DIPLOMADOLGOZAT

Dévai Gréta

2024



M1/ANIE

Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Szent Istvan Campus
Genetika és Biotechnoldgia Intézet

Mezogazdasagi biotechnologus
mesterképzési szak

FEJLODES SPECIFIKUS mikroRNS-EK FELTERKEPEZESE
NYUL EMBRIOKBAN

Belsé konzulensek:  Dr. Gicza Elen
tudomanyos
tanacsado,
tanszékvezetd

Tokodyné Szabadi
Nikolett
tudomanyos
segédmunkatars

Belsé konzulensek Allatbiotechnoldgia Tanszék
intézete/tanszeke:

Készitette: Dévai Gréta

Godollo
2024



TARTALOMJEGYZEK

L. BEVEZETES ...t 1
IL CELKITUZES ........oooooiovooeoeeoeeeeceeeeee et snsse s 2
1. SZAKIRODALMI ATTEKINTES ... 3
- H1/1. A nydl mint modellallat.............c.cooeiiiie e 3
« [1l/1.1. A nyul preimplantacios embriondlis fejlodése ...............cccovriiiinininnnn. 3

« I11/1.2. A nyul modellallatként valo alkalmazhatosagat elosegito
bioldgiai jellegzeteSSEQeI ......uovvveiiiieiice e 5
- H1/2. A mikroRNS-ek altalanos bemutatasa ...........ccccocveeeeeieieiciicececceeeecce e 6
« 111/2.1. A mikroRNS-ek biogenezise és a géncsendesités mechanizmusa........ 6

 111/2.2. A mikroRNS-ek stabilitasat lehetévé tévé extracelluldaris
VEZIKUIAK ...ttt ebee 8

 [11/2.3. A pluripotencia fenntartasaban szerepet jatszo ossejtspecifikus
mikroRNS-ek, valamint a nyul epiblaszt- és hipoblaszt-specifikus

markereinek DemMUtatASa ...........cceevieiiiiiie e 9
IV. ANYAGOK ES MODSZEREK .......oooooreoeecveeeseeeeeseessessevsesssesessssssseeseessssseseessnnns 11
- IV/1. A hasznalt mikroRNS- és 8ssejtspecifikus marker-primerek
MEQGVAIASZIASA. ........c.cveviviiicee e 11
- IV/2. Az allatok tartasanak koriilményei és a munka etikai hattere.............c.ccc........ 11
- IV/3. A donornéstények termékenyitése €s az embriOmOoSas .........coovevevreriririreenenenns 12
= IVA, IMHINBAVELEL ...ttt tenas 14
= IV/5. BIOZEES tESZLEK ...ttt sttt ettt 15
= IV/B. RNS-IZOIAIAS ...ttt nees 16
* IV/6.1. RNS-izolalas a PicoPure™ RNA Isolation Kit hasznalataval .......... 16
* IV/6.2. RNS-izolalas az RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation Kit
haSZNAIALAVAL .........coviiieiciecce e 17
S AVT . CDINS TFAS ..ottt en sttt ae et ete e se e tens 17
S AIV/B. RT-OPCR ...ttt 18
- 1V/9. Adatok Kiértékelése — MUItID GENEX.........cccvevvveveiieeiieeececeeee e 19
= IV/10. SOLID-SZEKVENAIAS ........oeveeeieieieeeeee ettt 20
V. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK ......coooiicoereeececeneeeeveeseeeessesess e 21
= VL EMDBIIOMOSAS.......ocvcvieeceeeeceese ettt ettt en st ae ettt renas 21
= V2. BIOZELES LESZLEK ... ..o iveieeeeee ettt sttt sttt ns b ste e 21
- V/3. Relativ mikroRNS-expresszid dsszehasonlitasa egyedileg
tenyésztett embrioMInNtaKDan ............cccceviiiiceece s 24
- V/4. Relativ mikroRNS-expresszié dsszehasonlitasa egyedileg
tenyésztett embriok tenyésztomédium-mintaiban ..., 30

- V/5. Relativ expresszié dsszehasonlitidsa csoportosan tenyésztett
eMBrIOMINTAKDAN .........c.cviviicccccc s 35



VI. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK .......ooosirvoerevceeeeeeeeeeeeesevsssese oo 37

VI OSSZEFOGLALAS.........oooeooeeeveeeeeee e 39
IrOAAIOMJEGYZEK ...t 41
ROVIATTESJEOYZEK ...t 45
TADIAzatoK €S ADFAK JEGYZEKE..........ciiiiiiiieiccieee s 46

- A dolgozatban szerepld ADTAK ..o 46

- A dolgozatban szerepld tAblAZatok ... 46
KOSZONETNYIIVANTTAS ......c.cvcviviiiecececcceccce s 47
Nyilatkozat a diplomadolgozat nyilvanos hozzaférésérol és eredetiségérol ................... 48
KONZUIENST NYIIATKOZAL ...........coiiiiiiie s 49

Y L= 1 1) ] =] <SSR RP 50



I. BEVEZETES

Az utobbi évtizedekben a human asszisztalt reprodukcids technologidk (ART) fejlodésével
egyre nagyobb szikségét lattuk olyan médszerek kidolgozasanak, mely segitségével az in vitro
fertilizacioval (IVF) 1étrehozott és tovabbtenyésztett embriok mindsége és ¢életképessége még
a transzfert megel6zéen, hatékonyan es noninvaziv Gton megitélheté. Erre nagyszerii
lehetdséget ad az embridtenyészté-médium mikroRNS (miRNS)-tartalménak vizsgalata.

A miRNS-ek olyan rovid, atlagosan 22-25 nukleotid hosszusagu, nemkddold
RNS-molekulak, melyek poszt-transzkripcionalis génexpresszit-szabalyozas és géncsendesités
atjan szamos kulcsfontossagu bioldgiai folyamat iranyitasara, finomhangolasara képesek. A
human embriok preimplanticidos fejlédéséhez elengedhetetlen géneket szabalyozo,
fejlddésspecifikus miRNS-ek tenyésztdmédiumban torténd detektdlasa és expresszios
szintjének megallapitasa olyan mértékii betekintést nyujthat az in vitro fejlédé embriok aktualis
allapotaba, mely a human in vitro fertilizacio és embridtrenszfer (IVF-ET) eljaras részeként a
jovOben soha nem latott hatékonysaggal segitheti a legéletképesebb embriok transzferre torténd
kivalasztasat, s ezen keresztil nagyban megndvelheti a sikeres beagyazddas és az egészséges
terhesség Iétrejottének és megtartasanak eselyét.

A nyul egyike azon fontos kisérleti allatfajoknak, melyeken — az emberéhez hasonlo
anatomiai, fejlodésbiologiai és genetikai jellemzéinek koszonhetéen — Sz&mos human
rendszerre is vonatkoztathatd szaporodas- és fejlodésbiologiai jelenség tanulmanyozhat6. Ez
alapjan a fejlédé embridk altal a tenyésztdomédiumba kibocsatott miRNS-ek altal mutatott
expresszios mintazat megbizhatd mérési és értekelési modszerének kidolgozasa, valamint az
embri6 életképességének és mindségének megallapitasara alkalmas, uj fejlédésspecifikus
miRNS-ek kutatasa is folyhat nyulembriokon vegzett kisérletek soran. Emellett az allatmodell
lehetdvé teszi azt is, hogy adott miRNS-ek kifejezddését ne csak a tenyésztokdzegben, de
magaban az embridban is vizsgalhassuk.

Az embriomindség biomarkereként alkalmazhatd fejlodésspecifikus miRNS-csoportok
gondos Osszeallitasa, valamint a gyors, megbizhatd, embridra nézve biztonsagos és idealisan
koltséghatékony miRNS-detektalasi eljarasok kifejlesztése felbecsiilhetetlen értékiinek
bizonyulhat a huméan asszisztalt reprodukcids technoldgidk forradalmasitasaban.



II. CELKITUZES

Munkank célja egyreszt egy olyan finomabb RNS-detektalasi protokoll kidolgozasa, mely
alkalmas lehet a nyulembridok tenyésztémédiumaban (illetve magukban az embridkban) igen
kis mennyiségben jelen 1év6 miRNS-ek kimutatdsara, masrészt pedig hét human
fejlodésspecifikus miRNS esetén annak megéallapitasa, hogy azok alkalmasak lehetnek-e
in vitro tenyesztett preimplantacios nyulembriok életképességének noninvaziv megitélésére.
Az Uj RNS-izolalasi és -detektalasi eljaras, illetve a fejlédésspecifikus miRNS-ek
biomarkerekként valé hasznalhatosagédnak nyualembridk esetén torténd megerdsitése
reményeink szerint végsé soron a human asszisztalt reprodukcios eljarasok tervezésében és

Kivitelezésében is jelentds segitséget nyujthatnak.



III. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

111/2. ANYUL MINT MODELLALLAT

Mar a 19. szazad végén, az elsé embriologiai és szaporodasbiologiai kutatasok idején is
klasszikus modellallatnak szamitott a laboratoriumi korilmények kozott tenyésztett és
gondozott nydl, az Oryctolagus cuniculus (Fischer es misai., 2012). A faj szamos olyan
anatomiai- és fejlodésbiologiai sajatossaggal bir, mely kifejezetten alkalmassé teszi a sokszor
emberi szervezetre is vonatkoztathatd szaporodas- és fejlddésbiologiai  jelenségek
tanulmanyozasara. Ebben a fejezetben ezek kdzul emelek ki néhany, a preimplantacios nyul
embrio  miRNS-profiljanak tanulmdanyozdasa szempontjabol jelentés tulajdonsdgot, az
osszefiiggések atlatasanak megkonnyitése érdekében azonban eldszor roviden ismertetem és

jellemzem a nyulembrio korai (bedgyazoddst megel6zo) fejlodési stadiumait.

111/1.1. A NYUL PREIMPLANTACIOS EMBRIONALIS FEJLODESE

A ndstény nyul ugynevezett kettds méhhel rendelkezik, azaz egyetlen hiivelybdl két
méhnyakon keresztll két kilonall6 méhszarv nyilik, ezek kapcsolddnak a jobb- és baloldali
petevezetén keresztiil az azonos oldali petefészekhez. Az ovulaciot a parzés indukalja
(Id. 111/1.2. fejezet) (Fischer és misai., 2012). A parzast (vagy mesterséges inszeminaciot)
kovetden a petesejt megtermékenyiilése nagyjabol a 10-12. 6rdban kovetkezik be, ennek
szembetlind jele a 14. 6ra kornyékén mar lathatova vald masodik sarki test. A kovetkezd
osztodasok 7-8 oranként kdvetkeznek be, az 6sszsejtszam (kozel-) exponencialis ndvekedését
eredményezve (Fischer és mtsai., 2012; Harper, 1961).

A petevezetoben, a méh felé torténd vandorlds soran az embrid kiilsé felszinére, a zona
pellucida koré, vastag mucin (mucoprotein) réteg rakodik, mely jelentds szerepet jatszik a
sikeres bedgyazodasban és az embrio tilélésében. Eppen emiatt, amennyiben a transzferalandé
embrio kora erre még lehetdséget ad, a recipiensbe iiltetéskor érdemes az embriot a méh helyett
a petevezetdbe helyezni, ahol a kiilsé mucin-burok még ki tud alakulni a méhszarvba érkezést
¢és a beagyazodast megel6zéen (Murakami és Imai, 1996).

2,5-3 nap elteltével, az ekkor nagyjabol 32 sejtbdl allo, szedercsira (morula) allapoti embrid

atesik az ugynevezett kompakcid folyamatan (Fischer eés mtsai., 2012), melynek soran a sejtek



felszinén kiilonboz6 adhéziés molekuldk jelennek meg. Ezek segitségével a sejtek igen
szorosan egymashoz tapadnak, — ebben a kompakt formaban az egyéni sejthatarok mar szinte
észlelhetetlenek, — és sejtmembranjaikon ioncsatornak alakulnak ki, kiilonboz6 tipust sejt-sejt
kapcsolatokat kialakitva. A kompakcio, s az igy kialakult szoros sejtkapcsolatok
eredményeképpen tehat megindul a kommunikéacio az embrid sejtjei kozott, mely a
differencialodasi folyamatok megkezdését teszi lehet6vé (Fischer és misai., 2012).

Csupan néhany oéraval ezutan végbemegy a sejtek embrioblasztot (ICM) és trophoblasztot
alkotd sejttipusokka torténd differencidlodésa. Az embrioblaszt két rétegbdl, az epiblasztbol
(primitiv ektoderma) és a hipoblasztb6l (primitiv endoderma) tevédik dssze, s nyulak esetében
egy lapos, csupan két sejtrétegbdl allo korongként, tigynevezett embriodiszkként van jelen,
kdzvetlen a trophoblaszt rétege alatt. Az embrio belsejében emellett fokozatosan kialakul egy
nagy kiterjedésti, folyadékkal telt iireg, a blasztocol is (ldkowiak és mtsai., 2004). Ezen
differencidlodasi lépések eredménye tehat a blasztociszta allapotu embrid kialakuldsa, mely
nyulak esetében a 4. napon mar az 1 mm-es nagysagot is elérheti. 4-napos korban megtorténik
a zona pellucida enzimatikus emésztése is, ezt az 5. naphoz kozelitve az ugynevezett neozona
burok véltja fel, emellett pedig a mucin réteg is egyre vékonyodik, folytonossaga megszakad
(Denker es Gerdes, 1979; Fischer és mtsal., 1991). Nem sokkal a beagyazodas el6tt az
embriokorongot fedd polaris trophoblaszt (Rauber trophoblaszt) levalik, igy az epiblaszt sejtjei
szabadda vélnak az embri¢ felszinén (Tscheudschilsuren és mtsai., 1999; Williams és
Biggers, 1990).

A 6. naphoz érve, még a beagyazodast megeldzden megkezdddik a harom f0 testtengely —
az anteroposterior-, a craniocaudalis- és a jobb-bal tengelyek — kialakulasa, valamint a harom
csiralemez, az ektoderma, a mezoderma és az endoderma elkulonilése. Ezt a folyamatot
gasztrulacionak nevezzik (Fischer és misal., 2012) (a trophoblaszt sejtekb6l a késébbi
embrionalis fejlédés soran a méhlepény embrionalis része; a hipoblaszt sejtekbdl a szikzacskod
kiilso fala; az epiblaszt sejtekbdl pedig a szikzacskod magzat feldli része, az amnion, €s a fejlodo
magzat embrionalis szdvetei alakulnak ki). A 6,5-7. napon bekévetkezé beagyazodaskor a

nyulembri6 6sszsejtszama mar a 100 000-et is meghaladhatja (Fischer es mtsai., 1986).



