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Roviditések jegyzéke

ACSA adenilat ciklaz stimulald aktivitas

Adcyap1 PACAP-ot kédolo gén

Adcyap1r PACAP 1. tipusu receptort kddolo gén

Bad Bcl-2 agonist of cell death

Bax Bcl-2-associated X protein

Bcl B-sejtes limféma

Bcl-2 B-sejtes limféma 2

Bcl-xL extra nagy B-sejtes limféma

cAMP ciklikus adenozin-monofoszfat (cyclic adenosine monophosphate)
CASA Computer-asszisztalt sperma analizis

cDNS komplementer-dezoxiribonukleinsav (complementer deoxyribonucleic acid)
CPA krioprotektans anyag

CRH kortikotropinfelszabadité hormon

Ct klszdbciklus (Threshold cycle)

DMSO dimetil-szulfoxid

DSS dextran- szulfat-natrium

eCG kanca choriogonadotropin (equine chorionic gonadotropin)
EG etilén-glikol

EGFR epidermalis névekedési faktor receptor

EM Equilibraciés Médium

ErbB4 erb-b2 receptor tyrosine kinase 4

ERK extracellularis szignal szabalyozott-kinaz

FBS magzati szarvasmarha-szérum (fetal bovine serum)

FSH follikuluszstimulalé hormon

Gapdh glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenazt kédold gén

GHRH ndvekedési hormon felszabadité hormon

GnRH gonadotropinfelszabadité hormon

Hbegf HB-EGF-et kddold gén

HB-EGF heparin binding epidermal growth factor - like growth factor
hCG human choriogonadotropin

ICM embribcsomo

JNK Jun N-terminalis-kinaz

KO génhianyos (knock-out)

LH luteinizalé hormon

LME altalanos lineéris kevert modell
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MAPK mitogén aktivalt protein-kinaz

mRNS hirvivé ribnukleinsav (messenger ribonucleic acid)
OPS open pulled straw

p38MAPK p38 mitogen aktivalt protein-kinaz

PAC1R PACAP 1. tipusu receptor

hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (pituitary adenylate cyclase-

PACAP activating polypeptide)

PACAP KO PACAP génhianyos (knock-out)

PACAP27 PACAP 27 aminosavbdl allé formaja

PACAP38 PACAP 38 aminosavbdl allé formaja

PBS foszfat pufferes séoldat (phosphate buffered saline)

PFA paraformaldehid

Pl propidium-jodid

PKA protein-kinaz A

Ptgs2 prosztaglandin-endoperoxid-szintazt kddoloé gén
kvantitativ real-time polimeraz-lancreakcié (quantitative real-time polymerase

qPCR chain reaction)

RIA radioimmunoassy

ROS reaktiv oxigéngyok

SM szukréz médium

™ tenyésztd médium

TRH tireotropinfelszabaditd hormon

VIP vazoaktiv intesztinalis peptid

WHO Egészségugyi Vilagszervezet (World Health Organization)

ZP zona pellucida



1 Osszefoglalas

Az hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (PACAP) a vazoaktiv intesztinalis peptid
(VIP)/szekretin/glikagon szupercsaladba tartozé neuropeptid. A PACAP
aminosav-szekvenciai a kilénb6zd gerincesekben 84-100%-0s azonossagot mutatnak. Erés
konzervaltsaga arra utal, hogy a PACAP fontos élettani folyamatokban vesz részt. Szerepet
jatszik az értagitasban, az immunmodulacidban, a citoprotekcidban és a gasztrointesztinalis,
kardiovaszkularis, l1égzdszervi és reprodukcios folyamatok szabalyozasaban. Szabalyozza
tobbek kozott az inzulinszekrécidt, a sejtciklust, a differencialédast és a sejthalalt. A PACAP
hianya knock-out (KO) allatokban szamos biokémiai és patofizioldgiai elvaltozashoz vezet, ide
tartozik az endokrin zavarok és gyulladasos allapotok kialakulasa. Az ivarszervekben észlelt
nagy mennyisége hivta fel a figyelmet arra, hogy a PACAP kozponti szerepet jatszhat a
szaporodasbiologiai folyamatokban is. Megfigyelték, hogy tobb szinten is befolyasolja a
termékenységet és a reprodukciét. Autokrin és parakrin folyamat révén hatassal van a
gonadotrop hormonok termel6désére és kibocsatasara, expresszidja differencialtan
szabalyozott a ciklus soran és fontos szerepet jatszik a preantralis folliculusok névekedésének

vizsgalatokban alacsonyabb implantacios ratat figyeltek meg.

A fenti irodalmi adatok alapjan szerettik volna megvizsgalni szerepét a reprodukcio
kuldnb6zd szintjein, valamint és antiapoptotikus hatasat kihasznalva megvizsgalni, hogy a
kils6leg adagolt PACAP elénydsen befolyasolja-e az asszisztalt reprodukcids eljarasok
sikerességét. Megvizsgaltuk az endogén PACAP hatasat a néstények ciklusara, a
preimplantaciéos embridk fejlédésére és az implantacié esélyére (egy beagyazddasra hatéd
ndvekedési faktor, a HB-EGF génexpresszidjanak mérésével), valamint himek esetében a
spermiumok motilitdsara és morfologiajara. Exogén PACAP esetében megnéztik hatasat az
in vitro embridtenyésztés, embridk vitrifikacidja, valamint spermiumok mélyhitése soran.
Vizsgalataink tdbbségéhez az egeret valasztottuk modellallatnak. Kisérleteinket BDF1
egértorzs 10-12 hetes egyedein, valamint CD1 egértdorzs 10-12 hetes vad tipusu (PACAP-pal
rendelkezé, kontroll) és PACAP KO (génkiutott) egyedein végeztuk. Az exogén PACAP
spermiumok mélyhitése soran valo alkalmazhatosaganak vizsgalatat a nagyobb volumen és
a kevésbé invaziv beavatkozas miatt kutyak ivartalanitadsabdl szarmazo mellékherékbdl nyert

spermiumokon végeztuk.

NGstények dsztruszciklusanak vizsgalata soran nem talaltunk szignifikans kulonbséget a
vad tipusu és PACAP KO egerek hormontermelése kozott. Preimplantacidos embridfejlédésre
gyakorolt hatasanal megfigyeltik a génhianyos embriok magasabb DNS fragmentacidjat.

Génexpresszidos mérések soran, a vemhesség 4. napjan szignifikansan nagyobb volt az



embriéval rendelkez8, vemhes néstények méhszoveti Adcyap1 (PACAP-ot kédold gén) és
Hbegf (HB-EGF-t kddolé gén) relativ expresszioja. Tovabba PACAP esetében szignifikans
kapcsolatot talaltunk a méhszoéveti expresszid és az embriok fejlettsége kozoétt. A ndstény
méhszéveti expresszidjanak 0,001-gyel vald emelkedésével 3,92-szer nagyobb eséllyel
fordulnak el6 blasztociszta fejlettségli embridk. HB-EGF esetében pedig szignifikansan
magasabb expressziét mértink az egyre fejlettebb embridkban, ugyanakkor a méhszoéveti
expresszios szint nem befolyasolta az embriok fejlettségi allapotat. Ezen felul, korrelaciot
talaltunk a méhszdveti és embrionalis expresszids szintek kdzott. A korrelacios egyttthatokbol
gyenge pozitiv kapcsolat latszik, mind az Adcyap1 és a Hbegf szbveti relativ expresszidja
kozoétt, mind pedig a Hbegf méhszdveti és az embridk Hbegf relativ expresszidja kozott,
ugyanakkor az Adcyap1 szdveti és az embridk Hbegf relativ mRNS szintje kdzotti korrelacios

egyutthaté nem kilonbozik szignifikansan a nullatol.

PACAP KO és vad tipusu himeken végzett vizsgalataink alapjan nem talaltunk szignifikans

kGldnbséget sem a spermiumok motilitdsaban sem a morfolégiaban.

Embridk esetében az exogén PACAP in vitro alkalmazéasa soran szignifikdnsan csokkent
a DNS fragmentacié a 8 uM PACAP-pal kezelt csoportban a kontrollhoz képest. Mélyhités
soran valé alkalmazasakor a 2 uM PACAP-pal (EM2) kezelt csoport esetében szignifikansan
nagyobb tovabbfejlédési aranyt tapasztaltunk a felolvasztast kéveté 24 oraban a vitrifikalt
kontrollhoz képest, valamint magasabb Hbegf expressziét figyeltiink meg a friss embridkhoz

képest.

A PACAP spermiumok mélyhltése soran valdé alkalmazasakor a 4 uM illetve 8 uM
PACAP-pal kezelt csoportban nem volt szignifikans eltérés a friss spermiumok motilitdsahoz
képest, mig a kontroll és 2 uM esetében szignifikans cstkkenést tapasztaltunk. A normal
morfoldgiat, és az akroszéma reakciét mutatd spermiumok tekintetében nem volt szignifikans

kllénbség az egyes csoportok kozoétt.

Fenti vizsgalataink alapjan tehat megallapitottuk, hogy az endogén PACAP-nak
citoprotektiv szerepe van a preimplantaciés embriofejlédés soran a DNS fragmentacioval
szemben, pozitiv hatassal van a preimplantacios embrid minéségére, hianyaban a
mikronukleuszok aranya n8, mely csdkkenti az implantaciés képességet. Feltehetéen serkenté
hatassal van a preimplantacios embriok fejlédésére, erre utalhat, hogy méhszdveti
génexpresszidjanak noévekedésével ndvekszik a fejlettebb embridk eléfordulasi esélye. A
preimplantacios embriok fejlédésére gyakorolt pozitiv hatast az exogén PACAP
preimplantaciés embrid tenyésztése soran valé alkalmazasaval is igazoltuk. Az exogén

PACAP preimplantacios embrié tenyésztése soran valé alkalmazasa javitia az embridk



min6ségét, csokkenti a DNS fragmentaciot és sejtvédé anyagként vald alkalmazasa mind

embrid, mind spermium esetében doézisfliggé mdédon emeli a krioprezervacio utani tulélést.



2 Summary

The pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) is a neuropeptide
belonging to the vasoactive intestinal peptide (VIP)/secretin/glucagon superfamily. The amino
acid sequences of PACAP show 84-100% identity in different vertebrates. Its high conservation
suggests that PACAP is involved in important physiological pathways. It plays a role in
vasodilation, immunomodulation, cytoprotection and regulation of gastrointestinal,
cardiovascular, respiratory, and reproductive processes. It also regulates insulin secretion, cell
cycle, differentiation, and cell death. The absence PACAP in knock-out (KO) animals leads to
a variety of biochemical and pathophysiological abnormalities, including endocrine disruption
and inflammation. The high levels of PACAP found in the reproductive organs have suggested
that PACAP may also play a central role in reproduction. It has been observed to affect fertility
and reproduction at several levels. It affects the production and release of gonadotropic
hormones through an autocrine and paracrine process, its expression is differentially regulated
during the cycle, and it plays an important role in regulating of the growth and differentiation of
preantral follicles. Lower implantation rates have been observed in studies using PACAP gene-

deficient mice.

Based on the above literature data, we wanted to investigate its role at different levels of
reproduction and to test whether externally administered PACAP has a beneficial effect on the
success of assisted reproductive techniques by exploiting its anti-apoptotic effect. We studied
the effects of endogenous PACAP on the female cycle, preimplantation embryo development
and implantation probability (by measuring the gene expression of an implantation growth
factor, HB-EGF), and on sperm motility and morphology in males. In the case of exogenous
PACAP, its effects were examined during in vitro embryo culture, embryo vitrification and sperm
cryopreservation. Mice were chosen as the model animal for most of our studies. Our
experiments were performed on 10-12 week old BDF1 mice and on 10-12 week old wild type
(PACAP control) and PACAP KO (gene knock-out) CD1 mice. The feasibility of using
exogenous PACAP for cryopreservation of spermatozoa was tested using spermatozoa
obtained from the epididymides of castrated dogs due to the higher volume and less invasive

procedure.

When examining the estrous cycle of females, we found no significant difference in
hormone production between wild-type and PACAP KO mice. In terms of the effect on
preimplantation embryo development, we observed higher DNA fragmentation in gene-
deficient embryos. Gene expression measurements, at day 4 of pregnancy showed
significantly higher relative expression of Adcyap? (gene encoding PACAP) and Hbegf (gene

encoding HB-EGF) in the uterine tissue of pregnant females with embryos. Furthermore, in the
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case of PACAP, a significant relationship was found between uterine tissue expression and
embryo development. With the elevation of Adcyap? expression by 0.001 gives 3.92-fold
greater chance to a more advanced embryo. In the case of HB-EGF, we measured significantly
higher expression in embryos with increasing development, but uterine tissue expression
levels did not influence embryo development. We also found a correlation between expression
levels in uterine tissue and embryos. The correlation coefficients show a weak positive
relationship between both Adcyap? and Hbegf relative expression levels in the uterine tissue
and also between uterine Hbegf and embryonic Hbegf relative expression levels. While the
correlation coefficient between the uterine Adcyap1 and embryonic Hbegf relative mRNA levels

is not significantly different from zero.

Based on our studies in PACAP KO and wild-type males, we found no significant difference

in either sperm motility or morphology.

When exogenous PACAP was applied to embryos during the in vitro culture, DNA
fragmentation was significantly reduced in the 8 uM PACAP-treated group compared to the
control. Applying it during vitrification, the 2 uM PACAP (EM2)-treated group showed a
significantly higher rate of development at 24 hours post-thaw than the vitrified control, and

higher Hbegf expression compared to fresh embryos.

The use of PACAP during cryopreservation of spermatozoa, showed no significant
differences in motility between fresh spermatozoa and those treated with 4 uM and 8 uM
PACAP, but a significant decrease was observed in the control and 2 uM PACAP-treated
groups. There were no significant differences between the groups in spermatozoa with normal

morphology and acrosome defects.

Based on the above studies, we conclude that endogenous PACAP plays a cytoprotective
role against DNA fragmentation during preimplantation embryo development, has a positive
effect on preimplantation embryo quality and, in the absence of endogenous PACAP, increases
the percentage of micronuclei, which reduces implantation ability. It may have a stimulating
effect on the development of preimplantation embryos, as indicated by the fact that the
increase in gene expression in the uterine tissue increases the chance of more advanced
embryos. The positive effect on the development of preimplantation embryos has also been
demonstrated by the use of exogenous PACAP in preimplantation embryo culture. The use of
exogenous PACAP in preimplantation embryo culture improves embryo quality, reduces DNA
fragmentation and increases post-cryopreservation survival in both embryos and spermatozoa

in a dose-dependent manner.
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3 Bevezetés

A human asszisztalt reprodukcids eljarasok soran rutin technikanak szamit a
preimplantacios embriétenyésztés, az embriok és a spermiumok mélyh(itése, valamint az
embriébelltetés. Bizonyitott tény, hogy a nék legfertilisebb id6szaka 25-30 év kozo6tt van. 35 év
felett jelentés mértékben csdkken a teherbeesés valoszinlisége, mikdzben a vetélések esélye
exponencidlisan né (Dunson et al., 2002). A tapasztalatok szerint 43 éves kor utan a
teherbeesés valdszinlisége mar igen alacsony. Napjainkban mégis né az a tendencia,
miszerint a n6k egyre késbébb vallalnak gyermeket a 20-30 évvel ezel6tti id6szakhoz képest,
igy az esetleges medddseégi problémakra is késdbb derul fény, amikor mar sokkal kevesebb
j6 minéségd ivarsejt, illetve embrié all rendelkezésre az asszisztalt reprodukcios eljarasokhoz,
igy ezek megdbrzése, esetleges minéségbeli javitasa Iétfontossagu az in vitro eljarasok soran.
Uj iranyelvként jelent meg a klinikakon az tigynevezett ,Single Embryo Transfer”, amely soran
csupan egy embrid kerul belltetésre, ezzel csdkkentve az ikerterhességek el6fordulasi
esélyét, ami mind az anyara, mind a magzatokra nézve komplikacidkkal jarhat. A ciklus soran
megtermékenyitett egészséges tdbblet embriét a késébbi felhasznalas érdekében pedig
mélyhatik. A krioprezervalas folyamata soran a sejtek stressznek vannak kitéve,
életképességuk és minéségik csdkken, az implantaciods arany 16,6%-ra esik vissza (Valojerdi
et al., 2009). Szamos noOvekedési faktor és citokin jatszik szerepet az embriok
beagyazddasanak és/vagy az endometrium receptivitdsanak szabalyozasaban, mégis a
molekularis mechanizmusa emberben és allatokban egyarant, a mai napig kevéssé ismert. A
téma jelentéségénél fogva nagyon fontos lenne, hogy kdzelebbrél megismerjik a folyamatot.
Az eredmeények és tapasztalatok hozzasegithetnek benninket ahhoz, hogy a human
reprodukcios Kklinikai gyakorlatban olyan Uj kezelési moddszereket tudjunk alkalmazni,
amelyekkel a beagyazodassal kapcsolatos problémak miatt meddd parokat eredményesen
lehet kezelni. A korai vetélések meglehetésen nagy szazaléka (25-40%) (Wilcox et al., 1988)
az implantacié alatt vagy kézvetlenll utana kévetkezik be, mely arra enged kévetkeztetni, hogy
a beagyazodas folyamata soran térténik hiba. Bar a human asszisztalt reprodukciés eljarasok
napjainkban mar meglehetésen kifinomultak, az implantaciés folyamatok kevéssé ismertek,
ami komoly akadalyozé faktor, igy a sikertelen beagyazddas az egyik vezetd korlatozo tényezé

az asszisztalt reprodukcios eljarasok soran (Norwitz et al., 2001).

