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Abstrakt:

Cilem této prace je srovnani jednotlivych metodik kryoprotekce lidskych oocytll z pohledu
jejich preziti a uspésnosti nasledného procesu mimotélniho oplodnéni. Tato prace shrnuje,
jaky vliv ma maturace oocytu, charakterizovana stavem déliciho vieténka, chromozom( a
pélového téliska na Uspésnost umélého oplodnéni standardnich (Cerstvych) i vitrifikovanych
oocytl. Ziskané poznatky povedou k lepSimu pochopeni vztahl mezi stavem oocytl a
konkrétnimi postupy in vitro fertilizace a kryoprotekce. Kone¢nym, aplika¢né zajimavym cilem
bude ndvrh optimalizace metodik prace s oocyty tak, aby pravdépodobnost jejich uspéchu v
IVF cyklu byla co nejvétsi.

Klicova slova:

oocyt, vitrifikace, in vitro maturace (IVM), délici vieténko, chromozomy, asistovana
reprodukce (AR)

Abstract:

The aim of this work is the comparison of cryoprotection methods for human oocytes
regarding their survival rate and subsequent success in in vitro fertilization. This work
showed the effect of oocyte maturation characterized by the state of the meiotic spindle,
chromosomes and polar body on the success of in vitro fertilization of standard (fresh) and
vitrified oocytes. The acquired knowledge will lead to a better understanding of the
relationships between the state of oocytes and specific in vitro fertilization and
cryoprotection procedures. The final, application-interesting goal will be to propose the
optimization of methods for working with oocytes so that the probability of their success in
the IVF cycle is as high as possible.
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Seznam zkratek

IVF in vitro fertilizace

IVM in vitro maturace

OPU ovum pick up

GV germinal vesicle

M metafaze |

Ml metafaze Il

PCO polycystic ovary syndrome
OHSS ovarian hyperstimulation syndrome
CPA cryoprotectant agent

MTOC microtubule-organizing center
mMRNA messenger RNA

ICSI intracytoplasmic sperm injection
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1 Uvod

Dlouhodobé uchovavani bunék a tkani za nizkych teplot je tradi¢ni a standardné
pouzivany postup. Skutec¢né dlouhodobé uchovani (kryoprotekce) oviem vyzaduje ochlazeni
biologického materidlu az k teplotam kapalného dusiku (-196 °C). P¥i téchto nizkych teplotach
nedochdzi k Zzadnym znamym biologickym reakcim. Zejména v posledni dobé hraje
kryoprotekce bunék klicovou roli v regenerativni mediciné a v procesu umélého oplodnéni.
Dlouhodoba kryoprotekce tkani, pripadné celych organ, je zatim predevsim vyzvou pro cely
obor kryobiologie.

V asistované reprodukci hraje kryoprotekce bunék klicovou roli, nebot umozriuje
skutec¢né dlouhodobé uchovavani spermii, oocytli i embryi a tim jejich efektivnéjsi vyuZziti.
Vzhledem ke stoupajici mife neplodnosti a narlstajicimu mnozstvi mladych onkologickych
pacientek, se neustale zvysSuji pozadavky na umélé oplodnéni, zahrnujici dlouhodobé
uchovavani embryi i gamet, s maximalnim udrZenim jejich pfirozenych funkci a vlastnosti.

Kryoprotekce oocytl je vyhodnda zejména pro Zeny, které nemaji trvalého partnera.
Reprodukéni potencial Zeny se vyrazné snizuje po dosazeni 35. roku Zivota, kdy vyrazné klesa
pocet a kvalita maturovanych oocytl v IVF cyklu. Kryoprotekce oocytl v mladém véku maze
tedy zvysit nadéji na pozdéjsi poceti (Mertes a Pennings 2011). Zaroven muze kryoprotekce
oocytl eliminovat specifické problémy spojené s ndboZenstvim a etikou, které nastavaji pri
kryoprotekci embryi. Z embryi, ziskanych v jednom cyklu, je totiz typicky zavedena do délohy
pacientky jen cast. Zbytek embryi je pak ddle uchovavan jen v pfipadé specifického prani
pacientky.

Vliv na Uspésnost oplodnéni kryoprotektovanych oocytd mda kromé specifické
kryoprotekéni metodiky stav, ve kterém je oocyt zmrazen. V soucasnosti se hledaji parametry,
pomoci kterych lze uréit vhodnou dobu pro zamrazeni oocytu. Relevantni se ukazuje zejména
stupenn maturace oocytu, ktery je kvantifikovatelny pomoci pozorovani pélového téliska,
déliciho vieténka a dynamiky vzajemné pozice pélového téliska a déliciho vieténka (viz obr.1).
Délici vieténko je velmi vyznamny objekt, ktery mlzZe byt vitrifikaci ohroZzen a jehoz defekty
mohou zpUsobit nespravnou segregaci chromozomu a naslednou zménu ploidie chromozomu
oocytu ¢i jeho Uplnou smrt. Na stav oocytll po rozmrazeni ma vyznamny vliv stupen maturace,
ve které se oocyty nachazeji tésné pred mrazenim.

Uspédnost kryoprotekce oocyt(l velice zaleZi na detailech zvoleného postupu. Cilem

této prace je srovnani jednotlivych metodik kryoprotekce lidskych oocytl v ramci procesu
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mimotélniho oplodnéni a to z pohledu komplexni Uspésnosti (preZiti, utilizace). Dale pak prace
ukazuje, jaky vliv ma maturace oocytu, charakterizovana stavem déliciho vieténka, a pélového
téliska na Uspésnost umélého oplodnéni standardnich (Cerstvych) i rozmrazenych oocytd.
Klicové jsou predevsim takové parametry, které v ramci klinické praxe umozni stanovit, kdy je

dany oocyt vhodny pro fertilizaci, pripadné mrazeni.

Obrazek 1: Zralé lidské oocyty pred oplodnénim, fotografie z optického mikroskopu. Ziskdno
v Centru asistované reprodukce, autor: O. Tepla, VFN, Praha, 2019.



2 Stavba lidského oocytu

Lidsky oocyt je nejvétsi bunka téla, kterd vznikd redukénim meiotickym délenim -
oogenezi. Obsahuje stejné struktury, které se vyskytuji ve vSech télnich burikdch. Kolem
oocytu se utvafi zona pellucida, kterd zodpovidd za polyspermaticky blok. Pod
cytoplazmatickou membranou (oolemou) se pak nachazi kortikalni granula, kterd po priniku
spermie do oocytu méni vlastnosti zona pellucida. Kumularni bunky, sdruzujici se nad zona
pellucida, slouzi jako ochrana pred poskozenim, maji vyzivovaci a signaliza¢ni funkci a také
regulacni roli v rdmci oplozeni.