11/1.2. A NYUL MODELLALLATKENT VALO ALKALMAZHATOSAGAT
ELOSEGITO BIOLOGIAI JELLEGZETESSEGEI

A nyulak (Lagomorpha) és féemldsok (Primates), illetve a ragcsalok (Rodentia) és
foemlésok kozott huzoédo filogenetikai tavolsag igen hasonld, azonban a ragesalok
meglehetésen gyors evolucidja miatt — a g@gének szekvencidit tekintve — a nyul
(pl. az Oryctolagus cuniculus) nagyobb hasonlésagot mutat az emberrel, mint a ragcsalo fajok
képviseldi, példaul a kisérletekben szintén széles korben alkalmazott hazi egér (Mus musculus),
vagy laborpatkany (Rattus norvegicus domestica) (Graur és mitsai., 1996). Olyan genetikai
megfigyelések esetén, mint a preimplantaciés embrié miRNS-profiljanak tanulmanyozasa tehat
jelentésen megnovelheti a vizsgélatok sikeresseget és a kapott eredmények relevancidjat human
rendszerre nézve, ha a modellallat génszekvenciaja minél kdzelebb all az emberéhez.

Emellett fontos tulajdonsdga a nyulnak, hogy egyike annak a kevés emlds fajnak
(pl. a macska és a vadaszgorény mellett), mely esetében az ovulacio folyamatat a parzas
(pontosabban az onddplazma hivelybe jutasa) indukalja. Ezt nevezziik reflex-ovulacionak, s az
ovulaciora az indukald hatast kovetden a 10-12. oraban keriil sor. Ennek koszonhetéen a
vemhesség stadiumai és az embrié kora pontosan meghatarozhatd a parzastol, vagy a
mestersegesen végzett inszeminaciotol szdmitva (dpc = days post coitum). Ezek hidnyaban
pedig — megfeleld hormonalis kezeléssel (pl. LH-, vagy hCG-injekcioval) — alvemhesség
alakithaté ki. Emellett, a magas termékenységi rata (7-8 utdd/néstény/parzas), illetve ennek
hormonalis szuperovulaltatassal torténd tovabbnovelése, lehetévé teszi a donor ndstények
szamanak hatékony csokkentését is (Fischer és mtsai., 2012; Yang és mtsai., 2019).

Az expandalt blasztociszta allapotu nydlembrioét a legnagyobb gémbalaku blasztocisztaként
tartjak szdmon az emldsok korében, mely tulajdonsag szintén kifejezetten alkalmazhatdva teszi
kiilonb6z6 morfologiai és molekularis elemzések alanyaként, nemcsak mint teljes embrid, de
akar az embrioblaszt és trophoblaszt rétegek kiilon egységekként torténd vizsgalata soran is,
emellett pedig meglehetdsen nagy méretének koszonhetden kivitelezhetobbé valnak az
esetleges mikromanipulacios beavatkozasok is (Fischer és mitsai., 2012; Navarrete Santos
és mtsai., 2008).



111/2. A mikroRNS-EK ALTALANOS BEMUTATASA

A mikroRNS-ek (miRNS-ek) olyan endogén, éatlagosan 22-25 nukleotid hosszusagu,
nemkodold RNS-molekulak, melyek a poszt-transzkripcionalis génexpresszio-szabalyozas és
géncsendesités Utjan szamos kulcsfontossagu bioldgiai folyamat — Ggymint proliferacio,
sejtciklus-szabalyozas, differenciacid, apoptozis stb. — befolyasolasara képesek (Maraghechi és
misal., 2023). A kovetkezékben réviden bemutatom a miRNS-ek biogenezisének két f6 tipusdat
és az RNS-interferencia mechanizmusat, valamint a miRNS-ek testfolyadékokban és
szovetekben valo stabil jelenlétét lehetové tévd kisméretii extracellularis vezikuldkat. A fejezet
végeén szot ejtek az Ossejtspecifikus miRNS-ek, illetve az epiblaszt- és hipoblaszt-specifikus

markerek embrionalis fejlodésben betoltott szerepérol is.

111/2.1. A mikroRNS-EK BIOGENEZISE ES A GENCSENDESITES MECHANIZMUSA

A miRNS-gének szdmos esetben mas kodolo gének intronjain, vagy egyéb nem transzlalédé
régioin (UTR) lokalizaltak, s igy a gazdagén sajat expresszids regulatorai szabalyozzak
atirodasukat (Maraghechi és mtsai., 2023). Ezzel ellentétben az intergénikus régiokon kddolt
miRNS-ek sajat promdterrel rendelkeznek (Kim és Kim, 2007). Szamos miRNS egy klaszter
tagja, vagyis tobb kiilonb6zé miRNS-sel azonos kromoszoéman, viszonylag szoros kdzelségben
(kb. 10 kbp-nal kisebb tavolsagban) talalhatd6 meg (Guo és mtsai., 2014). Egymashoz kozeli
elhelyezkedésiik gyakran lehetové teszi, hogy a klaszter tagjai egyetlen policisztronos
transzkriptté irddjanak (Baskerville és Bartel, 2005). Nem ritka, hogy az egy klaszterbe tartozé
MiRNS-ek magrégidja is megegyezik, vagy csak kis mértékben tér el, ebbdl adéddan pedig
azonos cél-mRNS-sel rendelkeznek, s igy egyazon bioldgiai funkciéra lehetnek szabalyozo
hatassal (Seitz és mtsai., 2004). Ahhoz, hogy a miRNS-génekbdl funkcioképes miRNS
molekulak késziiljenek, a transzkripcidt kovetden egy tobblépcsds érési folyamaton is at kell
esnilik. Az érési folyamat menetében azonban jelentds eltéréseket tapasztalhatunk, igy adott
mMiRNS biogenezise torténhet klasszikus-, vagy alternativ Gtvonalat kévetve (Hammond, 2015).

A Klasszikus miRNS-biogenezis Gitvonal soran a génrél az RNS-polimeréz Il (Pol I1) enzim
ir egy hosszabb primer transzkriptumot, ezt nevezzik RNS-primernek (pri-miRNS)
(Hammond, 2015), ami el6szor a fehérjekodold génekrdl irodd mRNS-ekhez hasonlé érési
Iépéseken — esetleges intronok kivagasa (splicing), m’G sapka 5° végre helyezése (capping) és
poliA-farok 3’ végre épitése (poliadenilacio) — megy keresztiil, s felvesz egy speciélis,

ugynevezett hajtli (hairpin) szerkezetet. Ezt a szerkezetet egy Drosha-bol (ribonukledz 111



enzim) és DGCR8-bol (RNS-koté fehérje) felépiilé mikroprocesszor komplex ismeri fel.
A Drosha hasitja a primer molekulat, igy egy rovidebb hairpin szerkezetli miRNS-prekurzor,
mas néven pre-miRNS jon létre (Catalanotto és mtsai., 2016). A prekurzort az Exportin-5
(EXP-5) szallitomolekula a sejtmagbdl a citoplazmaba széllitja, ahol egy Gjabb atalakulason
megy keresztul (O Brien es mtsai., 2018): a Dicer nevii endonukleaz enzim lehasitja a hairpin
szerkezet végén talalhatd hurkot, igy egy kettésszala RNS-duplex keletkezik. A két szal kozil
az AGO2 fehérje az 5° végen szerepl6 nukleotid tipusa és a duplex végeinek termodinamikai
stabilitdsa alapjan az egyik szalat megkoti, ez lesz a guide-miRNS, a masik szal pedig
(star-/passenger-miRNS) lebontasra kerul (Catalanotto és mtsai., 2016; O 'Toole €s mitsal.,
2006).

A Dicer,az AGO2 és a guide-miRNS 6sszeépiilésébdl jon 1étre az igynevezett RNS-indukalt
géncsendesité komplex, roviden RISC, vagy miRISC. A komplex felkeresi a beépiilt miRNS
szekvencidjaval komplementer (vagy részben komplementer) szekvenciat a megceélzott
mRNS 3’ nem transzlalodo régoéjan (3°UTR). Kiilondsen a miRNS kb. 6 nukleotidbol 4llo,
erésen konzervalt, tigynevezett ,,mag” (seed) régidja jatszik nagyon fontos szerepet a
célmolekula felismerésében és megkotésében (Bartel, 2009; Catalanotto és mtsai., 2016).
A cél-mRNS sorsat a guide-miRNS és a megcélzott mRNS régié nukleotid-szekvenciaja kozti
komplementaritds mértéke hatdrozza meg. Teljes illeszthetdség esetében a kapcsolodas
indukalja az AGO2 endonukleaz aktivitasat, s a hasitast kovetéen az mRNS degradalodik.
RISC megakadalyozza (Jo és mtsai., 2015). Az RNS-interferencia hataséra tehat az adott
mIiRNS céljaul szolgdlé mRNS molekula az emlitett két lehetséges csendesitési Ut egyikén
keresztiil mikodésképtelenné valik, s az altala kodolt géntermék nem készdil el.

Ezen kivll szamon tartunk egyéb, alternativ biogenezis-titvonalakat is. Az egyik jelent6s
alternativ. miRNS-biogenezis dtvonal soran (pl. az intronokrol szdrmazé miRNS-ek, az
ugynevezett mirtronok eléallitisakor) a Drosha-bol és a DGCR8-bdl felépiilé mikroprocesszor
komplex altal kivitelezett feldolgozasi Iépés kimarad (ezt nevezzik Drosha/DGCR8-fliggetlen
biogenezis dtvonalnak), s az intronokbdl még a sejtmagban egy spliceoszoma és egy
,,debranching” enzim aktivitasa utjan alakulnak ki a transzlokéaciéra és Dicer-féle feldolgozésra
kész mirtron molekulak (Berezikov és mtsai., 2007). A miRNS-ek egy masik csoportja eseten
a Drosha-hasitds olyan miRNS-prekurzort eredményez, mely alkalmatlan a Dicer Altal
végzendd feldolgozasra. Emiatt ezeket a pre-miRNS molekulakat az AGO2 kéti meg,
s bekovetkezik az AGO2-fiiggd hasitas (Yang es Lai, 2010).



111/2.2. A mikroRNS-EK STABILITASAT LEHETOVE TEVO EXTRACELLULARIS
VEZIKULAK

Sokaig ugy gondoltak, hogy a szervezet valamennyi szOvete altal szekretalt extracellularis
vezikulak (EV-k) egyetlen szerepe a sejtekben felgyiilemld, feleslegessé valt anyagok, esetleg
méreganyagok eltavolitasa azok extracellularis térbe torténd iritése Utjdn. Mara azonban
tudjuk, hogy ezek az apré szallitbegységek elengedhetetlen részei a sejtek kozotti
kommunikacionak, mely alapvet6 feltétele a tobbsejtili 1étnek (Kamijo és mtsal., 2022).

Az exoszomak olyan kisméretii (30-150 nm atmérdji) exrtracellularis vezikulak (roviden
SEV-k), melyek az ugynevezett multivezikularis testek (MVB-k, masnéven kései endoszomak)
plazmamembrannal torténd fuzidjakor alakulnak ki és jutnak az extracellularis térbe
(Théry és mtsai., 2009), majd receptor-ligandum interakcio, membranfuzid, vagy endocitozis
uatjan 1épnek kapcsolatba a célsejttel (Urbanelli és mtsai., 2013). Ezek a kisméretii EV-k szamos
molekulatipus — ugymint lipidek, fehérjék és nukleinsavak — intercellularis szallitasat
vegezhetik, melyek koézul a miRNS-ek sem kivételek (Esfandyari és mtsai., 2021; Yanez-Mo
es misal., 2015). A miRNS-ek csaknem minden szovetiinkben és testfolyadékunkban jelen
vannak (pl. vérplazma, nyal, konny, agy-gerincveldi folyadék, vizelet, anyatej, magzatviz,
ondofolyadék, stb. - Weber és mtsai., 2010), s az ezekben természetesen megtalalhato
RNS-bontd enzimekkel szembeni ellenalloképességiiket és stabilitasukat részben ezek a
kisméretli extracellularis vezikulak biztositjak (ezen kiviil lipoproteinekhez, vagy fehérjékhez
kototten is jelen lehetnek a miRNS-ek az extracellularis kozegben) (Rayner és Hennessy, 2013).

Az anya ¢és embri6 (késdbb anya ¢és magzat) kozotti parbeszéd biztositasa elengedhetetlen a
sikeres beagyaz0das és a terhesség fenntartasa szempontjabdl. Egyre tébb tanulméany sziletik
azzal kapcsolatban, hogy egyes miRNS-ek éppen ezt a molekularis kommunikaciét teszik
lehetévé a fejlodd embrid és az anyai endometrium kozott, s a kozegre érzékeny molekulak két
fél kozotti biztonsdgos és fenntarthatd atjarasa jelentds részben az exoszoémak altal valik
lehetségessé (Saadeldin es mtsai., 2015). A miRNS-eket szallitd kisméretli extracellularis
vezikulak jelenlétét emellett az in vitro tenyésztett korai embriok tenyésztémédiumaban is
kimutattadk (Mellisho és mtsai., 2017; Melo-Baez és mtsai., 2020; Rosenbluth és mtsai., 2014),
melyek izolalasa és miRNS-tartalménak vizsgalata fontos informécidkkal szolgalhat az embrid

mindségére, valamint élet- és bedgyazodasi képességere nézve.



