Neinvazivne testovanie Uspesnosti /n vitro fertilizacného procesu

Oblast’ techniky

Predlozeny vynalez sa tyka identifikacie siboru konkrétnych miRNA molekul s cielom
urenia UspesSnosti/nelspesnosti IVF (/in vitro fertilizatného) procesu, ich vyuzitia pri
tvorbe diagnostického testu pri predikcii UspeSnosti in vitro fertilizacného procesu

u zZien pri umelom oplodneni.

Doterajsi stav techniky

Zdravie l'udskej populacie je jednym z hlavnych atribdtov fungovania ludskej
spoloCnosti. Vysoké spolo¢enské naroky kladené na cloveka prinasaju vela
negativnych dopadov na jeho celkové zdravie. V sUcasnosti neplodnost’ postihuje
48,5 milidna parov na svete. Vzhladom k infertilite, ako celopopulaénému problému,
sa v poslednych dekadach vyznamne zvysil pocet realizovanych cyklov asistovanej
reprodukcie v Kklinickej praxi. Napriek mnozstvu technickych vylepSeni v ramci
kultivacie embryi v podmienkach /in vitro, a napriek vylepseniu kultivacnych médii,
vacsina transferovanych embryi sa v maternici nie je schopna uhniezdit’ (de Mouzon
a kol.,, 2012). Relativne nizku Uspesnost’ metdd asistovanej reprodukcie preto
embrya v ramci IVF je rozhodujucim krokom celej liecby. Na UspeSnej implantacii sa
okrem inych faktorov podiel'a najma vysokokvalitné embryo vhodné pre IVF proces.
Kvalita embrya pre UspesSnost’ IVF procesu sa okrem zakladnych morfologickych
znakov (sledovanie v embryoskope) nesleduje a nediagnostikuje. V sucasnosti
pouzivané rozne selek¢né a hodnotiace systémy kvality ludskych embryi
pravdepodobne dosiahli svoj vrchol auz nembézu zlepsit' vysledky asistovanej
reprodukcie. Percento Uspesnosti IVF procesu sa pohybuje na hranici 29 %. Je preto
potrebné hl'adat’ iny marker. Samotny oocyt moze predikovat’ vyznamnym spdsobom
vyvoj v€asného embrya, kedZe je dodavatelom RNA a celuldrnych mechanizmov.
Mnohé vedecké skupiny sa venuju Studiu folikularnej tekutiny a jej proteomickému

zlozeniu s cielom predikcie kvality embryi (Kosteria a kol., 2017). Odber folikularnej



tekutiny z jednotlivych folikulov je vSak technicky pomerne narocny a v klinickej praxi
komplikovany zakrok. NavysSe pravdepodobnost’ oplodnenia odobratych oocytov stale
nedosahuje pozadované percento, a preto d'alSie analyzy a embryologické techniky
na tejto Urovni znasobuju ekonomické naklady.

Okrem analyzy markerov angiogenézy a vaskularizacie sa pozornost’ vedeckej obce
zameriava aj na Stadium nekddujucich molekdl RNA, tzv. miRNA, ktoré post-
transkripcne reguluju génovu expresiu u eukaryotov. Bolo potvrdené, Ze viac ako 130
miRNA je exprimovanych v l'udskej blastocyste a ich expresia sa liSi v zavislosti od
ploidity a pohlavia embryi. PoCas embryogenézy dochadza k znaCnému exprimovaniu
Specifickych miRNA molekdl, ktorych hladiny je mozné detegovat’ aj v kultivanom
materiali embrya aj pocas jeho in vitro kultivacie. Kultivacné média sa po uskutoCneni
transferu embrya alebo zmrazeni embrya stavaju ,,odpadovym materidlom". Doteraz
bolo publikovanych niekolko studii sledujucich vztah non-perceptivheho aj
receptivheho endometria v korelacii s vyvojovou kompetenciou embrya v kultivacnom
médiu @ miRNA (napr. miR142-5p, miR146a-5p, miR21, miR19b, miR302c). Napriek
tomu neboli doposial' opublikované statisticky signifikantné a relevantné vysledky,
nesurodost’ ktorych méze vyplyvat' aj z vyuZzitia ro6znych metodik analyzy miRNA.
Doposial' nebola skimana pritomnost, resp. nepritomnost miRNA molekul a ich
vzajomny korelacny vztah v biologickom materiali Zien v procese IVF a zien pri
opakovanych implantacnych zlyhaniach. Je preto viac nez Ziadice vytvorit
algoritmus kombinacie viacerych biomakerov. miRNA molekdl, resp. inych
nekddujucich ncRNA, ktoré by mohli potencialne urcovat’ Uspesnost/nelspesnost’ IVF
procesu u zien. Vyuzitim tychto informacii bude mozné upresnit’ stav endometrialnej
vnimavosti, obdobie vznikajuceho implantacného okna ako aj najvhodnejSieho casu
prenosu embrya v procese IVF. Implantacia ludského embrya je zlozity
a multifaktoralny proces. mIiRNA si endogénne, evolucne konzervativne,
jednoret'azcové nekddujice RNA molekuly obsahujice 20-24 nukleotidov, ktoré post-
transkripéne reguluji génovl expresiu u eukaryotov, vratane cicavéich buniek
(Asirvatham a kol., 2009; McCallie a kol., 2010; Mouillet a kol., 2015; Catalanotto
a kol.,2016). V biologickej databaze miRBase je v sUcasnosti evidovanych viac ako
250 l'udskych miRNA. Viac ako 130 miRNA je exprimovanych v l'udskej blastocyste
(McCallie a kol., 2010; Rosenbluth a kol., 2013, Chan a kol., 2018). Bolo tiez



potvrdené, ze expresia miRNA sa v ludskej blastocyste liSi v zavislosti od ploidity
embryi, rovnako aj v zavislosti od pohlavia embrya (Rosenbluth a kol., 2013).
Bioinformaticka analyza miRNA poukazuje na jej potencialnu ulohu v ramci regulacie
niekol’kych biologickych ciest a bunkovych funkcii, vratane inhibicie bunkového cyklu
a tumor supresorovych aktivit (Lee a kol., 2014). AvSak biologicka Uloha vacsiny
miRNA nie je dodnes presne stanovena. Doteraz bolo publikovanych niekolko studii
sledujucich vzt'ah vyvojovej kompetencie embryi a miRNA. Konsenzus vSak dodnes
nebol v tejto problematike prijaty. Tato nesurodost mo6ze byt dana ro6znymi
metddami analyzy miRNA, ¢asom odberu kultivatného média v zavislosti na dni
vyvoja embrya, a mnozstvom dalSich faktorov. Okrem toho, pocas delenia v€asného
embrya neustale prebieha syntéza a degradacia miRNA. Bolo dokazané, ze miRNA sa
dedia od matky avramci prvého rozdelenia zygoty dochadza k strate az 60 %
miRNA (Tang a kol., 2007). K narastu expresie miRNA dochadza znovu v Stadiu
blastocysty (Zhang a kol., 2016). Vd'aka komplexnosti a vysokému poctu nezavislych
procesov, ktoré prebiehaju pocCas delenia v€asného embrya, je nepravdepodobné,
aby jeden biomarker bol schopny predikovat’ vyvojovi kompetenciu embrya v ramci
programu /n vitro fertilizacie. Je preto doblezité, aby sa realizované studie sustred’ovali
na stanovenie zakladnej kombinacie biomarkerov vyvijajuceho sa embrya, este pred
samotnou implantaciou embrya do maternice, ktoré by korelovali s vysledkom
tehotnosti.

