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1. BEVEZETES ES AZ ERTEKEZES CELKITUZESEI

Természetes korilmények kozott az emlésok ivarsejtjei és embridi az egyed ivarszervei altal
biztositott védett kdrnyezetben keletkeznek, fejlédnek, és latjak el feladataikat. Azonban az
utdbbi nagyjabdl 6tven évben szamos olyan biotechnoldgiai eljaras kertlt kidolgozasra, azt
kovetden pedig rutinszer(i alkalmazasra is, mely sziikségessé teszi ezeknek a sejteknek,
szbveteknek az in vitro koérilmények kdzott vald tenyésztését, termékenyitését, vagy
mélyhitését. Ezen eljarasok kedvezé hatasaik (mint példaul a génmegbrzés, a
természetesnél nagyobb szamu utdd létrehozasa, vagy a termékenység megbrzése) ellenére
karosithatjdk az ivarsejteket, embridkat, mely az embriondlis fejl6édés elmaradasat
eredményezheti. Az elmult években szamos kutatds bizonyitotta, hogy egy megfeleld
id6épontban, megfeleld mértékben alkalmazott kontrollalt stressz-elékezelés, mint amilyen a
hidrosztatikus nyomas stressz-elékezelés is, elésegitheti a sejtek adaptacidés készségét,
ezaltal ellenallébba teheti 6ket bizonyos beavatkozasok, példaul a mélyhiités kedvezétlen
hatasaival szemben. Jelen kutatdmunka célja az volt, hogy az asszisztalt reprodukcids
eljarasok korében a hidrosztatikus nyomas el6kezelés szamara Uj alkalmazasi terileteket

fedezzen fel.

A tanulmanyban a ,stressz”, ,stressz-el6kezelés” kifejezést a kutatasok kezdeti szakaszaban
végzett kezelésekre hasznalom, melyek soran a sejt- és azon belll is fajspecifikus, optimalis
mértékl stressz-el6kezelést még nem sikerllt meghatarozni. Amikor az optimalis hatassal
biré stressz-el6kezelés paraméterei mar meghatarozasra keriltek, az eljarast PTAT-nek
nevezem, a Pressure Triggered Activation of Tolerance, (nyomas altal kivaltott

ellenalloképesség névekedés) kifejezés alapjan.

A PTAT alkalmazasanak egy lehetséges terlilete a zebradanié embriok mélyhitése, vagy
hltve tarolasa. A zebradanié egy széles kdrben hasznalt modellallat szamos tudomanyterilet,
tobbek kozott a fejlédéstan, genetika, élettan, toxikoldgia, kérnyezetbioldgia teriletein. Bar a
kllonb6zd kutatasokhoz hasznalt genetikailag modositott vonalak szama nétton-né, a nagy
genetikai variabilitds megdrzésére érdekében az embriok mélyhltését célzé erbfeszitések
ezidaig nem jartak sikerrel. E sikertelenség f6bb okai az embridkat korllvevdé kevéssé
permeabilis chorion burok, az embridék nagyfoku érzékenysége a hlitéssel szemben, valamint
az embriot alkotd szik és az 0sztddo sejtek eltérd kémiai tulajdonsagai, és ebbdl fakaddan
ellentétes viselkedése a viz- és a krioprotektansok felvétele kapcsan. A mélyh({tési
probalkozasok eredménytelensége miatt szamos kutatas célozza meg az embriok hitve
tarolasat, mely az els6 fontos lépés lehet ebben az iranyban, azonban e terlleten sem tud
egyetlen tanulmany sem tartés tulélésrél beszamolni. A PTAT alkalmazasaval a sejteket

prekondicionalhatjuk, felkészithetjik egy késdbbi karositd beavatkozasra, amilyen példaul a



mélyhitésbdl fakadd mechanikus, ozmotikus vagy a krioprotektansok alkalmazasa miatti
toxikus hatasok. A zebradaniokon végzett kisérlet soran azt vizsgaltuk, hogy a PTAT kezelés
segitségével novelheté-e az embridk hitéssel szembeni ellenalloképessége, és ennek
kapcsan a kikelés utani tulélése. Ezen kivil azt is feltételeztik, hogy a PTAT kezelésen atesett
embriok a hidtve tarolas utan képesek ivarérett, normalis szaporoddképességil halakka
fejlédni.