111/23. A PLURIPOTENCIA FENNTARTASABAN SZEREPET JATSzO
OSSEJTSPECIFIKUS mikroRNS-EK, VALAMINT A NYUL EPIBLASZT- ES
HIPOBLASZT-SPECIFIKUS MARKEREINEK BEMUTATASA

A korai embrionalis fejlodés soran a trophoblaszt és a belsd sejttomeg sejtjeinek szamara
kulcsfontossagu a differenciaciot gatld és az Oonmegujitd képesség fenntartisat eldsegitd
mMiRNS-ek megfelelé szintli expresszidja (Pendzialek és mtsai., 2019). llyen példaul egerek
esetében az mmu-miR-290 klaszter (Houbaviy és mtsai., 2003; Zovoilis és mtsai., 2009), vagy
az ezzel homol6g human hsa-miR-371 klaszter (Suh és mtsai., 2004), mely magas expressziot
mutat a még pluripotenciaval rendelkezé embriondlis dssejtekben (ESC), s melynek promoter
régiojat olyan kulcsfontossagu ESC transzkripcios faktorok célozzdk, mint az emberben,
foemlosokben, egérben €és mas emldsokben, valamint madarakban is erdsen konzervalt
OCT4- (génje: POUSF1), illetve NANOG epiblaszt-specifikus, vagy a SOX2 6ssejtspecifikus
transzkripcids faktorok (Card és mtsai., 2008; Marson és mtsal., 2008). Hasonl6 modon,
a sejtciklus szabdlyozasaban részt vevd miR-302 klaszter is jelentds mértékben expresszal
humén és egér embrionalis Ossejtekben is, szintje a differenciacid kezdetekor lecsdkken a
fejlodé embrid sejtjeiben, s szintén a fent emlitett faktorok szabalyozasa alatt all (Barroso-
delJesus és mtsai., 2008; Card és mtsai., 2008; Chen és mtsai., 2007).

Maraghechi és mtsai. (2013) nyul esetében is megvizsgaltdk ezeknek a pluripotencia
fenntartasaban szerepet jatsz6 miRNS-eknek a jelenlétét a korai fejlédési stadiumu embridkban.
Az ocu-miR-302 klaszter tagjai (miR-302a-5p, miR-302a-3p, miR-302b-5p, miR-302b-3p,
miR-302c-5p, miR-302c-3p, miR-302d-5p, miR-302d-3p, miR-367-5p, miR-367-3p)
a parzastol szamitott 3,5. fejlédési naptol kezdtek expresszalodni, fokozatosan novekvo szintet
emlitett transzkripcids faktorok kotohelyei is kimutathatok voltak. Nytlembrio esetén ez az
id6épont éppen egybeesik a trophectoderma és a belso sejttomeg kialakulasaval, s a klaszter altal
ekkor mutatott megugroé aktivitas alatamasztja azt a feltételezest, miszerint a miR-302 klaszter
a nyul esetében is ESC-specifikus, hasonldéan a humén (és egér) rendszerhez. Emellett azt is
kimutattak, hogy a klaszter valamennyi -3p érett miRNS tagja azonos seed régidval
rendelkezik, igy a klaszterbe tartoz6 miRNS-ek feltehet6leg ugyanazokat az mRNS-eket
szabalyozzak (Maraghechi es mtsal., 2013).

Az ocu-miR-290 klaszter (a humén hsa-miR-371 klaszter megfeleldje nytlban) tagjai ezzel
szemben mar a négysejtes allapotban expresszalodni kezdenek, s a 3,5. napon mar a

legmagasabb szinten fejezOdnek ki. Az OCT4 mRNS expresszios szintjének vizsgalatakor



megfigyelték, hogy az epiblaszt-specifikus faktor is ebben a 3,5 napos fejlédési szakaszban
mutat ugrasszerii expresszidbeli novekedést, majd ez a szint folyamatosan tovabb emelkedik.
A klaszter tagjainak expresszioja azonban a nyul embrionalis dssejt-szerli sejtekben jelentdsen
alacsonyabb mértékii. A GATA4 pedig egy hipoblaszt-specifikus transzkripciés faktor,
melynek expresszidja Maraghechi és mtsai. eredményei alapjan a 6-napos embridban
emelkedik meg latvanyos mértékben (Maraghechi és mtsai., 2013).

Jouneau és mtsai. (2011) leirtak, hogy a ragcsaldo embrionalis dssejtek esetén megfigyelhetd
naiv pluripotencidhoz, valamint a ragcsalo epiblaszt dssejtek (EpiSC) és a human embrionalis
6ssejtek esetén tapasztalhatd primed pluripotenciahoz (Nichols és Smith, 2009) kiilonb6z6
miRNS expresszios profil kothetd. Mig az elébbi esetben a miR-290 klaszter tagjai
expresszalodnak a legmagasabb szinten (az OCT4 magas koncentracioja mellett), addig az
utobbi esetében a miR-302 klaszter expresszidja az uralkodo6 (Jouneau es mtsai., 2011). A nydl
embrionalis 6ssejt-szerii sejtekben megfigyelt magas ocu-miR-302 klaszter- €s alacsony ocu-
miR-290 klaszter expresszids szintet tekintve magalapozottnak latszik a sejtés, miszerint ezek
a sejtek a nydlembrid esetében primed pluripotens allapotban vannak (Maraghechi es mtsai.,
2013) (feltehet6leg ennek kdszonhet6 az a jelenséq is, hogy nyul, ember, illetve egyes gazdasagi
haszonallatok esetében nincs lehetdség embrionalis 6ssejttelepek hosszatavia fenntartasara — €s

igy Ossejtvonalak létrehozasara sem — az igen hamar bekdvetkez6 differenciacio okan).
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV/1. A HASZNALT mikroRNS- ES OSSEJTSPECIFIKUS MARKER-
PRIMEREK MEGVALASZTASA

Azt a dontést, hogy kisérletiinkben mely human miRNS-eket vizsgaljuk meg a nydlembridk
esetében, szakirodalmi adatokra alapoztuk (Id. 111/2.3., és V/3. fejezetek). Ezek az irodalmi
forrasok egyrészt a pluripotencia fenntartdsaban szerepet jatsz0 miRNS-ekr6l szamoltak be
nyul esetében: a miR-302b-3p fontos epiblaszt- és hipoblaszt-specifikus, a miR-371a-5p pedig
fontos epiblaszt-specifikus marker. Masrészt jO és gyengébb mindségii embridkban, illetve
azok tenyésztOmédiumaban eltéré expressziods szintet mutatd fejlédésspecifikus miRNS-ekrdl
adtak hirt els6sorban ember, ritkabban szarvasmarha, sertes és egér eseteben.

Ezen adatok alapjan végiil a kovetkezd hét miRNS primer-t szereztik be TagMan
Advance préobaban: hsa-miR-24-3p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-191-5p,
mmu-miR-302b-3p, hsa-miR-371a-5p és hsa-miR-378a-3p. A rendelt miRNS-primerek az
adatlap alapjan nyul esetén is hasznalhatok. A hét fejlédésspecifikus miRNS mellett pedig a
GAPDH-hoz, a GATA4-hez (hipoblaszt-specifikus transzkripcios faktor) és a POU5SF1-hez
(epiblaszt-specifikus transzkripcios faktor) is beszereztliink mRNS-primereket [M7. tablazat].

IV/2. AZ ALLATOK TARTASANAK KORULMENYEI ES A MUNKA
ETIKAI HATTERE

A donorként hasznalt Uj-zélandi fehér nyulakat az Innovo Kft. biztositotta. Az allatokat a
MATE-GBI allathazaban tartottuk, egyedi ketrecekben, allandé 20 °C-os hémérsékleten,
programozott (standard) 8:00 és 16:00 kozotti megvilagitassal, ad libitum élelmezési
korilmények biztositasa mellett.

Az éllatok magas ¢életmindségének ¢s jolétének fenntartasahoz sziikséges intézkedéseknek
minden lehetséges mddon igyekeztiink eleget tenni, tartdsuk, gondozasuk és kutatasi célra valo

felhasznalasuk minden esetben az erre vonatkoz6 magyar jogszabalyoknak megfeleléen tortént.
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IV/3. A DONORNOSTENYEK TERMEKENYITESE ES AZ
EMBRIOMOSAS

A Kisérleteinkhez 8 donor nyulat hasznaltunk. A ndstényeket ivarérett allapotban, 16-20
hetes (atlagosan 3-3,5 kg-0s) korban, mesterséges inszeminaciod Gtjan termékenyitettiik legalabb
18-20 hetes bakoktol szadrmazd, friss termékenyitdanyaggal (mikroszkopos motilitas-
ellendrzést kovetden). Az embridk kinyerése egysejtes embriok esetében az inszeminaciot
kovet6 20., nyolcsejtes embriok esetében a 38-40. draban tortént.

Az embridmosast megelézéen valamennyi donorndstényen taglozast (fejre mért hirtelen
utés) végeztink. Az éallat hasi taruletét ezutdn 70%-0s etanollal sterilizaltuk, majd a
peritoneumon bemetszést ejtve mindkét oldalrél kiemeltiik a petefészek, az azonos oldali
petevezetd és a méhszarv cranidlis szakasza alkotta egységeket. A kimetszett reproduktiv
szerveket 38,5 °C-on el6melegitett, DPBS-t tartalmazO Petri-csészékbe helyeztiik, majd
igyekeztiink a kdrnyez0 zsirszovet minél alaposabb eltavolitasara, tigyelve arra, hogy a szervek
épek maradjanak [1/A. abral.

A hialuronant és human szérumalbumint tartalmazé (kifejezetten time-lapse monitorozasra
kifejlesztett) G-TL™ human embriotenyészté-médiumbol [M1. tablazat] mikrokapillaris

segitségével 20 pL-es cseppeket vittiink fel egy nagyobb atmérdji, steril sejttenyésztd csészébe.

1. abra — Az embridémosas folyamata. A nyul petevezetd zsirszovettdl valo
megtisztitasa és atmoséasa (A). A nyul petefészkek atvizsgalasa és a vérestestek (sarga
nyilakkal jelolve) leszamolésa (B). (Forras: sajat felvételek)
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A cseppek steril asvanyi olajjal [M1. tablazat] torténd lefedése utan (olajat a parolgas és a
szennyezddések bejutasanak elkeriilése érdekében érdemes alkalmazni) az edényt inkubatorba
helyeztik (5% COz2; 38,5 °C).

79% DPBS, 20% heat-inactivated (hokezelt) FBS és 1% Penicillin-Streptomycin elegy
keverékét 0,22 pm-es membranon atsziirve (sterilizalva), frissen allitottuk 0ssze a médiumot
[M1. tablazat]. Ezutan az egyik oldali kimetszett szervcsoportot egy EH 18-as injekcios tiivel
felszerelt, 20 ml-es fecskendd segitségével, az Osszemért és 38,5 °C homérsékletiire
eldmelegitett médiummal, a méhszarv fel6l 6vatosan atmostuk, ligyelve a petevezetd épségére.
Az éatfolyd médiumot harom kilonallo, 35 mm-es Petri-csészében fogtuk fel (az esetek
tobbségében a kimosott embriok jelentds szazalékat az els6ként megtdltitt csésze tartalmazza)
és az edenyeket 38,5 °C homérsékletii melegitOparnara helyeztiik. Ezutan leszamoltuk az adott
petefészek feluletén lathatd verestesteket (corpus haemorrhagicum), mely szam alapjan
kozelitbleg elére jelezheté, mennyi embrio Kimosodasara szdmithatunk az adott oldali
szervcsoportbdl [1/B. abra].

Ezt kovetden egy nagyobb csészébe 3-4 cseppet vittink fel a G-TL™ huméan
tenyésztémédiumbol, s sztereomikroszkop alatt ezekben a cseppekben tisztitottuk meg a
kimosott embridkat az esetleges szennyezddésektdl, szovettormeléktdl (az embridkat ebben a
szakaszban szajpipetta segitségével mozgattuk, ugyanis egyetlen embrié ezzel az eszkdzzel
konnyebben kezelhetonek bizonyult). Az egészséges (cumulus-sejtektdl mentes és két, jol
lathato pronukleusszal rendelkez6), tiszta embriokat a mosas elott elokészitett, olajjal lefedett
G-TL™ médiumcseppekbe helyeztik at, majd a csészét visszatettlk az inkubatorba
(5% COg; 38,5 °C). Az embriok kozil csak az egysejtes korban kimosottakat tenyésztettiik
tovabb [M2. tablazat]. Az in vitro tenyésztés soran egyes embriok, vagy embridcsoportok
fejlodését time-lapse késziilék segitségével kovettiik nyomon, valamint a mintavétel elott
fénymikroszkopos képek készitésével rogzitettiik aktualis fejlodési allapotukat [M5. abra].

A fejezetben ismertetett munkafolyamatot az 2/A. abra foglalja 6ssze.
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2. abra — A kisérletsorozat Iépéseit 6sszefoglalo sematikus folyamatabra.
(Forras: sajat szerkesztés)

IV/4. MINTAVETEL

A kimosott embriokat 4-, illetve 6-napos korukig tenyésztettiik in vitro koriilmények kozott,
inkubatorban, 38,5 °C hémérsékleten és 5% CO2 koncentracid mellet. Az adott tenyésztési id6
elteltével eldszor cseppenként 9-9 upL tenyésztomédium-mintat gyljtottiink le tiszta
mikrocentrifuga csdvekbe [2/B. abra], majd pipettor segitségével az embridkat is athelyeztik,
100-100 uL lizispuffert tartalmazd csovekbe (csoportosan tenyésztett embridk esetén azonos
csovekbe) [2/C. abra]. Lizispuffer alkalmazasara feltaras céljabol volt sziikseg: a guanidinium-
tiocianatot (erdsen kaotrdp hatasu so) tartalmazo lizisoldat karositja a sejtmembrant és azonnal
inaktivalja a ribonukleazokat.

A mintakat -80 °C-on taroltuk, embridmintak esetén az RNS izolalas, médiummintak esetén a

cDNS-irds megkezdéséig.
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IV/5. ELOZETES TESZTEK

A kisérleteinket megeldézden harom eldzetes tesztet végeztiink el.

Elsé 1épésként Osszevetettiink két kiilonb6z6 RNS-izolalo kit-et azok izolalasi hatékonysaga
alapjan. A két kiprobalt RNS-izolalé kit a PicoPure™ RNA Isolation Kit (katalogusszam:
KIT0204), illetve az RNAgueous™-Micro Total RNA Isolation Kit (katalogusszam: AM1931)
voltak. A tesztekhez két-két, csoportosan tenyésztett (pool-onként 5-5 embrid) embriémintat
hasznaltunk (E1, E2, E7 és E8 embridcsoportok, Id. M2. tablazat, valamint 3. abra). Az igy
kapott izolatumok fehérje- és nem fehérje tipust szennyezddésektdl (pl. sok, egyéb szerves
anyagok) valé tisztasagat NanoDrop (ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
UV-Vis) spektrofotométer segitségével ellendriztiik és a 260/280 és 260/230 aranyokkal
jellemeztik (nukleinsavak, fehérjék és nem fehérje komponensek abszorpciés maximuma
ebben a sorrendben: 260 nm, 280 nm és 230 nm).