US2014296099 opisuje sposoby detekcie expresie miRNA v kultivaGhom médium /in
vitro oplodnenych embryi za Ucelom posUdenia pravdepodobnosti Zivotaschopnosti
embrya, a dalej selektovat’ embrya pre naslednu implantaciu do pacienta. Yang Qian
et al. (J. Transl. Med., 16(1), 2018) opisuju identifikaciu miRNA ako biomarkerov pre
opakované potraty a/alebo nelspesné implantacie na predikciu vysledku prenosu IVF
embrya.

K d'alsSim faktorom multifaktoridlneho IVF procesu patri perceptivhe endometrium
schopné interakcie s embryom a urcenie implantacného okna. V sucasnosti sa na
neinvazivne urcenie perceptivity endometria vyuzivaju najma ultrazvukové markery —
hribka, objem a krvny tok v endometriu (Bonilla-Musoles a kol., 2013). Pri urceni
implantacného okna sa jedna o Casovo obmedzeny jav, ktory sa vyskytuje iba v

obmedzenom ¢asovom obdobi sekrecnej fazy menstruacného cyklu, znamom aj ako



"okno implantacie" (OI). Okno implantacie sa najcastejSie objavuje v kratkom obdobi
- 20. az 24. den ovarialneho cyklu a obvykle trva len dva dni. Dochadza v hom k
Specifickej regulacii expresie vybranych génov zapojenych do aktivacie angiogenézy,
vaskularizacie a imunitnej odpovede. Sucasné Studie zamerané na nespravnu
vnimavost’ endometria dosli k zaverom, ze odliSna expresia biomarkerov, ¢i uz vo
zvySenej alebo znizenej miere, Casto vedie k porucham perceptivity. Dochadza k
posunu implantacného okna alebo v horSom pripade k jeho zaniku. V dbsledku
problematickej interpretacie a prediktivnej hodnoty dostupnych testov sa
v slcasnosti len v malej miere vyuzivaju testy perceptivity endometria (ER)
u infertilnych Zien, resp. u Zien pred planovanym umelym oplodnenim (IVF). Zlyhanie
implantacie v doésledku non-perceptivneho endometria zostava do dnesSného dna
nevyrieSenym problémom reprodukénej mediciny a vel'mi ¢astou pricinou neplodnosti
u inak zdravych Zien. Za poslednych 5 rokov je aj napriek neustale sa zvysujucej
snahe o zlepSenie implantacného procesu v podmienkach /in vitro percento miery
UspeSne implantovanych embryi na hranici 29 %. Selekcia spravneho
embrya, urCenie perceptivity endometria a vhodného casu implantacie v cykle zeny
su kl'tcovymi premennymi v procese /in vitro fertilizacie. Existuju patentované testy
perceptivity endometria ako aj implantacného okna. Doteraz vSak nikto nepatentoval
distribdciu konkrétnych kanonickych miRNA a iso-miRNA molekdl analyzovanych
pomocou NGS (Next Generation Sequencing) pri urceni biologickej kompetencie
matky pri multifaktoridlnom zohl'adneni jej variacie, resp. predikcie implantacnej
UspesSnosti IVF procesu v kombinacii so selekciou vysokokvalitného embrya
v konkrétny den IVF procesu.

Na svetovom trhu nie je pritomny diagnosticky test, ktory by do 24 hodin, na zaklade
vyhodnotenia pritomnosti kombinacie kanonickych a iso-miRNA molekdl v plazme
Zeny a v kultivathom médiu embrya predikoval Uspesnost’ nasledujiceho IVF procesu
a prognosticky selektoval vysokokvalitné embryo vhodné na IVF transfer. Cielom
vynalezu je zvysit Uspesnost’ IVF procesu pri umelom oplodneni a poskytnit

diagnosticky test na predikciu Uspesnosti IVF procesu.

Podstata vynalezu



Predkladany opis sa tyka identifikacie suboru konkrétnych miRNA molekul, cize
vytvorenia profilu miRNA s cielom urcit’ Uspesnost’/nelspesnost’ IVF procesu. Okrem
toho sa predlozeny opis tyka mozného vyuzitia profilu miRNA pri tvorbe inovativneho
diagnostického neinvazivneho testu ako produktu personalizovanej mediciny pri
predikcii UspesSnosti /in vitro fertilizacného procesu u zien podstupujucich umelé
oplodnenie. Diagnosticky test zahriia dva nezavislé testy identifikacie prognostickych
kanonickych miRNA a iso-miRNA biomarkerov. Jeden test je Success test, v ktorom
sa miRNA profil stanovuje z plazmy periférnej krvi zeny. Druhy test je CultMed test,
v ktorom sa miRNA profil stanovuje z kultivatného média embrya (4. az 6. den jeho
vyvoja). Standardne sa stanovuje profil miRNA z kultivaéného média embrya 5. def
vyvoja. Kultivané médium embrya moézeme nazvat' ,kultivanym odpadom" alebo

,odpadovym materialom".

Predlozeny vynalez pojednava o konkrétnych miRNA molekulach identifikovanych
v plazme Zeny av kultivathom médiu embrya. Konkrétne molekuly kanonickych
miRNA a iso-miRNA preukazali signifikantne rozdielne zastipenie a distriblciu
v plazme Zien v skupine UspeSného IVF procesu oproti skupine zien v konkrétny den
neuspesného IVF procesu. Distribuciu konkrétnych kanonickych miRNA a iso-miRNA
molekul (miRNA profil) v plazme je mozné vyuzit' pre diagnostiku v den IVF procesu,
na zhodnotenie biologickej kompetencie - pripravenosti, resp. nepripravenosti matky
na IVF proces. Sekréciu konkrétnych kanonickych aiso-miRNA molekdl (miRNA
profil) do kultivacného média embrya je mozné vyuzit' pre diagnostiku v den IVF

procesu a na zhodnotenie kompetencie, kvality embrya.

Presnost’ predikcie IVF procesu bola overend pomocou Styroch nasledovnych
modelov:

Logisticka regresia — model vyuzivajuci logisticku funkciu (Sigmoid) a L2 regularizaciu
pre binarnu klasifikaciu na zaklade predikénych miRNA molekdl

Random Forest — model vyuZivajuci vlastnosti viacnasobne aplikovanych
rozhodovacich stromov pre binarnu klasifikaciu na zaklade predikénych miRNA

molekul



Support Vector Machine (SVM) — komplexny model vyuzivajuci nelinedrnu metédu rbr
spolu s d'alSimi parametrami pre binarnu klasifikaciu predikénych miRNA molekul

Stochastic gradient descent (SGD) — model vyuzivajlaci iterativnu, nahodne
inicializovani metodu logistickej regresie spolu s SGD ucenim pre binarnu klasifikaciu

na zaklade predikénych miRNA molekul.

Podstatou vynalezu je neinvazivne testovanie Uspesnosti IVF (in vitro fertilizacného)
procesu zahriajuci dva nezavislé kroky:
« krok identifikacie a analyzy prognostickych kanonickych a iso-miRNA
biomarkerov z plazmy periférnej krvi zien v den IVF procesu (Success test), a
» krok prognostickych kanonickych miRNA a iso-miRNA biomarkerov z
kultivatného média embrya odobraného na 4. az 6. den kultivacie embrya
(CultMed test)
kde UspesSny Success test vykazuje cut off hodnoty vybranych miRNA biomarkerov pri
pocte Citani 1, ktoré su > 1, a cut off hodnotu mIiRNA iso-hsa-let-7b-
5p_TGAGGTAGTATGTTGTGTGG pri pocte Citani 5, ktora je > 5, a
Uspesny CultMed test vykazuje cut off hodnotu vybranych miRNA biomarkerov pri
pocte Citani 1, ktora je = 1,
a kde tieto hodnoty oboch testov predikuju uspesny IVF proces.
CultMed test s 95 % presnostou AUC metddy zahffia: odber vzorky kultivacného
média embrya; izolaciu vSetkych miRNA, nasledne sekvenacnu analyzu a analyzu dat
vybranych 14 miRNA: iso-hsa-let-7b-5p, iso-hsa-miR-423-5p, iso-hsa-miR-21-5p, iso-
hsa-miR-486-5p, iso-hsa-miR-486-5p, iso-hsa-miR-25-3p, iso-hsa-miR-3613-5p, iso-
hsa-miR-142-3p, iso-hsa-miR-664a-5p, iso-hsa-miR-151a-3p, iso-hsa-miR-92a-3p,
iso-hsa-let-7a-5p, iso-hsa-let-7b-5p, iso-hsa-miR-100-5p; a urcenie hodnoty poctu

Citani 14 miRNA biomarkerov z predchadzajiceho kroku.