A PTAT egy masik lehetséges alkalmazasi terllete a human petesejt vitrifikacio
hatékonysaganak ndvelése. Mind a sperma-, mind pedig az embriémélyhités rutin eljarasnak
szamitanak a human asszisztalt reprodukcidés kezelések soran. Az embridk mélyhiitése
azonban szamos orszagban etikai, erkdlcsi, toérvényi szabalyozasbeli vitakat gerjesztett,
melyek kdvetkeztében korlatoztak, vagy akar meg is tiltottak ezt a beavatkozast. Ezekben az
orszagokban ennek alternativajaként csak a petesejtek mélyhitése alkalmazhaté a
petefészek stimulacios ciklusok maximalis kihasznaldsa érdekében. Emellett a petesejtek
mélyhltésére onkolégiai kezeléseket megel6zéen, a termékenység megdrzése céljabdl is
sziikség lehet. Azonban a petesejtek sikeres mélyh(itését szamos, e sejtek specialis
strukturajabdl fakado tényezd neheziti: nagy a térfogatuk, de a térfogathoz képest kis felllettel
rendelkeznek, magas a viztartalmuk, hiitéssel szemben igen érzékenyek, a magorsofonalak
€s a membranok nagyon sérilékenyek, a plazmamembran vizzel és a krioprotektansokkal
szembeni permeabilitasa kedvezétlen. Mindezen akadalyok lekiizdésére tdbbféle lassu
mélyhitési és vitrifikacids protokoll is kidolgozasra kertlt, kedvez8, de a PTAT segitségével
talan tovabb tokéletesitheté eredményekkel. Jelen tanulmanyban egér modellen alkalmaztuk

a PTAT kezelést a peteseijt vitrifikaciét megel6zden.

A kutatas utolsé fazisaban a PTAT hatasmechanizmusara igyekeztink fényt deriteni
génexpresszios vizsgalatokkal. El6szor petesejteken végeztik el ezt a mérést, hogy
megismerjuk a PTAT utan azonnal jelentkez6 valtozasokat. Mivel az egér embridkban az
embrionalis genom a kétsejtes stadiumban aktivalodik, és csak ekkor kezdédik meg a de novo
RNS szintézis, feltételeztiik, hogy a petesejtekben a PTAT hatasa csak késébb lesz tetten
érhetd. Ezért a petesejtek PTAT kezelése, majd intracitoplazmatikus spermium injektalassal
valo termékenyitése utan négysejtes allapotban ismét tanulmanyoztuk a génexpressziod

valtozasait a teljes egérgenomra kiterjedé microarray vizsgalat segitségével.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A petesejtek és embriok elballitasa

Az egér petesejtek és embriok termeléséhez néivaru egereket szuperovulaltattunk PMSG,
majd 48 oraval késébb hCG injekcid intraperitonealis alkalmazasaval. A petesejteket a hCG
injekcid utani reggelen a néstény egerek petevezet6ibél mostuk ki. Embridk kinyeréséhez a
hCG injekcié utan a néstény egereket himekkel raktuk k6zds ketrecbe, és masnap délelétt a
zigotakat a parzott néstények (ezt a hivelydugo jelenléte alapjan biraltuk el) petevezetéibél
mostuk ki. A kétsejtes embridk és az in vitro fejl6dott blasztocisztak ezen egysejtes embridkbdl

keletkeztek in vitro tenyésztést kdvetden.

Az in vivo fejl6dott blasztocisztak kinyeréséhez a kompaktalt morula vagy korai blasztociszta
allapoti embridkat a hCG injekcié utan 3.5 nappal nyertik ki a parzott néstény egerek
méhébdl, majd 4-24 o6ran at tenyésztettik ket in vitro, amig elérték az expandalt

blasztociszta allapotot.

A zebradanié embridk termeléséhez a szilléket dupla ivaté edénybe helyeztiik 15-16 oraval
az ivatast megel6zben, melyben a himeket és a néstényeket atlatszo, kivehetd valaszfal
valasztotta el. Az ivas idejére a falat eltavolitottuk, és az ikrak a bels6 tartaly perforalt aljan
keresztil a kulsé tartalyba hullottak. Ezt kdvetéen a belsé tartaly kiemelésével a halakat

eltavolitottuk, a kilsé tartaly vizét pedig atsz(irtik, hogy kinyerjik az embridkat.

2.2. Az embriok tenyésztése

Az egér embriok tenyésztése 30 pl-es KSOM+AA (EmbryoMax, Millipore, USA)
tenyészt6oldatban, asvanyi olajjal (Ovoil, Vitrolife, Svédorszag) fedve, 37°C-on, 6% CO--ot
tartalmazo 90% paratartalmu inkubatorban tortént. Az embridk fejlédését naponta ellenériztik

sztereomikroszkop segitségevel.

A zebradanié embridkat 26°C-o0s rendszervizben tenyésztettiik. Az 5. naptél az ivadékokat
naponta egyszer etettiik bananféreggel és a rendszervizbe adagolt SDS 100 haltappal. Az
embridk és ivadékok fejlddését naponta ellendriztik sztereomikroszkdppal; az elhullasokat és
az esetleges fejlédési rendellenességeket feljegyeztik. A 15. napon az ivadék csoportokat az

allathaz 3,5 I-es tenyésztd tartalyaiba telepitettik.

