NIR, ich skére Zivotaschopnosti sa vo vztahu k morfologii lisi, co

naznacuje, Ze metabolom embryi, ktoré vyzeraji podobne, sa vyrazne lisi.
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Jednotlivé embrya maju jedine¢ny profil metabolizmu, ktory je mozné merat’ neinvazivne
stanovenim zloZenia pouZitého kultivaéného média. Udaje ziskané zo §tudii metabolickej
aktivity poukazuju na mnoho faktorov, vratane epigenetickej modifikécie, génovej expresie,
produkcie proteinov, zlozenie média, dostupnosti endogénneho substratu, redoxnej rovnovahy,
kultiva¢nych podmienok a inych faktorov kontaminantov zivotného prostredia. Podava tym
spravu o transkriptome, epigenéme a protedme, pretoze metabolom je ich naslednym

produktom (Kovacs a kol., 2019).

Metabolomiku mozno povazovat’ za Stadium vSetkych meratel'nych faktorov, ktoré su
spotrebované a uvolované gamétou ¢i embryom v dosledku fyziologického metabolizmu
pocas vyvoja a stresovych reakcii. Ide o minimalne invazivny a netoxicky pristup k hodnoteniu
kazdého oocytu ¢i embrya individudlne, s vyuZzitim kvapiek kultivacného média v kultivaénych
miskach, ktoré by sa inak likvidovali. Je v§ak potrebné kultivovat’ embry4 individualne. Dalsou
komplikéciou pri uskutocniovani neinvazivnych testov zaloZenych na metabolickych principoch
je, ze mnoho kultivaénych médii nie je vhodnych, pretoze koncentracie substratu su prili§
vysoké na to, aby boli detekovatel'né prebiehajice zmeny. Tieto metody st vSak ucinng, pretoze
poskytuju kvantitativne udaje o spotrebe skimanych substratov ako stt aminokyseliny, glukéza,

pyruvat ¢i laktat pocas kultivacného obdobia (Kovacs a kol., 2019).

5.2 Proteomika kultivacného média

Kombinéciou proteomiky pouzivanej k analyze sekretomu v pouzitom kultivaénom
médiu a morfokineticka analyza by sa mohli zlucit' a pouzit’ ako kombinovany prognosticky
nastroj na predpovedanie rychlosti implantacie. Dominguez et al., (2015) poukézali na
pritomnost’ resp. nepritomnost’ interleukinu 6 (IL-6) v médiu, ktory by sa mohol pouzivat’ ako
prognosticky faktor. IL-6 detegovany v médiu je s najvac¢Sou pravdepodobnost'ou produkovany
embryom, pretoze IL-6 nebol zisteny v ziadnom z negativnych kontrol, kde embrya neboli
kultivované. Epitelové bunky endometria st jednym z hlavnych zdrojov IL-6 a predpoklada sa,
7e tento cytokin mdéze pomdct’ embryu pri vyvoji. V kultivaénom médiu bol tiez detegovany
chemokinovy ligand 13 (CXCL13) pri embryach, ktoré sa implantovali v porovnani
s neimplantovanymi. V ramci $tidie bolo zistené, ze niektoré proteiny ako ACF, IL-6 a IFN-
a2, v kombinécii s morfokinetickymi parametrami si dobrym indikatorom implantacie embrya
(Dominguez et al., 2010). Mains et al., (2011) publikovali $tadiu, v ktorej pojednéavali o
apolipoproteine 1 produkovanym ludskym embryom a ich vysledky naznacuji, ze

metabolizmus cholesterolu je dolezitym aspektom produkcie morfologicky kvalitnych embryi.
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Mediatorovda RNA ApoAl nie je produkovand v trojdiiovych embryach, ale jeho pritomnost’
bola zaznamenana v $tadiu blastocysty, ¢o naznacuje, ze ApoAl je sucastou embryonalneho
transkriptoému aktivovaného v osembunkovom $tadiu l'udskych embryi (Telford et al., 1990).
Vplyv ApoAl a ,HDL®“ cholesterolu vo vyvoji embrya do $tadia blastocysty méze byt
dolezitym aspektom v optimalizacii zloziek kultivacného média embryi. ZvySené hladiny
ApoAl v pouzitom kultivaénom médiu v Stadiu blastocysty s vysokou morfologickou kvalitou
mézu suvisiet s implantaénym potencidlom embrya. Toto zistenie moze prispiet
k objektivnemu hodnoteniu kvality embrya a potencidlnemu vysledku tehotenstva, ¢im by sa
obmedzili problémy spojené s viacpocetnym tehotenstvom. Transkripty mRNA ApoAl boli
detegované v blastocystach kvantitativnou RT-PCR (Mains et al., 2011).