Mindezeket figyelembe véve kutatasunk soran célul thztuk ki, hogy mélyebben
megismerjuk a hipofizis adenilat ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP) reprodukciora gyakorolt
hatasat, valamint in vitro embrié tenyésztés és vitrifikacié soran valé alkalmazasanak
lehet6ségeit és a bovild ismeretek segitséget nyujtsanak az asszisztalt reprodukcios eljaras

kilénb6zb Iépéseinek tovabbfejlesztésében.
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4 Irodalmi attekintés

4.1 A hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

4.1.1 A PACAP felfedezése

Az adenohypophisis aktivitasat a hypothalamus parvocellularis teriletén termelt
hypophyseotrop hormonok szabalyozzak. A hypothalamus felszabadité hormonjai esetében
megfigyelték, hogy stimulaljak az agyalapi mirigy sejtjeiben az adenilat ciklaz aktivitasat és
ezaltal névelik a ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) szintet (Vale et al., 1981; Guillemin et
al., 1982). Mind intracellularis, mind extracellularis cAMP névekedést figyeltek meg az in vitro
tenyésztett hypophysis sejtekben, amely a névekedési hormon felszabadité hormon (GHRH)
(Bilezikjian & Vale, 1983; Culler et al., 1984), és kisebb mértékben a kortikotropinfelszabaditd
hormon (CRH) (Labrie et al., 1982) esetében volt a legszembetiinébb. A
gonadotropinfelszabadité hormon (GnRH) (Borgeat et al., 1974) és a tireotropinfelszabadito
hormon (TRH) (Bowers, 1971) szintén ndveli a cAMP felhalmozddast, habar ezen hormonok

esetében a cAMP nem feltétlenll jatszik alapvet6 szerepet a gonadotropin és a tireotropin

Miyata és Arimura mindezeket figyelembe véve lehetségesnek tartottdk egy Uj
hipotalamikus hormon felfedezését az agyalapi mirigy adenilat ciklaz stimulalé aktivitasanak
(ACSA) medfigyelésével (Miyata et al., 1989). 4370 darab juh hypothalamus szovetet
gyujtottek, melyeken elkezdték vizsgalni, hogy a hypophysis adenilat ciklaz aktivalé anyagok
fizikokémiai szempontbdl kilénbdéznek-e a mar ismert hypothalamus felszabadité
hormonoktdl. Az extrakcié soran, a dominans ACSA-t tartalmazdé frakciokat liofilizaltak, majd
in vitro patkany hypophysis sejtkulturan vizsgaltak az ACSA szintjiket (Culler et al., 1984
alapjan). 3 6ras inkubalas utan radioimmunoassay (RIA) technikaval hataroztak meg a cAMP
felhalmozddas mértékét a tenyészt6 médiumban. Az eredmények alapjan a GHRH-énal
kisebb, ugyanakkor jelentésen nagy ACSA volt megfigyelheté a sejtkultiraban, ezért célul
thzték ki, az egyik ilyen anyag meghatarozasat. Egy jelentés ACSA-val rendelkezd peptidet
sikerult izolalniuk. Ezt a 38 aminosavbdl allé bazikus, amidalt neuropeptidet, hipofizis

adenilat-ciklaz aktivald polipeptidnek, réviden PACAP-nak nevezték el (Miyata et al., 1989).

A PACAP szekvenciaja tartalmaz egy belsé hasité helyet, ami arra utal, hogy létezik egy
27 aminosav-szalas alfa-amidalt polipeptid fragmentum is. Miyata és munkatarsai 1 évvel
késébb izolaltak juh hypothalamus extraktum egyik mellék frakciojabdél a rovidebb, 27
aminosavbdl all6 PACAP27-t, melynek N terminalisa megegyezik a PACAP38-cal, ugyanakkor
sokkal kisebb mértékben van jelen a szévetben (Miyata et al., 1990). APACAP27 szekvencijja

68%-0s homoldgiat mutat a vazoaktiv intesztinalis polipeptiddel (VIP), amely azt mutatja, hogy
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a PACAP a szekretin/glukagon/VIP peptid szupercsalad 0j tagja (Campbell & Scanes, 1992;
Rosselin et al., 1982; Segre & Goldring, 1993; Vaudry et al., 2009).

4.1.2 A PACAP el6fordulasa

A PACAP a legkonzervativabb tagja a szekretin/glukagon/VIP peptid szupercsaladnak a
nukleotidok és aminosavak hossza- és szekvenciaazonossaga tekintetében. A felfedezése
utani elsé 10 évben 16 gerinces allatban azonositottak, mint példaul ember (Miyata et al.,
1990; Ohkubo et al., 1992), egér (Okazaki et al., 1995; Yamamoto et al., 1998), patkany (Ogi
et al., 1990), juh (Miyata et al., 1989, 1990), tyuk (McRory et al., 1997), gyik (Pohl és Wank,
1998), béka (Chartrel et al., 1991), lazac fajok (Parker et al., 1993, 1997), harcsa (McRory et
al., 1995) és raja (K. Matsuda et al., 1998).

4 N

PACAP % azonossag
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lazac(Bfa])] @ =00 sseeeiessesisisnevasiesse dseensee R..YRS. 89
harecsa === cececcccssscescccscncssnscns R..R..FR.. 89

- /

1. abra A PACAP aminosav szekvenciaja a klilbnb6z6 gerincesekben. Az azonos
aminosavakat pontok jelblik, mig az eltér6ket az aminosavak egybet(s kdja
mutatja.(Sherwood et al., 2000 alapjan)

A PACAP bioldgiailag aktiv régidjanak szerkezete rendkivul konzervativ, 27 aminosavas
szekvencigjan belll szinte teljesen megmaradt az evolucié soran a halaktdl az eml&sdkig
(1. dbra), amelyek mintegy 380 millié évvel ezel6tt valtak el egymastdl (Chartrel et al., 1991;
Hoyle, 1998; Sherwood et al., 2000; Vaudry et al., 2009). Mindez arra utal, hogy ez a peptid

alapvetd biolégiai funkcidkat tolthet be.

4.1.3 A PACAP elofordulasa a szervezetben

A PACAP felfedezését kdvetben elkezdték vizsgalni a peptid eloszlasat emlésdk (Arimura
et al., 1991; Ghatei et al., 1993; Kivipelto et al., 1992; Kéves et al., 1991; Vigh et al., 1991) és
kétéltlek (Yon et al., 1992) agyaban. Patkanyokon végzett kisérlet soran, a RIA mérések
alapjan a legnagyobb koncentracidoban a hypothalamus régidban taldlhaté (Arimura et al.,
1991; Ghatei et al., 1993), tovabba medgfigyelték, hogy a PACAP38 a dominans forma, a
PACAP27 minddssze csak 10%-ban van jelen (Arimura et al., 1991; Ghatei et al., 1993;
Hannibal et al., 1995; Masuo et al., 1993; Piggins et al., 1996). A PACAP-tartalmu neuronok,

azonban nem korlatozédnak a hypothalamus teruletére, hanem széles korben megtalalhatoak
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a kulénb6zé agyi régiokban (Gonzalez et al., 1998), mint példaul a cerebralis cortex, az
amygdala, hippocampus, tobozmirigy, feketeallomany, hid, kisagy (Ghatei et al., 1993;
Hannibal, 2002). Valamint a limbikus rendszerben szerepet jatszik a szinapszisok
kialakulasaban (Kondo et al.,, 1997; Kozicz et al., 1997) és szamos szimpatikus neuron
neurotranszmisszidjaban is részt vesz (Brandenburg et al., 1997; Chibaa et al., 1996; S. Y. Wu
& Dun, 1997; Sherwood et al., 2000).

A periférids szervekben, akarcsak az agyban a PACAP38 a f6 molekularis forma, a
PACAP27 csak kisebb részben van jelen, példaul herében alig kimutathaté (Arimura et al.,
1991). A PACAP széles korben kifejez6dik a gyomor-bélrendszerben (Horvath et al., 2016;
Reglodi, et al., 2018b; Rytel et al., 2021; Toth et al., 2020). Hat a kiilonb6zé bélfolyamatokra,
beleértve a motilitast (Fujimiya és Inui, 2000), a ndvekedési faktorok bélszekrécidjat (Al-Qudah
et al.,, 2015) és az intersticialis Cajal-sejtek aktivitasat (M. J. Wu et al., 2015). Szamos
kutatécsoport vizsgalta a dextran- szulfat-natrium (DSS) altal kivaltott vastagbélgyulladas
esetén a PACAP pozitiv hatasat. Azuma és munkatarsai csdkkent proinflammatorikus citokin
szintet tapasztaltak a proximalis és disztalis vastagbélben PACAP KO egerekben (2008), mig
Nemetz és munkatarsai (2008) sulyosabb klinikai tlineteket figyeltek meg a KO egyedeknél.
Tovabba a gasztrointesztinalis traktus kiulonb6zé szegmenseiben részt vesz a gyulladasos
allapotok és a neuronalis karosodast kovetd helyredllitasi folyamatokban, valamint az

intoxikacio és a neoplasztikus folyamatok szabalyozasaban is (Karpiesiuk és Palus, 2021).

A PACAP jelen van mind az exokrin hasnyalmirigyben, mind az endokrin
Langerhans-szigetekben (Kdves et al., 1993; Toth et al., 2020). Fridolf €és munkatarsai figyelték
meg, hogy stimuldlja a glikagonszekréciét (Fridolf et al., 1992), ezen kivul serkenti az
amilazszekréciot (Kashimura et al., 1991), és az inzulinszekréciot (Kawai et al., 1992). Yada
és munkatarsai kimutattak, hogy a PACAP az inzulinszekrécié rendkivul er8s stimulatora és

gliikéz figgé médon stimulalja az inzulin felszabadulasat (Yada et al., 1994).

A PACAP és receptorai széles korl elterjedését irtdk le a vesében és az also
hugyutakban, ahol szerepet jatszik a vizeleturitésben, a vérellatasban, a hormontermelésben
és a gyulladasi folyamatok szabalyozasaban (Heppner et al.,, 2019; Ojala et al., 2019).
Szamos tanulmany kimutatta a PACAP és receptorainak fontos szabalyozo funkciéjat a hdlyag
keresztul (Reglédi et al., 2012a; Arms és Vizzard, 2011; Yoshiyama és de Groat, 2008a,
2008b). May és Vizzard (2010) PACAP génhianyos egerekben hélyagmiikddési zavarokat és
megvaltozott szomatikus érzékenységet tapasztaltak. Megndvekedett holyagkapacitast,
interkontrakcios intervallumot és detrusor kontrakcidos id6tartamot, valamint nagyobb

mennyiségl vizelet reziduumot és csokkent szomatikus stimulaciora valo érzékenységet
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figyeltek meg. Human tanulmanyokbdl csak kevés all rendelkezéstinkre, ugyanakkor a PACAP
csOkkent expresszidjat figyelték meg stressz altal kivaltott hugyuti inkontinenciaban szenvedé
et al, 2008). Mindezek mellett megfigyelték a PACAP szerepét a vizeletlrités idegi
szabalyozasaban is. A gerincveld atvagasa megszakitia a vizeletiritési reflexpalyat. A
gerincvel$ atvagasa utan jelentésen megndvekedett a PACAP immunreaktivitasa a vizelési
reflexben résztvevd gerincvel6i szegmensekben és a dorzalis gyokér ganglionokban (de Groat
és Yoshimura, 2010; Vizzard, 2006; Zvarova et al., 2005).

A kdzponti kardiorespiratorikus szabalyozasban a PACAP szerepe még nem
egyértelmien tisztazott. Megfigyelhetd a szivben és az aortaban (Vaudry et al., 2000; Dickson
és Finlayson, 2009; Farnham és Pilowsky, 2010), csakugy, mint receptora (Miyata et al., 1998;
Wong et al., 1998). Tovabba receptora megtalalhaté az erekben, beleértve az artériakat,
arteriolakat és kapillarisokat (Koéves et al., 1990; Cardell et al., 1991; Huang et al., 1993;
Fahrenkrug et al., 2000). Megfigyelheté a Iégutakban is, kezdve a légcsé simaizomkotegein,
erein at, egészen a bronchiolusokig (Cardell et al., 1991; Uddman et al., 1991; Hauser-
Kronberger et al., 1996; Shigyo et al., 1998). Cummings és munkatarsai kimutattak, hogy
kritikus szerepet jatszik az ujszulottkori |€gzés szabalyozasaban stressz esetén, melyet a
légzési ritmus szabalyozasara vezettek vissza PACAP génkiutott ujszilott egereken végzett
kisérleteik soran (Cummings et al., 2004, 2008; Arata et al., 2013).

4.1.4 A PACAP élettani hatasai

A PACAP szoros konzervaltsaga arra utal, hogy funkcidi a tuléléshez nélkulézhetetlenek
lehetnek. Fontos szerepet jatszik a kilénb6zd neuronalis és nem neuronalis sejttipusok
sejtosztodasanak finomhangolasaban (Sherwood et al., 2000). Szabalyozza a sejtciklus
leallasat, a differencialédast és a sejthalalt. Ezek az alapveté funkcidk befolyasolhatjak a
fejlédést és a sejtciklust. Az Adcyap1 (PACAP-ot kodolod gén) és az Adcyap1r1 (PACAP 1.
tipusu receptort (PAC1) kodold gén) egyideji expresszidja a petefészekben és a herékben
arra utal, hogy a PACAP részt vehet a csirasejtek érésében (Shivers et al., 1991; Sundler et
al., 1992; Spengler et al., 1993; Kononen et al., 1994; M. Li et al., 1998).

A PACAP részt vesz a sejtek apoptozissal szembeni védelmében és az apoptdzis
kivaltasaban is (Cavallaro et al., 1996; Campard et al., 1997; Gonzalez et al., 1997; Spengler
et al.,, 1997; Gillardon et al., 1998; Vaudry et al., 1998). Az apoptdzis vagy masnéven
programozott sejthalal egy szigoruan ellen8rzétt, a sejt altal inditott 5Snmegsemmisitd program.
Két f6 funkcioja a fejlédés szabalyozasa és a karosodott sejtek elpusztitasa. A PACAP komplex

jelatviteli utakon keresztlil gyakorolja antiapoptotikus hatasat. A legtébb esetben a PAC1
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receptor a kulcsfontossagu elem a citoprotekcioban. A PACAP a PAC1 receptorok révén
aktivalja az adenilat-ciklaz és foszfolipaz C enzimeket, amelyek cAMP-fliggé és filiggetlen
utvonalakat inditanak el. A protein-kinaz A (PKA) aktivacio révén megné a protektiv hatasu
mitogén aktivalt protein-kinaz (MAPK) aktivitasa. Ez foszforilalja az extracellularis szignal
szabalyozott kinazt (ERK), mely a sejtbe jutva aktivalja a sejtvédd faktorokat. A PKA aktivacio
emellett gatolja a sejthalalhoz vezeté Jun N-terminalis-kinaz (JNK) és a p38 mitogén aktivalt
protein-kinaz (p38MAPK) foszforilacidjat. A PACAP befolyasolja az apoptdzis mitokondrialis
folyamatat is, egyrészrél noveli a Bcl (B-sejtes limféma) fehérjecsalad antiapoptotikus
tagjainak (Bcl-2, Bcl-xL) aktivitasat, masrészrél gatolja a proapoptotikus tagokat (Bad, Bax). A
PACAP erdsen csOkkenti a kaszpaz enzimek mikodését, de akadalyozza a kaszpazoktdl

fuggetlen apoptotikus eseményeket is (Somogyvari-Vigh és Reglédi, 2004; Varnagy, 2012).

4.1.5 A PACAP élettani jelentosége a reproduktiv szervekben
4.1.5.1 Nébivaru reproduktiv szervrendszer

Az elmult 30 évben, a PACAP kutatdsa sordan megfigyelték, hogy tobb szinten is
befolyasolja a termékenységet és a reprodukciot. Primer hypophysis sejtkulturan megfigyelték,
hogy szabalyozza a gonadotropinok termelédését, mind koézvetlen, mind kdzvetett mddon
(Winters és Moore, 2020). Kbézvetlen modon hatdssal van a gonadotropin szekréciora,
kdzvetett modon pedig GnRH hatasanak modulalasaval (Culler és Paschall, 1991; Hart et al.,
1992). Kdzvetlenul serkenti a luteinizalé hormon (LH) felszabadulasat, bar a hatasa kisebb,
mint a GnRH-¢é és gyorsabban deszenzibilizalodik (Tsujii és Winters, 1995). Jelentésebben,
kdzvetett hatasa érvényesil, fokozza a GnRH-val stimuldlt hypophysis sejtek LH és
follikuluszstimulalé hormon (FSH) szekréciojat (Culler és Paschall, 1991; Tsuijii et al., 1994;
Ortmann et al., 1999). A peptid és receptorai széles kdrben és stadium specifikusan fordulnak
el6 a gonadokban és jelenlétiket szamos mas reproduktiv szervben is kimutattak (Brubel et
al., 2010; Reglédi et al., 2012b; Reglédi et al., 2018a).

A korai folliculogenesis gonadotropin fluggetlen modon torténik, de a késébbi
tuszdéndvekedést, az ovulaciot és a luteinizaciot elsésorban az agyalapi mirigy altal termelt
gonadotropinok, az FSH és az LH szabalyozzak. Hatasuk azonban szamos mas peptiderg és
nem-peptiderg jelatviteli utaktdl is fugg (Mayerhofer et al., 1997; Bodis et al., 2001; F. Matsuda
et al., 2012). Lee és munkatarsai patkany petefészken valé vizsgalataik soran a PACAP-ot a
folliculus tulélé faktoraként irtak le, mivel dézis fiiggé mddon elnyomja az apoptozist a
tiszésejtekben. Megfigyelték, hogy a gonadotropinok a PACAP mRNS indukcidjat okozzak a
preovulatorikus follikulusok granuléza sejteiben, amely elnyomja a tiisz6 sejtjeinek apoptozisat
és serkenti a preovulatorikus tliszdk progeszterontermelését (Lee et al., 1999), ezzel

serkentve a luteinizaciot (Gras et al., 1999). APACAP mRNS gonadotropin-fliggé szabalyzasat
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késébb szarvasmarha preovulacios tuszékben is igazoltak (Sayasith et al., 2007), valamint
human granulosa sejtekben is megfigyelték, hogy az FSH és az LH fokozza a PACAP
expressziojat (Morelli et al., 2008). Patkany petefészek tébb sejtjeében is megfigyelték a PACAP
jelenlétét (Gras et al.,, 1996; Scaldaferri et al., 1996). Gras és munkatarsai PACAP-ot
tartalmazo sejteket talaltak a preovulacios és az ovulacios idészakban a granuldza sejtekben,
a theca sejtekben, a stroma sejtekben és a cumulus sejtekben is, tovabba a petefészket
innervald idegrostok is immunpozitivitast mutattak. Mindezek arra utalnak, hogy a PACAP
szamos, hormonalisan, valamint neuronalisan szabalyozott folyamatokban részt vesz a
tuszéfejlédés soran (Gras et al., 1996). Park és munkatarsai éretlen, illetve preovulaciés
tisz6k granulézasejtjein figyelték meg, hogy a GnRH stadiumfiggd médon szabalyozza a
PACAP génexpressziot. Mig az éretlen tliiszék granulézasejtjeiben a GnRH géatlé hatassal volt
a PACAP mRNS szintjére, addig a preovulatorikus tlisz6k granulézasejtjeiben serkentéleg
hatott. A PACAP expresszidja tehat differencialtan szabalyozott a ciklus soran (Park et al.,

2001) és fontos szerepet jatszik a preantralis folliculusok ndvekedésének és

Az eml6s szervezetben, a granulosa sejtek altal termelt gatlé faktorok hatasara, a peteseijt
az els6é meiotikus osztédas profazisaban megakad. A gatlas aldl csak a preovulatorikus LH-
csucs hatasara szabadul fel. Az oocyta érésének gatlasat és annak feloldasat tehat
gonadotropin és szamos mas faktor egylttes hatasa szabalyozza. Apa és munkatarsai
medgfigyelték, hogy a PACAP gyorsitotta a meoitikus érést a tisz6ben és a cumulussal
korllvett oocytakban, mig gatolta a denudalt petesejtekben. Ez a medfigyelés a PACAP
stadiumfliggd szabalyozasara utal a petesejt érési folyamatdban (Apa et al., 1997).
Hiperstimulaciés kezelésben résztvevd betegek tiuszéfolyadékanak PACAP szintje és a kinyert
petesejtek szama kozott korrelaciot talaltak, amely felhivja a figyelmet arra, hogy a PACAP a
fejl6édd petesejt kdzegének fontos eleme és a jovében biomarkerként valdo hasznalatara is

lehet&ség nyilhat termékenységi problémakkal kizdd nék esetében (Koppan et al., 2012).