2.3. PTAT kezelés

A PTAT kezelést megel6z6en az egér petesejteket és embriokat G-MOPS Plus (Vitrolife,
Svédorszag) oldattal 0,25 ml-es miszalmaba (IMV, Franciaorszag), a zebradanié embridkat

pedig rendszervizzel 2 ml-es Luer-lock fecskend6kbe (BBraun, Németorszag) toltottuk. A



szalmakat mianyag dugodval, a fecskendbket Luer-lock kupakkal zartuk le, levegd

buborékoktdl mentesen.

A PTAT kezelések egy szamitogép altal vezérelt, hidrosztatikus nyomaskezelésre kifejlesztett
eszkdzben, a GBOX 2010-ben (Applied Cell Technology, Hungary) kerultek kivitelezésre. A
nyomaskamrat el6zetesen desztillalt vizzel feltdltottik, melyet az eszkdéz a beallitott
hémérsékletre felmelegitett. A mintatarolok nyomaskamraba helyezése utan a kamrat

lezartuk, és a beallitott paramétereknek megfeleléen a kezelést a GBOX 2010 elvégezte.

2.4. A zebradanio embriok hiitve tarolasa

A hitve tarolast Desai és munkatarsai (2015) moddositott protokollja alapjan végeztik. Az
embrié csoportokat 10 ml hiité oldattal (rendszervizbdl készitett 1M-os metanol és 0,1M-o0s
szacharoz oldat) 50 ml-es csavaros centrifuga csévekben jégre helyeztlik 24 6rara. Ennek
leteltével az embridkat egy sz(ir6 segitségével kb 30 mp-en keresztil rendszervizzel
atmostuk. Ezutan az embridkat 10 cm-es Petri csészékbe helyeztik, és a tovabbiakban a

korabban leirtaknak megfeleléen tenyésztettik 6ket.

2.5. A PTAT-kezelt embriokbdl keletkezett kifejlett halak ivatasa

Az ivarérett halakka fejl6dott, PTAT kezelésen atesett korabbi embridkat az egyedek nyomon
koévethetésége érdekében leopard danidval (Danio rerio var. frankei) paroztattuk, majd a
halakat eltavolitottuk az ivatdé edénybél, és az embridkat 10 napon keresztdl tenyésztettiik. Az

ivatas és az embriok tenyésztése a korabban leirt médon tortént.

2.6. Vitrifikacio és felmelegités

Az egér petesejteket a Cryotop médszerrel vitrifikaltuk, a Kitazato Biopharma altal javasolt

protokoll szerint (Kuwayama, 2005).

2.7. Az egér petesejtek in vitro fertilizacioja

Annak érdekében, hogy az egér petesejtek fejlédére vald képességét vizsgaljuk, a
petesejteket intracitoplazmatikus spermium injektalassal termékenyitettik, Kuretake és
munkatarsai (1996) moédszerének megfeleléen. A spermium fej petesejtbe injektalasa utan a
sejteket 68 dran keresztél KSOM+AA tenyésztboldatban inkubaltuk. Ezt kbvetéen ellendritik
a petesejteket, és a két pronucleusszal valamint masodik sarki testtel rendelkez6 zigotakat

tenyésztettuk tovabb a korabban ismertetett modon.

2.8. Egér petesejtek parthenogenetikus aktivalasa

Bizonyos kisérletekben az in vitro fertilizacio alternativajaként parthenogenetikus aktivalast

alkalmaztunk a petesejtek fejlédési képességének vizsgalatara. Az aktivalast a hCG injekcio
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beadasat kovetben 17 6raval kezdtuk meg. Az dsszegylijtott petesejteket el6szor G-MOPS
Plus-bdl készitett 10 um-os oldatba helyeztik, majd KSOM+AA-bdl készitett 5SmM-os DMAP
oldatban inkubaltuk 3 6ran keresztil. Az aktivalas utan a petesejteket a korabban leirtak

szerint tenyésztettik.

2.9. A blasztociszta sejtszam meghatarozasa

A blasztocisztak teljes sejtszamat és az embriécsomé sejtszamat egy differenciald festési
eljarassal hataroztuk meg. Az embriocsomo sejtszamahoz elsédleges ellenanyagként anti-
OCT4-et (Polyclonal Rabbit 19081, Santa Cruz Biotechnology) alkalmaztunk, melyhez a
masodlagos ellenanyag és az ehhez kotott festék (Alexa Fluor 594 anti-rabbit) Molecular
Probes, USA) k6t6dott. Ezutan a blasztocisztak teljes sejtszamat DAPI-t (Sigma-Aldrich, USA)

tartalmazo Vectashield (Vector Laboratories, USA) segitségével festettik meg.