5.3 Lipidomika kultivaéného média

Regulacia lipidového metabolizmu sa v poslednych rokoch stala vyznamnou oblastou
zdujmu. Znizenie plodnosti pri dyslipidémii sposobenej ciastocne v dosledku globalnej
epidémie obezity ¢i stavov ako metabolicky syndrom, diabetes mellitus a syndrom
polycystickych ovarii znamena, Ze lepSie pochopenie stvislosti medzi metabolizmom lipidov,
plodnostou a zdravim dospelych moéze byt dblezité pre sticasnu a buducu liecbu plodnosti.
Oocyt ma relativne vel’kl zadsobu lipidov vo forme triacylglycerolov (TAG). Celkové mnozstvo
TAG je zasobou energie pocas dozrievania oocytov a skorého vyvoja embrya. Nie je vSak zatial
mozné hodnotit’ TAG neinvazivnymi sposobmi. Celkové mnozstvo TAG a zloZzenie MK vo
folikularnej tekutine zavisi od obsahu krvnej plazmy. Okrem tychto kI'aiCovych tloh v oocytoch
a embryach maju lipidy tiez niekol’ko d’alSich délezitych tloh v bunkach cicavcov, vratane
klacovych zloziek membrany, bunkovej signalizacie a posttranslacnej modifikéacie proteinov.
Rozsirenie metabolomiky a proteomiky ponuka charakterizaciu lipidovych druhov vréatane ich
biologickych tloh. Lipidomika ¢asto kombinuje chromatografiu s tandemovou MS/MS. Najprv
sa komplexné zmesi lipidov oddelia chromatografiou, priCom sa pouZziji rézne typy

chromatografie v zavislosti od pozadovanej lipidove;j triedy.

V slcasnosti sa uvazuje o moznosti vyuZitia lipidomickych pristupov pri identifikacii
receptivity endometria. Pomocou modelu hovéddzieho dobytka boli identifikované rozdiely
v zloZzeni fosfolipidov v maternici, €o spédtne korelovalo s vnimavostou maternice.
Endometrick4 tekutina ziskana 24 hodin pred prenosom embrya D3 a D5 vykazovalo zvySené
koncentracie prostaglandin F2 receptoru (PGF2r), ¢o malo vyznam priadhézii embrya.

Lipidomika teda sliizi ako neinvazivny ndstroj, ktory nam pomaha predpovedat’ stav receptivity
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endometria a bude nepochybne generovat’ vyznamné udaje v nasledujucich rokoch (Kovacs,

2019).

5.4 Genomika

Za poslednych niekol’ko desatroci pokrocila veda od analyzy malého mnozstva génov
k vySetrovaniu vel’kého mnozstva génov, prechadzajicich od stidia dedi¢nych jednotiek
k vySetrovaniu celého gendému organizmu. Veda o genomoch ¢i ,,genomika™ pdvodne
zamerana na stanovenie sekvencie deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) — poradie nukleotidov
na danom fragmente DNA, sa rychlo rozsirila smerom k funkcnejSej Grovni — Studiu profilov

expresie a uloh génov ¢i proteinov (Del Giacco L. et al., 2012).

5.4.1 Genomika embrya

Oocyty su charakterizované rozdielmi vo vyvoji, ktoré sa pripisuju varidciam
v mitochondridlnej DNA (mtDNA). Je dokazané, Ze pocty mitochondridlnych képii oocytov
preukazuji vysoku variabilitu medzi réznymi pacientkami, ako aj variabilitu medzi
jednotlivymi oocytmi u tej istej pacientky. PocCas fetdlneho obdobia sa mitochondrie za¢inaju
replikovat’ a vedu k oogéniam s priblizne 200 mitochondridlnymi organelami. Mitochondrie
pokracuju v replikacii po€as dozrievania oocytov, pricom zrely oocyt v Stadiu metafazy II
obsahuje okolo 100 000 mitochondrii a 50 000 — 550 000 mtDNA kopii. MtDNA je kruhova
dvojvlaknova molekula s velkostou 16,6 kb, ktord sa nachiddza v matrixe mitochondrii
a koéduje iba 13 proteinov, ktoré st sucastou enzymovych komplexov oxidacnej fosforylacie.
Prave kvoli tomu je zrely oocyt nielen najvdc¢Sou bunkou v tele, ale aj najbohatSou bunkou
z hl'adiska obsahu mtDNA. Mitochondrialna replikacia prebieha v ¢ase implantacie a replikacia
mtDNA prebieha po vytvoreni blastocysty, pricom jednym z najdolezitejSich determinantov pri

preimplanticii embrya je pritomnost mtDNA v oocytoch (Munck et al., 2019).