Jedna analyza neinvazivneho testovania UspesSnosti IVF zahfia identifikaciu
prognostickych kanonickych miRNA a iso-miRNA biomarkerov - Success test so 100
% senzitivitou a 100 % Specificitou, s priemernou presnostou 4 réznych modelov 88
%, uskutocnenu v nasledujucich krokoch:

- Odber vzorky plazmy z periférnej krvi, ktora bolo ziskana od Zeny;

6



Izolacia vSetkych miRNA, naslednd sekvenacna analyza a analyza dat
vybranych 19 miRNA: iso-hsa-miR-126-3p so SEQ ID NO: 1, iso-hsa-let-7i-5p
so SEQ ID NO: 2, iso-hsa-miR-342-3p so SEQ ID NO: 3, iso-hsa-let-7b-5p so
SEQ ID NO: 4, iso-hsa-miR-132-3p so SEQ ID NO: 5, iso-hsa-miR-23b-3p so
SEQ ID NO: 6, iso-hsa-miR-125a-5p so SEQ ID NO: 7, iso-hsa-miR-584-5p so
SEQ ID NO: 8, iso-hsa-miR-127-3p so SEQ ID NO: 9, iso-hsa-miR-101-3p so
SEQ ID NO: 10, iso-hsa-miR-151a-3p so SEQ ID NO: 11, iso-hsa-miR-92a-3p
so SEQ ID NO: 12, iso-hsa-let-7b-5p so SEQ ID NO: 13, iso-hsa-miR-589-5p
so SEQ ID NO: 14, iso-hsa-miR-652-3p so SEQ ID NO: 15, iso-hsa-miR-1307-
3p so SEQ ID NO: 16, iso-hsa-miR-382-5p so SEQ ID NO: 17, iso-hsa-let-7b-
5p so SEQ ID NO: 18, iso-hsa-let-7i-5p so SEQ ID NO: 19;

Urcenie hodnoty poctu Citani u 19 miRNA biomarkerov z predchadzajliceho
kroku.

Vo vyhodnom uskutocneni, druha Cast’ analyzy neinvazivneho testovania UspesSnosti

IVF zahfma test analyzy identifikacie prognostickych kanonickych a iso-miRNA

biomarkerov CultMed test so 100 % senzitivitou a 80 % Specificitou, s priemernou

presnost'ou 4 roznych modelov 85 %, s nasledujucimi krokmi:

Odber vzorky kultivacného média embrya;

Izolacia vSetkych miRNA, nasledne sekvenacna analyza a analyza dat
vybranych 17 miRNA: iso-hsa-let-7b-5p zo SEQ ID NO: 20, iso-hsa-miR-423-
5p zo SEQ ID NO: 21, iso-hsa-miR-21-5p zo SEQ ID NO: 22, iso-hsa-miR-486-
5p zo SEQ ID NO: 23, iso-hsa-miR-486-5p zo SEQ ID NO: 24, iso-hsa-miR-25-
3p zo SEQ ID NO: 25, iso-hsa-miR-3613-5p zo SEQ ID NO: 26, iso-hsa-miR-
142-3p zo SEQ ID NO: 27, iso-hsa-miR-664a-5p zo SEQ ID NO: 28, iso-hsa-
miR-151a-3p zo SEQ ID NO: 29, iso-hsa-miR-92a-3p zo SEQ ID NO: 30, iso-
hsa-let-7a-5p zo SEQ ID NO: 31, iso-hsa-let-7b-5p zo SEQ ID NO: 32, iso-hsa-
miR-100-5p zo SEQ ID NO: 33, iso-hsa-miR-191-5p zo SEQ ID NO: 34, iso-
hsa-let-7a-5p zo SEQ ID NO: 35, iso-hsa-let-7d-5p zo SEQ ID NO: 36;

UrCenie hodnoty poctu citani 17 miRNA biomarkerov z predchadzajiceho

kroku.



Test analyzy identifikacie prognostickych kanonickych miRNA a iso-miRNA
biomarkerov Success test s 99 % presnostou AUC ROC krivky modelu predikcie
zahfna:

- Odber vzorky plazmy, ktora bolo ziskana od zeny;

- Izolaciu vSetkych miRNA, nasledne sekvenacnd analyzu aanalyzu dat
vybranych 10 miRNA: iso-hsa-miR-126-3p, iso-hsa-let-7i-5p, iso-hsa-miR-342-
3p, iso-hsa-let-7b-5p, iso-hsa-miR-132-3p, iso-hsa-miR-23b-3p, iso-hsa-miR-
125a-5p, hsa-miR-584-5p, iso-hsa-miR-127-3p, iso-hsa-miR-151a-3p.

- Urcenie hodnoty poctu citani 10 miRNA biomarkerov z predchadzajiceho

kroku.

Neinvazivne testovanie pomocou Success testu predikuje Uspesnost’ IVF procesu pri
hrani¢nej hodnote 1, priCom vybrané miRNA molekuly s hodnotou > 1, predikuju
Uspesny IVF proces as hodnotou < 1 predikuju neuspesny IVF proces. Hranic¢na
hodnota 5 rozdel'uje vybrané miRNA molekuly s hodnotou > 5, ako také, ktoré

predikuju Uspesny IVF proces a hodnoty < 5 predikuju neuspesny IVF proces.

Sposob neinvazivneho testovania pomocou CultMed testu s hrani¢nou hodnotou 1,
pricom miRNA molekuly s hodnotou > 1 predikuju vysokokompetentné (kvalitné)

embryo a s hodnotou < 1 predikuju nizkokompetentné (nekvalitné) embryo.

V d'alSom kroku neinvazivneho testovania su identifikované miRNA molekuly z plazmy
Zeny zoradené v zavislosti od ich vyznamu pre vysledok testu: iso-hsa-miR-126-3p,
hsa-let-7i-5p, iso-hsa-miR-342-3p, iso-hsa-let-7b-5p, iso-hsa-miR-132-3p, iso-hsa-
miR-23b-3p, iso-hsa-miR-125a-5p, iso-hsa-miR-584-5p, iso-hsa-miR-127-3p, iso-hsa-
miR-101-3p, iso-hsa-miR-151a-3p, iso-hsa-miR-92a-3p, iso-hsa-let-7b-5p, iso-hsa-
miR-589-5p, iso-hsa-miR-652-3p, iso-hsa-miR-1307-3p, iso-hsa-miR-382-5p, iso-hsa-
let-7b-5p, iso-hsa-let-7i-5p.

V nasledujucom kroku neinvazivneho testovania su identifikované miRNA molekuly
z kultivacného média embrya zoradené v zavislosti od ich vyznamu pre vysledok
testu: iso-hsa-let-7b-5p, iso-hsa-miR-423-5p, iso-hsa-miR-21-5p, iso-hsa-miR-486-



5p, iso-hsa-miR-486-5p, iso-hsa-miR-25-3p, iso-hsa-miR-3613-5p, iso-hsa-miR-142-
3p, iso-hsa-miR-664a-5p, iso-hsa-miR-151a-3p, iso-hsa-miR-92a-3p, iso-hsa-let-7a-
5p, iso-hsa-let-7b-5p, iso-hsa-miR-100-5p, iso-hsa-miR-191-5p, iso-hsa-let-7a-5p,
iso-hsa-let-7d-5p.