Kovetkezé 1épésként 4- €s 6-napos embridk tenyésztébmédium-mintai esetében vizsgaltuk
azt, hogy a miR-92a-3p RNS-izolalast kovetden, vagy az izolalasi lépés kihagyasaval
detektalhaté megbizhatébban (a teszt soran az embriémintakban, illetve nyal embrionalis
fibroblaszt-mintdban is mertik a miR-92a-3p expresszidjat). Ezzel egyutt az
embriotenyesztéshez  hasznalt G-TL™ human tenyésztdmédiumot is  teszteltiik
miRNS-mentességére nézve. A human medium esetében nem végeztink miRNS-izolalast.
A miR-92a-3p alapvetéen egy igen széles kdrben expresszalodo miRNS, ezért valasztottuk ezt
az el6zetes tesztek elvégzéséhez.

Végul teszteltik a megrendelt hét miRNS-primer miikédését 4-napos embrid-, illetve

médiummintan, valamint nyul embrionalis fibroblaszt-tenyészeten.

3. dbra — Csoportosan tenyésztett 4-napos nyllembriok mikroszképos képei. (Forras: sajat felvételek)
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IV/6. RNS-1ZOLALAS

Az RNS-izolalas 1épését (a fOkisérletekben) csak az embridkat tartalmazod mintakon

végeztik el, a tenyésztémédium-mintak esetén ezt a szakaszt kihagytuk [2/B és 2/C. abrak].

1V/6.1. RNS-1ZOLALAS A PicoPure™ RNA Isolation Kit HASZNALATAVAL

A PicoPure™ RNA Isolation Kit (a tovabbiakban: PicoPure kit) segitségével
piko-nagysagrendii mintakbol is preparalhatd RNS-tartalom (ez akar egyetlen sejtet is
jelenthet).

A kit gyéri utasitasait kdvetve a mintadinkhoz 10-10 pL extrakcios puffert adtunk, majd
30 percig, 42 °C hémérsékleten inkubaltuk. Az oszlop membranjat ekdzben 250 pL
kondicionalé pufferrel elokezeltiik, 5 percig szobahdmérsékleten inkubélva, majd 1 percen
keresztiil 16 000 x g-n centrifugalva. Az extraktalt mintdkhoz 10-10 uL etanolt adtunk és 6vatos
pipettdzéssal elegyitettik (szigortan centrifugalds nélkal!), majd vittiik fel az elékezelt
oszlopmembranra. Ezt 2 percig 100 x g-n, majd kézvetlen ezutan 30 mp-ig 16 000 X g-n torténd
centrifugélas kovette.

A mosasi folyamatot 1x100 pL 1-es szamu és 2x100 uL 2-es szdmu mosoéoldattal végeztik,
az egyes mosasi lépések kozott 1-1 perc centrifugalassal (8000 x g). A harmadik mosooldat-
mennyiség hozzaadasa utan 2 percig centrifugaltuk 16 000 x g-n, végiil a gy(ijtécsé tartalmanak
kilritése utan 1 percen keresztul szaraz centrifugéalast végeztink.

Az oszlopot tiszta csébe helyeztiik €s a rajta megkotott RNS-tartalmat 15 L eluald puffer
membranra pipettazasaval (a pipettahegy membranhoz érintésével biztositottuk az elual6 oldat
hatékony felszivodasat), majd 1 perc szobahdmérsékleten vald inkubalasi id6t kdvetden 1 perc
1000 x g-n (az oldat eloszlatasa érdekében) és Gjabb 1 perc 16 000 x g-n t6rténd centrifugalassal
igyekeztiink leoldani a gytijtdcsdbe.

Az igy kapott RNS-izolatumot a cDNS-iras megkezdéséig -80 °C-on taroltuk.
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IV/6.2. RNS-1ZOLALAS AZ RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation Kit
HASZNALATAVAL

A RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation Kit (a tovabbiakban: RNAq Kit) szintén
kisméreti filterrel rendelkezik, igy meglehetdsen kis mennyiségii RNS elualdsara is lehetdséget
nyUjt, a standard tisztitast kovetden igen koncentraltan juthatunk hozzd a mintabol szarmazo
RNS-tartalomhoz, s ezaltal megkonnyiti az izolalast kovetd RT-gPCR-mérések Kivitelezését.

A kit gyari leirasa alapjan elokészitettiik a mosooldatokat (100%-0s etanol hozzaadéasaval),
majd az izolalasi protokollt kovetve a 100 pL mennyiségli mintdkhoz (az egyedi, illetve
csoportosan tenyésztett embriok esetében is) 50-50 uL 100%-0s etanolt adtunk. Az egyenkent
150 pL keveréket szilikagél-alapi Micro Filter oszlopokra pipettaztuk, melyek az ezt kovetd
centrifugalas (10 mp, 13 000 x g, 4 °C) soran megkototték az RNS-tartalmat.

Az RNS-tisztitast 1x180 uL 1-es szamu- és 2x180 uL 2/3-as szamU mosoéoldattal végeztik,
minden mosasi lépés utan 10-10 mp-es centrifugalassal (13 000 x g, 4 °C). Az utols6 mosasi
Iépést, majd a gyljtécsd kiliritését kdvetden egy ujabb (szaraz) centrifugalassal (30 mp,
13 000 x g, 4 °C) torekedtlink a moso6oldat leghatékonyabb eltavolitasara.

A filtert ezt kovetden tiszta csébe helyeztiik, s az elézetesen 75 °C-ra eldmelegitett eluald
oldatbol 6 uL-t mértiink a filter kozepére. 1 perc szobahdmérsékleten torténd inkubalas utan
30 mp-ig centrifugéltuk a mintat (13 000 x g, 4 °C), majd Gjabb 6 pL eluald oldat hozzaadasaval
megismételtiik az elualasi folyamatot.

A kapott RNS-izolatumot a cDNS-iras megkezdéséig -80 °C-on taroltuk.

IV/7. cDNS IRAS

Az embriomintakbdl izolalt, valamint a médiummintidkban taldlhatdé miRNS-ekrdl az
Applied Biosystems™ TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (katalogusszam:
A28007) segitségével irtunk cDNS-t. Els6 1épésként az érett miRNS-eket a 3” végen poli(A)
farokkal, az 5’ végen pedig adapter szekvenciaval hosszabbitottuk meg, ugyanis elébbit a reverz
transzkripciét indit6 univerzalis primer koti meg, utobbi pedig a forward primer kotéhelyeként
szolgal. A reverz transzkripciot (RT) kovetéen egy miR-Amp reakcio soran amplifikaltuk a
MIRNS-ekr6l irodé cDNS-ek mennyiségét.

A poliadenilacids reakcioelegyet az M6/A. tablazat alapjan allitottuk 6ssze. Valamennyi

mintabol 2 pl-es mennyiségeket mértiink ki, ehhez adtunk 3-3 pL-t a reakciomixb6l. Rovid
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vortexelés utdn sor keriilt az elsé hdciklusos inkubdldsra, melynek soran a poliadenilacid
37 °C-on, 45 perc alatt ment végbe.

Az adapter ligalasahoz a reakciomixet az M6/B. tablazat szerint mértiik 6ssze. Ebbdl
10-10 pL mennyiséget adtunk az el6z6 1épés utan kapott reakcidtermékhez. Alapos vortexelést
kovet6en tjabb hociklusos inkubalas soran 16 °C-on 60 perc alatt zajlott le az adapter ligalasi
folyamata.

A kovetkezd 1épésben a reverz transzkripcids (RT) reakcidelegyet allitottuk Ossze az
M6/C. tablazat alapjan, melyb6él 15-15 plL-t mértiink az elébbi reakcid termékéhez. Az
inkubalas sorén 42 °C-on, 15 perc alatt tortént meg a reverz transzkripcio.

Utolso Iépésként elvégeztilk a miRNS-amplifikacidt. Az ehhez sziikséges reakcioelegyet az
M6/D. tablazat szerint készitettik el. A mix-bdl 45 plL mennyiségeket mértiink tiszta
Eppendorf-csovekbe és ezekhez 5-5 pL-t adtunk a reverz transzkripcios reakcio termékébol.
Rovid vortexelést kovetden sor keriilt az utolso hdciklusos inkubalasra. Ennek soran megtortént
az enzim aktivaladsa (5 perc, 95 °C), valamint 14 egymast kdvetd cikluson keresztiil a
denaturacio (3 mp, 95 °C) és a lanchosszabbitas (30 mp, 60 °C). Ezzel a lépéssel elkészilt a
cDNS-iras végleges reakcioterméke, mellyel a kovetkezé szakaszban elvégezhettik az
RT-gPCR-t.

IV/8. RT-gPCR

A PCR-plate 6sszeallitasa elétt a cDNS mintakat RNaz-

mentes viz hozzaadasaval 1:10 aranyban higitottuk. A PCR j:m(; Zsms
reakcidelegy miRNS-primerenkénti Osszemeréset

[M3. tablazat] és alapos vortexelést kovetéen a plate

valamennyi (reakciohoz felhasznalt) poziciojaba 15-15 pL S0°C

mennyiségeket vittiink fel a megfelelé miRNS-primert smp

[M7. tablazat] tartalmaz6 mix-bél, majd a mintakbol 5-5 pL
mennyiségeket adtunk hozza. Minden minta esetében az 6t
vizsgalt miRNS-re (miR-24, miR-92, miR-103a, miR-191-

5p és miR-378) nézve 3-3 parallelben végeztik el areakcidt, | 4. abra Az RT-qPCR program
paraméterei.
(Forras: sajat szerkesztés)

valamint negativ kontrollként adott miRNS primer-hez csak

a PCR reakciomix és 5-5 uLL RNaz-mentes viz keriilt.
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A kész plate-et ezutan gondosan lefedtiik, majd 1 perc centrifugalas (300 x g), 10-20 mp
thermomixer-rel térténd elegyités (100 x g) és Gjabb 1 perc centrifugélas (300 x g) kovetkezett.
Végul a plate-et a Mastercycler ep realplex RT-qPCR készilékbe helyeztiik és a programot a
4. abran lathato paraméterecknek megfeleléen allitottuk be. A program végeztével a késziilékhez

tartozé Realplex szoftver segitségével tekintettiik meg a futas eredményeit.

IV/9. ADATOK KIERTEKELESE — MultiD GenEx

Az RT-gPCR eredményeinket az Eppendorf RealPlex programja segitségével dolgoztuk fel.
A PCR-plate 6sszeallitasa soran minden mintabdl, minden miRNS-primerrel 3-3 parallelt
készitettiink, melyek kozll egyet minden alkalommal kizartunk az értékelésbdl. A kapott
adatokat a MultiD GenEx gPCR-adatelemz6 (http://www.multid.se, 7.0-s verzio) szoftverébe
importaltuk, s feldolgozasukat ennek segitségével végeztik el.

A szoftver korszer(i adatfeldolgozasra, -elemzésre és -kezelésre ad lehetéséget. Tobb gén
Osszehasonlitasakor korrigdlja a tobbszoros tesztelésbol adodd esetleges ellentmondasokat.
Tébb csoport 6sszevetéséhez egyszempontos ANOVA varianciaanalizist hasznal. A referencia
gén, vagy gének meghatarozasa is a GenEx program segitségével tortént, mely lehetévé teszi,
hogy barmilyen referencia génre, vagy akar referencia gén szettekre is normalizalhassunk.
Lehetséges tovabba a normalizalas az 0sszes gén atlagos expresszidjahoz viszonyitva is.
llyenkor a program minden minta esetén kiszamol egy globalis atlag Ct értéket, s ebbdl
kalkulalja a gének ACt értékeit. Ez lehetdséget adott arra, hogy megbizhatd haztartasi gén
hianyaban is normalizalni tudjuk a vizsgalt miRNS-ek esetén mért értékeinket. Heatmap
készitésével az expressziok kozti kilonbséget, illetve a mintadk kozti korrelacidkat tudjuk
grafikusan szemléltetni. A Kohonen SOM (self-organizing map — 6nszervezd csoportositas)
funkcié pedig a mintdk kozOs expresszids mintdzatok alapjan torténd osztalyozasara ad
lehetdséget.

A kisérleteinkbdl szarmazd adatokat a Ct, illetve ACt, értékek alapjan értelmeztiik.
A Ct (cycle threshold) az az érték, amely megadja, hany PCR ciklust kovetden 1épi at egy adott
génre vonatkozo jel az altalunk bedllitott kiiszobértéket, mig a ACt az adott miRNS (vagy
MRNS) és a haztartasi gén Ct-értékének kiilénbsége, mely korrekciora azért van szlikség, hogy
a minta mennyisége, a cDNS-iras hatékonysaga, illetve hasonlé valtozok ne befolyasoljak az

expresszidra vonatkozo érték alakulasat.
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Az mRNS-ek (GATA4 és POUSF1), illetve a csoportosan tenyésztett embridk esetében
vizsgalt miRNS-ek expresszids értékeit a GAPDH héztartasi génre normalizaltuk, az egyedi
cseppekben tenyésztett embridk, s ezek médiummintai esetében viszont — megbizhatd haztartasi
gén hidnyaban — globalis normalizalast végeztiink a GenEx program segitségével (a jelentés
expressziot nem mutatdé mintak adatainak kizarasa nélkul).

Eredményeink feldolgozasakor egyreszt heatmap-ek készitésevel, mintanként abrazoltuk az
adott miRNS-ek expresszios szintjét, valamint az ez alapjan megallapithatd korrelaciét a mintak
kozott, majd a Kohonen 6nszervezd csoportositasi funkcio segitségével tettlik szemléletesebbé

mintaink csoportokba rendezését a miRNS-ek esetén szamolt ACt értékek alapjan.