Pritomnost’ velkého mnozstva mtDNA kopii v kumularnych bunkach je silnym
prediktorom vyvoja preimplantacného vyvoja, pricom zvySeny fertilizacny potencial oocytov
koreloval s va¢§im mnoZstvom mtDNA. Predpoklada sa, ze pocas pociatoénych mitotickych
deleni ostdva mnozstvo mitochondrii v oocytoch stabilné a mtDNA je distribuovand do
vyslednej blastoméry. Na druhej strane, st dokézatel'ne vel'ké rozdiely v obsahu mtDNA medzi
jednotlivymi blastomérami jedného embrya. V sucasnej dobe nie je mozné predpovedat
ploiditu embrya v $tadiu delenia na zaklade mtDNA. Dva az tri dni po aktivacii embryonalneho
gendmu apo vytvoreni trofektodermu aembryoblastu sa zacne mtDNA replikovat

v expandovanej blastocyste, najprv v bunkach trofektodermu a nésledne v embryoblaste.
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Rozne S§tadie poukazuji na fakt, ze zvySené hladiny mtDNA su spojené so zlyhanim
implantacie (Munck et al., 2019). Podl'a Diez-Juan (2015) bolo preukdzané, ze zvySeny pocet
mtDNA kopii v euploidnych embryach naznacuje nizSiu Zivotaschopnost’ embryi v ramci
preimplanta¢ného potencialu. U starSich pacientiek bol v blastocystach preukazany vyssi pocet
mtDNA kopii (Cecchino et al., 2019). Pozorované nezrovnalosti v obsahu mtDNA je mozné
pripisat’ viacerym faktorom, ktoré ovplyviiuji vyvoj embrya - vek, znizena ovarialna rezerva,
stimulaény protokol, BMI ¢i fajcenie, o ktorych je znadme, ze ovplyviluji obsah

mitochondrialnej DNA v r6znych §tadiach vyvoja (Munck et al., 2019).

Posledné stadie uvadzaju, Ze tekutina blastocelu, izolovana blastocentézou, obsahuje
nukledrnu DNA. Sice jadrova DNA ma potencial podstipit’ komplexnt analyzu chromozémov,

stale nie je jasné, do akej miery to ma vyznam pre vyvoj embrya (Hammond et al., 2017).

5.4.2 Genomika kultivacného média

V sucasnej dobe sa vreprodukénej medicine pouzivaju predimplantacné genetické
vySetrenia, ¢o vyzaduje pouzitie invazivnych technik, tj. biopsia polarneho telieska,
blastoméry, trofektodermu ¢i blastocentéza na ziskanie embryonalnej DNA. V ramci invazivnej
analyzy sa robi biopsia embrya v §tddiu 8-bunkového embrya odbioptovanim 1-2 blastomér
alebo v stadiu blastocysty odbioptovanim 5 — 10 buniek trofektodermu. Aj ked’ je v sucasnosti

biopsia embrya celosvetovo preferovana, tato metéda ma urcité obmedzenia:

e Dbiopsia embrya sa moze vykonat’ iba v ur¢itom Stadiu delenia,

e Dbiopsia niekol’kych buniek moze viest’ ku geneticky nespravnej diagnoze — falosne
pozitivna/ negativna, v pripade mozaicizmu embryi,

e invazivne postupy by mohli byt nebezpecné pre reprodukény potencial embrya,

e invazivne postupy su drahé a ¢asovo narocné.

Z toho dbvodu je vysoky zdujem Stadii o pouzité kultivatné médium — spent culture
medium (SCM) ako alternativny zdroj embryondlnej DNA. ZvySujuci sa pocet Stadii uvadza
detekciu nebunkovej DNA v SCM a zdoraziiuje diagnosticky potencial neinvazivneho
preimplantacného genetického vySetrenia na baze SCM k hodnoteniu genetického stavu
Pudského embrya ziskaného v procese IVF (Brouillet et al., 2020). Ako najlepSia vol'ba pre
neinvazivne PGD sa javi detekcia volnej DNA (cf-DNA). Detekcia jadrovej DNA
a mitochondridlnej DNA v SCM T'udskych embryach pocas IVF otvara moznosti pomocou tejto

neinvazivnej techniky na vyvinutie nového pristupu PGD. Mnohé Studie detegovali cf-DNA