Vyhodou diagnostického testu je, ze vysledok Uspesnosti/nelspesnosti IVF procesu je

stanoveny do 24 hod od odobratia biologického materialu.

Hlavné predmety predkladaného vynalezu boli uskutonené s vyuzitim metddy
masivneho-paralelného sekvenovania nekddujlucich malych RNA molekul (miRNA) na
sekvenacnej platforme Illumina. Na zaklade Specifickej analyzy dat (Explanatory Data
Analysis) a metdd strojového ucenia (Machine Learning) s roznymi modelmi bol
vyselektovany pocet predikénych biomarkerov pre jednotlivé typy biologického

materialu.

Daldou nosnou ¢astou vyndlezu je zoznam konkrétnych kanonickych miRNA a iso-
miRNA molekul identifikovanych z plazmy zien, a kanonickych a iso-miRNA molekdl
identifikovanych z kultivaného média embrya.

miRNA molekuly detegované Success testom su uvedené v tabul'ke 1.

Tabul'ka 1 Biomarkery miRNA predikcie Uspesnosti/netspesnosti IVF procesu



miRNA biomarkery predikcie
uspesnosti/netspesnosti IVF

procesu

Coef
(koeficient
dolezitosti,

vyznamnosti)

P
(p-value, HO: rozlozenie

dat vzhl'adom na

vysledok IVF je rovnaké)

iso-hsa-miR-126-
3p_CGTACCGTGAGAAATAATGCGT

11.520844189682128

0.0016884300209033492

iso-hsa-let-7i-
5p_TGTGGTAGTAGTTTGTGCTGTA

10.851674641148328

0.002221447605170916

iso-hsa-miR-342-
3p_TCTCACACAGAAATCGGACCCGTCT

10.765113798008537

0.0023025382184651104

iso-hsa-let-7b-
5p_TGAGGTAGTAGGTTGTGTGTTA

10.547046485537292

0.002521143336464067

iso-hsa-miR-132-
3p_TAACAGCCTACAGCCATGGTCGT

9.910931174089068

0.0032951920974540376

iso-hsa-miR-23b-
3p_GCACATTGCCAGGGATTACCACT

9.373481781376519

0.0041475542794915604

iso-hsa-miR-125a-
5p_TCCCTGAGACCTTTTAACCTGT

9.18292128014561

0.004503999211390216

iso-hsa-miR-584-
5p_TATGGTTTGCCTGGGACTG

9.094736842105265

0.004679908836274879

iso-hsa-miR-127-
3p_TCGGATCAGTCTGAGCTTGGCTTTT

9.094736842105265

0.004679908836274879

iso-hsa-miR-101-
3p_TACACTACTGTGATAACTGA

8.845594649607445

0.005217803371020453

iso-hsa-miR-151a-
3p_TACTAGACTAAAGCTCCTTGAGGT

8.845594649607445

0.005217803371020453

iso-hsa-miR-92a-
3p_GATTGCACTTGTCCCGGCCTGAA

8.845594649607445

0.005217803371020453

iso-hsa-let-7b-
5p_TGAGGTAGTATGTTGTGTGG

8.816195372750641

0.005285512415951764

iso-hsa-miR-589-
5p_TGAGAACCACGTCCGCTCTGAGC

8.696842105263158

0.0055702068262932485

10




iso-hsa-miR-652-
3p_GATGGCGCCACTAGGGTTGTGA

8.418140050047175

0.0063009456943287695

iso-hsa-miR-1307-
3p_ACTCGGCGTAGCGTCGGTCGTGT

8.418140050047175

0.0063009456943287695

iso-hsa-miR-382-
5p_GAAGTTGTTCGCGGTGGATTC

8.289473684210527

0.006672365487531239

iso-hsa-let-7b-
5p_TGAGGTAGTAAGTTGTGTGGTAT

8.289473684210527

0.006672365487531239

iso-hsa-let-7i-
S5p_TGAGTTAGTAGTTTGTGCTGTTTT

8.289473684210527

0.006672365487531239

Zoradenie miRNA uvedené v tabulke 1 je podla koeficientu ich vyznamnosti, ktory

urcuje, nakol'ko je dolezité sa danou molekulou pri analyze zaoberat’ (aki vyznamnu

Ulohu ma na predikcii vysledku).

Tabul'ka 2 Treshold AUC ROC (Receiver operating characteristic of Logistic

predikujucich

Regression), senzitivita  a Specificita  miRNA  biomarkerov
Uspesnost’/nelspesnost’ IVF procesu v plazme Zien
Treshold, Cut off hodnoty pre
miRNA biomarkery predikcie % :'g :'g
uspesnosti/neuspesnosti IVF g "E' 5'&—,') o %
procesu E 82882 |8
iso-hsa-miR-126- 0,7 81 35 0.75 |1
3p_CGTACCGTGAGAAATAATGCGT
iso-hsa-let-7i- 0.608 |1 64 |0.68 |1
5p_TGTGGTAGTAGTTTGTGCTGTA
iso-hsa-miR-342- 0.768 | 52 58 0.74 | 1
3p_TCTCACACAGAAATCGGACCCGTCT
iso-hsa-let-7b- 0.651 |91 47 0.65 |1
5p_TGAGGTAGTAGGTTGTGTGTTA
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iso-hsa-miR-132- 0.81 (38 |0 0.69 |1
3p_TAACAGCCTACAGCCATGGTCGT

iso-hsa-miR-23b- 0.61 |100 |65 |0.68 |1
3p_GCACATTGCCAGGGATTACCACT

iso-hsa-miR-125a- 0.75 |48 |58 |0,71 |1
5p_TCCCTGAGACCTTTTAACCTGT

iso-hsa-miR-584- 0.62 |100 |65 |0.68 |1
5p_TATGGTTTGCCTGGGACTG

iso-hsa-miR-127- 061 100 |65 |[0.68 |1
3p_TCGGATCAGTCTGAGCTTGGCTTTT

iso-hsa-miR-101- 0.621 | 95 50 |0.68 |1
3p_TACACTACTGTGATAACTGA

iso-hsa-miR-151a- 0.62 |95 50 |0.68 |1
3p_TACTAGACTAAAGCTCCTTGAGGT

iso-hsa-miR-92a- 0.62 |95 |59 |0.69 |1
3p_GATTGCACTTGTCCCGGCCTGAA

iso-hsa-let-7b- 0.67 |67 |12 |0.78 |5
5p_TGAGGTAGTATGTTGTGTGG

iso-hsa-miR-589- 0.80 (38 |0 0.69 |1
5p_TGAGAACCACGTCCGCTCTGAGC

iso-hsa-miR-652- 0.62 |95 |59 |0.68 |1
3p_GATGGCGCCACTAGGGTTGTGA

iso-hsa-miR-1307- 0.63 |95 |58 |0.68 |1
3p_ACTCGGCGTAGCGTCGGTCGTGT

iso-hsa-miR-382- 0.59 100 |71 |0.65 |1
5p_GAAGTTGTTCGCGGTGGATTC

iso-hsa-let-7b- 0.60 100 |71 |0.72 |1
5p_TGAGGTAGTAAGTTGTGTGGTAT

iso-hsa-let-7i- 0.60 |100 |70 |0.65 |1
S5p_TGAGTTAGTAGTTTGTGCTGTTTT

Cut off hodnota normalizovanych citani (CoffNC), CoffNC ABS (TPR-(1-FPR), Hodnota
> CoffNC =IVF Uspesné; Hodnota < CoffNC =IVF nelspesné
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Pri kazdej z vybranych miRNA molekul je potrebny minimalny pocet sekvenacnych
¢itani uvedenych v poslednom stipci tabulky 2 (cut off hodnota normalizovanych
Citani = 1 alebo 5). Ak pri molekule miRNA je uréena hrani¢na hodnota 1, tak vSetky
hodnoty > 1 predikuju Uspesny IVF proces acut off hodnoty miRNA molekul
s hodnotou < 1 predikuju neuspesny IVF proces. Molekula iso-hsa-let-7b-5p ma
urcenu cut off hodnotu normalizovanych citani 5, ¢o znamena, Ze akakol'vek hodnota
> 5 predikuje Uspesny IVF proces a < 5 neuspesny IVF proces.