A megfestett sejtek szamat kulonbdzé fokuszsikokon készitett digitalis fotok segitségével
hataroztuk meg. Az ICM sejtek pirosan fluoreszkaltak az Alexa fluor 594-nek kdszénhetéen,

mig a DAPI kék fluoreszcenciaval jeldlte meg az dsszes sejt sejtmagjaban talalhaté DNS-t.

2.10. Egér embrio atultetés

Az embridtranszferhez sziikséges alvemhes néstény egereket vazektomizalt himekkel vald
paroztatas segitségével allitottuk eld. A parzott, azaz hivelydugét prezentald néstények
petefészkeit, petevezetdit, és a méhszarv végét dvatosan kiemeltiik a hasuregbdl altalanos
anesztéziaban. A petevezetén apro 27 G-s tlivel apré szurast ejtettlink, melyen keresztil egy
finom Uvegpipetta segitségével az Uregbe juttattuk az embridkat. A petevezetd és a

petefészek visszahelyezése utan zartuk a haslreget.

2.11. Génexpresszios vizsgalatok

RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével végeztiik el az RNS izolalast.
Kétkoros RNS amplifikacidval allitottuk el6 a sziikséges mennyiségi c-RNS-t. CyDye Post-
Labelling Reactive Dye Pack (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA) alkalmazasa utan a kapott
terméket Agilent 4 X 44K teljes egér genomot vizsgalé chipre (GPL4134; Agilent

Technologies) hibridizaltuk.

Az izolalt RNS-t reverz transzkripcionak vetettiik ala SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével, és igy c-DNS-t szintetizaltunk, a gyarto
utasitasainak megfeleléen. A primerek optimalizaciéjat kdvetéen 12 gént a petesejtes, és 8
gént a négysejtes embriok vizsgalatahoz kivalasztottunk, melyeket valds ideji polimeraz

lancreakcio alkalmazasaval verifikaltunk.



3. EREDMENYEK

3.1. A stresszel szembeni tolerancia vizsgalata

Ezen kisérletek célja az volt, hogy meghatarozzuk a vizsgalt mintak stressztolerancia hatarat,
azaz azt a hidrosztatikus nyomas értéket, melyet a petesejtek, embriok még irreverzibilis
karosodas nelkil képesek atvészelni. E célbdl a célsejteket (egér petesejteket, egér kétsejtes,
in-vitro- és in-vivo-fejl6détt blasztocisztakat, valamint 4-, 24-, és 48-6ras zebradanié
embridkat) kulonb6z6 meértéki stressz-elbkezelésnek tettink ki kulonb6zé hosszusagu
id6tartamokra, és ezt kdvetben vizsgaltuk a megfigyelhetd morfoldgiai valtozasokat és a
fejlédésre vald képességuket. Ezeknek a kisérleteknek a segitségével hataroztuk meg a
késbbbi kisérletekben alkalmazott PTAT kezelés paramétereit, mely kezelés hatasait aztan
egyéb rutin beavatkozasokat (pl. vitrifikacid, in vitro fertilizacié, hitve tarolas) kovetéen

vizsgaltuk.

Az eredmények azt mutattak, hogy az embridk stressz-el6kezeléssel szembeni tolerancigja
fugg az embrié fejlédési stadiumatdl. A kezelések hatasara reverzibilis morfoldgiai eltérések
voltak megfigyelhetdéek, a blasztocisztak lUrege Osszeesett, illetve a blasztomerek mérete
lecsOkkent. Mindegyik vizsgalt mintatipusban sikeresen meghatarozasra kertlt az optimalis
hatasu kezelés erbssége, idétartama, és hémérséklete. A késdbbi kisérletekben az itt
meghatarozott paraméterekkel végeztiik el a kezelést a hosszu taviu hatasok vizsgalatakor, a
zebradanio embridk hitve tarolasat és az egér petesejtek vitrifikacidjat megel6zéen, valamint

a génexpresszios vizsgalatok soran is.

3.2. A stressz-el6kezelés hosszu tavu hatasainak vizsgalata

A kutatbmunkanak ebben a szakaszaban azt vizsgaltuk, hogy a stressz-el6kezelés hosszabb
tavon hatassal van-e az életképességre. E célbdl a hosszabb tava in vitro fejlédést, az
implantaciét, az élettartamot, és a szaporodasra, egészséges utdd létrehozasara vald
képességet vizsgaltuk PTAT-kezelt zebradanidé embridk, valamint PTAT-kezelt, majd

recipiensbe Ultetett egér blasztocisztak esetében.