26



v SCM a vyhodnotili potencial genetického profilu vyvijajucich sa embryi. Cf-DNA sa vSak
nezistila v SCM v §tadiu zygoty. Bolo tiez preukazang, ze viacsie mnozstvo DNA je u embryi
s nepravidelnym delenim v porovnani s vysoko kvalitnymi embryami v pouzitom médiu
spojeny s uspesnym vysledkom implantacie (Yang et al., 2017). Malé¢ mnozstvo jadrovej DNA
s porovnatelne vys$sim mnozstvom mtDNA boli detegované v pouzitom kultivaénom médiu
(Hammond, 2017). V tejto stvislosti méze obsah DNA v SCM v kombinacii s morfologickou
znamkou predvidat’ potencidl blastocysty a vysledok implanticie. Yang et al., (2017)
preskiimali pritomnost” genomickej DNA amplifikdciou génov SRY na chromozoéme Y,
urcujucich pohlavie od 1. — 6. ditla v SCM pomocou PCR analyzy. Gén SRY sa UspesSne
amplifikoval v defi 3. — 6. v SCM, kde bol amplifikovany 189 bp produkt. Ziaden signal nebol
detegovany medzi 1. a 2. diiom v SCM. To poukazuje na to, ze kultivatné médium obsahuje
DNA fragmenty, pochadzajuce z moruly alebo blastocysty a poskytuje moznost' skriningu
génovych profilov detekciou SCM (Yang et al.,, 2017). Stigliani et al., 2013 potvrdili
pritomnost DNA v kultivaénom médiu embrya a demonstrovali, ze gDNA a mtDNA su
detekovatelné v sekretome. Vacsie mnoZzstvo DNA je uembryi s nepravidelnym delenim
v porovnani s vysokokvalitnymi embryami, ¢o naznacuje, ze profil DNA v kultivaénom médiu

je objektivnym znakom hodnotenia kvality embrya.

Profily DNA st vyznamne spojené s fragmentaCnou vlastnostou a pokrocilym vekom
pacientky. Fragmentacia je spolocnym znakom oplodnenych embryi in vitro. Fragment je
definovany ako extracelulirna membranovo viazana cytoplazmaticka Struktura, ktorda ma
u dvojdnového embrya priemer < 45 mm a u trojdiiového embrya < 40 mm. Pomocou
TimeLapse systétmu je viditeIné, ze k fragmentacii dochadza castokrat uz od prvého
mitotického delenia. Fragmenty sa mozu vyskytovat’ v miernom stupni fragmentacie alebo
rozsiahle fragmenty zahfiajice celé¢ blastoméry, ¢o spdsobuje zniZzeny pocet buniek a ich
dezorganizaciu. Rozsiahla fragmentécia je spojend s genetickymi abnormalitami ako napriklad
aneuploidita ¢i mozaika embrya. Stigliani et al., (2013) v ramci svojej Studie potvrdili, Ze
koncentracie DNA v kultivaénom médiu boli vyznamne spojené s rozsahom fragmentacie.
Kultivacné médium z fragmentovanych embryi malo vyssi obsah dsDNA a mtDNA ako

embryé s miernym stupiiom fragmentacie (5 %) (Stigliani et al., 2013).

5.5 Transkriptomika
Pouzitie transkriptomickej analyzy v reprodukénej medicine by mohlo zlepsit

pochopenie ddlezitych fyziologickych procesov alebo objavenie genetickych biomarkerov
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kvality oocytov a embryi, ako aj a vnimavosti endometria. Najbeznejsi pristup ku skiimaniu
génovej expresie spociva v kombindcii analyzy microarray s nédslednou kvantitativnou real-
time PCR. Technologia DNA microarray je nastrojom na stanovenie expresie génov v celom
genéme na urovni medidtorovej RNA (mRNA) a poskytuje zoznam potencidlne odlisSne
exprimovanych génov. Presnd kontrola génovej expresie pocas preimplataéného
embryonalneho vyvoja ma osobitny vyznam. V §tadiu prvej diferencidcie buniek prestava byt
embryo zavislé na zdedenych materskych transkriptoch a zafina sa expresia génov embrya

(Sills, 2015).

5.5.1 Mediatorova/ messenger RNA

Mediatorova/ messenger RNA je jednovldknova ribonukleova kyselina (RNA), ktora je
komplementarna k jednému zretazcov DNA génu. mRNA je typom RNA, ktorad opusta
bunkové¢ jadro a prechddza do cytoplazmy, kde dochédza k tvorbe proteinov. PoCas syntézy
proteinov sa ribozém pohybuje pozdiz mRNA, ¢ita sekvenciu baz a pomocou genetického kodu
prelozi kazdy triplet (kodén) do odpovedajuce;j aminokyseliny

(https://www.genome.gov/genetics-glossary/messenger-rna).