Na 100 % predikciu Uspesnosti/neuspesnosti IVF procesu je potrebna analyza kazdej
z vybranych 19 biomarkerovych miRNA molekdl (Tab. 2). Na analyzu
Uspesnosti/neuspesnosti IVF procesu je mozné pouzit' aj mensi pocet miRNA

molekul, avSak Uspesnost’ predikcie vysledku bude nizsia.

Success test je mozné vyuzit' ako bezpecny, neinvazivny diagnosticky test Uspesnosti
IVF procesu. Z testu je mozné vytvorit komercny produkt (sluzbu) uréeny pre

verejnost’.

Uvedené kanonické a iso-miRNA molekuly s uvedenymi sekvenciami je mozne vyuzit’
aj vinej forme diagnostickych testov, ako konkrétne proby pre urcenie Uspesnosti

IVF procesu.

V tabulke 3 je uvedeny zoznam konkrétnych kanonickych a iso-miRNA molekul
detegovanych z kultivacného média embryi CultMed testom. Molekuly identifikované
v kultivatnom médiu embrya su zoradené podla dolezitosti, resp. vyznamnosti na
zaklade ich koeficientu vyznamnosti, ktory urcuje, nakolko je vyznamné sa danou

molekulou pri analyze zaoberat’ (aki vyznamnu Ulohu ma na predikcii vysledku).

Tabul'ka 3
Predikéné biomarkery selekcie kompetentného embrya/nekompetentného embrya v

IVF procese

Predikcné biomarkery selekcie |coef 5]

kompetentného (koeficient (p-value, HO: rozlozenie
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embrya/nekompetentného

embrya v IVF procese

doblezitosti,

vyznamnosti)

dat vzhl'adom na
vysledok IVF je

rovnaké)

iso-hsa-let-7b-
5p_TGAGGTGGTAGGTTGTGTGGT

9.621526827042178

0.003391088823611076

iso-hsa-miR-423-
5p_TGAGGGGCAGAGAGCGAGACTTA

9.529546351084809

0.003532537765767483

iso-hsa-miR-21-
5p_TAGCTTACCAGACTGATGTTGAC

9.37945619335347

0.003776937060541304

iso-hsa-miR-486-
5p_TCCTGTACTGAGCTGCCCAGAGA

8.899093803575798

0.004687231604519787

iso-hsa-miR-486-
5p_TCCTGTACTGAGCTGCCTCGAG

7.886037735849056

0.007462265245605795

iso-hsa-miR-25-
3p_CATTGCAATTGTCTCGGTCTGA

7.166666666666666

0.010471649328310581

iso-hsa-miR-3613-
Sp_TGTTGTACTTTTTTTTTTGTT

6.723975915506861

0.01294940775142319

iso-hsa-miR-142-
3p_TGTAGTGTTTCCTACCTTATGGA

6.254545454545453

0.0162767044425456

iso-hsa-miR-664a-
5p_ACTGGCTAGGGAAAATGATTGGA

6.254545454545453

0.0162767044425456

iso-hsa-miR-151a-
3p_CAAGACTGAAGCTCCTTGAGG

5.757024793388432

0.020828127625493652

iso-hsa-miR-92a-
3p_TATCGCACTTGTCCCGGCCTGT

5.752285490865144

0.020877563509075946

iso-hsa-let-7a-
5p_TGATGTAGTAGGTTGTATAG

5.676567656765675

0.021684740586716857

iso-hsa-let-7b-
5p_TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTTA

5.618093452752898

0.022331072190788642

iso-hsa-miR-100-
5p_AACCCGTAGATCCGAACTTGT

5.448383233532933

0.024327313909886367
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iso-hsa-miR-191-
5p_CAATGGAATCCCAAAAGCAGCTG

5.3960784313725485 | 0.024980707010107902

iso-hsa-let-7a-
5p_TGAGTTAGTAGGTTGTATAG

5.3960784313725485 | 0.024980707010107902

iso-hsa-let-7d
5p_AGAGGTAGTAGGTTGCGTAGTT

5.3960784313725485 | 0.024980707010107902

Na zaklade metdd strojového ucenia bolo vyselektovanych 17 predikénych

biomarkerov, ktoré boli klasifikované ako vyznamné predikéné biomarkery na urcenie

kompetencie embrya v IVF procese.

Tabulka 4 Treshold AUC ROC, senzitivita a Specificita

predikujucich vysokokvalitné embryo a nizkokvalitné embryo

miRNA biomarkerov

Treshold, Cut off hodnoty miRNA

biomarkery predikcie E :"g :-g o
Uspesnosti/netspesnosti IVF g 'E § o tlz:
procesu £ 18£8 /2 |8
iso-hsa-let-7b- 0.5 |92 47 70 |1
5p_TGAGGTGGTAGGTTGTGTGGT

iso-hsa-miR-423- 0.5 |92 43 68 |1
5p_TGAGGGGCAGAGAGCGAGACTTA

iso-hsa-miR-21- 0.4 |96 38 67 |1
5p_TAGCTTACCAGACTGATGTTGAC

iso-hsa-miR-486- 0.4 |96 38 67 |1
5p_TCCTGTACTGAGCTGCCCAGAGA

iso-hsa-miR-486- 0.4 |96 38 67 |1
5p_TCCTGTACTGAGCTGCCTCGAG

iso-hsa-miR-25- 0.3 | 100 24 62 |1
3p_CATTGCAATTGTCTCGGTCTGA
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iso-hsa-miR-3613- 0,6 |96 29 63 |1
S5p_TGTTGTACTTTTTITTTITTGTT

iso-hsa-miR-142- 0.3 | 100 24 62 |1
3p_TGTAGTGTTTCCTACCTTATGGA

iso-hsa-miR-664a- 0.3 | 100 24 62 |1
5p_ACTGGCTAGGGAAAATGATTGGA

iso-hsa-miR-151a- 0.5 |50 81 68 |1
3p_CAAGACTGAAGCTCCTTGAGG

iso-hsa-miR-92a- 0,5 |96 29 63 |1
3p_TATCGCACTTGTCCCGGCCTGT

iso-hsa-let-7a- 0.3 | 100 24 62 |1
5p_TGATGTAGTAGGTTGTATAG

iso-hsa-let-7b- 0.6 |33 95 65 |1
5p_TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTTA

iso-hsa-miR-100- 0.6 |30 95 63 |1
5p_AACCCGTAGATCCGAACTTGT

iso-hsa-miR-191- 0.3 | 100 19 60 |1
5p_CAATGGAATCCCAAAAGCAGCTG

iso-hsa-let-7a- 0.3 | 100 19 60 |1
5p_TGAGTTAGTAGGTTGTATAG

iso-hsa-let-7d 0.3 | 100 19 60 |1
5p_AGAGGTAGTAGGTTGCGTAGTT

Cut off normalizovanych citani (CoffNC); CoffNC ABS (TPR-(1-FPR); Hodnota >

CoffNC = vysokokvalitné embryo; Hodnota < CoffNC = nizkokvalitné embryo

V poslednom stipci tabul'ky 4 je uréend hodnota cut off normalizovanych &itani. Ak pri
molekule miRNA je urena hrani¢na hodnota 1, tak vSetky hodnoty > 1 predikuju
kvalitné vysokokompetentné embryo a cut off hodnoty miRNA molekul s hodnotou <
1 predikuju nekvalitné nizkokompetentné embryo. Na zaklade tychto hodnot sa da

selektovat’ vysokokvalitné embryo vhodné na transfer v IVF procese.
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Na analyzu predikcie vysokokompetentného/nizkokompetentného embrya so 100 %
senzitivitou a 80 % Specificitou je potrebna analyza vSetkych vybranych 17 miRNA
biomarkerov. Na analyzu vysokokompetentného/nizkokompetentného embrya je
mozné pouzit’ aj mensi pocet miRNA molekdul, avSak Uspesnost’ predikcie vysledku

bude nizsia.

