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Neplodnost' je v sucasnej dobe velkym zdravotnym problémom, ktory postihuje
milidny parov v reprodukénom veku na celom svete a vyuzitie technik in vitro oplodnenia sa
celosvetovo kazdoro¢ne zvySuje. Pre tispesné in vitro oplodnenie je nevyhnutné vybrat’ kvalitné
embryo. Napriek pokrokom pri in vitro fertilizacii je stdle nedostatoné mnoZstvo
neinvazivnych a spolahlivych biomarkerov na selekciu embryi s najvysSim vyvojovym
a implantanym potencidlom. Ako vhodny biomarker sa ukazuji malé nekddujuce RNA,
konkrétne piwiRNA (piRNA) a mikroRNA (miRNA), secernované do extracelularneho

prostredia, ktorym je kultivacné médium.

Tato praca popisuje hodnotenie kvality embryi, ich morfologické znaky v jednotlivé dni
ako aj samotny anota¢ny systém pomocou TimeLapse systému. V dalSich kapitolach je
popisané zloZenie médii, ktoré st vhodné ku kultivacii embryi, a ich analyza na omickej urovni

so zamerenim na piRNA a miRNA.

Hlavnym cielom tejto prace je preukédzat’ diagnosticky potencidl malych nekodujucich
RNA molekul v in vitro fertilizacii, pomocou ktorych by bolo moZzné neinvazivne vybrat’

kompetentné embryo k embryotransferu v procese IVFE.

V experimentalnej Casti bola preukdzand zvySena expresia piRNA molukul -
hsa piR 28263, hsa piR 18682, hsa piR 23020, hsa piR 414, hsa piR 27485 do
kultivatného média, ktoré stviseli s implanta¢nou schopnostou embrya a ich pritomnost’ bola
spojena s Uspesnymi embryotransfermi. Sti¢asne bola pomocou umelej inteligencie preukézana

zvySend expresia miRNA molekul - hsa-miR7-5p, ktoré suviseli s vysokou kvalitou embrya



a naslednym tuspesnym embryotransferom. Kratke nekdédujuice RNA molekuly — piRNA
a miRNA by mohli predstavovat’ vhodny biomarker pre hodnotenie kvality a viability embrya,

za ucelom zvysenia poctu uspesnych tehotenstiev.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Dominika Sersen, DiS.
Supervisor: doc. RNDr. Lenka Skélova, PhD.
Consultant: doc. RNDr. Miroslava Rabajdova, PhD.

Title of diploma thesis: The diagnostic potentional of piwiRNA molecules in IVF procedure

Infertility is currently a prevalent health problem affecting millions of couples of
reproductive age worldwide and the use of in vitro fertilization techniques is increasing

worldwide every year.

For successful in vitro fertilization, it is essential to select a good quality embryo.
Despite advances in in vitro fertilization, there is still an insufficient amount of non-invasive
and reliable biomarkers for the selection of embryos with the highest developmental and
implantation potential. Small non-coding RNAs, specifically piwiRNAs (piRNAs) and
microRNAs (miRNAs), secreted into the extracellular environment, which is the culture

medium, appear to be suitable biomarkers.

This work describes the evaluation of the quality of the embryos, their morphological
features on individual days as well as the annotation system itself using the TimeLapse system.
The next chapter describes the composition of the media suitable for the cultivation of embryos
and their analysis at the omic level, focusing on piRNAs and miRNAs. In the next chapters, the
composition of the media suitable for the cultivation of embryos and their analysis at the omic
level is described. The work is focused on small non-coding RNAs — piRNAs and miRNAs,
which are secreted into the culture medium, and are characterized in the following chapters

together with selected molecular methods for the detection of sncRNAs.

The main goal of this work is to demonstrate the diagnostic potential of small non-
coding RNA molecules in in vitro fertilization, which could be used to non-invasive selection

of a competent embryo suitable for embryo transfer in in vitro fertilisation.



In the experimental part, an increased expression of piRNA molecules - hsa_piR_ 28263,
hsa piR 18682, hsa piR 23020, hsa piR 414, hsa piR 27485 was demonstrated in the
culture medium, which were related to the implantation ability of the embryo and their presence
was associated with successful embryo transfers. At the same time, the artificial intelligence,
an increased expression of miRNA molecules - hsa-miR7-5p - was demonstrated, which were
related to high embryo quality and subsequent successful embryo transfer. Short non-coding
RNA molecules - piRNAs and miRNAs could represent a suitable biomarker for evaluating the

quality and viability of the embryo, in order to increase the number of successful pregnancies.
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1 Uvod

Zdravie ludskej populacie je jednym zhlavnych atribitov fungovania l'udskej
spolo¢nosti. Vysoké spolocenské naroky kladené na cloveka prindsaju vela negativnych
dopadov na jeho celkové zdravie. Vzhl'adom k infertilite ako celopopulaénému problému sa v
poslednych dekédach vyznamne zvysil pocet realizovanych cyklov asistovanej reprodukcie v
klinickej praxi.

Napriek mnozstvu technickych vylepsSeni v ramci kultivacie embryi v podmienkach in
vitro, rovnako aj napriek vylepSeniu kultivaénych médii a inkubatorov pouzivanych v praxi,
vacSina transferovanych embryi sa napriek tomu v maternici nie je schopna uhniezdit’.

Optimalna selekcia embrya v ramci IVF je rozhodujicim krokom celej lieCby. V
stuCasnosti pouzivané rdézne selekéné a hodnotiace systémy kvality ludskych embryi
pravdepodobne dosiahli svoj vrchol, a uz nemézu zlepsit’ vysledky asistovanej reprodukcie. Je
preto potrebné hladat’ iny marker alebo podporné diagnostické metddy vhodné k predikcii
kvality a ploidity embrya v procese IVF liecby.

Okrem analyzy markerov angiogenézy a vaskularizacie by sa pozornost’ vedeckej obce
mala zameriavat’ aj na $tadium nekodujucich molektl RNA, ktoré post-transkripne reguluju
génovu expresiu u eukaryotov.

Pocas embryogenézy dochadza k znacnej exprimacii Specifickych sncRNA molekul,
ktorych hladiny je mozné detegovat’ aj v kultivatnom médiu embrya pocas jeho in vitro
kultivacie. Kultivatné média sa po uskutoCneni transferu embrya, alebo zmrazeni embrya,

stavaju ,,odpadovym materialom®.
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2 Sucasny stav rieSenej problematiky

2.1 Neplodnost

Neplodnost’ (infertilita) je ochorenie reprodukéného systému definovana neschopnostou

otehotniet’ po 12 mesiacoch pravidelného nechranené¢ho pohlavného styku.

Primarna neplodnost’ je neschopnost’ otehotniet’, zatial’ ¢o sekundarna neplodnost’ je definovana

ako neschopnost’ otehotniet’ po predchadzajicom tispeSnom tehotenstve (WHO 2018).

Celosvetovo je miera neplodnosti najvyssSia vo vychodnej Europe, severnej Afrike a na
Strednom vychode. Celosvetovo 2 % Zien vo veku 20 az 44 rokov nikdy nedokézalo porodit’
zivé dieta a 11 % zien s predchadzajicim zivym porodom nedokdzalo porodit’ dalSie dieta

(Walket a kol. 2022).

Neplodnost’ moze byt spdsobena s muzskymi, zenskymi faktormi alebo kombinaciou
muzskych a zenskych faktorov, popripade nevysvetlitelnymi pri¢inami. Plodnost’ znizuje
nezdravy zivotny §tyl ako fajcenie, nadmerny prijem alkoholu, obezita a vystavenie sa latkam,
ktoré znecistuju zivotné¢ prostrediec (WHO 2018). Uvadza sa, ze neplodnost’ je jednou
z najcastejSich chronickych ochoreni v neproduktivnom veku. Medzi hlavné priCiny tohto
ochorenia patria gynekologické, andrologické, hormonalne, imunologické, hematologické

a genetické priiny (Rutstein a kol. 2004).

2.1.1 Gynekologické faktory neplodnosti

Medzi hlavné priciny Zenskej neplodnosti patria zvycajne:

o poruchy vajickovodov — nepriechodné vajiCkovody, sposobené nelieCenymi
pohlavne prenosnymi infekciami (chlamydie, kvapavka), komplikdciami
spdsobenymi potratom, popoérodnou sepsou alebo operaciou v brusnej/ panvove;j
oblasti;

o poruchy maternice — zapalového alebo benigneho pdvodu;

o poruchy vajecnikov — syndrém polycystickych vajecnikov ¢i iné folikularne
poruchy;

o ochorenia endokrinného systému, sposobujiice nerovnovahu reprodukénych

hormoénov (Rutstein a kol. 2004).
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2.1.2 Andrologické faktory neplodnosti

Muzsky faktor neplodnosti je definovany jednym alebo viacerymi abnormdlnymi
parametrami spermiogramu zistenymi analyzou ejakulatu alebo pritomnostou neadekvatnej
sexualnej alebo ejakula¢nej funkcie.

Medzi bezné abnormality spermiogramu patria:

= nizky objem ejakulatu (hypospermia) < 1,5 ml;
= nizka koncentracia spermii (oligozoospermia) < 15 mil/ ml;
= znizenda celkova pohyblivost’ spermii (astenozoospermia) < 40 %;

= abnormalna morfolégia spermii (teratozoospermia) < 4 %

Ako zavazny stupent muzskej neplodnosti je klasifikovany pocet spermii pod 5 milionov na

mililiter, alebo absenciou spermii v ejakulate (azoospermia) (Rumbold a kol. 2019).

2.1.3 Hormonalne pri¢iny neplodnosti

Medzi hlavné hormondlne pric¢iny neplodnosti patria poruchy ovulacie, ktoré zahfiiaji

syndrém polycystickych ovarii (PCOS), hypotalamickli amenoreu (HA), pred¢asnu ovarialnu
insuficienciu (POI), pred¢asnd menopauza a d’alej hypotyre6za alebo hyperprolaktinémia
(Thurston a kol. 2019). PCOS je naj¢astejSou endokrinnou poruchou, ktora ovplyviiuje Zenska
fertilitu. Celé spektrum siaha od neplodnosti, v dosledku chronickej anovuléacie a nepravidelnej
menstruacie ako je amenorea alebo oligomenorea, obezita s prevahou tuku v hornej Casti tela,
az po dermatologické prejavy ako je seborea, alopécia, ¢i akné v dosledku neustdleho
hyperandrogenizmu (Schmid a kol. 2004).
PCOS postihuje 6 — 15 % Zzien v reprodukénom veku. Az 25 — 75 % zien s PCOS ma nadvahu
alebo st obézne. Zeny s obezitou a PCOS maji niz$iu uspesnost’ spontinnej gravidity alebo
gravidity po in vitro fertilizacii (IVF). Ak sa zniZi hmotnost’ o 5 %, zlepSuje sa metabolicky
a hormondlny profil, ako aj reprodukéné funkcie (Papler a kol. 2022).

Z muzskej strany sa moZe jednat o hormondlnu nerovnovahu, sposobujicu

hypogonadizmus. Jeho terapia ma vplyv na potencidl muzskej plodnosti (Ohlander a kol. 2016).
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2.1.4 Imunologické pri¢iny neplodnosti

Imunologickd neplodnost’ v spojeni s reprodukénym zlyhanim sa stala zavaznym
zdravotnym problémom, ktory postihuje priblizne 1 z 5 parov v reprodukénom veku. Ejakulat
ako tekutina obsahujica spermie, bunkové vezikuly ¢i iné bunky a zlozky, by mohla
senzibilizovat’ Zensky pohlavny trakt. Imunitné odmietnutie muzského semena v Zenskom
reprodukénom trakte sa definuje ako zlyhanie prirodzenej tolerancie, ktora vedie k lokalnej a/
alebo systémovej imunitnej odpovedi. MoZe tak dojst’ k nadmernej tvorbe antiseminalnych
protilatok. Komplexné Studie v oblasti identifikacie cielovych protilatok a stanovenie
Specifickej triedy protilatok prispievaju k rozvoju u¢innej imunoterapie. Na zacCiatku 20.
storocia bolo zistené, ze zvieracie spermie mézu byt imunogénne. Bolo zistené, Ze pritomnost’
protilatok, ktoré aglutinovali a imobilizovali spermie v krvnych sérach Zien, nemohli
otehotniet’. TieZ sa zistilo, Ze v krvnych sérach niektorych neplodnych muzov sa vyskytovali
protilatky proti spermidm a ich neplodnost’ korelovala s hladinou tychto protilatok. Protilatky
proti spermiam sa vyskytuju rovnako u muzov aj Zien. Ich vyskyt bol zaznamenany u 9 — 36 %
neplodnych parov. V pripade neplodnych muzov sa vyskytuju asi v 8 — 21 % a u neplodnych
zien asi v 6 — 23 % celkovej populacie. Vyskytuja sa vSak aju 12,5 % plodnych muzovau 1,4
% plodnych zien. Neda sa tak potvrdit, Ze vSetky protilatky proti spermidm spOsobuji
neplodnost’. St znadme monoklonalne a polyklondlne protilatky, ktoré sa viazu na spermie, ale

neinhibuju proces fertilizacie ani in vitro, ani in vivo (Brazdova a kol. 2016).

2.1.5 Genetické faktory neplodnosti

V poslednych rokoch bola zaznamenana vysokd prevalencia genetickych pric¢in
poskodenia spermii, o predstavuje 10 — 15 % muzskej neplodnosti, vratane chromozomalnych
aberacii a mutacii jedné¢ho génu (Ferlin a kol. 2007).

Chromozomalne abnormality predstavuji priblizne 5 % infertilitu u muZov. Abnormality
chromozému Y, napriklad mikrodelécie, su hlavnou pri¢inou azoospermie a zdvaznej
oligozoospermie. Medzi dalSie genetické abnormality spdsobujuce neplodnost’ patria
Klinefelterov syndrom a Robertsonova translokacia (O’Flynn a kol. 2010). Aneuploidia, alebo
nespravny pocet chromozémov je najcastejSou chybou, ktord vyplyva z chromozomalnych

abnormalit u neplodnych muzov (Emery a kol. 2006).
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2.1.6 Hematologické pri¢iny neplodnosti

Medzi hlavné hematologické pri¢iny neplodnosti patri dedi¢né trombofilia. Je rizikovym
faktorom nie len kardiovaskularneho systému, ale podiel’a sa aj na reprodukénych poruchéch,
vratane opakovanej straty tehotenstva a rekurentnych zlyhaniach implantacie embrya (Coulam
a kol. 2006).

Vrodena trombofilia sa vyskytuje asi u 50 — 65 % zien s opakovanou stratou plodu.
Pravdepodobnost’ porodenia Zivého plodu je v tomto pripade iba 25 % a najvicsie riziko sa
vyskytuje u nositelieck homozygotnej] muticie FV Leiden a FII 20210A. Kombinované
trombofilné defekty sa zistili u 21 % zien, ktoré prekonali stratu plodu. Predpoklada sa, ze aj
polymorfizmus EPCR matky alebo otca moze prispiet’ k riziku predcasnej straty plodu (Kubisz
et al. 2010). Zeny s anamnézou rekurentné zlyhanie implantacie embrya v procese IVF a po
transfere embrya vykazovali vysSiu prevalenciu celkovych génovych mutacii ako aj inhibitora

aktivatora plazminogénu PAI-1 4G/4G (Coulam a kol. 2009).

2.1.7 Idiopaticka neplodnost’

Nevysvetlitelna neplodnost’ (unexplained infertility, UI) je paru diagnostikovana
Standardnymi vySetreniami vratane analyzy ejakulatu, kontrole ovulacie a potencie vajcovodov,
ktoré nevykazuju akukol'vek abnormalitu. Prevalencia UI dosahuje az 30 % neplodnych parov
vzhl'adom na Standardné vySetrenia. Predpoklada sa, Ze diagndza Ul je subjektivne hodnotena
a Casto nespravne diagnostikovana ako endometrioza, tubarna neplodnost’, predcasné ovarialne
zlyhanie ¢i imunologické neplodnost’ (Brazdova a kol. 2016).

Pocet folikulov je podmieneny geneticky a zenskd subfertilita spdsobend zlou
ovarialnou rezervou sa diagnostikuje, ak zostdvajuci pocet folikulov predstavuje cast
povodného poctu. K tomuto stavu dochadza vo veku 30 rokov. Kriticky bod sa dosiahne vo
veku 38 — 40 rokov, ked’ sa pocet folikulov znizuje na priblizne 25 000. Vo veku 50 rokov sa
pocet folikulov zniZuje priblizne na 1000 (Templeton a kol. 2003).

