Fejlodés specifikus mikroRNS-ek feltérképezese nyul embriokban
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Az utobbi évtizedekben jelentds fejlddésen mentek keresztiili a humén asszisztalt
reprodukcids technoldgiak, azonban az in vitro fertilizacio és embriotranszfer (IVF-ET)
kezelések Osszesitett sikerességi rataja tovabbra is csupan 30% koral mozog. A program
eredménytelensége az esetek jelentds szdzalékdban embridbedgyazodéasi problémakra
vezethetd vissza, melyben (az anyai endometrium gyenge receptivitasa mellett) az embrio
elégtelen mindsége és életképessége jatszik dontd szerepet.

A korai embrionalis fejléddés soran szamos mikroRNS (miRNS) van jelen az embrion beliil
és annak kozvetlen kornyezetében, melyek jelentds biologiai folyamatokban szerepet jatszo
gének expressziojat képesek poszt-transzkripcionalisan szabalyozni, finomhangolni. Egyes
fejlédésspecifikus miRNS-ek az embri6 fejlettségi allapotatol fiiggden eltérd, jellegzetes
expresszios mintizatokat mutatnak, s ez a molekularis valtozas nem csak az embridn belul, de
az in vitro tenyésztett embriok tenyésztémédiumaban is tetten érhetok.

Munkank célja egyrészt egy olyan, finomabb RNS-detektalasi protokoll kidolgozésa, mely
alkalmas lehet 4- és 6-napos nyulembriok tenyésztomédiumaban (illetve magukban az
embriokban) igen kis mennyiségben jelen 1évé miRNS-ek kimutatisara, masrészt pedig hét
humén fejlodésspecifikus miRNS esetén annak megallapitasa, hogy azok alkalmasak
lehetnek-e in vitro tenyésztett preimplantaciés nyulembriok életképességének noninvaziv

megitélésére.



Munkank sorén, a megfeleld6 miRNS-detektalasi eljards kidolgozasédhoz egyrészt két
kiillonb6z6 RNS-izolalo kit hatékonysagat vetettik dssze abbdl a szempontbdl, hogy melyik
alkalmasabb olyan mennyiségli és tisztasdgi RNS-izolatum egyetlen lizalt embriobol torténd
eldallitasara, melyb6l a cDNS-irasi és RT-qPCR Iépéseket kovetéen értékelhetd miRNS-
expresszios adatokhoz juthatunk. A megfeleld kit hasznalata mellett pedig az is fontos része
volt az 4] protokoll kidolgozasanak, hogy a tenyésztémédium-mintak esetén az RNS-izolaléas
Iépesét kihagytuk, ilyen modon ugyanis a folyamat vegén a médium-mintakbol is elegend6
mennyiségben jutottunk hozzé a vizsgalandé miRNS-ekhez.

A hét human miRNS-primer tesztelése soran azt lattuk, hogy nem mindegyik alkalmas
MIRNS-ek detektalasara nyulembriok és azok tenyésztémédiuma esetében, az 6t mikodod
primer segitségével azonban olyan miRNS-kifejez6dési mintazatokat kaptunk eredményiil,
melyek alkalmasak voltak az embridk fejlettségi allapot és minéség alapjan torténd kozelitd
osztalyozéasara.

A preimplantacios embriok tenyésztémédiumaban talalhato fejlédésspecifikus miRNS-ek
vizsgalata olyan mértékii betekintést nyujthat az embridk aktualis allapotaba, mely reményeink
szerint a jovében a human IVF-ET soran is segitséget nydjthat a legéletképesebb embridok
transzferre torténd kivalasztasahoz, s ezen keresztiil nagyban megndvelheti a sikeres

bedgyaz0das és az egészséges terhesség létrejottének és megtartasanak eselyét.