Génova expresia ma zasadnu ulohu pri koordinacii homeostatickych a metabolickych
mechanizmov pocas celého zZivota. Precizna kontrola génovej expresie pocas preimplantacie je

obzvlast’ dblezita vo faze vyvoja ako:

e Cas prvého delenia,

e aktivacia embryonalneho genomu,

e kompaktécia v stadiu moruly,

e tvorba blastocysty s diferenciaciou na trofektoderm a embryoblast (Corcoran et al.,

2005).

Biase et al., (2014) mali hypotézu, Zze zdsoba mRNA v oocytoch je spojena s vyvojom
embrya az do Stadia blastocysty. Na zaklade tejto hypotézy analyzovali transkriptom oocytu,
cielom ktorého bolo identifikovat gény exprimované v oocyte, ktoré koreluju s jeho
schopnostou vyvinut’ sa do Stadia blastocysty. Frakcia cytoplazmy oocytov bola podrobena
biopsii pomocou mikroaspiracie a uchovana k d’alSej analyze expresie. Oocyty boli chemicky
aktivované, kultivované individudlne a klasifikované podl'a ich schopnosti vyvijat’ sa in vitro
do S$tddia blastocysty. Analyza mikro€ipov prebiehala na mRNA extrahovanej z frakcii

cytoplazmy oocytov, pricom korelovala so schopnostou vyvinut’ sa do Stadia blastocysty —

28



kvalitny oocyt, alebo sa zastavilo v 8 — 16-bunkovom stadiu — nekvalitny oocyt. Expresia 4320
hodnotenych génov bola detegovana vo frakciach cytoplazmy, ktoré boli aspirované z oocytov
zrejucich in vitro. Klasifikacia génovej ontoldgie odhalila, Ze génova expresia bola spojena
s uritymi biologickymi procesmi ako spracovanie RNA, transldcia a metabolicky proces
mRNA. V oocytoch sa nachadzali gény, ktoré su dolezité pre molekularne funkcie RNA vézby
a aktivity translacného faktora. Bolo identifikovanych 29 génov s odliSnou expresiou medzi
dvoma porovnavanymi skupinami oocytov — dobra a zI4 kvalita. Obsah mRNA exprimovany
v oocytoch v $tadiu metafazy II ovplyviiuje aktivaciu embryonalneho gendomu a umoznuje
d’alsi vyvoj do Stadia blastocysty (Biase et al., 2014). Nastupom RT-PCR sa naskytla prilezitost’

pre analyzu génovej expresie embryi pocas ich vyvoja (Rappolee et al., 1988).

Stcasné Stadie poukazuju, ze in vitro kultivacia meni expresiu mRNA jednotlivych embryi
v priebehu raného vyvoja. Rozne kultivacné meédid in vitro vedl k odlisnému profilu génovej
expresie v blastocystach, o vedie k narusenému skorému vyvoju. Mozné dosledky in vitro
kultivacie sa tykajua modifikovaného modelu expresie mRNA a mali by poukézat’ na dlhodobé

klinické aspekty a zdravotny stav deti narodenych po IVF (Pfeifer et al., 2012).

Okrem pouzitého kultivatného média mézu génovi expresiu ovplyvnit’ aj samotné
podmienky kultivacie. Embrya reaguju na zmeny koncentracie kyslika zmenou expresie
glukozového transportéra-1 (Concoran et al., 2005). Blastocysty so zvySenym mnozstvom
mRNA je mozné vysvetlit adaptivnym mechanizmom embrya 2z mozného stresu
v modifikovanej  kultivacii v porovnani s fyziologickymi  podmienkami v zenskom

reprodukénom trakte (Pfeifer et al., 2012).

5.5.2 Malé nekédujice RNA a dlhé nekodujiice RNA

Povodnd ,,RNA rodina“ pozostidva z 3 hlavnych c¢lenov — transferovd RNA (tRNA),
ribozomédlna RNA (rRNA) a messenger RNA (mRNA). Tieto malé nekddujuice RNA boli
identifikované ako dolezité¢ negativne regulatory vo vyvoji a v procesoch dospelych buniek
zahfiajicich génova expresiu. Pokrocilda genomickd analyza odhalila dlhy zoznam
nekddujucich RNA (ncRNA), ktoré maji rdézne Ulohy v signalizécii, spracovani proteinov
a diferenciacii a st funk¢ne doleZzité na transkripénej a posttranskripnej trovni pre rdzne
bunkové procesy, ¢o mdze umoznit’ pohl'ad na mozné priciny zlyhania implantacie embrya po

IVF (Hossain et al., 2012, Timofeeva et al., 2019).
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Medzi nekodujuce RNA patri:

e maléd nukledrna RNA (snRNA),

¢ malé nukleolarna RNA (snoRNA),

e kratka regulacnd RNA (piwi-interagujica RNA — piRNA),

e endogénna mald interferujuca RNA (endo-siRNA),

e mikro RNA (miRNA) (Svoboda, 2017),

e dlhd nekddujuca RNA (IncRNA) — trieda RNA dlhsia ako 200 bp, ktord nekoduje
bielkovinovy produkt.

