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Nový pohľad na hodnotenie kvality embryí z kultivačného média
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Biomarkery vylučované embryami v kultivačnom médiu majú potenciál na hodnotenie kvality embryí a potenci-
álu implantácie pri oplodnení in vitro. Kvalita kultivačných médií je kritickým faktorom v reprodukčnej medicí-
ne, ktorý ovplyvňuje úspešnosť IVF procesu. Ideálne biomarkery by mali byť neinvazívne, stabilné, špecifické pre 
embryá a ľahko detegovateľné. Kultivačné médium blastocysty (SBM) ponúka neinvazívny, dostupný materiál na 
analýzu. Štúdie skúmajú SBM prostredníctvom proteomiky a metabolomiky, pričom identifikujú proteíny a meta-
bolity ako potenciálne markery kvality embryí.
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A New Perspective on Assessing Embryo Quality from Spent Blastocyst Media
Biomarkers secreted by embryos in the culture medium can assess embryo quality and implantation potential 
in in vitro fertilization. The quality of culture media is a critical factor in reproductive medicine that affects 
the success of the IVF process. Ideal biomarkers should be non-invasive, stable, embryo-specific and easily 
detectable. Blastocyst culture medium (SBM) offers a  non-invasive, readily available material for analysis. 
Studies are investigating SBM through proteomics and metabolomics, identifying proteins and metabolites as 
potential markers of embryo quality.
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Embryo vylučuje do extracelulárneho prostredia niektoré 
látky (tzv. sekretóm), ktoré by mohli mať vlastnosti poten-
ciálnych biomarkerov. Extracelulárnym prostredím pre včas-
né embryo v rámci jeho kultivácie v procese in vitro fertilizá-
cie je kultivačné médium. Na kvalitu kultivačných médií sa 
v reprodukčnej medicíne kladú veľmi vysoké nároky, optimál-
ne kultivačné médium je jedným z najdôležitejších faktorov 
ovplyvňujúcich kvalitu a úspešnosť liečby neplodnosti. Ide-
álny embryonálny biomarker by mal byť neinvazívny, stabil-
ný, špecifický k embryu a ľahko detegovateľný. Navyše od-
ber kultivačného média blastocysty (SBM, spent blastocyst 
medium), v ktorom sa predimplantačné embryo vyvíja, pred-
stavuje neinvazívny spôsob a je ľahko zberateľným biologic-
kým materiálom(1).

Proteomika SBM
Proteomika predstavuje štúdium proteínov translatova-

ných zo špecifických génových produktov. Proteóm zahŕňa 
všetky translatované proteíny v bunke v určitom čase a za 
istých podmienok, zatiaľ čo sekretóm embrya zahŕňa pro-
teíny sekretované počas embryonálneho vývoja. Analýzy 
kultivačného média embryí odhalili sekréciu niektorých pro-
teínov, konkrétne receptor 1 faktora nekrotizujúceho tumor 
(TNFR-1), interleukínu-6 (IL-6), vaskulárneho endotelového 
rastového faktora (VEGFA), induktora metaloproteinázy ex-

tracelulárneho matrixu (EMMPRIN), placentárneho rastové-
ho faktora (PLGF), adhéznej molekuly epitelových buniek 
(EpCAM) a  kaspázy 3, ako aj spotrebu niekoľkých proteí-
nov embryom, a to C-X-C motív chemokínového ligandu 13 
(CXCL13), faktora kmeňových buniek (SCF), makrofágového 
zápalového proteínu 1β (MIP-1β) a proteínu α stimulujúceho 
makrofágy (MSP-α)(2). Jedným z proteínov vyskytujúcich sa 
v kultivačnom médiu je sérový albumín, ktorý však môže brá-
niť analýze iných proteínov s podobnou molekulovou hmot-
nosťou (60 – 70 kDa) vyskytujúcich sa v médiu(3).

Potenciálne biomarkery v sekretóme embrya
Rozdielne proteínové profily v  sekretóme kultivačného 

média embrya predpokladali rozdiely v kvalite blastocysty. 
Ľudský leukocytový antigén (HLA-G) pozitívne koreluje s im-
plantáciou embrya a výsledkom tehotenstva. HLA-G ako je-
den z potenciálnych študovaných biomarkerov má dôležitú 
úlohu pri imunologickej tolerancii medzi matkou a plodom. 
Je exprimovaný bunkami extravilózneho trofoblastu a  má 
úlohu pri sekrécii cytokínov v rámci invázie buniek trofoblas-
tu v procese implantácie(4). Napriek tomu HLA-G nie je využí-
vaným biomarkerom v klinickej praxi.