A zebradanié embridknal a szubletalis mértékl stressz-el6kezelést kdvetéen a kontrollhoz
hasonlo kikelési aranyt, tulélési aranyt, valamint normal morfoldgiat tapasztaltunk a fertilizaciot
kovetd 30 napos medfigyelési idészakban. A stressz-el6kezelésen atesett egér blasztocisztak
recipiensbe ultetését kovetden egészséges ujszulottek keletkeztek, melyek az ivarérés utan
szaporodasra képesek voltak, élettartamuk nem kilénb6z6tt a kontrollokétdl, és egészséges
utdodaik szllettek. Ehhez hasonld, a hosszu tavu hatasokat vizsgald kisérleteket a

kutatdmunka késébbi szakaszaiban is elvégeztink, ekkor mar a PTAT hatasait és egyéb
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eljarasok (hatve tarolas, vitrifikacio, intracitoplazmatikus spermium injektalas, stb.) egyuttes

hatasait vizsgaltuk.

3.3.A PTAT alkalmazasa zebradanié embriok hiitve tarolasahoz

Az eddigi kisérletek folytatasaként a mar meghatarozott mértékl stressz-elékezelést — vagy
mas széval PTAT (Pressure Triggered Activation of Tolerance, azaz nyomas altal kivaltott
ellenalloképesség ndvekedés) kezelést — a zebradaniéo embrié hltve tarolas folyamataba
illesztettik, melynek soran az embriokat 0°C-on tartottuk 24 6ran keresztil. A tulélési aranyt,
a fejlédésre vald képességet, valamint a fejl6dé embridk morfologiajat vizsgaltuk a PTAT
hatasanak értékelése érdekében. Ezen kivill egy tovabbi, a hosszu tavu hatasokat feltarasara
irdnyulo vizsgalatot is végeztunk, melynek soran a PTAT-kezelt, majd hitve tarolt embridkat

az ivarérettség eléréséig felneveltiik, és a szaporoddképességuket vizsgaltuk.

PTAT-kezelt zebradanié embridk a hilitve tarolast (24 6ra, 0°C-on) szignifikansan magasabb
aranyban voltak képesek tulélni (kikelési arany a 6. napon 37.6 + 3.4% vs. 23.0+£3.8%;
szivverést mutato larvak aranya 17.1 + 3.5% vs. 4.3 + 1.7%; PTAT vs. Control, sorrendben).
Emellett a PTAT-kezelt csoportban magasabb aranyban fordultak el morfolégiailag ép
egyedek (42.5 + 23.7% vs. 22.1 £ 14.3%; PTAT vs. Control). Mig a kezeletlen embridok mind
elpusztultak a fertilizaciot kdveté 30. napra, a PTAT-kezelt csoport tagjai képesek voltak elémi

a parosodashoz sziikséges életkort (~90—120 days), és egészséges utddokat létrehozni.

3.4. APTAT alkalmazasa egér petesejtek vitrifikaciojahoz

A kutatdbmunka kovetkez6 fazisaban a korabban meghatarozott mértékii PTAT kezelést az
egér petesejtek vitrifikacios protokolljaba illesztettik be. A kezelés utan a petesejteket
vitrifikaltuk ~ majd  felmelegitettik, intracitoplazmatikus  spermium injektalassal
termékenyitettiik, és blasztociszta allapotig tenyésztettiik. A vitrifikaciot kovetd és a
termékenyitést kovetd tulélés, a fejlédésre valé képesség, valamint a blasztocisztak
sejtszama voltak a kisérlet végpontjai. Ezen kivll a PTAT hosszabb tavu hatasait is vizsgaltuk:
a PTAT kezelt, majd vitrifikalt petesejteket in vitro termékenyitettiik, majd kétsejtes allapotig
vald in vitro tenyésztést kdvetéen az embridkat recipiensekbe beultettiik, a megszileté utédok
egeészségi allapotat és élettartamat nyomon kovettik, majd paroztattuk 6ket, és a keletkezd

kovetkez6 generacioban kerestlk az esetleges malformaciokat, degenerativ betegségeket.

Egér petesejitek PTAT kezelését kovetéen a vitrifikacid/felmelegitést, valamint a
termékenyitést kdvetd tulélési arany hasonlé volt, mint a kezeletlen kontrol esetében (80% vs.
76%; és 73% vs. 68%; PTAT vs. Control, sorrendben). Azonban a kezelés kedvez6 hatasai
megmutatkoztak a késObbiekben a petesejtekbél fejl6dé embridkon, melyek magasabb

aranyban érték el a kétsejtes és a blasztociszta allapotot (73% vs. 57%; és 60% vs. 50%;
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PTAT vs. Control, sorrendben). A kezelés tovabbi hatasaként, a PTAT-kezelt petesejtekbél
fejl6d6 blasztociszta embriok dsszes sejtszama és ezen bellll is az embridcsomo sejtszama
szignifikdnsan magasabb volt (50 vs. 45; és 21 vs. 17; PTAT vs. Control, sorrendben).
Tovabba, a PTAT-kezelt petesejtekbdl keletkezd kétsejtes embridk szignifikansan magasabb
aranyban implantalédtak embridatiltetést kdvetéen (27% vs. 12%; PTAT vs. Control), ezaltal
bizonyitva a kezelés kedvez6 hatasat az embridok minéségére vonatkozéan. A megsziletett

kovetkez6 generacié a kontrollhoz hasonlé volt.