Imunologickd tolerancia ma kIaicovii tlohu v Ul Molekularna a bunkova
nedostato¢nost’” endometria veduce k zlyhaniu implantdcie embrya moéze suvisiet s UL
Nasledne prirodzena imunosupresia nezabrani imunitnému odmietnutiu matky. T — regulacné
bunky (Treg) st sti¢astou imunitnej tolerancie a chrania plod pred imunitnym ttokom.

UI je spojend nie len s diferencidciou Treg, a teda so zlyhanim potlacenia imunity, ale

aj s jeho distribuciou v mieste implantacie. Je to sposobené znizenou expresiou a nedostato¢nou
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funkciou lymfocytov a chemotaktickych agens pritomnych v maternici. Nakolko je Treg
diferenciacia regulovana transformujiicim rastovym faktorom, idiopatickd neplodnost’ moze

suvisiet’ so znizenou dostupnost'ou tohto faktora (Brazdova a kol. 2016).
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2.2 Biochemicky cyklus preimplantaéného embrya

Preimplanta¢ny vyvoj embrya zacina po oplodneni oocytu a kon¢i tesne pred implataciou
embrya na sliznicu maternice. Prvé tri dni po ovulacii v oocyte, zygote a embryu chyba
transkripcia, syntéza vlastnych ribonukleovych kyselin. Pocas tohto obdobia prebehne
oplodnenie oocytu, aktivacia oocytu, vznikne zygota, prebehne epigenetické reprogramovanie
a tri mit6zy, a obdobie transkripéného kl'udu je zakoncené aktivaciou embryonalneho gendému

v osembunkovom $tadiu embrya (Travnik a kol. 2022).

2.2.1 Inseminacia oocytu

V IVF cykle sa oocyty ziskavaji zvyCajne v hyperstimulovanych cykloch priblizne 36 —
42 hodin po injekénom podani I'udského chériového gonadotropinu (hCG). V stimulovanom
cykle by ovuldcia mala nastat’ priblizne 37 hodin po néraste hCG. Z tohto dovodu IVF centra
vykonavaju dva spdsoby inseminacie - IVF a intracytoplazmaticku injekciu spermie (ICSI)
v definovanom ¢asovom intervale po odbere oocytov, pocas ktorého musi nastat’ insemindcia
alebo ICSI. Predinkubac¢na doba sa pohybuje od 3 do 6 hodin medzi odberom oocytov a ICSI,
¢o by malo zlepsit’ rychlost’ oplodnenia a kvalitu embrya (Jacobs a kol. 2001).

K tspesnému oplodneniu ddjde v priebehu 16 — 20 hodin po insemindacii, a dojde
k vygenerovaniu dvoch prvojadier (pronucleus). Obe prvojadra su rovnako vel'ké a obsahuju 4
— 8 pronukleolov v jemne rozptylenom chromatine postupne sa kondenzujucom smerom
k druhému prvojadru. Toto Stadium oznacujeme ako zygota, ktord ma priemer asi 110um. Je
obklopena obalom nazyvanym Zona Pellucida (ZP). V perivitelinnom priestore medzi ZP
a oolémou zygoty, su pritomné dve podlové telieska — polocyty. Prvé polové teliesko zacina
priblizne po 15 hodinach po oplodneni degradovat (Travnik a kol. 2022). Po oplodneni
dochadza k d’al§im mitotickym deleniam, ktoré sa oznacuja ako brazdenie (ryhovanie) (Hobson

a kol. 2012).

2.2.2 Blastogenéza

Blastogenéza predstavuje proces vzniku zygoty, jej nasledné ryhovanie az po vznik
moruly a premenu moruly na blastocystu. Brazdenie (ryhovanie) sa zac¢ina delenim zygoty na
dvojbunkové embryo a pokracuje exponencidlne. Na druhy deii ma embryo Styri bunky a na

treti deni okolo 72. hodiny by malo mat’ embryo okolo 8 buniek (Hobson a kol. 2012).
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2.2.2.1 Morula

Pocas Stadia moruly stracaju blastoméry zretel'né hranice expresiou E-cadherinu (Burns
a kol. 2006, Travnik a kol. 2022). Dochédza k tvorbe medzibunkovych spojov - tesné spojenia
(tight junctions), ktoré utesituju medzibunkové kontakty medzi bunkami budiceho trofoblastu,
a nasledne vodivé spojenia (gap junctions), ktoré umoznuji medzibunkovi komunikaciu
(Travnik a kol. 2022). Pocas kompaktacie vykazuju blastoméry skoré znamky polarizacie a
zvacsuju svoju kontaktni plochu medzi jednotlivymi bunkami. Okrem dolezitého kroku,
ktorym je vramci vyvoja kompaktacia, je transformdcia moruly do Stadia blastocysty. To
predstavuje zadkladné bunkové preskupenia vratane internalizacie a tvorby lumenu (Gauster a

kol. 2022).

2.2.2.2 Blastocysta

Prenos embryi v §tadiu blastocysty poskytuje lepSiu synchronizaciu medzi endometriom
maternice a embryom. Dalfou vyhodou transferu blastocysty je vyber kvalitnej§ich embryi

s vy$$im implantaénym potencidlom (Shoukir a kol. 1998).

Embrya v stadiu blastocysty pozostavaji z dvoch odlisnych typov buniek — trofektodermu
(TE), ktory vytvara extraembryonalne Struktiry a vnutornej bunkovej hmoty (ICM), z ktorej sa
vytvara fetdlne a extraembryonalne tkanivo (Peterson a kol. 2012). Délezitym momentom
v embryonalnom vyvoji je hromadenie tekutiny medzi bunkami v §tadiu moruly. Ak sa objem
tekutiny zvacsuje osmotickym tlakom, postupne sa vytvara dutina vytvarajuca blastocel, ¢im sa
zvySuje pocet buniek. To sposobuje zvdcSovanie blastocysty a nasledné progresivne
stencovanie Zona pellucida. Kone¢nym procesom je uvolnenie blastocysty zo ZP procesom
nazyvanym hatching. Pocet buniek, ktor¢ tvoria blastocystu sa moze lisit’ v rozmedzi 24 az 322

buniek, ¢o sa odraza na morfologii blastocysty (Hardarson a kol. 2012).
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2.3 Genetické formovanie embrya v jednotlivych diioch

Preimplantacny vyvoj embrya je charakterizovany sledom udalosti od oplodnenia
Pudského zrelého oocytu, vratane formovania materského a otcovského prvojadra, po ktorom
nasleduje tvorba zygoty. T4 sa nasledne mitoticky deli kazdych 12-18 hodin, az dosiahne
Stddium moruly a pripadne Stadium blastocysty s velkym poctom buniek pred samotnou
implantaciou. Embryondlna transkripcia nie je potrebnd v Stadiach Stiepenia, pretoze
pociatocné §tadia vyvoja su zavislé na proteinoch a transkriptoch, ktoré sa nahromadili v oocyte
pocas jeho dlhého vyvoja, pozastaven¢ho v profaze meidzy I pred oplodnenim (Kakourou

a kol. 2013).

2.3.1 Prechod z meiézy do mitozy
Pocas oplodnenia vaji¢ka spermiou sa haploidné genémy rodica zjednotia, aby doslo
k vytvoreniu diploidného gendmu nového a jedine¢ného jedinca. U Zien, reprodukéné bunky —

oocyty, st ulozené vo vajecnikoch este pred samotnym narodenim (Baibakov a kol. 2012).

Oocyty uz presli replikdciou meiotickej DNA a rekombindciou, ktora zabezpecuje
genetickl diverzitu potencidlnych potomkov. Oocyty si pozastavené v meiotickej profaze
a obklopené somatickymi bunkami v primordidlnom folikule. Oocyty zva¢suji svoju velkost’
a akumuluju zédsoby, ktoré su potrebné pre vyvoj skorého embrya. V kazdom mensStruacnom
cykle dojde k narastu gonadotropinov, ktoré indukuju ich meiotické dozrievanie. ESte vo
folikule sa jadro oocytu rozpadne a okolo chromozéomov sa zhromazduje vretienko
mikrotubulov. Vretienko napokon migruje na povrch oocytu a segreguje polovicu homolégnych
chromozémov do malej bunky, ktord sa nazyva polové teliesko. Zvysné chromozémy su
zachytené¢ druhym meiotickym vretienkom a oocyt vtomto Stadiu vyckdva a cakd na
oplodnenie spermiou. Fuzia spermie s plazmatickou membrdnou oocytu spusta ukoncenie
procesu druhého meiotického delenia a nasledny prechod do mitdzy. Sériou oscialii Ca** sa
spusta casovo usporiadany sled udalosti, vratane uvolnenia kortikdlnych granul, a dokoncenie
druhého meiotického delenia, translacie materskych mRNA a samotny prechod z meiézy do
mitézy (Clift & Schuh, 2013). Transkripcia sa zastavi pred koncom rastovej fazy oocytu, kedy
je chromatin vysoko kondenzovany a obklopuje jadierko (Bouniol-Baly a kol. 1999).

AZ v §tadiu 4-bunkového embrya sa transkripcia ndsledne obnovi, a preto dozrievanie

oocytov, oplodnenie a mnozstvo bunkovych modifikacii, ktoré riadia prechod z oocytu do
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embrya, sa vyskytuju v nepritomnosti regulacie transkripcie (Clift & Schuh, 2013). Pri skorom
Stiepeni embrya je dolezitym kontrolnym bodom degradacia materskych faktorov pri prechode

z oocytu na embryo (Ramathal a kol. 2015).

2.3.2 Aktivacia embryonalneho genému

Oplodnenie oocytov v Stadiu MII spermiami je traskripne pokojné. Prva transkripcia
v novovytvorenych embryach je zndma ako embryonalna aktivacia genomu (EGA), pricom jej
nastup a nacasovanie su nejasné. V l'udskych embryach dochddza k EGA v osembunkovom
Stadiu embrya, po 68. hodinach po oplodneni (Assami a kol. 2022). Zaklad embrya je tak
postaveny na Strukturach a informacii materského povodu a nasledne je postupne prestavovany
na zaklade aktivacie embryonalnych génov. LCudské blastoméry st v zaCiatkoch navzijom
transkripéne podobné a do osembunkového Stadia nie st definované bunkové linie. Prechod od
aktivity materského gendomu k embryondlnemu prebieha v malych a velkych vilnach. Pri
prechode do osembunkového Stddia dojde k velkej vine transkripcie zahajenim expresie
transkripéného faktoru. Okrem kodujiicej RNA su transkribované aj nekodujuce RNA ako malé
nekodujuce RNA (small non-coding RNA, sncRNA), dlhé nekdodujuce RNA (long non-coding
RNA, IncRNA), endogénne retroviry a repetitivne elementy s potencialnou regula¢nou

funkciou (Travnik a kol. 2022).

2.3.3 Implanticia embrya

Uspes$na implantacia embrya je zloZity proces vyzadujici si koordinovany sled udalosti, ktory
zahfia interakciu medzi embryom a endometriom maternice. KI'icom k tomuto procesu je
zlozita kaskdda molekularnych mechanizmov, ktoré su regulované endokrinnymi,
parakrinnymi a autokrinnymi moduldtormi embryonalneho a materského povodu (Hernandez-
Vargas a kol. 2020). Implantacia je definovana ako proces, pri ktorom trofektoderm vyvijajice;j
sa blastocysty prilne k endometriu maternice. RozliSujeme tri fizy implantdcie: apozicia,

adhézia a invazia (McGowen a kol. 2014).

2.3.3.1 Apozicia

Implantacia embrya zacina apoziciou blastocysty do maternice zvy€ajne 2 — 4 dni po
vstupe moruly do dutiny maternice. Prostaglandin sa povazuje sa jeden z najddlezitejSich

regulatorov invazie trofoblastov, ktory aktivuje dalSie signdlne proteiny. Pocas procesu
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apozicie sa blastocysta diferencuje na vniutornii bunkovi hmotu — embryo a trofektoderm —
placenta. Stromalne bunky, ktoré obklopuji implantujucu sa blastocystu, sa diferencuju do
Specializovaného typu buniek, ktoré sa nazyvaju decidudlne bunky v procese zndmom ako

decidualizacia (Su-Mi a kol. 2017).

2.3.3.2 Adhézia

Bunkové adhézia trofektodermu blastocysty je sprostredkovand bunkovymi adhéznymi

molekulami, vratane integrinov, kadherinov, selektinov a imunoglobulinov (Su-Mi a kol. 2017).

Prestup blastocysty epitelom ul'ahcuje rozvolnenie vizby medzi epitéliami endometria,
ktoré st sprostredkované E-cadherinom. Pod vplyvom progesteronu je v epitéliovych bunkéach
endometria exprimovany kalcitonin, ktory vedie k presunu vapniku do cytoplazmy buniek a to
sposobi rozvolnenie cadherinovej vdzby medzi bunkami. V okamihu, ked sa blastocysta
naviaze na endometrium, kolabuje, tak’e do endometria vstupuje s menSim priemerom
a vacsinou je uz po 40 hodinach uplne zanorend do vrchnych partii funkénej zony endometria.
K zanoreniu dochddza embryonalnym polom, teda Castou, kde sa nachdadza embryoblast.
Epitéliova vrstva sa nad implantacnym kraterom obnovi medzi 10. az 11. dilom vyvoja. Na
sliznici maternice sa doCasne kolabovana blastocysta opédt’ nafukne a nasledkom rastu
blastocystovej dutiny sa este viac zvacsi, ¢im na konci implantacie dosiahne priemer 2 — 3 mm,

¢o mozeme na sonografe pozorovat’ ako gestacny vacok (Travnik a kol. 2022).

2.3.3.3 Invazia

Pocas proliferacie sa trofoblast rozlisi na dve zlozky, cytotrofoblast a syncytiotrofoblast.
Diferenciacia trofoblastu v cytotrofoblast a syncytiotrofoblast postupuje od embryonalneho
k anembryondlnemu pélu blastocysty. Sliznica maternice reaguje na implantovanu blastocystu
decidudlnou reakciou, ktord sa prejavuje zmnoZenim ciev okolo blastocysty a premenou
fibroblastov sliznicného vidziva na vicsie a zagulatené decidualne bunky, ktoré obsahuju

v cytoplazme vicsie mnozstvo glykogénu a tukové kvapocky (Travnik a kol. 2022).

2.3.3.4 Implantacné okno

Implanta¢né okno je definované ako peridda, kedy je maternica pripravena k implantécii
vol'ne uloZenej blastocysty. Zahfiia Casovy usek, kedy je vol'na blastocysta schopna pokracovat
vo svojom vyvoji v dutine maternice a zahajit' implantaciu. Toto obdobie vnimavosti je kratke
a vyplyva z naprogramovanej postupnosti posobenia estrogénu a progesterénu na endometrium

(Harper, 1992). Implantacné okno zac¢ina za fyziologickych podmienok najcastejSie 19. az 21.
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dent cyklu, respektive 4. az 7. denn po zvySeni koncentracie progesteronu. Poloha 10 je
individualna a da sa presne objektivizovat’ na zdklade charakteristickej génovej transkripcie
buniek endometria. Otehotnenie nastava najpravdepodobnejsie, ked’ je blastocysta na spravnom
stupni vyvoja pritomna v dutine maternice v rozmedzi + 12 hodin, s malou pravdepodobnost'ou

v rozmedzi + 24 hodin od stredu individudlneho implanta¢ného okna (Travnik a kol. 2022).
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2.4 Hodnotenie kvality embryi

Precizne hodnotenie kvality embryi je dolezité z hl'adiska uspesného IVF procesu (Magli
a kol. 2012). Od zacdiatku terapeutického vyuzitia I'udskych embryi kultivovanych in vitro sa
hladali metody, ktoré by umoznili vybrat’ embryo s dobrou perspektivou k d’alSiemu vyvoju,
nie len so zdravym fenotypom, ale aj genotypom. Zékladnou a najpouzivanejSou neinvazivnou
metddou je morfologické hodnotenie kvality embryi — statické alebo pomocou time-lapse
systému (Travnik a kol. 2018). Bolo vyvinutych niekol'ko skorovacich systémov, ktoré st
zalozené¢ na morfologickych znakoch deliaceho sa embrya. Tieto klasifikacné systémy
hodnotenia kvality embryi st zaloZené na hodnoteni poctu blastomér, tvaru a velkosti
blastomér, rozsahu a lokalizacie fragmentacie, kvality cytoplazmy, pritomnost’ granularity
alebo vakuol, pritomnosti multinuklearity buniek, stavu kompaktacie embrya a v neposlednom

rade, kvality samotnej blastocysty (Magli a kol. 2012, Toporcerova a kol. 2015).

