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Novy pohlad na hodnotenie kvality embryi z kultivacného média
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Biomarkery vylu¢ované embryami v kultivaénom médiu maju potencial na hodnotenie kvality embryi a potenci-
alu implantacie pri oplodneni in vitro. Kvalita kultivacnych médii je kritickym faktorom v reprodukénej medici-
ne, ktory ovplyviiuje ispesnost IVF procesu. Idealne biomarkery by mali byt neinvazivne, stabilné, Specifické pre
embrya a l'ahko detegovatelné. Kultivacné médium blastocysty (SBM) pontka neinvazivny, dostupny material na
analyzu. Stddie skiimaji SBM prostrednictvom proteomiky a metabolomiky, pricom identifikuju proteiny a meta-
bolity ako potencialne markery kvality embryi.
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A New Perspective on Assessing Embryo Quality from Spent Blastocyst Media

Biomarkers secreted by embryos in the culture medium can assess embryo quality and implantation potential
in in vitro fertilization. The quality of culture media is a critical factor in reproductive medicine that affects
the success of the IVF process. Ideal biomarkers should be non-invasive, stable, embryo-specific and easily
detectable. Blastocyst culture medium (SBM) offers a non-invasive, readily available material for analysis.
Studies are investigating SBM through proteomics and metabolomics, identifying proteins and metabolites as

potential markers of embryo quality.
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Embryo vyluCuje do extracelularneho prostredia niektoré
latky (tzv. sekretém), ktoré by mohli mat vlastnosti poten-
cidlnych biomarkerov. Extraceluldrnym prostredim pre vcas-
né embryo v rdmci jeho kultivacie v procese in vitro fertiliza-
cie je kultivacné médium. Na kvalitu kultivanych médii sa
v reprodukénej medicine kladu velmi vysoké naroky, optimal-
ne kultivaéné médium je jednym z najdélezitejSich faktorov
ovplyvnujucich kvalitu a uspesnost liecby neplodnosti. Ide-
alny embryonalny biomarker by mal byt neinvazivny, stabil-
ny, Specificky k embryu a lahko detegovatelny. Navyse od-
ber kultivacného média blastocysty (SBM, spent blastocyst
medium), v ktorom sa predimplantacné embryo vyvija, pred-
stavuje neinvazivny sposob a je 'ahko zberatelnym biologic-
kym materidlom®.

Proteomika SBM

Proteomika predstavuje Studium proteinov translatova-
nych zo Specifickych génovych produktov. Protedm zahfiia
vSetky translatované proteiny v bunke v uritom Case a za
istych podmienok, zatial ¢o sekretdém embrya zahffia pro-
teiny sekretované pocas embryonalneho vyvoja. Analyzy
kultivacného média embryi odhalili sekréciu niektorych pro-
teinov, konkrétne receptor 1 faktora nekrotizujuceho tumor
(TNFR-1), interleukinu-6 (IL-6), vaskularneho endotelového
rastového faktora (VEGFA), induktora metaloproteinazy ex-

traceluldrneho matrixu (EMMPRIN), placentéarneho rastové-
ho faktora (PLGF), adhéznej molekuly epitelovych buniek
(EpCAM) a kaspazy 3, ako aj spotrebu niekolkych protei-
nov embryom, a to C-X-C motiv chemokinového ligandu 13
(CXCL13), faktora kmenovych buniek (SCF), makrofagového
zapalového proteinu 18 (MIP-1B) a proteinu a stimulujiceho
makrofagy (MSP-a)®. Jednym z proteinov vyskytujlcich sa
v kultivaénom médiu je sérovy albumin, ktory v§ak moze bra-
nit analyze inych proteinov s podobnou molekulovou hmot-
nostou (60 — 70 kDa) vyskytujucich sa v médiu®.

Potencialne biomarkery v sekretome embrya

Rozdielne proteinové profily v sekretome kultivacného
média embrya predpokladali rozdiely v kvalite blastocysty.
Ludsky leukocytovy antigén (HLA-G) pozitivne koreluje s im-
plantaciou embrya a vysledkom tehotenstva. HLA-G ako je-
den z potencidlnych studovanych biomarkerov ma délezitu
Ulohu pri imunologickej tolerancii medzi matkou a plodom.
Je exprimovany bunkami extravilézneho trofoblastu a ma
Ulohu pri sekrécii cytokinov v ramci invazie buniek trofoblas-
tu v procese implantacie®. Napriek tomu HLA-G nie je vyuzi-
vanym biomarkerom v klinickej praxi.