3.5. A génexpresszi6 valtozasai a PTAT hatasara

E kisérlet célja az volt, hogy medfigyeljuk, a PTAT hatédsara milyen valtozasok kdvetkeznek a
beagyazodas el6tti embridkban. El6szor kezeletlen, valamint PTAT-kezelt petesejtekben
vizsgaltuk a génexpresszio eltéréseit. Ezutan a PTAT kezelés hatasait ezekbdl a sejtekbdl
intracitoplazmatikus spermium injektalast koévetden keletkezett négysejtes embridkban
vizsgaltuk annak érdekében, hogy megtudjuk, a PTAT milyen transzkripciés valtozasokat

okoz az embrionalis genom aktivalédasa utan.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a petesejtekben nem okozott transzkripcidés szinti
valtozasokat a PTAT kezelés. Azonban az embrionalis genom aktivalédasa utan, négysejtes
allapotban jelentés hatasokkal birt a PTAT kezelés, mely a riboszomak felépitésével és
mikodésével 6sszefliggd gének mikodésének kifejezett lecsdkkenését eredményezte. Ezen
eredmények segithetik a PTAT hatasmechanizmusanak megismerését, azonban a komplex

folyamatok részletes megértéséhez tovabbi vizsgalatokra van szikség.

12



4. MEGBESZELES

Szamos korabbi kutatas eredményei alapjan 6sszefoglalhato, hogy az ivarsejtek, embriok a
PTAT kezelése kedvezd hatassal bir az asszisztalt reprodukcios eljarasok hatékonysagara.
Jelen kutatéds e korabbi eredményeket megerdsitette, valamint kimutatta, hogy a PTAT

hatassal van szamos gén expresszidjara is.

Petesejtek, himivarsejtek, embridk, vagy éppen embriondlis &ssejtek szubletalis
stresszkezelése megerdsiti  a  sejtek  altaldanos  ellenalloképességét, melynek
eredményeképpen azok mélyhlitést kdvetd tulélése és fejlédésre vald képessége jelentésen
megemelkedik. Ezen eljarasok soran egy sejtspecifikus PTAT kezelés kerul alkalmazasa,
melynek kidolgozasa, az optimalis kezelési paraméterek kivalasztasa minden sejt esetében
egy tobblépcsés kutatas eredménye. Jelen kutatdmunka elsé Iépése soran megvizsgaltuk a
célsejtek stressztolerancia hatarat, azaz megkerestik azt a nyomasértéket, mely még nem
okozott irreverzibilis kdrosodast bennlik. Az eredmények a korabbi kutatasok eredményeivel
O0sszhangban azt mutattak, hogy a hidrosztatikus nyomassal szembeni tolerancia fiigg a

célsejtek tipusatdl és fejlédési allapotatdél, valamint az allatfajtdl is.

A tolerancia vizsgalata utan azt bizonyitottuk, hogy az el6z6 Iépésben megfelelének talalt
stressz-el6kezelés hosszabb tavon sem karositja a célsejteket: stressz-elékezelésen atesett
egér blasztocisztak recipiensbe Ultetése normalis, egészséges utddokat eredményezett,
melyek képesek voltak szaporodni is. Hasonloképpen, 24-6raval a termékenyullés utan
stressz-el6kezelésen atesett zebradanio embridk egészséges egyedekké fejlédtek. Mindezek
alatamasztjak korabbi kutatasok eredményeit, melyek szerint a PTAT-kezelésen atesett friss,
illetve mélyhiitott sertés spermaval végzett inszeminalasokbdl egészséges malacok szilettek.
Szintén egészséges malacok sziletését eredményezte a PTAT-kezelt petesejtek
segitségével végzett sejtmagatiltetéses kldnozas is. Ezen eredmények alapjan a szubletalis

stressz-el6kezelt ivarsejtek, embriok egészséges utddokat eredményezhetnek.