2.4.1 Hodnotenie kvality pronuklearneho Stadia

Vysetrenie prvojadier nds informuje ¢i doslo k oplodneniu a pocet prvojadier poskytuje
informaciu ¢i doslo k oplodneniu jednou haploidnou spermiou. VysSetrenie prvojadier
vykonadvame 16 — 18 hodin po insemindacii. Spravny pocet prvojadier musi byt 2, kedy zygota

obsahuje jedno Zenské a jedno muzské prvojadro (Travnik a kol. 2018).

Existuji rozne systémy skoérovania prvojadier, pri ktorych sa hodnotia pronukleoly.

Skoérovaci systém pronuklearnych oocytov sa opiera o tri hlavné znaky:

e velkost a umiestnenie jadier,
e vzhlad cytoplazmy,
e velkost’ adistribu¢né znaky nuklearnych podlovych teliesok v jadrach (Scott a kol

2003).

Fyziologicky pocet pronukleolov ma byt medzi 5 — 7 v jednom prvojadre. Pri hodnoteni
pronuklearneho oocytu by mali byt’ jadrd rovnako vel'ké a centralne uloZené. Ak jadra nie st
rovnakej velkosti, maji embrya ndsledne spomaleny vyvoj, malé mnoZstvo z nich dosiahne
Stadium blastocysty a maji vysoky stupeil aneuploidie (Travnik a kol. 2018, Scott a kol. 2003).
Ak nie st lokalizované centralne, mohlo by to naznaCovat’ zlyhanie z niektorych mechanizmov
v procese oplodnenia, napr. tvorba mikrotubulov. Pronukledrne oocyty, ktoré maji rdznu

velkost’, st umiestnené na periférii, alebo prvojadra, ktoré sa nevygenerovali do 16. — 18. hodin
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po insemindcii, su hodnotené ako abnormalne a len zriedka sa pouzivaju pri prenose (Scott a

kol. 2003).

Zistilo sa, ze vzhl'ad cytoplazmy u pronukledrnych oocytov méze byt rozny, v suvistlosti
s redistribuciou mitochondrii (Van Blerkom a kol. 1984). Za fyziologickych podmienok su
mitochondrie va¢sinou okolo jadier s prejasnenim v perikortikalnej oblasti (Van Blerkom et al.
1995a). Pritomnost’ prejasnenia (halo efekt) na periférii cytoplazmy zygoty sved¢i o dobrej

vyvojovej perspektive embrya (Travnik a kol. 2018).

Absencia a predizenie cytoplazmatického halo pocas oplodnenia negativne koreluje
s porodenim Zivého dietata po prenose embrya. To poukazuje na vyznamnost
morfokinetickych parametrov cytoplazmatického halo pocas oplodnenia a moZzno ho pouzit

k preciznejSiemu vyberu vhodnych embryi (Ezoe a kol. 2021).

2.4.2 Hodnotenie kvality embrya v Stadiu ryhovania

Doélezitym znakom tuspesného vyvoja je v€asné delenie dvojbunkového embrya (early
cleavage). Early cleavage je vyznamnym indikatorom kvality embryi a pouziva sa ako
dodato¢né kritérium pri vybere embrya na prenos k zvySeniu miery gravidity a znizeniu
viacpocetnej gravidity. Zygoty v tomto Stadiu st kontrolované este v ten den medzi 25 — 27.
hodinou po inseminacii (Fu a kol. 2009). Hodnoti sa pritomnost’ pravidelného symetrického

Stiepenia a percento fragmentécie (Fisch a kol. 2003).

2.4.3 Hodnotenie kvality dvojdiiového embryo

Morfolégia dvojdiiového embrya sa hodnoti okolo 44 — 46. hodiny po inseminécii.
Hodnoti sa pocet blastomér, stupen fragmentacie, symetria blastomér a pritomnost
multinuklerity v jednotlivych blastomérach. Ak je pocet blastomér Styri, percento fragmentacie

<10 % a blastoméry s symetrické, embryo ma vynikajucu kvalitu (Fu a kol. 2009).

2.4.4 Hodnotenie kvality trojdiiového embrya

Na treti defi vyvoja maji embrya 8 buniek (Toporcerova a kol. 2015). Pocas tychto deleni
zostava celkovy objem embrya rovnaky a embryo vypliia zénu. To znamend, Ze jednotlivé
bunky — blastoméry, su po kazdom deleni mensSie. Aj v tomto $tadiu sa hodnoti pocet blastomér,

stupenl fragmentacie a symetria blastomér.
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2.4.5 Hodnotenie kvality embrya v §tadiu moruly

Na s$tvrty den vyvoj embryi by malo byt pritomné 16 — 32 bunkové Stadium
kompaktovaného embrya, ktoré sa nazyva morula. Ak embryo dosiahne Stadium 16 bunkového
embrya, zaéne sa podobat morusi, odkial pochddza nazov morula (lat. morus: morusa)

(Sherman a kol. 2001).

2.4.6 Hodnotenie kvality embrya v §tadiu blastocysty

V sucasnej dobe sa Standardne embrya kultivuju do Stadia blastocysty, ¢o viedlo k
potrebe morfologického bodovacieho systému. Systém klasifikdcie blastocysty zaviedol
Gardner a Schoolcraft v roku 1999 a bol aplikovany vicsinou IVF laboratorii. Tento systém
klasifikuje stupent expanzie blastocysty ako aj morfologického vzhl'adu vnutornej bunkovej

hmoty a buniek trofektodermu (Hardarson a kol. 2012).

Systém hodnotenia expanzie blastocysty sa rozdel'uje do Siestich kategérii hodnotenych
¢islom 1-6 a klasifikdcia ICM (sekcia B) a TE (sekcia C) do troch kategorii, zastupené
pismenom, priCom pismeno A reprezentuje najvyssiu kvalitu (Khurram a kol. 2007). Gardner a

Schoolcraft (1999) pouzivali numericky bodovaci systém navrhnuty Istanbulskym konsenzom.

. Blastocysta 1. stupna - klasifikovana dutinou, ktora je menSia ako polovica objemu
embrya.
. Blastocysta 2. stupna je klasifikovana dutinou blastocelu, ktora predstavuje polovicu

alebo viac ako polovicu objemu blastocysty.
. Blastocysty 3. stupfia su tie, v ktorych dutina blastocelu tplne vypliiia embryo.

. Blastocysty 4. stupna su klasifikované dutinou blastocysty, ktord je vicsia ako podvodny

objem embrya a ZP je stenCena.

. Blastocysty 5. stupiia alebo liahnutie blastocysty, v ktorych je dutina vicsia ako povodny

objem embrya a bunky TE sa liahnu z prirodzene porusenej ZP.

. Blastocysty 6. stupfia alebo vyliahnuté blastocysty su tie, ktoré sa uplne vyliali z

prirodzene poruSenej ZP (Hardarson a kol. 2012).
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2.4.6.1 Morfologia a hodnotenie kvality vnutornej masy buniek

Vnutorna bunkova hmota alebo embryoblast je Struktura v ranom vyvoji embrya a tvori
sa v blastocyste pred jej implantdciou do maternice. Embryoblast je jedind pluripotentna
bunkova linia v blastocyste a vytvara vIstvy epiblastov a hypoblastov.

(https://discovery.lifemapsc.com/in-vivo-development/inner-cell-mass/inner-cell-mass).
Kvalita A — ICM obsahuje vel'a buniek, ktoré su kompaktované a pravidelne usporiadané.
Kvalita B — ICM obsahuje niekol'ko buniek, ktoré st vol'ne zoskupené.

Kvalita C — ICM obsahuje ve'mi malo buniek, ktoré st voI'ne zoskupené (Balaban a kol. 2000).

2.4.6.2 Morfologia a hodnotenie kvality trofektodermu

Trofektoderm je vonkajSia vrstva buniek blastocysty a ma kI'a¢ovu ulohu pri apozicii,
adhézii a invazii do endometria, ¢im umoziuje blastocyste implantovat’ sa do maternice. (Aplin
et al. 2000, Tang et al. 2020). Bunky trofektodermu produkuju niekol’ko molekularnych
faktorov, ktoré¢ pomahaji pri implantacii embrya (Aplin a kol. 2000). Z buniek TE sa nasledne

stavaju fetalne extrembryonalne membrany ako aj samotna placenta (Hardarson a kol. 2012).
Kvalita A — trofektoderm je vytvoreny pravidelnymi bunkami.

Kvalita B — trofektoderm je tvoreny vel’kymi, menej pocetnymi bunkami, ktoré¢ st usporiadané

nepravidelne.

Kvalita C — trofektoderm obsahuje vel'mi malo velkych nepravidelnych buniek (Hardarson

a kol. 2012).

2.4.7 Hodnotenie kvality embryi pomocou semikontinuilneho ziznamu — TimeLapse
Embryolégovia Standardne vyberaji kultivaéné misky s embryami z inkubétora raz
denne, aby vyhodnotili kvalitu embryi, ¢o vSak poskytuje iba priebeh dynamického procesu
embryi. Embrya dobre netolerujii naruSenie ich optimalnych podmienok, a tento problém je
rieSitel'ny pomocou ¢asozbernej technologie bez vyberania kultivanych misiek z inkubatoru

(Kovacs, 2014).

Hodnotenie optického zaznamu embrya je zalozené na postupnom snimani

mikroskopickych snimkov vyvijajiicich sa embryi v intervaloch 5 — 20 minat vo viacerych
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ohniskovych rovindch. Zaznam sa vi¢sinou hodnoti softwarom, ktory registruje vacsie zmeny
v obraze, ¢im umoznuje vyhladat’ dolezité udalosti, napriklad vznik prvojadier, mitotické
delenie, kompaktaciu ¢i tvorbu blastocysty. Vzhl'adom k vyluceniu potencidlneho poskodenia
embrya posobenim fotonov na biomolekuly, sa vyuziva monochromatické svetlo s nizkou
intenzitou a vhodna vinova dizka a expozicia byva velmi kratka — zlomky sekund. Nakol’ko
energia fotonov stupa so skracujucou sa vlnovou dizkou, voli sa svetlo v Eervenej az zelenej
casti spektra. Celkova doba expozicie svetla je v pripade TimeLapse systémov podstatne nizsia
nez pri konvenénom prezerani pod mikroskopom (Travnik akol. 2018). Casozberné
technologie maji embryoldégom pomoct vo vybere embrya s najvyS$Sim implantaCnym

potencidlom, ¢im by malo dojst’ k zlepSeniu klinického vysledku (Kovacs, 2014).

70 700 650" "SGOONSEEEOUNNNNECONS 400

350 nm

Bezpeéné vinové délky b

Obrazok 1 Bezpecné farby svetla pre pouZitie v TimeLapse (Travnik a kol. 2018).

2.4.7.1 EmbryoScope+

Inkubator EmbryoScope+ je trojplynovy inkubator, ktory v priebehu vyvoja embryi
poskytuje sériu merani jednotlivych embryi. Meranie zahffia vyhotovenie Casozbernych
mikroskopickych snimkov vo viacerych ohniskovych rovinach a zdznam inkubacnych
podmienok. Systém inkubatora obsahuje dva samostatné systémy — systém pocitaca
a mikroskopu, ktory riadi akviziciu snimok, a systém riadenia plynov a teploty, ktoré riadia

podmienky inkubdécie (Travnik a kol. 2018).

Embrya sa kultivuju v kultiva¢nych miskach, ktoré obsahuji mikrojamky. Tato
viacjakamkova miska umoZiuje monitorovanie 8§ alebo 16 individudlne kultivovanych embryi
(Kovacs, 2014). Tieto misky musia byt zhotovené z vel'mi €istého polystyrénu a testované na

cytotoxicitu, pyrogenitu a embryotoxicitu (Travnik a kol. 2018). EmbryoScope+ moze sucasne
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sledovat’ 16 misiek a pouziva nizkointenzivne ¢ervené LED svetlo (635 nm) s 0,5 sekundovou

dobou expozicie (Kovacs, 2014).

2.4.7.2 Hodnotiaci systém KIDScore D5

Model je zalozeny na morfologii a morfokinetickych vlastnostiach, ktoré stvisia
s implantaénym potencidlom embryi transferovanych na piaty den kultivacie. Embryologom
ma pomoct’ pri rozliSeni medzi embryami s vysokou a nizkou pravdepodobnost'ou implantacie.
Tym sa znizuje pocet embryi, ktoré budi musiet’ pracovnici kliniky brat” do tivahy na prenos

alebo mrazenie.

Pri pouzivani modelu musia byt v komentari uvedené minimalne premenné, ktoré sa pouzivaji

v modele KIDScore D5:

PN — pocet prvojadier.

t2— doba od insemindacie do uplného rozdelenia na dve bunky.
t3 — doba od inseminacie do uplného rozdelenia na tri bunky.
t5 — doba od inseminacie do uplného rozdelenia na pat’ buniek.
tB — doba od inseminacie do vytvorenia blastocysty.

ICM — zhodnotenie kvality vnitornej bunkovej hmoty.

TE — zhodnotenie kvality trofektodermu.

Medzi 115. a 120. hodinou po inseminécii by mali byt uvedené ako premenné ICM

aTE. Obe premenné musia mat samostatny a nezavisly stupet od Apo C, pricom

evve

e Inner Cell Mass

A — mnoho husto zhluknutych buniek, ohranicenie buniek uz nie je zretelné, bez vakuol

a bunkovej drte.

B — pritomnych niekol'ko buniek a vrstva mdZe byt menej husto zhluknutd. Mdze byt

pritomnych niekol’ko vakuol alebo zndmky degeneracie.

28



C — veI'mi malo buniek vol'ne zhlukovanych. Bunky st velké a moze vykazovat zretelné

ohranic¢enie. Vo vrstve mozu byt vakuoly, degenerované bunky alebo samostatné bunky.

e Trofektoderm

A — mnoho plochych buniek ( > 40), ktoré tvoria vrstvu vystiel'ajucu dutinu blastocysty. Bunky

obsahuju zreteI'ne viditeI'né jadra a cytoplazma je homogénna.

B — niekol’ko (> 20) buniek a vrstva nie je uplne sudrzna a tvar buniek vo vrstve je rozny.
Bunkova cytoplazma sa moze zdat nehomogénna a moze byt tazké rozlisit’ jadra.

C — Obsahuje velmi malo buniek, ktoré¢ su casto velké a rozprestreté na velkej ploche.

Cytoplazma sa zda byt nehomogénna a mozu byt pritomné vakuoly.

Ak sa pouzije tento model, tak je kazdému embryu pridelené skore. Skore je v rozmedzi
od 1 do 9,9 arozdiel medzi dvomi skére mdéze byt aj minimdlne jedno desatinné miesto.

Embrya bez uspesnej fertilizacie, dostanu skore 0.
Skoére sa priradzuje na zéklade troch kombinovanych faktorov:

- Pravidelnost’ ryhovania
- Rychlost’ vyvoja
- Kvalita blastocysty (https://www.vitrolife.com/globalassets/support-

documents/product-manuals/czech/kidscore_d5_appendix_cs-cz.pdf)

RO Tool Vo T
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Obrazok 2 Anotacny systém KidScore z EmbryoScope+ (Gyncare, 2023).
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2.5 Kultiva¢né médium embrya

Ciel'om kultivacie embryi v asistovanej reprodukcii je zlepsit kvalitu vyvoja embryi
v laboratoriu. Embryé sa v prvych stadiach delenia fyziologicky vyvijaja vo vaji¢kovode, a
prirodzené prostredie pre moruly a blastocysty je dutina maternice. Povodne bolo bezné
pouzivat’ média umoziujuce kultivaciu 'udskych oplodnenych embryi in vitro 2 az 3 dni,
k dosiahnutiu §tadia Styroch az 6smich buniek a ndslednym prenosom embrya do maternice
(Gruber a kol. 2011). Cudské embrya sa prvykrat kultivovali do Sestndstbunkového Stadia.
Neskor boli embrya kultivované in vitro az do Stadia blastocysty (Biggers a kol. 2004).

Embrya oplodnené in vitro vyzaduji Specifické podmienky, v zavislosti od Stadia
preimplantaéného embrya. Kultivatné médium je pre embryo cudzim prostredim. Dizajn médii
je komplikovany a zlozky sa musia vhodne vyberat’ s ur¢itymi koncentraciami, ktorych cielom

je minimalizovat’ stres pre kultivované embryo (Gruber a kol. 2011).
Medzi hlavné komponenty obsiahnuté v kultivaénych médiach radime:

2.5.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny su dolezité regulatory preimplantacného vyvoja embryi. Embryo vyuziva
karboxylové kyseliny a aminokyseliny ako zdroje energie pred expresiou embryonalneho
genomu (Gruber et al. 2011). Pri kultivacii embryi in vitro od Stadia zygoty po Stadium
blastocysty sa ich kvalita vyznamne zlepSuje v pritomnosti neesencialnych aminokyselin
(NEAA) spolu s glutaminom. Niektoré aminokyseliny funguji ako biosyntetické prekurzorové

molekuly, osmolyty, timivé roztoky vnitorného pH, antioxidanty a chelatory (Quinn, 2014).

