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PIP, — foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat
PLCC — foszfolipaz CC (zéta)
PIk, xPlk — Polo-szerti kindz, Xenopus Polo-szerii kiniz

PIKK, xPIkk - Polo-szerti kindz kindz, Xenopus Polo-szer( kindz kindz

PZM-3 — sertés zigéta médium 3

ROS — reaktiv oxigén-gyokok

SAC — magors0 kialakulas ellenorzopontja

TUNEL — terminal deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTP nick end labeling
UPS — ubiquitin proteaszoma rendszer

6-DMAP — 6-dimetilaminopurin
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1. BEVEZETES

1. 1. Bevezetés

Dolly megsziiletése 6ta (WILMUT et al., 1997) eltelt mintegy 10 évben az Gsszes
gazdasdgi haszondllat esetében sikeriilt alkalmazni a sejtmagatiiltetéssel torténd
klonozas technologigjat (VAJITA et GJERRIS, 2006). A sertés fajndl - némileg
lemaradva az egér, a szarvasmarha és a juh utdn - POLEJAEVA et al., (2000) szamolt
be el0szor szomatikus sejtbol 5 klénozott malac megsziiletésérdl. Ezt kovetden Oridsi
el0rehaladas kovetkezett be ezen a téren. Rovid 1don beliil szamos kutatdcsoport irta le
a technika sikeres alkalmazasat random (PARK et al., 2001; LAI et al., 2001; LAI et
al., 2002a), vagy specifikus genetikai médositas utdn (LAI et al., 2002b; DAI et al.,
2002; RAMSOONDAR et al., 2003; SHARMA et al., 2003).

Sertésben a hatékony reprodukcids technikdk fejlesztésére egyre nagyobb hangsuly
helyezddik, mivel a transzgénikus sertés-elddllitas napjainkban a kutatdsi fazisbol mind
inkdbb a felhaszndlas felé mozdult el. A sertés a human betegségek korlefolydsanak
jobb megértéséhez, valamint mitétek és szervatiiltetések tanulmanyozasdhoz hasznalt
gyogyészati modellallat volt évtizedeken keresztiil. A reprodukcids technikdk
fejlesztése felgyorsitotta a sertés genomjanak specifikus és nem specifikus
megviltoztatdsat is. Hazidllatok esetében a genetikai anyag specifikus, célzott
modositasa kizarolag sejtmagatiiltetés segitségével érhetd el. Bar a modszer
hatékonysdga rendkiviil alacsony, a genetikailag moddositott transzgénikus 4llatok
szamos gyogydszati és mezdgazdasigi elonnyel kecsegtetnek. Felhaszndlhatok példaul
orvosi szempontbdl fontos humén fehérjék termeltetésére, lehetdvé valik tobbek kozott
inzulin vagy interferon olcsé és nagyméreti elddllitisa. A moddositott géndllomanyud
haziallatok sikerrel haszndlhatok modellként kiilonb6z0 emberi betegségek
tanulmanyozdasara €s hatékony kezelések kidolgozasara. Szamos betegség egérmodellje
létezik mar ugyan, de nyilvdnvalé elonyokkel jar nagyobb méretli, az emberhez

fiziologiailag kozelebb allo dllatok hasznalata (PATTERSON et al., 2003).

A transzgénikus sertések ezen feliill alapanyagot biztosithatnak sejt-, szovet-, ill.
szervatiiltetéshez is. A szervitiiltetés klinikai alkalmazdsa az egyik leginkdbb hasznalt

kezeléssé valt sok szervelégtelenség okozta betegség esetében. A United Network of
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Organ Sharing (www.unos.org) kimutatdsa szerint csak az Egyesiilt Allamokban t5bb
mint 90,000-en véarnak szervre. A xenotranszplanticid (éllati szervek emberbe torténd
beiiltetése) megolddst nydjthat erre a problémara. Meglep6 moédon a sertés a
legalkalmasabb nem-human szerv ,,forrds”. A legfontosabb szervek fizioldgidja hasonld
az emberéhez, a sertés konnyen szaporithatd, az alomszdm nagy, a vemhesség ideje
viszonylag rovid, szerveinek mérete pedig kozel megegyezik az emberével

(MACHATY et al., 2002; PRATHER et al., 2003).

A sertés genetikai modositdsa szamos elonnyel kecsegtet a mezOgazdasag teriiletén is.
Ily moédon lehetségessé valik a vagott test minOségének javitdsa és egészségesebb
termék létrehozdsa, viszonylag rovid id6 alatt nagyobb mennyiségii sertéshus eldéllitasa
vélik lehetové, bizonyos betegségek ellen rezistens allatok hozhatdak 1étre, csokkenteni
lehet a vemhesség els6 periddusdban bekovetkezd embridmortalitdst, valamint a
jelenlegi tartdstechnolégidba konnyebben beilleszhetd dllatok éllithatok eld

(PATTERSON et al., 2003).

A sejtmagatiiltetéses klonozas napjainkban széles korben alkalmazott modszerré
fejlodott, azonban az intenziv kutatdsok ellenére is az eljards hatékonysaga csak 1-4%-
ra tehetd (LAI et PRATHER, 2003; PATTERSON et al., 2003; IM et al., 2004). A
modszer hatékonysdganak novelése c€ljabol a technoldgia Osszes 1épésének javitdsara
sziikség van. A petesejt mesterséges aktivaldsa az egyik kulcslépése a sejmagatiiltetéses
klonozédsnak, ami altal az elddllitott petesejt fejlodési programja elindul a genetikai
informdcié kicserélését kovetden. Szdmos tanulmdny sziiletett napjainkig a
sertéspetesejt parthenogenetikus aktivdldsanak témakorében. E publikdcidok nagy része
kiilonboz6 aktivélasi technikdk eredményességét értékeli oly mddon, hogy azok milyen
hatékonysdggal képesek eloidézni a pronukleuszok képzodését vagy blasztocisztdk
kifejlodését a tenyésztés sordn. A jelenleg haszndlt médszerek nagy része kordntsem
nevezhetdk tokéletesnek elsdsorban azért, mert azok nem képesek eldidézni a sejtciklus
szabalyozdsaban fontos szerepet jatszo fehérjék (MPF, MAPK) aktivitas-csokkenését,

ami a késobbiekben alacsony embridfejlodésben nyilvanulhat meg.