Bar az ivarsejtek, embriok mélyhitéssel valé konzervalasa szamos fajnal sikeresen
alkalmazott eljaras, a zebradanié embriok mélyhitése mind a mai napig nem jart
eredménnyel, szamos kulonb6z6 technika alkalmazasa ellenére sem. A lassu mélyhités
sikertelenségének oka az intracellularis jégkristaly képz6dés, melyen nem segit a
kriprotektansok, vagy az akvaporinok (szelektiv vizcsatornak) alkalmazasa sem. Az embriok
vitrifikacioja szamos halfajnal, igy a zebradanional is kiprobalasra kerult, azonban semelyik
tanulmany sem tudott tulélésrél, a vitrifikacié utani fejlédésre vald képességrél beszamolni. Az
embridmeélyhités sikertelensége miatt a kutatécsoportok inkabb az embridk hitve tarolasa

felé fordultak, mely eljaras talan a mélyh(tés felé vezet6 ut elsé Iépése lehet. A hitve tarolas
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technikaja szintén tokéletesitésre szorul: bar tobbféle hémeérséklet és idétartam kiprobalasra

kerult mar, semelyik esetben sem sikerult kielégitd tulélést és kikelési aranyt elérni.

A jelen kutatdmunka eredményei azt mutatjak, hogy a PTAT technoldgia javitott a hitve tarolt
zebradanio embridk minéségén. A PTAT-kezelt embriok 0°C-on 24 6ran at tartd hitve tarolast
kovetden jelentbsen magasabb tulélési aranyt mutattak, és magasabb aranyban voltak
képesek a tovabbi fejlédésre, és kodzdttik nagyobb aranyban voltak normal morfologiaju
embridk. Korabbi kutatasok nem eredményeztek megfelelé hiitve tarolas utani tulélést sem
zebradanio, sem mas halfajok esetében. Azonban, a PTAT kezelés hatasara a hiitve tarolt
embriokbdl fejl6dd egyedk el tudtak érni az ivarérett kort, képesek voltak a szaporodasra, és
ezdltal sajat orokitdanyaguk tovabbadasara a kovetkez6 generacidnak. Ezek alapjan
Osszefoglalhatd, hogy a PTAT el6kezelés jelent6s elbrelépést eredményezett a zebradanio
embriok hiitve tarolasaban, lehetévé tette a PTAT-kezelt embriok hosszu tavu tulélését,
ezaltal lehetéséget biztositva a zebradanié embridk laboratériumok koézotti egyszeriibb
szdllitasara és a génmeg6rzésre. Ezen felul, mivel az embridk fejlédése szlnetel a hitve
tarolas ideje alatt, e mudszer segitségével késleltethet, szinkronizalhaté az embridk

fejlédése.

A human petesejtek mélyhlitése az embriék mélyhiitésének alternativajaként hasznalhato
egyes orszagokban etikai, erkdlcsi, térvényi szabalyozasbeli okok miatt, mely segitheti a
petefészek stimulacids ciklusok maximalis kihasznalhatésagat, valamint a daganatos betegek
termékenységének megdrzését. Jelen kutatas soran a human medd&ségi centrumokban
hasznalatos eljarasok alkalmazasaval egy tobb |épésbél allé kisérletsorozatot hajtottunk
végre egér petesejteken. A kutatas végpontjainak késdbbre helyezésével a petesejteken

végzett beavatkozasok hosszabb tavu hatasait és biztonsagossagat is vizsgaltuk.

A kezeletlen és PTAT-kezelt egér petesejtek vitrifikaciot kovetd talélése nem kilonbozott, bar
szamszer( eltéréseket mar itt is tapasztaltunk a kezelt csoport javara. A tovabbi fejl6dés soran
azonban a kétsejtes embriok aranya, a blasztocisztdk aranya, a blasztocisztak
embridcsomojat alkotd sejtek szama, és ami mind kozil a legfontosabb, az embridtranszfert
kovetéen a megsziletett utddok aranya szignifikansan magasabb volt a vitrifikaciot
megel6zden PTAT-kezelésen atesett petesejtekbdl fejl6db embridk esetében. Az eredmények
Osszefoglalva azt mutattak, hogy a petesejtek kezelése esetében a PTAT kezelés kedvezd
hatdsa az embrionalis fejlédés soran egyre jelentésebb lesz. A kezeletlen és PTAT-kezelt
petesejtekbdl a vitrifikacio és felmelegités, majd a termékenyités utan keletkezd kétsejtes
embridk recipiensbe Ultetését kdvetbéen az utddokat felneveltiik, nyomon kovettik az
élettartamukat, valamint paroztattuk 6ket. A kOvetkezd generacio élettartama, egészségi
allapota, és szaporodasra vald képessége a kezeletlen kontrollokétol nem kulonbozott. Bar a

vizsgalt allatok szama nem teszi lehetévé az utddok egészségeének, életképessegenek
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mélyebb 6sszehasonlitasat, a kezelt csoportban az embrionalis fejlédés soran mindvégig
tetten érhetd elébnydk késébbi életkorban vald vizsgalata céljabdl a kisérlet nagyobb létszamu
mintan valé megismétlését tervezzilk. Mindezen eredmények alapjan a PTAT kezelés a
késébbiekben talan a human petesejtek vitrifikacidos protokolljaba is beilleszthetd lesz, a

medddségi kezelések hatékonysaganak ndvelése, és a termékenység megbrzése céljabal.