Neesencidlne aminokyseliny — asparagin, aspartat, glycin, histidin, serin, taurin
a glutamin stimuluja rast embrya pocas prvého delenia. Naproti tomu bol pozorovany inhibi¢ny
ucinok cysteinu, izoleucinu, leucinu, fenylalaninu, treoinu a valinu na vyvoj blastocyst

a zivotaschopnost’ (Gardner a kol. 1993).

V stadiu kompakticie obe skupiny aminokyselin pdsobia stimulaéne na vnutorna
bunkovi hmotu (ICM), priCom neesencidlne aminokyseliny a glutamin vedu k stimuldcii

trofektodermu a vyliatia zo ZP.

Aminokyseliny vSak v kultivaénych médiach, Specialne glutamin, podliehaju
spontannemu rozkladu pocas inkubdcie pri 37 °C, ¢o vedie k uvol'neniu améniovych iénov do

kultivatného média. Aménium posobi na embryo toxicky a znizuje jeho Zzivotaschopnost
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v dosledku vnutrobunkovej acidifikacie (Gruber a kol. 2011, Quinn, 2014). Aby sa zabranilo
moznej akumuldcii amoénnych i6nov v kultivaénom médiu pri 37 °C inkubécii, je potrebna

vymena kultivacného média kazdych 48 hodin (Quinn, 2014).

2.5.2 Antibiotika
Bakterialna kontamindcia pocas kultivacie embryi je vaznym problémom vo vSetkych
laboratoriach pri oplodneni in vitro. Frekvencia mikrobidlnej kontaminacie je medzi 0,35 %

20,86 % (Li a kol. 2022).

Kultivaéné média st rutinne dopliané antibiotikami, aby sa zabranilo bakterialne;
kontaminacii. V sucasnej dobe sa vyuzivaju antibiotikd: penicilin, streptomycin a gentamycin.
Antibakterialny u¢inok penicilinu sa pripisuje jeho schopnosti narusit’ integritu bunkovej steny
prostrednictvom inhibicie syntézy peptidoglykénov. Streptomycin a gentamycin narasaja

syntézu bakteridlnych proteinov, priCom na embryé neposobia toxicky (Gruber a kol. 2011).

2.5.3 Kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA)

Kyselina etylendiamintetraoctova posobi ako ligand a chelatacné cinidlo k regulacii
koncentracie tazkych kovov. Pridanim EDTA do kultivacného média sa zmieriiuje zastavenie
delenia v stadiu 2-bunkového embrya a inhibuje predCasné vyuzitie glykolyzy embryami
v §tadiu prvého delenia. EDTA v koncentracii 0,1 mmol/l znizuje vyvoj blastocysty a pocet

buniek (Gruber a kol. 2011).

2.5.4 Sacharidy
Pyruvat, laktat a glukdza s primarne energetické substraty pre preimplantaéné embryé
(Dean a kol. 2017). Embryo v ranom §tadiu vyvoja mé jednoduchu fyzioldgiu a udrziava si

nizku troven oxida¢ného metabolizmu (Leese a kol. 1984).

Pocas preimplantacného vyvoja je hlavnym zdrojom energie Krebsov cyklus. VEasné
Stadid preimplantacného vyvoja vyuZzivaji k tvorbe energie cyklus kyseliny citronovej
a oxidativnej fosforylacie s pyruvatom ako primarny substrat. S formovanim blastocysty
dochadza k zvySeniu rychlosti biosyntézy aj k narastu konzupcie kyslika (Travnik a kol. 2022,
Leese a kol. 1984). To vedie k zvySeniu energetickych narokov v Case, ked’ je embryondlny

genom aktivovany alebo v §tadiu kompaktacie. Glukdza nie je schopna podporovat’ vyvoj az
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do 4 — bunkového stadia embrya (Leese a kol. 1984). Embryo v osembunkovom §tadiu vyuziva
ako primarny zdroj energie glukozu, ktora je kI'acovym anabolickym prekurzorom a je potrebna
na syntézu triacylglycerolov a fosfolipidov a prekurzorom pre komplexné cukry

a glykoproteiny (Travnik a kol. 2022).

2.5.5 Vitaminy

Pre vyvoj embrya maji zdsadny vyznam vitaminy skupiny B — najmé B», Bs, Bo a Bio.
Najviacsi vyznam ma kyselina listova, ktora sa zicastiuje dvoch dolezitych metabolickych drah
— syntéza thyminu a recyklacia homocysteinu (Travnik a kol. 2022). Mierne davky vitaminov
C a E znizuj oxida¢né poSkodenie embryi a zlepSuju vyvoj blastocysty (Gruber a kol. 2011).
Pridanie kyseliny askorbovej do kultivaéného média vyznamne ovplyviluje vyvoj embrya a
vitamin E chrani bunky pred kyslikovymi radikalmi in vivo a in vitro. Ukazalo sa, Ze pridanie
vitaminu E do kultivaéného média zvySuje rychlost’ vyvoja blastocysty in vitro (Wang a kol.

2002).

2.5.6 Makromolekuly

Tekutina v reprodukénom trakte je bohatd na makromolekuly. Beznymi
makromolekulami su proteiny pridavané do kultivacnych médii (Gruber a kol. 2011). Proteiny
slizia ako zdroje energie a st rezervoarom k uvolneniu horménov, vitaminov a kovov (Simon
a kol. 2003). NajcastejSie sa pridava l'udsky sérovy albumin (HSA) alebo syntetické sérum. Obe
sa pridavaju v koncentraciach 5 — 20 %. Albumin udrziava stabilitu bunkovych membran
a posobi chelatane na stopové mnozstva toxickych zloziek. Medzi jeho d’alSie funkcie patri
kapildrna membranové permeabilita a osmoreguldcia (Gruber a kol. 2011). Okrem iného ma
dobré fyzikalne vlastnosti — posobi lubrikacne a je viskdézne, o umoziuje 'ahki manipuldciu
sembryom abrani jeho prilnutiu ku kultivatnej miske. Niektoré makromolekuly ako
polyvinylpyrolidon (PVP) a polyvinylalkohol (PVA) ¢i kyselina hyalurénova, boli navrhnuté
ako mozné alternativy (Simon et al. 2003). AvSak PVP ani PVA nie je povaZovany za
fyziologicku alternativu proteinov, nakolko ich teratologické vlastnosti neboli preskimané

a vyvolavaju obavy tykajuce sa ich pouZivania v asistovanej reprodukcii (Simon a kol. 2003).

Makromolekula, ktora je pritomnd vo zvySenom mnoZstve v reprodukénom trakte, je
hyaluronan. Hyaluronan je linearny polysacharid — glykosaminoglykén, pritomny

v cervikdlnom hliene, kumulo-oocytarnom komplexe (COC), folikularnej tekutine a seminalne;j
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plazme. Mnozstvo tejto makromolekuly pritomnej aj vo vajcovodoch a maternici sa zvysuje

az do ¢asu implantacie (Valojerdi a kol. 2006).

Ukazalo sa, ze hyaluronan méa vyznamnui tulohu v kultivaénych médiach embryi.
Hyaluronan moéze nahradit’ albumin, ale vyznamnejSie sa ukdzalo pridanie hyaluronanu do
kultivaéného média, ktoré obsahuje albumin, ¢o vyrazne ovplyvnilo vyvoj embryi, a zlepSilo
tiez prezivanie embryi po vitrifikacii. Nedavna randomizovand Studia potvrdila, ze zvySenie

hladin hyaluronanu zvysilo implantacnli mieru a Gspesnost’ tehotenstva (Gardner a kol. 2007).

2.5.7 Rastové faktory

Embrya st prirodzene vystavené komplexnej zmesi rastovych faktorov, ktoré maja
kl'a¢ovu tlohu v raste a diferenciacii v ¢ase prechodu zo Stddia moruly do Stadia blastocysty
(Gruber a kol. 2011). Stadie poukazuju na fakt, ze kultivicia embryi in vitro v kultivanom
médiu bez rastovych faktorov moze viest' k suboptimalnemu rastu a roznym ¢i uz kratkodobym,
alebo dlhodobym vyvojovym abnormalitam. Pritomnost’ rastovych faktorov tak moze zlepSit’

vyvoj in vitro (Richter, 2008).

2.5.8 pH kultiva¢ného média a oxid uhlicity

Doélezitym parametrom pocas kultivacie embryi je pH kultivaéného média. Komplexna
funkcia, ktora je zavisla od pritomnosti pufrov v roztoku, ktoré interaguji s CO; v plynnej faze
(Hentemann et al. 2011). Primérna interagujuca zlozka je hydrogénuhlic¢itan sodny (NaHCO3).

Ich vzt'ah je vyjadreny Henderson — Hasselbachovou rovnicou:

HCO3—

pH=pK + log H2C03+C02

(Quinn, 2004).

Spermie prechadzajii od epididymidis do vajickovodu prostredim s rozdielnymi pH.
V epididymidis je pH okolo 6,8, po zmieSani vSetkych zloziek ejakulatu sa spermie nasledne
ocitnu v prostredi s pH 7,2 — 8,4, vo vagine je hodnota pH asi 4,4 a v endocervixe a maternici

asi 7 (Travnik a kol. 2022).

Regulacia koncentracie COz je najdoleZitejSou Castou inkubatora, nakol’ko reguluje pH
kultivaéného média. Hodnota pH je vysledkom koncentracie CO> a mnozstva bikarbonatov
v kultivaénom médiu. Molekuly CO; sa v kultivacnom médiu rozpustia a dochadza k produkcii

kyseliny  uhli¢itej, —ktord ma tendenciu dosiahnut rovnovdhu s rozpustenym
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hydrgénuhli¢itanom. Cim je koncentracia CO, vyssia, tym nizsie je pH média (Lundin a kol.
2021). Prijatel'ny rozsah pH pre kultivacné média embryi je v rozsahu 7,4 — 7,2. V priebehu
rokov sa aplikovalo pH 7,4 ako zlaty Standard pre manipulaciu s l'udskymi gamétami
aembryami (Hentemann akol. 2011). Ak sa pouzivaji média, ktoré su sytené CO, je
nevyhnutné minimalizovat' ¢as misky mimo inkubdtora, ¢im sa zabrani zvySovaniu pH.
Prekryvanie kultivaénych médii minerdlnym olejom znizuje rychlost’ znizovania CO2

a nasledné zvySovanie pH (Gardner a kol. 2013).

Vajcovod

pH 7.94

pH8

J

Endocervikdlny hlien

Median pH 7.0

Endocervix

Maternica

Median pH 7.0
pH7.2-7.9

Vagina

Median pH 4.7

pH4 pH 4.42+0.6 netehotné
e pH 3.96+0.284 tehotné

Obrazok 3 Rozdiely v pH v Zenskom reprodukénom systéme (upravené podla Ng a kol. 2018).

2.5.9 Kiyslik

Kyslik sa povazuje za sekundarny stresovy faktor pri kultivacii embryi. V sucasnej dobe
je odportcand koncentracia kyslika 5 % pocas kultivacie embryi in vitro (Cairo Consensus
Group, 2020). Koncentracia 5 % Oz v porovnani s okolitou atmosférou vykazuje pravidelnejSie
delenie embryi a vyvoj blastocyst in vitro. Tieto kultivaéné podmienky viedli k prvému Zivému
porodu po IVFE. Koncentraciu kysliku v inkubatore je mozné regulovat’ priddvanim dusiku

(Khoudja a kol. 2013, Kersti a kol. 2021).
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2.5.10 Teplota

Teplota v inkubatore je kritickym faktorom, ktory ovplyviiuje vyvoj preimplantacného
embrya v in vitro a méze ovplyviiovat pH média (Youssefa kol. 2016). Embry4 rastu pri teplote
tela 37 °C a znizenie teploty o 1 °C modze narusit’ deliace vretienko, ktoré pomaha rozdelovat’
chromozémy (Talwar a kol. 2012). Randomizovana Studia sa zamerala na kultivaciu embryi
pocas 5 — 6 dni pri teplote 36 °C a 37 °C. Studia preukazala, ze pri kultivacii 37 °C maju
embryd priemerne vysSi pocet buniek na treti deil a lepSiu kvalitu blastocyst v porovnani

s teplotou 36 °C (Cairo Consensus Group, 2020).
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2.6 Preimplantacné genetické testovanie (PGT)

Vyber najlepsiecho embrya na prenos je dolezitym krokom v celom procese IVF. V sucasnej
dobe sa vybera embryo na zaklade hodnotiaceho systému zameraného na morfoldégiu embrya.
Pozoruje sa Cas prvého rozdelenia blastomér, ich symetria, a hodnoti sa pritomnost’ bunkovych
fragmentov. V $tadiu blastocysty su hodnotené parametre ako kompaktnost embryoblastu,

vzhlad trofektodermu a vnitorna bunkova hmota (Abeyta a kol. 2014).

Na posudenie kvality embrya sa vyuzivaju rozne neinvazivne metddy ako je Casozberné
zobrazovanie morfokinetiky embryi, proteomické & metabolomické $tadie. Predizena
kultivacia embrya do Stadia blastocysty vSak stile vykazuje vyznamné riziko aneuploidie.
zvySuje vyznam preimplantacného genetického testovania aneuploidii (PGT-A) ako metdda na

selekciu chromozomalne zdravych embryi (Dahdouh a kol. 2015a).

Preimplantacné genetické testovanie je v stcasnej dobe vo velkej miere vyuzivané
v IVF centrach po celom svete k selekcii euploidnych embryi na prenos a zlepSenie klinickych
vysledkov, v ramci implantécie embrya, klinického tehotenstva a zivého pérodu (Greco a kol.
2020).

Tato technika bola vyvinutad v 80. rokoch 20. storoc¢ia, kedy sa k urCovaniu pohlavia
embryi, u pacientov nestcich X — viazané poruchy, vyuzivala technika PCR.
Indikacie pre PGT v procese IVF zahfiiaju: vek matky, opakované implantacné zlyhanie,
opakované spontanne potraty, zdvazna muzska neplodnost’, monogénne ochorenia i Struktarne

chromozdémové prestavby (Dahdouh a kol. 2015b).

Preimplanta¢né genetické testovanie zahfiia:
a) PGT-A: preimplanta¢né genetické testovanie zamerané na aneuploidie.
b) PGT-SR: preimplantacné genetické testovanie zamerané na Struktirne chromozémové
prestavby.
c) PGT-M: preimplantacné genetické testovanie zamerané na monogénne ochorenia

(Zegers-Hochschild a kol. 2017).
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2.6.1 Preimplantacné genetické testovanie zamerané na aneuploidie

Preimplantacné genetické testovanie zamerané na aneuploidie je technika, pri ktorej sa
skiima vSetkych 46 chromozomov (https://ormgenomics.com/2018/09/20/pgt-what-does-it-all-
mean/).

Embryonalne chromozémové abnormality si najCastejSou pric¢inou potratov, ktoré sa
vyskytuju az v 60 % spontannych potratov. M6zu sa vyskytnut’ chromozémové abnormality,
ktoré zahtiaji aneuploidiu. Tyka sa to straty chromozému — monozémia, adicia chromozdému
— trizdmia, adicia celej sady chromozémov — triploidia, alebo Strukturdlne zmeny v rdmci
chromozému. Vyuzitie PGT-A sa za posledné roky vyrazne zvysilo s cielom dosiahnut’ ¢o
najvyssi uspech pri transfere embrya (Bonus a kol. 2022).

PGT-A bolo zavedené prvykrat v roku 1993 na selekciu euploidnych embryi k zlepSeniu
vysledku asistovanej reprodukcie.

V pociatkoch bola analyza prevedend pomocou fluorescencnej hybridizacie in situ, ktora
analyzovala len znizeny pocet chromozémov. Potreba skumat’ stav ploidie embryi viedla
k vyvoju réznych technik k analyze celého chromozémového panelu, ako napriklad Array-
Comparativna genomicka hybridizacia, sekvenovanie novej generacie (NGS) a kvantitativna

polymerazova retazova reakcia (Greco a kol. 2020).