A sejtmagatiiltetéses  klonozds alacsony hatékonysdgédhoz hozzijarulnak a
szuboptimdlis embridtenyésztési koriilmények is. Szdmos tenyésztdoldat Kkeriilt

kifejlesztésre az elmult évtizedben, ezek hatékonysdgdnak vizsgilata nem egyszer
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egymdasnak ellentmond6 eredményeket adott. A tenyésztomédium mellett az embrié-
elddllitas szerves része a légtér oxigén koncentracidja is; ezen oxigénszint hatdsdanak
vizsgdlata ugyancsak  hozzdjarulhat egy pontosabban definidlt rendszer

megteremtéséhez.

Az eurdpai élelmiszer-elddllitds sordn nem alkalmazzdk a klénozdst, a klénozott
allatokbdl szarmazo termékek még nem Kkeriiltek be az eurdpai élelmiszerldncba. Az
elmdlt év végén az Amerikai Egyesiilt Allamok Orszdgos Elelmiszerbiztonsigi és
Gyogyszerészeti Hivatala altal kozzétett tanulmdny szerint a klonozott
szarvasmarhébol, sertésbol és kecskébodl késziilt termékek ugyanolyan biztonsdgosak,
mint a mindennapi élelmiszerek. A kozlemény, melyet tobbnyire tudoményos intézetek
vizsgalati eredményei is aldtdmasztanak, nagy 1épés afelé, hogy klénozott dllatoktdl
szarmaz$ élelmiszerek megjelenjenek a boltok polcain. Az o6t éves kutatdmunka
eredményei alapjan a klonozott allatok husdbdl elddllitott termékek gyakorlatilag
megkiilonboztethetetlenek a hagyomanyos farmergazdasdgok termékeitdl. Ezek alapjan
az Eurdpai Bizottsdg is elérkezettnek latta az 1dot a teriilet felmérésére, és felkérte az
Eurépai Elelmiszer Biztonsigi Hatésdgot a haszondllatok klénozdsdnak jovobeli
hatdsainak vizsgdlatdra. A vizsgdlat egyértelmil célja, hogy Eurépa ne maradjon le az
Egyesiilt Allamokt6l. Szakérték véleménye szerint a kereskedelmi céld dllatklonozas
széles koru felhaszndlasa elkeriilhetetlen, egyes becslések szerint a 2010-es évek vége
eldtt a klonozott allatokbdl szarmazé termékek elérhetdek lesznek szupermarketekben.
Jelenleg Magyarorszdg gazdasdgi haszonallatok klonozdsdra iranyuld kutatist nem
folytat, de a fent emlitett tények tiikrében a versenyképesség megdrzése céljabol
elkeriilhetetlenné valik, a konzervativabb rétegek tiltakozdsa ellenére is. Sziikséges
tehdt, hogy a szabdlyozdsok vérhat6 valtozdsa esetén az eurdpai kutatok kezében is jol

hasznalhat6, korszerli médszerek alljanak rendelkezésre.

Hazéankban jelenleg tobb miihely is foglalkozik sertés biotechnoldgiai kutatdsokkal. A
Nyugat-Magyarorszdgi Egyetem Mez6gazdasig- és Elelmiszertudomyanyi Kardnak
Allattudomanyi Intézetében kiilonboz6 novekedési faktorok sertés petesejtek in vitro
maturdcidjdra gyakorolt hatasat tanulméanyozzak (BALI PAPP et al., 2005). Vizsgéljak
tovabba a petesejtek vitrifikdciojanak hatékonysdgat €és a vitrifikdcid in vitro
fertilizdciés eredményekre gyakorolt hatdsat (VARGA et al., 2006). A herceghalmi

Allattenyésztési és Takarméanyozasi Kutatéintézet Szaporodasbioldgiai Kutatécsoportja
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kocasiildék nemi ciklusinak endokrinolgiai és morfolégiai vizsgalatival (RATKY et
al., 2005a; RATKY et al., 2005b), valamint a kocasiildok ivarzasélettanaval és az
ivarzdsindukciéval (RATKY et al, 2003) kapcsolatos kutatisokat végez. A
sejtmagatiiltetéséses  klonozds  témakorében  hazdnkban a  Mezdgazdasagi
Biotechnolégiai Kutatokézpontban folynak kutatdsokat egér fajban Dr. Dinnyés Andras

vezetésével.

1. 2. Célkitlizések

A dolgozat elkészitésekor az alabbiakban megfogalmazott célokat tliztiik ki:

— Kiilonboz6é parthenogenetikus aktivdldsi modszerek in vitro érlelt sertés
petesejtekre kifejtett hatdsanak vizsgalata;

— Kiilonb6z6 embrié-tenyésztési rendszerek parthenogenetikusan aktivalt sertés
petesejtek fejlodésére gyakorolt hatdsanak értékelése;

— A sejtciklus szabdlyozasdban kulcsszerepet jatszo két fehérje, az MPF (M-fazist
eldsegitd faktor) és MAPK (Mitogen-aktivilt protein kindz) aktivitds-
valtozdsdnak nyomon kovetése sertés petesejtekben kiilonb6z6 aktivalasi

modszerek alkalmazasat kovetoen.

A bemutatott kisérleteket témavezetdim segitségével terveztem meg és iranyitasuk alatt
a Debreceni Egyetem Agrartudomanyi Centrum, Allattenyésztéstudoményi Intézetében
és a Purdue Egyetem (West Lafayette, Indiana, USA), Allati Tudomanyok Tanszékén

kiviteleztem doktori tanulmanyaim sordn 2003 és 2006 kozott.
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. There is perhaps no phenomenon in the field of biology that touches so many
Jundamental questions as the union of the germ cells in the act of fertilization; in this
supreme event all the strands of the webs of two lives are gathered in one knot, from
which they diverge again and are re-woven in a new individual life-history.”

LILLIE, Problems of Fertilization, 1919

2. IRODALMI ATTEKINTES

2. 1. A petesejt érése

A legtobb dllatfajnél az éretlen petesejt termékenyithetd gamétava fejlodését nevezziik
a petesejt érésének, amely magaba foglalja a meiotikus sejciklus bizonyos pontjan valé

megrekedést, mint a termékenyitésre valé varakozast.