V této préaci bude pro lepsi pochopeni uveden kratky popis vySe zminénych struktur.
Zona pellucida je nebunécny glykoproteinovy obal, ktery obklopuje cytoplazmatickou
ZP3, protoze jeho cukerné zbytky jsou zodpovédné za rozpozndni vajicka spermii. Obal si oocyt
syntetizuje sdm, béhem rlstové faze a zajistuje si tim nejen obranu pred polyspermii, ale i
mechanickou ochranu. Tloustka zona pellucida se lisi u fertilizovanych (16,6 * 3,2 um) a
nefertilizovanych oocytl (18,9 + 4,0 um). U Zen, které v daném IVF cyklu otéhotnély, byla
zjiSténa u oocytl, zygot a nasledné transferovanych embryi vyznamné uzsi zona pellucida nez
u Zzen, které neotéhotnély (K. Kfizanovska et al. 2002).

Kortikalni granula je organela specificka pro zraly oocyt nachdzejici se pod ooplazmou.
Vezikuly obsahuji protedzy, peroxidazy, mukopolysacharidy a hyalin. Po proniknuti spermie se
spusti exocytdza granul (jinak kortikalni reakce), ¢imz dojde k vyliti jejich obsahu do prostoru
mezi oolemou a zona pellucida. To zpUsobi zménu struktury zona pellucida a dalsi spermie se

nemohou navazat.

3 Oogeneze a folikulogeneze

Oogeneze je proces formovani samicich gamet, zahrnujici diferenciaci oocytu
z oogonie a nasledné meiotické déleni. Tento komplexni proces je zahajen jiz v prvni poloviné
fetalniho vyvoje v ovaridlnich folikulech plodu. Pfed narozenim je vSak proces zastaven a
primarni oocyty setrvavaji ve fazi dictyotene, tedy v pozdni profazi prvniho meiotického
déleni, az do nastupu puberty. Oogenezi Ize rozdélit do 2 etap a to: periody mnozeni (mitdza)
a redukéniho déleni (meidza).

Folikulogenezi Ize definovat jako postupny vyvoj a rast ovaridlniho folikulu od stadia

primordialniho po Graaflv folikul. Zahrnuje fazové zavislou expresi intraovaridlnich rlistovych



faktor( a jejich receptor(, které reguluji proliferaci a diferenciaci granuléznich a theca bunék
(Gougeon 1986; Shimasaki et al. 2019).

Proces je zahajen jiz v raném embryonalnim vyvoji a Uzce souvisi s oogenezi, protoze
vyvijejici se oocyty jsou soucasti primordialnich folikull, které jim zajistuji ochranu a vyZivu a

zaroven béhem ovulace dochazi k uvolnéni zralého oocytu z Graafova folikulu.
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Obrazek 2: Popis oogeneze a folikulogenze. Vyvoj oocytu od oogonie az po sekundarni oocyt
a nasledné oplozeni spermii. Primordialni folikul se vyviji v antralni, ktery po ovulaci praska a
stava se Zlutym téliskem. Upraveno dle URL1.

4 Metody
4.1 Invitro fertilizace

In vitro fertilizace (IVF) je metoda asistované reprodukce a zahrnuje soubor [é¢ebnych
postupd, pfi kterych jsou zarodecné buriky Zeny (oocyty) oplozeny spermiemi partnera nebo

darce mimo télo Zeny — jednd se o mimotélni oplodnéni. Tato |é¢ba patfi mezi zakladni metody



umélého oplodnéni. Proces IVF zacind hormonalni stimulaci Zeny, ktera je nutnd k ziskani
vétsiho poctu oocytl, nez pfi pravidelném ovulaénim cyklu. IVF se nejcastéji aplikuje u paru,
které nemohou pocit pfirozenou cestou. Mezi pticiny Zenské neplodnosti patfi: anovulace,
polycystické vajecniky, endometri6za a imunologicky faktor. U muzld to jsou
pre/posttestikularni a testikularni, imunologické a genetické priciny. | presto, Ze se jednd o
velmi UspéSnou metodu, kterd ma Uspésnost v jednom cyklu zhruba 20 % az 30 %, jsou zde
faktory, které uspésnost ovliviiuji, a to zejména vék zeny (Kupka et al. 2014; Smith et al. 2015;
Fauser 2019). Smith a kol. (2015) sledovali zavislost mezi vékem Zeny a Uspésnosti IVF a ziskali
nasledujici vysledky: u Zen pod 40 let byla Uspésnost 32,3 % po jednom IVF cyklu, u Zen ve
véku 40 - 42 let uspésnost klesla na 12,3 % na jeden cyklus a u Zen nad 42 let byla UspéSnost
pouze 4 %. Klemetii a kol. (2007) uvadi, Ze starsi Zzeny (40 let a vice) podstoupily 1,4krat vice
cykll IVF, nez Zeny mladsi (méné nez 30 let).

Vék Zeny md bezesporu vyznamny vliv na kvalitu, resp. dynamiku maturace oocytu (Al-

Obaidi, Mahdi, a Alwasiti 2018). Tyto buriky se totiZ po narozeni Zeny jiz dale nedéli a zUstavaji
uloZzeny ve vajecnicich, kde starnou spolecné sZenskym télem. Dale jsou také oocyty
vystavovany vnéjsim faktortim, které maji vliv na jejich kvalitu.
Na rozdil od pfirozeného cyklu, kdy se z Graafova folikulu zpravidla uvolfiuje pouze jeden zraly
oocyt, se pfi IVF hormonalné stimuluji vajecniky za ic¢elem co nejvétsiho zisku zralych oocytd,
¢imZ se zvySuje Sance na uspésné oplozeni. Délka stimulace zavisi na zvoleném typu
stimulaéniho protokolu, ktery se vybira podle vysledku hormonadlniho vySetfeni a véku Zeny.
Kliniky asistované reprodukce vyuzivaji nej¢astéji 4 typy protokoll. Naivni — pfirozeny cyklus
IVF, pfi kterém nedochazi k hormonalni stimulaci a je odebran pouze jeden oocyt. Kratky
protokol s minimalni stimulaci, ktery je Setrny, a Zené jsou podavany nizké hladiny
gonadotropinl nebo antiestrogen(. Dlouhy stimulaéni protokol s antagonisti ¢i agonisty zcela
tlumi funkci hypofyzy a dozrani folikull je fizeno uméle.