Obrazok 4 Porovnanie morfokinetickych znakov euploidného a aneuploidného embrya (Gyncare, 2023).
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2.6.2 Preimplantacné genetické testovanie zamerané na Struktirne chromozomové
prestavby

Preimplatacné genetické testovanie Struktirnych chromozémovych prestavieb je
genetické testovanie embryi, ktoré vznikli v procese IVF. Testuji sa chromozomalne
Strukturalne preskupenia, ktoré su sposobené vyvazenymi translokdciami, inverziami,
duplikaciami a deléciami (https://pacgenomics.com/pgt/pgt-st/).

Translokacie st definované ako preskupenia chromozémovych segmentov medzi
nehomologickymi chromozdémami a vyskytuja sa priblizne u 1 z 500 jedincov. Robertsonove
translokacie maji abnormélne zlomy a dochddza k spojeniu dvoch akrocentrickych
chromozémov (Bartels a kol. 2020).

Vysledkom je abnormalny pocet chromozémov - 45 namiesto normalneho poctu - 46.
NajcastejSie pozorované Robertsonove translokacie st medzi chromozémami 13/14 a 14/21
(https://pacgenomics.com/pgt/pgt-st/).

Translokacie medzi chromozdémami 13 a 14 st spojené s niektorymi klinickymi prejavmi
vratane muzskej neplodnosti a rekurentne;j straty tehotenstva (Tung a kol. 2022). Reciproké
translokacie, ktoré su beznejsie, maju vymenené koncové segmenty na chromozémoch (Bartels
a kol. 2020). K identifikécii translokacie ako priciny rekurentnych strat tehotenstva doslo az
vroku 1962, ked péan Schmid prvykrat charakterizoval dedi¢ni translokdciu u paru
s viacndsobnymi stratami tehotenstva (Morin a kol. 2017).

Problém balancovanej translokéacie nastava v pripade reprodukcie, kedy mdézu vznikat
vajicka alebo spermie, ktoré neobsahuju spravne mnozstvo genetického materialu. Ak dojde
k oplodneniu takouto spermiou alebo vajickom, vznikne geneticky abnormalny jedinec
s mnohopocetnymi vyvojovymi vadami a tazkymi orgadnovymi postihnutiami. Vo véacSine
pripadov je plod samovolne potrateny, alebo je vyvojovad vada odhalend v rdmci prenatalnej
diagnostiky (https://www.repromeda.sk/poskytovana-starostlivost/genetika/pgd-

preimplantacna-geneticka-diagnostika/pgt-t-translokacie/).

Vel'ka stadia v Quebecu odhaduje, Ze translokécia je pritomnd u 2,2 % parov po jednom
potrate, u 4,8 % parov po dvoch potratoch a u 5,7 % parov po troch potratoch (Braekeleer a kol.
1990).
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2.6.3 Preimplantacné genetické testovanie zamerané na monogénne ochorenia

Preimplantacné genetické vysSetrenie zamerané na monogénne ochorenia je Coraz viac
popularnejsia technika, ktord umoziuje postihnutému paru predist’ prenosu ochorenia, ktoré je
prenasané poruchou jedného génu z rodicov na potomka (Lee a kol. 2020).

Je to metdda, ktord umoziuje vyber tzv. ,,zdravého* embrya bez konkrétnej genetickej zat'aze.
Pre tuto metoddu je nevyhnutné podstipit’ umelé oplodnenie a nasledné genetické vysSetrenie
embrya pred prenosom do maternice matky (https://www.repromeda.cz/poskytovana-
pece/genetika/preimplantacni-geneticka-diagnostika/pgd-monogennich-choroby/).

Tato technika bola prvykrat aplikovana v roku 1990 v pripade X-viazanej adrenoleukodystrofie
a nasledne d’alsi rok v pripade cystickej fibrozy (Lee a kol. 2020).

Medzi bezné indikacie pre PGT-M radime vzacne ochorenia ako cystickil fibrozu,
spinalnu muskularnu atrofiu, Huntingtonovu chorobu, metabolické poruchy, neurofibromatéza,
Marfanov syndrom, familiarna hypercholesterolémia, syndrém fragilného X, syndroém svalovej
dystrofie a d’alej dedicné dispozicie k nadorovym ochoreniam napr. BRCA1 a BRCA2.
V sucasnej dobe sa vSak indikacie nad’alej rychlo rozsiruju
(https://www.repromeda.cz/poskytovana-pece/genetika/preimplantacni-geneticka-

diagnostika/pgd-monogennich-chorob/).

2.6.4 Biopsia

Biopsia na analyzu sa méze urobit’ odobranim prvého a/alebo druhého pdélového telieska
oocytu, z embrya v cleavage Stadiu, odbioptovanim niektorych blastomér z embrya, alebo zo
Stadia blastocysty odobratim niektorych buniek trofektodermu. Tieto techniky je mozné pouzit
pri roznych indikéaciach, pri ktorych by prenos euploidného embrya mohol zlepsit’ klinické
vysledky (Greco a kol. 2020).

Biopsia v §tadiu blastocysty poskytuje vacsi pocet buniek pre genetické testovanie, ¢im
dochadza k zvySeniu spolahlivosti a minimalizovaniu rizika diagnostickej chyby (Hui a kol.

2019).

39


https://www.repromeda.cz/poskytovana-pece/genetika/preimplantacni-geneticka-diagnostika/pgd-monogennich-chorob/
https://www.repromeda.cz/poskytovana-pece/genetika/preimplantacni-geneticka-diagnostika/pgd-monogennich-chorob/
https://www.repromeda.cz/poskytovana-pece/genetika/preimplantacni-geneticka-diagnostika/pgd-monogennich-chorob/
https://www.repromeda.cz/poskytovana-pece/genetika/preimplantacni-geneticka-diagnostika/pgd-monogennich-chorob/

Obrazok 5 Priebeh biopsie (upravené podl’a Costa-Borges et al. 2016).

Priebeh biopsie zacina na treti den kultivacie, kedy sa pomocou pouzitia laseru urobi 10
mm otvor v Zona Pellucida. Nasledne sa embrya nad’alej kultivuji v kultivaénom médiu. Na
piaty eventudlne Siesty deii sa embryo vlozi do kvapky média prekrytého mineralnym olejom.
Embryo sa drzi pomocou mikromanipulacného nastroja Holderu skrz ZP v oblasti viditeI'nej
vnitornej masy. Na druhej strane sa do bioptickej ihly nasaji bunky trofektodermu. Pomocou
laseru sa nasledne odstrani 5 — 10 buniek trofektodermu, ktoré vyliezli zo svojho obalu (Rubino
a kol. 2020).

Odbioptované bunky trofektodermu sa umiestnia do mikrocentrifuga¢nych skimaviek
po sérii niekol’kych premyti premyvacim roztokom, a nasledne sa mrazia pri mraznickovej

teplote (Kaye a kol. 2018).
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2.7 Analyza kultiva¢ného média

Pouzité kultivaéné médium (Spent blastocyst medium, SBM) modze poskytovat’ dolezité
informacie, ktoré sa tykaju fyziologického stavu embryi pred implantaciou embrya
prostrednictvom neinvazivnej analyzy genomickych, transkriptomickych, metabolomickych
zloziek. Omické metddy sa v sucasnosti stavaju doplnkovou technikou k morfologickému

hodnoteniu rychlosti delenia, a samotného chapania vyvoja embrya (Perkel a kol. 2017).

Embrya maja schopnost’ vylu¢ovat’ do extracelularneho prostredia latky, tzv. sekretomy,
ktoré by mohli spiiiat’ vlastnosti potencialnych biomarkerov. Kultivaéné médium je v procese
in vitro fertilizacie extracelularnym prostredim pre embrya. Idedlny embryondlny biomarker by
mal vykazovat' zakladné vlastnosti ako su neinvazivnost’, stabilita, Specifickost’ k embryu

a 'ahka detekcia.

Kultivacné médium, v ktorom sa kultivuju embryd, predstavuje neinvazivny sposob
odberu biologického materidlu. SBM sa v sucasnosti pouziva postupne aj v rutinnej oblasti
k Stadiu novych biomarkerov vhodnych pre hodnotenie ploidity, kvality a viability embrya

(Klepcova a kol. 2021).

2.7.1 Malé nekédujiuce RNA

Bunky a tkaniva, ktoré su sucast’ou reprodukénych procesov st jedine¢né, pretoze neustale
prechadzajii reorganizaciou pocas gametogenézy a embryogenézy na transkriptomicke;]
a proteomickej trovni. Nedavno sa vedci zacali zameriavat’ na bunkovi proteomiku, ktora

zahfia malé nekddujuce RNA (Timofeeva a kol. 2019).

Malé nekddujuce RNA molekuly su kratke molekuly, ktoré maji priblizne 22 nukleotidov
amaju vzdjomnu sekvenacni podobnost’, tkanivovu S$pecifitu a vel’ky dynamicky rozsah
(Klepcova a kol. 2021). NajdolezitejSiu tlohu medzi tymto molekulami maji mikroRNA
(miRNA) a piwi — interagujiice RNA (piRNA) (Timofeeva et al. 2019).

V predchadzajucich rokoch je venovana pozornost’ tlohe malych nekddujucich RNA pri
implantdcii embrya a jeho normalnom vyvoji v stvislosti s ich u¢inkom na transkripcnej
a posttranskripénej urovni regulacie génovej expresie, ¢im moézu mat’ vplyv na celé spektrum

procesov v reprodukénom systéme (Klepcova a kol. 2021).
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2.7.1.1 Malé nekoédujice RNA v kultivaénom médiu blastocysty

Mnoho studii sa zaobera ulohou malych nekodujicich RNA, vratane piRNA a miRNA
v reproduk¢énom systéme. LCudské embrya su schopné secernovat’ Specifické piRNA a miRNA
molekuly do extracelularneho prostredia, a umoznit' tak interakciu medzi blastocystou
a endometriom, ¢o odrdza zivotaschopnost embrya, ploidiu ako aj implantacny potencial

(Toporcerova a kol. 2022).

2.7.2 Piwi-interagujuce RNA

PiRNA st novou triedou nekédujucich malych jednovlaknovych RNA, ktoré maju dizku
24 — 31 nukleotidov a su hojne zastipené v zarodo¢nej linii. Predchadzajuce studie ukazali, ze
piRNA maji rozhodujicu ulohu v gametogenéze, epigenetickej regulacii, vyvoji zdrodoc¢nej
linie, regulacii génovej expresie a embryonalnom vyvoji (Sari a kol. 2020, Yuka a kol. 2015).
PiRNA maja dodlezitt ulohu pri uml€ani transpozonov, ¢im sa zabezpe¢i normdlna
gametogenéza a reprodukcia (Toporcerova a kol. 2022).

PiRNA delime do troch tried podl'a sekvenovania novej generacie. PIRNA trieda I su
produkované zoskupenim genetickych lukosov. Stiepenie cielovej transpozonovej RNA je
sprostredkované piwi proteinom piRNA II. triedy. Poslednd skupina piRNA pochadza
z r6znych genomovych oblasti. To poukazuje na to, ze piIRNA mézu regulovat’ Groven génovej
expresie. Model amplifikdcie piRNA a neutralizacia transpozoénov sa  vyskytuja
prostrednictvom ping-pongového mechanizmu v zarodo¢nych bunkach (Timofeeva a kol.
2019).

Proteiny, ktoré st zapojené do biogenézy a funkcie piRNA, st rozhodujuce pre
biogenézu a spravne fungovanie piRNA. Ak dojde k defektom vo funkcii alebo expresii tychto
proteinov, moze byt’ ovplyvnena funkcia alebo produkcia piRNA. Viaceré stadie potvrdili, ze
defektnd expresia génov v biogenéze piRNA moze viest' k neplodnosti, dysfunkcii gamét

a zvySenej akumulécii retrotranspozonovych transkriptov (Sari a kol. 2020).
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2.7.2.1 Vybrané piRNA v kultivaénom médiu ako potenciilny biomarker

PiRNA molekuly spolu s piwi proteinmi maju délezitu ulohu pri vyvoji zarodo¢nych
buniek, a st priamo spojené s plodnost'ou u oboch pohlavi. Nedavne Stadie poukazali na rozne
urovne expresie molekil piRNA z SBM z hl'adiska morfologického stupiia embrya a jeho
implanta¢ného potencidlu. Samotné molekuly nemajii vyznamnu predikéna schopnost’, ale ako

komplex st citlivym prediktivnym biomarkerom (Toporcerova a kol. 2022).

2.7.3 MikroRNA

MikroRNA st malé nekodujice RNA, ktoré maju priemerna dizku 22 nukleotidov,
reguluju génovu expresiu mnohych proteinov a podielaji sa na Sirokej Skale biologickych
procesov ako je bunkova proliferacia, diferencidcia a apoptdza, vratane skorého vyvoja embryi
(Bartosik a Jirakova, 2018). MikroRNA st zabalené do malych vezikul, nazyvané exozomy,
a nasledne st vylu¢ované do extracelularneho prostredia. Zapuzdrené miRNA st chranené pred

degradaciou, a preto mézu byt detegované aj po dlhSom Case (Rosenbluth a kol. 2014).

MikroRNA su vysoko exprimované v rychlo rastucich nediferencovanych bunkéch, ako
st rakovinové bunky a embryonalne kmefiové bunky a nakolko si miRNA secernované do
extracelularneho prostredia, méze ich detekcia sluzit' ako prediktivny biomarker viability

embrya (Rosenbluth a kol. 2013).

Viacero autorov porovnavalo zmeny v expresii miRNA v SBM u blastocyst, ktoré sa
implantovali s blastocystami, u ktorych doslo k zlyhaniu implantacie. Obr. 6 poukazuje na

zoznam tychto markerov (Klepcova a kol. 2021).
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Obrazok 6 Vybrané miRNA z kultivaéného média blastocyst a ich ciePové gény.

MikroRNA izolované z kultivovacného média blastocyst, ktoré ovplyvituju expresiu génov
a su stucast'ou na réznych bunkovych procesov, stivisiace s embryogenézou a implantaciou
- proliferacia, angiogenéza, prezivanie, apoptoza, proces samotnej implanticie embrya do
maternice alebo v preimplantacnom vyvoji (zvySend expresia je zndzornena Sipkou hore)
(upravené podl'a Klepcova a kol. 2021).
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2.8 Vybrané molekulové metody detekcie piRNA

Interpretacia morfologie embrya nie vzdy odraza jeho fyzioldgiu a viabilitu. Boli
navrhnuté rozne biomarkery kvality embryi a ich implanta¢ného potencialu. Tieto metody
zahfnaju neinvazivne metabolomické a proteomické profilovanie kultivaéného média,
v ktorom sa vyvija embryo. Metabolomicky profil vSak vyzaduje pouzitie vel'mi citlivych
nastrojov, ktoré dokdzu detegovat’ aj mierne zmeny v zlozeni média, ¢o je rozhodujuce,
nakol’ko metabolomicka aktivita embrya zavisi od kultivaéného média. Hodnotenie
proteomického profilu embrya je zatial' nepresné, pretoZe je potrebné obohacovat” média

hlavnymi exogénnymi proteinmi, ktoré zabezpecuju normalny vyvoj embrya.

K analyze piwiRNA sa vyuzivaji metddy, popisané v nasledujucich kapitolach:

2.8.1 Polymerazova retazova reakcia

Polymerazova retazova reakcia (PCR) je metdda in vitro, ktoréd sa vyuziva k amplifikacii
DNA a bola zalozena v roku 1985 Kary B. Mullisom. VSestrannost’ a rychlost’ PCR sposobili
revoluciu v molekularnej diagnostike a umoznili realizovat mnozstvo aplikacii, ktoré pred érou
PCR neboli mozné. PCR umoziuje ziskat' pozadovanu a Specificktl sekvenciu gendémovej DNA

bez toho, aby ju bolo potrebné vopred klonovat’ vo vektoroch.

Princip PCR je zaloZeny na replikacii nukleovych kyselin (NK), ktora je zakladnym
molekuldarnym procesom vsSetkych Zzivych organizmov. Podstata PCR je opakujica sa
enzymova syntéza novych retazcov vybranych usekov dvojretazcovej DNA v smere 5'— 3’
prostrednictvom DNA-polymerazy. Usek nukleotidovej sekvencie je vymedzeny pripojenim
dvoch primérov, ktoré sa viazu na protilahlé retazce DNA tak, Ze ich 3" — konce smeruju proti
sebe. Po pridani DNA-polymerdzy a nukleotidov nasledne prebieha syntéza novych vldkien na
oboch matricovych retazcoch protismerne. K syntéze DNA sa pouzivaji termostabilné
polymerazy izolované ztermofilnych mikroorganizmov, napr. 7aq DNA-polymeraza
z Thermus aquaticus, ktory odolava teplotam, pri ktorych DNA denaturuje. To umoziuje, aby
syntéza DNA prebiehala cyklicky. V zavislosti na teplote reak¢nej zmesi sa pravidelne striedaji
tri kroky, pocas ktorych prebiehaju tri odlisné deje s odlisnymi narokmi na teplotu (Smarda

a kol. 2005).
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1. Denaturacia
Roztok v skimavke sa zahreje na 94 °C pomocou termocykléra. Teplo rozrusuje

vodikové viazby povodnej vzorky DNA a rozdeli DNA na jednotlivé vldkna — dojde
k denaturacii dvojvlaknovej DNA.

