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A KUTATAS CELKITUZESEI

Doktori értékezésemben az allattenyésztési alkalmazhatosag hangsulyozéasaval alkalmazott
szaporodasbioldgiai mddszereket ismertetek. Bemutatok egy szarvasmarha embriok in vitro
eléallitasdhoz kidolgozott laboratdriumi eljarast, és az embridk beiiltetés el6tti genetikai
vizsgélata szamdra kifejlesztett embridbiopszias protokollt. Végiil a mikromanipulacios
beavatkozas egérmodellen tanulmanyozott, embrio- és magzatfejlodésre gyakorolt hatdsanak

vizsgélati eredményeit ismertetem.

1. Megbizhat6 in vitro szarvasmahaembrio-el6allité technolégia rendszerbe allitasa

Célom egy olyan technoldgiai protokoll kialakitdsa volt, amely alkalmas arra, hogy
hozzon létre in vitro.

e Az in vitro embriok eléallithatok az alapkutatds szamara: preimplanticios
embriofejlodési  vizsgdlatokban, embriomélyhiitési, ¢és klonozasi kisérletekben
szerepelhetnek kisérleti objektumként.

e Az embrid-eldallitd rendszer a MOET tenyésztési eljaras technoldgiai elemeként is
alkalmazhat6: nagy tenyészértéki donoroktdl szadrmazd petesejtek in  vitro
termékenyitésével beiiltetésre alkalmas embriok hozhatok segitségével 1étre.

e Az in vitro embrid-eldallitads szolgalhat génmegdrzési célokat is. Levagott iiszOk és
tehenek petefészkébdl szarmazod petesejtek in vitro termékenyitésével ,post mortem”
létrehozott embriok mélyhiithetdk. Az ex situ génmegdrzést szolgdldé embridbank
biztosithatja egy veszélyeztetett fajta genetikai valtozatossagat. A létrehozott embridok
hordozzak a ndivar genetikai Orokségét is, segitségiikkel egy kis létszamu in situ
génrezerv allomanyban bekovetkezd génerdzio ellen lehet védekezni.

e A mesterséges termékenyités gyakorlataban a termékenyitdanyag morfologiai és
fiziolodgiai tulajdonsagainak jellemzésén kiviil a petesejtek termékenyitésével az in vitro
termékenyitdképesség is megallapithato, igy az in vitro fertilizacids eljarast, mint mérési

rendszert, spermamintak funkcionalis értékelésére is felhasznalhato.

A dolgozatban bemutatott kisérleteket az alkalmazasi teriiletek szerint ismertetetem.



Génmegorzési célu felhasznalas

e A rendszer génmeglrzési célu alkalmazasdhoz a petesejtek kinyerésének
hatékonysagat vizsgaltam levagott magyar sziirke szarvasmarha iiszok ¢és tehenek
petefészkének felhasznaldsaval.

e Az embrid-eldallitd rendszer hatékonysaganak ndvelése céljabol az in vitro
termékenyitést kovetd in vitro embridtenyésztés soran alkalmazott tenyésztOoldat

megvaltoztatasanak hatdsat tanulmanyoztam.

Az in vitro termékenvités moddszereinek felhasznalasa a termékenyitdanyag funkcionalis

jellemzéséhez

e A termékenyitd anyag in vitro jellemzésére a himivarsejtek motilitdsanak mérésével in
vitro fertilizacidé sordn alkalmazott felusztatdsi eljaras motilitasra gyakorolt pozitiv
szelekcids hatasat elemeztem.

o A felusztatasi teszt segitségével kdzvetve igazolni kivantam azt a feltételezést, hogy a
Kovacs-Foote festés szerint élonek és ép akroszomajunak latszd, de farokfestodést
mutato himivarsejtek csokkent motilitassal rendelkeznek.

e Az in vitro fertilizacid segitségével Osszefiiggést kerestem a himivarsejtek motilitdsa

¢s in vitro termékenyitoképessége kozott.

In vitro 1étrehozott embridk alkalmazott kutatasi célu felhasznalasa

e Szarvasmarha embriok preimplantacids genetikai diagnozisanak kidolgozasahoz az in
vitro 1étrehozott embridkon az embriobiopszia in vitro fejlodésre gyakorolt hatasat

vizsgaltam.

Nagy értékli embriodk in vitro eldallitasa a gyakorlat szamara

e MOET nukleusztenyésztési eljaras részeként €16 iisz6kbdl és eldhasi iisz6kbdl ovum
pick up-pal kinyert petesejtek termékenyitésével nagy értékli embriokat hoztam létre,

majd néivart embriokat az embridszexalast kdvetden recipiens allatokba iiltettiik.



2. A preimplantacios genetikai diagnozis embriobiopszia modszerének kidolgozasa,

embrio és magzatfejlodésre gyakorolt hatasanak vizsgalata

Az embriok, recipiens allatba vald beiiltetésiik eldtt, genetikai vizsgalatnak vethetdk ala.
A mikromanipulacioval kinyert sejtek genetikai analizisével (FISH, PCR) az embrid ivarat,
terheltségeket, ¢és értékmérd tulajdonsagokat meghatarozo géneket lehet genotipizalni, a

beiiltetésre vard embridt jellemezve.

Kisérleteimben preimplantacios kord, a kompaktalodast megel6zo fejlettségii in vitro

létrehozott szarvasmarha €s egér embriok részére dolgoztam ki embridbiopszias eljarasokat.

