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Meiotické vreténko jako marker optimalniho
casu pro vitrifikaci oocytu — pripad ispésné lécby
neplodnosti a prehled literatury

Meiotic spindle as a marker of optimal time for oocyte vitrification —
presentation of successful infertility treatment and literature review
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Souhrn: Cil: V rdmci procesu invitro fertilizace (IVF) zhodnotit moznost pouziti stavu meiotického vieténka jako indikatoru zralosti oocytl
za Ucelem optimalizace nacasovani vitrifikace. Pacienti a metody: V ramci |é¢by neplodnosti 38leté Zeny a 43letého muze metodou IVF-ICSI
(intracytoplazmaticka injekce spermie) byla zobrazena délici vieténka jako markery zralosti oocyt( pred jejich vitrifikaci z ddvodu azoospermie
u partnera. Oocyty, u nichz byl thel mezi polarnim téliskem a meiotickym vieténkem < 30°, ptipadné mély $patné viditeIné meiotické vieténko,
byly vitrifikovany 4 hod po vyhodnoceni meiotického vieténka (8 hod po odbéru oocytd). Standardné jsou oocyty vitrifikovany 6 hod po odbéru
oocytl. Vysledky: Delsi doba inkubace oocytl pacientky umoznila, aby oocyty pred vitrifikaci pIné dozrély (do faze MIl) a po rozmrazeni byly
pfipraveny pro oplodnéni. U partnera pacientky byly nasledné ziskany vitalni spermie po [é¢bé tamoxifenem, oocyty byly rozmrazeny a oplodnény
ziskanymi spermiemi, s naslednym embryotransferem a porodem zdravého ditéte v terminu. Zavér: Meiotické vieténko je mozné pouzit jako
marker pIné zralosti u oocytl pred jejich vitrifikaci u starsich zen. Po rozmrazeni byly oocyty zralé a pfipravené pro oplodnéni metodou ICSI.
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Summary: Aim: Within the invitro fertilization (IVF) process, to evaluate the possibility of using the state of the meiotic spindle of oocytes as an
indicator of maturity in order to optimize the timing of vitrification. Patients and methods: In the presented report, the cause of couple infertility
was a combination of a 38-year-old female and 43-year-old male with azoospermia, which was an indication for oocyte vitrification. Oocyte polar
bodies and optically birefringent meiotic spindles were visualized by polarized light microscopy and their states and relative positions were
used as indicators of oocyte maturation, i.e. readiness for vitrification. Oocytes which had an angle between the polar body and meiotic spindle
o < 30° or had a poorly visible meiotic spindle were vitrified 4 hours post-meiotic spindle evaluation (8 hours after ovum pick-up). Results: After
thawing, oocytes were fully maturated and prepared for intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Following treatment with tamoxifen, vital sperm
were retrieved from the patient’s partner, the oocytes were thawed and fertilized with the obtained sperm, with subsequent embryo transfer and
delivery of a healthy baby at term. Conclusion: The meiotic spindle can be used as an oocyte maturation pointer in older women. After thawing,
the oocytes were fully matured and ready for fertilization by ICSI.

Key words: oocyte — meiotic spindle — polar body - IVF - pregnancy

Uvod

Oocyty maji zasadni vliv na kvalitu em-
brya, a tedy i na vysledky oplodnéni me-
todou invitro fertilizace (IVF). Nezralost
oocytll je jednim z moznych ddvod
$patnych vysledkd oplozeni vitrifikova-
nych a rozmrazenych oocytl metodu

ICSI (intracytoplazmaticka injekce sper-
mie) u starSich zen > 35 let [1-3]. Kvalitu
a zralost oocytu ovliviuje nejen jaderny
a mitochondridlni genom, ale také mikro-
prostiedi ve vaje¢niku a preovulacni foli-
kul, které ovliviuji transkripci a translaci,
a v dlsledku toho i zralost oocytu.

Po odstranéni cumulus oophorus v¢.
bunék corona radiata je hodnoceni kva-
lity a zralosti oocytl presnéjsi. Vychazi
ze stavu jaderné zralosti, morfologie cy-
toplazmy a vzhledu extracytoplazmatic-
kych struktur. Standardni optickou mik-
roskopii snadno zjistitelné prvni polarni
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télisko je obecné povazovano za mar-
ker zralosti oocytl [1-5]. Samotna pfi-
tomnost polarniho téliska nemusi byt
vsak pro identifikaci zralosti oocytu do-
state¢na, a to vzhledem ke skutec¢nosti,
Ze nékteré oocyty s viditelnym polar-
nim téliskem mohou byt ve stadiich te-
lofaze |, ptip. profaze Il (interfaze mezi
prvnim a druhym meiotickym déle-
nim). Kone¢na metaféaze Il (MIl) oocytu
je charakterizovana definovanym srov-
nanim chromozom do ekvatoridlni ro-
viny meiotického vieténka. Meiotické
vieténko jako mikrotubuldrni struktura
podilejici se na segregaci chromozomu
je tedy rozhodujici pro spravné dokon-
¢eni meidzy a pro naslednou Uspésnou
fertilizaci. Pokud se nam v rdmci procesu
IVF podafi zobrazit kromé polédrniho té-
liska i meiotické vieténko, ziskdme velmi
komplexni informaci o stavu zralosti
oocytl [5-12].