IV/10. SOLiID-SZEKVENALAS

Az altalam felhasznalt, SOLiD-szekvenalasbol szarmazd adatok esetében a konyvtarak a
csoportom altal korabban, nydlembridkbol és embrionalis nydl fibroblaszthol izolalt, total
RNS-mintak felhasznaldsaval késziiltek, és a Bay Zoltan Alkalmazott Kutatasi Kdzalapitvany
Novénygenomikai, Human Biotechnologiai és Bioenergatikai Intézetében, Szegeden kerultek
megszekvenalasra a SOLID 3 System (Applied Biosystems) hasznalataval. A szekvenalas soran
kapott adatfajlok a https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/ERP002216 oldalon érheték el az SRA
Webin segitségével. A SOLID szekvenalasbdl nyert adatok a SOLID System Small RNA
Analysis Pipeline Tool (RNA2MAP, 0.5-0s verzio) alkalmazasaval kerlltek kielemzésre, a
szekvencidk annotacidja a miRBase-rél (https://mirbase.org) letdltétt, mar ismert human
(hsa-), szarvasmarha (bta-), valamint egér (mmu-) miRNS-szekvenciak alapjan tortént.

Ezen adatbazisbdl kerestem ki az altalam vizsgalt ocu-miRNS szekvenciakat, illetve azok

eléfordulasi aranyat a 6- és 7-napos nydlembridkban, illetve embrionalis nydl fibroblasztban.
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V. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

V/1. EMBRIOMOSAS

A Kisérleteinkben hasznalt 8 donornésténytdl Gsszesen 61 embridhoz jutottunk az
embriémosasok soran. Ezek kozil végul 47 olyan embridt kaptunk, mely elérte a blasztociszta
allapotot [\M4. tablazat], s mely esetében mind magabol az embriébdl, mind a hozza tartozo

tenyésztomédium-cseppbdl mintat tudtunk venni a méréseinkhez.

V/2. ELOZETES TESZTEK

Két RNS-izolalo kitet hasonlitottunk 6ssze, mely tesztek eredménye alapjan az RNAQ kitet
valasztottuk sajat kiserleteink elvégzeéséhez. Habar a PicoPure kit esetében nagyobb
koncentracioban kaptunk RNS-t a csoportosan tenyeszett embriokbdl, a spektrofotometrias
tisztasdg-ellenérzéskor azt lattuk, hogy az RNAq kit esetén tudtunk megfeleld tisztasagn
RNS-hez jutni [1. tablazat]. Ez az izolatum mind fehérje- (A260/A280), mind nem fehérje
(A260/A230) tipusi szennyez6déseket kisebb mennyiségben tartalmazott (egy tisztanak
szamito izolatum esetén mért A260/A280 arany kb. 2,0, mig a A260/A230 arany 2,0-2,2 kdzott
van).

Mivel az el6zetes tesztek eredményei alapjan arra a kbvetkeztetésre jutottunk, hogy az RNAq
kit tisztabb RNS-izolalasra ad lehetséget, ezért fOkisérleteinkben mar valamennyi
embriémintabdl ennek a kitnek a segitségével végeztilk az RNS-izolalast.

A detektalasi eljarasokat teszteld mérések eredményébdl azt lattuk, hogy a

tenyésztomédium-mintdk esetében az RNS-izolalasi 1épést kihagyva meglehetdsen

1. tAblazat — Az RNS-izolalo kit-ek hatékonysaganak dsszehasonlitasa. (Forras: sajat munka)
Izoll6 kit CE:;’E‘(’)]( E;'Z‘;’;:gk Rl;lsg/l;"L';c A260/A280 | A260/A230
RNAq El 5 2,681 1,844 0,179
RNAq E2 5 2,649 1,850 1,705
PicoPure E7 5 5,763 1,564 0,301
PicoPure E8 5 6,145 1,606 0,271
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alacsonyabb volt a miR-92a-3p Ct-értéke (Ct = 30,98 és 28,71), azaz nagyobb mennyiségben
kaptuk meg a miRNS-t ezekben az esetekben, mint az RNS-izolalas elvégzését kovetden
(Ct = 36,45) [5. abra]. A foOkisérleteinkben ezért mar egyik médiumminta esetében sem
végeztink RNS-izolalast. Emellett azt is megdllapithattuk, hogy az in vitro
embriotenyésztéshez hasznalt G-TL™ human médium esetén nem mutathat6 ki a miR-92a-3p
(Ct=0,00) [5. abra].

miR-92a-3p
GT-L médium - nincs RNS izoldlas
Al4 6d médium - nincs RNS izolalas
Al4 6d embri6 - RNAq kit

6-napos nyul embrid tenyészté médium - nincs RNS izolalds

4-napos nyul embrid - RNAq kit

PSP SSS|
b= e e ]
)|
6-napos nyl embrié tenyészté médium - RNAq kit
00
4-napos nydl embri6 tenyészté médium - RNAq kit I
e

nyul embriondlis fibroblaszt tenyészet

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Ct értékek dtlaga
5. dbra — A detektalasi eljarasokat (RNS-izolalas sziikségessége) és a G-TL™ médium miRNS-
mentességét teszteld mérések eredményei (a miR-92a-3p esetén kapott Ct értékek dsszehasonlitasa).
(Forrés: sajat szerkesztés)

A fokisérleteink el6tt a megrendelt hét human miRNS-primert 4-napos embrio-, illetve
médiummintan, valamint nyal embriondlis fibroblaszt tenyészeten teszteltik. Az eredmények
alapjan azt lattuk, hogy a miR-371a-5p és a miR-302b-3p expresszidja nem volt kimutathatd
ezekben a mintakban [6. abra].

A jelenség okanak felderitéséhez egy 6- és 7-napos embriok esetén végzett SOLID-
szekvenalashdl szarmazd adatsort vizsgaltam meg, melyhez az adatokat témavezet6im
bocsatottak rendelkezésemre. Az adatsorban elszor elvégeztem az in vivo fejlédo
nyulembriokbdl izolalt miRNS-ek read-mennyiségének ©sszes read-szamhoz torténd
aranyositasat és ez alapjan a miRNS-ek expresszids szint szerinti rangsorolasat. A SOLID-
szekvenalas eredményének feldolgozasa utan azt lattam, hogy az éaltalunk vizsgalt hét miRNS
kozal 6t (miR-24-3p, miR-92a-3p, miR-103a-3p, miR-191-5p, miR-371a-5p) megjelent a 6- és
7-napos embriok esetén legtobb read-et add miRNS-ek kozott. A két kivétel egyike a
miR-302b-3p volt, ezért feltételezziik, hogy ezt a miRNS-t valoban azért nem tudtuk detektalni,
mert nem, vagy csak nagyon kis mennyiségben volt jelen a sajat mintainkban (a masik kivétel

a miR-378a-3p, ez azonban sajat méréseink soran is mutatott expressziot).
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A miR-371a-5p azonban a SOLiD-szekvenalasi adatok alapjan az aranyositas utan az 6sszes
read 18,07%-at adta (a legnagyobb read szammal rendelkezé miRNS-ként!), ezért feltételeztik,
hogy azt, hogy ez a miRNS nem volt detektalhatd a mintainkban, nem a miRNS expresszidjanak

hianya okozta.

. 4-napos embridk . 4-napos embrié tenyészté médium . nyul embrionalis fibroblaszt

mir-22-3p [y
g
miR-103a-3p e

miks2a-2p | —

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45,00
Ct értékek atlaga

6. abra — A hét miRNS-primer tesztelésének eredményei. Az abran jol lathato, hogy a
miR-371a-5p és a miR-302b-3p nem detektalhat6d a mintakban. (Forréas: sajat szerkesztés)

A jelenség valosziniisithetd okat végiil a szekvencia ellendrzésekor talaltuk meg. A probléma
feltehetéleg abban rejlett, hogy mig kisérletiinkben hsa-miR-371a-5p primerrel, tehat human
miRNS-primerrel dolgoztunk, addig a SOLiD-szekvenalasnal, a 6- és 7-napos nyulembriokban
lathatd miRNS ocu-miR-371-5p, azaz nydl miRNS volt. Mint lattuk, a legtdbb primeriink
esetében ez nem jelentett gondot, a hsa-miR-371a-5p azonban egyetlen bazisban eltér a nyulban
talalhato megfelel6jétol [2. tablazat]. Mivel ez a C/U baziskiilonbség a szekvencia k6zéps6
szakaszan, azaz feltehet6leg a seed-régioban, vagy ahhoz nagyon kozel helyezkedik el, ezért
azt feltételezzilk, hogy ez az eltérés a human primer nyul-miRNS-en valé miikodoképtelenségét
vonja maga utan.

Mivel a miR-371a-5p-t és a miR-302b-3p-t a teszt soran nem tudtuk detektalni a
mintainkban, a fokisérleteinkben mar csak a masik 6t miRNS (miR-24-3p, miR-92a-3p,
miR-103a-3p, MiR-191-5p és miR-378a-3p) expressziojat vizsgaltuk.

2. tablazat — A hsa-miR-371a-5p és ocu-miR-371a-5p szekvenciaja kozti, egyetlen bazisnyi kilonbség.
(Forras: sajat szerkesztés)

miRNS szekvencia
ocu-miR-371-5p EACUCAAACCGUGGGGGCACUUU
hsa-miR-371a-5p EACUCAAACUGUGGGGGCACU
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V/3. RELATIV  mikroRNS-EXPRESSZIO OSSZEHASONLITASA
EGYEDILEG TENYESZTETT EMBRIOMINTAKBAN

Az egyedileg tenyésztett embriok kozil 4 db 4-napos (3, 4, 7 és 8) és 6 db 6-napos
(Al4, A7, AllI3, AIV1, AIV2 és AIV3) embrio esetén [M2. tablazat] vetettlik 6ssze az Ot
vizsgalt miRNS-re adott expresszios értékeket, melyeket a GenEx szoftver NormFinder

funkciodjanak segitségével normalizaltunk [7. abra].
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mmiR-92a-3p 3.75 4.188 6.391 7.37 7.616 5.687 6.447 6.631 5.296 5.474
miR-103a-3 p 1.01 0.123 2984 5.24 -2.921 0.394 0.176
miR-191-5p 0.26 1.087 0.931 0.29 1533 4.469 4.129 5.531
miR-24-3p 3.545 1462 4.719 3.285 0.897 2.704 0.029
EmiR-378-5p -1.065 1.762 0.381 -1.445 1.904 -1.892 -3.482 -1.766 -1.931 0.204
3e de 7e 8e Alde Al7e Alll3e AlVie AlV2e AlV3e
4-napos embridk 6-napos embridk
7. &bra — A vizsgalt miRNS-ekhez tartozo ACt értékek osszevetése az
egyedileg tenyészett embriomintak kdzott. (Forras: sajat szerkesztés)

Az adatokbdl azt lattuk, hogy a miR-92a-3p alapvetéen minden minta esetén negativ ACt
értéket adott, azaz ez volt a legmagasabb szinten és legegységesebben expresszalédé miRNS
ebben a mintacsoportban. A 3-as (ACt = -3,750) és 4-es (ACt = -4,188) embrioknal (3e és 4e
mintak) jol latszik [7. abra], hogy a miR-92a-3p alacsonyabb szinten expresszalddott a tobbi
embridhoz képest. A miR-92a-val kapcsolatban McCallie és mtsai. (2010) tettek fontos
megallapitast, amikor policisztds ovarium szindromaban (PCOS) szenvedd ndktol, illetve
egészseges petesejt-donoroktol szarmazé blasztocisztak esetén vizsgaltak a miRNS-tartalmat.
Megfigyelték, hogy a miR-92 (néhany mas miRNS-hez hasonl6an) szignifikansan csdkkent
expresszids szintet (P < 0.05) mutat a PCOS-betegektél szarmazo blasztocisztakban, mely
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valosziniisithetdleg az embri6 alapvetd €letképességével és mindségével hozhatd kapcsolatba.
Emellett az eltéréen expresszalddd miRNS-ek esetében célgén-becslést is végeztek, s az
ezekhez kothet6 biologiai folyamatok alapjan valosziniisithetd, hogy a miR-92 olyan funkciok
szabalyozasaban vesz részt, mint a transzkripcid, kiilonbozo jelatviteli folyamatok és sejtek
kozotti kommunikacio, valamint sejtndvekedés és -fejlédés (McCallie és mtsai., 2010).
McCallie és mtsai. megfigyelése alapjan tehat kisérletinkben az alacsonyabb
miR-92a-3p-expresszid utalhat a 3-as €s 4-es embriok enyhén gyengébb mindségére, mely
megallapitas az embriok morfologiai tulajdonsagai alapjan is indokoltnak tiinik [M5/A. abra].

A masik négy miRNS expresszids szintje azonban igen valtozatos mintazatot és egyes
mintdk esetén szembetling eltéréseket mutat, s érdekes, hogy ezek a kiilonbségek leginkabb
akkor szembetiindek, amikor a 4-napos embriok eredményeit vetjik ©ssze a 6-napos
embriokeval.

A miR-103a-3p és a miR-24-3p példaul a mintak dont6 tobbségében magasabb expressziot
mutatott a 4-napos embriok esetében, mint a 6-naposokéban, mely utébbinal sok esetben a
45 PCR-ciklus alatt egyaltalan nem jott fel ez a két miRNS [7. abra].

Zhang és mtsai. (2021) igazoltdk, hogy a miR-103a-3p megndvekedett koncentracidja a
tiiszofolyadékban egy fontos fehérje, a BDNF szintjének csokkenésével €s ezen keresztiil a
petesejt éretlen allapotaval hozhaté kapcsolatba (Zhang és mtsai., 2021), mely mintazat
feltehetdleg a korai, 4-napos embridk fejlddési folyamatara is vonatkoztathatd. Ez alapjan a
4-napos embrioknal lathatdé magasabb miR-103a-3p-expresszio kapcsolatban allhat a 6-napos
embridkhoz viszonyitott kevéshé fejlett allapotukkal.