A termékenyiiloképességet és az azt kovetd fejlodésre vald alkalmassidgot a petesejt
hosszi novekedés és fejlodés utan éri el. Emlos petesejtek €s follikulusok fejlddése mar
magzati korban megindul. Az embrionédlis gondd a sertés embridban 24-26 nappal a
termékenyiilés utan figyelhetd meg (BLACK et ERICSON, 1968). A csirasejtek
mitotikus osztodasa 13 nappal az embrionalis élet kezdetétdl a sziiletés utdni 7. napig
tart. A sejtek szdma a 20. nap koriili mintegy 5,000-r61 1,100,000-re névekszik az 50.
napra, ahol eléri maximumdt. Ezutdn a mitotikus aktivitds megszlinik, szdmos
csirasejtben nekrozis kovetkezik be. A meidzis a 40. nap koriil kezdddik, és a sziiletés
utdni 35. napon minden oogénium az elsé meidzis profazisaban van (HUNTER, 2000).
A primordidlis csirasejtek mitézissal osztédnak, majd a DNS szintézis fazisa
kovetkezik, melynek sordn az oogéniumbdl elsddleges (primer) oocita lesz. Ezzel egy
idoben formalédik a primordidlis follikulus (BYSKOV et al., 1977). A fejlédo
ivarsejtek ezt kovetden belépnek a meidzisba (ERICKSON, 1966). Ez a jelenség
altalanos allatok esetében. Az eldrehaladas folyamatos a profazisban egészen a diplotén
stddiumig, a sejtciklus ezen fazisdban az els0 meiotikus osztédas megreked (MOOR et
al., 1990; FAIR, 2003). Ezt a fazist petesejtek esetében germindlis vezikulum (GV)
fazisnak nevezik (FUN et SUN, 2004), ebben az &llapotban a petesejt éretlen,
termékenyiilésre alkalmatlan. A meidzis az ovulaciot kozvetleniil megel6zoen indul
Ujra, a petesejt maturdcidja soran (KISHIMOTO, 2003). In vivo a meidzis Gjrainduldsa

egy preovuldcids gonadotropin hulldmnak koszonheto; in vitro koriilmények kozott az
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Ujraindulast a petesejt athelyezése indukdlja a follikulusbdl a megfeleld tenyésztési

kornyezetbe (PINCUS et ENZMANN, 1935).

A meidzis I djrainduldsa sordn a kromoszémdk kondenzdlédnak, a germindlis
vezikulum lebomlik (GVBD), a metafdzis I ors6 megjelenik majd az els6 sarkitest
kilokédik. Ezt kovetden a petesejt azonnal belép a meidzis II-be, ahol az osztddds ismét
megreked, ezuttal annak metafdzisiban (SUN et NAGAI, 2003). A sejtmagban és a
citoplazmaban a meidzis elsd profazisa és madasodik metafazisa kozott fellépd
véltozasokat 0Osszefoglald6 néven maturdcionak nevezziikk, amely -elofeltétele a
monospermids termékenyiilésnek és a normdlis korai embriondlis fejlddésnek

(WEHREND et MEINECKE, 2001).

Fajonként valtozo, hogy a sejtciklus mely fazisdban reked meg az érett petesejt: az érési
blokk az elsd meiotikus profazisban figyelhetd meg a Spisula kagyld, valamint a
tengeri giliszta (Urechis) esetében, az elsd meiotikus metafdzisban Ascididk esetében, a
masodik metafdzisban a legtobb gerinces esetében és az elsd mitézis G1 fazisaban
tengeri siinok esetében (STICKER, 1999). A sertés petesejtek fejlodését vazlatosan az

1. dbra mutatja be.

Csirasejtek Meiosis Mitotikus Petesejtel Elst Graaf
mitotikus kezdete osztadas GV antralis tszd
osztddasa WEge stadiumban tiszd
. / / / / / / £ Pubertas
Fogamzas —; f f f f ] 7 1. ovulacié
13 nap 40 nap  Sziletés T.nap 20-35 nap 70. nap 5.6 honap
p.c. p.c 0. nap ’

1. 4bra. Sertés petesejtek fejlodése. A csirasejtek (oogdniumok) mitotikus osztdddsa
magzati korban kezdddik, az elsd Graaf tiisz0 5-6 hénapos korban, az elsé ovulacid

1dején jelenik meg. Forrds: HUNTER, 2000 nyomdn

2. 2. Metafézist eldsegitd faktor (MPF)

Az MPF-et elsOként MASUI et MARKERT (1971) irta le, a leopardbéka (Rana

pipiens) MII fazisdban 1év0 petesejtek citoplazmdjanak ,,aktiv”’ dsszetevdjeként, amely



2. Irodalmi dttekintés 13

képes maturacié indukdldsdra nyugvo petesejtbe vald injektaladskor. Az 1980-as évek
végére az MPF-et egy szerin/treonin kindzként azonositottak, a B-tipusu ciklinek, mint
reguldtor alegység és a cdkl, mint egy 34-kDa tomegl katalitikus alegység
komplexeként; ez utdbbi alegység homoldg az élesztd cdc2 gén termékével (DUNPHY
et al., 1988; LOHKA et al., 1998; MASUI, 2001). Ma altalanosan elfogadott, hogy az
MPF vezeti a sejtet (testi- €s ivarsejteket egyardnt) a mitézis ill. meidzisba, ez a

szabélyozas élesztoktol az emberig altalanos (NURSE, 1990).

A novekedési fazison mar atesett, de még €retlen petesejt mdr tartalmaz egy elo-MPF-
nek (pre-MPF) nevezett komplexet. Az el6-MPF-ben a cdc2 inaktiv dllapotban van a
treonin 14 és a tirozin 15 foszforildlt allapota miatt (GAUTIER et al., 1989; GAUTIER
et MALLER, 1991a).