Szarvasmarha embriok biopszidja

e (C¢lom olyan embridbiopszias protokoll kidolgozasa volt, ami a preimplanticios
genetikai diagnozis modszereként alkalmas 8-16 sejtes in vitro létrehozott

szarvasmarha embriok hatékony mikromanipulacidjara ¢€és a gyakorlatban is

alkalmazhato.

Kisérletek egérmodellen

e Az embridknak, a beavatkozast kovetd, in vitro, majd in utero tovabbfejlodését
megfigyelve, az embridbiopszia esetleges embrido- €és magzat kérositd hatasat
vizsgéltam egérmodellen.

e A megfigyelések szamara egy 1j, hatékony, gyorsan és egyszeriien kivitelezhetd
embriobiopszias eljarast kellett kifejlesztenem, amely a gyakorlatban mind egér, mind
human embriok esetén felhasznalhato.

e Az egérmodellen az embridk in vitro tenyésztése soran tapasztalhaté fejlodési
rendellenességeket Ossze kivantam vetni a biopszazott szarvasmarha embridk in vitro

fejlodésekor megfigyelt jelenségekkel.



A KUTATAS ELOZMENYEI

1. In vitro szarvasmahaembrié-el6allité technologia

1981-ben sziiletett meg az els6 in vitro termékenyitéssel 1étrehozott borju. A kisérlet
soran az ovulacidt kovetden a petevezetobdl kimosott petesejteket termékenyitettek friss
bikaspermaval, majd az embridkat, a fejlddés korai szakaszdban, sebészi uton recipiens
allatok petevezetdjébe iiltették. A donor és recipiens allatokat egyarant terheld, koriilményes
sebészeti beavatkozas miatt hiisz évvel ezelbtt az eljards még nem kinalt egyszerti alternativat
az akkor mar megbizhatdéan, egyszeribb ¢és foleg olcsébb vértelen beavatkozassal
végrehajthatdo MOET technoldgiahoz képest. Az in vitro embrid-eldallitds csak a petesejtek
kinyerésének egyszerlsitésével, a petesejtek mennyiségének ¢és a termékenyités
hatékonysaganak novelésével, egy megbizhatéan, hatékonyan és olcson milkddtethetd
embridtenyésztd rendszer kidolgozasaval valhatott csak versenyképessé. A kilencvenes évek
ota tartd fejlesztés célja mindségében a MOET embriokkal megegyezd, de eldallitasi
koltségeit tekintve olcsébb embridk eldallitasa.

Az in vitro embrio-eldallitasi technologia hatékonysaga az egyes technologiai 1épések
eredményességének novelésével javithatd. A késébb termékenyitésre keriild petesejtek
egyarant szdrmazhatnak ¢l6 és levagott allatok petefészkeibdl. A tiiszéfolyadékban talalhato,
kumulusz sejtekkel kortilvett, éretlen petesejtekhez a petefészkek preantralis tliszdinek
aspiralasaval juthatunk hozza. In vitro csak a meidzis masodik metafazisaban levd, elsé sarki
testet is hordozd petesejtek termékenyithetok sikeresen. A petesejtek egy napos in vitro
érlelést kovetden érik el a természetes ovuldciondl megfigyelhetd fejlettséget. A
termékenyités elott a felolvasztott termékenyitdanyagot kiilonbozd eldkezelési eljarasok
(spermamosas, feliilusztatas, Percoll gradiensen vald centrifugéalds) segitségével meg kell
szabaditani a spermahigitotl. A petesejtekrol a 22-24 6ras, termékenyitdoldatban torténd
inszemindcid utan a petesejteket koriilvevd taplald kumuluszsejtek eltavolithatok. A
zigbtakbol in vitro tenyésztéfolyadékban egy hét alatt fejlodnek ki a beiiltetésre alkalmas
fejlettségli holyagcesirak.



2. Preimplantacios genetikai diagndzis

A korai embriofejlodés szakaszaban, az emlds embriok mikromanipulécioval torténd
darabolésa (felezés, negyedelés) utdn az embriddarabok képesek regeneralodni, és beldliik a
betiltetést kovetden ¢€letképes magzat fejlodik. A kompaktalodast megeldz6 embriofejlodési
szakaszban (4-16 sejtes embridk) néhany embrionalis sejt, un. blasztomer
mikromanipuldcioval vald eltdvolitaisa sem befolydsolja jelentdsen az embridfejlodést.
Megfigyelések szerint a beavatkozas utdn megmarado sejtek totipotenciajuknal fogva képesek
potolni az eltavolitott sejteket, atvallalva szerepiiket. Az eltavolitott sejtek genetikailag
elemezhetdk, igy az embrid, még az implantaciot megelézden genetikailag jellemezhetd. A
blasztomerek eltdvolitasara tobb mikromanipulacids lehetdség is adodik. Az embridfelezés
szamara kifejlesztetett darabolasi technika mikropenge, illetve livegkapillarisbol készitett
tivegtli segitségével végezhetd el. A zona pellucida elmetszése utan, a késObbi magzati
méhlepényt képzd, trofektoderma sejtek egy részét (az eredeti embrid térfogatanak 10-30%-
at) lehet a holyagesirdkbol eltdvolitani. A mikromanipuldcié sordn az embridcsomd, amibol
késébb a magzat fejlodik, épen marad. Az embridcsomot tartalmazod embriorész recipiens
allatokba tiltethetd. A mikroaspidciés technika sordn kompaktalodast megel6zo
embriofejlodési stddiumu embridkbol 1-3 blasztomer nyerhetd ki a zona pellucidén ejtett
sziik, 30 um atmérdjii nyilason keresztiil, mikromanipulatorral vezérelt aspirator kapillaris
segitségével.