Kropp és Khatib (2015) megfigyelései alapjan a miR-24-expresszié hasonléan korrelal az
embriomindséggel. A kisérletben a kutatok morula allapotb6l tovabbfejlédni képtelen
szarvasmarha embriok tenyésztémédiumaban mutattak ki a miR-24 esetében szignifikdnsan
magasabb (P < 0.004) expressziot az egészséges blasztocisztakéhoz képest, majd a miRNS
hatasat tovabb vizsgalva azt is megallapitottak, hogy az egyik miR-24 altal szabalyozott gén a
CDKN1b, mely korlatozza a sejtciklust és gatolja a proliferaciot, elésegitve az apoptozis
folyamatat. A miR-24 tulzott jelenléte tehat dsszefuggésbe hozhato a CDKN1b csokkent
expresszios szintjével, igy az apoptozis korlatozasaval és az elégtelen embridmindséggel is.
Kropp és Khatib emellett a kontroll csoport embridi esetében részletesebben is elemezték a
miR-24 kifejezodését a morula és blasztociszta fejlédési allapotok kozotti idészakban, s azt
lattak, hogy a morula korti embriok tenyésztdmédiumaban szignifikansan (P < 0.02) magasabb
volt a vizsgalt miRNS expresszidja, mint a blasztocisztdkéban. Ez az eredmény arra enged

kovetkeztetni, hogy a miR-24 id6ében, a morula allapottol a blasztociszta felé haladva, egyre
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jelentdsebb mértékben alulszabalyozodik, s ebben az érzékeny iddszakban a genetikai
szabalyozas megvéltozasa (pl. ha a miR-24 expresszids szintje nem csokken megfeleld
mértékben) az embrid rendellenes fejlddéséhez, vagy a novekedés teljes leallasahoz is vezethet
(Kropp és Khatib, 2015).

Kisérleteinkben valamennyi 4-napos embrié viszonylag egységes mértékii miR-24-3p
expresszidt mutatott. Kropp és Khatib megfigyeléseivel egybehangzdan a 6-napos embriok egy
része ennél valoban alacsonyabb mértékben expresszalta ezt a miRNS-t, az Alll3, AIV2 és
AlIV3 embriok azonban éppen magasabb miR-24-3p expressziot mutattak 4-napos tarsaikhoz
képest. Ez alapjan felmeriilhet a gyan(, hogy a megnevezett 6-napos embrioknal a
kés6bbiekben potencialisan valamilyen fejlédésbeli probléma léphet fel, kisérletiink soran
azonban ezen embridk tovabbi fejlodését nem volt lehetdségiink megvizsgalni.

A miR-103a-3p és miR-24-3p esetén mért expresszios szintek alapjan a 4-napos embriok kozul
a 4-es (4e minta) mondhato a legfejlettebbnek (ACtmir-103a-3p = -0,123; ACtmir-24-3p = 1,462),
mig a 6-napos embriok csoportjabdl az Al4-es és Al7-es mintdk mutatnak egyértelmiien
visszamaradt fejlodésre utalo jeleket (ACtmir-103a-3p €s ACtmir-24-3p > 45) [7. abra].

Adataink alapjan a miR-191-5p szintjében is lathatunk egyfajta altalanos eltérést a 4- és
6-napos embriocsoportok kozott. Amikor Acufia-Gonzalez és mtsai. (2021) sikeresen
beagyazddd ¢és terhességet eredményezd, valamint erre nem képes embridok
tenyésztémédiumainak miRNS-profiljat elemezték embriomindséggel korrelald6 miRNS-ek
utdn kutatva, a vizsgalt miRNS-ek kozil a miR-191-5p expresszios szintje szignifikansan
magasabbnak (P < 0.001) bizonyult a j6 implantaciés képességgel bird embriok
tenyésztdmédiumaban az inkompetens embrioknal mérthez képest. Azt is megallapitottak, hogy
amiR-191-5p tdbbek kdzott az IGF2BP1 és IGF2R fehérjék expresszidjat is szabalyozza, ezek
a fehérjék pedig kapcsolatban allnak az endometrium-szévet decidualizaciojaval, illetve a
beagyazddasi ablakkal (Acufia-Gonzalez és mtsai., 2021). Ez alapjan feltételezhet6, hogy a
fejlodé embrio a miR-191-5p szekrécidjan keresztil befolyassal van az endometrium
receptivitdsdra, mely nagyszeri példa a terhesség Iétrejottéhez ¢és fenntartashoz
elengedhetetlen, embrio és anya szervezete kdzott folyé molekularis parbeszédre.

A Kkisérletink sorén kapott eredmények azonban nem egyeznek egyértelmiien az emlitett
publikacio eredményeivel, ugyanis az adatok szerint a 6-napos embridk tobbsége esetében
alacsonyabb szinten expresszal az emlitett miRNS a 4-naposokhoz képest, annak ellenére, hogy
a fejlettebb embridknak feltehetdleg a beagyazodasra is felkésziiltebbek kellene lennitik.

A miR-191-5p kifejez6dési szintjét értékelve a 4-napos embriok kozil ismét a 7-es embrid

(7e minta) mondhato a legfejlettebbnek, mely a morfologiai jegyek alapjan is valdsziniisithetd.
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A 6-napos embridk kozil az Al4-es és az Alll3-as esetén egyaltalan nem jelenik meg a miRNS,
amely szintén azok rendellenes fejlédésére utalhat (ezt a mikroszkopos képek is részben
alatamasztjak), s ezekhez viszonyitva a harom legszebb fejlédést mutatd 6-napos embrio
esetében valdban valamivel magasabb miR-191-5p szint tapasztalhatdé [7. abra]. Mégis, a
6-napos embridk korében a legmagasabb miR-191-5p expresszidt az Al7-es minta esetében
mértlik, ez az embrié azonban a morfolégiai jegyeket tekintve az egyik legkevésbé fejlett
6-napos embrio.
A sajat megfigyeléseink és az Acufia-Gonzalez és mtsai. altal leirt eredmények kozott felmeriild
ellentmondasok egyik magyarazata az lehet, hogy mig a jelen fejezetben targyalt eredményeink
kdzvetlen az embridkbol kivont miRNS-ek expresszios szintjére vonatkoznak, addig az emlitett
A miR-378a-3p expresszios szintje igen nagy valtozatossagot mutat a mintaink esetében,
mégis altalanossagban megfigyelhetd, hogy tobb 6-napos embridban is viszonylag magas
kifejez6dési szintet tapasztalunk, mig ez a 4-napos embridkrél nem mondhat6 el. Pavani és
mtsai. (2022) a hatching (zona pellucida elhagyasa) Kivitelezésére képes és erre képtelen
szarvasmarha embriok tenyésztémédiumaban vetették 0ssze a miR-378a-3p expresszios
szintjét, s megallapitottdk, hogy a sikeres hatching-re és a blasztociszta allapotba torténd
tovabbfejlodésre  képes embriok médiumaban szignifikdnsan emelkedett szinten
expresszalodott (emellett pedig érdekes tovabbi megfigyelés, hogy a miR-378 mimic
molekuldjanak extracellularis jelenlétében az embrid mindsége jelentds javulast mutatott:
megnétt az Osszsejtszam és az ICM-sejtszam és javult a hatching-képesség)
(Pavani és mtsai., 2022).
Tekintve, hogy a miR-378a-3p a hatching-képességgel all kapcsolatban, melyre egészséges
nyulembriok esetén mar a 6. fejlédési napon sor keriilhet, a 6-napos embriok esetében
altalanosan tapasztalhatd magasabb szinti miR-378a-3p expresszié 0Osszefligghet a zona
pellucidabol vald kibtjas elOkészitésével, és feltételezheté, hogy a miRNS a hatching
megkezdéséig fokozatosan egyre nagyobb mértékben fejezddik ki az embridban.
Mintaink kozil a legmagasabb miR-378a-3p-expresszioval az Alll3-as embrid rendelkezett
(ACt = -3,482) [7. abra], melynek mikroszkdpos képén [M5/B. abra] valdban a hatching

kezdeti stadiumai lathatok.
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Azt, hogy a miRNS-expresszids adatok alapjan az embridk kozil melyek allnak kdzelebb
egymashoz a fejlettségi szintet és a mindséget tekintve, egy GenEx segitségével készitett
heatmap-en szemléltettik [8. abra]. Az abrat értelmezve azt latjuk, hogy a morfoldgiai
tulajdonsédgok alapjan fejlettsegben egymashoz kdzelebb all6 embridk egyes esetekben a
mMiRNS-expresszids szintek szerint generalt heatmap-en is egymas mellé kerlltek —
amorfologiailag gyengébb mindségii, vagy kevésbé fejlett 3-as, 4-es és Al4-es, illetve a legjobb
fejlettseget mutaté AlV1-es, és AlV2-es embriok példaul egymassal szomszédosan
helyezkednek el. Azonban egyes embridk olyan helyre keriiltek az abran, mely besorolas a
morfologiai tulajdonsagok alapjan nem tiinik megalapozottnak. Ilyen példaul az Alll3-as
embri6, melynek mindsége latszolag elmarad a vele szomszédos AIV1-es, AlV2-es és

AlV3-as embridkétol [VI5/B. abra].

Egyedileg |
tenyésztett ’
embriémintak |

miR-103a-3p
miR-191-5p
miR-32a-3p

miR-3782-3p

miR-24-3p

8. dbra — Heatmap az egyedileg tenyésztett embriomintdik esetén szamolt ACt értékek dsszevetéséhez.
(Forras: sajat szerkesztés)
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Ezt kovetéen Kohonen SOM segitségével, a miRNS-ek kozOs expresszids bélyegeire

alapozva csoportokba osztottuk az egyedi embridkat. Az osztalyozast kovetden itt is szemiigyre

vettik az azonos csoportokba sorolt
embriok mikroszkdépos képeit, annak
érdekében, hogy megfigyeljik, az
egy csoportba tartozé embriok
valdéban hasonlitanak-e egymasra
morfologiailag is. Az eredmeny
alapjan azt lattuk, hogy valamennyi
4-napos  embrio, valamint a
6-naposok kozul a ket leggyengébb
mindséget mutatd embrid egy
csoportot alkot [9. abra]. Ennek oka
feltehetden az, hogy a 4-napos
embridk alapvetden fejletlenebbek
6-napos tarsaiknal, s az Al4-es és
Al7-es embridk szintén bizonyos
foku fejlédési elmaradast mutatnak a
6-napos korban vérhatd allapothoz
képest. Az AlV1-es és AlV2-es
embridk is egy csoportba keriltek,
kilonvalva a fejletlenebb 6-napos
embrioktdl, s ezt a megfeleld
mindségre ¢és fejlettségre utalo
morfolégiai  tulajdonsagaik s

megalapozzak [M5. abra].
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9. &bra — A vizsgalt miRNS-ek expresszidja alapjan, az
egyedileg tenyésztett embriomintak esetén készitett
Kohonen dnszervezd csoportositas, az embriok egymashoz
méretaranyositott mikroszkdopos képeivel.
(Forras: sajat felvételek és szerkesztés)
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V/4. RELATIV  mikroRNS-EXPRESSZIO OSSZEHASONLITASA
EGYEDILEG TENYESZTETT EMBRIOK TENYESZTOMEDIUM-
MINTAIBAN

A fent elemzett, egyedileg tenyésztett embriok esetében a tenyésztémédium-mintékon is
elvégeztik a leirt analizist. Az eredmények alapjan a médiummintdk miRNS-expresszidja
kevéshé egységes a 4- és 6-napos embriocsoportokra nézve — valamennyi miRNS esetében

latunk jelent6s mértékben eltérd kifejezOdési szinteket egyes mintak kozott [10. abra].
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10. &bra — A vizsgalt miRNS-ekhez tartozé ACt értékek osszevetése az
egyedileg tenyészett embriok médiummintai kozott. (Forras: sajat szerkesztés)

A miR-92a-3p alapjan a médiummintak adatai a 3-as, 4-es és Al7-es embridk esetén szintén
tikrozik az el6bbiekben feltételezett gyenge embriomindséget: mig a legtdbb embrid
tenyésztomédiumaban lathato a miR-92a-3p viszonylag magas expresszids szintje (azok
egészséges fejlodésére utalva), addig a két 4-napos embrio (3m és 4m mintédk) és a
mikroszkopos képek alapjan az egyik legfejletlenebbnek mondhaté 6-napos embrid
(AI7m minta) médiumaban szembetiinden kisebb mértékben van jelen (ebben a sorrendben:
ACtsm = 0,830; ACtam = 2,161; ACtarrm = 0,018) [10. abra]. Ezt a jelenséget Melo-Baez és

mtsai. (2020) azon kisérletének eredményei erdsitik meg, melyet tenyésztomédium-mintakon
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végeztek. A 3,5. és 5. fejlddési nap kozott, azaz a kompakcei6 iddszakaban vizsgaltak a fejlodo
szarvasmarha embriok altal tenyésztomédiumba szekretdlt extracellularis vezikulak
miRNS-tartalmat abb6l a szempontbdl, hogy az milyen &sszefliggést mutat az
embridomindséggel és a blasztocisztava érés sikerességével. Az egészséges €és rendellenes
fejlodést mutatd embridcsoportok kozott jelentdsen eltérd expresszioju miRNS-ek kozé
tartozott a miR-92a is, melynek kifejezddési szintje szignifikansan megnovekedett (P = 0.0323)
szintet mutatott az egészséges, blasztocisztdva tovabbfejlodni képes embridkhoz tartozo
médiumban (Melo-Baez és misal., 2020). Ezek az eredmények egybehangzanak McCallie és
mtsai. (2010) fent ismertetett, human embriomintdk miRNS-expressziojanak vizsgalatakor tett
megfigyeléseivel. A két szakirodalmi adat alapjan tehdt az elemzett harom embrid
tenyésztOmédiumadban  mért  alacsony  (vagy  egyaltalan nem  detektalhato)
miR-92a-3p-expresszid megerdsiti az embridmintakra vonatkozé adatok elemzésekor
feltételezett gyenge fejlettségi allapotot és mindséget, amit a mikroszkopos kepeken lathatd
morfoldgiai tulajdonsagok is valamelyest alatdmasztanak.

A miR-24-3p szintén ennél a harom mintanal mutat igen alacsony expresszios szintet, ezek
mellett pedig a 7-es és Al4-es embridk médiumaban nem is volt kimutathaté a miRNS jelenléte
[10. abra]. Mar az embriomintdk értékelésekor lattuk, hogy Kropp és Khatib (2015)
eredményei nem egyeznek azokkal az adatokkal, melyeket sajat kisérletlink soran kaptunk, s
hasonlé ellentmondast tapasztaltunk a médiummintak esetében is: a miR-24-3p alacsony szintje
a szakirodalmi adatok alapjan a jo embriominéséggel hozhatd kapcsolatba, Kisérletiinkben
azonban éppen a gyengébb mindségli embriok médiumaban mértiink alacsonyabb
miR-24-3p-expresszidt. Az embrio- és médiummintak esetén kapott eredményeink, valamint
Kropp és Khatib mérései kozti ellentmondast jelen kisérletiink sordn nem tudtuk egyértelmiien
magyarazni.