Paralelné usporddané mikrotubuly
meiotického vieténka jsou dvojlomné, coz
umoziiuje snadno zobrazit meiotické vre-
ténko optickym polariza¢nim mikrosko-
pem. Latky dvojlomné totiz polarizované
svétlo v mikroskopu rozdéli na dva pa-
prsky — fadny a mimoradny. Ty jsou oproti
sobé fazové posunuté. Po prlichodu ana-
lyzatorem dochazi k interferenci (skladani)
téchto dvou paprskii do stejné roviny
kmitu a obraz objektu se nam pak jevi jako
svétly na tmavém pozadi (resp. pfi pouZziti
bilého, tedy slozeného svétla - barevny na
tmavém pozadi).

Kazuistika popisuje Uspésnou lécbu
neplodnosti 38leté Zeny a 43letého
muze metodou oplodnéni IVF, pfi niz
jsme zobrazenim délicich vietének
upresnili stupen zralosti oocytd a upra-
vili dobu inkubace oocytll pred jejich
zamrazenim (indikaci k zamrazeni byla
azoospermie partnera po odbéru oo-
cytd). Oocyty, u nichz byl dhel mezi
polarnim téliskem a meiotickym vre-
ténkem < 30°, pfipadné mély Spatné vi-
ditelné meiotické vieténko, byly inkubo-
vany a nasledné vitrifikovany az 8 hod
po odbéru oocytl. Oocyty s dobfe vidi-
telnym meiotickym vieténkem, u nichz

byl dhel mezi polarnim téliskem a meio-
tickym vieténkem < 30° jsou bézné inku-
bovany (nasledné vitrifikovany) 6 hod po
odbéru oocytu. Meiotickd vieténka byla
vizualizovana optickym mikroskopem
s polariza¢nim filtrem [6,7].

Kazuistika

V Centru asistované reprodukce Kli-
niky gynekologie, porodnictvi a neo-
natologie 1. LF UK a VFN v Praze byla
v roce 2019 vysetiena 38letd Zena kav-
kazského plvodu (GO/PO, index télesné
hmotnosti: 22,5kg/m?) a jeji manzel
pro 2 roky trvajici primarni neplodnost
paru.V osobni anamnéze neméla zadné
zdvazné onemocnéni, nebyla opero-
vana a neuzivala zadné léky - menar-
ché ve 12 letech, antikoncepci uzivala
15 let, po vysazeni pravidelny 26denni
menstruacni cyklus. Pfi ultrazvuko-
vém vysetieni byla zjisténa nizkd ova-
ridIni rezerva, coz jsme potvrdili labora-
tornim vysetfenim (FSH 2. den 8,11 1U/I,
AMH 0,6 ng/ml). Partner pacientky byl
43lety muz kavkazské narodnosti, ktery
v anamnéze nemél zddnou nadmér-
nou konzumaci alkoholu, nebyl vysta-
ven pusobeni toxickych latek a nebyl
trvale lé¢en. Nemél zadné genitalni one-
mocnéni, varikokélu ani poranéni var-
lat. Pfi prvnim spermiogramu byla zjis-
téna tézka nekrozoospermie, v nativnim
spermatu nebyly Zadné Zivé spermie, ale
pfi kontrolnim spermiogramu o 2 mé-
sice pozdéji byly nalezeny Zivé spermie,
maly pocet oddélenych spermii (OTA -
oligoathenoteratozoospermie). Dostup-
nymi vysetfovacimi metodami nebyla
zjisténa zadna dostupnd imunologicka
a geneticka pficina pacientovy neplod-
nosti. Par se rozhodl podstoupit cyklus
IVF/ICSI jako lé¢bu prvni volby.

Dne 24. ledna 2021 probéhl prvni cy-
klus IVF lé¢ené pacientky (byl pouzit
kratky protokol rFSH 300 IU + antagoni-
sta). Nakonec byly odebrany dva oocyty.
Pro oplodnéni nebyly k dispozici Zzddné
vitaIni spermie a partnefi odmitli pouziti
darcovskych spermii. Vzhledem k tomu,
Ze pacientce bylo 38 let a nebyly ziskany

vhodné spermie k oplozeni oocytd, bylo
pro optimalizaci nacasovani vitrifikace
oocytl a zpfesnéni jejich zralosti pouzito
zobrazeni meiotického vieténka v pola-
rizovaném svétle (mikroskop s polarizac-
nim filtrem Nikon CEE GmbH). V jednom
pfipadé bylo vieténko sotva viditelné,
v druhém jsme meiotické vieténko ne-
vidéli. Sest hodin po vyhodnoceni meio-
tického vieténka (8 hod po odbéru) byly
oba oocyty kryokonzervovany vitrifi-
kaci (oocyty, které maji Uhel o. mezi po-
l[arnim téliskem a meiotickym vietén-
kem < 30° nebo maji Spatné viditelné
meiotické vieténko, jsou vitrifikovany
4 hod po vyhodnoceni meiotického vie-
ténka - 8 hod po odbéru oocytl). Stan-
dardné se oocyty vitrifikuji 6 hod po
odbéru. V nasem pripadé delsi doba in-
kubace umoznila, aby oocyty pred vitri-
fikaci pIné dozraly (faze Mll) a po rozmra-
zeni byly pIné pfipraveny pro oplodnéni
metodou ICSI [8].