CultMed test sa da vyuzit ako bezpecCny, neinvazivny diagnosticky test selekcie
vysokokompetentného embrya. Z testu je mozné vytvorit' diagnosticky produkt
(sluzbu), avSak je mozné ho vyuZit' aj na selekciu embrya najvhodnejSieho na IVF

transfer (komplementarny test k Success testu).

Uvedené kanonické a iso-miRNA molekuly s uvedenymi sekvenciami je mozne vyuzit’
aj vinej forme diagnostickych testov, ako konkrétne préby pre selekciu embrya

najvhodnejsieho na IVF transfer.

Testy su nezavislé a je vhodné ich kombinovat, €o zvysi Uspesnost’ IVF procesu
vd'aka optimalizacii predikcie terminu IVF u pacientky a zefektivneniu vyberu embrya.
Dané diagnostické testy je mozné ponuknut’ neplodnym parom formou sluzby -
diagnostika kompetencie matky (vyber najvhodnejSieho dia IVF transferu), selekcia

embrya.

Prehl'ad obrazkov na vykresoch

Obr. 1 — Vysledna ROC krivka analyzy 19 miRNA biomarkerov z plazmy zeny

Obr. 2 — Vysledna ROC krivka analyzy 10 miRNA biomarkerov z plazmy Zeny

Obr. 3 — Vysledna ROC krivka analyzy 17 miRNA biomarkerov z kultivacného média
embrya

Obr. 4 — Vysledna ROC krivka analyzy 14 miRNA biomarkerov z kultivacného média
embrya

Priklady uskutocnenia vynalezu
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Priklad 1

V priklade 1 je zaznamenana uskutocnena detekcia konkrétnych kanonickych miRNA
a iso-miRNA molekdl izolovanych z plazmy periférnej krvi 37-ich Zien vo veku do 37
rokov metddou NGS sekvenovania. V den transferu embrya bola zenam odobrana
periférna krv, ktora slUZila naanalyzu nekddujicich RNA molekdl z plazmy.

Analyzovanych bolo 19 vybranych kanonickych miRNA a iso-miRNA molekul (Tab. 2).

Vyhodnotenie:

V testovanych plazmach dosahovali cut off hodnoty miRNA biomarkerov Uroven > 1.
V pripade biomarkeru iso-hsa-let-7b-5p bola cut off hodnota > 5.

Zvysné cut off hodnoty dosahovali hodnoty < 1.

Uspedny IVF proces bol zaznamenany u 20 Zien a neuspedny IVF proces bol

zaznamenany u 17-tich Zien.

ROC analyza (Receiver Operating Characteristic curve) ukazala, ze kombinacia 19
kanonickych miRNA molekul izolovanych z plazmy zien v den transferu embrya
(vid. Tab. 2) predikuje UspeSnost/nelspesnost’ IVF procesu so 100 % senzitivitou
a 100 % Specificitou (Area Under the ROC curve, AUC = 1,0, [1-1]; p0.001), ako je

zobrazené na obrazku 1.

Priklad 2

V priklade 2 je zaznamenana uskutocnena detekcia konkrétnych kanonickych miRNA
a iso-miRNA molekul detegovanych v plazme 37-ich Zien vo veku do 37 rokov NGS
sekvenovanim. V den transferu embrya bola Zenam odobrana periférna krv, ktora
slizila na analyzu nekddujicich RNA molekuil z plazmy. Na analyzu bol pouzity mensi
pocet kanonickych miRNA. Vybranych bolo 10 kanonickych miRNA a iso-miRNA, ktoré

su uvedené v nasledujucej tabul’ke:

miRNA biomarkery predikcie
uspesnosti/netspesnosti IVF procesu
iso-hsa-miR-126-
3p_CGTACCGTGAGAAATAATGCGT

iso hsa-let-7i-5p_TGTGGTAGTAGTTTGTGCTGTA
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iso-hsa-miR-342-
3p_TCTCACACAGAAATCGGACCCGTCT
iso-hsa-let-7b-
5p_TGAGGTAGTAGGTTGTGTGTTA
iso-hsa-miR-132-
3p_TAACAGCCTACAGCCATGGTCGT
iso-hsa-miR-23b-
3p_GCACATTGCCAGGGATTACCACT
iso-hsa-miR-125a-
5p_TCCCTGAGACCTTTTAACCTGT
iso-hsa-miR-584-5p_TATGGTTTGCCTGGGACTG
iso-hsa-miR-127-
3p_TCGGATCAGTCTGAGCTTGGCTTTT
iso-hsa-miR-151a-
3p_TACTAGACTAAAGCTCCTTGAGGT

Vyhodnotenie:

Pri zmene poctu vyznamnych biomarkerov bola pouzitd metdda permutacie
testovacich a overovacich vzoriek v poCte 7 opakovani v pomere 20/80 percent.
Analyza pomocou ROC uvedenej metddy ukazala, Ze kombinacia kanonickych 10
miRNA molekul analyzovanych z plazmy zien v den transferu embrya (Obr. 2)
predikuje UspesSnost/nelspesnost’ IVF procesu. Priemerna hodnota presnosti
predikcie merana pomocou vypoctu AUC je na Urovni 0,97 (resp. 97 %), pri rozptyle
+/- 0,06 (Obr. 2). Pri analyze 10 kanonickych miRNA (z plazmy) je presnost

predikcie vysledku testu na urovni 97 %.

Priklad 3

V priklade 3 je zaznamenana detekcia konkrétnych kanonickych a iso-hsa-miRNA
molekul izolovanych zo 45 kultivacnych médii embryi. Standardne bolo kultivaéné
médium odoberané v piaty den kultivacie embrya. Embryo vylucovalo do kultivacnej
tekutiny nekddujuce RNA molekuly, ktoré slizia k diferencidlnej selekcii

vysokokvalitného embrya. V kultivaclhom médiu embrya bolo z mnozstva
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detegovanych molekuil vybranych 17 iso-hsa-miRNA molekul, ktoré boli sekvenované
metddou NGS (Tab. 4). Pomocou metdd strojového ucenia bol ureny pocet miRNA

biomarkerov predikujlcich vysokokvalitné/nizkokvalitné embryo.

Vyhodnotenie:

Cut off hodnoty kultivaénych médii vysokokompetentnych embryi dosahovali pre
vSetky testované miRNA biomarkery hodnoty > 1.

Cut off hodnoty kultivacnych médii nizkokompetentnych embryi dosahovali pre
vSetky testované miRNA biomarkery hodnoty < 1.

Na zaklade vysledkov boli kultivatné média embryi rozdelené do dvoch skupin: 25
kultivacnych médii vykazovalo vysokokompetentné - kvalitné embryo, 20 kultivacnych

médii vykazovalo nizkokompetentné - nekvalitné embryo.