A tenyésztoémédium-mintak vizsgalata sordn kapott eredményeket szemléltetd abran
[10. abra] a miR-103a-3p esetén is igen latvanyos kiugrast lathatunk a 3-a és 4-es embrio
tenyésztémédiumaban (ACtsm = -20,990; ACtam = -18,229). Melo-Baez és mtsai. (2020)
egészségesen ¢és rendellenesen fejlddd szarvasmarha embriok 4ltal tenyésztdémédiumba
szekretalt extracellularis vezikulédkban is vizsgaltak a miR-103 jelenlétét, s megfigyelték, hogy
expresszioja szignifikansan (P = 0.0003) megndvekedett szintet mutatott a gyenge mindségii
embriék médiumaban. Tovabbi vizsgélatok soran 14 olyan célgénjét is azonositottak a
miR-103-nak, melyek a zsirsavanyagcsere-utvonalak szabalyozasaban vesznek részt, mely
folyamat igen fontos szerepet jatszik a korai embrionalis fejlédésben (Melo-Baez és mtsai.,

2020; Xiang es mtsai., 2020). A miR-103 ezen kiviil a ,,gap-junction” tipusu, rendkiviil szoros
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sejtkapcsolatok kialakulasahoz is kothetd, igy feltehetleg hozzajarul a sejtek ndvekedéséhez,
kommunikaciojahoz, differenciacidjahoz, ezeken keresztiil pedig a kompakciéhoz és a
kavitaciohoz (blasztocol kialakulasa) is (Sugimoto és mtsai., 2013). A DGCRS is célgénje a
miR-103-nak, s ahogy azt Wang és mtsai. (2007) tanulményéban lathatjuk, ennek kiltése
(illetve mIRNS esetében poszt-transzkripcionalis gatlasa) a preimplantacios egérembrio
fejlodésének leallasahoz vezethet (Wang és mitsai., 2007). Mindezt egybevéve tehat
valoszintinek tiinik, hogy a miR-103 tenyésztémédium mintakban mért magas koncentracioja
val6ban ok-okozati Osszefliggésben all a benniik fejl6dé embridk gyenge fejlodési képességével
(Melo-Baez és mtsai., 2020).

Zhang és mtsai. (2021) emellett nem csak a miR-103a-3p egy masik célgénjét hataroztak meg,
hanem azt is megallapitottdk, hogy tiisz6folyadékban mért expresszidja alkalmas lehet az
IVF-ET kezelések kimenetelének elorejelzésére a petesejt mindségén keresztiil: a vizsgalatok
soran olyan petesejtekhez tartozo tiiszéfolyadék-mintakban figyelték meg a miR-103a-3p
szignifikansan emelkedett szintjét (P < 0.05), melyek a megtermékenyités utani 3. és 5. napra
nem voltak képesek jO mindségii embrid 1étrehozasara (Zhang es misai., 2021). A Kiseérlet
eredménye tehat egyezik a Melo-Baez és mtsai. (2020) altal megfigyeltekkel: a miR-103
val6ban dsszefliggést mutat az embrio elégtelen fejlédési képességével.

Az altalunk vizsgalt 3-as és 4-es embrid gyenge mindségére tehat a hozzajuk tartozd
tenyésztémédium-mintakban kiugréan magasan expresszalédé miR-103a-3p is utal [10. abra],
mig a fejlettebbnek mondhatd 4-napos, illetve a 6-napos embridk médiumaban az emlitett
miRNS koncentraciodja viszonylag egységesen alacsony értéket vesz fel.

Az Al7-es embri6 tenyésztomédiumaban nem csak a miR-24-3p, hanem a miR-191-5p
expresszidjaban is rendellenes kiugrast tapasztaltunk, ez a miRNS azonban a miR-24-3p-vel
ellentétben meglehetésen magas koncentracidban van jelen az embridhoz tartozé médiumban
(ACt=-12,592) [10. abra]. Acufa-Gonzélez és mtsai. (2021) fent ismertetett eredmeényei ebben
az esetben is megerdsitik az Al7-es embrid gyenge mindségével kapcsolatosan tett
feltételezéseinket. Az Al7m mintat kivéve valamennyi embrié médiumaban viszonylag
alacsony, vagy ki sem mutathato szinti miR-191-5p expressziot kaptunk, mely ezek jo
mindségérdl adhat hirt. Fontos azonban megjegyezni, hogy ez a miRNS a 3m és 4m mintékban
szintén igen Kis koncentracioban talalhaté meg, vagy egyaltalan nem is detektalhatd, annak
ellenére, hogy a 3-as és 4-es embridk esetén a jo fejlettséget szdmos mas adat cafolja. Ezt az
ellentmondast egyelére nem tudjuk egyértelmiien magyardzni, de elképzelhetd, hogy egyes

mintak és MmiRNS-ek esetében a nem detektalhatd koncentracid valamilyen mérési hibara
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vezethetd vissza és nem feltétlen a miRNS teljes hidnyédra utal az adott embrio-, vagy
médiummintéban.

A miR-378a-3p tenyésztomédiumban mért expresszidjat nézve nem tapasztalunk latvanyos
kilengéseket, mintaink kozil azonban ezen miRNS esetén is az Al7-es embridhoz tartozo
médiumban latjuk a legszélsségesebb kifejezodést. Ez esetben a miRNS szintje szembetlinen
alacsony (ACt = 2,348) a tobbi mintanal mért értékekhez viszonyitva, s az
Al7-es minta mellett a 3-as (ACt = 1.100) és 4-es (ACt = 0,276) embriok tenyésztokozegében
is viszonylag alacsony szinten expresszal [10. abra]. Pavani is mtsai (2022) megfigyelései
alapjan a miR-378a-3p médiumban mért alacsony koncentracidja a gyenge hatching-
képességrol arulkodhat, valamint jellemezheti azokat az embridkat, melyek valamilyen okbdl
kifoly6lag nem képesek a blasztocisztava torténd tovabbfejlédésre. Ez az eddigi eredményeink
tobbségével, valamint a morfoldgiai tulajdonsagok alapjan [M5. abra] tett megallapitasainkkal
egybehangzdan szintén megerdsiti mindharom emlitett embrié esetében a gyenge fejlettségi

allapotra és mindségre iranyulo feltételezéseinket.

Egyedileg [
tenyésztett embridk
meédiummintai

11. &bra — Heatmap az egyedileg tenyésztett embriok médiummintdi esetén szamolt ACt értékek
Osszevetéséhez. (Forras: sajat szerkesztés)
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A legfeltiinébb kiilonbségeket mutatd embriok a tenyésztémédium-mintdk esetén mért
adatok alapjan készitett heatmap-en is elkilondlnek [11. abra]. Jol lathatd, hogy az Al7-es
embrio a vizsgalt miRNS-ek médiumban mért expresszidja alapjan teljesen elvalik tarsaitol, a
3-as és 4-es embriok is egymassal szomszédosan helyezkednek el, s utobbiak kdzvetlen
kodzelében talalhato a morfologiai bélyegek alapjan szintén kevésbé jo fejlodést mutatd Al4-es
minta is. Erdekes azonban, hogy a mikroszkopos kép alapjan gyenge mindségiinek mondhato
Alll3-as embri6 a tenyésztémédiumban detektalt miRNS-ek expresszidja alapjan is a harom
legszebben fejlodé embrid (AIV1, AIV2 és AIV3) kozelében kapott helyet a heatmap-en.

A Kohonen onszervezo
csoportositas esetén [12. abra] azt d A B C
latjuk, hogy a legegyértelmiibben
gyenge mindségli embridk tobbsége
(3-as, 4-es és Al7-es embrid) valdban =
elvalt a tobbi mintatdl, mig az Al7-est
kivéve valamennyi 6-napos embrid és —
a morfoldgiai tulajdonsagok alapjan

fejlettebbnek  mondhaté  4-napos 0
embriok kozos csoportba Kerlltek.
Fontosnak tartom viszont kiemelni,

hogy az Alll3-as embri6 a

tenyésztémédium-mintak esetén mért
mMiRNS-expresszids adatok alapjan is
a morfoldgiailag is megfelelé
fejlodést mutatd embriokkal keriilt
egy csoportba, hasonléan az 3

embriomintak esetén mert adatok a2

alapjan  torténd  csoportositaskor, .
amikor az AlV3-as embrioval

alkotott koz6s csoportot [9. abra], 12. abra — A vizsgalt miRNS-ek expresszidja alapjan, az

i egyedileg tenyésztett embriokhoz tartozé médiummintak
annak ellenére, hogy az AllI3-as eseten keszitett Kohonen dnszervezo csoportositas, az

embrid a mikroszképos felvételek embriok egymashoz méretaranyositott mikroszkdpos
. ) kepeivel. (Forras: sajat felvételek és szerkesztés)
alapjan nem tartozik egyértelmiien a

legjobb mindségli embridk kozé.
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V/5. RELATIV EXPRESSZIO OSSZEHASONLITASA CSOPORTOSAN
TENYESZTETT EMBRIOMINTAKBAN

A 2. embriémosasi korbol szarmazd, csoportosan tenyészett, 4-napos embriomintak
(Al-es és All-es embridcsoportok, Id. M2. tablazat) esetében az 6t miRNS mellett a GATA4 és
POUSF1 transzkripcids faktorok expresszidjat is megvizsgaltuk, haztartdsi geénként a
GAPDH-t hasznalva. A ACt értékek dsszevetésekor azt lattuk, hogy a két pool-ban kozel azonos
mennyiségben volt jelen a hipoblaszt-specifikus GATA4 és az epiblaszt-specifikus POU5SF1
(OCT4) transzkripcios faktor, melyek jelenléte ebben a fejlodési stddiumban az embridk
egészséges fejlodésérdl ad hirt. Emellett a vizsgalt miRNS-ek dont6 tobbsége is igen hasonlo
expresszids szintet mutatott a két embridcsoport esetében, egyediil a miR-24-3p kifejez6dése

tért el szembetiinden [13. abra].

Csoportosan tenyésztett embriémintak

" Al(4-naposembriék) | All (4-napos embriok)

20

° -_=

[y
w

A Ct - (referencia gén - GAPDH)
w )

miR-92a-3p miR-103a-3p miR-191-5p  miR-24-3p miR-378a-3p  GATA4 POUS5F1
5
Al 4845 11.75 15.96 9.05 9.795 4.495 0.8
Al 446 1192 1637 18595 848 439 057

13. &bra — A vizsgélt miRNS-ekhez és MRNS-ekhez tartozé ACt értékek dsszevetése a két, csoportosan
tenyésztett embriéminta kozott. (Forras: sajat szerkesztés)

A miRNS-ek kozul a legmagasabb szinten mindkét csoportban a miR-92a-3p (ACt<5) és a
miR-378a-3p (ACt < 10) expresszalddott. Melo-Baez és mtsai. (2020), illetve Pavani és mtsai.
(2022) megfigyelése szerint a magas expresszios szint mindkét miRNS esetében a megfeleld
embriomindséggel és egészséges fejlodéssel hozhatd kapcsolatba. A miR-103a-3p (ACt > 10)

és a miR-191-5p (ACt > 15) viszont mindkét embridcsoport esetében viszonylag alacsony
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expressziot mutat, s ez Melo-Baez és mtsai. (2020) és Zhang és mtsai. (2021) valamint
Acufia-Gonzéalez és mtsai. (2021) eredményei alapjan szintén megerdsiti a két csoportosan
tenyésztett embriominta j6 mindségét. Osszességében tehat az eredményeink fent emlitett
szakirodalmi adatokkal tortén6 Gsszevetését kovetden elmondhatjuk, hogy a miR-92a-3p €és a
miR-378a-3p meglehetésen magas, illetve a miR-103a-3p és a miR-191-5p viszonylag alacsony
expresszids szintje, valamint az epiblaszt- és hipoblaszt-specifikus transzkripcids faktorok
jelenléte is egyontetiien a vizsgalt embriok megfelelé mindségét, egészséges fejlodését tikkrozi
mindkét embridcsoport esetében.

Az emlitett miRNS-eken kiviul azonban kaptunk még egy expresszids eredményt, amely
teljesen ellentmond az el6z6 megallapitasnak. A miR-24-3p ACt értéke az AI-es csoport esetén
(ACt=9,050) csaknem fele az All-es csoportnal mértnek (ACt = 18,595), ami azt jelenti, hogy
az elobbiben a miRNS jelentésen magasabb szinten expresszalodott [13. abra]. Kropp és
Khatib (2015). eredményeit latva felmerilhet a gyand, hogy Kkisérletinkben az Al-es
embriocsoportbol legaldbb egy embriot valamilyen rendellenes fejlddés jellemez. A kapott
adataink alapjan azonban ilyen megéllapitast hozni még igencsak elhamarkodott lenne,
tekintve, hogy barmely mas miRNS expresszios szintje inkdbb az embridk egészséges
fejlodésére utal. A miR-24 expresszidbeli eltérését tehat két olyan embridcsoport kozott,
melyek egyébként minden mas vizsgalt miRNS-re nézve igen hasonlé mintazatot mutatnak,

a kisérletiink soran kapott eredmények alapjan egyelére nem tudtuk magyarazni.
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VI. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A detektalasi eljarasok tesztelésének eredményei alapjan elmondhatd, hogy miRNS-ek
egyetlen embriobdl torténd izolalasara a PicoPure™ RNA Isolation Kit és az
RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation Kit kozil az utobbi bizonyult alkalmasabbnak,
ugyanis az RNAQq kit tisztdbb RNS-izolalasra ad lehetoséget. Emellett azt is megallapitottuk,
hogy a tenyésztomédium-mintak esetében az RNS-izolalasi Iépés kihagyhato, kozvetlen a
médiumbdl lehetséges a cDNS-irdas és RT-qPCR elvégzése. A két ismertetett eredmény
[1. tablazat] alapjan olyan Uj, megbizhat6 miRNS-detektalasi protokollt dolgoztunk ki, mely
reményeink szerint akar a human [VF embriok mindségének vizsgalatakor is megkonnyitheti a
fejlédésspecifikus miRNS-ek kinyerését a tenyésztdmédiumbol.