Dalsi fazi je odbér oocytli (OPU), ktery probiha v kratké celkové narkéze po predeslém
ultrazvukovém nebo hormonalnim vysetfeni. Jehla se zavadi pochvou pod ultrazvukovou
kontrolou a z folikuli jsou odebrany oocyty spolecné s folikularni tekutinou. Ndasledné se
oocyty s kumularnimi bunkami z folikularni tekutiny vybiraji a transferuji se do Zivné tekutiny.
Nezbytné dllezZité je oocyty udrzovat v teploté 37 °C, jelikoz pokles teploty by mohl znamenat

jejich poskozeni.



V dobé odbéru lze optickym mikroskopem odliSit oocyty pouze v zakladnich
maturacnich stadiich: 1. GV oocyt (germinal vesicle) obsahuje velké jadro a byva obklopen
malym, kompaktnim kumulem, 2. Ml oocyt (metafaze |) po rozpadu jadra je chromatin
organizovany v chromozomech, nemd pélovou burku, kumulus oocytu je expandujici, 3.
oocyty s viditelnou pdélovou burikou (tzv. prvnim pdlovym téliskem) mohou byt v telofazi |,
profazi Il, nebo v konecné metafazi Il. Pro Uspésnou fertilizaci je nejlépe pouZit oocyty v
metafazi Il, kdy jsou zralé, tzv. ovula¢ni. Maji vieténko s chromozomy, vydélené 1. pdlové
télisko v perivitelinnim prostoru a expandovany rosolovity kumulus. V tomto stadiu MIl oocyty
pfirozené setrvavaji do doby oplozeni.

Po 3 aZ 6 hodinach se k odebranym oocytlim ptidavaji spermie, tentyz den odebrané.
Jejich pocet se pohybuje okolo 100 000 na jeden oocyt. Vin vitro podminkdch dochazi
k samovolnému oplozeni a po 14 az 16 hodinach se kontroluje kvalita embryi. Zygoty s vice
nez dvéma prvojadry a neoplodnéné oocyty jsou odebrany a u zbylych embryi se ¢ekd, nez se
vyvinou do stadia 4 bunék, tedy stadia zpUsobilého k embryotransferu. Vétsinou se kultivace
prodluzuje az do stddia blastocysty, ¢imZ se zabranuje transferu embryi s patologiemi.

ultrazvukové vysetreni pro potvrzeni téhotenstvi.

4.2 Umeéla maturace oocytu (IVM)

Jednd se o metodu asistované reprodukce, u které nedochazi, na rozdil od IVF,
k hormonalni stimulaci vaje¢nikll. To znamen3, Ze je pro organismus Setrnéjsi a je vhodna
zejména pro onkologické pacientky a Zeny, které maji syndrom polycystickych ovarii (PCO) a
ovarialni hyperstimulaéni syndrom (OHSS). IMV lidskych oocytli byla poprvé popsana v roce
1965 a uspésné téhotenstvi a donoseni nasledovalo roku 1989 (Cha et al. 1991).

Jednd se o zdlouhavy proces, béhem kterého se oocyty stavaji kompetentni k fertilizaci
a nasledné embryogenezi (Fasano, Demeestere, a Englert 2012). Nezralé GV oocyty jsou
odebirdny a prenaseny do kultivacniho média, ve kterém maturuji idedlné do stadia MIl.
JelikoZz je zrani oocytl komplexni biologicky proces a neni snadné jej v laboratornich
podminkach napodobit, je UspéSnost IVM pomérné nizka.

In vitro maturace oocytl je vhodna pro Zeny, které nemohou podstoupit hormonalni
stimulaci vaje¢nikl z divodu jejich poskozeni nebo patologii ¢i vlivem onkologické 1écby.
Zaroven zvysSuje Sanci Zenam, které hormondlni stimulaci podstoupily, ale ne vSechny
odebrané oocyty byly ve stadiu MIl. Ze studii vyplyva, Ze 15 - 20 procent oocytl odebranych
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od hyperstimulovanych Zen je nematurovanych (Smitz a Cortvrindt 2004; Mohsenzadeh et al.

2012).

4.3 Kryoprotekce oocyti

Pro kryoprotekci oocytl se historicky pouZivaly techniky pomalého mrazeni a rychlého
mrazeni (vitrifikace). V obou technikdch mrazeni maji zasadni vyznam kryoprotektanty (CPA),
které jsou soucasti mrazicich roztokuU. Jejich role spociva ve sniZzovani bodu tuhnuti roztoku a
v redukovani ¢i prevenci tvorby ledovych krystalll ve vodnych roztocich. CPA musi spliovat
urcité podminky, jako je vysokd rozpustnost ve vodé pti nizkych teplotach, nizka toxicita,
snizovani bodu tuhnuti roztoku (Mazur 1980; Muldrew et al. 2004). Kryoprotektanty mizeme
rozdélit podle jejich schopnosti prochazet bunéénou membranou a vstupovat do cytoplazmy
na prostupujici a neprostupuijici, priéemz materidly, obecné nejpouzivanéjsi pro kryoprotekci
bunék, jsou: dimethylsulfoxid (DMSO), etylenglykol (EG), propylenglykol (PROH), sachardza,
trehaldza a glycin. V posledni dobé se znacna pozornost vénuje kryoprotektantlim ovliviiujicim
kinetiku krystalizace ledu (napf. nemrznouci proteiny, malé nebo polymerni inhibitory
rekrystalizace ledu). Charakteristickym rysem téchto materialll je to, Ze zpUsobuji tepelnou
hysterezi - snizuji bod tuhnuti systému, aniz by ovliviiovaly nebo dokonce zvySovaly jeho
teplotu tani (Kratochvilova et al. 2017).

Historicky se pouzivala celd rfada technik mrazeni oocytl a specifické modifikace
protokoll se provadély na empirickém zakladé. Po Uspésich s pomalu mrazenymi embryi se
zacalo uvaZzovat nad kryoprotekci oocytl (Trounson a Mohr 1983; Zeilmaker et al. 1984). Prvni
téhotenstvi a nasledny Uspésny porod z pomalu mrazenych MIl oocytl probéhly roku 1986
(Chen 1986). Navzdory tomuto Uspéchu, pomalu mrazené oocyty vykazuji nizky fertiliza¢ni
potencial (Lasala et al. 2006). To je zpUsobeno velkou senzitivitou vybranych struktur oocytd
(délici vieténko, membrana) k postupné se snizujicim teplotdm. Zarovernt béhem pomalého
mrazeni nedojde ke vzniku skelné faze jako pfi rychlém mrazeni, a naopak dojde k tvorbé
ledovych krystal( (Van der Elst 2003). Tento problém vyresila pomérné nova metoda rychlého
mrazeni (vitrifkace), kdy prvni narozeni z vitrifikovanych oocytl bylo oznameno v roce 1999
(Kuleshova et al. 1999). Dlouhou dobu byla vSak tato metoda povaZzovdna za experimentalni,
od roku 2013 je vitrifikace schvdlena pro vyuziti v klinické praxi a je v soucasnosti v praxi
prevazujici technikou.