Spomedzi sncRNA ma vel’ky vyznam miRNA, malé endo siRNA a piRNA. Mikro RNA
si malé (priblizne 22 nukleotidov) nekodujice RNA, ktoré reguluji génovu expresiu
(Rosenbluth et al., 2014). MiRNA sa syntetizuji v granuléznych a kumularnych bunkéch
a vylucuju sa do folikularnej tekutiny (Timoteeva et al., 2019). Pritomnost’ a expresia miRNA
a génov na spracovanie mechanizmov miRNA v oocytoch a preimplantaénych embryéach
preukézala zapojenie miRNA do rastu a dozrievania oocytov cicavcov, skory embryonalny
vyvoj, diferenciaciu a implantaciu linie kmenovych buniek. Molekuly miRNA su zabalené do
malych vezikul, nazyvané exozdémy a nasledne vyluCovné do extracelularneho priestoru.
Zapuzdrené miRNA su chranené pred degradaciou, a mézu byt detekované aj po dlhsej dobe

(Hossain et al., 2012).

Biogenéza piRNA je v porovnani s miRNA a siRNA menej skimana. Podla udajov
sekvenovania novej generacie existuje niekol’ko tried piRNA (Houwing et al., 2007). piRNA 1.
triedy su produkované zoskupenim genetickych lokusov. Dochadza k Stiepeniu ciel'ovej
skupiny transpozénu RNA, sprostredkované piwi proteinom piRNA II. triedy. Posledna
skupina piRNA pochadza zroéznych gendémovych oblasti, ktoré zahfiiaju tri primarne
neprelozené oblasti niektorych mRNA. To poukazuje na to, ze piRNA mo6Zzu regulovat’ uroven
genémove]  expresie okrem udrzania chromozomalneho preSmyku potlacenim
transponovatelného prvku. Model amplifikdacie piRNA a neutralizicia transpozonov sa
vyskytuji prostrednictvom ping-pongového mechanizmu v zdrodo¢nych bunkach. Bolo
preukdzané, Ze miRNA, piRNA asiRNA su nevyhnutné pri aktivacii gendomu embrya

(Timofeeva, 2019).
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Mala interferujica nekédujuca RNA (siRNA) patri do triedy dvojvlaknovych RNA,
dlha 20-27 nukelotidov, podobnd miRNA, ktora posobi v rdmci interferencie RNA dréhy.
Zasahuje do expresie Specifickych génov s komplementarnymi nukleotidovymi sekvenciami
degradaciou mRNA po transkripcii a zabranuje translacii. siRNA je komplexom mechanizmov,

ktoré reguluju génovl expresiu prostrednictvom malych molekul RNA (Lagana et al., 2015).

Dlha nekodujica RNA nekdduje proteiny dlhs§ie nez 200 nukleotidov, a predstavuje
vel'kll a r6znorodu triedu nekddujuce;] RNA (Zhong et al., 2018). Ich biogenéza je podobna
mRNA, vratane kontroly transkripcie a posttranskripéného spracovania. KedZe niektoré
IncRNA sluzia ako prekurzory pre malé nekddujuce regulaéné RNA v tlmiacich drahach RNA,
obidva typy nekodujucej RNA sa skumaji spolo¢ne (Svoboda, 2017). Pokroky v sekvenacii
RNA a vypoctovej technoldgii umoznili bezprecedentntl analyzu tychto transkriptov. Analyzy
genomu identifikovali viac ako 9000 T'udskych dlhych intergénnych nekodujucich RNA
(lincRNA). Jia-jun Qiu et al., (2016) identifikovali 421 novych IncRNA v §tadii na stanovenie
expresie urovne vsetkych génov v l'udskych embryach v pociatoénom S§tadiu, priCom su
exprimované vo vyvojovom S$tadiu a mo6zu regulovat’ génovu transkripciu v cis forme

v I'udskom embryu (Jia-jun Qiu et al., 2016).