A sejtciklus a Go/M fazisok hatdrdn az eukariétdk legtobb testi sejtjében a
kovetkezOképpen zajlik. A cdc2/ciklin B inaktiv formdjaban a cdc2 foszforildlva van a
treonin (Thr) 14, a tirozine (Tyr) 15 és a treonin (Thr) 161 pontokon. Az inaktiv
komplex kozvetlen aktivatora a Cdc25C, amely defoszforilalja a cdc2-t a Thrl4 és a
Tyrl5 poziciokban. A komplexet a Weel és a Mytl enzimek képesek inaktivélni
azaltal, hogy foszforilaljdk a cdc2-t a fentebb emlitett (Thrl4-es é€s Tyr15-0s) pontokon
(PALMER et NEBREDA, 2000). Az egyensuly az aktivatorok és inaktivatorok kozott a
ciklin B és cdc2 inaktivatorai felé lejt a G, fazis sordn. A sejtciklus M féazisaba vald
belépéskor az egyensuly dtbillen az ellenkezd oldalra, elinditva a cdc2/ciklin B
aktivacidjat, igy csak a cdc2 Thr161 része marad foszforildlt. In vivo nem tisztdzott mi
billenti az egyensulyt a masik oldalra, in vitro a Cdc25C hozzdaddsa dnmagdban is

képes atalakitani az inaktiv format aktivva (KISHIMOTO, 1999).

Testi sejtekben két lehetséges jelolt van, melynek szerepe lehet az egyensuly
atbillentésében, a Cdc25B (BALDINI et al., 1997; GABRIELLI et al., 1997), valamint
a polo-szerl kinaz (Plk) (GLOVER et al., 1998; NIGG, 1998).

Emldsokben a Cdc25 kindzcsaldd hdrom tagjanak, a Cdc25A, a Cdc25B és a Cdc25C-
nek van hatasa a ciklin/Cdk komplexekre. Mig a Cdc25A az S fazisba valo belépést
segiti a cdc2/ciklin A és cdc2/ciklin E aktivdlasdval, a Cdc25B és a Cdc25C a mitdzis
elinditdsdban jatszik szerepet. A Cdc25C a felelds foszfatdiz a cdc2/ciklin B
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aktivalasaért, a cdc2 gitlo részeinek, a Thrl4 és a Tyr15 defoszforildlasaért (SMITH et
MEDEMA, 2001).

A Polo-szerli kindzok (Polo-like kinase — Plk) dontd szerepet jatszanak a mitotikus
osztddaskor. Az elsé kindz ebben a csalddban a Drosophila polo volt, azéta
homolégjait szdmos mds eukariétandl is azonositottdk. Ilyenek a Plol és a Cdc5
élesztoknél, xPlk1 (vagy Plx1) Xenopus-okndl és Plk1, Snk, Fnk/Prk emldsoknél, ahol
a PIkl mutat leginkdbb hasonldsdgot a Drosophila polo-hoz (GLOVER et al., 1998;
NIGG, 1998). Mindegyik ,csaladtag” rendelkezik egy azonos régiéval a nem-
katalitikus teriilet C-végén, melyet ,,polo box”-nak neveziink, és szerepet jitszik a
mitotikus funkcidkban. A Xenopus polo csaldd egy tagja, a xPlkl (Plx1) a felelds a
Cdc25C aktivalasaért; az xPlkl pedig a Xenopus polo-like kinaz kinaz, az xPlkk1 4ltal
aktivalédik (KUMAGAI et DUNPHY, 1996; ABRIEU et al., 1998; PALMER et
NEBREDA, 2000). A Plkl szerepét az MPF aktivdlédasaban emldsok esetében is
kimutattdk (YAO et al., 2003), de pontos szerepének tisztdzasdhoz tovabbi kutatdsok
sziikségesek (SMITH et MEDEMA, 2001; FAN et SUN, 2004).

Petesejtekben az MPF aktivalodédsa progeszteron (PG) hatdsara kovetkezik be, melynek
soran az elo-MPF MPF-¢€ alakul (DUNPHY et KUMAGAI, 1991; GAUTIER et al.,
1991b). A G, fazis végén a Cdc25B mennyiségének novekedése és/vagy a Cdc25C Plk-
fliggd foszforilacidja a kezdeti cdc2/cyclin B aktivdloddsat eredményezheti. Ezek utdn
egy pozitiv feedback mechanizmus a felel0s az ezt kovetd gyors MPF aktivaloddsért
(COLEMAN et DUNPHY, 1994; GLOVER et al., 1998). Az egyik oldalrél az aktiv
cdc2/cyclin B stimuldlja a Plk-t és ezdltal a Cdc25C-t, mig a masik oldalrdl gitolja a
Weel és Mytl enzimeket (auto-amplification loop of MPF). Ezen szabdlyozdsok
tobbnyire foszforilacié fiiggdek, azonban a Weel részleges degradicidja is szerepet
jatszhat (MICHAEL et NEWPORT, 1998). Nem zérhat6 ki tovabba, hogy az MPF
aktivdlédasdban a G,/M-fazis hatdrdn mar aktiv ciklin A/cdc2 komplex is szerepet
jatszik testi sejtekben, a Weel és Mytl kindzok gatlasa révén (DEVAULT et al., 1992).
Az MPF aktivédlodasat a 2. dbra szemlélteti.
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Plk

Cde235B

G

inaktiv Weel / Mytl aktiv

T |

ciklin A

2. 4dbra. Az MPF aktivdlédasanak modellje. A G, fazis végén a Cdc25C-fiiggd
aktivalodas és a Weel/Mytl-fiiggd inaktivdlédas a cdc2/ciklin B inaktivdlédésa felé
lejt. A M-fazisba valé belépéskor ez a cdc2/ciklin B aktivdlodasa felé tolodik el,
valdsziniileg a Cdc25B és/vagy a Plk-fiiggd mechanizmus hatdsara. A Weel részleges
lebomlasa és/vagy a Weel/Mytl ciklin A-fiiggd gétldsa ugyancsak hozzdjarul a kezdeti
cdc2/ciklin B aktivalodashoz. Az aktiv cdc2/ciklin B ezutdn stimulédlja a Cdc25C-t
valamint gdtolja a Weel/Mytl-et, eldsegitve a cdc2/ciklin B tovadbbi gyors
aktivalodasat. Forrds: KISHIMOTO, 1999 nyomdn

A meidzist az MPF aktivitds meghatdrozott hullimzésa iranyitja (HASHIMOTO et
KISHIMOTO, 1988; FULKA Jr. et al., 1992; MOTLIK et al., 1998, NURSE, 1990).
Az MPF aktivitasa kozvetleniil a GVBD eldtt megnovekszik, és magas marad az elsé
meidzis M-fazisaban, az els6 a homoldg kromoszomdk szegregacidja eldtt. Az elso
meiotikus orsé kialakuldsakor egy atmeneti MPF inaktivalédas figyelhetd meg, mely
sziikséges a homoldg kromoszomdk kiilonvalasahoz (JONES, 2004). Az MPF részleges
inaktivalodasat és az elso metafazisbodl valo kilépést a ciklin B szintjének 50% koriili
degradicidja okozza. Ennek eredményeképpen a sejt tovabblép anafézisba, és az elso
sarkitest kilokodik (BRUNET et al., 2003; HASHIMOTO et KISHIMOTO, 1988;
JONES, 2004). A meiozis I befejezése utdn a ciklin B szintézise ismét megnovekszik, a

petesejt a meidzis masodik szakaszdba 1ép (LEDAN et al., 2001; TAIEB et al., 2001).