Az embriobiopszidval eltavolitott blasztomerek FISH, vagy PCR analizisével az
embriok ivaran kiviil egyes nagyhatasu, értékes termelési tulajdonsagot meghatarozo géneket
(pl. kappa-kazein) is lehet genotipizalni. Az embridok orokletes terheltségének (BLAD,
DUMPS, citrullinémia, miofoszforilaz deficiencia, alfa-mannozidézis) kimutatdsara is

lehetdség van.



A KUTATAS MODSZEREI

1. Az in vitro szarvasmarha -embrio-eloallitas modszerei

1.1. Petesejtek kinyerése

A vagasi folyamatot a belsdségek eltavolitasaig végigkdvetve, a petefészkeket a
fiilszdm alapjan egyedileg elkiilonitve tavolitottam el. A szerveket, testmeleg fiziologids
sooldatban vald atmosas utan, a testhOmérséklet fenntartasa mellett, PBS-oldatban
széllitottam a laboratoriumba. Az elsé allat levagasanak kezdetétdl a petesejtek leszivasig
harom ora telt el. A petefészkek felszinén talalhatdo 2-6 mm atmérdjii follikulusokbol a
tiisz6folyadékot 10 ml-es fecskenddre szerelt 18 G-s Luer tlivel szivtam le. A petefészkekrol
hosszméretet vettem fel. A petesejteket petefészkenként elkiilonitve 3,5 cm atmér6ji Petri-

csészékben, TALP-HEPES moso6folyadékba gylijtottem és szamoltam le.

1.2. Petesejtek in vitro érlelése

A kumulusszal boritott petesejteket (30-40 petesejt/400 pl) 24 oran keresztiil
TCM199+2ug/ml FSH, 1pg/ml E;, 10 ng/ml EGF+10%FCS érlel6folyadékban inkubaltam

5%CO0O,, 98%-o0s relativ paratartalom mellett, 38,5 °C-on.

1.3. Erett petesejtek in vitro termékenyitése

A petesejtek termékenyitése eldtt a miiszalmakat 37°C-on egy percig tartd
melegitéssel olvasztottam fel, majd a termékenyitdanyagot spermamosassal, vagy felisztatasi

modszerrel megszabaditottam a spermahigitotol.

Spermamosds

A miszalma tartalmat 38,5 °C homérsékletii Sperm-TALP médiumban 4 ml-re
higitottam, majd a tiz percig 300g-n torténd centrifugdlds a himivarsejteket a 10 ml-es
mianyag centrifugacsé aljara iilepitette. A higitét tartalmazé feliilusz6t a csapadékrol
automata pipettaval tavolitottam el, a csapadékot friss Sperm-TALP hozzdadasaval ujra
higitottam, majd megismételtem a centrifugélast. A feliiluszo eltavolitasa utan a csé aljaban a

miiszalmdban taldlhat6 0sszes himivarsejt megtalalhato volt.



Felusztatasi eljards

A termékenyitdanyag mindségének javitdsa érdekében, a spermahigitotol vald
megszabaditds mellett, motilitasszelekcidos eljardsok segitségével, a motilitis sejtek
kivéalogathatok és koncentralhatok.
A felusztatasi (swim up) mddszer sordn egy felolvasztott miiszalma tartalmat 1 ml-nyi Sperm-
TALP médium ala rétegezziik. Hatvan percig tartd inkubédcio soran a motilis himivarsejtek a
médiumba usznak, egy motilis sejtekbdl allo frakcidt kialakitva. A higitd és a halott,
mozgasképtelen sejtek tobbsége az alarétegzett mintdban marad. A feliilluszobol 770 pl-t
eltavolitunk, és 0j centrifugacsében 3 ml Sperm-TALP médiummal higitjuk. 10 perc 300 g-n
torténd centrifugalas utan 50-100 pl-t meghagyva a feliiluszot eltavolitjuk, és a motilis

spermafrakciot a maradék médiumban felkeverjiik.

A termékenyitoanyag minositése

A termékenyitéanyag mindségét a sejtek mozgékonysaganak mérésével, és
fénymikroszkopos festéssel is meghatarozhatjuk.

A motilitist HTM Motility Analyzer automata mozgékonysagmérd-miiszerrel
vizsgéltam. A berendezés a mozgod spermiumokat a mozgas jellege alapjan két kategoridba
sorolja, megkiilonboztetve a nagy motilitdsi himivarsejteket (sperm of high motility -
HMOT, v>50 ps/s), és az alacsony motilitasi himivarsejteket (sperm of low motility - LMOT,
v<50 ps/s). A két csoport Gsszegzésével megallapitja az Osszes motilis sejt (sum motility -
SMOT), és az all6 sejtek (static sperm - STAT) aranyat. A program meghatarozza az egyenes
elérehaladd mozgast végz0 sejtek aranyat (straightness of sperm - STRT), és az atlagos
progressziv elérehaladasi sebességet (mean progressive velocity -VEL) is.