Autori Cortezzi a kol.(5) identifikovali niekoľko proteínov 
prítomných v sekretóme embrya, z ktorých 15 predstavova-
lo pozitívne prediktory pre tehotenstvo a 10 asociovalo s ne-
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fer. Vysokokvalitné embryá v štádiu blastocysty spotrebovali 
väčšie množstvo leucínu a produkovali väčšie množstvo ala-
nínu v porovnaní s embryami nízkej kvality. Obrat troch ami-
nokyselín (asparagínu, glycínu a leucínu) významne korelo-
val s klinickým tehotenstvom(11). „Fingerprint“ aminokyselín 
z kultivačného média embrya môže slúžiť na určenie jeho 
implantačného potenciálu. V ďalšej štúdii(12) boli v kultivač-
nom médiu 3-dňového embrya prítomné aminokyseliny se-
rín, histidín, kyselina asparágová a alanín, ktoré preukazovali 
signifikantné rozdiely v koncentrácii medzi skupinami s po-
zitívnym a negatívnym výsledkom tehotenstva. Metabolické 
profilovanie kultivačných médií odhalilo vyššiu spotrebu pro-
línu, treonínu, lyzínu, metionínu, tyrozínu a fenylalanínu em-
bryami s nižším vývojovým potenciálom. V SBM s výsledným 
úspešným tehotenstvom bol pozorovaný významne nižší po-
diel pyruvátu a treonínu v porovnaní s kontrolným médiom 
bez kultivácie embrya(13). Profilovanie metabolomu kultivač-
ného média embrya vyžaduje citlivé nástroje na detekciu ma-
lých zmien, ale nezaručuje predikciu implantačného potenci-
álu embrya(10,14).

Transkriptomika SBM – malé nekódujúce RNA
RNA molekuly okrem toho, že sú nosičmi genetickej infor-

mácie potrebnej na špecifikáciu poradia aminokyselín počas 
proteosyntézy (mRNA), zohrávajú v bunkách mnoho úloh (ta-
buľka 1). RNA bez kódujúceho potenciálu, teda nekódujúce 
RNA (ncRNA) molekuly, sú finálne produkty ostatných génov. 
Na rozdiel od kódujúcich RNA nekódujú proteíny, čo však ne-
znamená, že nemajú svoju funkciu v bunkách. Tieto RNA hra-
jú dôležitú úlohu pri regulácii génovej expresie, ako aj ochra-
ne genómu pred vírusmi a transponovateľnými prvkami. Po 
prvýkrát boli ncRNA objavené v roku 1869(15).

Malé nekódujúce RNA (sncRNA) vrátane miRNA, siRNA 
a piRNA regulujú génovú expresiu prostredníctvom párova-
nia s cieľovými RNA molekulami a môžu spôsobiť inhibíciu 
translácie alebo degradáciu RNA, ako aj tvorbu heterochro-
matínu na DNA, čo ovplyvňuje transkripciu(15). Za posledné 
roky pribudli štúdie opisujúce dôležitú úlohu sncRNA vráta-
ne mikroRNA (miRNA), malých interferujúcich RNA (siRNA) 
a piwi-interagujúcich RNA (piRNA) v reprodukčnom systéme. 
Pochopením ich funkcie v rámci gametogenézy a embryoge-
nézy by mohlo pomôcť pri možných príčinách neúspešnej im-
plantácie v IVF procese(14).

gatívnym výsledkom tehotenstva. Najviac reprezentatívnym 
proteínom s pozitívnym výsledkom tehotenstva bol Jumon-
ji proteín (JARID2), ktorý je súčasťou komplexu histónovej 
metyltransferázy podieľajúcej sa na regulácii génov pre em-
bryonálny vývoj. Čoraz viac pozornosti sa upriamilo na úlohu 
apolipoproteínu A1 (ApoA1) v skorom embryonálnom vývo-
ji. Jeho zvýšená koncentrácia bola prítomná v SBM 4-5-dňo-
vých embryí, ktoré boli charakterizované vyšším morfologic-
kým stupňom vývoja. V ďalšej štúdii bola expresia ApoA1 
zvýšená v  sekretóme 2-3-dňového embrya, avšak znížená 
v médiu v súvislosti s úspešným tehotenstvom(6). Predpokla-
dalo sa, že rôzne izoformy hCG vyskytujúce sa v sekretóme 
embrya, by mohli predpovedať úspešnosť embryonálneho 
transferu alebo aj abnormálne embryá. Koncentrácia HCG 
v SBM pozitívne koreluje so statusom skorého embryonál-
neho vývoja aj s implantačným potenciálom(7). Embryo vyví-
jajúce sa do štádia blastocysty je charakteristické zvýšenou 
hladinou expresie EMMPRIN, stimulujúceho fibroblasty na 
syntetizovanie MMP, v porovnaní s embryami, ktoré sa nevy-
vinuli. Hladina kaspázy-3 bola nižšia pri blastocystách vyššej 
kvality. Zvýšená hladina expresie VEGF-A, IL-6 a EMMPRIN 
korelovali s kratším časom tvorby moruly(8).