2. Irodalmi dttekintés 16

A visszatér0 magas MPF aktivitds hatdsdra kialakul a masodik meiotikus ors6, majd
ebben a fizisban, a meidzis mdsodik metafazisdban (MII) a petesejt megreked
(HAMPL et EPPIG, 1995; HASHIMOTO et KISHIMOTO, 1988; VERLHAC et al.,
1996). A petesejt termékenyiilése, vagy parthenogenetikus aktivdldsa utdn az MPF
kalcium (Ca®*)-fiiggd inaktivdléddsa figyelhetd meg, ami eléfeltétele a metafdzis-
anafazis atmenetnek (NIXON et al., 2002; HYSLOP et al., 2004). A metafazis I és II-
bdl val6 kilépés egyarant az aktiv MPF szint csokkenésével jar egyiitt, ami jelzi, hogy a
sejtciklus zavartalan tovdbbhaladdsahoz az MPF periodikus inaktivdlédasa sziikséges
(NURSE, 1990). Az MPF aktivitdsanak valtozdsat Xenopus-ok esetében a 3. dbra

mutatja.

MPE Termekenyules

- - = MAP Kinaz l

@.@@.

GVBD NEBD Osztodas

3. dbra. Az MPF és MAPK aktivitdsdnak valtozdsa Xenopus petesejtekben a meidzis
sordn. Az MPF és a MAPK a GVBD koriil aktivalodik. Az MPF aktivitasa lecsokken a
két meidzis kozotti dtmenet idején, a MAPK aktivitdsa ezzel szemben magas marad a
meidzis alatt. Az MPF aktivitdsa roviddel a termékenyiilés vagy parthenogenetikus
aktivalas utan lecsokken, a MAPK inaktivalodasa viszont csak 6-8 draval ezt kovetoen

kovetkezik be, a pronukleusz-képzddés elott. Forrds: ABRIEU et al., 2001 nyomdn
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2. 3. A citostatikus faktor (CSF) és alkotoi

2. 3. 1. A Mitogén-aktivdlt protein kindz (MAPK) kaszkdd

A miar emlitett YOSIO MASUI és CLEMENT MARKERT (1971) 4ltal irt torténelmi
jelentdségli publikdcié beszdmolt arrdl a jelenségrol is, hogy az MII fazist béka (Rana
pipiens) petesejt citoplazmdjanak egy kétsejtes embrié egyik blasztomérajaba vald
mikroinjektaldsa az osztodds ledllasat okozza, mig a nem injektalt blasztoméra tovabb
folytatja osztodasat. Megfigyelték, hogy az injektalt blasztoméra ,,mitotikus apparatus”-
a metafdzisban megrekedt. Kontrollként éretlen petesejt, valamint korai embrid
citoplazma4jat injektéltak blasztomérakba, de azok nem okoztdk az osztodas ledlldsat.
Ez a megfigyelés vezetett ahhoz a feltevéshez, mely szerint ,,specifikus citoplazmikus
faktor vagy faktorok a felelosek a meidzis és a mitdzis gatlasaért”. A feltételezett
citoplazma 0Osszetevd a késdbbiekben a citostatikus faktor (cytostatic factor, CSF)
elnevezést kapta. A CSF a definicié szerint nem egy molekula vagy fehérje, anndl
inkdbb egy aktivitis megnevezésére szolgdl. A békapetesejt citostatikus faktordnak
tulajdondgait MASUI et MARKERT (1971) a kovetkezoképpen foglalta Ossze:
progeszteron hatds eredményeként jelentkezik a petesejtben, metafdzisban megrekedést
okoz, hatdsa fennmarad a petesejt aktivaloddsaig, valamint termékenyiilés vagy
mesterséges aktivdlas utdn a sejtciklust gatld hatdsa megsziinik az osztodas

meginduladsat eredményezve.

Az eml6sok esetében leirtakhoz hasonléan, a novekedési fazison atesett, éretlen béka
petesejt a meidzis I Go/M dtmenetnél megrekedt dllapotban van. A petefészekben a
szomszédos follikulusok progeszteron (PG) szekrécidjanak, vagy a progeszteron in
vitro maturdcié alatti hozzdaddsdnak hatdsdra a petesejt belép a meidzis I-be, és

megkezdddik maturdcidja (TUNQUIST et MALLER, 2003).

A CSF legfontosabb dsszetevdje a Mos fehérje (SAGATA, 1989), melynek szintézise
30 perccel a PG kezelés utan kezdddik a materndlis mos mRNS poliadenilacidja, majd
transzlicidja eredményeképpen (SAGATA et al., 1988). A Mos kiiszobérték feletti
felhalmozédasa a MAPK kaszkad aktivalasat okozza (NEBREDA et HUNT, 1993). A
Mos fehérje MAPK kindz kindzként (MEKK) funkciondl, a MAPK kindz (MEKI)

aktivacidjat okozza, annak szerin 218-as és szerin 222-es végeinek foszforildcigjaval
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(NEBREDA et HUNT, 1993; POSADA et al., 1993; HUANG et al., 1995). A MEK1-et
a MAPK aktivatoraként azonositottdk Xenopus petesejtek maturdcidja soran. A MEK1
a MAPK-t annak treonin 183 €&s tirozin 185-6s végeinek foszforildcidjaval aktivdlja
(CREWS et ERIKSON, 1992). A MAPK, melyet mis néven ERK-nak (extracellular-
regulated kinase) is neveznek, a szerin/treonin protein kindz csaldd tagja. Két
izoformdja, az ERK1 és ERK?2 fejezddik ki emlésokben (SUN et al., 1999a). A MAPK

ORSk

legismertebb szubsztratja egy 90-kD nagysdgu protein kindz, a p9 (riboszéma S6

kinaz) (STURGILL et al., 1988). A MAPK mindkét izoformdja (ERKI1 és 2) képes a
ORSk

p90™"—t aktivalni in vivo és in vitro koriilmények kozott egyardnt a szerin 369 és a

treonin 577-es végek foszforilacigjaval (DALBY et al., 1998).