Medfigyelték, hogy a PACAP szerepet jatszik a hivelyfal, valamint a méh és a méhszgj
izmainak 0sszehuzodasaban (Steenstrup et al., 1995; Ziessen et al., 2002) tovabba pre- és
posztmenopauzaban Iévé néknél csokkent immunreaktivitadst mutatott a havelyfalban (Hong
et al., 2008).
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4.1.5.2 Termékenység

Az endogén PACAP hianya jelentds hatassal van a termékenységre és a reprodukciora.
PACAP génhianyos (KO) egereken végzett vizsgalatokban alacsonyabb reprodukcios ratat
tapasztaltak (Shintani et al., 2002; Sherwood et al., 2007; Isaac & Sherwood, 2008). Isaac és
Sherwood csupan 21%-os ellési aranyt tapasztaltak a PACAP KO néstényeknél a parzast
kdvetéen, szemben a vad tipusu egerekkel, ahol ez az arany 100%-os volt. Nem talaltak
kilildnbséget az ovulaciéban, a petefészek szbévettanaban vagy a parzast igazolé szeminalis
dugdé meglétében, ugyanakkor jelentés rendellenességet talaltak az implantaciéban és a
kapcsolédé hormonszintekben és az utodok mortalitasi aranyaban (Isaac és Sherwood, 2008).
Spencer és munkatarsai 6sszefliggésbe hoztdk a PACAP-ot az implantacidhoz szikséges
decidua kialakulasaval és a progeszteronszinttel. A PACAP hatassal van a preovulatorikus
granulézasejtek progeszteront szekretald lutein sejtekké torténd atalakitasara (Gras et al.,
1999; Lee et al.,, 1999), a progeszteron pedig létfontossagu a méh endometriumanak
szerkezeti és funkcionalis atalakulasahoz, a decidualizaciohoz (Fulop et al., 2022), igy
feltételezhetd, hogy ennek a folyamatnak a hibaja okozza a PACAP génhianyos egerekben
megfigyelt alacsonyabb implantacios ratat. Megdfigyeléseik szerint tovabba az endometrialis
PACAP mRNS fiziolégiailag 6sszefligg a progeszteronreceptorok és a decidualis prolaktin
kifejez6désével a decidua fejlédése soran (Spencer et al.,, 2001). Isaac és Sherwood
kisérletében a szérum prolaktinszint tdbb, mint haromszor alacsonyabb volt a PACAP KO
néstényekben a vad tipusu egerekhez képest. A sargatestbdl torténé progeszteronszekréciod
a korai vemhességben az agyalapi mirigy prolaktin szekréciojatdl fugg. A PACAP KO
egerekben szignifikansan alacsonyabb szérum progeszteronszintet tapasztaltak az
implantacié utani idészakban (E6,5), mint a vad tipusu egyedekben. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a méh csdkkent implantacios fogékonysaganak egyik f6 oka valdszinlileg a
prolaktin alacsonyabb szekrécidja az elulsé agyalapi mirigybdl, ami a petefészek lutein
sejtieinek alacsonyabb progeszteron-termelését eredményezi (Isaac és Sherwood, 2008).
Eredményeik azt mutatjak, hogy a PACAP fontos szerepet jatszik a vemhesség létrejottében

es az implantaciéban.

4.1.5.3 Terhesség, vemhesség

A PACAP-ot kimutattak placentaban is, ahol mind a peptid, mind receptorai jelen vannak
(Scaldaferri et al., 2000; Spencer et al., 2001; Koh et al., 2005; Brubel et al., 2010). Itt
befolyasolja a méh-placentaris egység véraramlasat (Steenstrup et al., 1996) és befolyasolja
a trophoblast sejtek tulélését is (Boronkai et al., 2009). A PACAP szérumszintje egészséges
terhes n6knél a terhesség harmadik trimeszterében emelkedik, majd a szulés soran jelentésen
csoOkken, végul a szilést kdvetd 3. napon eléri a szilés elétti szintet (Reglédi et al., 2010). A

PACAP magas koncentracidjat kimutattak az emberi és allati tejpen (Borzsei et al., 2009;
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Csanaky et al., 2012), ami arra utal, hogy a peptid az Ujszilott szamara fontos szereppel bir,

azonban pontos funkciojat még nem azonositottak.

4.1.5.4 Him ivaru reproduktiv szervrendszer

A PACAP a hypothalamus-hypophysis mikoédésén tul kdzvetlen hatassal van a
gonadokra. A PACAP nagy koncentraciéban van jelen a herékben (Arimura et al., 1991;
Hannibal & Fahrenkrug, 1995), és a spermatidak mar korai stadiumaban, ami arra utal, hogy
szerepet jatszik a spermiogenezisben (Arimura & Shioda, 1995; Nakamura et al., 2014;
Reglodi et al., 2018a). A spermiogenezis egy kritikus pontjan az érd spermatidakban
stadiumspecifikus moédon expresszalddik (Shioda et al., 1994; Kononen et al., 1994; M. Li et
al.,, 1998). Tovabba befolyasolja a mellékhere epithelium CI- szekrécidjat, mely feltehetéen
hozzajarul a stabil mikrokérnyezet fenntartdsahoz, ami elengedhetetlen a spermiumok
érésének és raktarozasanak elésegitéséhez (Zhou et al., 1997). Brubel és munkatarsai
megfigyelték, hogy a PACAP kezelés szignifikansan ndvelte a gyors, illetve lassu progressziv
spermiumok aranyat a human mintakban, mig csdkkentette a nem-progressziv és immotilis
spermiumok aranyat. Tovabbi vizsgalataik soran kisebb spermiumfej atmeérét tapasztaltak a
PACAP génhianyos him egereknél, anélkll, hogy a fej alakja jelentésen kilénbdzoétt volna a
vad tipusu egyedekétdl (Brubel et al., 2012). A PACAP-nak szamos mas hatasat is
megfigyelték. Stadiumspecifikus szupressziv hatassal van az éretlen Leydig-sejtek
proliferacidjara, és dozis-flggd modon stimuldlja a tesztoszteron szekréciot a
Leydig-sejtekben (Rossato et al., 1997; EI-Gehani et al., 1998, 2000; Matsumoto et al., 2008).
Rossato és munkatarsai PACAP-pal kezelt, felnétt, patkany Leydig-sejteken figyelték meg,
hogy a plazmamembran Na® fuggd depolarizacidjan keresztil indukalja a tesztoszteron

termelést (Rossato et al., 1997).

Szamos tanulmanyban kimutattak a PACAP-ot a spermiumok fejl6dé akroszémajaban,
ugyanakkor funkcionalis szerepe tisztazatlan maradt, mivel az érett és epididymalis
spermiumokban nem talaltak immunreaktivitast (Hannibal & Fahrenkrug, 1995; Leung et al.,
1998; Shioda et al., 1994; Yanaihara et al., 1998). Tanii és munkatarsai azonban egy PACAP
ellen eléallitott antiszérummal sikeresen kimutattak epididymalis spermiumok akroszémajaban
is. Mivel az akroszoma olyan molekuldkat tartalmaz, amely szikséges a spermiumok
oocytahoz vald eljutdsahoz, eredményuk felveti az akroszomadlis PACAP fertilizacidban
betdltott szerepét (Tanii et al., 2011). A fertilizacié soran a spermiumok a petesejtet korulvevd
két f6 extracellularis rétegbe penetralnak, elészér a cumulus rétegbe, majd a zona pellucidaba.
A cumulus sejtek szelektiv gatként mikodnek a spermiumoknak a petesejt felé torténd
mozgasban, ezaltal a morfolégiailag vagy funkcionalisan abnormalis spermiumok szamara

megakadalyozza az oocytahoz val6 kapcsolédast. Szamos tanulmany szamol be arrdl, hogy
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a cumulus sejtek a spermiumok miikédését befolyasold oldhaté faktorokat kézvetitenek, mint
példaul prosztaglandinok és progeszteron, melyek serkentették a spermiumok elérehaladasat
(Bradley & Garbers, 1983; Westphal et al., 1993; Fetterolf et al., 1994), hiperaktiv mozgast és
akroszoma reakciét is indukaltak (Roldan et al.,, 1994; Jaiswal et al., 1999). Azonban a
szekrécio szabalyozasanak mechanizmusai, és az, hogy az oldott faktorok hogyan segitik el
a megtermékenyllést, még kevéssé ismertek. Tanii és munkatarsai PACAP-specifikus
receptort (PAC1R) figyeltek meg a cumulus sejtek kilsé rétegében. Lokalizacidja arra utal,
hogy a spermiumok és a cumulus sejtek kozotti PACAP altal kozvetitett kdlcsonhatas ezen a
helyen torténik, valdszinUsiti azt a felvetést, hogy a fertilizacié soran a cumulus rétegen valé
athaladas soran jatszik szerepet (Tanii et al., 2011). PACAP-pal inkubalt cumulus-oocyta
komplexen végzett in vitro egér kisérleteik soran, szignifikAnsan nagyobb fertilizacidés aranyt
tapasztaltak dozis-figgé modon, a kontrollcsoport aranyahoz képest. Tovabba medfigyelték a
spermiumok PACAP-pal kezelt oldatban val6 inkubalasa soran, hogy indukalta a hiperaktiv
mozgast és serkentette a zona altal kivaltott akroszéma reakciét is, ami ndveli a spermiumok
zona pellucidan val6 athaladasat és igy a sikeres termékenyitést. A PACAP kezelés soran
megnovekedett progeszteron mennyiséget mutattak ki. Mivel human, egér, sertés és nyul
cumulus sejtek esetében is megfigyelték, hogy progeszteront szintetizalnak és szekretalnak
(Osman et al., 1989; Vanderhyden & Tonary, 1995; Chian et al., 1999; Yamashita et al., 2003;
Guidobaldi et al., 2008) illetve human spermiumok sejtfelszini receptort expresszalnak a
progeszteron szamara (Luconi et al, 2004) és a progeszteron koncentracioja
kemotaktikusan/kemotaxis utjan vonzza a human és egér spermiumokat (Teves et al., 2006,
2009), feltételezhetd, hogy a PACAP ezen folyamaton keresztll jatszik szerepet a
fertilizaciéban. Tanii és munkatarsai arra utalnak, hogy a PACAP a cumulus rétegen valé
athaladas soran szabadul fel az akroszémabdl, és a PAC1R révén hat a cumulus sejtekre,
vélhetéen arra serkentve a sejteket, hogy oldhaté faktorokat, példaul progeszteront
szekretaljanak, igy segitve a spermiumokat megtermékenyités befejezésében (Tanii et al.,
2011).

4.2 Asszisztalt reprodukcios eljarasok soran hasznalt vizsgalati médszerek

4.2.1 Preimplantaciéos embridk mindségbiralata

A preimplantaciés idészak egereknél atlagosan 4,5 napig, mig embereknél nagyjabdl
1 hétig tart (Niakan et al., 2012). Ebben az id6szakban az embrid sejtes, molekularis és
epigenetikai valtozasok sorozatan esik at (Albert és Peters, 2009; Fujimori, 2010). Afertilizaciot
kovetben a zigéta egymast kdvetd hasadasi osztddasokon megy keresztil. Az egér esetében

az elsd osztddas 16-20 6raval, mig embernél 30 déraval a fertilizacidé utan térténik meg. Az
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osztodasok kezdeti szakaszaban a blastomerek morfolégiailag azonos tulajdonsagokkal
birnak (Duranthon et al., 2008). A morfolégiai differencialodas el8szér a kompaktalédas soran
figyelhetd meg, amikor a blastomerek egymashoz szorosabban tapadnak és polarizalédnak
(Johnson és Ziomek, 1981; Johnson et al., 1986; Eckert és Fleming, 2008). Ez a folyamat a
8 sejtes egérembridban sejtes aszimmetriat hoz Iétre, amelynek eredményeként a negyedik
(8-16 sejtes atmenet) és 6tddik (16-32 sejtes atmenet) osztdédasakor két differencialdodd
sejtosztodasra keril sor. Az embrio kulsé részén elhelyezkedd blastomerek a trophectoderma
réteget, mig a belul elhelyezkedé blastomerek az embriocsomat alakitjak ki (ICM) (Marikawa
és Alarcon, 2009). Amikor az egérembrid eléri a 32 sejtes stadiumot, a trophectodermalis
sejtek elkezdik a kérnyezeti folyadék transzcellularis uton térténé pumpalasat, hogy kitéltsék
a formalodo blasztociszta blastocoel Uregét. Bar a human embridk az egérembriokhoz képest
kés6bb esnek at ezeken a fejl6dési szakaszokon, a kialakult sejtvonalak megegyeznek
(2. 4bra) (Sozen et al.,, 2014). Hardy és munkatarsai (1989) azt talaltdk, hogy a
blasztocisztdkban a trophectoderma és az embribcsomé sejtjeinek szama hasonlé az egér
embridkban megfigyelheté szamokhoz. Az egér, a korai embriondlis fejlédés legjobban

tanulmanyozott allatmodellje (Sozen et al., 2014).
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2. abra A preimplantacios fejlédés idébeli eltérése egér (A) és human embridk (B) esetében
ZGAJ/EGA- zigotikus/embrionalis genom aktivacié (Sozen et al., 2014).
Az asszisztalt reprodukcios eljarasok soran, a vilagszerte végzett embrid-beliltetések
szamanak névekedésével az embrié morfoldgiajan alapuld osztalyozasi rendszerek alakultak
ki. Az egyik els6, a blasztocisztak morfoldgiai jellemzéin alapuld osztalyozasi rendszert Dokras

és munkatarsai publikaltak, ahol a morfolégiai jellemz&ket korrelaltak a klinikai kimenetelre
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vonatkozo adatokkal (Dokras et al., 1993; Balaban et al., 2000, 2006). Biralatuk els6sorban a
fejlédési sebességet és a blastocoel kialakulasanak (lUregképzddés) és kiterjedésének

mértékét, valamint az ICM jellemzéit veszi figyelembe (3. abra):

Gradel. — legjobb min6éséglii embrid: korai Uregképzédés jellemzi, ami egy
excentrikus majd expandalé blastocoel kialakulasat eredményezi, ICM és

trophectoderma jél elklénal

Grade ll. — egy vagy tobb, éles, homoru hatarral rendelkez6 vakudlum lathaté az
embridban, néhany embrié esetében azonban 24-48 ¢ra elteltével az ICM
és a trophectoderma elkulénll, ebben a szakaszban morfoldgiailag mar

nem kulonbozik a Grade | blasztocisztaktol

Grade lll. — az ICM-ben tdbb a degenerativ géc, a sejtek sotétek, nekrotikusak, a
blastocoel altaldban 24 éran belll dsszeesik, anélkil, hogy jelentésen
tagult volna (Dokras et al., 1993; Balaban és Gardner, 2013)

3. abra Dokras osztalyozasi médszerén alapulé embrié biralat. a) Grade I. b) Grade Il. c)
Grade lll. (Dokras et al., 1993; Balaban és Gardner, 2013)

4.2.2 Implantacioé folyamata, beagyazédasra haté novekedési faktorok
elofordulasa és szerepiik a szervezetben

EmIésdkben a megtermékenyitett petesejtbdl szarmazo zigéta, majd embrié szamos
sejtosztddason és differencialédason megy keresztil, mire eléri a blasztociszta fejl6dési
allapotot, ami a zona pellucidabdl (ZP) torténd kibujas utan mar képes kommunikalni, majd
fizikai kapcsolatot kialakitani a méh endometriumaval (epithelium) (Red-Horse et al., 2004).
Az implantacié folyamata a méh tregében szabadon mozgd blasztociszta endometriummal
valo kommunikacidjaval kezdddik, melynek feltétele az embri6 és a méh szinkronizalt
fejlédése. Elészor a méhbe érkezd embrid jelzést kild az anyanak, hogy megakadalyozza a
vemhesség fennmaradasahoz nélkilézhetetlen progeszteron szint lecstkkenését, valamint a

prosztaglandinok termel6désének beinditasat (Duc-Goiran et al., 1999). A luteolizis
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megakadalyozasa elengedhetetlen feltétele az implantaciéval kapcsolatos folyamatok

beindulasanak, vemhesség fennmaradasanak.

Az implantaci6 harom szakaszra bonthatd: az apoziciéra, a kapcsolédasra és a
penetraciora. Apozicié soran a blasztociszta embri¢ instabilan tapad az endometriumhoz,
amelyet lokalis parakrin jelatvitel szabalyoz. A kapcsolédas soran mar kialakul a stabil tapadas,
mely egerek esetében a parzas utani 4. nap estéjén kdvetkezik be. A folyamat egybeesik az
érpermeabilitas lokalis ndvekedésével a blasztociszta kotédés helyén. Az utolsé fazisban, a
penetracio soran az embrid athatol a lamina epithelium és a basalis lamina rétegen, mik6zben
vaszkularis kapcsolatot is kialakit (Makrigiannakis és Minas, 2007). Ez lehetbvé teszi az
embrié tovabbi tapanyaghoz jutasat, védelmét és fejlédését, azaz a vemhesség, terhesség

létrejottét.

A beagyazddas a legkritikusabb 1épés a vemhesség kialakulasa soran. A zavartalan
beagyazddas feltételei: a receptiv endometrium, az egészséges blasztociszta stadiumu
embrié és a feto-maternalis parbeszéd szinkronja. Mindezek ésszehangolasat citokinek és
novekedési faktorok szabalyozzak (Dey et al., 2004). Ennek molekularis mechanizmusa még
nem tisztazott. A feto-maternalis parbeszéd a fejl6dé embrié és az endometrium komplex
kdlcsbnhatasa, amely magaban foglalja a maternalis immuntolerancia fejlédését és a cellularis
és humoralis immunvalasz megvaltozasat (Kayisli et al., 2004; Strowitzki et al., 2006). Ezeket
a sejtes és molekularis modositasokat endokrin hormonok és helyi parakrin faktorok
szabalyozzak (Duc-Goiran et al., 1999). Parakrin faktorokat termel az endometrium hamja, a
decidualizalt stromasejtek, valamint az immunsejtek (Simon et al., 1998), melyek lokalisan
kivalasztédnak a méh lumenébe és ott befolyasoljagk a blasztocisztak fejlédését és
beagyazodasat, valamint hatassal vannak a kiloénbdz6 sejtfunkcidkra és az extracellularis
matrix kialakulasara (Lessey et al., 2002). Ezek k6zé a parakrin faktorok kézé tartoznak a
névekedési faktorok, a citokinek és a kemokinek (Whitman és Melton, 1989; Dey et al., 2004).
A ndvekedési faktorok egy olyan jelatvivé fehérjecsalad, amelynek tagjai stimulaljak a
sejtndvekedést, a proliferaciot (Li és Zhuang, 1997) és a differencialédast (Red-Horse et al.,
2004). Jelent6és mértékben termelédnek a preimplantaciés periodusban, melynek ténye azt
sugallja, hogy fontos szerepet tolthetnek be az implantaciés folyamatokban (Tazuke és
Giudice, 1996).