A sejtek fénymikroszkopos birdlatahoz a Kovacs-Foote féle tripan kék/Giemsa festést
hasznaltam fel. A festés egyszerre alkalmas a sejtek ¢€l6/holt allapotanak, a sejtek
membranépségének kimutatdsara a spermium fej posztakroszomalis részének tripan kék
festddése alapjan és az akroszoma épségének jellemzésére a Giemsa festddés alapjan. A
himivarsejteket festddésiik szerint hét nagyobb csoportba sorolhatjuk. Az ¢l6 sejtek
akroszomaja lehet ép (EE), lehet ép az akroszoma, de a farok festédd (EF), az akroszoma
lehet fellazult, vagy sériilt (ES), és hianyozhat is (EN). A halott sejtek akroszomaja is lehet ép
(HE), sériilt, vagy fellazult (HS), illetve hidnyozhat (HN) is.

A Kovacs-Foote festés értékelését végzd szakemberek részére egy DOS, illetve

Windows operacios rendszerben futtathatd szamitogépes adatbeviteli programot készitettiink.



A szoftver a mikroszkop mellé helyezett szamitogép billentylizetének NumPad -
szamkarakter input egységének billentylithez rendeli a festés kiilonb6zd kategoridit, igy a
szamlalast végzd operator a megfeleld billentyli lenyomdasaval tarolhatja el a megfigyelt sejtek
festési adatait, amit a szamitégép hangjelzéssel jelez vissza szdmara (minden kategdridhoz
kiilon hang tartozik). A szamldlas aktudlis alldsa a szamitégép monitorjan folyamatosan
kovethetd. A program DOS valtozata akar kis teljesitményli szamitogépeken (286-AT) is
futtathatd. A szamlalas eredményeit Osszesiti, atlagolja, és kiszamitja a szordsértékeket.
Mindkét program az eredményeket az Excel tdblazatkezeld program szamara, a sziikséges
fajlkonverziés  bedllitdsok  segitségével konnyen importalhatd, txt Kkiterjesztésii
eredménytablazatba menti ki. A programokhoz készitett hasznalati ttmutatd tdjékoztat a
programok kezelésérdl, az adatok betdplalasi és mentési eljardsarol, valamint ismerteti a
Kovacs-Foote festés modszerét. A szoftverek angol ¢és magyarnyelvii valtozatat is
elkészitettiik, amik az Internetrdl, a http://sperm.abc.hu informacioés web-site-rol ingyenesen

letolthetok.

In vitro termékenyités

Az érlelt petesejteket az elékezelt termékenyitGanyaggal 1¥10° spermium/ml
koncentracioban 22 6ran keresztiil 20 pg/ml heparinnal kiegészitett IVF-TALP médiumban
39 °C-on, 5% CO2-ben termékenyitettem.

1.4. In vitro embridtenyésztés

A gamétak koinkubacidja utan a kumulusszal koriilvett, termékenyitett petesejteket 80
ul-nyi 38,5 °C homérsékleti TALP-HEPES mos6é folyadékot tartalmazé 1,5 ml-es steril
Eppendorf csébe raktam, majd masfél percig tartd vortexeléssel eltdvolittam a zigdtdk zona
pelluciddjahoz tapadé kumuluszsejteket. A megtisztitott embridkat haromszor TALP-HEPES
cseppeken, majd a tenyésztomédiumbol készitett mosocseppen keresztiil dblitettem at, mielott
az elézdleg ekvilibralt tenyésztokulturaba helyeztem volna. Az embridtenyésztéshez kétféle
tapfolyadékot hasznaltam fel. TCM 199 alapmédium hasznalatakor 10% FCS-sel egészitettem
ki az oldatot. Ebben a rendszerben az embridk fejlodésének serkentésére, elOsegitésére az
egy-rétegben letapadd, a vortexelésnél levalasztott kumuluszsejtekbdl tarssejt-kultarat
alakitottam ki a tenyésztéedény aljan. Az embridkat 5%CO,, 98%-o0s relativ paratartalom
mellett, 38,5 °C-on tenyésztettem. SOF alapmédium hasznélatakor az oldatot esszencialis, €s
nem esszencialis amindsavakkal, citrattal €s mioinozitollal, és 5% FCS-sel egészitettem ki. Az

embridkat mobil inkubdtorkamrékban csokkentett, 5% O, koncentracié mellett tenyésztettem



7-10 napig. A termékenyités sikerességét az embridtenyésztés harmadik napjan (d3) az
osztodasi % (osztodott embriok/termékenyitett petesejtek*100) alapjan hataroztam meg. Az
embridtenyésztés hatékonysagat a tenyésztés hetedik, nyolcadik (d7, d8) napjan a

termékenyitett petesejtszamhoz viszonyitott blasztociszta arannyal jellemeztem.

2. A preimplantacios genetikai diagnozis modszerei

2.1. In vitro elballitott szarvasmarha embriok biopszidja

Kisérleteimben 8-16 sejtes, in vitro eldallitott szarvasmarha embriok szamara
mechanikus zona penetraciot kovetd mikroaspiraciot alkalmazd biopszids modszert

dolgoztam ki.

Kapillaris készités
A mikroaspiracios kapillarist a kapillaris htizast kovetd mikrokdszoriiléssel alakitottam

ki, majd a mikrohuta tiveggyongyének felhasznalasaval szurotiiskét hoztam létre rajta.