Metabolomika SBM
Koncentrácie všetkých metabolitov v  kultivačnom mé-

diu embryí skúma metabolomika. Metabolity, ktoré sa me-
nia v dôsledku metabolických a environmentálnych zmien, 
predstavujú výborný indikátor bunkovej aktivity a taktiež mô-
žu predstavovať potenciálne biomarkery pre výber viabilného 
embrya s najvyššou úspešnosťou pre transfer(9). Zistené kon-
centrácie niektorých metabolitov (2-metylglutarát, 3-amino-
izobutyrát, 3-hydroxyizovalerát, acetát, acetoacetát, alanín, 
citrát, formiát, glutamát, glycín, laktát, tryptofan) v kultivač-
nom médiu embrya preukázali výrazne rozdiely medzi em-
bryami, ktoré boli úspešne implantované, a tými, ktoré neboli. 
V ďalšej štúdii bola pozorovaná významne zvýšená spotre-
ba pyruvátu a laktátu v SBM blastocýst, ktoré neboli schop-
né adherovať. Takisto bol u nich pozorovaný nižší pomer py-
ruvátu/alanínu(10).

Embryo vyvíjajúce sa v kultivačnom médiu využíva pre svoj 
rast niektoré aminokyseliny prítomné v médiu a niektoré ami-
nokyseliny do média vylučuje. Tento obrat aminokyselín bol 
považovaný za vhodnú metódu pri výbere embrya pre trans-

Tabuľka 1. Typy RNA produkované bunkami a ich hlavné funkcie(15)

Typ RNA Názov RNA Funkcia
Housekeeping ncRNA

rRNA ribozómová tvorba základnej štruktúry ribozómov a katalýza syntézy proteínov
tRNA transferová dôležitá úloha pri proteosyntéze ako adaptéry medzi mRNA a aminokyselinami
snRNA malá jadrová úloha pri rôznych jadrových procesoch vrátane splicingu prekurzorovej mRNA
snoRNA malá jadierková pomáha pri spracovaní a chemickej modifikácii rRNA

Regulačné ncRNA
miRNA mikro regulácia génovej expresie zablokovaním translácie špecifických mRNA a následná degradácia

siRNA malá interferujúca zablokovanie génovej expresie priamou degradáciou špecifickej mRNA a zachovanie kompaktnej 
chromatínovej štruktúry

piRNA piwi-interagujúca väzba na piwi proteíny a ochrana zárodočnej línie pred transponovateľnými prvkami
lncRNA dlhá nekódujúca tzv. lešenie, regulácia množstva bunkových procesov vrátane inaktivácie chromozómu X
circRNA cirkulujúca inhibícia aktivity miRNA
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MiRNA z kultivačného média ako biomarker 
kompetencie embryí

MiRNA je evolučne konzervovaná rodina malých nekódu-
júcich RNA a je dôležitá pri regulácii množstva biologických 
procesov, akými sú proliferácia, diferenciácia, angiogenéza, 
migrácia, apoptóza a karcinogenéza. Ich dôležitou úlohou 
je tzv. gene silencing, utišovanie génov priamym naviaza-
ním na špecifické molekuly mRNA, čím umožnia ich degra-
dáciu, resp. utlmenie translácie. MikroRNA, ktoré sa spájajú 
s procesmi diferenciácie blastocysty, sú špecifické produk-
ty embrya, pričom najväčším zdrojom miRNA v SBM sú prá-
ve bunky TE(16). Kultivačné médium, kde sa embryo vyvíja, 
predstavuje ľahko dostupný biologický materiál. MiRNA pro-
fil z kultivačného média by mohol predstavovať prediktívny 
biomarker klinického výstupu pri IVF cykloch(1). Zygota aj ma-
turovaný oocyt majú podobný miRNA profil, čo znamená, že 
miRNA zygoty sú matersky zdedené. Hneď po prvom dele-
ní embrya (2-bunkové štádium) je až 60 % materských miR-
NA transkriptov downregulovaných. Úloha materských miR-
NA vo vývoji embrya ešte síce nebola preukázaná, je zrejmé, 
že zohrávajú svoju úlohu pri vývoji úspešného embrya alebo 
aj určovania pohlavia(17).