A heparin binding epidermal growth factor - like growth factor (HB-EGF) endometridlis
sztroma sejtekben és epithelidlis sejtekben szekretalddik és kimutattak, hogy szerepet jatszik
a decidudlis transzformacioban, az endometrialis sejtek proliferacidjanak (Li és Zhuang, 1997),
az epithelialis szekrécidjanak szabalyozasaban (Simén et al., 2000). Az ovulaciot kovetd

5-8. napon éri el expresszidjanak csucsat a méh epithelidlis sejtjeiben (Bischof és Campana,

24



2000), amelybdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy ez a ndvekedési faktor fontos szerepet tolthet
be a blasztociszta implantacidjanak szabalyozasaban, mivel mind egér, mind human
vonatkozasban, ez id6 alatt zajlik az embridok beagyazédasanak folyamata. Megtalalhato
oldédd és transzmembran formaban is, melyeket az endometrialis receptivitas legelsd
markereként mutattak ki néstény egerek méhében, kifejezetten az aktiv blasztocisztak
kornyékén, a kotédési reakcio el6tt (Lim et al., 1998). Oldhaté formaja noveli a blasztociszta
kibujasi esélyét, mig transzmembran formaja a receptorkapcsolatot hozza létre (Guzeloglu-
Kayisli et al., 2009). Hianya preimplantacios embrio elhalast okoz, vemhesség soran fellépd
hianya esetében pedig gyakori a novekedési retardacio vagy a vetélés (Tsutsumi és Oka,
1987; Kamei et al., 1993; Threadgill et al., 1995).

4.2.3 Krioprezervacio és hatasa a sejtekre

Az ivarsejtek és embridk kriokonzervalasa egyre nagyobb figyelmet kapott az elmult
évtizedekben. A biolégiai anyagok -196°C-ra valé lehiitése gatol minden bioldgiai
tevékenységet, beleértve a sejthalalban szerepet jatszo biokémiai reakcidkat is (Vladimirov et
al., 2018). A nulla fok alatti h6Bmérséklet nem fizioldgias allapot a sejtek szamara (Estudillo et
al., 2021). A krioprezervalas folyamata soran a sejtek stressznek vannak kitéve, kdszonhetéen
az alacsony hémeérsékletnek és a jégkristaly képzddés altal kivaltott fizikai valtozasoknak,

amelyek karositjak a sejtek szerkezetét és mikodését (4. abra) beleértve a folyadékfazisban
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4. abra A krioprezervacioé hatasa az ivarsejtekre és az embridkra. A krioprezervéacié anyagcserével,
epigenetikai valtozassal, DNS integritassal, sejthaléllal és a citoszerkezettel kapcsolatos molekuléaris
karosodasokat okoz. ROS-reaktiv oxigéngydk (Estudillo et al., 2021 alapjan)
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Szamos krioprezervacios protokollban a jégkristalyképzdédés megakadalyozasara vagy
csOkkentésére krioprotektans anyagokat (CPA) hasznalnak (Fowler & Toner, 2006). A
krioprotekcid alapja az intracellularis fagyas elkerilése vagy minimalizalasa, valamint a
koncentralt oldott anyagok fagyasabdl szarmazoé karosodasok csdkkentése (McGann, 1978).
A CPA-k csokkentik az oldat fagyaspontjat, mikézben védik a sejtmembrant a fagyasztas
soran. Szerkezetiket tekintve kis molekulatdmegl oldott anyagok, amelyek nagy
vizoldhatosaggal és vizzel gyengén kolcsonhato polaros csoportokkal rendelkeznek (Fahy et
al., 2004). Membran permeabilitadsuk alapjan két csoportra oszthatok. Az extracellularis CPA-k,
mint a cukrok és a polietilén-glikol, stabilizaljak a sejtmembrant (Crowe et al., 1983) és
ozmotikus gradiens hatasara kivonjak a vizet a sejtekbél (Vladimirov et al., 2018), helylkre
pedig intracellularis CPA-k aramlanak, melyek kdzé tartozik a glicerin, az etilén-glikol (EG), a

propilén-glikol és a dimetil-szulfoxid (DMSO).

Human terileten a termékenység megbrzése, értékes allatok esetében a specifikus
genotipusok elterjedésének fokozasa, illetve a biodiverzitds meg6rzése érdekében a
veszélyeztetett fajok, fajtak fennmaradasa céljabdl szamos technikat dolgoztak ki (Luvoni &

Colombo, 2020). Ezek koézll a lassu fagyasztas és a vitrifikacié a két legelterjedtebb modszer.

A lassu fagyasztas, masnéven programozott mélyhiités, alacsony CPA koncentracion és
lassu hitési sebességen alapszik. Kisebb toxicitdssal jar a sejtek, szdévetek szamara,
ugyanakkor jelent6s mértékl a jégkristalyképz6dés. A mintak erre kifejlesztett tarold
eszkdzdkben (pl: krioprezervalé szalma), programozhaté fagyasztdé gépbe keriinek, majd a
hédmérsékletiiket lassu sebességgel (0,3-2°C/perc) csokkentik protokolltédl fliggéen
egészen -30°C — -80°C-ig, ekkor folyékony nitrogénbe helyezve tartésan tarolhatéak a mintak
(Vladimirov et al., 2018). A folyamat hosszu, altalaban 2-3 6rat vesz igénybe, és koltséges
szabalyozott sebességl fagyasztogépre van szikség, ugyanakkor megbizhatdbb,

sikeressége kevésbé fligg a hasznalo gyakorlottsagan.

A vitrifikacio, a lassu fagyasztas mellett az embriok és ivarsejtek konzervalasanak
gyors fagyasztasi sebesség optimalis egyensulyanak megtalalasa. Ennek készénhetéen, mind
az intra-, mind az extracellularis jégkristalyok kialakulasa elkerilhetd, ugyanakkor a CPA-k
toxicitdsa karosithatja a sejteket a vitrifikacié soran. Ennek csokkentése érdekében elterjedt a
kilonb6zbé CPA-k keverékének hasznalata az elterjedt (Vladimirov et al., 2018). A folyamat
soran a sejtek csak igen rovid ideig inkubalédnak a CPA-kkal, majd kdzvetlendl folyékony
nitrogénbe helyezik a mintakat, ezzel elérve a rendkivil gyors, >500°C/perc hitési
sebességet. Nem igényel draga berendezéseket, és folyamata is rovidebb idét vesz igénybe,

ugyanakkor komoly gyakorlatot igényel a pontos kivitelezése. A vitrifikacios technikanal
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jelentek meg az ugynevezett nyitott rendszerek (pl: ,open pulled straw” OPS), a lassu
fagyasztasnal hasznalt zart, példaul szalma hasznalata mellett. A nyitott hordozok esetében a
sejtek kdzvetlendl érintkeznek a folyékony nitrogénnel, ami nagyobb hitési sebességet tesz
lehetévé, ugyanakkor magaban rejti a kontaminacié kockazatat a tarolas soran. Ezzel
szemben a zart rendszer hasznalataval csokken a fert6zés kockazata, azonban a h{tési

sebesség lassul (Vladimirov et al., 2018).

4.2.4 A spermium felépitése, gyakoribb morfoldgiai rendellenességek

A spermiumok morfologiajanak megfeleld értékelése szamos nehézségbe Utkdzhet az
objektivitdas hianyaban. Ennek elkerilésére a WHO (World Health Organization) altal
elfogadott normalis/abnormalis human spermium morfolégiai osztalyozast szikséges
hasznalni. A spermiumok fejre (caput), nyakra (collum) és farokra (cauda) tagolédnak. Mivel a
human és egér spermiumok felépitése hasonld (Darszon et al., 2006), ezért vizsgalatunkhoz

is ezt az objektiv osztalyozasi format valasztottuk (5. abra).

Egér spermium Human spermium

Y

akroszoma

kézéprész /

“-—.\
/ férész /
végs6 rész /

/

5. abra Egér és human spermium morfolégiai 6sszehasonlitasa (Darszon et al., 2006)

A normal morfoldgia feltétele, hogy mind a fejnek, mind a faroknak normalisnak kell
lennie. Minden hatarértéken tuli elvaltozast abnormalisnak kell tekinteni. (World Health

Organization, 2010). Normalis morfoldgiai jellegnek mindsiinek az aldbbiak:

o A fej sima, konturos, egér esetében kampd alaku. Tartalmaz egy jol
koérllhatarolhaté akroszomalis régiét, mely a fej 40-70%-at tolti ki (Menkveld et
al., 2001). Az akroszomalis régié nem tartalmazhat nagy, vagy ketténél tébb

kisebb vakudlumot, melyek nem lehetnek nagyobbak a fej 20%-nal.
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A farok kozéprészre (pars media), férészre (pars principalis) és végsé részre
(pars terminalis) tagolodik. A kdzéprész karcsu, szabalyos és hossza nagyjabol
megegyezik a spermium fejével. Hosszanti tengelye megegyezik a fej hosszanti
tengelyével. A férész egész hosszaban ugyanolyan atmérdjli, vékonyabb, mint

a kdzéprész, és nagyjabdl tizszer hosszabb a fejnél.

Az alabbi morfoldgiai jegyek abnormitasra utalnak (6. abra):

Fej tul nagy vagy tul kicsi, korte alaku, kerek vagy amorf. Az akroszomalis régio
kisebb, mint a fej 40%-a vagy nagyobb, mint a fej 70%-a, nagy vagy ketténél
tobb vakudlumot tartalmaz. El6fordulhat kettds fejliség és ezek kombinacioi.
Nyak és kdzéprész aszimmetrikusan illeszkedik a fejhez. Kézéprész vastag
vagy szabalytalan, élesen hajlitott, abnormalisan vékony, illetve ezek
kombinaciéi. Tartalmazhat citoplazma maradvanyt, mely a spermiogenezis
hibas mikodésébdl adodik. Normal mikodés esetén a kdzéprészt csak
keskeny citoplazma veszi kéril (Fehér, 1987) Abnormalisnak mindsul, ha a fej
egyharmadanal nagyobb tertletd.

Férész rovid, torott, éles szbgben ivelt, szabalytalan szélességli vagy

visszakunkorodott.

hosszikas korte alaka kerek amorf vakuolizalt kicsi

A. Fej abnormalitasok
(a) (b) (© (d) ©) ®

akroszomalis
nincs

/——-Aﬁ /—A__\
akroszoma kicsi ?

régi(‘

B. Nyak és kozéprész abnormalitdsok C. Farok abnormalitasok  D. Citoplazma
- maradvény
1
(2) (h) vastag (0] (k) () (m) (n)
hajlitott ~ asszimetrikus jjleszkedés Vékony rovid hajlitott hurkos >fej 1/3

2

w

s—@
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6. abra Morfol6égiai abnormitasok (World Health Organization, 2010)

28



5 Célkitlizések

A PACAP szoros konzervaltsaga és szervezetben vald széleskorl elterjedése miatt,
szerettik volna megvizsgalni szerepét a reprodukcié kilénbdzé szintjein, valamint
antiapoptotikus hatasat kihasznalva megvizsgalni, hogy a kuilséleg adagolt PACAP elénydsen

befolyasolja-e az asszisztalt reprodukcios eljarasok sikerességét.
Fentiek alapjan az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg (1. tablazat):
Endogén PACAP hatasanak vizsgalata

1. andstények ciklusara (1. kisérlet)
2. a preimplantacios embridk fejlédésére és az implantacio esélyére (2. - 3. kisérlet)

3. a spermiumok motilitasara és morfologiajara (4. kisérlet)

A fenti irodalmi adatok alapjan azt feltételezziik, hogy a kulséleg adagolt PACAP
elénydsen befolyasolhatja bizonyos asszisztalt reprodukcids eljarasok sikerességét, ezért

kutatasunk masodik felében erre iranyulo vizsgalatokat tlztunk ki célul.
Exogén PACAP hatasanak vizsgalata

1. az in vitro embridtenyésztés soran (5. kisérelt)
2. sejtvédd anyagként embriok vitrifikalasa soran (6. - 7. kisérlet)

3. spermiumok mélyh{itése soran (8. kisérlet)
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1. tablazat A kisérletek céljat és elrendezését az alabbi tablazat foglalja 6ssze

Kisérlet
szama

1. kisérlet

2. kisérlet

3. kisérlet

4. kisérlet

5. kisérlet

6. kisérlet

7. kisérlet

8. kisérlet

Célja

endogén PACAP hatasa a
néstények ciklusara

endogén PACAP hatasa a
preimplantacids embridk
fejlédésére

endogén PACAP hatasa a
preimplantaciés embridk
fejlédésére és az
implantacié esélyére

endogén PACAP hatasa a
spermiumok motilitasara

exogén PACAP hatasa az
in vitro embridtenyésztés
soran

exogén PACAP hatésa a
vitrifikacio utani talélésre

exogén PACAP hatasa a
vitrifikacio utani
implantacios esélyre

exogén PACAP hatésa
spermiumok mélyhitése
soran

Kisérleti allatok

CD1 PACAP KO
vs. vad tipusu
ndstények

CD1 PACAP KO
vs. vad tipusu
embriok

a) BDF1 vemhes
vs. alvemhes

b) c) BDF1
vemhes ndstények
és embriok

CD1 PACAP KO
vs. vad tipusu
himek

BDF1 embriok

BDF1 embriok

BDF1 embriok

menhelyi kutyak
ivartalanitasabol
szarmazo
mellékhere
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Mért paraméterek

bélsar 6sztradiol és
progeszteron (RIA)

mikronukleusz arany
(SYBR14 fluoreszcens
festés)

Adcyap1 és Hbegf
expresszios szint (QPCR)

a) méhszoveti expresszio
embrio jelenlétetdl
figgben

b) embriéfejlédés

c) korrelacio

motilitas (CASA) és
morfologia (Spermac
festés)

mikronukleusz arany
(SYBR14 fluoreszcens
festés)

tovabbfejlédési arany

Hbegf expresszios szint
(gPCR)

motilitas (CASA) és
morfolégia (Spermac
festés)



6 Kisérleti allatok tartasi korilményei

A PACAP konzervéltsaga és human és egér PACAP38 szekvencigjanak 100%-os
azonossaga, valamint preimplantacidos embridfejlédésben mutatott fejlédési szakaszok és a
kialakul sejtvonalak azonossaga miatt, vizsgalataink tdbbségéhez az egeret valasztottuk
modellallatnak. A vizsgalatokat BDF1 egértorzs 10-12 hetes egyedein, valamint CD1 egértorzs
10-12 hetes vad tipusu (PACAP-pal rendelkezé, kontroll) és PACAP KO egyedein végeztuk.
Utébbiakat a Pécsi Tudomanyegyetem Anatémiai tanszéke biztositotta szamunkra. Az
allatokat a budapesti Allatorvostudomanyi Egyetem Sziilészeti Tanszék és Haszonallat-
gyogyaszati Klinika kisérleti allathazaban tartottuk 21°C-os hémérsékleten, 65%-o0s
paratartalom és 12 éra sétét /12 ora vildgos fényprogram hasznalata mellett. Kisérleteink
soran az egereken cervikalis diszlokacio alkalmaztunk. Az allatok tartasi korulményei
megfelelnek az aktualis jogszabaly feltételeinek (PE/EA/1101-7/2017; PE/EA/1062-6/2021).

Az exogén PACAP spermiumok mélyhitése soran val6 alkalmazhatésaganak vizsgalatat
a nagyobb volumen és a kevésbé invaziv beavatkozas, valamint a veszélyeztetett fajtak
génmegbrzésének indokoltsaga miatt kutyak mellékheréjébdl nyert spermiumokon végeztuk,
melyhez a szikséges mintdkat a Szulészeti Klinika menhelyi kutydk ivartalanitasat célzo

programjabdl kaptuk.
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7 Endogén PACAP hatasanak vizsgalata a néstények reprodukcidjara

7.1 PACAP hatasa a ciklusra

7.1.1 Anyag és médszer
7.1.1.1 Ciklusdiagnosztika - hormonvizsgalat

Az Osztradiol és progeszteron napi szintjeinek méréséhez CD1-es egértorzs
egyedeinek bélsarmintait hasznaltuk fel. Ezzel a non invaziv mintavétellel elkeriilheté az
egereket ért stressz, és a vérvétel okozta fajdalom, ugyanakkor jol mérhetd a
szteroidhormon-metabolit szint (Schwarzenberger, 2007). Az 5 PACAP KO és az 5 vad tipusu
ndstény egeret egyedileg, kulon-kulon ketrecben helyeztik el, majd minden nap a délelétti
6rakban (10-11:00 kozott) gydjtottik a mintakat, 6sszesen 21 napon keresztil. Ezzel az
idétartammal a néstények 5 napos ciklusa miatt, atlagosan 4 ciklust tudtunk lefedni. Minden
mintavételt alomcsere kovetett, igy elkertltik el6z6 napi mintak esetleges begydjtését.
(PE/EA/1101-7/2017).

A hormonvizsgalathoz bélsar extraktumot hasznaltunk. Az extrahalas Isobe és

munkatarsai (2005) modositott protokollja alapjan tortént:

100 mg bélsarhoz 100 pl desztillalt vizet és 800 ml 80%-os metanolt adtunk, majd
30 percen keresztil vortexeltik. Az ezt kdvetd centrifugalas 2500 rpm-es fordulatszamon,
20 percig zajlott 4°C-on. Ezutan 30 perc -50°C-os h(ités kdvetkezett. Az id6 leteltével a
metanolos fazisbdl 100 pl-t kivettink, majd 2 éran at szaritottuk (Binder VD53, Binder;
Németorszag). Végll a szaritott extraktumot 100 yl PBS-ben rehidraltuk, és ezt hasznaltuk a

méréshez.

A progeszteron radioimmunoassay-hez Csernus és munkatarsai (1982) metodikajat
vettlk alapul, amely soran H3-mal jel6lt progeszteront hasznéltunk (PerkinElmer; USA). Az
intra-assay CV<10% az inter-assay CV Kontroll1 esetén 9,16%, Kontroll2 esetén 7,34% volt

(gyarto altal biztositott alacsony és magas kontroll). Analitikai érzékenység 0,7365 nmol/l.

Az Osztradiol meghatarozasat bevont cséves RIA KiT-tel végeztik a gyartd
utasitdsainak megfeleléen (Dia Source immunoassay AS RIA CT teszt KIP0629; Belgium). Az
intra-assay CV<10% az inter-assay CV Kontroll1 esetén 11,38%, Kontroll2 esetén 13,45% volt.
Alacsony és magas kontrollként a laborban rendszeresen hasznalt, korabban begyijtott

mintakat hasznaltuk. Analitikai érzékenység 0,25 pg/ml (0,9178 pmol/l).
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A progeszteronszinteket nmol/l-ben, az 6észtradiol szinteket pedig pg/ml-ben kaptuk
meg, majd a szakirodalomban is elterjedt modon, a bélsar metabolitok eredményeit korrigaltuk

(figyelembe véve a hormonok molaris tdmegét) és ng/g szilard anyagban adtuk meg.