2. Anelacia (hybridizacia)
Zmes vzoriek sa nasledne ochladi na teplotu medzi 50 — 60 °C, ¢o umozni DNA
primérom a DNA - polymeraze naviazat' sa na jednotlivé vldkna DNA, ktoré boli
v predchadzajicom kroku rozvolnené vplyvom teploty. V tomto bode sa nukleotidy
z pridaného roztoku zmesi sparuju s jednotlivymi oddelenymi vlaknami DNA, ktoré st

vysledkom procesu zahrievania.

3. Polymerizacia (elongacia)
V momente ked’ dojde k ich naviazaniu, vytvori sa nové komplementarne vlakno
DNA. Z jednotlivych retazcov povodnej molekuly vzorky sa vytvori nova duplicitna
molekula dvojvldknove; DNA. Teplota sa pohybuje medzi 65 - 75 °C.

(https://www.coleparmer.com/tech-article/pcr-process-steps-explained).

Reakcie sa vykonavaju v zariadeni, ktory sa nazyva termocyklér, v ktorom sa teplota
meni automaticky v naprogramovanych casovych intervaloch. Postupnym opakovanim

procesu sa exponencidlne vytvara az miliarda kopii vybraného tseku ciel'ovej molekuly

(Smarda a kol. 2005).
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Obriazok 7 Teoreticka amplifikicia cie’ového fragmentu DNA pri zvySujicom sa pocte cyklov (upravené
podla Smarda a kol. 2005).
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2.8.1.1 Kvantitativna PCR (q-PCR)

Pri tomto postupe je amplifikované zname mnozstvo kompetitivneho templatu spolu
s rovnakymi mnozstvami cielovej DNA. Kompetitivny templat obsahuje rovnaké sekvencie
pre vizbu primérov ako cielovd DNA s rozdielnou velkostou. QPCR ma Siroké vyuzitie
v klinickej diagnostike pri genotypizacnej analyze bodovych mutacii, deléciach alebo

chromozdémovych aberaciach.

V sucasnej dobe sa vyuziva modifikdcia PCR, ktora umoZiuje priamu kvantifikaciu PCR
produktu v priebehu reakcie. Kvantifikdcia mnoZstva molekul NK je dolezita pri detailnom
Studiu génovej expresie alebo diagnostike niektorych patogénov. Kvantifikacia amplikonu pri
g-PCR v redlnom cCase sa vykondva prostrednictvom detekcie a kvantifikacie fluorescencného
signalu v Specidlnom =zariadeni, ktoré¢ okrem cyklického striedania teplot umoziuje
fluorescencnu detekciu a monitorovanie postupu PCR v redlnom Case bez nutnosti detegovat’

produkty PCR elektroforeticky (Smarda a kol. 2005).

Kvantitativna PCR pouziva fluorescencné farbiva a opticky systém pocas kazdého PCR
cyklu zaznamenava ich emitovant fluorescenciu. Zaznamenand fluorescencia sa softvérovo
spracuje a vyhodnoti.

Graficky priebeh real — time PCR znazoriiuje amplifikacna krivka, ktora ma 4 fazy:

1) Féza I — pocas tejto fazy dochadza k zdvojnasobeniu mnozstva amplikonu po kazdom
cykle, pricom narast fluorescencie je pod detekénym limitom.

2) Féza Il — exponencialna faza — v tejto fazi sa fluorescencia zvysuje na uroven opticke;j
detekcie, a cyklus, kedy zacina tato faza je dolezity na urcenie kvantity vstupného
mnoZstva templatovej DNA; oznaduje sa ako prahovy cyklus (ct). Cim je Ct nizsie, tym
vacsi pocet kopii templatovej DNA bol v reakcii.

3) Faza III — linedrna fdza — vyznacuje sa postupnou spotrebou komponentov reakcie na
narastajuce mnozstvo amplikonu.

4) Faza IV — mnozstvo amplikonu sa uz nezvysSuje v dosledku vycerpania zloziek gPCR

(Pastorakova a Petrovi¢ 2016).
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2.8.1.2 PCR pomocou reverznej transkriptazy (QRT-PCR)

RT-PCR je metoda urcend k amplifikécii molekul RNA. RNA vSak nemoze sluzit' ako
templat pre PCR, preto sa produkty tvoria iba vtedy, ak je izolovand RNA prevedend do
komplementarnej DNA (cDNA) retrovirovou spétnou transkriptazou viru M-MuLV a nasledne

amplifikovana PCR s dvomi Specifickymi primérmi.

Nevyhodou spitnej transkriptazy je jej termolabilita. Enzym svoju funkénost’ straca uz
priteplotach nad 42 °C a preto je stringencia spatnej transkripcie RNA na cDNA relativne nizka.
Stcasna technika RT-PCR vyuziva termostabilnu Tth DNA-polymerazu, ktora sa v pritomnosti
Mn?" vyznatuje RNA-dependentnou DNA-polymerazovou aktivitou aje schopnd 0&inne
a Specificky previest RNA do DNA pri teplote 72 °C. Rovnaky enzym sa néasledne vyuZiva pri
PCR. Pre zahijenie RT-PCR sa vyuziva oligo(dT)-primer, ktory je schopny rozoznavat
poly(A)-koniec mRNA alebo ndhodné hexanukleotidy v pripade, Ze mRNA nie je
polyadenylovana (Smarda a kol. 2005).

AR AARAAAAAARAAAAAAAANANAAAA A A AAA AA A

Zpétna transkripce primer oligo(dT) nebo nd
. pomoci 2pétné franskriptazy = eno genove specificky prir
‘' neba Tih DNA-polymerazy e

e e e e e e e et s aa Y YYYYV-Y VY

<o [ —— 17T

PCR 2
l B genové specificky primer

Obrazok 8 Spitna polymerazova reakcia s vyuzitim oligo(dT)-primeru (upravené podl'a
https://is.muni.cz/el/sci/podzim2010/Bi7015/um/enzymy_pro_MB.pdf.)

2.8.2 Mikrocipova analyza (Microarray)

Mikro€ipova analyza rychlo a efektivne monitoruje transkripciu alebo priamo expresiu
mnohych génov v jednej vzorke (Krizanovd 2012). Téato technika vyuziva hybridizaciu
skimanej NK s vel'kym mnozstvom oligonukleotidovych prob, ktoré su prichytené na pevny
podklad. Zékladom je najCastejSie Cip — skleneny, nylonovy alebo silikonovy. Pozorovana NK
sa pred hybridizaciou fragmentuje, oznaci sa fluoroférom a dojde k denaturacii. Principom je
hybridizécia znafenych oligonukleotidov s oligonukleotidovymi sekvenciami, ktoré su

prichytené na ¢ipe. Komplementarne nukleotidové sekvencie sa nasledne spajaju vodikovymi
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mostikmi a vytvoria tak nekovalentni vdazbu. Na zéklade fluorescencie su detegované miesta,
kde doslo k hybridizacii, ¢o znamend, ze vzorka obsahovala nukleotidovii sekvenciu
(Pastordkova a Petrovi¢ 2016, Smarda a kol. 2005). Microarray poméha pri analyze velkého
mnozstva vzoriek, ¢im sa tato technika mikroc¢ipov stala metédou znacne vyuzivanou v dnesnej

diagnostike (Govindarajan a kol. 2012).

2.8.3 Sekvenovanie

Ciel'om sekvenovania DNA je stanovenie primarnej Struktary, teda poradia nukleotidov
v molekulach DNA. Sekvencia DNA sa pouziva rutinne k ziskaniu informacie
o aminokyselinovej sekvencie kodovanych proteinov, o regulacii ich tvorby a umoznuje tiez
stanovit' charakter mutécii, ktoré sa mozu prejavit vznikom genetickych ochoreni (Smarda

a kol. 2005).

2.8.3.1 Sangerovo sekvenovanie

Enzymova metdéda sekvenovania je najbeznejSou metdodou sekvenovania DNA.
Vyvinula sa ztechniky, ktord sa oznacuje sekvenovanie +/-, kedy bolo prvykrat vyuzité
prediZzenie priméru DNA-polymerazou. Principom sekvenovania je terminicia polymerizéacie
inkorporaciou 2’, 3’- dideoxynukleotidov do novosyntetizujuceho sa vldkna DNA. Tato metdda
vyuziva niektoré vlastnosti DNA-polymerazy: schopnost’ vytvarat’ presné kopie molekuly DNA
a schopnosti Specifickej syntézy retazca DNA v smere 5° — 3" od priméru s vol'nou 3'— OH

skupinou (Smarda a kol. 2005).

K reakcii dochadza v Styroch skimavkach s radioaktivne znacenym priemerom. Kazda
reakcia je urcend k stanoveniu relativnej pozicie Specifickej bdze na konci analyzovaného
retazca. V kazdej skimavke sa nachadzaji vSetky Styri deoxynukleotidtrifosfaty (dNTP),
a v kazdej zo Styroch skiimaviek sa nachadza Specificky pridavok malého mnozstva jedného
z dideoxynukleotidtrifosfaitov (ddNTP). V prvej skimavke sa nachddza ddATP, v druhej
najdeme ddCTP, v tretej skimavke je ddTTP a v Stvrtej sa nachaddza malé mnozstvo ddGTP.
Mal¢ mnozstvo dideoxynukleotidtrifosfitov spOsobuje, ze pri polymeracii najprv dojde
k zaradeniu Standardnych dNTP do narastajiceho retazca, ¢im sa len niekedy inkorporuje
ddNTP, atym dojde k zastaveniu syntézy retazca. V kazdej skumavke vznikd populacia

roznych velkosti, ktoré su zakoncené konkrétnym ddNTP. Vzniknuté fragmenty sa separuji
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elektroforeticky v 4 drahach polyakrylamidového gélu a autoraddiografiou, a nésledne sa

z autoradiogramu odcita sekvencia (Pastordkova a Petrovi¢ 2016).

V stcasnej dobe je sekvenovanie zna¢ne automatizované, priCom princip Sangerovej
metddy je zachovany s malymi zmenami. PouZziva sa termostabilna DNA — polymeraza, ktorou
sa nasekvenuje usek DNA a namnozi PCR metodou, po ktorej nasleduje sekvenacna reakcia
s fluorescencne zna¢enymi ddNTP. V tomto pripade prebieha sekvenacna reakcia iba v jednej
skimavke s jednym primerom, a vznikne tak stibor jednovlaknovych DNA s réznou dizkou,
ktoré maji na konci 3" oznacené miesta dANTP so Specifickym fluorescenénym farbivom.
Sekvencia DNA sa ziskava po kapilarnej elektroforéze vzorky, zaznamenavani fluorescencie
jednotlivych fragmentov CCD kamerou a naslednym softvérovym spracovanim (Smarda a kol.

2005).

l pridanie znaceného primeru

*
| ) . ] / \ _\. i
1 1 1 \
L% v v LY

+ DNA-pol. + DNA-pol. + DNA-pol, + DNA-pol.

«dNTP + dNTP +dNTP «dNTP

+ ddATP + ddGTP - ddTTP +ddCTP
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—_ . FAGCCGTGATTCGA
_— WAGCCGTGATTCG
= — | | 2 XacccergaTTC
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5 JE— 8 XAGCCGTGAT
3 —_— £ JAGCCGTGA
b= — 7] AGCCGTG
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Obriazok 9 Sangerova metéda sekvenovania DNA (upravené podlPa https://biopedia.sk/molekularna-
biologia/sekvenovanie-dna).
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2.8.3.2 Sekvenovanie novej generacie

Sekvenovanie novej generacie je vysokovykonna technika, ktord umoziuje rychle
sekvenovanie parov baz vo vzorkach DNA a RNA. NGS umoziuje pocitanie chromozomov,
profilovanie génovej expresie, detekciu epigenetickych zmien a molekularnu analyzu
(https://www.thermofisher.com). Pomocou NGS je mozné sekvenovat' cely l'udsky gendém

v priebehu jedného dna (Behjati a kol. 2013).

Sekvenovanie ,,prvej generacie®, ktoré je zaloZené na Sangerove] metode, v sucasnej
dobe nestaci na analyzu va¢siecho mnoZstva dat. V sucasnosti sa NGS technolédgie rozdel'uji do
dvoch skupin. Prva skupina je zalozena na PCR amplifikéacii templatu — sekvenovanie druhej
generacie. Druhd skupina je technologia bez nutnosti amplifikacie pred sekvenaciou —

sekvendcia tretej generdcie (Tomasova a kol. 2015).

2.8.3.3 Sekvenovanie druhej generacie

Principom sekvenovania druhej generdcie je tvorba kratkych fragmentov DNA,
z pripravy templatu a nasledného vytvorenia kniznic amplikonov emulznou PCR alebo PCR
v zhlukoch. Vo vicsine pripadov sa DNA najprv fragmentuje, ¢im vznikd DNA kniznica, na
fragmenty sa pripoja kratke sekvencie a nasledne sa fragmenty amplifikuju a ur¢i sa ich
sekvencia. Sekvenovanie je zalozené na syntéze alebo ligacii adaptérovych primérov
s detekciou inkorporovanych nukleotidov a analyzou dat. Zo ziskanych sekvencii je mozné
vyskladat’ plynula sekvenciu, ktord zodpoveda povodnej nefragmentovanej DNA (Pastordkova
a Petrovi€ 2016, Tomasova a kol. 2015). Vysledna DNA sekvencia sa porovnava s referencnou

(Gerykova Bujalkova a kol. 2016).
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Sangerovo sekvenovanie Next-gen sekvenovanie

Fragmentacia DNA Fragmentacia DNA

Ligécia adaptorov in vitro

== . —
E =
Generovanie DNA fragmentov Kon&trukcia DNA kniZnice

s definovanymi kancami
3-... GACTAGATACGAGCGTGA,..-5  (templat)

5%. CTGAT (primer)
CTGATC '{E:

-..CTGATCT
CTGATCTA ’,-C)
CTGATCTAT ’-

; ...CTGATCTATG
DNA-polymeraza ...CTGATCTATGC -
dNTP LETGATCTATGCT ;‘1}3
znatené ddNTP CTGATCTATGCTC -

CTGATCTATGCTCG

Cyklické sekvenovanie celgj kniZnice
(1 kniznica = milidny sekv. behov)

Elektroforéza
(1 kapilara = 1 sekvenacny beh) cyklus 1 cykius 2 cykius 3
=1 B 6 e
— W ofl-c ol oo

]

Obrazok 10 Porovnanie 1. a II. generacie sekvenovania (upravené podl'a https://biopedia.sk/molekularna-
biologia/sekvenovanie-novej-generacie).

2.8.3.4 Sekvenovanie tretej generacie

Sekvenovanie tretej generacie nie je zalozené na namnozeni sekvenovanych tusekov. Pri
tejto metdde sa nevyuziva amplifikaény krok, ¢im sa znizuje vyskyt spontdnnych mutacii, ktoré
mozu vzniknit’ chybou DNA — polymerdzy (TomaSova a kol. 2015). Sekvencia sa ziskava

zachytenim signélu v redlnom ¢ase DNA (Pastordkova a Petrovi¢ 2016).

2.8.3.5 Pyrosekvenovanie

Pyrosekvenovanie definujeme ako real-time sekvenovanie, pri ktorom sa v priebehu
enzymatickych reakcii deteguje svetelny - luminiscenény signdl, ktory je uvolneny pri
zabudovani dNTP do vznikajiceho retazca DNA (https://www.news-medical.net/life-

sciences/What-is-Pyrosequencing.aspx).
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Mnozstvo uvolneného svetla by malo byt umerné poctu zaclenenych nukleotidov. Pri
pyrosekvenovani sa uplatiuju 4 enzymy — DNA polymeraza, ATP sulfurylaza, apyraza
a luciferdza. Sucastou reakcnej zmesi su dalSie komponenty — enzymatické substraty:
adenozinfosfosulfat,  sekvenovany  templat,  d-luciferin  apostupne  pridavané
nukleotidtrifosfaty. Hlavnou vyhodou pyrosekvenovania je rychlost adizka preéitane;

sekvencie DNA (Pastordkova a Petrovi¢ 2016, Tomasova a kol. 2015).