Az embriok preinkubacidja
Az embriokat 20 percen keresztiil 38,5°C-os pH 7,2 kémhatasu Ca®" és Mg®" mentes

PBS+1mg/ml PVA oldatban inkubaltam a sejtek kozotti szoros kapcsolatok fellazitdsanak

érdekében.

A biopszia lépései

A preinkubaciot kovetden a mikromanipulaciot TALP-HEPES médiumban, 3,5 cm
atmérdjii miianyag Petri csésze fedélbdl kialakitott mikromanipulacids edényben végeztem
Leitz mikomanipuldtorokkal felszerelt Leitz, illetve Narishige mikromanipulatorokkal
felszerelt Olympus inverz mikroszképokon. Az embriot a holder kapillarissal rogzitettem,
majd a zona pellucidat az aspirator kapillarissal doftem at. A balsztomert a kapillaris iiregébe

szivva tavolitottam el.
In vitro embriotenyésztés

A mikromanipulacié utan egyedileg, 10 pl-es mikrocseppekben a blasztociszta allapot

eléréséig, vagy csak a genetikai vizsgalat végéig tenyésztettem tovabb az embriokat in vitro.
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2.2.Az embridbiopszia vizsgalata egérmodellen

Az embriok eloallitasa és in vitro tenyésztése

6-8 hetes ¢letkortt C57B16/CBA F1 ndstény egereket 5 ITU PMSG-vel, majd 46 6raval
késébb 5 TU hCG-vel beoltva szuperovulaltattunk. A C57B16/CBA F1 himekkel paroztatott
ndstényeket a termékenyitést koveté masodik napon, cervikalis diszlokéacidval 6ltiik meg. Az
eltavolitott petevezetébdl kimosott embriokat M16 médiumban egy napig, a nyolc-sejtes
fejlettségi allapot elérésig széndioxid termosztatban, 37°C hdémérséklet, 98% relativ

paratartalom, 5% CO,-t tartalmaz6 gazelegyben tenyésztettem tovabb.

Az embriobiopszia modszere, kapillaris készités

Az altalam kidolgozott ) mikromanipulacids eljards soran a kompaktalddas eldtti
embriok zona pellucid4djan savas emésztéssel (zona drilling) hozhat6é 1étre nyilds, amin
keresztiil a blasztomer a holder kapillaris segitségével eltavolithato.

A holder ¢és drilling kapillarisokat boroszilikat iivegcsdvekbdl horizontalis kapillaris
huzo segitségével allitottam eld. A holder kapillarishoz mikrohuta platinaszalara olvasztott
iveggyongy segitségével 50 um kiils6 atmérénél tortem el a kihuzott iiveg kapillaris végét,
majd a végét 25 um atmérdre olvasztottam be. A kapillarist ezt kovetden a végétdl 100 um
tavolsagban 20°-kal meghajlitottam. A zona pellucida emésztéshez sziikséges drilling
kapillarist 10 um atmérénél tortem el, és 6-7 um belsé atmérdjiire olvasztottam. A teljes

kapillarist fecskendével pH 2.4 kémhatasu savas Tyrode oldattal toltottem fel.

Az embriok preinkubacioja
Nyolcsejtes, még nem kompaktalodd, vagy a kompaktalodast csak éppen megkezdo
embriokat a sejtek kozotti szoros kapcsolatok fellazitdsanak érdekében 20 percen keresztiil

37°C-os pH 7,2 kémhatasti Ca** és Mg”" mentes PBS oldatban inkubaltam.

A biopszia lépései

A mikromanipuléciot az erre kialakitott edényben, egy 3,5 cm atmérdji, 5-8 db 10 pl
M2 médium cseppet tartalmaz6 milanyag Petri csésze fedelében végeztem, Olympus IMT-2
inverz mikroszkop fltott targyasztalan, a mikroszkopra szerelt hidraulikus vezérlési
Narishige mikromanipulatorok segitségével. Minden cseppbe egy eldinkubalt embridt
helyeztem el. Az embridét 9 oOra pozicidoban rogzitettem, a holder kapillarisban 1étrehozott

szivohatas segitségével. A drilling kapillarist az embri6é azon részéhez kozelitettem, ahol egy
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blasztomer a legnagyobb feliiletével simul a zona pellucida bels6 falahoz. A kapillaris hegyét
ovatosan 10 um kitéréssel vertikalisan mozgattam, egyenletesen vékonyitva a zona pellucidat.
A kiomld sav hatasara a peteburkon 25-30 um atméréju, kor alaka nyilas keletkezett. A
drilling kapillarist az eltavolitottam a zona sériiléstél, majd a holder kapillarisban
megsziintettem a szivohatast. A holderkapillarisb6l a médium ftjasaval és a drilling kapillaris
mozgatasdval az embridt 180°-kal forgattam el. A holder kapillarisban twjra gyenge
szivohatast hoztam létre és a drilling kapillaris hegyével a zona pellucidan keletkezett nyilast
a holder kapillaris szajahoz illesztettem. A szivohatdst lecsokkentve a nyilason keresztiil,
finoman kontrollalva egy blasztomert a kapillaris iiregébe szivtam. A drilling kapilldrissal
valo enyhe nyomadssal segitettem a blasztomer kitliremkedését, majd a kapillarist
eltdvolitottam az embriotél. A targyasztalt mozgatva a holderrel tartott embridt a
médiumcsepp ¢€és az olaj szemben levé hatarfelillet¢hez juttattam. A targyasztalt
tovabbmozgatva a holder kapillaris finoman levélasztotta az eltavolitandd blasztomert a
médiumban rekedt embrioérol. A blasztomert a médiumcseppbe visszahelyezett kapillarisbol
kifajtam, majd a targyasztal mozgatdsaval a kapillarisokat a kdvetkezd cseppbe mozgattam, a

mikromanipuldcié magassagi szintjének megvaltoztatasa nélkdil.