ROC analyza ukazala, ze 17 kanonickych a iso-miRNA molekul (tabulka 4) odlisi,
predikuje, diferencuje vysokokompetentné embryo od nizkokompetentného
(neuspesného) embrya v IVF procese so 100 % senzitivitou a 80 % Specificitou (AUC
= 0,9 [0.8-1.0]; p0.001) ROC zobrazuje obrazok 3.

Priklad 4
Postupovalo sa rovnako ako v priklade 3, avSak na analyzu vysokokompetentného
/nizkokompetentného embrya bolo vybranych 14 kanonickych a iso-miRNA

izolovanych z kultivaénych médii embryi, ktoré su uvedené v nasledujlcej tabul'ke:

Predikéné biomarkery selekcie
kompetentného /nekompetentného embrya v
IVF procese
iso-hsa-let-7b-5p_TGAGGTGGTAGGTTGTGTGGT
iso-hsa-miR-423-
5p_TGAGGGGCAGAGAGCGAGACTTA
iso-hsa-miR-21-5p_ TAGCTTACCAGACTGATGTTGAC
iso-hsa-miR-486-
5p_TCCTGTACTGAGCTGCCCAGAGA
iso-hsa-miR-486-5p_TCCTGTACTGAGCTGCCTCGAG
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iso-hsa-miR-25-3p_CATTGCAATTGTCTCGGTCTGA
iso-hsa-miR-3613-5p_TGTTGTACTTTTTTTITTTGTT
iso-hsa-miR-142-3p_TGTAGTGTTTCCTACCTTATGGA
iso-hsa-miR-664a-
5p_ACTGGCTAGGGAAAATGATTGGA
iso-hsa-miR-151a-3p_CAAGACTGAAGCTCCTTGAGG
iso-hsa-miR-92a-3p_TATCGCACTTGTCCCGGCCTGT
iso-hsa-let-7a-5p_TGATGTAGTAGGTTGTATAG
iso-hsa-let-7b-5p_TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTTA
iso-hsa-miR-100-5p_AACCCGTAGATCCGAACTTGT

Vyhodnotenie:

Rovnako ako v priklade 2 bola pouzitd metdda permutacie testovacich a overovacich
vzoriek v poCte 7 opakovani v pomere 20/80 percent. Analyza pomocou ROC
uvedenej metddy ukazala, ze kanonické a iso-miRNA molekuly zobrazené na obrazku
4 odlisuju, predikuju vysokokompetentné embryo od nizkokompetentného
(nedspesného) embrya v IVF procese pri nizSom pocte predikénych miRNA (14)
biomarkerov. Priemerna hodnota presnosti predikcie merana pomocou vypoctu AUC
je na urovni 0,97 (resp. 97 %), pri rozptyle +/- 0,06 (Obr. 4.). Analyzou 14
kanonickych a iso-miRNA z kultivacného média embrya je presnost’ predikcie

vysledku testu na urovni 97 %.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sposob hodnotenia Uspesnosti in vitro fertilizacného procesu, vyznacujuci sa
tym, Ze zahffha dve nezavislé analyzy:

- identifikacia a analyza vybranych prognostickych kanonickych miRNA a/alebo
iso-miRNA biomarkerov z plazmy periférnej krvi Zien v den /n vitro fertilizaéného
procesu;

kde Uspesna evaluacia vykazuje cut off hodnoty > 1 pri pocte Citani 1 alebo cut off
hodnoty > 5 pri pocte Citani 5;

- identifikacia a analyza vybranych prognostickych kanonickych miRNA a/alebo
iso-miRNA z kultivacného média embrya odobraného na 4. az 6. den kultivacie
embrya s 95 % presnostou predikcie stanovenou AUC metddou zahfia nasledujlce
kroky:

i. odber vzorky kultivacného média embrya;

ii. izolaciu vSetkych miRNA a/alebo iso-miRNA biomarkerov, nasledne
sekvenacnu analyzu a analyzu dat vybranych 14 miRNA a/alebo iso-
miRNA biomarkerov, ktoré su zoradené podla zavislosti ich vyznamu pre
vysledok in vitro fertilizatného procesu:

iso-hsa-let-7b-5p v SEQ ID NO: 20, TGAGGTGGTAGGTTGTGTGGT
iso-hsa-miR-423-5p v SEQ ID NO: 21, TGAGGGGCAGAGAGCGAGACTTA
iso-hsa-miR-21-5p v SEQ ID NO: 22, TAGCTTACCAGACTGATGTTGAC
iso-hsa-miR-486-5p v SEQ ID NO: 23, TCCTGTACTGAGCTGCCCAGAGA
iso-hsa-miR-486-5p v SEQ ID NO: 24, TCCTGTACTGAGCTGCCTCGAG
iso-hsa-miR-25-3p v SEQ ID NO: 25, CATTGCAATTGTCTCGGTCTGA
iso-hsa-miR-3613-5p v SEQ ID NO: 26, TGTTGTACTTTTTTTTTTGTT
iso-hsa-miR-142-3p v SEQ ID NO: 27, TGTAGTGTTTCCTACCTTATGGA
iso-hsa-miR-664a-5p v SEQ ID NO: 28, ACTGGCTAGGGAAAATGATTGGA
iso-hsa-miR-151a-3p v SEQ ID NO: 29, CAAGACTGAAGCTCCTTGAGG
iso-hsa-miR-92a-3p v SEQ ID NO: 30, TATCGCACTTGTCCCGGCCTGT
iso-hsa-let-7a-5p v SEQ ID NO: 31, TGATGTAGTAGGTTGTATAG
iso-hsa-let-7b-5p v SEQ ID NO: 32, TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTTA
iso-hsa-miR-100-5p v SEQ ID NO: 33, AACCCGTAGATCCGAACTTGT
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jiii. uréenie hodnoty poctu Citani 14 miRNA biomarkerov z kroku ii);
kde Uspesna evaluacia vykazuje cut off hodnoty > 1 pri pocte Citani 1;
a
kde ak je evaluacia oboch analyz Uspesnda, potom aj predikcia /in vitro fertilizacného

procesu je Uspesna.

2. Sposob podl'a naroku 1, vyznacujuci sa tym, ze evaluacia identifikacie
vybranych prognostickych kanonickych miRNA a iso-miRNA biomarkerov z plazmy
periférnej krvi Zien v den /in vitro fertilizacného procesu s 97 % presnost'ou predikcie
stanovenou metddou AUC zahffia nasledujlce kroky:

a) odber vzorky plazmy periférnej krvi, ktora bola ziskana od zeny;

b) Izolaciu vSetkych miRNA, nasledne sekvenacnu analyzu a analyzu dat
vybranych 10 miRNA a/alebo iso-miRNA boiomarkerov, ktoré si zoradené podl'a
zavislosti ich vyznamu pre vysledok /in vitro fertilizacného procesu:
iso-hsa-miR-126-3p v SEQ ID NO: 1, CGTACCGTGAGAAATAATGCGT
iso-hsa-let-7i-5p v SEQ ID NO: 2, TGTGGTAGTAGTTTGTGCTGTA
iso-hsa-miR-342-3p v SEQ ID NO: 3, TCTCACACAGAAATCGGACCCGTCT
iso-hsa-let-7b-5p v SEQ ID NO: 4, TGAGGTAGTAGGTTGTGTGTTA
iso-hsa-miR-132-3p v SEQ ID NO: 5, TAACAGCCTACAGCCATGGTCGT
iso-hsa-miR-23b-3p v SEQ ID NO: 6, GCACATTGCCAGGGATTACCACT
iso-hsa-miR-125a-5p v SEQ ID NO: 7, TCCCTGAGACCTTTTAACCTGT
iso-hsa-miR-584-5p v SEQ ID NO: 8, TATGGTTTGCCTGGGACTG
iso-hsa-miR-127-3p v SEQ ID NO: 9, TCGGATCAGTCTGAGCTTGGCTTTT
iso-hsa-miR-151a-3p v SEQ ID NO:11, TACTAGACTAAAGCTCCTTGAGGT

o) urcenie hodnoty poctu ¢itani 10 miRNA biomarkerov z kroku b).