Aktivacia genomu je vyvojovym obdobim, v ktorom sa degraduje materskd mRNA
a aktivuje sa embryondlna transkripcia. Prestavba chromatinu, obklopujuceho nukleozoémy,
vratane repozicie nukleozémov a posttranslacnej modifikacie histonov sa zhoduje s aktivaciou
embryondlneho gendému a vedie k expozicii poc¢iatocnych miest transkripcie génov zygoty.
V stadii bolo preukazané, ze IncRNA mozu regulovat’ remodeldciu chromatinu, nabor RNA
polymerézy II a stimulovat’ aktivaciu gendmu regulaciou zhromazd’ovania nukleozomov (Jia-

jun Qiu et al., 2016).
Nekddujuce RNA a embryo

Prechod oocytu do embrya je proces, pocas ktorého je oocyt oplodneny a stdva sa z neho
vyvijajuce embryo. Zahfnia prvé vel'ké preprogramovania gendmu v Zivote organizmu, kde sa
remodeluje génova expresia, ktora vedie k diferenciacii oocytov, aby sa stanovila totipotencia
v blastomérach skorého embrya. Tato remodeldcia zahffia degradaciu materskej RNA

a aktivaciu gendému zygoty (Svoboda, 2017).

Analyza IncRNA a protein-kodujacich mRNA ukazuju, ze IncRNA st pritomné od zaciatku

vyvoja ludskych embryi a stdvaji sa dominantnou kategériou transkriptov po aktivacii
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embryonalneho gendmu. Ked’Ze su IncRNA detegované pocas skorého embryonalneho vyvoja,
mohli by predstavovat kandidatske markery aktivacie embryondlneho genomu. DIlhé
nekoddujuce RNA su sucast'ou dynamickych zmien v expresii transkriptomu, ktoré sa vyskytuja
pocas vyvoja l'udského embrya, a ktoré prispievaju k dramatickym morfologickym zmenam

pocas vyvoja (Bouckenheimer et al., 2016).
Nekodujuce RNA v kultivaénom médiu

V nedavnej dobe bol navrhnuty novy pristup k neinvazivnemu skriningu pouzitého média,
v ktorom prebiehala kultivacia embrya. Zahfna detekciu miRNA priamo v médiu pouzitého pri
kultivacii embryi. Malé nekodujice RNA, napr. miRNA je dolezitd pre embryogenézu a vyvoj.
Pritomnost miRNA bola detegovana takmer vo vietkych telovych tekutinach vratane siz, krvi,
mocu, materského mlieka a ejakulate ¢i v médiu na kultivaciu buniek. Extracelularna miRNA
je vel'mi stabilna a odolna voci degradacii. V pouzitom kultivaénom médiu su pritomné latky,

ktoré mozno rozdelit’ do 3 hlavnych skupin:

e prelozené proteiny zo Specifickych produktov génovej expresie buniek (proteomika),
e konecné produkty biologickych procesov buniek (metabolomika),
e negativne regulatory génovej expresie na baze RNA (ncRNA), ktor¢ sa preukazali ako

extracelularne stabilné (Redgaard et al., 2015).

Analyza tychto molekul je néarocnd, pretoze sa v kultivatnom médiu nachadzaja
v obmedzenom mnozstve, a preto su tieto metody vysoko citlivé. Celkovy objem kultivacného
média predstavuje priblizne 25 pl na jedno embryo, resp. 400 —500 pl pri skupinovej kultivacii.
Identifikdcia miRNA sa vyrazne zvysila, ¢o viedlo k dvom S§tudiam, publikovanych v roku
2014, ktor¢ tvrdia, ze embrya skutocne vylu€uji miRNA do kultivatného média, a ze profil
miRNA by sa mohol pouzit’ ako biomarker na predpovedanie uspeSnosti prenosu embrya
(Reodgaard et al., 2015). Rosenbluth et al. (2014) Studovali 754 T'udskych miRNA a zistili, ze
miR-372, miR-191 a miR-645 sa exprimovali rozdielne 5. deii medzi SCM, ktoré mali Gispesné
vysledky tehotenstva a SCM, ktoré neviedli k tehotenstvu. Zistilo sa aj to, Ze miR-191 sa
vyskytovala vo vySSich koncentraciach v SCM aneuploidnych embryi v porovnani
s euploidnym embryom. Z viacerych vzoriek sa zistilo, ze miR-645 je nedetekovatel'na
v médidch z niekol’kych zdravych embryi a vysSie hladiny expresie miR-645 korelovali s

negativnym vysledkom tehotenstva (Rosenbluth et al., 2014).
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Analyza mikroRNA z SCM predstavuje neinvazivny spdsob odliSenia zivotaschopnych
a nezivotaschopnych embryi. VSeobecny zaujem o detekciu miRNA ako biomarkera
zivotaschopnosti embryi rychlo rastie aurychluje tak vyvoj novych a citlivejSich metod
detekcie miRNA. Kvantitativna polymerazova retazova reakcia (qPCR) je rychla, relativne
lacnd analyza a mdéze byt pouzitd aj v pripade malych mnozstiev analyzovanej vzorky
(Redgaard et al., 2015).
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6 Zaver

Selekcia vhodného embrya na embryotransfer je v sucasnej dobe jeden z limitujucich
krokov v procese in vitro fertilizacie. Time-lapse monitoring ¢i preimplatacnd geneticka
diagnostika, povazovana za invazivnu analyzu, neprinasaji o¢akavané vysledky, a implanta¢ny
potencial transferovanych embryi nedosahuje 30 %. Stadium kultivaénych médii embryi sa

v sucasnosti javi ako perspektivny ukazovatel’ potencialu embryi.