Pfidanim PCA do vnéjSiho prostiedi oocytu se vyrazné zvysSi jeho osmolarita. Na
rozdilné osmotické prostredi uvniti a vné oocyty reaguji difuzi vody do vnéjsiho prostiedi a
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opacné kryoprotektanty vstupuji z vnéjsiho prostiedi do oocytl. Cely proces se zastavi ve
chvili, kdy dojde k vyrovnani koncentraci PCA uvnitf a vné oocytll (Pegg 2007). Pfitomnost
kryoprotektant(l snizuje objem ledové faze ve zmrazeném materidlu. Vzhledem k tomu, Ze
oocyty maji kulovy tvar, tak jejich pomér povrchu k objemu je pouze 0,05 (Gilmore et al. 1997).
To znamen3, Ze na rozdil od spermii které jsou mrazeny bez problémd, potfebuji oocyty vice
¢asu k vyrovnani osmotickych tlakl (Fuller a Paynter 2004).

Technika pomalého mraZzeni kombinuje fizenou rychlost mrazeni s nizkou koncentraci
kryoprotektantl, coZ je spojeno s nizsi toxicitou. ProtoZe se predpoklada, Ze bunécny
metabolismus klesa pFiblizné o 50 % za kazdych 10 °C sniZeni teploty, toxicita je omezena tim,
Ze koncentrace kryoprotektantl a dalSich rozpusténych latek se zvysuji az poté, co byla burika
ochlazena na teploty, pfi kterych je metabolismus pomérné pomaly. Jak jiz bylo uvedeno vyse,
je zde vsak zvySené riziko vzniku ledovych krystal(, které mohou zpUsobit poskozeni ¢i smrt
burnky (Mazur 1963).

Vitrifikace kombinuje vysokou koncentraci PCA s extrémné vysokou rychlosti mrazeni.
Diky vysoké koncentraci kryoptotektant( (typicky cukry) dojde k rychlému vycerpdni vody z
oocytu v ramci vyrovnavani tlakl vné a uvniti oocytu a pak jsou burnky ponoreny primo do
tekutého dusiku. Ochranou pred tvorbou ledovych krystal( je pravé vysoka rychlost chlazeni
a vysoka koncentrace kryoprotektantd — oboji komplikuje standardni vznik a rast krystal( ledu,
a naopak umoznuje realizaci skelného fazového prechodu z kapalné do pevné faze, coi
minimalizuje poskozeni oocytl extracelularnim i intraceluldarnim ledem. Pokud se totiz voda
ochlazuje pomalu, dojde k postupnému zpomalovani pohybu jednotlivych ¢asti jejich molekul.
PFi sniZzovani teploty se vibrace molekul vody (fonony) postupné tlumi, az dojde k fixaci
vzajemnych poloh molekul vody do pravidelné krystalové struktury/ledu — voda ma cas
zkrystalizovat. Naopak, pfi velmi rychlém sniZovani teploty se s vysokou pravdépodobnosti
zastavi pohyb molekuly vody v polohach, které neodpovidaji krystalickému usporadani — voda
nema cas zkrystalizovat a molekuly zatuhnou v pozicich, blizkych tém, které zastavaly v
kapaliné. Procesu krystalizace obecné napomahaji necistoty, resp. nukleacni jadra. Naopak,
teplotu krystalizace snizuji a proces krystalizace vody komplikuji standardné uzZivané
kryoprotektanty (Kratochvilova et al. 2017).

V soucasnosti je ¢im dal vétsi snaha o zdokonaleni vitrifika¢nich protokoll. Bézné se pfi
vitrifikaci vyuZiva jednoho ¢i kombinace 2 kryoprotektantl ve vysokych koncentracich. Ke
snizeni toxicity a zabranéni poskozeni oocytll mize prispét snizeni objemu vitrifikacniho
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média. Nikde vSak neni uvedeno, jaké mnoZstvi objemu roztoku je povazovano za ,,minimum®.
Arav A. a kol. (1993) vynalezli metodu minimalni velikosti kapky, pfi které se vyuziva
k vitrifikaci 0,1 ul roztoku. Velkym benefitem této metody je snizeni koncentrace
kryoprotektantd aZz o 50 % oproti tradi¢nim protokolim.

Vitrifikace vyuZiva dvou zpUsobl uskladnéni vzork( v tekutém dusiku: uzavieného a
otevieného systému. Rozdil spociva v pfimém kontaktu s tekutym dusikem (NLy, -196 °C).
Uzavieny systém je charakteristicky tim, Ze vzorky jsou pred kontaktem s tekutym dusikem
uzavieny do obalu. V kontrastu k tomu, otevieny systém spociva v pfimém kontaktu oocytl a
NL.. V dnesni dobé se Castéji pouzivaji oteviené systémy, jelikoZz uzaviené systémy jsou
obecné spojeny s nizsi rychlosti ochlazovani/zahfivani, coz mlze sniZovat laboratorni a klinické
vysledky (Vajta, Rienzi, a Ubaldi 2015). Oproti uzavienému systému ma vSak otevieny
nevyhodu mozné kontaminace patogeny obsazenymi v tekutém dusiku. Tomu lze zabranit
sterilizaci nebo uskladnénim vzorku v NL, pare. Kuwayama M. (2007) se domniva, Ze
pravdépodobnost kontaminace z tekutého dusiku je niz$i nez bakteridlni nebo virova infekce
pomoci jednordzové chirurgické masky, ktera se bézné pouziva pfi odbéru oocytli a manipulaci
s embryi.

Védci Casto opomijenou vitrifikacni fazi je rozmrazeni oocytl. V posledni dobé se
ukazuje, Ze rychlost oteplovani je také vyznamna pro prezivani oocytli podrobenych vitrifikaci.
Tato hypotéza byla potvrzena experimentalné na mysich oocytech. Pokud byly mysi oocyty
mrazeny rychle a rozmrazeny pomalu, Zadny z oocytl neprezil. Pokud vSak byla rychlost
rozmrazeni srovnatelnd s rychlosti mrazeni i vétsi, oocyty Uspésné prezivaly (Seki a Mazur
2009; Mazur a Seki 2011). Z téchto vysledkd tedy vyplyvd, Ze optimdlni rychlost zahfivani zavisi

na optimalni rychlosti chlazeni.