A CSF hatéasa a Mos/MEKlﬂ\/IAPK/p9ORSk kaszkddon keresztiil érvényesiil. Béka
petesejtek esetében kimutattdk, hogy a kaszkdd minden tagja a PG 4ltal indukalt
petesejtérés sordn szintetizdlodik, vagy aktivalédik. Barmelyik tag aktiv formdja
egyedill is elegendd a petesejt érésének indukdldsdhoz. A CSF okozta metafazis
megrekedés 1étrejotte az egyes kindzok aktivaloédasatol fiigg, ami a kaszkddban eldtte
1évo elem aktivalodasdnak eredménye. A Mos protein lebomlik, a mos mRNS
deadenildlédik termékenyiilés vagy mesterséges aktivacié utan, a MAPK kaszkad ezzel
inaktivalodik. A MEKI1, a MAPK és a p90RSk nem bomlik le és a transzlacigjuk sem
gdtolt, inaktivalédasuk defoszforilaciojuk dltal kovetkezik be a termékenyiilés vagy

aktivéci6 kivaltotta Ca®* szint emelkedés hatdsara (TUNQUIST et MALLER, 2003).

A p90™* a cdc2-re gatléan haté Mytl foszforildci6jat, és ezaltal inaktivalodasat okozza
(NEBREDA et FERBY, 2000). A MAPK kaszkad a Mytl gétldsaval eldsegiti a Cdc25
altali MPF aktivaciot és a MI-be val6 belépést (PALMER et al., 1998). A meidzis sordn
a petesejtekben két egymdst kovetd osztddas zajlik le S fazis nélkiil, ami végiil haploid
csirasejtet eredményez. Az MPF aktivitdsa leesik ugyan a két meiotikus osztdodas
kozotti dtmenet idején, de ekozben a MAPK aktivitisa magas marad. A megmaradé
MAPK aktivitas sziikséges a DNS replikacio elkeriilése céljabol (SAGATA, 1997;
FUN et SUN, 2004). A MAPK kaszkad aktivalédasat a 4. abra szemlélteti.
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PG

l Myt1 (MI)
mos MRNS —— Mos —— MEK1 —— MAPK —— p90Rsk
CSF (MII)

Termékenyulés

4. abra. A MAPK aktivdlodasanak folyamata. Az éretlen béka petesejtben a
progeszteron stimuldciéja vezet a Mos (MEKK) szintéziséhez materndlis mos mRNS-
bol. A Mos aktivdlja a MAPK kindzt (MEK1), mely aztan aktivdlja a MAPK-t, ami a
szerin/treonin protein kindz p90®*™* aktivaléddsahoz vezet. A MAPK kaszkdd a meiézis
I sordn a Mytl gétlasdval hozzdjarul az MPF dltali petesejtéréshez, valamint a
késobbiekben a CSF okozta metafazis megrekedéshez. Forrds: TUNQUIST et
MALLER, 2003 nyomdn

A testi sejtek sejtciklusa un. ,.ellendrzOpontok™-at foglal magdba, ami az S fazisban
biztositja a genom teljes replikdcidjat és az azt kovetd M fazisban a kromoszémak
egyenld szegregicigjat. A magorsé kialakulds ellendrzOpontja (spindle assembly
checkpoint - SAC) megdllitja a sejtet a mitdzis metafdzisdban, amig a kromoszémak a
metafdzis lemezen sorbarendezddnek és a kromatiddk centromérdi kapcsolddnak a
magorsé mikrotubulusaihoz a kinetokor-on keresztiil (BURKE, 2000). Ha a magorsé
hibatlanul kialakul, az ellenérzOponton a sejtciklus megrekedése megsziinik, a sejt
anafdzisba 1ép, majd a sejtosztdédas eredményeképpen két azonos utddsejt keletkezik
(TUNQUIST et MALLER, 2003). Gerincesek és gerinctelenek esetében egyarant a
meiotikus osztddds asszimetrikus, eredményeképpen egy viszonylag nagy petesejt €s
egy kisebb sarkitest keletkezik. Az utddsejtek méretbeli kiilonbségét a magorséd
citokinézist megel6zd asszimetrikus elhelyez6dése eredményezi. Kisérletek
bizonyitjdk, hogy a Mos/MAPK kaszkad felelos a magors6 és a kromoszomdk

-----

ismeretlen (FUN et SUN, 2004).

A SAC a metafazisban valé6 megrekedést a szabdlyozdé fehérjék lebomldsdnak

gdtlasaval tartja fenn. A kohézin nevil fehérje-komplex a testvérkromoszémakat tartja
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Ossze a mitdzis €s a meidzis alatt, az anafdzisba val6 belépés soran lebomlik, ezzel
lehetové téve a testvérkromoszomak szegregacidjat (TUNQUIST et MALLER, 2003).
A kohézin egyik alegységét, az Sccl-et a szepardz nevii cisztein protedz bontja le a
korai anafazisban, ezzel lehasitva a kohézint a kromoszémakrél (ULHMANN, 2004).
A szeparazt a szekurin direkt kotddése daltal tartja inaktiv allapotban az anafédzis
kezdetéig. Kimutattdk tovdbb4a, hogy a cdc2 magas aktivitisa is gétolja a
testvérkromoszomak szegregicidjit a szepardz gatld foszforildlasaval. A SAC védi a
cdc2-t az ubiquitinizaciétdl, valamint a szekurin és a ciklin B lebomldsat a metafazis
megrekedés alatt (PETERS, 2002; TUNQUIST et MALLER, 2003; JONES, 2004;
PINES, 2006). Az ubiquitinizdci6 sordn lebontdsra itélt fehérjékhez ubiquitin
molekulaldnc kapcsolddik. Az ubiquitinnel megjelolt fehérjék enzimatikus bontasat
aztan egy multikatalitikus protedz komplex, a 26 S proteaszoma komplex végzi Kis,
atlagban 8 amindsav hosszisigi peptidekké, mikozben szabad, ,,4jrahasznosithaté”
ubiquitin szabadul fel (HUO et al., 2004). A vazolt ubiquitin-proteaszOma rendszer
(ubiquitin-proteasome system — UPS) hatékonyan és gyorsan képes elbontani a
sejtciklusban fontos szerepet jatszo fehérjéket, és mivel a proteaszéma a sejtciklus
folyaman végig aktiv dllapotban van, a szubsztrat szelekci6 az ubiquitinizicié helyének

és idejének fiiggvénye (PINES, 2006).