3. Sposob podl'a naroku 1, vyznacujuci sa tym, ze evaluacia identifikacie
vybranych prognostickych kanonickych miRNA a iso-miRNA biomarkerov z plazmy
periférnej krvi Zien v den /n vitro fertilizacného procesu so 100 % senzitivitou a 100
% Specificitou zahria nasledujuce kroky:

a) odber vzorky plazmy periférnej krvi, ktora bola ziskana od zeny;
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b) izolaciu vSetkych miRNA, nasledne sekvenacnu analyzu a analyzu dat
vybranych 19 miRNA, ktoré su zoradené podla zavislosti ich vyznamu pre vysledok in
vitro fertilizacného procesu:

iso-hsa-miR-126-3p v SEQ ID NO: 1, CGTACCGTGAGAAATAATGCGT
iso-hsa-let-7i-5p v SEQ ID NO: 2, TGTGGTAGTAGTTTGTGCTGTA
iso-hsa-miR-342-3p v SEQ ID NO: 3, TCTCACACAGAAATCGGACCCGTCT
iso-hsa-let-7b-5p v SEQ ID NO: 4, TGAGGTAGTAGGTTGTGTGTTA
iso-hsa-miR-132-3p v SEQ ID NO: 5, TAACAGCCTACAGCCATGGTCGT
iso-hsa-miR-23b-3p v SEQ ID NO: 6, GCACATTGCCAGGGATTACCACT
iso-hsa-miR-125a-5p v SEQ ID NO: 7, TCCCTGAGACCTTTTAACCTGT
iso-hsa-miR-584-5p v SEQ ID NO: 8, TATGGTTTGCCTGGGACTG
iso-hsa-miR-127-3p v SEQ ID NO: 9, TCGGATCAGTCTGAGCTTGGCTTTT
iso-hsa-miR-101-3p v SEQ ID NO: 10, TACACTACTGTGATAACTGA
iso-hsa-miR-151a-3p v SEQ ID NO:11, TACTAGACTAAAGCTCCTTGAGGT
iso-hsa-miR-92a-3p v SEQ ID NO: 12, GATTGCACTTGTCCCGGCCTGAA
iso-hsa-let-7b-5p v SEQ ID NO: 13, TGAGGTAGTATGTTGTGTGG
iso-hsa-miR-589-5p v SEQ ID NO: 14, TGAGAACCACGTCCGCTCTGAGC
iso-hsa-miR-652-3p v SEQ ID NO: 15, GATGGCGCCACTAGGGTTGTGA
iso-hsa-miR-1307-3p v SEQ ID NO: 16, ACTCGGCGTAGCGTCGGTCGTGT
iso-hsa-miR-382-5p v SEQ ID NO: 17, GAAGTTGTTCGCGGTGGATTC
iso-hsa-let-7b-5p v SEQ ID NO: 18, TGAGGTAGTAAGTTGTGTGGTAT
iso-hsa-let-7i-5p v SEQ ID NO: 19, TGAGTTAGTAGTTTGTGCTGTTTT

) Urcenie hodnoty poctu Cditani vsSetkych 19 miRNA a/alebo iso-miRNA

biomarkerov z kroku b).

4, Sposob podl'a naroku 1, vyznacujuci sa tym, ze evaluacia identifikacie
vybranych prognostickych kanonickych miRNA a iso-miRNA biomarkerov
z kultivacného média embrya so 100 % senzitivitou a 80 % Specificitou zahrha
nasledujuce kroky:

i. odber vzorky kultivatného média embrya;

ii. izolacia vSetkych miRNA a/alebo iso-miRNA biomarkerov, nasledne sekvenacna

analyza a analyza dat vybranych 17 miRNA a/alebo iso-miRNA, ktoré su
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zoradené podla zavislosti ich vyznamu pre vysledok /in vitro fertilizaéného

procesu:
iso-hsa-let-7b-5p v SEQ ID NO: 20, TGAGGTGGTAGGTTGTGTGGT
iso-hsa-miR-423-5p v SEQ ID NO: 21, TGAGGGGCAGAGAGCGAGACTTA
iso-hsa-miR-21-5p v SEQ ID NO: 22, TAGCTTACCAGACTGATGTTGAC
iso-hsa-miR-486-5p v SEQ ID NO: 23, TCCTGTACTGAGCTGCCCAGAGA
iso-hsa-miR-486-5p v SEQ ID NO: 24, TCCTGTACTGAGCTGCCTCGAG
iso-hsa-miR-25-3p v SEQ ID NO: 25, CATTGCAATTGTCTCGGTCTGA
iso-hsa-miR-3613-5p v SEQ ID NO: 26, TGTTGTACTTTTTTTTTTGTT
iso-hsa-miR-142-3p v SEQ ID NO: 27, TGTAGTGTTTCCTACCTTATGGA
iso-hsa-miR-664a-5p v SEQ ID NO: 28, ACTGGCTAGGGAAAATGATTGGA
iso-hsa-miR-151a-3p v SEQ ID NO: 29, CAAGACTGAAGCTCCTTGAGG
iso-hsa-miR-92a-3p v SEQ ID NO: 30, TATCGCACTTGTCCCGGCCTGT
iso-hsa-let-7a-5p v SEQ ID NO: 31, TGATGTAGTAGGTTGTATAG
iso-hsa-let-7b-5p v SEQ ID NO: 32, TGAGGTAGTAGGTTGTGTGGTTTA
iso-hsa-miR-100-5p v SEQ ID NO: 33, AACCCGTAGATCCGAACTTGT
iso-hsa-miR-191-5p v SEQ ID NO: 34, CAATGGAATCCCAAAAGCAGCTG
iso-hsa-let-7a-5p v SEQ ID NO: 35, TGAGTTAGTAGGTTGTATAG
iso-hsa-let-7d 5p v SEQ ID NO: 36 AGAGGTAGTAGGTTGCGTAGTT

ii. urCenie hodnoty poctu Ccitani vSetkych 17 miRNA a/alebo iso-miRNA

biomarkerov z kroku ii).

5. Sposob podla naroku 2 alebo 3, vyznacujuci sa tym, ze cut off (hrani¢nd)
hodnota 1 wvybranych prognostickych kanonickych miRNA a/alebo iso-miRNA
biomarkerov z plazmy periférnej krvi Zien v den in vitro fertilizatneho procesu urcuje
miRNA molekuly s hodnotou > 1, ktoré predikuju Uspesny IVF proces a s hodnotou <
1, ktoré predikuju neuspesny IVF proces, a cut off (hrani¢nd) hodnota 5, ktora
rozdeluje miRNA molekuly s hodnotou > 5, ktoré predikuju Uspesny in vitro

fertilizacny proces a hodnoty < 5 predikujuce neuspesny in vitro fertilizacny proces.

6. Sposob podla naroku 1 alebo 4, vyznacujlci sa tym, ze cut off (hrani¢nd)

hodnota 1 vybranych prognostickych kanonickych miRNA  a/alebo  iso-miRNA

26



z kultivacného média embrya odobraného na 4. az 6. den kultivacie embrya urcuje
miRNA molekuly s hodnotou > 1, ktoré predikuju vysokokompetentné (kvalitné)
embryo, a teda Uspesny in vitro fertilizatny proces ahodnoty < 1 predikuju

nizkokompetentné (nekvalitné) embryo a teda neuspesny /n vitro fertilizaény proces.
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Obr. 1

Hodnota skutocnej pozitivity (senzitivita)

Obr. 2

Hodnota skutofnej pozitivity (senzitivita)
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Obr. 3

Madel ROC krivky z top 17 znakov
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