7.1.1.2 Statisztikai analizis

A ciklusdiagnosztika elemzésénél figyelembe kellett venni, hogy az egyes egerektdl,
illetve az egerek kilonb6zé ciklusaibél szarmazd hormonszint adatok egymastdl nem
fuggetlenek. A két kezelési csoportban az dsztradiol alap- és csucsszint, illetve a progeszteron
platd és mélypont atlagok 6sszehasonlitdsara altalanos linearis kevert modelleket (LME)
hasznaltunk. Ezzel a mddszerrel az ismételt mérések kdzotti korrelacio figyelembe vehetd, igy
a torzitott becslések elkertilhetéek (Pinheiro & Bates, 2000). Az dsztradiol csucspont és a
progeszteron mélypont 6sszehasonlitasok esetében a random hatds az egyes egerek
azonositdja volt, mig az Osztradiol alapszint és progeszteron platdé esetében az egerek
azonositdja, illetve az egyedi ciklusok szama volt. A modellek alkalmazhatésaganak feltételeit
(reziduum szorashomogenitas, reziduumok és random hatasok normalitasa) diagnosztikai
abrak segitségével ellendriztik. Az elemzéshez sziikséges volt az R statisztikai programhoz
letolthetd NLME konyvtar (Pinheiro et al., 2014) hasznalata.

33



7.1.2 Eredmények

A PACAP KO egereknél harom néstény esetén 3, ketté esetén 4 ciklust tudtunk
elklloniteni az 6sztradiol csucs alapjan. A vad tipusu néstényeknél pedig négy egyednél 4,
egy egyednél 3 ciklus kulonitettlink el. Az ovulaciét megeléz6 dsztradiol csucsok értékeiben
(p=0,47), valamint alapszintjének értékeiben (p=0,5) nem volt szignifikans kilénbség a két

kezelési csoportban (7A és 7B abra).
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7. abra Osztradiol koncentraciok csucs (A) — és alapértékei (B) az egyes csoportokban

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a két kezelési csoport progeszteron
platészintjeiben (p=0,1) és mélypont értékeiben (p=0,07) sem volt szignifikans kilénbség (8A
és 8B abra).
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8. abra Progeszteron platé (A) — és mélypontértékek (B) az egyes csoportokban
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7.2 PACAP hatasa a preimplantaciés embriok fejlédésére

7.21 Anyag és moédszer

7.2.1.1 Embridk kinyerése és in vitro tenyésztése

Vizsgalataink soran CD1 egértérzs 7-7 vad tipusu és PACAP KO néstényét
hasznaltunk (PE/EA/1101-7/2017). A n&stény egereket szuperovulaltattuk, ennek soran
intraperitonealisan 7,5 NE eCG injekcioval, 48 éra elteltével pedig 7,5 NE hCG-vel (mindkett6
Alvetra und Werfft AG; Ausztria) kezeltik 6ket. El6bbi a tliszdérést serkenti, utébbi pedig
kivaltja az ovulaciét. A hCG injekciot kdvetden egy éjszakara PACAP KO néstényt PACAP KO
himhez, vad tipusu néstényt vad tipusu himhez helyeztink. A zigétakat a parzast kovetd
reggelen nyertlik ki a petevezeték ampullaris részébdl. Az embridk kinyeréséhez specialis
tapfolyadékot hasznéltunk (PBS + 20% FBS [Sigma-Aldrich; Kanada]). Az embridkat tobb
rétegben korllvevd cumulus sejteket hialuronidaz (Sigma-Aldrich; Kanada) enzim
segitségével tavolitottuk el. A megtisztitott embriokat G-1 ™ PLUS (Vitrolife; Svédorszag)
tapfolyadékban 96 o6ran keresztll in vitro tenyésztettik (37,5 °C, 6,5% CO,, maximalis
paratartalom) (PACAP KO esetében n=90, vad tipus esetében n=82) (9. abra).
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eCG = +48 6ra hCG embridk kinyerése embridtenyésztés festés

9. dbra PACAP KO és vad tipust embriok in vitro tenyésztése és vizsgalata

7.2.1.2 Embriok fejlettségének és minéségének vizsgalata

A 96 Odra inkubalast koévetben sztereomikroszkép segitségével kivalogattuk a

nagyméretl blastocoel, a vékony zona pellucida és a kialakulé embriocsomé (10. abra
(Somoskdi et al., 2016)). Tovabbi vizsgalatainkhoz csak a normal morfologiaju, Grade I.

min6ségl blasztocisztakat hasznaltuk (PACAP KO esetén n=64, vad tipus esetén n=57).
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10. abra Blasztocisztak morfolégiai valtozasa fejlettségi allapotuknak megfeleléen

A= Kkorai blasztociszta; B= k6zépidds blasztociszta; C= expandalt blasztociszta; D= kibujt
blasztociszta, Bc=blastocoel; ZP= zona pellucida; nagyitas: 400x

A gyenge min8ségu blasztocisztakat, és a korabbi fejlédési staddiumban Iévé embridkat

(pl.: morula, 8 sejtes) kihagytuk a vizsgalatokbdl.

Meghataroztuk a kivalogatottt Grad |. blasztocisztdk sejtszamat. A sejtszam
meghatarozasara SYBR14 festéket hasznaltunk, ami a SYBR Green egy méodositott valtozata.
Az él6 sejtet jelold SYBR14 festék egy DNS kettdslanchoz kotédd fluorescens festék,
amelynek fluoreszcencigja a DNS-hez kototten 2000-szer magasabb, mint szabadon. 400 pl
G-1 tapfolyadékban lévé embriokhoz 2,5 ul SYBR14 festéket injektaltunk, majd 15 percre
inkubatorba helyeztik. Az id6 leteltével 2,5 ul propidium-jodidot (Pl) adtunk hozza. Az é16
sejtek membranja impermeabilis a Pl szamara, ugyanakkor az elhalt sejtek
membranintegritdasa megszinik, igy a Pl képes a DNS-hez kétédni, és gerjesztve piros szint
bocsat ki. Ismételt 15 perces inkubalas utan targylemezen lévé 4%-os paraformaldehid (PFA)
cseppben fixaltuk az embriokat. A SYBR14 festési technika alkalmas arra is, hogy a normal
morfoldgidju sejtmagokon kivil a téredezett kromatinallomannyal (mikronukleusz) rendelkezé
blasztomerek aranyat is megallapitsuk (11. dbra). A mikronukleusz a kromoszdématorés és a
mitotikus ors6 diszfunkcidjanak bizonyitéka, és gyakran képzd&dik kildonb6zé stresszfaktorok
hatasara is (pl.: fagyasztasi stressz) (AbdelHafez et al., 2011; Heddle et al., 1991). Jackson és
munkatarsai (1998) 0&sszefliggésbe hoztak a magas mikronukleusz aranyt a gyenge

beagyazodasi sikerrel. Tovabba kapcsolatot talaltak a fejlédés folyamatanak akadalyozasaval
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(Moriwaki et al., 2004), a sejtciklus S fazisanak zavaraval (Ye et al., 2003) és az apoptozissal
(Hnida et al., 2004) is.

Az eredményt fluoreszcens mikroszkoppal (Olympus BX40) allapitottuk meg, és a
kiértekelés ceéljara fényképet (Olympus E-330 digitalis kamera) készitettink. A képeket imageJ
szoftverrel (imageJ 1.50i) elemeztik. A sejt- és mikronukleuszszam megallapitasara a Cell

Counter plugint hasznaltuk.

11. abra SYBR14 festékkel megfestett embrio,
nyilak a mikronukleuszt mutatjak

Az adatokat R statisztikai programmal (R Development Core Team, 2016) elemeztik.
A két kezelési csoportban a sejtszam és a mikronukleusz arany 6sszehasonlitasara kétmintas

t-prébat hasznaltunk.

7.2.2 Eredmények

7.2.2.1 Embriofejlédés

Az embriok vitalitasara és fejlettségére kdvetkeztethetlink a blasztomerek szamabdl.
Vizsgélataink azt mutatjadk, hogy a PACAP KO embriék nagyobb atlagos sejtszammal
rendelkeztek, mint a vad tipusuak (p=0,0022; KO: 58,17+14,9; vad tipusu: 40,40 7 4).

7.2.2.2 Embriominéség

A mikronukleusz aranyokat tekintve, azoknal a blasztocisztaknal, amelyek a 96 oras
tenyésztés alatt csak a korai stadiumot érték el, nem volt szignifikans kilénbség a két csoport
kdzott (p=0,18) (12A abra) és szignifikdnsan magasabb aranyban (p=0,02) tartalmaztak

mikronukleuszt, mint a fejlettebb blasztocisztak (k6zépidés, expandalt, kibuijt).
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A fejlettebb embriok esetében viszont szignifikansan nagyobb aranyban tartalmaztak
mikronukleuszt a PACAP KO embriok (p=0,01) (12B abra).
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12. &bra Korai (A) és Fejlettebb (B) blasztocisztak mikronukleusz aranyai a két csoportban

38



7.3 PACAP hatasa az implantacio esélyére

7.3.1 Anyag és modszer

Vizsgalatunkhoz BDF1 egértorzset hasznaltunk (PE/EA/1101-7/2017).

7.3.1.1 Vazektomizalt him és alvemhes néstények elballitasa

Kisérletiink egyik részeként szerettik volna megvizsgalni, hogy fligg-e az embridk
jelenlététdl az Adcyap1 (PACAP-ot kodolé gén), valamint az implantaciot szabalyozé Hbegf
(HB-EGF-et kodold gén) méhszoveti expresszidja. Ennek vizsgalatahoz vazektomizalt himmel

val6 paroztatast kdvetéen, alvemhes ndstényeket vontunk be a kisérletbe.

A vazektomizaciot az els6 parzas el6tt 10-14 nappal végeztik, hogy a himek a sebészi
beavatkozasbdl feléplljenek. A mitétet intraperitonealis avertin anesztetikummal, megfelel
ferttlenitéssel végeztik. A him egyedet a hatara fektettik, majd mérsékelt nyomast
gyakoroltunk a hasara, hogy a heréket a scrotumba nyomjuk. A herezacskon kézépvonaltdl
balra 1 cm-es bemetszést ejtettlik, majd a ductus deferens-t kihuztuk és a végek kiégetésével
0,5 cm-es szakaszt tavolitottunk el belble (lttner & Gotz, 2007). Az eljarast megismételtik a
jobb oldali here esetében is, majd a bemetszéseket Surgibond szévetragasztéval (SMI,
Belgium) zartuk (13. abra).

13. abra Him egerek vazektomizalasa a ductus deferens 0,5 cm-es szakaszanak kivagasaval
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7.3.1.2 Embriok in vivo tenyésztése, kinyerése és méhszovet darabok begyiijtése

‘{';\;‘ = @ /ulerusn
szuperovulalt E 4 nap & 7‘/(.ﬂ

néstény
eCG — +48 6ra hCG

-
in vivo embridk kinyerése morfoldgiai birdlat
embridtenyésztés a méhszarvakbdl

| '{/ — e/
e

RNS extrakcio —
cDNS — qPCR

14. abra Implantacios esélyre gyakorolt hatas vizsgalatanak folyamatabraja

Vizsgalataink soran a néstény egereket (n=24) szuperovulaltattuk (7,5 NE eCG; 7,5 NE
hCG). A hCG injekciét kovetéen a néstény egerek egyik felét (n=12) egy éjszakara
vazektomizalt himekhez helyeztik, igy embridval nem rendelkezd, alvemhes ndstényeket

hoztunk létre, masik felét pedig fertilis himekhez helyeztik (1 him / 1 néstény). Az embridkat

in vivo tenyésztettik és a parzast kdvetd 4. nap reggel nyertik ki a méhszarvakbdl (14. abra,
15. abra). Az embridkat a kinyeréskor specidlis tapfolyadékba helyeztik (PBS + 10% FBS

[Sigma-Aldrich; Kanadal]).

petefészek méhszarv

15. abra Méhszarvak eltavolitasa az embridk kinyeréséhez és a méhszovet darab begylijtéséhez a

parzast kdveté 4. napon

40



Morfologiai vizsgalat alapjan, sztereomikroszkép (Olympus SZX7) segitségével
meghataroztuk az embriok fejlettségi allapotat. Ez alapjan harom csoportba soroltuk ket
(fejletlen, morula és blasztociszta) (16. abra). A fejletlen embridkra jellemz6é a néhany
osztddas utan megrekedd par sejtes allapot, és a vastag zona pellucida. Morula fejl6dési
allapotba soroltuk azokat az embridkat, akik a 4 napos in vivo fejl6dést kovetéen egy kompakt,
blasztomerekre nem elkll6nild, tomor allapotot értek el. Ennél fejlettebb allapot, a
blasztociszta, amelyben elkezd kialakulni és folyamatosan ndvekedni a blasztocoel, valamint
fokozatosan kezd elvékonyodni a zona pellucida és kialakul az embriécsomé (ICM). A
megnovekedett belsé nyomas, és a vékony zona pellucida lehetdvé teszi az embrio kibujasat,

mely az implantacio létrejottéhez létfontossagu.

16. abra Morfolégia alapjan elkiilonitett fejlédési allapotok: A= fejletlen; B= morula; C= blasztociszta;
ZP= zona pellucida; Bm= blasztomer; Bc= blasztocoel; ICM= embriécsomo

A méhszdvet mintak begyUjtéséhez mind a vemhes, mind az alvemhes néstények
méhszarvabdél 5 mm-es darabokat vagtunk ki (17. ébra) a parzast kdvetd 4. napon. Az
embridkat és a méhszdvet mintakat egyedi azonositéval ellatva, 100ul PBS oldatba [Sigma-
Aldrich; Kanada] helyeztik.

17. abra Vizsgalatainkhoz 0,5 cm hosszu darabot vagtunk ki a méhszarvak k6zépsé részébdl
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7.3.1.3 Molekularis biolégiai vizsgalatok
RNS kivonas

Az RNS kivonashoz Direct-zol™ RNA MiniPrep oszlopos kivond kit-et hasznaltunk
(Zymo Research; USA). A mintakhoz 100 yl TRl Reagenst adtunk, a méhszdvet darabokat
mechanikailag roncsoltuk és 12 000 g x 1 perces centrifugalas utan leszivtuk a feluszot.
Ezutan 200 pl 96%-0s etanolt adtunk mind a feliszéhoz, mind az embridkhoz. A keveréket
oszlopokba helyeztik, majd 30 masodpercig centrifugaltuk. DNase kezeléshez 400 pyl RNA
Wash Buffert adtunk az oszlophoz. Centrifugalas utan RNase mentes csében dsszekevertink
5 ul DNase I-et és 75 ul DNA Digestion Buffert. A keveréket az oszlophoz adtuk, majd 15 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kdvetéen 400 ul RNA PreWash oldatot adtunk hozza. Ezt
a lépést centrifugalas utan megismételtik. Majd 700 pyl Wash Buffer oldatot adtunk az
oszlophoz és 2 percig centrifugaltuk, Ggyelve arra, hogy a teljes folyadékmennyiség kitruljon.
Ezutan RNase mentes csébe helyeztiik az oszlopot, és 50 ul DNase/RNase-free water-rel

kimostuk az RNS-t az oszlopbdl.
cDNS atiras

A cDNS atirashoz RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-et hasznaltunk (Thermo
Scientific, USA). A reagenseket jégen kevertik:
e 10 pl templat RNS
e 1l Oligo (dT)1s primer
e 1 ul nuclease-mentes viz
e 4 ul 5X Reaction Buffer
¢ 1 pl RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ uL)
e 2l 10 mM dNTP Mix
e 1 ul Revert Aid M-MuLV RT (200 U/ pL)
Ezt kdvetben 60 percig 42°C-os, majd 5 percig 70°C-os inkubalas kbvetkezett.

Kvantitativ real-time PCR

A polimeraz lancreakcié soran, a reagenseket szintén jégen kevertuk:
e 10 pl Master mix (FastStart Essential DNA Green Master, Roche Diagnostics,
Svajc)
e 8 ulcDNS

e 1-1 pl forward és reverse primer (Bio Basic Canada Inc., Kanada) (2. tablazat)
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2. tablazat Gapdh, Adcyapl és Hbegf forward és reverse primerek szekvenciai

Gén Forward Reverse
Gapdh  GCTACACTGAGGACCAGGTTGT CTCCTGTTATTATGGGGGTCTG (Xu et al., 2016)
Adcyapl CCGAAAACAAATGGCTGTCAAG CTGTGCATTCTCTAGTGCTTCA (Xu et al., 2016)

Designed with
Hbegf  CTGAAGGTTCCTATAGCTCAGGTCCT GAGAGACCCATGCCTCAGGAAATAC SnapGene software
(GSL Biotech LLC)

A szekvenalashoz LightCycler® Nano (Roche Diagnostics, Svajc) PCR berendezést
hasznaltunk. A Hbegf szekvenalas soran a PCR kezdeti |épéseként elédenaturaltuk a cDNS-t
95°C-on 2 percig. Ezt kdvette a 95°C-on 30 masodpercig végzett denaturacié, az 59°C-on
30 masodpercig végzett anellalas, majd a 72°C-on végzett elongacio szintén 30 masodpercig,
45 cikluson keresztil. A Gapdh housekeeping referencia gén elemzését a Hbegf-fel
megegyezd protokollal végeztiik. Az Adcyap1 szekvenalasa esetén az anellalas 49,6°C-on
tortént, a toébbi érték megegyezett. A PCR lépéseinek megirasahoz LightCycler® Nano
Software 1.0.7-t hasznaltunk (Roche Diagnostics, 2012).

Eredményeink kiértékeléséhez a kapott Ct (Threshold Cycle) értékeket normalizaltuk.
Ehhez az alabbi képletet hasznaltuk: 22, ahol ACt= Ct housekeeping gén — Ct vizsgalt gen. 1QY

megkaptuk a vizsgalt gének relativ expresszidjat/mRNS szintjét.
Gélelektroforézis

Az amplifikalt termékeket 1%-0s agardz gélen futtatva ellendriztik. Az eljaras soran az
agaroz gélhez 5 yl ECO Safe Nucleic Acid Staining Solution 20,000x-t (Pacidic Image
Electronics, USA). Az 5 ul-es termékhez 1 pl 6X MassRuler™ DNA Loading Dye-t (Thermo
Scientific, USA) keveriink, majd ezeket az agaréz gél zsebeibe toltottik. A termékek
hosszanak meghatarozasahoz FastRuler™ Low Range DNA Ladder-t (Thermo Scientific,
USA) hasznaltunk. A termékeket 100 volt-on, 25 percig futtattuk (Cleaver Scientific Ltd.
nanoPAC-300).

7.3.1.4 Statisztikai analizis

Az adatokat R statisztikai programmal (R Development Core Team Version 1.0.153,
2017) elemeztuk. A vemhes, illetve alvemhes ndstények szdveti Adcyap1, illetve Hbegf relativ

expressziojanak 6sszehasonlitasara kétmintas t-probat hasznaltunk.

Az embriok fejlédésére gyakorolt méhszdveti PACAP és HB-EGF hatdsanak
elemzésénél figyelembe kellett venni, hogy az egyes egerektdl szarmazd mintak egymastél
nem fuggetlenek. Az embridkhoz tartozé Adcyapi, illetve Hbegf anyai méhszdveti relativ
MRNS szintjének ésszehasonlitasahoz altalanositott linearis kevert modelleket alkalmaztunk.