In vitro embriotenyésztés

A Dbiopszidan atesett, valamint a nem kezelt, kontroll embridkat M2, majd M16
médiumban vald atmosas utdin M16 médiumban tenyésztettem tovabb 37°C, 98% relativ
paratartalom, és 5% CO;-mellett. Két napos in vitro tovabbtenyésztést kovetden az embriok
tovabbfejlodési képességét a blasztocisztak aranyaval jellemeztem, valamint Hoechst DNS

festéssel megallapitottuk az embridk sejtmag-szamat.

Magzatfejlodési vizsgalatok

Az embridk egy részét a biopsziat kovetd napon alvemhes C57BI6/CBA Fl1
recipensekbe iiltettiik. A vemhesség sordn a magzatokat hirom fejlédési szakaszban
vizsgaltuk. A vemhesség 9., 13., és 19. napjan ledlt recipiens néstények méhébdl kipreparalva
8 és fél nap életkort, korai szomita allapotl, az organogenezis folyamataban levé 12 és fél
nap ¢letkort, és a végsé novekedési fazisban levd, kozvetleniil megsziiletés elott allo, 18 és
fél nap életkort magzatok fejlettségét és életképességét kiilsé morfoldgiai jegyek alapjan
biraltuk el.

Ot recipiens anyat hagytunk megelleni, az alomlétszdm nagysaganak és az utédok

¢letképességének, ¢és fertilitdsanak vizsgalata céljabol.
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AZ ERTEKEZES FOBB MEGALLAPITASAI

1. Az in vitro embrio-eloallitas modszerei

1.1. Petesejtek kinyerésének vizsgalata

Osszehasonlitva az iisz6k és a tehenek petefészkeit megallapithatd, hogy bar a tehenek
petefészkei jelentdésen nagyobbak voltak és a szemmel megfigyelhetd tiisz0szam is majdnem
kétszer tobb volt a még nem ivarérett liszOkénél, a petefészkenként kinyerhetd petesejtszam
tekintetében ezt az eltérést statisztikailag nem tudtuk igazolni. Habar a tehenek petefészkén
tobb tiisz6t talaltam, az liszOk petefészkeibdl nagyobb hatékonysaggal lehetett petesejteket
kinyerni. Az adatok alapjan feltételezhetd, hogy levagott allatonként 9-10 petesejtet kinyerve
2-3 beliltetésre alkalmas embriot lehet rendszeriinkben eldallitani, s igy levagott allatonként
egy-két ndivart embrid létrehozdsaval szamolhatunk. In vitro eldallitott embridokbol
kialakitott embridobank tervezésekor figyelembe kell venni, hogy szamitdsaink szerint 10
levagott petesejt donortol, mélyhitést kovetden az embrid-beiiltetésekbdl 4-7 iiszéborju

sziilethet meg.

1.2. Az in vitro embridtenyésztés hatékonysaginak fokozdsa Uj tenyésztdfolyadék

alkalmazisaval

Két embridtenyészté médium hatékonysagat hasonlitottam 6ssze az embridtenyésztés
7. napjan meghatéarozott holyagesira arany (holyagcesirdk/ termékenyitett petesejtek) alapjan.
A 10% FCS-sel kiegészitett TCM 199 tenyésztomédium és segité kumulusz tarssejtek
hasznalataval 13%, 10ul/ml MEM (100x) térzsoldattal, 30ul/ml BME (50x) torzsoldattal, 0,5
mg/ml Na-citrattal, 0,1 mg/ml myoinozitollal és 5%FCS-sel kiegészitett SOF alapmédium
alkalmazasaval 23,5% holyagesira aranyt tudtam elérni. Mivel a SOFaaci+5% FCS
tenyésztofolyadék majdnem kétszer eredményesebbnek bizonyult, mint a TCM 199+10%
FCS, a rutin in vitro embrid-el6allitd programokban is attértem a SOF hasznélatara. (A
rendszer hatékonysagat még tovabb ndvelhetd jobb in vitro fertilitdsi termékenyitdanyag

alkalmazasaval, és a petesejtek érlelés elotti szigortibb szelekciojaval.)
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1.3. Az in vitro fertilizacid alkalmazasa spermamintak funkcionalis vizsgalatdhoz

A felusztatasi eljaras szelekcios hatasanak igazoldsa motilitasi adatok alapjan

Hat tenyészbikatol szarmazd spermamintanak felusztatasi eljardst megel6zé és a
feliilisz6 motilitds-elemzése alapjan megallapithatd, hogy az eljaras segitségével kialakitott
feliiliszobol szarmazo himivarsejtek alkotta frakcid motilitasi jellemzoi eltértek a kiindulasi
minta motilitasi jellemz6itl. A nagy motilitast sejtek aranya ndvekedett (HMOT), valamint
n6tt a motilis sejtek ardnya (SMOT) is az 4all6 sejtekhez képest. A progressziv eldrehaladasi
sebesség (VEL) is minden bika mintéja esetén emelkedett. A egyenes elorehaladassal mozgo
sejtek aranya nem novekedett jelentdsen (STRT). Az eredmények igazoltdk az eljarés
motilitds szempontjabol gyakorolt pozitiv szelekcids hatdsat, mivel a feliiliszéban csak jobb

motilitdsu himivarsejtek talalhatok a kezelést kdvetden.