Predlozend bakalarska praca sumarizovala Glohu a vyuzitie nukleovych kyselin v rdmci
molekulovych a reproduktomickych technik v IVF procese. Praca poukéazala na publikované
rozdiely v obsahu mtDNA medzi jednotlivymi blastomérami jednoho embrya, pricom zvySeny
pocet mtDNA kopii bol preukazany u aneuploidnych embryi, ktoré generuju starSie pacientky
v stvislosti s ovaridlnou rezervou pacientky, BMI, stimulaénym protokolom ¢i fajéenim.
Rovnako sa venovala profilu DNA a nekodujucich RNA v pouzitom kultivaénom médiu ako

objektivnemu znaku hodnotenia kvality embryi, po ich secernécii.

Préca preukazala, ze hodnotenie kvality embryi pomocou neinvazivnych technik mé vel'ka
perspektivu v budicnosti pri vybere viabilného a kvalitného embrya, jeho nasledného

uspesného IVF procesu a predidenia samotného implanta¢ného zlyhania.
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7 Z.oznam skratiek

ApoAl
ATP
BMI
CGH
CO2
CXCL13
DNA
endo-siRNA
EDTA
gDNA
GM-CSF
GV
HDL
HSA
ICSI
IL-6
IMSI
IVF
IcRNA
lincRNA
MACS
MI

MII

apolipoprotein Al

adenozintrifosfat

Body Mass Index

komparativna gendmova hybridizacia

oxid uhlicity

chemokinovy ligand 13

deoxyribonukleova kyselina

endogénna kratko interferujtica ribonukleova kyselina
etyléndiamintetraoctova kyselina

genomicka deoxyribonukleova kyselina
granulocytarny makofagokolonovy - stimulujtci faktor
germinativna vezikula

lipoprotein s vysokou hustotou

I'udsky sérovy albumin

intracytoplazmaticka injekcia spermie

interleukin-6

intracytoplazmatickd morfologicka selekcia spermii
in vitro fertilizacia

dlha kodujuca ribonukleova kyselina

dlhd intergénna nekddujuca ribonukleova kyselina
magneticky aktivovana selekcia spermii

metafaza [

metafaza [1
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mRNA medidatorova ribonukleové kyselina

miRNA mikro ribonukleové kyselina

mtDNA mitochondrialna deoxyribonukleova kyselina
MSS mikrofluidny ¢ip

NIR blizkej infradervenej spektroskopie

PICSI preselektovand intracytoplazmaticka injekcia spermie
PCR polymeréazova retazova reakcia

PGD preimplatacné genetické vySetrenie

PGF2r prostaglandin F2 receptor

piRNA kratka regulacné piwi ribonukleova kyselina
RNA ribonukleova kyselina

SCM pouzité kultivaéné médium

snRNA malé nukledrna ribonukleova kyselina

snoRNA malé nukleoldrna ribonukleovéa kyselina

SRY oblast’ chromozomu Y zodpovedajuca za pohlavie
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8 Zoznam ilustracii

Obréazok 1 Oocyt v stadiu metataza IT (MIL) .....ccoviiiiiiiiiieiie e 10
Obrazok 2 Oocyt v Stadiu metafdza I (IMI) ......coocviiiiiriiiiieiiiiee et 11
Obrazok 3 Oocyt v stadiu germinativinej vezikuly (GV).......ccoceviviiiiiiieiiiiiiieeeiiee e 11
Obrazok 4 Pronuklearne stadium — dve prvojadrd............eeeeeviiiiiiiiiiee e 13
Obrazok 5 Early cleavage Staddium — dvojbunkoveé Stadium...........ccceeeeeviiiiienniiiieeeniiieeees 14
Obrazok 6 Embryo v Stvorbunkovom Stadit ............eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 14
Obrazok 7 Embryo v osembunkovom StAdiU..............ceeeieiiiiiiiiiiiiiieeeeeieiiieceee e 14
Obrazok 8 Stadium kompaktovanej MOTULY ............cocoovoveveviueeeeeeeeeeeeeee oot 15
Obrazok 9 Stadium expandovanej bIAStOCYSLY .............cvoveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
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