A kezeletlen és PTAT-kezelt egér petesejtek, és a termékenyités utan beldlik fejl6dé
négysejtes embridk génexpresszios vizsgalatai eltéré eredményeket hoztak. A PTAT kezelés
nem okozott azonnal detektalhaté valtozasokat a petesejtek transzkriptumaban, ezzel
szemben az e sejtekbdl fejl6dé négysejtes embridk génexpresszidjaban a kezeletlen és a
kezelt petesejtekbdl fejl6dé embriok koézodtt jelentés kildnbségek voltak mérheték. Hogy
betekintést nyerjink a valtozasokat okozd molekularis szintlih mechanizmusokba,
megvizsgaltuk, hogy a megvaltozott mikodésl gének milyen funkcidval birnak a sejtekben.
A vizsgalat azt mutatta, hogy nagyszamu, a transzlacié folyamataval &sszefiiggd gén
mikodése mutatott valtozast, mely valtozas az esetek tulnyomo tdbbségében az expresszio
csOkkenése volt. Ez a massziv csOkkenés azt sugallja, hogy a PTAT hatasara a riboszémak
Osszeszerelése, és emiatt a fehérjetermelés is jelentésen lecsdkkent a preimplantaciés
fejlédés soran. Ezen eredmények 6sszhangban vannak a baktériumok esetében mar leirt
jelenséggel, mely szerint magas nyomas hatasara a baktériumok riboszémai lebomlanak. Ez
az E. coli-ban megfigyelt riboszéma disszociacié alacsonyabb nyomas esetében reverzibilis,
€s a nyomas megszlinése utan a fehérjetermelés Ujra megkezdédik. Mindez alatamasztja
jelen tanulmanyunk eredményét is, miszerint a petesejtek megfeleléen kivalasztott
paraméterekkel végzett PTAT kezelése bar atmenetileg csdkkent fehérjetermelédést okoz,
azonban a beléluk fejl6dott embridk fejlédési kompetenciaja, a blasztocisztak sejtszama, és a
megsziletett utddok aranya szignifikdnsan magasabb a kezelést nem kapott kontrollokénal.
Bar eredményeink bemutatnak egy lehetséges mikodési mechanizmust, mely kdzelebb vihet
minket ahhoz, hogy megértsik, a PTAT kezelés hogyan fejti ki kedvez6é hatasat, a teljes

folyamat megismeréséhez még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
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. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Meghataroztuk az egér petesejtek, valamint kilonb6z6 fejl6dési stadiumban levd egér és

zebradanio embridk stressz toleranciajanak hatarat

. Bizonyitottuk, hogy a stressz-el6kezelés nem birt hosszutavu karos hatassal az egér
petesejtekre, egér és zebradani6 embridokra. A kezelt mintakbol fejl6dé egyedek

élettartama, szaporoddéképessége, és utddai nem kiilénbdztek a kontrollokétél.

. lgazoltuk, hogy a zebradani6 embriok hitve tarolasa el6tt elvégzett PTAT kezelés
szignifikans emelkedést eredményezett a tulélési és a fejlédési aranyban, valamint a
hGtve tarolason atesett embridkat, hogy életben maradjanak az ivarérett korig,

szaporodjanak, és egészséges utdédokat hozzanak létre.

. Bemutattuk, hogy az egér petesejtek PTAT kezelése megemelkedett vitrifikaciot kovetd,
illetve fertilizaciot kovetd tulélési aranyt eredményezett, hatasara szignifikanysan megnétt
a kétsejtes, valamint a blasztociszta allapotot elér6 embriék aranya. A PTAT-kezelt
petesejtekbdl fejl6dd blasztocisztak magasabb Osszes sejtszammal, és szignifikansan
magasabb embriocsomd sejtszammal rendelkeztek. A recipiensekbe Ultetett kétsejtes
embridk szignifikansan magasabb aranyban implantalddtak, és okoztak életképes utédok
szlletését. A megsziiletett utddok élettartama és szaporoddképessége nem kulonbdzott a

kontrollokétol.

. Elvégeztik az els6 atfogo, teljes egérgenomra kiterjed6 génexpresszios vizsgalatot az egér
petesejtek PTAT-re adott valaszanak megismerése céljabol. A PTAT kezelés utan
kozvetlenul a petesejtekben nem volt kimutathatd valtozas a kezelés kovetkeztében.
Azonban az embrionalis genom aktivalédasa utan, négysejtes allapotban a PTAT-kezelt
petesejtekbdl fejlédé embridkban a riboszomak felépitésével és miikodésével 6sszefiiggd

génmiikddések szignifikans csdkkenést mutattak.
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