A SAC végsd célpontja az anafézist elosegitd komplex/cikloszoma (APC/C). Az
APC/C holoenzim E3 ubiquitin ligdzként mukodik, tobbek kozott a ciklin B és a
szekurin ubiquitinizcidjat végzi az anafazisba val6 belépést elosegitve. Az APC/C egy
legaldbb 11 alegységbdl 4ll6, nagy molekulatomegli komplex. Ubiquitinizacids
aktivitdsdt a Cdc20-hoz és/vagy a Cdhl-hez val6 kotddése utdn nyeri el (PETERS,
2002). A Cdc20 sziikséges az APC/C ubiquitinizacids aktivitdsanak eléréséhez
mitotikus és meiotikus sejtciklusban, mig a Cdhl az APC/C aktivitdsit a késdi
mitézisban és a G1 fazisban segiti el6. A Cdc20 és a Cdhl kotddése nemcsak aktivalja
a APC/C dltali ubiquitinizaciét, de szabdlyozza az APC/C szubsztrat-specifikussagat is
(TUNQUIST et MALLER, 2003; PINES, 2006). Az APC/C komplex mikodését

vazlatosan az 5. dbra szemlélteti.
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5. dbra. Az APC/C komplex miikddése. Az APC/C aktivédlja a szepardz proteazt a
szekurin lebomlédsa altal. Az aktiv szepardz szétvdlasztja a testvérkromoszdémadkat
egymdstol a kohézin komplexek bontasaval. Az APC/C ugyancsak eldidézi a szeparaz
aktivdlodasat a ciklin B és egyéb mitotikus ciklinek lebomlasan keresztiil. A ciklin B
lebomlasa inaktivalja cdc2-t, ami elosegiti a gitld foszfat maradékok eltavolitasat a

szeparazrOl. Forrds: PETERS, 2002 nyomdn

A SAC szdmos fehérje komplexe. A madl, mad2 és mad3 (mitotic arrest defective),
valamint a bubl, bub2 és a bub3 (budding uninhibited by benzimidazole), toviabba az
mpsl (monopolar spindle 1) gének termékeit taldltdk fontosnak a metafazis
megrekedésének eloidézésében. A Madl, Mad2, Mad3, BubR1, Bub2, Bub3 és az
Mpsl proteinek konzervdlédtak gerincesekben, amelyek a SAC aktivalodasaért
felelosek. Xenopus-ban a Mos/MEKlfMAPK/p9ORSk kaszkdd a metafdzisban valo
megrekedést az xBubl aktivalasaval éri el (SCHWAB et al.,, 2001). Az xBubl a
Madl/2 aktivalédasat okozza, mig a Madl feladata a Mad2 Cdc20-hoz val6
kotodésének eldsegitése (TUNQUIST et al., 2003). A Mad2, vagy Mad3/BubR1 a
Cdc20-hoz, vagy Chdl-hez kotddve gétoljdk az APC/C dltali ciklin, szekurin és egyéb
fehérjék poliubiquitinizacidjat (TUNQUIST et MALLER, 2003).
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2. 3. 2. A ciklin E/cdk2

Fontos kérdés, hogy a sejtciklus CSF altal eldidézett megrekedése miért csak MII
fazisban torténik, és MI fazisban miért nem. Minden ismert megrekedést okoz6 fehérje
(Mos/MEK/MAPK/p90Rsk/Bubl) mar az MI fazisban is rendelkezésre 4ll, és
nélkiilozhetetlen a meiotikus osztédas kozotti S fazis gatlasaért. Egy lehetséges
magyardzat az, hogy a madasodik metafdzisban egy madsik kaszkdd tlinik fel, mely
ugyancsak kozrejatszik a sejtciklus megrekedésében. A ciklin E/cdk2 képes metafazis
megrekedést okozni a meidzis mdsodik ciklusidban. Ez a megrekedés metafdzisban
torténik, amit a maximalis hiszton H1 kindz aktivitds, maximalis ciklin B szint,
kondenzdlt kromoszéma-morfolégia és a metafdzisban megrekedt magorsé jelez
(TUNQUIST et al, 2002). Tehat a CSF altali metafizis megrekedéshez a
Mos/MEK/MAPK/p90Rsk/xBubl kaszkdd mellett a ciklin E/Cdk2 aktivitds is
hozzéjarul (TUNQUIST et al., 2002; TUNQUIST et MALLER, 2003).

2.3.3. Az Emil

Gerincesek testi sejtjeiben az Emil (early mitotic inhibitor 1) az S fézisban
szintetizalodik, majd kotodik €s ezzel inaktivalja az APC/C aktivatorat, a Cdc20-at G,
€s korai profdzisban, ezzel elOsegitve az MPF aktivdlodasdt a mitotikus ciklinek
felhalmozd6daséan keresztiil a sejtben. A mit6zis késObbi szakaszdban (késoi profazis)
aztan lebomlik, valdsziniileg ubiquitin-fliggd degradacio ttjan, lehetové téve ezaltal az

APC/C komplex aktivaloddsat (JONES, 2005; PINES, 2006; SCHMIDT et al., 2006).