Ideálny embryonálny biomarker by mal mať nasledovné 
charakteristiky: neinvazívnosť, stabilita v priebehu času, špe-
cificita k embryu a ľahká detekcia určenia kompetentného 
embrya(1). Pri poruchách reprodukcie, keď sú v bunkách nie-
ktoré dráhy deregulované, dochádza k zmene expresie miR-
NA, ktoré tieto dráhy regulujú. Už McCallie a kol.(18) pouká-
zali na netypický miRNA profil z blastocýst od neplodných 
žien. Práve preto by mohol zmenený miRNA profil obsaho-
vať vlastnosti charakteristické pre molekulový biomarker ne-
kompetentného embrya.

Viac ako 2 500 miRNA molekúl sa zúčastňuje na väčšine 
biologických procesov vrátane regulačných dráh v skorom 
embryonálnom vývoji, z toho 130 miRNA je exprimovaných 
v ľudských blastocystách(19). Autori Capalbo a kol.(1) po prvý-
krát využili potenciál kvantifikácie miRNA v  ľahko dostup-
nom biologickom materiáli, t. j. v kultivačnom médiu blasto-
cysty (SBM – spent blastocyst medium) a vyzdvihli potenciál 
miRNA ako biomarkera pre štúdium selekcie embryí. Charak-
terizovali dve miRNA so zvýšenou expresiou (96 %) pri im-
plantovaných blastocystách, miR-20a a miR-30c.

piRNA z kultivačného média ako biomarker 
kompetencie embryí

Piwi-interagujúce RNA (piRNA) sa zaraďujú medzi sncR-
NA molekuly eukaryotických organizmov, špecificky sa vy-
skytujúce v zárodočnej línii, blokujúce pohyb transponovateľ-
ných elementov. Úlohou piRNA je regulácia génovej expresie 
degradáciou mRNA alebo génovým utlmovaním. PiRNA inte-
ragujú s proteínom PIWI a zohrávajú úlohu pri fyziologických 
procesoch – spermatogenéza, vývoj folikulov a embryonálny 
vývoj, ale aj pri patofyziologických procesoch – angiogenéza, 
apoptóza, zápal, proliferácia a diferenciácia(15).

Autori štúdie Timofeeva a kol.(20) skúmali piRNA a miR-
NA molekuly v súvislosti s morfologickým statusom embrya 
a  jeho implantačným potenciálom. Zistili rozdiely v expre-
sii piRNA (piR-16735, piR-17716, piR-19675, piR-20326, piR-
20401) a miRNA (let-7 b-5p, let-7i-5p) v závislosti od kvali-
ty embrya. Ďalej identifikovali vysoko exprimované sncRNA 
(piR-11291, piR-1311, piR-15026, piR-15462, piR-16735, piR-
19122, piR-19675, piR-20381, piR-4880) v kultivačnom mé-
diu vo fáze moruly, ktoré ovplyvňujú expresiu génov patria-
cich do rôznych funkčných kategórií.

Záver
Na záver možno konštatovať, že vylučovanie látok embrya-

mi do extracelulárneho prostredia, predstavuje perspektívny 
zdroj potenciálnych biomarkerov. Kultivačné médium použí-
vané v rámci in vitro fertilizačného procesu zohráva kľúčo-
vú úlohu v oblasti reprodukčnej medicíny a vyžaduje vysoké 
štandardy kvality. Ideálny embryonálny biomarker by mal byť 
neinvazívny, stabilný, špecifický pre embryá a ľahko identifi-
kovateľný. Využitie kultivačného média blastocysty (SBM) po-
skytuje neinvazívny a dostupný materiál na analýzu. Štúdie, 
ktoré sa zaoberajú proteomikou, metabolomikou a transkrip-
tomikou, identifikovali proteíny, metabolity a malé nekódujú-
ce RNA v SBM ako potenciálne ukazovatele kvality embryí.
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