crer

tartozo sejtek csokkent motilitasanak igazolasara

Kisérletiinkben kilenc bika spermamintajanak felusztatas el6tti €s a kezelést kdvetden
a feliiluszoban talalhatd minta festésével sikeriilt igazolnunk, hogy az ép akroszomaju, €16, de
farki részén festodést mutatd sejtek valdoban csokkent motilitdsuak. A motilitds szempontjabol
pozitiv szelekcios hatést kifejtd felusztatasi eljarassal kialakitott feliiluszoban talalhato sejtek
festddése alapjan a motilis frakcid beazonosithato. A feliiluszoban az €16, ép akroszomaju
sejtek (EE) aranya a kezelés hatasara statisztikailag igazolhatéan nétt a kezelés hatésara, amig
a festédd fark frakcio (EF) mérete szignifikansan lecsokkent. A megfigyelés alapjan
bizonyitottnak vélem, hogy a Kovacs-Foote festéssel az éloként festddd, de immotilis frakcid

méretének meghatarozasaval kdzvetve egy spermaminta motilitasat is jellemezhet;jiik.

A motilitasi adatok alapjan a bikak kozotti felallitott rangsor Gsszevetése az in vitro fertilitdsi
adatokkal

A felusztatasi tesztet kovetd, motilitasi és festési eredmények alapjan felallitott bikak
kozotti rangsorok csak részben feleltek meg a termékenyités soran az in vitro
termékenyitOképességet jelzd osztodasi % (osztodott embriok/termékenyitett petesejtek)
alapjan felallitott rangsoroknak. Megallapithat6, hogy onmagdban sem a motilitasi adatok
alapjan, sem a Kovacs-Foote festés eredménye alapjan nem josolhaté meg megbizhatéan egy

termékenyitdanyag minta in vitro termékenyitoképessége.
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2. Embriobiopszias eljarasok kidolgozasa, a beavatkozasok embrio és magzat fejlodésre

gyakorolt hatasanak vizsgalata

2.1. Szarvasmarha embriok mikroaspiracids biopszids modszere

A mindossze fél- masfél percig tart6 ~mikromanipulacid jO mindségi,
sejtfragmentumokat nem tartalmaz6, ép membranu blasztomerekbdl all6 embriok esetén 90-
95%-ban eredményesen végrehajthatd. A biopsziat kovetden mind az embriondlis sejtek,

mind a kinyert blasztomerek membréanja ép marad.

A biopsziat kévetd in vitro és in vivo tovabbfejlodés

A biopszidzott embridk in vitro tovabfejlodési képessége nem maradt el a kontroll
embriokétol, a tovabbtenyésztett embriok kozel 38%-a fejlodott tovabb holyagesira allapotig.
Ovum pick up-al iisz6kbdl és eldhasi liszOkbdl kinyert petsesejtek in vitro termékenyitésével
eldallitott nagyértéki embriok biopsziajat is elvégeztem. A mikromanipulacidt kovetd
genetikai analizis alapjan 6t ndivart blasztocisztat iiltettiink be. Az embridtranszfert kvetden

két tisz6borju sziiletett meg.

2.2. Egérembriok Gj mikroaspiracids biopszids modszere

Kisérleteimben egy uj, gyors, hatékony és konnyen kivitelezhetd mikromanipulacids
eljarast sikertilt kifejleszteni, ami csupéan két, egyszertien elkészithetd, mikrokodszoriilést nem
igényld kapillarissal is elvégezhetd. A biopszia soran kinyert blasztomerek a genetikai
vizsgalat szamdara ép sejtmembrannal rendelkeznek. A biopszidzott embridkban megmarado

blasztomerek épségét sem veszélyezteti az eljards. A biopszia az egér embriok

crer

A biopsziat kévetd in vitro tovabbfejlodés

A Dbiopszidzott embriok in vitro tovabbfejlodési képessége a kontroll embridkéval
megegyezett, mindkét csoportban a zona pellucidabol azonos ardnyban bujtak ki a
holyagesirak. A biopszidzott embridk sejtmagszdma azonban lényegesen kevesebb volt a
kontroll embridkénal. Ez véleményem szerint csak részben tudhatdé be annak, hogy egy
blasztomert eltavolitottunk, csdokkentve igy az osztddo sejtek szamat a harmadik, negyedik
osztodasi ciklus sordn. A mikromanipulaciés beavatkozas lelassithatja az osztodéas sebességét

is, és a rekompaktalodas folyamata is hatraltathatja a folyamatot. A hélyagesirak expanzidja
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nélkiill bekdvetkez6 zona pellucida sériilésen vald trofektoderma kitliiremkedés 1is

crer

A biopsziat kéveto in utero tovabbfejlodeés

A vemhesség kiilonb6z0 szakaszaiban kipreparalt magzatokat megfigyelve a
kontrollhoz képest fél-egy napos fejlodési elmaradast csak a vemhesség 9.napjan, a korai
szomita stddiumban tapasztalatunk. A magzatfejlodés késdbbi szakaszaban a biopszidzott
embriokbdl szarmazé magzatok a kontroll magzatokhoz képest morfoldgiai eltérést nem
mutattak. A megsziiletett, biopsziazott embriokbol szarmazé utédokon sem fejlodési

elvaltozasokat, sem szaporodasbioldgiai rendellenességeket nem tudtunk kimutatni.