V dal$im cyklu (stejny stimulacni pro-
tokol) byly opét odebrany dva zralé oo-
cyty (po kontrole stavu délicich vie-
tének) vitrifikovany a opét nebyly
k dispozici zddné spermie. Fotografie
oocytl s vieténky v proximalni poloze
vlci poldrnimu télisku z mikroskopu
Nikon Eclipse Ti2 Series jsou prezento-
vany na obr. 1.

Partner pacientky byl nasledné lécen
tamoxifenem tbl. 1-0-0 s naslednym zlep-
senim spermiogramu. V den planova-
ného rozmrazeni oocytl partner ode-
vzdal Cerstvy vzorek spermatu v 9:10 hod,
kde byly pfitomny vitalni spermie, na-
sledné jsme rozmrazili ¢tyfi oocyty (zra-
lost oocytl opét upfesnéna zobrazenim
meiotického vieténka v polarizovaném
svétle). Téhoz dne v 11:30 hod byly oocyty
oplodnény metodou ICSI. Vyvoj dvou em-
bryi se zastavil 3. den, nasledoval transfer
embryi 8/1 gr. 1, s graviditou a porodem
zdravého ditéte v terminu.

Diskuze

V prezentované kazuistice byla v ramci
[é¢by neplodnosti 38leté zeny a 43le-
tého muze metodou IVF pouzita délici
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Obr. 1. Nezralost oocytti indikovana blizkosti meiotického vieténka a polar-
niho téliska zachycena polarizovanym svételnym mikroskopem Nikon Eclipse
Ti2 Series.
Fig. 1. Oocyte immaturity indicated by the proximity of the meiotic spindle and
polar body captured by a Nikon Eclipse Ti2 Series polarized light microscope.

vieténka jako markery zralosti oocytl
pred jejich vitrifikaci. Pacientka méla
nizkou ovarialni rezervu, takze jsme
predpokladali, ze nizsi kvalita oocytl
snizuje pravdépodobnost jejich Uspés-
ného oplodnéni po vitrifikaci a rozmra-
zeni. Pro zvyseni pravdépodobnosti
klinické gravidity pacientky byla polari-
za¢nim svételnym mikroskopem vizua-
lizovana opticky dvojlomnd meioticka
vieténka a jejich stav a relativni poloha
vUci polarnim téliskam byly pouzity jako
indikatory zralosti oocytd pred jejich
vitrifikaci [9-17].

Nedavné studie vyuzivajici polarizo-
vanou svételnou mikroskopii ukazaly, ze
oocyty, na nichz je patrné prvni polarni
télisko, mohou byt stéle nezralé (v raném
stadiu telofaze 1 [11,16,17]), pfestoze je
polarni télisko pfitomno v perivitelinnim
prostoru. Predpoklada se, ze pfitomnost
a poloha meiotického vieténka souvisi

s vyvojovou kompetenci oocytu [3,11].
Studie Rienzi etal. [3,11,16,17] ukazala,
Ze neni dllezita pouze pfitomnost dvoj-
lomného meiotického vieténka, ale pro
Uspésné oplozeni hraje roli také po-
loha meiotického vieténka vzhledem
k umisténi prvniho polarniho téliska
v dobé ICSI.

Vzhledem k tomu, Ze oocyty nasi pa-
cientky s polarnim téliskem a meiotic-
kym vieténkem v tésné blizkosti mohly
byt nedostatecné zralé, upravili jsme
nacasovani vitrifikace jak podle rela-
tivni polohy polarniho téliska a meio-
tického vreténka, tak podle stavu meio-
tického vieténka. Pozdéjsi vytvoreni
meiotického vieténka lIze vysvétlit tim,
Ze pfi nepfitomnosti centrozomu je
nukleace mikrotubull pomala a mize
trvat nékolik hodin, nez se po vzniku
poldrniho téliska vytvofi bipolarni
MIl vieténko [5].

Oocyty, které mély uhel mezi polarnim
téliskem a meiotickym vieténkem o < 30°,
byly vitrifikovany 4 hod po vyhodnoceni
meiotického vieténka (8 hod po odbéru
oocytd). Pfi standardnich postupech se
oocyty vitrifikuji 6 hod po odbéru.

Zavér

Meiotické vieténko je mozné pouzit jako
marker pIné zralosti u oocyt(i pfed vitri-
fikaci u starsich zen. Modifikace doby in-
kubace oocytl dle stavu meiotického
vieténka umoznila, aby oocyty pred vi-
trifikaci pIné dozraly (faze MIl) a po roz-
mrazeni byly plné pfipravené pro oplod-
néni metodou ICSI.
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