Autori Cortezzi a kol.® identifikovali niekolko proteinov
pritomnych v sekretdbme embrya, z ktorych 15 predstavova-
lo pozitivne prediktory pre tehotenstvo a 10 asociovalo s ne-
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Tabulka 1. Typy RNA produkované bunkami a ich hlavné funkcie(®

Typ RNA Nazov RNA Funkcia

Housekeeping ncRNA
rRNA ribozémova tvorba zakladnej Struktury ribozomov a katalyza syntézy proteinov
tRNA transferova doblezita uloha pri proteosyntéze ako adaptéry medzi mRNA a aminokyselinami
snRNA mala jadrova Gloha pri roznych jadrovych procesoch vratane splicingu prekurzorovej mRNA
snoRNA mala jadierkova pomaha pri spracovani a chemickej modifikacii rRNA

Regulacné ncRNA
miRNA mikro reguldcia génovej expresie zablokovanim translécie Specifickych mRNA a néslednd degradécia
SiRNA mald interferujica éﬁ?é%(gt\?ﬁgifeﬁéégﬁﬁéreyxpreSie priamou degradaciou $pecifickej mRNA a zachovanie kompaktnej
piRNA piwi-interagujuca vézba na piwi proteiny a ochrana zadrodoc¢nej linie pred transponovatelnymi prvkami
IncRNA dlha nekddujuca tzv. leSenie, reguldcia mnozstva bunkovych procesov vratane inaktivacie chromozému X
circRNA cirkulujuca inhibicia aktivity miRNA

gativhym vysledkom tehotenstva. Najviac reprezentativhym
proteinom s pozitivnym vysledkom tehotenstva bol Jumon-
ji protein (JARID2), ktory je stcastou komplexu histénovej
metyltransferazy podielajucej sa na reguldcii génov pre em-
bryonalny vyvoj. Coraz viac pozornosti sa upriamilo na tlohu
apolipoproteinu A1 (ApoA1) v skorom embryonélnom vyvo-
ji. Jeho zvysena koncentracia bola pritomna v SBM 4-5-diio-
vych embryi, ktoré boli charakterizované vy$sim morfologic-
kym stupfiom vyvoja. V dalSej Studii bola expresia ApoAT
zvySena v sekretéme 2-3-dfiového embrya, av§ak znizena
v médiu v stvislosti s tspesnym tehotenstvom®). Predpokla-
dalo sa, Ze rézne izoformy hCG vyskytujice sa v sekretéme
embrya, by mohli predpovedat Uspesnost embryonalneho
transferu alebo aj abnormadlne embryd. Koncentracia HCG
v SBM pozitivne koreluje so statusom skorého embryonal-
neho vyvoja aj s implantaénym potencidlom®. Embryo vyvi-
jajuce sa do Stadia blastocysty je charakteristické zvySenou
hladinou expresie EMMPRIN, stimulujiceho fibroblasty na
syntetizovanie MMP, v porovnani s embryami, ktoré sa nevy-
vinuli. Hladina kaspazy-3 bola nizsia pri blastocystach vyssej
kvality. Zvysena hladina expresie VEGF-A, IL-6 a EMMPRIN
korelovali s kratsim ¢asom tvorby moruly®,

Metabolomika SBM

Koncentracie vSetkych metabolitov v kultivathnom mé-
diu embryi skima metabolomika. Metabolity, ktoré sa me-
nia v dosledku metabolickych a environmentalnych zmien,
predstavuju vyborny indikator bunkovej aktivity a taktiez moé-
Zu predstavovat potencialne biomarkery pre vyber viabilného
embrya s najvy$Sou Uspesnostou pre transfer®. Zistené kon-
centracie niektorych metabolitov (2-metylglutarat, 3-amino-
izobutyrat, 3-hydroxyizovalerat, acetat, acetoacetat, alanin,
citrat, formiat, glutamat, glycin, laktat, tryptofan) v kultivac-
nom médiu embrya preukdzali vyrazne rozdiely medzi em-
bryami, ktoré boli Uspesne implantované, a tymi, ktoré neboli.
V dalSej studii bola pozorovana vyznamne zvySena spotre-
ba pyruvatu a laktatu v SBM blastocyst, ktoré neboli schop-
né adherovat. Takisto bol u nich pozorovany nizsi pomer py-
ruvatu/alaninu®®,