Mig az embridk Hbegf relativ mRNS szintjének 6sszehasonlitasara altalanos linearis kevert
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modellt (LME) hasznaltunk. Ezekkel a modszerekkel az ismételt mérések kdzotti korrelaciéd
figyelembe vehetd, igy a torzitott becslések elkerilhetéek (Pinheiro és Bates, 2000). Mindkét
elemzési médszer soran a random hatas az egyes ndstények azonositdja volt. A modellek
alkalmazhatdésaganak feltételeit (reziduum szérashomogenitas, reziduumok és random
hatasok normalitasa) diagnosztikai abrak segitségével ellenériztik. Az elemzéshez sziikséges
volt az R statisztikai programhoz let6lthetd nime, multcomp és Ime4 kényvtarak (J. Pinheiro et
al., 2014) hasznalata.

Az embridk Hbegf relativ expresszidjanak és a mehszdvet Adcyap1, illetve Hbegf
relativ expresszidjanak esetleges kapcsolatanak megallapitasahoz Pearson-féle korrelacios

tesztet végeztunk.

7.3.2 Eredmények

7.3.2.1 Molekularis vizsgdalataink

Molekularis vizsgalataink soran célul tlztik ki a két peptid real-time PCR-rel val6
kimutathatésagat. HB-EGF esetén, mind a méhszovetbdl, mind az embriébdl sikeresen
megallapitottuk az expresszié mértékét. Ugyanakkor a PACAP esetében csak méhszoveti

mintakon tudtunk megallapitani relativ mRNS szinteket.

7.3.2.2 Embrié jelenlététol fiiggd szoveti expressziods vizsgalatok

Vizsgalataink soran 12 alvemhes és 12 vemhes ndstény méhszoveti mintajat gydjtottuk
be. Mind a PACAP (p-érték = 0,02928) (18A abra), mind pedig HB-EGF (p-érték = 0,006545)
(18B. abra) esetében szignifikans eltérést tapasztaltunk. Ez alapjan elmondhatd, hogy
szignifikdnsan nagyobb volt az embriéval rendelkez6 néstények méhszoveti Adcyap? és

Hbedf relativ expresszidja.
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Hbegf relativ szoveti expresszidja

0.001

Adcyap1 relativ szoveti expresszidja
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18. &bra Adcyapl (A) és Hbegf (B) relativ mRNS szintje vemhességtdl fliggben (atlag + SD)
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7.3.2.3 PACAP és HB-EGF hatasa az embriéfejlédésre

A vemhes néstényekbdl 32 blasztociszta, 30 morula és 20 fejletlen embridt nyertiink. A
két vizsgalt peptid embriéfejlédésre gyakorolt hatasat az alapjan hataroztuk meg, hogy az
egyes szoveti expressziokhoz milyen fejlettségli embridk tartoznak. PACAP esetében
szignifikans kapcsolatot talaltunk, mely azt jelenti, hogy a néstény méhszoveti expresszidjanak
0,001-gyel valdo emelkedésével 3,92-szer nagyobb eséllyel fordulnak elé blasztociszta
fejlettségll embridk (95% KI: 1,78-79,03) (19A, 19B abra).
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o AdcyapT relativ szOveti expresszioja
embrié mindség

19. abra (A) A klilénbo6z6 fejlettségli embridkhoz tartozo relativ széveti Adcyapl expresszio
(atlag = SD)

(B) Adcyapl relativ mRNS szintjehez tartoz6 embridk szama és minésége az egyes néstényekben
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HB-EGF esetében nem talaltunk szignifikans kapcsolatot (p=0,1356) az embriok

fejlettséqi allapota és a szdveti relativ expressziok kézott (20A, 20B abra).
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Hbegf relativ széveti expresszidja

embrié minéség

20. abra (A) A kiilbnb6z6 fejlettségli embriokhoz tartozo relativ széveti Hbegf expresszio
(atlag + SD)

(B) Hbegf relativ mRNS szintiéhez tartozé6 embridk szama és minéség az egyes néstényekben e

Ugyanakkor szignifikans eltérés mutatkozott mindharom fejlettségi csoportban az embridk
Hbegf relativ expresszidja kdzott. A blasztociszta fejlettségl embridk relativ expresszids
szintjei szignifikAnsan magasabb volt a morula (p=0,0177) és a fejlettlen (p<0,001)
embridkon mért expresszids szintekhez képest, valamint szignifikans eltérést tapasztaltunk a

morula és a fejlettlen embridk kozétt is (p<0,001). (21. abra).
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21. abra HB-EGF relativ mRNS szintje a kiilbnbéz6 fejlettségli embribkban
(étlag = SD)
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7.3.2.4 PACAP és HB-EGF kapcsolatanak vizsgalata

A korrelacios egyutthatokbdl gyenge pozitiv kapcsolat latszik, mind az Adcyap1 és a
Hbegf szbveti relativ expresszidja kozott (korrelacios egyutthaté=0,31) (22A abra), mind
pedig a méhszdvet és az embriok Hbegf relativ expresszidja kdzott (korrelacids
egyutthat6=0,63) (22B abra). A Pearson-féle korrelacios teszt alapjan elmondhaté, hogy a

korrelaciés egyutthatéik szignifikansan eltérnek a nullatol (p=0,0045 és p<0,0001).

Ugyanakkor az Adcyap1 szbveti €s az embriok Hbegf relativ mRNS szintje k6zotti

korrelaciés egyutthaté nem kildnbdzik szignifikansan a nullatol (p=0,2556) (22C abra).
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22. abra (A) Hbedf relativ széveti mRNS szintje az Adcyapl szintjétél fliggben
(B) Hbegf relativ mRNS szintie embridkban a Hbegf szintjétél fliggben
(C) Hbegf relativ mRNS szintje embridékban az Adcyapl szintjétél fliggben
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8 Endogén PACAP hatasanak vizsgalata a himek reprodukcidjara

8.1 PACAP hatasa a spermiumok motilitasara és morfolégiajara

8.1.1 Anyag és modszer

8.1.1.1 Spermiumok vizsgalata

A spermiumok vizsgalatahoz CD1-es egértorzs 14 vad tipusu és 12 PACAP KO him
spermiummintajat hasznaltuk fel (PE/EA/1101-7/2017), amelyeket a mellékhere caudalis
részébdél nyertiink ki. Az eredményeket Olympus BX40 mikroszképpal allapitottuk meg
(23. abra).

motilitasvizsgélat - CASA

spermiumok kinyerése a cauda epididymis-bdl
| morfoldgiai vizsgalat —
Do [N Spermac festés

23. abra Endogén PACAP spermiumokra gyakorolt hatasanak vizsgalata

8.1.1.2 Motilitasi vizsgalat

A motilitas, a fertilitasi képesség egyik legfontosabb indikatora. Jellemzi a spermiumok
életképességét és a strukturalis integritast. Ezért a motilitasviszgalat szerves részét képezi a
sperma elemzésnek. A Computer-asszisztalt sperma analizis (CASA) pontos és objektiv
értékelést biztosit a kuldonb6z6 spermium motilitasra. Vizsgalataink soran mi is a CASA
szamitogépes programot hasznaltuk. A program méri egy spermium két pont k6zotti megtett
utjanak sebességét, a két pont kozotti utjanak becsult gorbéjének sebességét, valamint
egyenesvonall mozgasat. Ezekbél az adatokbdl, gyorsan mozgé (WHO A), lassan mozgdo
(WHO B), helyben mozgé (WHO C) és mozdulatlan (WHO D) kategériakba sorolja a
spermiumokat (24. abra).
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24. abra CASA program mérési képe. Mérés kézben a jobb oldali él6képen lathaté a spermiumok
mozgasa, majd a mérés végeztével, motilitasuknak megfelels szinjelzést kapnak.

8.1.1.3 Morfolégiai vizsgalat

A spermiumok morfologiajanak értékelése a spermaelemzés standard eljarasa. A
Spermac festék (FertiPro; Belgium) (25. abra) alkalmas a spermiumok morfoldgiajanak
részletes vizsgalatara. A morfoldgiai elemzést 1000x nagyitasu objektivvel, olajimmerzids

nagyitassal végeztﬂk.
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25. abra Kenetek festése Spermac festék A, B illetve C reagens

A mellékherébdl kinyert spermiumokbdl kenetet készitettink, majd szaradas utan
Spermac fixaciés oldattal fixaltuk &ket, Ujabb szaradas utan desztillalt vizes mosas
kovetkezett. Ezt kOvetéen a mintakat A reagensbe helyeztuk 1 percre, majd desztillalt vizzel
ledblitettik. Ezt a folyamatot megismételtiik a B illetve C reagenssel is. Végul a megszaradt
keneteket immerzids olaj segitségével, Olympus BX40 mikroszkdppal értékeltik ki, a WHO
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altal elfogadott morfolégiai osztélyozas alapjan (26. abra). Az adatokat R statisztikai
programmal (R Development Core Team, 2016) elemeztik. A két csoportban a spermiumok

mindségének dsszehasonlitdsara kétmintas t-probat hasznaltunk.

26. abra Megfestett spermiumok (1000x)

a: normal spermium, b: t6érétt spermium, c: disztalis plazmacsepp

8.1.2 Eredmények

8.1.2.1 Motilitasi vizsgalat

A szamitdégépes spermaanalizissel elvégzett motilitasi vizsgalat eredményeit a 27. abra
mutatja. Egyik motilitasi kategériaban sem talaltunk szignifikans kilénbséget a két csoportban
(vad tipus n=14, KO n=12).

70% p=0,4098
60% M vad tipus
0
W PACAP KO
50% p=0,1482
40%
0,
30% p=0,1408
20%
p=0,2521
10% ﬁ
os | -
gyorsan lassan mozgd helyben immotilis
mozgd mozgd

27. abra Motilitasi aranyok a két csoportban (atlag + SD)
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8.1.2.2 Morfolbgiai vizsgdlat

Az 3. tablazatban lathaté a két kezelési csoport (vad tipus n=14, KO n=12)
spermiumainak morfolégiai osztalyozasa és atlagos aranyuk. Nem talaltunk szignifikans

kllénbséget egyik morfoldgiai rendellenességi mutatéban sem.

3. tablazat Abnormitasi aranyok a két kezelési csoportban

vad tipus KO
Osztalyozas p-érték atlag [%] £ SD atlag [%] £ SD
normal 0,096 69,92 + 10,51 54,17 + 28,85
proximalis 0,065 5,08 + 5,09 11,75 + 10,54
plazmacsepp
st 0,073 1,92+2,13 0,6 +1,98
plazmacsepp
torott 0,21 11,08 + 5,07 25,08 + 36,11
feltekeredett 0,77 5,54 7,51 4,75+ 6,03
microcephal 0,18 2+223 0,92+ 1,62
macrocephal 0,68 1,08 £ 1,11 0,83+ 1,69
acrosoma
defekt 0,14 1,69+ 1,88 0,75+ 1,05
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9 Megbeszélés

A PACAP szaporodasbioldgiai hatasaival foglalkozé korabbi vizsgalatok eredményei azt
mutatjak, hogy a peptid tébb szinten is hatassal van a reprodukciéra. Lee és munkatarsai
(1999) medfigyelték, hogy gonadotropinok a PACAP mRNS expresszidjat fokozzak a
preovulatorikus follikulusok granulézasejteiben, amely elnyomja a tlisz6 sejtjeinek apoptézisat
és serkenti a preovulatorikus tlisz6k granulézasejtjeinek progeszteront szekretald lutein
sejtekké torténd atalakitasat, ezzel serkentve a luteinizaciot (Gras et al., 1999). Ezzel
O0sszhangban Isaac és Sherwood (2008) PACAP KO egyedek esetében a petefészek lutein
sejtieinek alacsonyabb progeszteron-termelését figyelték meg. A tapasztalatok azonban
ellentmondasosak, mivel nem talaltak kildnbséget az ivarérésben, a parzasi viselkedésben,
az ovulacidban, és a petefészek szdvettanaban. Huvelykeneteken végzett megfigyeléseik
alapjan az 06sztrusz ciklusban sem volt kildénbség (lsaac & Sherwood, 2008), melyet
vizsgalataink soran RIA mddszerrel, szteroidhormonok metabolit szintjeinek mérésével is
igazolni tudtunk, ami soran nem tapasztaltunk kildnbséget a PACAP KO és vad tipusu

ndstények hormontermelése kozott.

A PACAP preimplantacios embridk fejlédésére gyakorolt hatasanak vizsgalata soran a
szuperovulaciés hormonkezelés és parzast kovetéen nyertiik ki az embridkat PACAP KO és
vad tipusu egerekbdl. A két csoport kdzott a kinyerheté embriok szamaban nem talaltunk
kGldnbséget. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a PACAP KO és vad tipusu egerek egyforman
reagaltak a szuperovulaciés hormonkezelésre és a termékenytilés folyamata is zavartalan volt
mindkét csoportban. Isaac és Sherwood (2008) csokkent beagyazddott embridszamot
figyeltek meg PACAP KO egerekben. Mivel esetliinkben a preimplantacios embridszamban
nem talaltunk eltérést, ez alatdamasztja Isaac és Sherwood véleményét, miszerint a PACAP
fontos szerepet tolthet be a beagyazdédasban és hianyaban az implantaléd6é embriok szama,
azaz az embriok implantacios képessége csokken. Ezt a mikronukleusz aranyra iranyulo
kisérletiink is alatdmasztja, mivel a mikronukleuszok emelkedett szamat 6sszefliggésbe
hoztak az alacsonyabb fejl6dési eréllyel és beagyazddasi képességgel (Jackson et al., 1998;
Moriwaki et al., 2004). Vizsgalatunk soran szignifikansan magasabb mikronukleusz aranyt
tapasztaltunk a PACAP KO embridkban.

Ragcsaldok embrionalis fejlédése soran részletesen vizsgaltak a kdzponti idegrendszerben
megjelend Adcyap1 expressziét (Shuto et al.,, 1996; Waschek et al., 1998; Skogldsa et al.,
1999; Jaworski & Proctor, 2000; Watanabe et al., 2007). Egér embrié esetében Adcyap?
MRNS-t legkorabban post-implantaciés embriéban, E9,5 naposan mutattak ki agyban, ahol az
MRNS szintje a prenatalis idészak soran ndvekedett, majd szliletéskor érte el a maximumot

(Shuto et al., 1996; Waschek et al., 1998). Az embrionalis fejl6édés ezutani szakaszaban a
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PACAP génje mar széles korben expresszalddott (Masuo et al., 1994; Tatsuno & Arimura,
1994; Tatsuno et al., 1994; Shuto et al., 1996; Waschek et al., 1998; Jaworski & Proctor, 2000).
A PACAP implantaciéban betoltott szerepének vizsgalata soran, tudomasunk szerint,
kisérleteink voltak az elsd probalkozasok a preimplantacios embriok PACAP szintjének
kimutatasara. Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy nem mutathaté ki embrionalis
expresszio blasztociszta, vagy fejletlenebb embridkbdl, amely dsszhangban van Shuto és
munkatarsainak (1996) valamint Waschek és munkatarsainak (1998) korabbi,

postimplantacios embridkban végzett vizsgalataival.

Eredményeink magasabb Adcyap1 és Hbegf mRNS-szintet mutattak ki a parosodas utan
embridkat tartalmazd néstényekben, mint az alvemhes egyedekben. Az irodalmi adatok arra
utalnak, hogy a vemhesség korai szakaszaban folyamatosan emelkedé progeszteron néveli a
PACAP koncentracidjat. Mivel Sulila és munkatarsai (1988) nem talaltak szignifikans
kaldnbséget vemhes és alvemhes egerek szérum progeszteron szintjében, igy eredményeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy a magasabb Adcyap? szint nem korlatozddik a
progeszteron altal kivaltott serkent§ hatasra, az embridk jelenléte is befolyasolja az
endometrialis Adcyap1 szintet. Ez az elmélet kommunikaciot feltételez az embrio és a
méhszovet kozott. Kisérleteink soran fejlettebb embriékhoz magasabb méhszoveti Adcyap1
expresszio tarsult, mely szintén a feto-maternalis kommunikacio bizonyitéka. Az elemzés azt
mutatta, hogy az Adcyap1 expresszio 0,001-gyel valéo emelkedése 3,92-szer nagyobb esélyt

ad a fejlettebb embiridra.

Spencer és munkatarsai (2001) a vemhesség 3-15. napja kdzott 3 naponként vizsgaltak
a Adcyap1 mRNS szintjét alvemhes és vemhes patkanyok decidudlis endometriumaban . Az
expresszio szintje a 3. napon nulla volt, mig a 6. napon mind az alvemhes, mind a vemhes
néstényeknél jelentds ndvekedést észleltek. Vizsgalataink soran, a parzast kovetd 4. napon
mértlik a méhszoveti expressziot és ekkor csak a vemhes néstényekben talaltunk emelkedett
Adcyap1 szintet. Piekorz és munkatarsai (2005) megfigyelték, hogy a progeszteron a parzast
kovetd 6. napon éri el csucsat, és a drasztikus emelkedés a 4-6. nap kdzott kezdddik. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a vemhesség elbérehaladtaval, azaz a progeszteronszint
ndvekedésével a magasabb progeszteronszint elegendd az expresszio kivaltasahoz, embrid
jelenlététdl fuggetlendl, és alvemhes néstényekben is megjelenik az Adcyap1 expresszio. Ezt
alatamasztja Oride és munkatarsainak (2016) eredményei, akik vizsgalatuk soran patkany
placenta sejteket kezeltek 10 uM progeszteronnal in vitro, ami emelkedett Adcyap? mRNS-

expressziot eredményezett.