4.3.1 Vitrifikace versus pomalé mraZeni

V pripadé vitrifikacni metody je pokles teploty nékolikandasobné rychlejsi nez pfi
pomalém mrazeni, konkrétné pfi vitrifikaci teplota klesd o 15000-30000 °C/min pfFi vysokych
koncentracich kryoprotektiv. Poskozeni mikrotubul( déliciho vieténka, které jsou senzitivni na
pomalé zmény teplot, je nizsi pti vitrifikaci. Tuto hypotézu potvrzuje studie M. Martinéz a kol.
(2008), ve které uvadi, ze oocyty mrazené vitrifikaci dosahovaly po rozmrazeni lepsich
vysledk( pfi obnové déliciho vieténka, nez oocyty mrazené pomalu. Navic bylo dokazano, ze
délici vieténko se rychleji obnovuje u oocytll mrazenych metodou vitrifikace, nez pfi pomalém
snizovani teploty (Ciotti et al. 2009). Spravné provedena vitrifikace totiz vede k eliminaci
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vzniku krystalické faze v mrazeném vzorku. Krystalky ledu v pomalu mrazeném oocytu mohou
vyznamnéji a specificky poSkodit zejména délici aparat tak, Ze se po rozmrazeni obtiznéji
obnovuje.

Béhem let 2009 - 2014 bylo zjisténo, Ze vitrifikace oocytl ma prokazatelné lepsi vliv na
jejich prezivani, implantaci a oplodnéni v porovnani s pomalym mrazenim (Levi-Setti, Patrizio,
a Scaravelli 2016). Chian a kol. (2009) uvadi miru preZiti vitrifikovanych oocyt 93,9 %, miru
oplodnéni 74,6 %, miru implantace embryi 20,4 % a miru klinického téhotenstvi na transfer
46,7 %. V pfipadé pomalého mrazeni byla pozorovana mira preziti oocytl 63 %, oplodnéni
59 %, implantace embryi 25 %, a mira klinického téhotenstvi na transfer 50 % (Fahy et al. 1984;
Macfarlane a Forsyth 1990).

4.3.2 Vitrifikace oocytl v riznych fazich zralosti

Pro centra asistované reprodukce ma vyuziti kombinace vitrifikace a IVM oocytl
obrovsky potencidl. O tom svédci prvni narozené dité z vitrifikovanych a IVM oocytl v roce
2009 (Chian et al. 2009). Avsak vitrifikace a IVM oocytli odebranych z nestimulovanych
vajecnikl ma stdle nizky potencidl. Proto je dllezZité védét, v jaké fazi oocyty vitrifikovat. Zda
je lepsi mrazit maturované Mll oocyty, nebo nematurované GV oocyty.

V dobé odbéru lze optickym mikroskopem odliSit oocyty pouze ve tfech zakladnich
maturacnich stadiich: 1. GV oocyt (germinal vesicle), ktery obsahuje velké jadro a byva
obklopen malym, kompaktnim kumulem, 2. M1 oocyt (metafaze 1), u kterého je po rozpadu
jadra chromatin organizovany v chromozomech, nema pélovou burku, kumulus oocytu je
expanduijici, 3. oocyty s viditelnou pdlovou burikou (tzv. prvnim pdlovym téliskem) mohou byt
v telofazi |, profazi Il, nebo v konecné metafazi Il. Pro Uspésnou fertilizaci je nejlépe pouZit
oocyty v metafazi Il, kdy jsou zralé, tzv. ovulacni. Maji vieténko s chromozomy, vydélené 1.
polové télisko v perivitelinnim prostoru a expandovany rosolovity kumulus. V tomto stadiu
MIl oocyty ptirozené setrvavaji do doby oplozeni. Samotnd pfitomnost pdlového téliska
nemusi byt tedy pro identifikaci finalniho stadia zralosti oocytu dostatecna, a to vzhledem
k vySe uvedené skutecnosti, Ze nékteré oocyty s viditelnym pdlovym téliskem mohou byt ve
stadiich telofaze I, pfip. profaze Il (interfaze mezi prvnim a druhym meiotickym délenim).

Koneénd metafaze Il oocytu je charakterizovana definovanym srovnanim chromozomf
do ekvatorialni roviny déliciho vieténka. Délici vieténko, jako mikrotubuldrni struktura
podilejici se na segregaci chromozomd, je tedy rozhodujici pro spravné dokoncéeni meidzy a
naslednou uspésnou fertilizaci. Pokud se v ramci procesu IVF podafi zobrazit kromé pdlového
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téliska i délici vieténko, ziskame velmi komplexniinformaci o stavu zralosti oocytl. Vizualizace
opticky dvojlomného déliciho vieténka se prakticky provadi pomoci neinvazivni polariza¢ni
mikroskopie (Oldenbourg a Mei 1995; Liu et al. 2000).

Na prvni pohled se mize zdat, Ze stadium, ve kterém se oocyty nachazeji pred vitrifikaci
neni ur€ujici parametr pro asistovanou reprodukci, protoze Mll a GV oocyty prezivaji vitrifikaci
stejné Uspésné (80 — 85 %) (Cao et al. 2009). BohuZel ale plati, Ze vitrifikované immaturované
GV oocyty maji signifikantné snizeny maturacni potencial. Z vysledk(i metaanalyzy vyplyva, Ze
az 24 % vitrifikovanych GV oocytli mélo po zahfati problém s vyloucenim pélového téliska
(Mohsenzadeh et al. 2019). Zaroven GV oocyty vykazuji po vitrifikaci zvySenou miru spontanni
aktivace (H. Wang, Racowsky, a Combelles 2012).