Embryo vyvijajice sa v kultivatnom médiu vyuziva pre svoj
rast niektoré aminokyseliny pritomné v médiu a niektoré ami-
nokyseliny do média vylucuje. Tento obrat aminokyselin bol
povazovany za vhodnu metddu pri vybere embrya pre trans-

fer. Vysokokvalitné embrya v Stadiu blastocysty spotrebovali
vacsie mnozstvo leucinu a produkovali va¢sie mnozstvo ala-
ninu v porovnani s embryami nizkej kvality. Obrat troch ami-
nokyselin (asparaginu, glycinu a leucinu) vyznamne korelo-
val s klinickym tehotenstvom(". ,Fingerprint“ aminokyselin
z kultivaného média embrya moéze sluzit na urcenie jeho
implantacného potencidlu. V dalsej studii® boli v kultivac-
nom médiu 3-diového embrya pritomné aminokyseliny se-
rin, histidin, kyselina asparagova a alanin, ktoré preukazovali
signifikantné rozdiely v koncentracii medzi skupinami s po-
zitivnym a negativnym vysledkom tehotenstva. Metabolické
profilovanie kultivaénych médii odhalilo vy$siu spotrebu pro-
linu, treoninu, lyzinu, metioninu, tyrozinu a fenylalaninu em-
bryami s niz§im vyvojovym potencidlom. V SBM s vyslednym
uspesnym tehotenstvom bol pozorovany vyznamne nizsi po-
diel pyruvatu a treoninu v porovnani s kontrolnym médiom
bez kultivacie embrya(?. Profilovanie metabolomu kultivac-
ného média embrya vyzaduije citlivé nastroje na detekciu ma-
lych zmien, ale nezarucuje predikciu implantacného potenci-
alu embrya(1014),

Transkriptomika SBM — malé nekddujice RNA

RNA molekuly okrem toho, ze st nosi¢mi genetickej infor-
macie potrebnej na Specifikaciu poradia aminokyselin pocas
proteosyntézy (mRNA), zohravaju v bunkach mnoho uloh (ta-
bulka 1). RNA bez kédujiceho potencialu, teda nekddujlce
RNA (ncRNA) molekuly, st findlne produkty ostatnych génov.
Na rozdiel od koédujicich RNA nekdduja proteiny, o vSak ne-
znamena, ze nemaju svoju funkciu v bunkach. Tieto RNA hra-
ju dolezitu ulohu pri regulacii génovej expresie, ako aj ochra-
ne genému pred virusmi a transponovatelnymi prvkami. Po
prvykrat boli ncRNA objavené v roku 186909,

Malé nekoédujice RNA (sncRNA) vratane miRNA, siRNA
a piRNA reguluju génovu expresiu prostrednictvom parova-
nia s cieflovymi RNA molekulami a mézu spésobit inhibiciu
translacie alebo degradaciu RNA, ako aj tvorbu heterochro-
matinu na DNA, ¢o ovplyvnuje transkripciu®®. Za posledné
roky pribudli Studie opisujuce délezitd Glohu sncRNA vrata-
ne mikroRNA (miRNA), malych interferujicich RNA (siRNA)
a piwi-interagujucich RNA (piRNA) v reprodukénom systéme.
Pochopenim ich funkcie v ramci gametogenézy a embryoge-
nézy by mohlo pomact pri moznych pricinach netispesnejim-
plantécie v IVF procese(.
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MiIRNA z kultivacného média ako biomarker
kompetencie embryi

MiRNA je evolu¢ne konzervovana rodina malych nekédu-
jucich RNA a je dolezita pri regulacii mnozstva biologickych
procesov, akymi su proliferacia, diferenciacia, angiogenéza,
migracia, apoptdza a karcinogenéza. Ich délezitou ulohou
je tzv. gene silencing, utiSovanie génov priamym naviaza-
nim na Specifické molekuly mRNA, ¢im umoznia ich degra-
daciu, resp. utlmenie translacie. MikroRNA, ktoré sa spajaju
s procesmi diferenciacie blastocysty, su Specifické produk-
ty embrya, pricom najvacsim zdrojom miRNA v SBM s pra-
ve bunky TE(®). Kultivacné médium, kde sa embryo vyvija,
predstavuje l'ahko dostupny biologicky material. MiRNA pro-
fil z kultivacného média by mohol predstavovat prediktivny
biomarker klinického vystupu pri IVF cykloch®. Zygota aj ma-
turovany oocyt maju podobny miRNA profil, ¢o znamen3, ze
miRNA zygoty suU matersky zdedené. Hned po prvom dele-
ni embrya (2-bunkové stadium) je az 60 % materskych miR-
NA transkriptov downregulovanych. Uloha materskych miR-
NA vo vyvoji embrya eSte sice nebola preukazang, je zrejmé,
ze zohrdvaju svoju Ulohu pri vyvoji uspesného embrya alebo
aj urcovania pohlavia(”.,