A blasztociszta az anyai koérnyezettel vald talalkozaskor kétiranyd kommunikaciot

kezdeményez néhany oraval az implantacio el6tt. A HB-EGF el6szor a terhesség 4. napjan 16
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6ra koérul (100 6ra hCG utan) jelenik meg a blasztocisztaval szomszédos hamsejtekben (Lim
& Dey, 2009). Ez alatamasztja a vemhes és alvemhes néstények Hbegf expresszidjaban
altalunk tapasztalt kiilénbséget. Ahogyan Wang és munkatarsai (2000) tanulmanya mutatja,
az endometrium a HB-EGF altal jelez vissza az embriénak, hogy aktivalja a trophoblast-
differencialédast. Ez a folyamat a késdbbi kapcsolédas és penetracio soran sziikséges, és
csak akkor megy végbe, ha megfeleléen fejlett embridk (blasztocisztak) vannak jelen. A szoveti
és embrionalis Hbegf-expresszié 6sszefiggésére vonatkozé eredményeink is megerésitik ezt
az elméletet. Ezenfelul a Hbegf mMRNS alacsony szintjét talaltuk a nem kompakt embridkban,
mig a morulak és kiléndsen a blasztocisztak nagy mennyiségl Hbegf mMRNS-t expresszaltak.
Ezek az adatok dsszhangban vannak a korabbi vizsgalatokkal (Seshagiri et al., 2002; Lim et
al., 2006), ahol a HB-EGF pozitiv hatasat mutattak ki a preimplantaciés embrio fejlédésére és
a zona pellucidabdl valé kibujasra. Tovabba pozitiv korrelaciot talaltunk az Adcyap 1 expresszio
€s a méh Hbegf expresszidja kdzott, ami a PACAP szerepére utal a korai vemhesség soran
és a periimplantacidos id6szakban. Ezt Oride és munkatarsainak (2016) vizsgalata is
alatdmasztja, akik megallapitottak, hogy a PACAP-kezelés a megndvekedett hCG mRNS-
expresszion keresztll serkentette a hCG-termelédést. A HB-EGF-hez hasonléan a hCG is a
periimplantacios idészakban éri el a legmagasabb szintjét és hozzajarul az endometrium
receptivitasahoz (Makrigiannakis et al., 2017). A megndvekedett HB-EGF-szintek szintén az
implantacié el6tti és alatti feto-maternalis kommunikacié bizonyitékai (Zhang et al., 2013).
Tudomasunk szerint a mi adataink szolgaltatjak az elsd bizonyitékot a kilonb6z6 méhszoveti
Adcyap1-expresszios szintek lehetséges szerepére a beagyazddasban, és el6szor mutatnak
korrelaciot a PACAP és a HB-EGF, a belltetésben szerepet jatszé névekedési faktor kozott.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PACAP szerepet jatszhat a korai egérembrio
fejlédésének periimplantacidos id6szakaban. Ugyanakkor nem tapasztaltunk korrelaciot a
szOveti Adcyap1 és az embrionalis Hbegf kdzott, ami arra utal, hogy a PACAP-nak nincs, vagy
korlatozott hatasa van az embriok HB-EGF-termelésére ebben az idészakban. Ez a hipotézis

azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

Him egerek vizsgalata soran nem tapasztaltunk szignifikans eltérést sem spermiumok
motilitdsdban sem morfoldgiajaban. Igy feltételezhetéen az endogén PACAP-nak sokkal
inkabb a fertilizacios folyamat soran lehet szerepe. Lokalizacidja arra utal, hogy a cumulus
sejtrétegen vald athaladas soran jatszik szerepet (Tanii et al., 2011), valamint a him nemi
mikodéshez elengedhetetlen tesztoszteron szekréciot stimulalja dézis fliggé mdédon (Rossato
et al., 1997; El-Gehani et al., 1998), ugyanakkor a spermiumok motilitasara és morfolégiajara

nincs hatassal.
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10 Exogén PACAP felhasznalasi lehet6ségei az asszisztalt reprodukcios
eljarasok soran

10.1 Exogén PACAP hatasa a preimplantaciés embriok minéségére az in vitro
embriétenyésztés soran

10.1.1 Anyag és moédszer

Vizsgalataink soran BDF1 egértérzset hasznaltunk (PE/EA/1062-6/2021). A n&stény
egereket szuperovulaltattuk (7,5 NE eCG; 7,5 NE hCG). A hCG injekciét kdvetéen egy
éjszakara a n6stény egereket himekhez (1 néstény / 1 him) helyeztik. A zigotakat a parzast
kovetd reggelen, sztereomikroszkép alatt, a petevezeték ampulla részébél nyertik ki a
néstényekbdl (n=15). Az embridk kinyeréséhez specidlis tapfolyadékot hasznaltunk
(PBS + 20% FBS [Sigma-Aldrich; Kanada]). Az embridkat tobb rétegben koérllvevé cumulus
sejteket hialuronidaz (Sigma-Aldrich; Kanada) enzim segitségével tavolitottuk el. A
megtisztitott embridkat véletlenszerlien elosztva, kiilénb6z6 koncentracidkban (0 uM [kontroll
csoport], 4 uM, 6 uM, 8 uM, valamint 10 yM) PACAP-pal kiegészitett G-1 ™ PLUS
tapfolyadékokba (Vitrolife; Svédorszag) helyeztik. Majd 96 o6ran keresztll in vitro
tenyésztettilk Sket (n=296) a megfeleld koérilményeket biztositva (37,5 °C, 6,5% CO.,

maximalis paratartalom) (28. abra).
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28. abra Exogén PACAP hatasanak vizsgalata az in vitro embridtenyésztés soran

Atenyésztést kdvetben meghataroztuk a blasztocisztak mikronukleusz aranyat. Ehhez
SYBR14 festéket hasznaltunk a 7.2.1.2 fejezetben részletezett modon. Vizsgalatunk soran,

kezelési csoportonként 43, 6sszesen 215 embriét festettiink meg és értékeltunk ki.

Az adatokat az R v3.0.0 szoftverrel (R Development Core Team) elemeztik. A
mikronukleusz aranyok Osszehasonlitasara Kruskal-Wallis-prébat, majd a csoportok
paronkénti 6sszehasonlitasara post hoc Wilcoxon-prébat hasznaltunk (p-adjustment method:
Benjamini & Hochberg, 1995).
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10.1.2 Eredmények

Vizsgalataink soran a Kruskal-Wallis-préba szignifikans eredményt mutatott (p=0,032).
A post hoc elemzés alapjan szignifikansan alacsonyabb mikronukleusz aranyt tapasztaltunk a
8 uM PACAP-pal kezelt embridéknal a kontroll csoporthoz képest (p = 0,037). Mig a tébbi

kezelési csoport esetében nem talaltunk szignifikans eltérést (29. abra).

30%

20%

MIKRONUKLEUSZ ARANY [%]

,_.
Q

Kontroll 4 uM PACAP 6 uM PACAP 8 uM PACAP 10 uM PACAP

29. abra Mikronukleuszok aranya az egyes kezelési csoportokban (atlag + SD)

10.2 Exogén PACAP hatasa a vitrifikacié utani tulélésre és tovabbfejlédésre

10.2.1 Anyag és moédszer

10.2.1.1 Embriok el6allitasa

Kisérletiinkh6z BDF1 egértorzset hasznaltunk (PE/EA/1062-6/2021). Vizsgalataink soran
a néstény egereket szuperovuldltattuk. Ennek soran intraperitonealisan 7,5 NE eCG
injekcioval, majd 48 ora elteltével 7,5 NE hCG-vel (mindkett§ Alvetra und Werfft AG; Ausztria)
kezeltuk 6ket. AhCG injekciot kdveten a ndstény egereket egy éjszakara himekhez helyeztiuk
(1 him / 1 ndstény). A zigotakat a parzast kévetd nap reggelén PBS + 20% FBS oldat
segitségével nyertlik ki a petevezeték ampullaris részébdl, majd 72 éran keresztiil G-1™ PLUS
médiumban in vitro tenyésztettik (37,5 °C, 6,5% CO2, maximalis paratartalom). A tenyésztést
kdvetbéen sztereomikroszkop (Olympus SZX7) segitségével, az embridk morfoldgiai
jellegzetességeik alapjan megallapitottuk a fejlettségi allapotukat és minéséguiket. Tovabbi
vizsgalatainkhoz csak a blastociszta fejlettségi allapotu, Grade 1 minéséggel biré embridkat
hasznaltuk, amelyeket véletlenszerllen osztottunk szét a kezelési csoportok kozott.
Vizsgalatunk soran 23 ndsténybdl, 462 embridt tenyésztettiink és 347 Grade |. embritt
vitrifikaltunk (30. abra).
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30. abra Exogén PACAP hatasanak vizsgalata embriok vitrifikacidja soran
EM1, EM2: Equilibraciés Médium 1, illetve 2 uM PACAP kiegészitéssel
TM1, TM2: Tenyészté Médium 1, illetve 2 uM PACAP kiegészitéssel

10.2.1.2 Kezelési csoportok

Az embridokat az alabbi kezelési csoportokba osztottuk:
Kontroll csoport:

Vitrifikalt kontroll csoport: az embriok kiegészité kezelés nélkil 72 éran
keresztlil in vitro tenyésztettiik G-1™ PLUS médiumban és a késébbiekben
részletezett vitrifikacios protokoll szerint vitrifikaltuk, majd in vitro
tenyésztettiik Gket Tenyészté Médiumban (TM, G-2™ PLUS, Vitrolife;

Svédorszag), kiegészitd kezelés nélkil.
PACAP kezelt csoportok:

1. PACAP kezelés a vitrifikaciés protokoll soran:

1.1 Equilibraciés Médium kiegészitése 1 uM PACAP-pal (EM 1): A
vitrifikacio el6készitése soran az equilibraciés médiumot 1 uM
PACAP-pal egészitettik ki. A felolvasztast kdvetéen 24 o6ran
keresztul TM-ben kiegészit6 kezelés nélkil tenyésztettik.

1.2 Equilibraciés Médium kiegészitése 2 uM PACAP-pal (EM 2): A
vitrifikacié el6készitése soran az equilibraciés médiumot 2 uM
PACAP-pal egészitettik ki. A felolvasztast kovetéen 24 6ran

keresztul TM-ben kiegészit6 kezelés nélkil tenyésztettuk.
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2. PACAP kezelés a vitrifikaciot és felolvasztast kéveté in vitro tenyésztés
soran:

2.1 Tenyészté médium kiegészitése 1 uM PACAP-pal (TM 1): Az

embridokat PACAP kezelés nélkul vitrifikaltuk, majd felolvasztas utan

1 uM PACAP-pal kiegészitett tenyészt§ médiumban in vitro
tenyésztettik dket 24 éran keresztlil.

2.2 Tenyésztd médium kiegészitése 2 uM PACAP-pal (TM 2): Az

embriokat PACAP kezelés nélkul vitrifikaltuk, majd felolvasztas utan

2 pM PACAP-pal kiegészitett tenyészt6 médiumban in vitro

tenyésztettik 6ket 24 éran keresztul.

A kezelési csoportok 6sszefoglalé tablazatat a 4. tablazat mutatja.

4, tablazat EM 1: Equilibraciés Médium kiegészitése 1uM PACAP-pal, EM 2: Equilibraciés Médium
kiegészitése 2uM PACAP-pal, TM 1: Tenyészté Médium kiegészitése 1uM PACAP-pal, TM 2:
Tenyészté Médium kiegészitése 2uM PACAP-pal

. .. Equilibraciés Médium Tenyészté Médium
Csoport neve Vitrifikacio
+ PACAP + PACAP
Vitrifikalt kontroll v - -
EM1 v 1 uM -
EM 2 v 2 uM -
™1 v - 1 uM
™ 2 v - 2 uM

10.2.1.3 Vitrifikacio

A 72 6ras in vitro tenyésztést kdvetden meghataroztuk az embriok fejlettségi allapotat és
min&ségét morfoldgiai jellemzéjuk alapjan sztereomikroszkop segitségével. Ezalapjan 347 db,
Grade 1 minésitést kapott embridk kerlltek vitrifikalasra. Az embridkat el6sz6ér Holding
Médiumban (HEPES-modified Medium 199 (Thermo Scientific, USA) + 20% FBS) mostuk at,
majd 3 percig Equilibraciés Médiumban (EM: Holding Médium + 7.5% (EG) + 7.5% DMSO
(mindketté Sigma-Aldrich; Kanada) inkubalddtak szobah6mérsékleten. Ezutan az embriok
Viitrifikacios Médiumba (VM: HEPES-modified Medium 199 + 1M szukréz + 20% FBS + 16.5%
EG + 16.5% DMSO) kerlltek 20 masodpercre. OPS (open pulled straw) segitségével
Osszegyljtottik 6ket, és folyékony nitrogénbe martottuk. A vitrifikalt mintakat 1 hétig folyékony

nitrogénben taroltuk.
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10.2.1.4 Felolvasztas és in vitro tenyésztés

A felolvasztas soran az embridkat Holding Médium + 50% szukr6z médiumban (SM)
(HEPES-modified Medium 199 + 1M szukréz + 20% FBS) mostuk 5 percig, majd fokozatosan
csOkkentettik az SM koncentracidjat a tovabbi mosasi lépesek soran. Végll az embridkat
Holding Médiumba gy(ijtottik. A felolvasztasi protokoll utan 24 érara TM-be helyeztik éket. 24
Ora elteltével meghataroztuk a tovabbfejlédési aranyt, amely a re-expandalt és tovabb fejl6dott
embriok szamanak és a kezelési csoportban fagyasztott embriok szamanak szazalékos

aranya.

Az adatokat R statisztikai programmal (R Development Core Team Version 1.0.153, 2017)
elemeztik. A kontroll és a kezelési csoportok tovabbfejlédési aranyanak dsszehasonlitasara

Khi-négyzet probat hasznaltunk.

10.2.2 Eredmények

Az EM 2 csoportban 90,9% (50/55) volt a tovabbfejlédési arany, amely szignifikdnsan
magasabb a Vitrifikalt kontrollhoz képest (68,8%, 44/64, p=0,0031). Valamint szignifikansan
magasabb, mint az EM 1 (69,6%, 39/56, p<0,00019), TM 1 (54,9%, 56/102, p<0,0001) és TM
2 (68,8%, 48/70, p=0,0026) csoportokban medfigyelt tovabbfejl6dési aranyok (31. abra).

Tobbi csoport esetében nem tapasztaltunk szignifikans kulénbséget.
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31. abra Tovabbfejlédési arany az egyes csoportokban * p<0,005

EM 1: Equilibracios Médium kiegészitése 1uM PACAP-pal, EM 2: Equilibraciés Médium kiegészitése
2uM PACAP-pal, TM 1: Tenyészté Médium kiegészitése 1uM PACAP-pal, TM 2: Tenyészté Médium
kiegészitése 2uM PACAP-pal

59



10.3 Exogén PACAP hatasa az implantacios esélyre

10.3.1 Anyag és moédszer

Az exogén PACAP implantacios esélyre kifejtett hatasra Hbegf expresszids szintbdl
kovetkeztettliink. Az embriok eléallitasa és in vitro tenyésztése a 10.2.1.1 fejezetben leirtak
alapjan torténtek. Vizsgalatunk soran 10.2.1.3 fejezetben leirt vitrifikacios — és 10.2.1.4
fejezetben részletezett felolvasztasi és in vitro tenyésztési protokoll szerint kezeltik az
embridkat a 10.2.1.2 fejezetben részletezett kezelési csoportok szerint, kiegészitve Friss
kontroll csoporttal. A Friss kontroll csoport esetén az embridkat kiegészitdé kezelés nélkil 72
oran keresztil in vitro tenyésztettik G-1™ PLUS médiumban, majd a 3. napon Tenyésztd
Médiumba (TM, G-2™ PLUS, Vitrolife; Svédorszag) helyeztik 6ket 24 orara. A Hbegf
expresszios szint meghatarozasahoz a molekularis bioldgiai vizsgalatokat a 7.3.1.3 fejezetben
részletezett protokoll alapjan végeztik, kezelési csoportonként 30, dsszesen 200 Grade 1
minéségl embrion, melyet sztereomikroszkop segitségével, az embridk morfolégiai jellemzéi

alapjan hataroztunk meg (32. abra).
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32. abra Exogén PACAP hatasanak vizsgalata az implantacios esélyre, vitrifikacié soran val6
alkalmazésakor

EM1, EM2: Equilibraciés Médium 1, illetve 2 uM PACAP kiegészitéssel
TM1, TM2: Tenyészté Médium 1, illetve 2 uM PACAP kiegészitéssel

Az adatokat az R v3.0.0 szoftverrel (R Development Core Team) elemeztiuk. A Hbegf
relativ expresszidos szintek 6sszehasonlitasara Kruskal-Wallis-probat, majd a csoportok
paronkénti 6sszehasonlitasara post hoc Wilcoxon-prébat hasznaltunk (p-adjustment method:
Benjamini & Hochberg, 1995)
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10.3.2 Eredmények

Nem tapasztaltunk szignifikans kilénbséget a Friss és a Vitrifikalt kontroll, valamint az
EM 1 embrioknal mért Hbegf expresszids szintekben. Ugyanakkor szignifikdnsan magasabb
relativ Hbegf expresszids szintet figyeltiink meg a vitrifikacios protokoll kézben nagyobb
dézisu PACAP-pal kezelt embridkban (EM2) a Friss kontroll csoport embridihoz képest
(p=0,01265). Szignifikansan alacsonyabb szintet mértlink a vitrifikacié utan PACAP-pal
kezelt (TM1, TM2) csoportok embridinal a tébbi csoporthoz képest, de a két PACAP doézis

kozott nem volt kildnbség (33. abra).
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33. abra A Hbegf relativ embrionalis expresszidjanak atlagai (+ SD) az egyes kezelési csoportokban.
* < 0,05, 6sszehasonlitva a Friss kontroll csoporttal

*#,% p < 0,05, 6sszehasonlitva a Friss kontroll, a Vitrifikalt kontroll és a fagyasztas soran PACAP-
kezelt (EM) csoportokkal.

10.4 Exogén PACAP hatasa a spermiumok mélyhiitése soran

10.4.1 Anyag és moédszer

Az exogén PACAP spermiumok mélyhitése soran valé alkalmazhatésaganak vizsgalatat
a nagyobb volumen és a kevésbé invaziv beavatkozas, valamint a veszélyeztetett fajtak
génmegbrzesenek indokoltsaga miatt kutyak mellékheréjébdl nyert spermiumokon végeztik
(n=18, ismeretlen fajtaju, keverék kutyak), melyhez a sziikséges mintakat a Szilészeti Klinika
menhelyi kutyak ivartalanitasat célzo programjabdl kaptuk. A mélyhitéshez CaniRep Uppsala
Equex Il (CaniRep; Svédorszag) 2 [épcsds higitét hasznaltunk. A mintak beérkezését kdvetéen
a mellékhere caudalis részét levalasztottuk a herékrél, majd 2 ml PBS + 20% FBS oldatba
daraboltuk (34.abra).

61



34. abra Epididymis preparalasa és spermiumok kinyerése

Ezt kdvetéen 37°C-os melegitd targyasztalon inkubaltuk 15 percen keresztil, hogy
kinyerhesstik a spermiumokat. A cauda epididymis darabokat eltavolitottuk a folyadékbdl, és
4 percig 700 g-n centrifugaltuk, majd leszivtuk a fellluszét. A pelletet feloldottuk 2 ml
Extender 1. higitéban. A spermiumban gazdag oldatot 4 felé osztottuk és kezelési
csoportnak megfeleléen 0 uM (Kontroll csoport), 2 uM, 4 uM, 8 uM PACAP-ot adtunk az
oldathoz, majd a gyart6 protokollja alapjan 1 6ra 15 percen keresztil 3-5°C-on equilibraltuk.
Ezt kdvetben 1:1 aranyban hozzaadtuk a szintén 3-5 °C inkubalt Extender 2. higitét, majd a
mintakat szalmakba toltottik. 10 percre folyékony nitrogén gézbe helyeztik. Az id6 leteltével
a mintakat folyékony nitrogénbe martottuk, majd 1 héten keresztul mélyhitétt allapotban
taroltuk. A mintak felolvasztasa 37°C-os vizfurddben tértént. Majd elvégeztik a motilitasi és

morfoldgiai vizsgalatokat (35. abra).
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35. abra Exogén PACAP hatasénak vizsgalata spermiumok mélyhiitése soran
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10.4.1.1 Morfoldgiai és motilitasi vizsgalat

Mivel a motilitas és a morfologia az egyik legfontosabb jellemzdije a fertilitasi
képességnek, ezért a krioprezervacié sejtkarosité hatasaval szemben alkalmazott PACAP
mélyhiités soran kifejtett, spermiumok minéségére gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz nativ
és felolvasztas utani motilitasi illetve morfoldgiai adatokat mértiink. Ehhez a preparalast
kovetd 15 perces inkubaciét kovetéen, — vizsgalataink soran ez szolgalt nativ kontrollként —
valamint felolvasztast kévetéen is megmértik a motilitasukat, valamint kenetet készitettlink a
morfoldgiai kiertékeléshez. A spermiumok motilitdsanak vizsgalatahoz CASA programot
hasznaltunk a 8.1.1.2 fejezetben leirtak alapjan. A keneteket pedig a 8.1.1.3 fejezet alapjan

Spermac festékkel (FertiPro; Belgium) festettik.