V IVF praxi jsou vybrané oocyty umistény po dobu 2 az 6 hodin do inkubatoru, kde
probiha synchronizace zrani oocytl pred inseminaci. Zejména u starSich (35+) pacientek je
ovsem zvySena pravdépodobnost vyraznych zmén dynamiky procesu dozrdvani oocytl
(Moore et al. 2007; Cimadomo et al. 2018). Kontrola stavu déliciho vieténka polarizacnim
mikroskopem zpresni stanoveni skutecné maturace oocytl pred jejich fertilizaci. Pokud se
vieténko v oocytu jesté neobijevilo, pfipadné nedosahlo spravné formy, je tfeba pockat (i
nékolik hodin), az oocyt dosahne finalni metafaze Il. Nedetekovatelnost déliciho vieténka viak
nemusi nutné znamenat, Ze neni pfitomno. L. Rienzi a kol. (2003) se domnivaji, Ze chyba pfi
detekci déliciho vieténka mlze byt zplsobena vysokym stupném posunuti déliciho vieténka
s ohledem na pozici prvniho pdlového téliska. Pro lepsi vizualizaci déliciho vieténka vyuzili
metodu rotace pomoci ICSI mikropipety, ¢imz se jim povedlo detekovat délici vieténko az u
91 % in vitro maturovanych oocytl. To je vice, neZ kolik se povedlo detekovat Wang a kol.
(2001).

Vzhledem k absenci déliciho vieténka by se dalo prfedpokladat, Ze nematurované
oocyty budou rezistentnéjsi k termalnim zméndm, to se ale ukazuje byt nepravdivé. Studie
profesora Song W. a kol. (2016), ktera porovnava vliv vitrifikace na 3 skupiny oocytu (skupina
A - in vivo maturované, skupina B - in vitro maturované a skupina C - nematurované) podava
nasledujici vysledky: vyskyt déliciho vieténka po rozmrazZeni a jeho kvalita byla prokazatelné
lepsi u oocytd maturovanych in vivo nebo in vitro v porovnani s nematurovanymi oocyty.
V praci Larman a kol. (2006) bylo ukazano, Ze oocyty, které byly vitrifikovany v profazi Il,
vykazuji vyznamné zvySené mnozstvi abnormadlnich konfiguraci déliciho aparatu a

chromozom v porovnani s oocyty vitrifikovanymi ve stadiu metafaze Il. Stav, resp. regenerace
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po rozmrazeni jsou kritické pro dalsi pouZiti rozmraZzenych oocytl. Nespravné obnoveny délici
aneuploidie a polyploidie. Je jasné, Ze urceni faze zralosti oocytu je pro Uspéch metodiky IVF
zcela zasadni. Prvni polové télisko je viditelné standardnim optickym mikroskopem, ale jeho
pfitomnost sama o sobé nestaci pro presné odliSeni profaze Il a metafaze Il (viz. Obr.3, 4) — je

tfeba zviditelnit délici vieténko pomoci polarizacni mikroskopie.

Obrazek 3: Zensky oocyt v metafazi Il (vlevo) a telofazi | (vpravo) s viditelnym pdlovym
téliskem i délicim vieténkem. V telofazi | oocyt dokoncuje prvni meiotické déleni. Pfevzato z

(Rienzi et al. 2012).

meiotic spindle

f

polar body

i

Obrazek 4: Zensky oocyt v metafazi Il (vlevo) s viditelnym pdlovym téliskem i délicim
vieténkem, které vici sobé sviraji uhel blizky 90°. Ziskano v Centru asistované reprodukce,
autor: O. Tepla VFN, Praha, 2019.
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4.4 Mikroskopie
4.4.1 Polariza¢ni mikroskop (polarization light microscopy)

V centrech asistované reprodukce se k pozorovani oocytl standardné vyuziva opticky
mikroskop. Optickym mikroskopem lze zobrazit povrch oocytu (pdlové télisko, membranu,
kumuldrni buriky), pokud ovSsem chceme zobrazit dvojlomné délici vieténko uvnitf oocytu, je
tfeba pouzit tzv. polarizacni mikroskop (Obr.5). Polariza¢ni mikroskopie je vhodna pro centra
asistované reprodukce, jelikoZ neni zapottebi oocyty fixovat a zaroven nebyl doposud dokazan
zadny negativni vliv na struktury oocytd (W. H. Wang, Meng, Hackett, a Keefe 2001). K
zobrazeni déliciho vieténka s chromozomy a lze pouZit konfokalni mikroskopii (Obr.6)
(Coticchio et al. 2009). Takto mikroskopovany oocyt jiz pak nelze dale fertilizovat, coz Cini tuto
metodu nepouZitelnou pro centra asistované reprodukce.

Polariza¢ni mikroskop vyuZiva interakce svétla s opticky anizotropnimi latkami, pfi
které dochazi k tzv. dvojlomu. V opticky anizotropnim prostiedi, jakym je i délici vieténko v
oocytu, totiz zavisi rychlost svétla na sméru jeho Sifeni a na polarizaci. V dasledku toho se
svételny paprsek v anizotropnim prosttedi rozdéli na dva paprsky — nastava dvojlom. Paprsek,
prochazejici vzorkem se rozdéli na dva nové, jejichZ vektory kmitaji v rovinach vzajemné
kolmych - vznikne fadny a mimoradny paprsek. Radny a mimoradny paprsek jsou oproti sobé
fazové posunuté. Dvojlom déliciho vieténka je dan specifickym molekularnim usporadanim
(Bianchi et al. 2005).

Nepolarizované svétlo je vinéni, jehoz elektricky a magneticky vektory jsou orientovany
zcela nahodné. Standardni svételny mikroskop takovéto svétlo rovnou propousti na preparat.
U polarizaéniho mikroskopu je svétlo upraveno tak, Ze jeho vektory kmitaji v jedné roviné —
svétlo je tzv. polarizované. Tento typ mikroskopu vyuziva propusténé i odrazené polarizované
svétlo ke kvalitativnimu a kvantitativnimu identifikovani opticky anizotropnich/dvojlomnych
struktur. Diky tomu, Ze délici vieténko oocytl je dvojlomné, lze jej tedy pozorovat
nedestruktivné polarizacnim mikroskopem. Pokud bychom vsSak pod polariza¢nim

mikroskopem pozorovali latky jednolomné, vidéli bychom pouze tmavé pole (URL2).
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Obrazek 5: Polarizacni mikroskop Olympus BX 51P. Pfevzato z URL2.

5 Vliv vitrifikace na délici vieténko a chromozomy

Délici vieténko je bunécny aparat, ktery zajistuje rovhomérnou segregaci chromozom?
do dcefinych bunék. Je tvofeno astralnimi, kinetochorovymi a polarnimi mikrotubuly, které
prispivaji ke spravné funkci mitdzy a meidzy. Mikrotubuly se skladaji z profilament, ktera jsou
tvorena dimery a a B tubulinu. Maji plus a minus konce, na minus konci je a-tubulin, kterym
se ukotvuji k centrozomu nebo k MTOC, a na plus konci je B-tubulin, ktery slouzi k jejich
prodluzovani.