ONA-poymerdza  x1p sulfuryléza DNA polymeraza
B EErF T luciferaza A
L1 1 [ Spyvias DNA,,, + NTP =t DA, + PP
AT c N APS Y
luciferin
svetio

ATP svetio

APS + PPi ATP

Nukleotidova sekvencia

dNDP « dNMP + fosfat | \ A

e 1T @ A T

P+ fosfat . :
ADP + AMP + fos pridany nukleotid

Obriazok 11 Princip pyrosekvenovania (upravené podla  https:/biopedia.sk/molekularna-
biologia/sekvenovanie-novej-generacie).
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3 Ciel prace

Ciel'om prace bolo:

e Na ziklade literarnej reSerSe uskutocnit’ prehlad moznych exprimovanych
nekodujucich RNA molekul v kultivaénom médiu embrya.

e Na ziklade literarnej reSerSe popisat a vybrat vhodni molekulovi metddu
k analyze expresie nekdédujicich RNA molekul v kultivaénom médiu embrya.

e V experimentalnej Casti detekovat’ expresiu vybranych nekoédujicich RNA molekul
vybranou molekulovou metodou v kultivaénom médiu embrya a zhodnotit’ ich

potencial pre hodnotenie kvality embrya v IVF procese.
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4 Material a metodika

Experimentalna Cast’ prebiehala v spolupraci s Centrom asistovanej reprodukcie Gyncare
v Kosiciach a Univerzitou Pavla Jozefa Safirika v Kogiciach. Do $tudie boli zapojené

pacientky, ktoré podstupili in vitro fertilizaciu v Gyncare.

Oocyty boli odobraté pacientkam v kratkodobej celkovej anestézii, ktoré nasledne presli
procesom in vitro oplodnenia. Embrya boli kultivované¢ do S$tadia blastocysty a pouzité
kultivaéné meédium bolo ndsledne odpipetované, zamrazené a podrobené¢ sekvenovaniu
sncRNA. V procese odberu vzoriek sa odoberalo 20 ul SBM z kaZdej kultivacnej jamky
jedného embrya. Odber SBM prebiehal sterilnym sposobom do mikroskiimaviek a nasledne

boli vzorky skladované pri— 70 °C.

Nasledujuca Cast’ experimentu prebichala na katedre biochémie lekarskej fakulty
Univerzity Pavla Jozefa Safarika v Kogiciach. Metody masivneho paralelného sekvenovania

sncRNA boli vykonané na sekvenac¢nej platforme Illumina.

Celkova RNA obohatend o malé RNA sa extrahovala zo zozbieranych SBM pomocou
supravy miRNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) podl'a protokolu vyrobcu dodané¢ho
ku kitu. cDNA kniZnice k sekvenovaniu d’alSej generacie sa pripravili pomocou stipravy QiaSeq

miRNA Library Kit (Qiagen).

4.1 Pracovny postup izolacie ncRNA z SBM

Kultivaéné médium bolo rozmrazené na l'ade, pridané 350 pl QIAzol a nasledne bola vzorka
zvortexovand. Vzorka bola inkubovana 5 minut pri izbovej teplote. Ku kazdej vzorke bolo
pridanych 90 pl chloroformu. Vzorka bola premieSand a inkubovana 2 minuty pri izbovej
teplote. Vzorku bolo nasledne potrebné centrifugovat’ 15 min 12000 g/4°C. Vrchna vodna faza
bola prepipetovana do novej skimavky a bol pridany 1,5 ndsobok objemu 100% etanolu.
Vzorka bola premieSand a inkubovand 2 minuty pri izbovej teplote. Obsah skimavky bol
prepipetovany na kolonku RNeasy MinElute. Po centrifugdcii bol odstraneny filtrat a na
koloénku bolo pridanych 350 ul RWT. Filtrat bol nasledne po centrifugacii odstraneny. 80 pl
DNazy v RDD bolo pridanych na kolonku, a nasledne bola vzorka inkubovand 10 mintt pri
izbovej teplote. V dalSom kroku bolo pridanych 350 ul RWT a filtrat bol po centrifugacii
odstraneny. Ku vzorke bolo pridanych 500 pl RPE. Filtrat bol nésledne po centrifugacii
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odstraneny a bolo pridanych 500 pl 80% etanolu. Filtrat bol po centrifugacii opét’ odstraneny.
Po vysuSeni sa eluovalo s 15 pl nuclease-free vody. Vyizolovand RNA bola nasledne

skladovana pri -80°C.

4.2 Priprava sekvena¢nych knizZnic

Pri priprave sekvenacnych kniznic bol pouzity QIAseq miRNA Library Kit. Tymto setom
bolo umoZnené presné sekvenovanie novej generidcie maturovanych miRNA na pristroji
[llumina NGS. Maturované miRNA maja charakteristické skupiny, ktoré umoziuji adaptérom
sa Specificky naviazat’. Nasledne prebehla reverzna transkripcia, a tym bola umoZnena priprava
kniznice maturovanych miRNA s minimdlnym pozadim. V prebiehajucej reakcii sa adpatéry
naviazali na 3' a 5' konce miRNA s néslednou syntézou cDNA a priradenim unikéatnych
molekulovych indexov (UMI, unique molecular indices). Po vyizolovani sncRNA bola
vytvorena sekvenacna kniZnica. RozliSuja sa zédkladné kroky pri priprave kniznic: 3' ligacia, 5'

ligacia, cDNA syntéza, cDNA precistenie, amplifik4cia kniznice a pre€istenie kniZnice.

e 3'ligacia
Adenylovany adaptér bol ligovany na 3' konci jednotlivych miRNA. Pre G¢innu ligaciu a
prevenciu neziaducich vedlajSich produktov bola pouzita QIAseq miRNA NGS 3' ligdza. Pred
zacCatim bola templatova miRNA rozmrazena na I'ade a vSetky potrebné reagencie bolo potrebné

vytemperovat’ pri RT.

e 5'ligacia
Adaptér RNA bol nasledne naviazany na 5' koniec maturovanej miRNA. 5' liga¢na reakcia bola

pripravend na l'ade. Po skonceni inkubdcie bolo mozné prejst’ na d’alsi krok — cDNA syntéza.

e cDNA syntéza (Reverzna transkripcia)

UMI je obsiahnuty v priméri reverznej transkripcie. Reverzny primér bol naviazany na
oblast’ 3' adaptéra a ul'ahCila sa tym premena 3' a 5' ligovanych miRNA na cDNA. Pocas
reverznej transkripcie bola pridavana univerzélna sekvencia, ktord bola schopnd rozpoznat

priméry indexujiice vzorky pocas amplifikéacie kniZnice.
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Tabul’ka 1 ZloZenie reakénej zmesi pre cDNA syntézu

Zlozka Objem na 1
reakciu
5' liga¢na reakcia s RT iniciatorom 42 ul
QIAseq miRNA NGS RT primér — nariedeny 2 ul
Nuclease-free voda 2 ul
QIAseq miRNA NGS RT pufor 12 ul
QIAseq miRNA NGS RI 1 pl
QIAseq miRNA NGS RT enzym 1w
Celkovy objem 60 pnl

e cDNA precistenie:
Po reverznej transkripcii bola cDNA precistena pomocou magnetickych gul'6cok.

Pripravené gul’'6¢ky boli pouzité v kroku pre cDNA syntézu a k reakénej zmesi k cDNA syntéze

bola pridana zmes s gul'6¢kami.

e Amplifikacia kniZnice:

Reak¢nd zmes na amplifikéciu kniZnice bola umiestnena do termocykléra s nastavenym
programom, ktory je uvedeny v tab. 2. Po amplifikécii bolo potrebné pridat’ k reakénej zmesi
gul’ocky, zamieSat, scentrifugovat’ a inkubovat. Skiimavky boli umiestnené na magneticky
stojan, kym nedoslo k usadeniu gul'6¢ok. Na stojan boli nasledne prenesené mikroskumavky
a eluované DNA, ktoré boli prenesené do novej mikroskimavky predstavovali miRNA

sekvenacnl kniznicu. Nésledne bola stanovena koncentréacia pripravenej kniZnice.

Tabul’ka 2 Program pre amplifikaciu cDNA kniZnice.

Pociatoéna denaturacia 15 min. 95°C

Denaturacia 15s. 95°C
Anelacia 30s. 60°C
Polymerizacia 15s. 72°C
Zaverecna polymerizécia 2 min. 72°C

- Chladenie 0 4°C
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4.3 Kontrola kvality kniZnice

Kvalitu sekvenacnej kniznice méze ovplyviiovat viacero faktorov. Bioanalyzator na
kontrolu kvality a kvantity kniznic sa Castokrat pouziva Agilent TapeStation bioanalyzator.

Postup kontroly kvality sekvenacnej kniznice mé nasledné kroky:
e Priprava vzorky.

e Priprava TapeStation ¢ipu — po priprave vzorky na bioanalyzatore bol
pripraveny Cip, ktory sluzi k separacii fragmentov. Na ¢ip bol naneseny
elektroforeticky gélovy material, na ktory boli umiestnené vzorky.

e NanasSanie vzorky — vzorka sekvencnej kniznice sa naniesla na €ip a spustila sa
elektroforéza. Agilent TapeStation vyuZivala elektroforetické pole k oddeleniu
fragmentov podl'a prislusnej velkosti. K rozdeleniu DNA fragmentov bol pouZity

elektricky prud.

e Analyza dat — po ukonceni elektroforézy sa tidaje interpretovali a analyzovali.
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5 Vysledky

Cielom predpokladanej diplomovej prace bola identifikdcia nekédujucich RNA molekul
dolezitych pri predikcii vyvojovej kompetencie I'udskych embryi v podmienkach in vitro
z kultivaéného média. Vysledkom NGS analyzy kultivaéného média blastocysty boli udaje,
ktoré boli interpretované bioinformatickymi analyzami. Metodami strojového ucenia boli
analyzované sekvena¢né udaje s cielom interpretacie vSetkych nekoédujucich RNA molekal
komplexne. Z toho dévodu je mozné najst’ vo vyslednom subore analyzovanych molekul nielen
piRNA, ale aj ostatné malé nekodujice RNA ako st miRNA. Tieto molekuly su uré¢ené, podla
tab. 3.

Tabul’ka 3 Nekodujice RNA molekuly urcené k Specifickej cross validacii qRT-PCR v kultivaénom médiu

embrya V IVF procese.
- Kanonické ncRNA Iso-miRNA

hsa-miR-16-5p ~ hsa-miR-16-5p.1 5p.1

hsa-miR-16-5p.2
hsa-miR-16-5p.3
2. hsa-miR-7-5p hsa-miR-7-5p.1
hsa-miR-7-5p.2
hsa-miR-7-5p.3
3. hsa-let-7c-5p hsa-let-7c-5p.1
hsa-let-7¢c-5p.2
hsa-let-7¢c-5p.3
4. hsa-let-7f-5p hsa-let-7f-5p.1
hsa-let-7-5p.2
hsa-let-7-5p.3
5. hsa-let-7a-5p hsa-let-7a-5p.1
hsa-let-7a-5p.2
hsa-let-7a-5p.3
6. hsa-let-7i-5p hsa-let-7i-5p.1
hsa-let-7i-5p.2
hsa-let-7i-5p.3
7. hsa-miR-199a-3p hsa-miR-199a-3p.1
hsa-miR-199a-3p.2
hsa-miR-199a-3p.3
8. hsa-miR-103a-3p hsa-miR-103a-3p.1
hsa-miR-103a-3p.2
hsa-miR-103a-3p.3

9. hsa-piR28061
10. hsa-piR28263
11. hsa-piR18682
12. hsa-piR23020
13. hsa-piR414
14. hsa-piR27485
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True Positive Rate(Sensitivity)

0.6

Diplomova praca bola uskuto¢fiovana vramci spoluprace s Ustavom lekérske;
a klinickej biochémie UPJS LF v Kogiciach. Standardné kultivaéné médium bolo odoberané
v piaty den kultivacie embrya, embryo secernovalo do kultivacnej tekutiny nekddujiice RNA

molekuly, ktoré sluzili k diferencidlnej selekcii vysokokvalitného embrya a to nasledovne:

ROC curve model of train dataset (7 features) o ROC curve model of test dataset (7 features)
—r 4.V r
SVC AUC:0.91 m— SVYC AUC:1.00
d" I‘
l’ l‘
7 g i
.'l" ‘i ’f"
4 - -~
e ] -
’," e /"
o W) 0.6 e
-~ 3 -~
- & P
P > 04 -
»" Features: = J,’ Fealures:
S hsa_miR_16_5p_TAGCAGCACGTAAATATTGGCGT 7 o hsa_miR_16_5p_TAGCAGCACGTAAATATTGGCGT
-~ hsa_piR_28263 = -~ hsa_pif_28263
__.-" hsa_piR_18682 o ’:" hsa piR_18682
7 hsa_piR_23020 T 02+ e hsa_piR_23020
o hsa_piR_414 L hsa_piR_414
i hsa_piR_27485 - hsa_piR_27485
Pad hsa_miR_S2a 3p TATTGCACTTGTCCCGGCCTG ,-’ hsa miR_92a 3p TATTGCACTTGTCCCGGCCTG
-
nn ¥
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
False Positive Rate(l-Specificity) False Positive Rate(l-Specificity)

Obrazok 12 ROC analyza s kombinaciou molekil piRNA pre prieskumnu fazu, ako aj pre fazu validacie.

Na obr. 12 je zobrazena ROC analyza nekodujucich RNA. Na zaklade vysledkov
modelu a vztahu medzi presnostou kazdého modelu a poctom znakov pre oba sledované
ukazovatele (AUC, ROC) a skére F1 oproti niekol’kym prediktivnym biomarkerom miRNA a
piRNA doslo k zhode, ktora potvrdila pocet z prediktivnych molekul na sedem molekul a ich

prediktivna schopnost’ odlisit’ kvalitu embryi v procese IVF je vyssia ako 86 %.

Po zakladnom hodnoteni pritomnosti poctu readov vsetkych nekodujacich RNA, bola
uskuto€nend zmena pristupu analyzy poctu readov iba pre skupinu piRNA nekodujicich
molekul. Bola uskutocnena ROC analyza pre jednotlivé modely umelej inteligencie, kde bolo
identifikovanych 18 signifikantnych piRNA molektl s hodnotou AUC krivky pre model
logistickej regresie 1,00 (obr. 13). Rovnako bola uskuto¢nend analyza dolezitosti piRNA, kde

faktor dblezitosti uvadzame v tab. 4.
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ROC curve model of top 18 features
10

= | ogisticRegression AUC:1.00
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Obrazok 13 ROC analyza prislusnych signifikantnych piRNA.

Tabul’ka 4 Analyzované piRNA s faktorom doéleZitosti.

.1 hsa-piR-28263 0.0636
2 hsa-piR-32899 0.0627
|3 hsa-piR-18682 0.0602
4 hsa-piR-32843 0.0502
5 hsapiR-32898 0.0497
6 hsa-piR-32905 0.0496
7 hsa-piR-28765 0.0474
- hsa-piR-28085 0.0411
9 hsa-piR-27080 0.0405
- hsa-piR-28096 0.0402
-1 hsa-piR-414 0.0339
12 hsa-piR-866 0.0332
. 13 hsa-piR-33025 0.0304
4 hsapiR-12654 0.0276
. 15 hsa-piR-27306 0.0250
- hsa-piR-32942 0.0232
- hsa-piR-23519 0.0231
18 hsapiR-32837 0.0145
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U hsa-miR-16-5p bola signifikantne zvySena expresia v skupine kultivaénych médii
embryi s nizkou kvalitou a naslednym netispesnym IVF transferom.

ROC analyza ukdzala, ze kanonickd hsa-miR-16-5p by mohla rozliSovat' nizko
kvalitné, netspesné embryo v IVF procese so 94% senzitivitou a 72% Specificitou v porovnani

pri selekcii kvalitného embrya.

ROC Curve
10
0,87
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£
=
=
uw
=
@
W
04
0,27
o0 T T T T
0,0 0.2 04 0,6 0,8 10
1 - Specificity

Obrazok 14 ROC analyza kanonickej hsa-miR-16-5p pri selekcii nizko kompetentného,
neuspesného embrya.
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Pritomnost’ hsa-miR7-5p v kultivacnom médiu embrya by mohla rozliSovat’ kvalitné,
uspesné embryo v IVF procese pri hranicnej hodnote normalizovanych countov s 96 %
senzitivitou a 63% Specificitou v porovnani kultivaéného média nizko kvalitného embrya,

neuspesného pri IVF transfere.