Az adatokat R statisztikai programmal (R Development Core Team Version 1.0.153, 2017)
elemeztik. A vizsgalt csoportok motilitas- és akroszoma aranyanak oOsszehasonlitasat
varianciaanalizissel (ANOVA) végeztik. A csoportok paronkénti dsszehasonlitasara post hoc

Tukey-prébat hasznaltunk.

10.4.2 Eredmények

Vizsgalataink soran szignifikdnsan alacsonyabb 6sszmaotilitast tapasztaltunk a
kontrollcsoportban a fagyasztas elétti, nativ 6sszmotilis értékekhez képest (p=0,034),
progressziv motilitds esetén pedig szignifikans cstkkenést tapasztaltunk a kontroll
(p=0,0015) és a 2 uM PACAP-pal kezelt csoportban (p=0,0023) a nativ mintakhoz képest.
Ezzel szemben a 4 uM és 8 uM PACAP-pal kezelt csoportok dssz- és progressziv motilitasa

nem kilénbdzott szignifikansan a nativan mért motilitastol (36. abra).
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36. abra Ossz- és progressziv motilitas az egyes csoportokban (atlag + SD)

* $ < 0,05 a nativ 6sszmotilitashoz illetve a nativ progressziv motilitashoz képest
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Morfoldgiai vizsgalataink alapjan sem a normal morfolégiat, sem az akroszéma reakcioét

mutatd spermiumok aranyaban (37. abra) nem volt szignifikans eltérés az egyes csoportok
kozott.
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37.abra Akroszoma reakciot mutatd spermiumok aranya az egyes csoportokban
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11 Megbeszélés

Kutatasunk soran megvizsgaltuk az exogén PACAP alkalmazhatdésaganak lehet6ségét a
preimplantacios embriok in vitro tenyésztésé soran. Alacsonyabb aranyu mikronukleuszt, azaz
toredezett DNS allomanyt tapasztaltunk a 8 uM PACAP-pal kezelt embriok esetében a kontroll
csoporthoz képest. Lee és munkatarsai (1999) vizsgalataik soran azt tapasztaltak, hogy a
PACAP kezelés doézisfiggd modon gatolja az apoptotikus DNS fragmentaciét a tliszdékben,
melyet Vaudry és munkatarsai (2003) is megfigyeltek kisagyi szemcsesejteken, ahol a PACAP
novelte az él6 sejtek szamat és gatolta a DNS fragmentaciot. Vizsgalatunk alatamasztja ezen
megdfigyeléseket, mely soran a PACAP kezelés doézisfiggd modon csokkentette a
mikronukleusz aranyt, amely alacsonyabb DNS fragmentaciora utal. A mikronukleuszok
emelkedett aranyat dsszefliggésbe hoztak a blasztociszta-fejlédés csdkkend aranyaval, illetve
megakadasaval, valamint a gyenge beagyazddasi sikerrel, és a terhességek soran megjelené
magasabb rendellenességek aranyaval. (Cecchele et al., 2022; Ebner et al., 2001; Jackson et
al., 1998b; Stone et al., 2005) Ennek csékkent jelenléte a 8 uM PACAP-pal kezelt embridk jobb

min&segére és sikeresebb beagyazodasara enged kdvetkeztetni.

PACAP antiapoptotikus hatasanak kihasznalasa érdekében megvizsgaltuk a vitrifikacié
soran vald alkalmazhatosagat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a nagyobb dézisi PACAP-
pal kezelt embridk csoportjdban magasabb volt a tovabbfejlédési arany a vitrifikacié utan. Ahn
€s munkatarsai (2002) fizikai és kémiai valtozasokat figyeltek meg a fagyasztott, kiolvasztott,
kétsejtes egérembriokban, példaul a sejtmembran integritdsanak pusztulasat, az aktin
filamentek ujrarendezédését, mitokondridlis depolarizaciét és a reaktiv oxigéngyokok (ROS)
fokozott termelését, amelyek apoptotikus kaszkadot indithatnak el, ami az embridk tulélési- és
tovabbfejlédési aranyanak csokkenéséhez vezethet. Szamos mas tanulmanyban is
megfigyelték, hogy az oxidativ stressz korai fejl6édési karosodassal és az embrid
fragmentaciojaval jar egyutt, valamint apoptozist indukal az oocitakban és a korai embridkban
(Takahashi et al., 2000; Dennery, 2007; Takahashi, 2012). Dhali és munkatarsai (2007)
alacsonyabb blasztociszta aranyt talaltak a vitrifikalt, valamint a nem vitrifikalt, de krioprotektiv
szerrel kezelt embridkban a kontrollcsoporthoz képest. Ez arra utal, hogy a krioprotektans
anyag toxicitasa és/vagy a dehidratacios és ozmotikus események jelentésen karositjak az
embridkat. Vizsgalatunkban a 2 yM PACAP-pal inkubalt (EM 2) majd vitrifikalt embridkban
szignifikdnsan nagyobb aranyu felolvasztds utani fejlédést talaltunk a vitrifikalt
kontrollcsoporthoz képest. Ha azonban a PACAP-ot a felolvasztas utan az in vitro tenyésztés
soran (TM 1, TM 2) hasznaltuk, nem talaltunk szignifikdns kiloénbséget a fejlédési Utemben a
vitrifikalt kontroll embridkhoz képest, feltételezhetd, hogy a PACAP jelenléte az EM-ben térténd
3 perces inkubacio soran felkészitette az embridkat arra, hogy jobban ellenalljanak a

kriokonzervalas karos hatasainak, sét védéhatast fejtett ki az ezt kdvetd 24 oras felolvasztas
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utani in vitro tenyésztés soran. Ezzel szemben a PACAP jelenléte a kiolvasztas utani in vitro
tenyészd médium (TM) soran hasznalt kdzegben nem eredményezett tovabbi elényt.
Megfigyelésiink arra utal, hogy a PACAP-kezelésnek kedvez6é hatasa van az embrid
tulélésére, mivel megvédheti az embridt a kriokonzervalas/vitrifikalas karos hatasaitél. Ezt a
hipotézist tdbb tanulmany is alatamasztja, amelyek szerint a PACAP jelentds antiapoptotikus
hatassal rendelkezik, valamint védelmet nyujt az oxidativ stressz és a toxinok ellen (Lee et al.,
1999; Morelli et al., 2008).

A vitrifikacid megvaltoztathatia vagy modosithatia a génexpresszidt/transzkripcids
aktivitast. Medfigyelték, hogy a vitrifikacié néveli az apoptotikus gének expresszios szintjét.
Majidi Gharenaz és munkatarsai (2016) szignifikdansan magasabb Bax pro-apoptotikus és
szignifikdnsan alacsonyabb Bcl-2 anti-apoptotikus génexpressziét talaltak a kétszer vitrifikalt
embridkban a friss embridkhoz képest. Ugyanakkor nem figyeltek meg szignifikans
kllonbséget a kétszer vitrifikalt és az egyszer vitrifikalt csoportok kdzott. Ezek az eredmények
Osszefluiggésbe hozhatdk a korabban emlitett vizsgalat tapasztalataival, amelyben szoros
kapcsolatot talaltak a csokkent fejlédési képesség és a Bax és Bcl-2 gének megvaltozott
transzkripcios aktivitasa ko6zott a vitrifikalt embridkban (Dhali et al., 2007). Tovabba Majidi
Gharenaz és munkatarsai (2016) az ErbB4 gén expresszidjanak szignifikansan alacsonyabb
szintjét figyelték meg a kétszer vitrifikalt embridkban a friss embridkhoz képest, és hasonld
szinteket talaltak az egyszer vitrifikalt embridkban, mint a kétszer vitrifikalt embridkban. Az
ErbB4 és a HB-EGF kozotti interakcid biztositja a blasztociszta kapcsolédasat az
endometriumhoz (Paria et al., 1993; Lim et al., 2006; Davidson & Coward, 2016). A HB-EGF
altal az embrié felé torténd jelatvitel viszont aktivalja a trofoblasztok differencialodasi
programjat, amely a késdbbi kotédés és invazid soran az adhézids funkcidkhoz szikséges
(Lim et al., 2006; Davidson & Coward, 2016). Majidi Gharenaz és munkatarsainak (2016)
ErbB4 kapcsan tapasztalataikkal szemben, vizsgalatunkban a 2 uM PACAP sejtvédd
anyagkeént valé hasznalataval a Hbegf magasabb relativ expresszios szintjét figyeltik meg.
Gazor és munkatarsai (2018) a kriokonzervalas negativ hatasat talaltdak az epidermalis
ndvekedési faktor receptor (EGFR) génexpresszidjara. Ezt Riesco és Robles (2013) is
megerf@sitette. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a génexpresszié megvaltozhat a vitrifikacios
és felolvasztasi eljaras soran. Magyarazatuk szerint a kriokonzervalas befolyasolja az mRNS-
ek stabilitasat, ezért azok egy része hajlamos a lebomlasra. Vizsgalataik alapjan egyes mRNS-
ek szabalyozasa transzlacios gatlassal jar. Szintén medfigyelték egyes transzkriptek
csokkenését, s6t, akar eliminacidjat a kriokonzervalas eredményeként, amelyrél Garcia-
Herrero és munkatarsai (2011) szamoltak be. Tekintettel arra, hogy a vitrifikacié soran 2 yM
PACAP-pal kezelt embriokban magasabb Hbegf expresszios szintet talaltunk, arra utal, hogy

az exogén PACAP megvédheti az embriét a kriokonzervalas korabban emlitett karositd
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hatasatél. Shaw és munkatarsai (Shaw et al., 2012) a génexpressziét vizsgaltak friss és
fagyasztott - felolvasztott human preimplantaciés embridkban. Szignifikansan alacsonyabb
génexpresszios szintet talaltak a felolvasztas utan. Hasonléan, mi is szignifikansan
alacsonyabb Hbegf expresszids szintet tapasztaltunk a TM 1 és TM 2 csoportokban. Adataink
arra utalnak, hogy ha a fagyasztas - felolvasztas utan a taptalaj PACAP kiegészitését
alkalmazzuk, a PACAP mar nem képes kifejteni a véddhatast a vitrifikaciot kovetéen. Tovabbi

vizsgalatok szikségesek a jelenség magyarazatanak megtalalasara.

Beszamoltak arrél, hogy az implantaciéra megfelel® blasztociszta altal kifejezett HB-EGF
parakrin modon indukalja a Hbegf expresszidjat a méh endometriumaban (Hamatani et al.,
2004). A szintetizalt HB-EGF javitja az embrié fejlédését a kibujt blasztociszta stadiumig,
el6segiti a trophoblasztok névekedését és szabalyozza annak aktivitasat az implantacié soran
(Lim et al., 2006). Tovabba a HB-EGF indukalja a Ptgs2, a prosztaglandin-endoperoxid-szintaz
génjének méhbeli expresszidjat. Lim és munkatarsai (Lim et al., 1997) hibas beagyazédast és
decidualizaciot talaltak Ptgs2 KO egerekben. Ez arra utal, hogy a belltetés esélye elére
jelezhetd e gén expresszios szintjébdl. A magasabb HB-EGF szintet magasabb implantacios
rataval hoztak Osszefliggésbe (Lim et al., 2006). Vizsgalataink alapjan a PACAP-kezelt
embridkban magasabb expresszids szintet talaltunk a friss embridokhoz képest, ami arra utal,
hogy a vitrifikaciés protokoll alatti PACAP-kezelés dozisfuggé médon kedvezéen hat a Hbegf

gén expressziodjara, ezaltal az implantacio valdszinliségére.

Az ivarsejtek kriokonzervalasa egyre nagyobb figyelmet kap a bioldgusok, a klinikusok és
az allattartok korében. Human teruleten a termékenység megérzése, illetve egyes értékes
allatok esetében a specifikus genotipusok elterjedésének kiszélesitése, illetve veszélyeztetett
fajtdk vagy fajok esetében a bioldgiai sokféleség megbrzése céljabol. Fuggetlendl a
fagyasztasi rendszertél, a fagyasztott spermaban bizonyos kriosérilések elkerulhetetlenil
eléfordulnak, kuléndésen a jégkristalyok kialakuldsa miatt a sejteken belll és kivil. A
kriokonzervalas legnyilvanvaldobb hatasa a spermiumok motilitdsanak csokkenése (Parks,
1997). Ezt vizsgalataink soran is megfigyeltik. Szignifikansan alacsonyabb maotilitast
tapasztaltunk a kontroll és az alacsony, 2 uM PACAP-pal inkubalt spermiumok esetében a
friss, nativ mintdakhoz képest. Ez feltehetbleg a membranpermeabilitas névekedésének
eredménye, ami szamos molekula, koéztik a motilitashoz szikséges ATP extracellularis
diffuzidjahoz vezet, amelyet a spermiumok a hidegsokk utan mar nem képesek elSallitani
(Parks, 1997). Amegndvekedett permeabilitas a spermiumok membranjait a fagyasztas soran
ér6 jelentds karosodasokhoz kapcsolddik, részben a foszfolipid kettGsréteg elrendezddését
befolyasolé hémeérséklet-csokkenés, részben pedig a névekvé jégkristalyok fizikai hatasa

miatt. A nagyobb dézisu, 4 uM illetve 8 uM PACAP sejtvéddként valdé hasznalata esetében
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ugyanakkor a motilitas a friss mintakhoz hasonld volt, nem talaltunk szignifikans eltérést.
Eredményeink azt mutatjadk, hogy a PACAP doézisfliggd modon képes megvédeni a

spermiumokat a kriosérulésekkel szemben, ezzel ndvelve termékenyité képességuket.
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12 Uj tudomanyos eredmények

PACAP KO egerek vizsgalataval, objektiv mddon, szteroidhormonok-metabolit
szintjének (6sztradiol és progeszteron) mérésével igazoltuk, hogy a PACAP nincs

hatassal a néstény egerek 6sztruszciklusara.

Az endogén PACAP-nak citoprotektiv szerepe van a preimplantaciés embriéfejlédés
soran a DNS fragmentaciéval szemben, pozitiv hatassal van a preimplantaciés embri6

min6éségére, hianyaban a mikronukleuszok aranya né.

Kisérleteink voltak az elsé prébalkozasok preimplantaciés embriok PACAP (Adcyap1)
expressziojanak mérésére és elészor mutattunk ki kapcsolatot méhszoveti PACAP és
egy beagyazddasra hatdé novekedési faktori, a HB-EGF ko6zott, ezaltal kimutattuk,
hogy a PACAP szerepet jatszhat a periimplantacios idészakban a beagyazddas
tdmogatasaban. Ezen kivul serkentd hatassal van a preimplantacios embriok
fejlédésére. Valamint méhszoveti expresszidja korai vemhesség esetén embrid

jelenlététdl fiigg, nem korlatozédik a progeszteron stimulalé hatasara.

Kutatasunk eredményei voltak az elsé bizonyitékok, hogy az exogén PACAP
preimplantacios embrid tenyésztése soran valdé alkalmazasa javitia az embridk

min&ségét, csokkenti a DNS fragmentaciot.

Vizsgalataink soran alkalmaztuk el6szér a PACAP-ot embridk vitrifikacioja illetve
spermiumok mélyh(itése soran. Mind embrié, mind spermium esetében dézisfliggd

maodon noveli a krioprezervacio utani tulélést.
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14 A doktori kutatas eredményeinek kozlései
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epididymal sperm; Allatorvostudomanyi Egyetem, Sziilészeti és Szaporodasbioldgiai
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15 Koszonetnyilvanitas

Els6ként szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Dr. Cseh Sandornak és Dr.
Somoskdi Bencének, akik rengeteget segitették és iranyitottak tudomanyos munkamat és
fejlédésemet. Végtelenll halas vagyok nekik, amiért mindig mellettem alltak és tamogattak.
Koszonettel tartozom munkatarsaimnak Bordas Lillanak és Keresztes Zsuzsannanak, akik
nem csak szakmailag, de az élet minden teriletén tamogattak és jelenlétiknek kdszénhetéen
minden nap j6 hangulatban telt az Androldgiai Laboratériumban. Ez tobb, mint egy

kutatocsoport.

Halasan k6szdndm az Androlégiai és Asszisztalt Reprodukciés Kutatécsoport minden
tagjanak a valtozatos és kihivasokkal teli munkakat, lehet6séget teremtve szamomra a

folyamatos szakmai fejl6désre.

Kdszdnettel tartozom Vonané Nagy Alicenak az Endokrinoldgiai laboratdrium
munkatarsanak, aki nélkil nem tudtam volna elsajatitani a radioimmunoassay modszert,
valamint a Szillészeti Klinika munkatarsainak, akik a faradhatatlanul gyQjtotték szamomra a
mintakat az ivartalanitdsok soran. Tovabba kdszonettel tartozom a Szilészeti Tanszék és
Haszonallat-gy6gyaszati Klinikanak, hogy lehet6séget biztositottak szamomra a vizsgalatok

elvégzésére.

Kdszonetemet fejezem ki Dr. Lang Zsoltnak és Piross Imre Sandornak a statisztikaban

nyujtott segitségukeért.

Szeretnék koszonetet mondani a Pécsi Tudomanyegyetem Anatomiai tanszék
munkatarsainak, Dr. Regl6di Déranak, Dr. Tamas Andreanak, Dr. Fulop Balazsnak, hogy

biztositottak vizsgalataimhoz a CD1 egértorzset és az exogén peptidet.

Végll, de nem utols6 sorban halasan kdszondm csaladomnak, akikre mindig
szamithattam, akik tamogattak és megteremtették a koérulményeket céljaim eléréséhez.
Nélkuluk nem tarthatnék most itt. Koszonom Mayanak a végtelen turelmét, hogy a hosszu
sétdk és jaték helyett éjszakdba nyuléan olvashattam cikkeket vagy elemezhettem az
adatokat. Kilon kdszonet illeti paromat, Balintot, aki végig tdmogatott, segitett a hétvégi

mintagydjtésekben, atolvasta a cikkeimet és barmikor szamithattam ra.

A kutatds az OTKA 115874 palyazat keretébdl valésult meg. A 134887 szamu projekt
az Innovacios és Technoldgiai Minisztérium Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios
Alapbdl nyujtott tamogatasaval, a FK_20 palyazati program finanszirozasaban, a TKP2020-
NKA-01 szdmu projekt a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacidés Alapbdl biztositott
tdmogatassal, a Témateruleti Kivalésagi Program 2020 (2020-4.1.1-TKP2020) palyazati
program finanszirozasaban valésult meg. A kutatdst a Budapesti Allatorvostudomanyi

Egyetem Stratégiai Kutatasi Alapja tamogatta (SRF-001 szamu tamogatas).
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