Az elbzetes tesztek soran azt lattuk, hogy nem minden altalunk valasztott huméan (hsa-)
mMIiRNS jelenléte detektalhatd nyulembrié mintakban [6. abra]. A pluripotencia fenntartasaban
igen fontos szerepet jatsz0 miR-371a-5p-t nagy valdszinliséggel a hsa- és ocu-miRNS
szekvenciabeli eltérése miatt nem tudtuk kimutatni [2. tablazat]. Ezért a tovabbiakban sziikség
lehet az altalunk kidolgozott mddszerek alkalmazaséval egy Uj kiserlet elvegzésére, mely soran
az nyul-specifikus ocu-miR-371a-5p primer hasznalataval is megkiséreljik a mMIRNS
kimutatasat, ezzel meger6sitve, hogy valoban az ocu- €s hsa-miRNS koz0tti, egyetlen bazisnyi
eltérés lehetetlenitette el a miR-371a-5p nydlembrid-mintakban torténd detektalasat.

Az egyedileg tenyésztett embriomintadk esetén mért expresszios szintek értelmezése utén
Osszességében azt latjuk, hogy egyelére kevés adattal rendelkezink az embriok
életképességének megbizhatd megallapitasahoz. Az is elmondhatd, hogy az embridk esetén
fontos lenne tovabbi embrio-specifikus miRNS-ek expresszidjara iranyuld vizsgalatok
elvégzése is az altalunk valasztott miRNS-ek mellett, az embriomindség pontosabb
meghatarozdsa céljabol. Ehhez segitségiinkre lehet a csoportunk altal kapott
SOLiD-szekvenalasi adatok attekintése.

Az egyedileg tenyésztett embridkhoz tartoz6 médiumminték eredményét latva elmondhatd,
hogy habar tobb minta esetében lattunk olyan miRNS-expressziot, amire magyarazatot egyelére
nem tudunk adni, a médiummintdk mégis alkalmasabbnak tlinnek az embridok valos
mindségének és életképességének megitélésére, ugyanis ebben az esetben az altalunk vizsgalt
6t miRNS alapjdn mar megbizhatdbban elkiilonitheték a morfoldgiai tulajdonsagok alapjan

valoban gyenge mindségiinek mondhatd embriok [12. abra]. Az esetikben mért
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MIRNS-expresszios szintekbdl feltehetéleg kovetkeztetni lehetne arra is, hogy ezek a
preimplantacios embriok a tovabbiakban hogyan fognak tovabbfejlddni, s milyen eséllyel
agyazddnak majd be a terhesség sordn. Ennek megerdsitéséhez érdemes lenne olyan
Kisérleteket is végezni, melyek soran a tenyésztdémédiumok ismertetett modszerekkel torténd
vizsgalatat kovetden az in vitro tenyésztett embriokat a beagyazodasi kor kozeledtével recipiens
anyékba Ultetjlik vissza, s megfigyeljik a beagyazodas és a vemhesség kialakulasanak esélyét,
illetve az utodok életképességét, mely eredményeket ezt kovetéen Osszevethetjiik a
tenyésztomédiumban mért miRNS-expresszios szintekkel.

Habar az 6t altalunk vizsgalt miRNS csoportja mar mérsékelt megbizhatosaggal lehetové
tette az embriok mindség alapjan torténd elkilonitését [12. abra], mégis célszerti lenne olyan
Ujabb kisérletsorozatok tervezése, melyek soran a mintdinkban 1j, az embridmindség
potencialis biomarkereiként szamon tartott miRNS-eket igyeksziink detektalni, ezt kovetéen
pedig a lehetd legtobb alkalmasnak tiiné mMIRNS-primer hasznalataval részletesebb képet
igyekszunk alkotni az adott mintdk miRNS-profiljair6l. Tovabba érdemes lehet adott
fejlodésspecifikus miRNS-ek detektalasa mellett azok néhany ismert cél-mRNS-ének
expressziojat is megvizsgalni, mely adatok segitségével reményeink szerint olyan
ellentmondasos jelenségekre is magyarazatot kaphatunk, mint példaul az egyedi embriémintak
esetében a Kropp és Khatib (2015) eredményeivel {itk6z6, valamint a két, hasonld
MIiRNS-mintazatot mutatd, csoportosan tenyésztett embriomintanal mért igen eltérd
miR-24-3p-expresszio, illetve a gyengébb mindségli embridk tenyésztomédiumanak
meglehetdsen alacsony miR-191-5p-tartalma, mely szintén ellentmond Acufia-Gonzélez és
mtsai. (2021) megfigyeléseinek.

Eredményeink elemzése soran felfigyeltiink arra is, hogy az Alll3-as embrié mind az
embriomintak, mind a tenyésztdémédium-mintak esetén kapott expresszios mintazat alapjan a
j6 mindségli embridk korébe tartozott [9. és 12. abra], fuggetlenll attdl, hogy mikroszkdpos
képe ennek ellenkez6jérél arulkodik [M5/B. abra]. Tudjuk azonban, hogy a morfologiai
bélyegek alapjan torténd embriomindség-értékelés — habar az egyik legegyszeriibb modja az
életképesebbnek tiind embriok kivalasztasanak, — mégsem minden esetben megbizhatd
modszer. Emiatt felmerilhet az igény arra is, hogy az in vitro tenyésztés soran valamennyi
embrio fejlodése time-lapse felvételek segitségével legyen részletesen nyomon kdvethetd €s

visszamendleg értékelhetd.
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VIL. OSSZEFOGLALAS

A miRNS-ek olyan révid, nemkodolé RNS-molekuldk, melyek poszt-transzkripcionalis
génexpresszio-szabalyozas és géncsendesités utjan szamos kulcsfontossagu biolégiai folyamat
iranyitasara  képesek. Nyudlembriokon végzett kisérletek sordn olyan ujkelett
miRNS-detektalasi protokollt dolgoztunk ki, mely mind az embriémintak, mind az azokhoz
tartozd tenyésztomédium-mintak esetében alkalmas az igen kis mennyiségben jelen 1évo
mMiRNS-ek detektalasara. Ehhez els6 korben két RNS-izolalo kit hatékonysagat vetettlik dssze,
s a teszt eredményei alapjan az RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation Kit-et értékeltiik
alkalmasabbnak olyan tiszta RNS-izolatumok lizalt embriomintakbol torténd eldallitasara,
melyekbdl a cDNS-irasi és az RT-qPCR lépéseket kovetden értékelheté miRNS-expresszios
adatokhoz juthatunk. A megfeleld kit hasznalata mellett pedig az is fontos része volt az Uj
protokoll kidolgozasanak, hogy a tenyésztdmédium-mintdk esetén az RNS-izolalds lepését
kihagytuk, ilyen modon ugyanis a folyamat végén nagyobb mennyiségben jutottunk hozza a
vizsgélandé miRNS-ekhez.

A kisérletsorozat masik f6 részeként hét fejlodésspecifikus miRNS (hsa-miR-24-3p,
hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-103a-3p, hsa-miR-191-5p, mmu-miR-302b-3p, hsa-miR-371a-5p €s
hsa-miR-378a-3p) expresszidjat vizsgaltuk meg egyedileg, illetve csoportosan tenyesztett 4- és
6-napos nyulembriokban, valamint azok tenyésztdémédiumaban. Mivel az eldzetes tesztek soran
a miR-302b-3p és a miR-371a-5p mMiRNS-eket nem tudtuk detektalni nydlbdl szarmazé
mintakban, a tovabbi méréseket mar csak a masik 6t miRNS-re nézve végeztiik el.

Az RT-gPCR soran kapott expresszios adatok elemzésekor Osszevetettik a
miRNS-mintazatokat az egyedi embrié- és médiummintak (valamint a csoportosan tenyésztett
embriok) korében, s arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mig az embriokbol izolalt
mMIiRNS-ek expresszids szintjei a 4- és 6-napos embriok kozott jelentds eltéréseket mutattak, s
ezek egyes mintak esetében az embridk morfoldgiai tulajdonsagaival is parhuzamba hozhatdk
voltak, mégis az embridk fejlettség és minéség szerinti pontosabb osztalyozasahoz sziikségiink
lenne az éaltalunk vizsgalt 6t miRNS-en Kkivil méas miRNS-szintek elemzésére is.
A médiummintak esetében a miRNS-expresszidk alapjan a 4- és 6-napos embriok kevésbé
voltak elkiilonithetdk egymastol, s a kifejezddési mintazatok tobb esetben is litkoztek az adott
mediummintakhoz tartoz6 embriok mikroszkopos képén lathato fejlddési allapottal, az itt mért

adatok azonban valamivel nagyobb megbizhatosaggal tették lehetévé a morfoldgiai
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tulajdonsagok alapjan valoban gyenge mindségiinek mondhatdé embriok kilonvalasztasat. Az
altalunk vizsgalt 6t miRNS egyiittese tehat (néhany masik fejlédésspecifikus miRNS-sel
kiegeszitve) jo eséllyel lehet alkalmazhato a tenyésztémédium miRNS-profilja alapjan térténd
embriominéség-meghatarozasra.

Reményeink szerint az altalunk kifejlesztett, Uj miRNS-detektalasi eljaras, valamint a
vizsgalt 6t miRNS-b6l allo biomarker-egyiittes végsé soron a human asszisztalt reprodukcios
eljarasok soran is eldsegitheti az IVF embridk mindségének és ¢életképességének noninvaziv
megitélését a fejlodésspecifikus miRNS-ek expresszidjanak tenyésztomédiumban torténd

meghatarozasa, majd értékelése utjan.
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MELLEKLETEK

ML1. tblazat — Az embriémoséashoz és -tenyésztéshez felhasznalt
anyagok és eszk6zok gyartoja és kataldgusszama.

Katalégusszam /

Anyag megnevezése Gyarto AzOnoSité

_TT ™ 5
G-TL™ humin Vitrolife 10145
tenyésztomédium
DPBS Gibco 14190144

T . 10500-064
Hokezelt FBS Gibco (LoT: 07Q2130K)
Penicillin- Streptomycin Gibco 15140122
elegy
Millipore Express PLUS Merck
membran (0,22 pm) Millipore GPWPO1300
Steril asvanyi olaj Sigma-Aldrich M5310

M2. tablazat — A kisérleteink soran felhasznalt, csoportosan és egyedileg tenyészett embriok.

Csoportosan tenyésztett embriok
(5-5 embrié/médiumcsepp)

Egyedileg tenyésztett embriok

1. Embriomosas

E1-1, E2-9, E7-10, E8-11
(4-napos embriok)

2,3,4,5,6,7,8,12
(4-napos embridk)

2. Embriémosas

Al(1, 2,3,4,5),AlI(1,2,3,4,5)
(4-napos embriok)

Al4, Al7, All6, All7, ATILL, AIlI2,
AIII3, ATV, ATV2, ATV3
(6-napos embriok)

Ma3. tablazat — Az RT-qPCR reakcidelegy 0sszetetele miRNS-primerenként (10% rahagyéassal).

SomEmii: (primerenként)
TagMan™ Fast Advanced Master mix 10 uL
TAgMan™ Advanced miRNA Assay 1 uL
RNaz-mentes viz 4 uL
Teljes reakcioelegy 15 pLL
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M4, tablazat — Az embriémosasok soran kapott, és ebbdl a kisérletben felhaszndlasra keriild embriok

szamanak 6sszefoglalasa.

OSSZESEN | 1.Embriémosis | 2. Embriémosas
Donor nyulak szama 8 4 4
Kimosott embriok szama 61 30 31
J6 mindségli embridk szama 52 28 24
Vizsgalt blasztocisztak szama 47 28 20
A = "\\
J -5 -»r“% é > Aﬂa‘: r e
2 3 4 5

M5. abra — Egyes vizsgalt nyllembriok mintavétel eldtt késziilt fénymikroszkopos képei (csoportonként
méretaranyositva): egyedileg tenyésztett 4-napos (A) és 6-napos (B) nyulembriok.
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M6/A. tablazat — A Poly(A) reakcidelegy
Osszetétele (10% rahagyéssal).

A" Komponens | 1
Poly(A) puffer 0,5 uL
ATP 0,5 uL
Poly(A) enzim 0,3 uL
RNaz-mentes viz 1,7 uL.
Teljes reakcioelegy 3 uL

M6/B. tablazat — Az adapter-ligalashoz
hasznalt reakcidelegy dsszetétele (10%
rahagyassal.)

DNS-ligaz puffer 3uL

50% PEG [8000] 4,5 uL
ligacids adapter 0,6 uL
RNS ligaz enzim 1,5 uL
RNaz-mentes viz 0,4 uL.
Teljes reakcidelegy 10 pLL

M6/C. tablazat — A reverz transzkripcios
reakcidelegy 6sszetétele (10% rahagyassal).

Mennyiség

2

»C” Komponens (1 minta esetén)
RT pufter 6 uL
dNTP (25-25 mM) 1,2 uL
Ur}lverzalls RT 1.5 L
primer

10X RT-enzim mix 3ul
RNaz-mentes viz 3,3ul
Teljes reakcidelegy 15 pLL

M6/D. tablazat — A miRNS-amplifikacids
reakcioelegy Osszetétele (10% rahagyéssal).

Mennyiség

2

»D” Komponens (1 minta esetén)
miR-Amp Master 25 U

mix H
miR-Amp primer

mix 2,5 uL
RNaz-mentes viz 17,5 uL
Teljes reakcioelegy 45 pL

M7. tablazat — A vizsgalt miRNS-ekhez és mRNS-ekhez tartozé TagMan Advance-probak adatai.

meNS / mRNS’ Szekvencia Katalogusszam
primer megnevezése
hsa-miR-24-3p UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG 47932 mir
hsa-miR-92a-3p UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU 477827 mir

hsa-miR-103a-3p

AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA | 478253 _mir

hsa-miR-191-5p

CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG

477952_mir

mmu-miR-302b-3p

UAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAG | 481677 mir

hsa-miR-371a-5p ACUCAAACUGUGGGGGCACU 478851 mir
hsa-miR-378a-3p ACUGGACUUGGAGUCAGAAGGC | 478349 mir
GAPDH - Oc 03823402 gl
GATA4 - Oc 04096744 m4
POUS5F1-FAM - Oc 03399222 ml
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