Idedlny embryonalny biomarker by mal mat nasledovné
charakteristiky: neinvazivnost, stabilita v priebehu ¢asu, Spe-
cificita k embryu a 'ahkd detekcia urCenia kompetentného
embrya®. Pri poruchach reprodukcie, ked' st v bunkéch nie-
ktoré drahy deregulované, dochadza k zmene expresie miR-
NA, ktoré tieto drahy reguluju. Uz McCallie a kol.(® pouka-
zali na netypicky miRNA profil z blastocyst od neplodnych
zien. Prave preto by mohol zmeneny miRNA profil obsaho-
vat vlastnosti charakteristické pre molekulovy biomarker ne-
kompetentného embrya.

Viac ako 2 500 miRNA molekul sa zdic¢astnuje na vacsine
biologickych procesov vratane regulacnych drah v skorom
embryonalnom vyvoiji, z toho 130 miRNA je exprimovanych
v ludskych blastocystach(. Autori Capalbo a kol.® po prvy-
krat vyuzili potencial kvantifikacie miRNA v I'ahko dostup-
nom biologickom materiali, t. j. v kultivaénom médiu blasto-
cysty (SBM - spent blastocyst medium) a vyzdvihli potencial
miRNA ako biomarkera pre studium selekcie embryi. Charak-
terizovali dve miRNA so zvysenou expresiou (96 %) pri im-
plantovanych blastocystach, miR-20a a miR-30c.
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PiRNA z kultivaéného média ako biomarker
kompetencie embryi

Piwi-interagujice RNA (piRNA) sa zaraduju medzi sncR-
NA molekuly eukaryotickych organizmov, Specificky sa vy-
skytujuce v zarodocnej linii, blokujuce pohyb transponovatel-
nych elementov. Ulohou piRNA je regulédcia génovej expresie
degradaciou mRNA alebo génovym utimovanim. PiRNA inte-
raguju s proteinom PIWI a zohravaju ulohu pri fyziologickych
procesoch — spermatogenéza, vyvoj folikulov a embryonalny
vyvoj, ale aj pri patofyziologickych procesoch — angiogenéza,
apoptdza, zapal, proliferacia a diferenciacia™.

Autori studie Timofeeva a kol.?9 skimali piRNA a miR-
NA molekuly v suvislosti s morfologickym statusom embrya
a jeho implantaénym potencidlom. Zistili rozdiely v expre-
sii piRNA (piR-16735, piR-17716, piR-19675, piR-20326, piR-
20401) a miRNA (let-7 b-5p, let-7i-5p) v zavislosti od kvali-
ty embrya. Dalej identifikovali vysoko exprimované sncRNA
(piR-11291, piR-1311, piR-15026, piR-15462, piR-16735, piR-
19122, piR-19675, piR-20381, piR-4880) v kultivatnom mé-
diu vo faze moruly, ktoré ovplyviiuju expresiu génov patria-
cich do roznych funkénych kategérii.

Zaver

Na zaver mozno konstatovat, Ze vyluCovanie latok embrya-
mi do extraceluldrneho prostredia, predstavuje perspektivny
zdroj potencialnych biomarkerov. Kultivacné médium pouzi-
vané v ramci in vitro fertilizacného procesu zohrdva kluco-
vU Ulohu v oblasti reprodukénej mediciny a vyzaduje vysoké
Standardy kvality. Idedlny embryonalny biomarker by mal byt
neinvazivny, stabilny, Specificky pre embrya a l'ahko identifi-
kovatelny. VyuzZitie kultivacného média blastocysty (SBM) po-
skytuje neinvazivny a dostupny material na analyzu. Studie,
ktoré sa zaoberaju proteomikou, metabolomikou a transkrip-
tomikou, identifikovali proteiny, metabolity a malé nekéduju-
ce RNA v SBM ako potencialne ukazovatele kvality embryi.
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