ROC Curve

0,5

0,677

Sensitivity

0,4

0,249

0o T T T
oo 02 04 06 05 1,0

1 - Specificity

Obrazok 15 ROC analyza kanonickej hsa-miR-7-5p pri selekcii vysoko kompetentného, ispesného
embrya.

Pri odliseni vysoko kompetitivneho, kvalitného embrya v IVF procese je mozné ako
informaciu zohl'adiiovat’ rovnako vzajomné signifikantné pozitivne alebo negativne korelacné
vztahy kanonickych sncRNA molekul pritomnych v kultivacnom médiu embryi, znazornenych

na obr. 16 a obr. 17 ako aj v tab. 5.
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cultivation-media_raw-counts-input-for-correlation-analysis_otu_ex_failed mRNA_sample (basic filter & graph filter)

o]
o
o
=]
o]
=]
o
o
o
=]

Relative abundance: 0 0.010%  ©0100% O 1000% () 5000% () 10.000%0 20.000 %

Obrazok 16 Vzajomné korelacné vzt'ahy kanonickych miRNA v kultivatnom médiu embrya IVF
uspesného procesu (Cervena linia — pozitivna korelacia, ¢ierna linia — negativna korelacia).
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hsa-miR-16-5p
hsa-let-71-5p
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-let-Th-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-184
hsa-miR-486-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-199h-3p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-32a-3p
hsa-miR-125h-5p
hsa-miR-191-5p
hsa-miR-30d-5p
hsa-miR-7-5p
hsa-miR-33-5p

hsa-miR-16-5p
hsa-let-77-5p
hsa-let-7a-5p
hsa-let-Ti-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-let-Th-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-184
hsa-miR-486-5p
hsa-miR-223-3p
hsa-lat-Te-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199b-3p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-30d-5p
hsa-miR-26b-5p
other



cultivation-media_raw-counts-input-for-correlation-analysis_otu_failed_ mRNA_sample (basic filter & graph filter)

hsa-miR-16-5p
hsa-let-7f-5p
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-486-5p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-126-3p
hsa-miR-184
hsa-miR-21-5p
hsa-let-7e-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-191-5p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199b-3p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-93-5p
hsa-miR-148a-3p
hsa-miR-30d-5p

elelclelelglzlclelelelel-lalsllelal-lalcIalcT>]

hsa-miR-16-5p
hsa-lat-7£-5p
hsa-let-7a-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-126-3p
hsa-let-7b-5p
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-184
hsa-miR-486-5p
hsa-miR-223-3p
hsa-let-T¢-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-199b-3p
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-30d-5p
hsa-miR-26b-5p
other

Relative abundance: o 0.010 % 0 0.100 % O 1.000 % O 5.000 % O 10.000 % O 20,000 %

Obrazok 17 Vzajomné korelacné vzt'ahy kanonickych miRNA v kultivaénom médiu IVF
neuspesného procesu (¢ervena linia — pozitivna korelacia, ¢ierna linia — negativna korelacia).



Tabul’ka 5 Korela¢né vzt’ahy kanonickych miRNA vo vysoko kompetitivnom a kvalitnom embryu a v nizko
kompetentnom embryu.

hsa-let-7c-5p hsa-miR-184 0.8154 1,21x10
hsa-let-7-5p hsa-let-7i-5p 0.8263 6.56x10°
hsa-miR-199a-3p  hsa-miR-199b-3p 0.8298 5.33x10°
“ hsa-let-7a-5p hsa-miR-142-3p 0.8518 9.67x10°
n hsa-let-7a-5p hsa-miR-16-5p 0.5252 0.01x10°
n hsa-let-7f-5p hsa-miR-16-5p 0.6185 0.001x10
hsa-let-7i-5p hsa-miR-16-5p 0.5464 0.01x10°
n hsa-miR-103a-3p  hsa-miR-16-5p 0.5831 0.002x107

Korelaény koeficient Korela¢na signifikancia

r p value
hsa-let-7f-5p hsa-miR-142-3p 0.9128 8.02x10
hsa-let-7f-5p hsa-miR-223-3p 0.8668 3.73x10°
hsa-let-7a-5p hsa-miR-142-3p 0.8518 9.67x10°
“ hsa-miR-199a-3p  hsa-miR-199b-3p 0.8080 9.43x107
“ hsa-let-7a-5p hsa-miR-223-3p 0.7955 1.63x10°¢
n hsa-let-7i-5p hsa-miR-142-3p 0.7806 2.98x10
hsa-let-7c-5p hsa-miR-125b-5p 0.7661 5.15x10¢
“ hsa-let-7c-5p hsa-miR-184 0.7295 1.75x10°
n hsa-miR-125b-5p  hsa-miR-205-5p 0.7042 3.67x10°

10. hsa-miR-142-3p hsa-miR-16-5p 0.7012 3.94x10°¢
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6 Diskusia

Vyber najkvalitnejSicho embrya na single embryo transfer je jednym z najddlezitejSich
faktorov, ktoré vyrazne ovplyvituju uspesnost’ IVF procesu. V sucasnej dobe sa kvalita embryi
hodnoti na zdklade morfokinetickych znakov, ktoré vSak nepredikuju ploiditu a uspeSnost
implantacie embrya. Biomarkerom ploidity je v praxi preimplanta¢né genetické testovanie,
ktoré vsak predstavuje invazivny odber biologického materidlu, a predstavuje vysoké finan¢né

naklady pre pacientov.

V stcasnosti sa Coraz viac kladie doraz na malé nekodujuce RNA, priCom existuje
niekol’ko S§tudii zaoberajucich sa ich dolezitou tlohou v reprodukénom systéme. Malé
nekodujice RNA — piRNA a miRNA st secernované do extraceluldrneho prostredia, a ukazuju
sa ako vhodny prognosticko-prediktivny biomarker priamo v praxi pri vybere kompetentného

embrya.

Existuje niekolko $tadii zaoberajucich sa piRNA molekulami uréenymi BioMAI
prediktorom, ktoré predpovedali stivislost’ medzi piRNA a plodnost'ou. Piwi-interagujice RNA
spolu s piwi proteinmi maju dolezitti funkciu pri vyvoji zarodo¢nych buniek a st priamo
spojené s plodnostou u oboch pohlavi. U muzského pohlavia vedie dysregulacia piRNA
k zastaveniu vyvoja v §tadiu okrahlych spermii bez pritomnosti prediZzenych alebo zrelych
spermii v tkanive semennikov. V pripade zenského pohlavia, Zeny s defektnou biogenézou
piRNA vratane rodiny piwi proteinov, vykazujui normalnu oogenézu aj plodnost’

(Kamalidehghan a kol. 2020).

Uloha piRNA v stabilite materskej mRNA v oocytoch a embryach, ktora bola $tudovana
na modeli Skrec¢ka (Zhang a kol. 2021) poukézala na drahy piRNA v regulacii zenske;j fertility.
Dalsia $tiidia poukézala na funkciu piRNA v oocytoch aj embryach (Ding a kol. 2022).

Toporcerova a kol. (2022) sa podielali na vyvoji nastroja na predikciu skore embryi
k selekcii kompetitivnych embryi pomocou EmbryoScope a sncRNA z modelu BioMAI Tento
model je prediktivnym modelom, ktory umoziuje progndézu kompetencie embrya na prenos do
maternice. Pomocou tohto ndstroja by mohlo byt mozné pomoct embryolégom urobit’
rozhodnutie pri rozliSeni kompetitivneho embrya od nekompetitivneho, ¢o by pomohlo
pacientkam donosit’ potomstvo a znizit' tak opakované transfery. Mohli by sa tym znizit’ aj

ekonomické ndklady na liecbu neplodnosti a zvysila by sa GspeSnost’ implantacie embryi.
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BioMALI identifikoval dve miRNA, konkrétne miR-92a a miR-16-5p a pit’ piRNA,
konkrétne piR-28263, -18682, -23020, -414 a -27485 ako potencidlne biomarkery pre
identifikaciu embryi, ktoré st vhodné na implantaciu z 11 sncRNA s vysokym skore na zaklade
troch modelov (XGBoost, Lasso, Extra Random trees) z 11 338 molekul, ktoré boli
identifikované v génovom sekvenovani. Tato $tudia pouzila umell inteligenciu na identifikaciu
dvoch $pecifickych miRNA a piatich piRNA zo sekvena¢nych udajov SBM, ktoré prediktivne
vyberu kvalitné embryo vhodné na prenos do maternice medzi ostatnymi embryami s nizkou

kvalitou s presnostou 86 % (Toporcerova a kol. 2022).

Timofeeva a kol. (2020) sa snazili vo svojej Stadii poukdzat’ na zvySent expresiu sncRNA
do kultivatného média, ktoré maju vplyv na reguldciu ranej embryogenézy, a to:
hsa piR 011291, hsa piR 019122, hsa_piR 001311, hsa_piR_015026, hsa_piR_ 015462,
hsa_piR 016735, hsa_piR 019675, hsa piR 020381, hsa piR 004880, hsa-let-7b-5p a
hsa-let-7i-5p.

Tieto malé nekodujuice RNA st schopné regulovat velké mnozstvo génov.
Identifikované cielové gény kdduju transkripéné regulatory - faktor zosiliujtci transkripciu
TEF-1 (TEADI1, TEA domain transcription factor 1), faktor zosiliujuci transkripciu TEF-5,
(TEAD3, TEA domain transctiption factor 3), transkripcny faktor PU.1 (SPI1, SPI1 Proto-
Oncogene), transkripny faktor SP3 (SP3, Transcription factor 3) dalej emzymy ako
glykozyltransferaza, kinaza, deacetylaza, hydroldza, fosfolipaza, ligaza a oxidoreduktaza;
proteiny, ktoré viaza RNA - homolég D Mex-3 (MEX3D, Mex-3 RNA Binding Family
Member D), protein viazuici protein 2 aktivujici Ras GTPazu (G3BP2, Ras GTPase-activating
protein-binding protein 2), protein 2 viazici mRNA rastovy faktor podobny inzulinu
(IGF2BP2, Insulin Like Growth Factor 2 MRNA Binding Protein 2) a protein viaziici RNA s
viacndsobnym zostrihom (RBPMS, RNA Binding Protein, MRNA Processing Factor);
enzymy, ktoré modifikuji proteiny - nervova prekurzorova bunka exprimovana vyvojovo
downregulovanym génom podobnym 4 (NEDD4L, Neural precursor cell expressed
developmentally downregulated gene 4-like), proprotein konvertdza subtilizin/ kexin typu 6
(PCSK6, Proprotein convertase subtilisin/kexin type 6) a karnozin dipeptidaza 2, (CNDP2,
carnosine dipeptidase 2); modulatory aktivity viazania proteinov - neuroblastom RAS
virusovy onkogénovy homolog (IVRAS, Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog), regulator
signalizacie G-proteinu 16 (RGS16, Regulator of G-protein signaling 16), alfa podjednotka
proteinu G viaziceho guaninovy nukleotid (GNAL, G Protein Subunit Alpha L); signalne

transmembranové receptory - (FZDS5, Frizzled Class Receptor 5), receptor B kyseliny gama-
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aminomaslovej, 2 (GABBR2, Gamma-aminobutyric acid B receptor, 2); adaptorové proteiny
- GRB2-asociovany vizbovy protein 2 (GAB2, GRB2-associated-binding protein 2), protein
viazuci kinazu 1 (AKAPI, A kinase anchor protein 1), ELMO doména obsahujiuca 2
(ELMOD2, ELMO Domain Containing 2); transportéry - ATPaza 1 prenaSajuca vapnik z
plazmatickej membrany (ATP2B1, Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1) a
fosfolipidova scramblaza 3 (PLSCR3, Phospholipid scramblase 3) a membranové
transportné proteiny — doplnkovy protein receptora 3 (REEP3, Receptor Accessory Protein
3) a synapsin II (S¥N2, Synapsin II). Cielové gény sledovanych sncRNA su podla stadie

zodpovedné za regulacné procesy pri dozrievani gamét a v preimplantacnom vyvoji embryi.

V stadii bolo dokéazané, ze embrya, ktoré dosiahli Stadium blastocysty s dobrou
morfoldgiou, vylucovali do SBM hsa piR 011291, hsa_piR 001311, hsa_piR 015462,
hsa_piR 016735, hsa_piR 019675, hsa_piR 020381, hsa_piR_004880.

Embrya, ktoré dosiahli stadium moruly, ale ndsledne sa prestali vyvijat, vylucovali do
SBM: hsa_piR 001311, hsa piR 015462, hsa piR 019675, hsa piR 020381, a
hsa_ piR_ 004880 (Timofeeva a kol. 2020).

Cimadomo a kol. (2019) sa vo svojej Studii snazili identifikovat miRNA v SBM ako
mozné biomarkery implantacie. Podarilo sa im identifikovat 8 miRNA implantovanych
blastocyst (miR-19b-3p, miR-193b-3p, miR-517a-3p, miR-99a-5p, miR-525-3p, miR-503-5p,
miR-518f-5p, miR-548c-5p) a 8 miRNA v SBM neimplantovanych blastocyst (miR-940,
miR-1972, miR-519d-3p, miR-125b-5p, miR-25-3p, miR-367-3p, miR-515-3p, miR-423-5p)
(Cimadomo a kol. 2019).

Vtejto praci sme preukdzali pritomnost piRNA molekal hsa piR 28263,
hsa_piR_ 18682, hsa_piR 23020, hsa_piR_414, hsa_piR 27485 vylu¢ovanych do SBM
v suvislosti s uspeSnym embryotransferom. Sucfasne bola podla umelej inteligencie
vyhodnotend signifikantnd pritomnost hsa-miR-7-5p spojend s vysokou kvalitou embrya
a uspeSnym embryotransferom. Tieto zistenia by mohli prispiet’ pri vybere potencidlne

kompetentného embrya na embryotransfer priamo v klinickej praxi.

Vhodnym vyberom molekulovej metddy s cielom analyzovat’ malé nekodujice RNA
vylu€ované embryami do kultivaéného média by do budiicna mohli predstavovat’ neinvazivny
sposob odberu biologického materidlu k vyberu kompetentného embrya. Tymto spdsobom by
mohlo dojst ku skvalitneniu a urychleniu celkového procesu liecby neplodnosti, a tym aj

zvySeniu poctu UspeSnych tehotenstiev.
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7 Zaver

Na zdklade literarnej reserSe bol urobeny prehlad malych nekédujucich RNA
exprimovanych do kultivatného média. Cudské embrya secernujii vo vicsej miere
Specifické piRNA a miRNA molekuly do SBM.

Toto tvrdenie podlozené teoretickou castou bolo potvrdené aj experimentalnou
analyzou, ktora poukazala na ich pritomnost’ v SBM a ich mozny prediktivny charakter

pri vybere kompetentného embrya.

Na zéklade literarnej reserSe boli popisané jednotlivé molekulové metddy k analyze
expresie nekodujicich RNA molekal v kultivacnom médiu embrya. Ako vhodné
molekulové metody st NGS sekvenovanie a kvantitativna Real-Time PCR. Obe
pontikaji vysoko citlivii a spolahlivii detekciu sncRNA, avSak NGS molekulova
sekvenacia nevyzaduje predchadzajice znalosti o sekvenacnych informaciach, ¢im bola
tato metoda preferovana k analyze nekodujacich RNA molekul. Pouzili sa aj Statistické
metody, a to korelacné analyzy TINA, SPARCC a analyzy senzitivity a Specificity
testov pomocou ROC kriviek (Receiver operating characteristic curve).

V budicnosti je mozné popremyslat’ aj na re-update metdéd pomocou jedineCnej
kombinacie molekulovych technologii (NGS sekvenovania a kvantitativnej Real-Time
PCR), ktoré sa vzajomne krizovo validuji, a tym zvysuja Specificnost’ diagnostického

testu ako sa aj predchadza v tzv. miss diagnostike.

V experimentalnej Casti prace bola preukdzana signifikantnd pritomnost piRNA
a miRNA v SBM, ktoré stvisia s implantacnou schopnost'ou embrya. Na zéklade tejto
prace sa ndm podarila preukizat zvySena expresia piRNA ato: hsa_ piR 28263,
hsa_piR 18682, hsa piR 23020, hsa_piR 414, hsa piR 27485 v kultivacnom
médiu embryi, ktoré boli spojené s uspeSnymi embryotransfermi. V pripade miRNA
bola preukazana signifikantne zvySena expresia hsa-miR-16-5p v skupine kultivaénych
médii embryi s nizkou kvalitou a naslednym neuspesnym IVF transferom, v porovnani
s hsa-miR-7-5p, ktord vykazovala zvySenu expresiu v kultivacnom embryu s vysokou

kvalitou spojenou s GspeSnym embryotransferom.
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