Je znamo, Ze jak konfigurace déliciho vieténka, tak chromozomalni usporadani béhem
meiotické metafaze jsou velmi citlivé na zmény teploty (Almeida a Bolton 1995; W.-H. Wang,
Meng, Hackett, Odenbourg, et al. 2001). Nasledkem sniZovani teploty oocytu dochazi k
postupné depolymerizaci déliciho vieténka (Konc et al. 2012). Tento rozpad je zplisoben
depolymerizaci hlavniho strukturniho proteinu tubulinu (Petzelt 1979). Z vysledk(l Wang a kol.
(2001) vyplyva, Ze k depolymerizaci déliciho vieténka dochazi jiz po pouhych deseti minutach
pfi teploté 33 °C (odchylka 4 stupné od télesné teploty). Zaroven zjistili, Ze ¢im rychleji se
oocyty ochlazuji, tim rychleji dochazi k depolymerizaci. Larman a kol (2007) a Ciotti a kol.
(2009) ukazali, ze délici aparat v Mll fazi prochazi nasledkem kryoprotekce depolymeraci a

dvojlomné vieténko se rekonstruuje po vitrifikaci. Dynamika a stupen obnovy déliciho
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vieténka rozmrazeného oocytu zavisi na véku pacientek a je Uzce spojena s dalsi funkci oocytu
v procesu fertilizace a vyvoje embrya.

Chyby v segregaci chromozom( v oocytech jsou ¢astéjsi béhem prvniho meiotického
déleni. Moznymi zdsadnimi mechanismy jsou: chyba v rozloZeni chiasmat mezi homolognimi
chromozomy v anafazil, poruchy v rekombinaci a pred¢asnd segregace sesterskych chromatid.
Chyby v metafazi Il (Mll) jsou vysledkem nespravné segregace sesterskych chromatid (Hassold
a Hunt 2001). Zmény v chromozomalnim usporadani, které by mohly byt disledkem poskozeni
déliciho aparatu v prbéhu kryoprotekce, by mohly vyvolat aneuploidie. Avsak z dosavadnich
studii vyplyva, Ze mira aneuploidii u embryi mladych Zen je nizkd a kryoprotekce nezvysuje jeji
uroven (Munné et al. 2017; Buderatska et al. 2020). Tedy spiSe neZ kryoprotekce ma vliv na
Cetnost aneuploidii vék Zeny.

Kryoprotekce oocytd tedy zplsobuje depolymeraci délictho aparatu, po niz za
vhodnych okolnosti dojde k jeho obnové. V soucasnosti jsou ale pokroky ve vitrifikacnich
metodach tak znacné, Ze preziti oocytl je nad 85 % a miry téhotenstvi u mladych pacientek
srovnatelné s témi, které nastaly po oplodnéni nemrazenymi oocyty (Buderatska et al. 2020).
Pokud je vitrifikace vhodné aplikovana (oocyty jsou zmrazeny v definovaném maturacnim
stavu), je stav déliciho apardtu a chromozomu po rozmrazeni zcela obnoven. Ukazalo se ale,
Ze urcita ¢ast vitrifikovanych oocytl vykazuje nékteré atypické rysy, tj. tendenci k prodlouzeni
vieténka a postaveni chromozom( mimo vieténko. Zvyseni vzdalenosti od pdlu k pdlu bylo
doprovazeno zjevnym zmensenim Sirky celého déliciho aparatu (Obr.6), coz mlze ovlivnit dalsi
procesy fertilizace a vyvoje embrya (Coticchio et al. 2009). Gu a kol. (2020) vSak uvadi, ze mira
prezivani a vyvojovy potencial MIl oocytli s normalnim délicim vieténkem nejsou ovlivnény
vitrifikaci. Pokud ale maji MIl oocyty abnormalni délici vieténko, pak ma vitrifikace negativni
vliv na prezivani oocytll. Z téchto vysledkl vyplyva, ze morfologie déliciho vieténka by méla

byt pred vitrifikaci kontrolovéna.
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A (iii)

Obrazek 6: Fotografie z konfokalni mikroskopie, (A) bipoldrni délici vieténko s chromozomy,
(chromozomy jsou umistény uvniti délictho aparatu) B) prodlouzeny délici aparat
s pfemisténymi chromozomy, chromozomy jsou vice na povrchu déliciho aparatu,. A (i) - A (ii),
chromozomy zobrazeny v tésné konfiguraci spojené s mikrotubulovymi svazky uvnitf vieténka
(pohledy shora a z boku), V B (i)- B (ii), vétSina chromozom/ leZi na povrchu vieténka (pohledy
shora a z boku). Trojrozmérna zndzornéni chromozomu jsou uvedena na panelech A (iii) a B
(iii). Zelend =tubulin; ¢ervena = DNA, méfitko vlevo dole = 10 um. Pfevzato z (Coticchio et al.

2009).

6 Vliv in vitro maturace na stav déliciho vireténka a chromozomu

In vitro maturace je sloZity proces, ktery preZiva pouze omezené mnozstvi oocyt(.
Vzhledem k nizké Uspésnosti se IVM oocytl stala v poslednich letech zajmem pozorovani.
Mezi Casté pozorované zmény oocytl patfi: zména postaveni kumularnich bunék, zména
v morfologii mitochondrii, zména tloustky zona pellucida, zmény délictho vreténka a
usporadani chromozomu a pokles cetnosti mMRNA (Combelles, Albertini, a Racowsky 2003;
Yang, Zhang, a Li 2009; Shahedi et al. 2013; M. Li et al. 2014; Lin et al. 2014). Tato prace se
zejména zaméruje na vliv IVM na délici vieténko a chromozomy oocytll, protoZe konfigurace
vieténka je rozhodujici pro vérnou segregaci chromozom( béhem meiotickych déleni oocytu.

Délici vieténko se nachazi na periferii oocytu situované kolmo na zona pellucida. Za
normalni morfologii déliciho vieténka se povazuje sudovity tvar s mirné zaspic¢atélymi poly,

mezi kterymi vedou organizované mikrotubuly. Konfigurace chromozom( je povaZovana za
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normalni, kdyZ jsou chromozomy usporadany na kompaktni metafazové desce v ekvatorialni
roviné (Boiso et al. 2002). Jakdkoliv odchylka od tohoto standardu se povazuje za abnormalitu.
Morfologie a umisténi déliciho vieténka jsou ovlivnény rlznymi faktory jako je vék matky,
teplota, in vitro manipulace a typ kultivacniho média.