2.3. Az egérmodell tapasztalatainak Osszevetése a szarvasmarha embridk biopsziat kovetd, in

vitro tenyésztése soran megfigyelt jelenségekkel

Feltételezésem szerint a biopsziazott szarvasmarha embridk in vitro fejlédése soran, a
korai blasztociszta stddiumban, az embrid jelentés méretnovekedése és a zona pellucida
elvékonyodasa nélkiil, tal koran bekdvetkezd trofektodermalis sejtkitiiremkedés azonos az
egér embridkon megfigyelt jelenséggel. Az egérmodellen alapjan az embridbeiiltetést
kovetden, in utero tapasztalt korai magzatfejlodésbeli lemaradas szarvasmarha esetében is

jelentkezhet.
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AZ ERTEKEZES UJ ES UJSZERU EREDMENYEI

1. Az felusztatasi eljaras és az in vitro fertilizacio alkalmazasa spermamintak

funkcionalis vizsgalatahoz

A Kovacs-Foote féle festéssel torténd spermaértékelés szamara kifejlesztettem egy
Internetrdl ingyenesen letdlthetd szamitogépes programot. A szoftverrel egy személyi
szamitdgép billentylizetét lehet a festési kategdridk szerinti adatbevitelre alkalmassa tenni,
hogy a mikroszkopos szamlalas folyamatossaga biztosithatd legyen.

A bizonyitottan a motilis, €16 sejteket koncentrald felisztatési eljaras segitségével sikeriilt
kozvetve igazolnom, hogy a Kovacs-Foote féle festéssel €10, ép akroszomaju, de festédd

farktinak értékelt himivarsejtek csokkent mozgasképességliek.

2. Embridbiopszias eljarasok kidolgozasa, a beavatkozasok embrid és magzat fejlédésre

gyakorolt hatasanak vizsgalata

In vitro eléallitott 8-16 sejtes embriok szdmara sikeriilt kidolgoznom egy, a gyakorlatban
is felhasznalhat6 embridbiopszias protokollt. A mikroaspiracids biopszidn atesett embriok
in vitro tovabbtenyésztése soran a til kordn bekovetkezd peteburokbol valod kibujés
jelenségét figyeltem meg. A modszer gyakorlati alkalmazasa soran az embridbiopsziat

kovetd embrioszexalas utan betiltetett néivarti embriokbol két liszoborju sziiletett meg.

A mikromanipulaciot kdvetéen a beavatkozas az in vitro embriofejlodésre és a magzati
fejlodésre gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz egérmodellt alakitottam ki. Sikertilt egy 1j,
hatékony, egyszeri embridbiopszidas moddszert kidolgoznom, ami alkalmas a

kompaktalodas eldtti  fejlodési  allapotban levé egér embridk egyszerli, gyors

crer

Holyagcesira stadiumban a biopsziazott embriok a konroll embridknal kevesebb sejttel
rendelkeztek. A vemhesség 9. napjan a biopsziazott embridk esetén a magzatok fél-egy
napos fejlédési elmaradédsat tapasztaltam, ami a fejlddés késdbbi szakaszdban mér nem
volt megfigyelhetd. Az elmaradast a beavatkozds hatdsanak tulajdonitom. Véleményem

szerint a jelenséget az embridk rekompaktilédasa miatti késés, és a blasztociszta
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expanzioja nélkiili peteburok sériilésen keresztiil torténd korai trofektodermalis

kitiiremkedés okozhatja.

AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

Egy megbizhato, az orszagban egyediilalld in vitro embrid-eldallitdé rendszert alakitottam
ki, ami alkalmas az alapkutatas, mind a gyakorlat szdmara beiiltethetd mindségii embriok
eldallitasara.

Az egyedi petesejt kinyerés és az embridtenyésztés koriilményeinek vizsgalata alapjan a
kialakitott embrid el6allitd technologia génmegdrzési céllal kialakitandé embridbank
szamara is felhasznalhato.

A felusztatasi eljards és az in vitro fertilizacid alkalmazéasaval lehet6ség nyilik a
termékenyitdanyag funkcionalis jellemzésére is.

A spermaértékelési lehetOségek és az in  vitro embrio-eléallitdas modszereinek
bemutatdsara 1étrehozott két Internetes web site oktatasi célokra is felhasznalhato.

Az in vitro eléallitott szarvasmarha embridk szamara kidolgozott mikromanipulacids
protokoll MOET nukleusztenyésztési rendszerekben, ovum pick up-pal kinyert petesejtek
in vitro termékenyitésével 1étrehozott embriok preimplantacids genetikai diagnozisanak
elemeként alkalmazhato.

Az A4ltalam kidolgozott ) mikromanipulacids eljarast az egér embriok biopszidjat
lényegesen egyszerlibbé teszi. A modszer felhaszndlhatdé az embergyogyaszatban, az

asszisztalt reprodukcios terapiaban is.
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