IVM oocyty vykazuji zvyseny vyskyt abnormalit déliciho vieténka a chromozom oproti
oocytlm maturovanym in vivo. Tyto abnormality zahrnuji ¢aste¢nou ¢i Uplnou dezorganizaci
vieténka, rozptyleni, aberace a nizsi kondenzaci chromozomu, coz mize mit za ndasledek
snizeny fertiliza¢ni a implantacni potencidl (Eichenlaub-Ritter, Shen, a Tinneberg 2002; Y. Li et
al. 2006). Dale bylo dokazano, Zze vzniklé abnormality zplUsobuji aneuploidie oocytl (Pellestor,
Anahory, a Hamamah 2005). Lei T. a kol. (2014) pozorovali obarvené IVM oocyty pod
elektronovym mikroskopem a zjistili, Ze 45.2 % oocytl vykazovalo defektni vieténko a 35.5 %
mélo abnormalni chromozomy. V porovnani s in vivo maturovanymi oocyty je to signifikantné
vys$si pomér (Y. Li et al. 2006).

Zajimavych vysledk(l dosahli Wang a Keefe (2002), ktefi nechali oocyty dozrat
v laboratornich podminkdch po dobu 22 - 24 hodin. Poté pomoci polarizacni mikroskopie
sledovali stupen maturace. U vSech oocytl bez dvojlomného vieténka byly detekovany
abnormality v organizaci mikrotubulll a chromozomech. To muZe vysvétlovat nizkou
uspésnost fertilizace téchto oocytu.

Délka trvani IVM koreluje s Cetnosti abnormalit. To potvrzuje studie Zhang a kol.
(2010), kdy embrya zoocytl maturovanych 48 hodin vykazovaly wvyssi vyskyt
chromozomalnich abnormalit v porovndni s embryi ziskanych z oocytd maturovanych 24
hodin. Navic oocyty maturované kratsi dobu maji tim spiSe vlohy k dokonéeni meidzy a

uspésné fertilizaci (Nogueira et al. 2000).

6.1 Zména uhlu déliciho vireténka ku prvnimu pélovému télisku

Polariza¢ni mikroskopii se podafilo vizualizovat dvojlomné délici vieténko v Zivych
oocytech. To s sebou pfineslo i fadu novych zjisténi, jako je tfeba vyznam uhlu déliciho
vieténka a prvniho pdélového téliska. BEéhem spravného vyvoje by se délici vieténko mélo
formovat ptrimo pod prvnim poélovym téliskem (Taylor et al. 2008).

Spravné postaveni vieténka a poélového téliska mize byt zdsadni pro metodu ICSI
(intracytoplasmic sperm injection), kdy se jehlou spermie aplikuje pfimo do oocytu. Do oocytu

se jehla zavadi nejéastéji, pokud je pdlové télisko v pozici na 12. nebo 6. hodiné, pficemz

17



signifikantné vysSi UspéSnost embryotransferu bylo dosazeno pfi vpichu oproti pozici
polového téliska na 6. hodiné (Nagy et al. 1995).

Otdzkou tedy je, zda md zména v uhlu mezi pélovym téliskem a délicim vieténkem vliv
na fertilizaci. Experimentalnimi pozorovanimi bylo zjiSténo, Ze Uhel se liSi v dobé ICSI a zaroven
se lisi i po provedeni této metody. Z vysledku studie Rienzi a kol. (2003) vyplyva, Ze pokud je
uhel vétsi nez 90°, tak se snizila frekvence normalni fertilizace a zvysil se vyskyt abnormalnich
zygot se tiemi prvojadry. Takovéto anomalie jsou zplsobeny selhdnim anafaze Il. U ostatnich
skupin (0+£5°, 6+45° a 46+90°) nebyly pozorovany abnormality po fertilizaci. Zménu v Uhlu

vrve

vlivem této manipulace doslo k vychyleni prvniho pélového téliska z jeho plvodni pozice.
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7 Zavér

Tato prace se zabyva zménami déliciho vieténka a chromozomu in vitro maturovanych,
vitrifikovanych a rozmrazenych. Porovnava vysledky publikaci jak zahranic¢nich, tak ¢eskych
autord a snazi se co nejlépe popsat hlavni zmény na vysSe zminénych strukturach oocytu i jaky
vliv tyto zmény maji na Uspésné oplodnéni.

Pro uUspésnou fertilizaci a vitrifikaci oocytd v ramci IVF je nejlépsi pouZit oocyty v
metafazi Il, kdy jsou zralé, tzv. ovula¢ni. Maji vieténko s chromozomy, vydélené 1. pdlové
télisko v perivitelinnim prostoru a expandovany rosolovity kumulus. V tomto stadiu MIl oocyty
pfirozené setrvavaji do doby oplozeni. Konec¢na metafaze Il oocytu je charakterizovana
definovanym srovnanim chromozomU do ekvatoridlni roviny délictho vieténka. Délici
vieténko jako mikrotubularni struktura, podilejici se na segregaci chromozom(, je tedy
rozhodujici pro spravné dokonceni meidzy a ndslednou Uspésnou fertilizaci. Pokud se nam
v ramci procesu IVF podafi zobrazit kromé pdlového téliska i délici vieténko, ziskame velmi
komplexni informaci o stavu zralosti oocytl. Vizualizace opticky dvojlomného déliciho
vieténka se prakticky provadi pomoci neinvazivni polariza¢ni mikroskopie.

Oocyty, které po vitrifikaci vykazovaly nejmensi mnozstvi abnormdlnich konfiguraci
déliciho aparatu a chromozomdu, byly vitrifikovany v metafazi Il. Stav, resp. regenerace po
rozmrazeni jsou kritické pro jejich dalsi pouziti.

Postaveni déliciho vreténka vaci prvnimu vylouéenému poélovému télisku po
rozmrazeni, je ukazatelem maturace oocytu. Pokud se délici vieténko nepodafilo detekovat
nebo byl jeho Uhel vicéi pélovému télisku vétsi nez 90°, byla pravdépodobnost Uspésné
fertilizace sniZena. Zliteratury vyplyva, Ze oocyty by mély byt idedlné vitrifikovany
v metafazi Il. Nejlepsich vysledk(i po rozmrazeni dosahuji in vivo maturované oocyty, které
pred mrazenim dozraly do metafaze Il. Dalsi zkoumani vlivu kryoprotekénich a maturaénich
metod na Uspésnost umélého oplodnéni a navrzeni optimalizace celého procesu bude

tématem dalSiho vyzkumu, jelikoZ dosavadni Uroven znalosti je nedostacujici.
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