Mivel az Emil képes az APC/C komplex gatlasara, j6 jeloltnek tlinik, mint a CSF 4ltali
megrekedés egyik alkotéja. Az Emil kétsejtes embrié egyik sejtjébe injektdlva az
osztddds ledllasdt eredményezi magas cdc2 aktivitds mellett, valamint az Emil
specifikus antitest az APC/C aktivdciGjat okozza Ca®* oszcilldcié hidnydban is
(SCHMIDT et al., 2006). A CSF dltal okozott fejlodési blokk szabalyozasat vazlatosan

a 6. abrdn mutatjuk be.
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6. dbra. A CSF dltal eldidézett sejtciklus-megrekedés OsszetevOi. A progeszteron
éretlen béka petesejtekben a MAPK kaszkad aktivalédasat okozza meidzis I-ben, és a
ciklin E/Cdk2-ét meiozis II-ben. Az aktiv MAPK kaszkad a Bubl-en keresztiil, a ciklin
B/Cdk2 aktivitdisa az APC/C gatldsa révén jarul hozza a CSF dltali megrekedés
1étrejottéért. Az Emil a Cdc20 gatlasan keresztiil a CSF altali megrekedés fenntartdsat

segiti eld. Forrds: TUNQUIST et al, 2002; TUNQUIST et MALLER, 2003 nyomdn

2. 4. A megtermékenyiilés

Az emlds petesejtek - a kutya kivételével, ahol az érett petesejtek a meidzis elso
profdzisdban maradnak - ovuldciékor a meidzis masodik metafdzisdban (MII) rekednek
meg (ALBERIO et al., 2001). Természetes koriilmények kozott ezaldl a gatlds aldl a
petesejt a megtermékenyiiléskor szabadul fel, ami utdn megindul az embriondlis
fejlodés. A megtermékenyiilés az a folyamat, melynek sordn két differencidlédott
haploid ivarsejt — a spermium és a petesejt — egyesiil, és egy Uj organizmus jon létre,
mely genetikailag mindkét sziil6tél szarmazik. Megtermékenyiiléskor a petesejt
aktivdlodik, mely jelenség nagyszamiu, jol meghatdrozott morfolégiai €s biokémiai
végpontot foglal magaba, néhdnyuk masodpercekkel, percekkel, mig megint masok
tobb d6rdval a spermium-petesejtmembréan kdlcsonhatdsa utan kovetkezik be. Lezajlik a
kortikélis reakcid, a meidzis Ujraindul, a masodik sarki test kizdrodik, megtorténik a
pronukleuszok képzddése, bekovetkezik a DNS replikacio és az elsd mitotikus osztodas

(KOPF et al., 1989; SCHULTZ et KOPF, 1995).

Az ivarsejtek egyesiilése utdn megfigyelhetd egyik legkordbbi jelenség az
intracelluldris szabad Ca”* szint ([Ca®*];) novekedése, mely 4ltaldnos kisérd jelensége
az aktivdléddsnak. Ezt a vizsgdlt Osszes dllat-, és novényfaj esetében megfigyelték
(RUNFT et al., 2002), parameterei azonban az egyes fajok kozott jelentos eltéréseket
mutatnak (KUROKAWA et al., 2004).
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A Ca? szerepének fontossdgat a petesejt aktivicié sordn az 1920-as, 30-as években
fedezték fel. Kiilonbozo tengeri dllatok petesejtjeit aktivaltak Ca**-mal disitott oldatok
haszndlatdval, vagy plazmamembran roncsolds dtjan Ca**-ot tartalmazé médiumokban.
Ezek a felfedezések vezettek aztan a ,,Ca2+ aktivacio elméletéhez” (JAFFE, 1985), mely
szerint a Ca®* bedramlds az embriondlis fejlédés beinditdsdhoz vezet. A hipotézis
azonban bizonyitast csak mintegy 40 évvel késobb nyert. STEINDHARDT et al. (1974)
figyelte meg, hogy Ca®* ionofér A23187 képes aktivalni tengeri siin, tengeri csillag,

varangy és horcsog petesejteket.

A Ca® oszcillci6 jelenségét eloszor horcsog esetében irtdk le. Horcsogben a kezdeti
[Ca®*]; emelkedés a spermium behatolds helyérdl indul, mely az ezt kovetd egy vagy
két [Ca™]; emelkedéshez hasonléan hullimszeriien terjed szét a petesejtben
(MYAZAKI et al., 1986; JAFFE, 1983; WHITAKER et SWANN, 1993). A tovébbi
[Ca2+]i emelkedések azonban mar nem hulldmszeriien terjednek, ezek esetében a [Ca2+]i
valtozdsa az egész citoplazmdban egyszerre torténik. Hasonl6 jelenséget figyeltek meg
egér (CUTHBERTSON et COBBOLD, 1985; KLINE et KLINE, 1992), patkiny
(BEN-YOSEF et al., 1993), nyul (FISSORE et ROBL, 1993), szarvasmarha (FISSORE
et al., 1992; SUN et al., 1994) és sertés (SUN et al, 1992; MACHATY et al., 1997)
esetében is. Ellentétben az emldsokkel, a tengeri siinok és a béka (Xenopus) fajok
esetében a spermium behatoldsa egyszeri Ca”* hulldmot hoz létre (KUROKAWA et al.,
2004). Eml6soknél a spermium 4ltal indukalt hosszan tarté Ca®* oszcillicié a
termékenyiilés kisérd jelensége (JONES, 1998), frekvencidja, amplitiddja, hossza a
késobbi fejlddés szempontjabdl is fontos informécidkat is kédol (VITULLO et OZIL,
1992; BERRIDGE, 1993).

A megnovekedett Ca® mennyiség az intracelluldris raktdrakb6l —szdrmazik,
elsodlegesen a sima endoplazmatikus retikulumbodl (ER) (MACHATY et al., 1997;
KUROKAWA et al., 2004; WHITAKER, 2006). A raktdrakban a Ca®" kot6fehérjékhez
(calsequestrin és a calreticulin) kapcsolodva térolodik. A térolt Ca™ mobilizacidjat
kétféle Ca®* csatorna irdnyitja: az inozitol 1,4,5-trifoszfat receptorok (IPsR) és a
ryanodine receptorok. Ezek a receptorok az endoplazmatikus reticulumon
helyezkednek el és Ca® kiereszté csatornaként is funkciondlnak: a megfeleld
ligandumok receptorhoz kotddése esetén a csatorndk kinyilnak, mely Ca®*

felszabadulast eredményez (MACHATY et al., 1997).
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A [Ca?"]; felszabadulds 4ltaldnos jelentdségével ellentétben a szigndl transzdukcids
mechanizmus, - ami éltal a spermium kivaltja a [Ca™]; novekedést - sokdig nem volt
tisztazott egyetlen faj esetében sem. Hirom (KUROKAWA et al., 2004), egyes szerzok
szerint két (ANTHONY et al., 2000; SANTELLA et al., 2004; JONES, 2005)

altalanosan elfogadott hipotézis 1étezik a mechanizmus magyarazatara.

Az elso az un. ,,csatorna” hipotézis (7/A é4bra), amely feltételezi, hogy a termékenyitod
spermium szallit Ca*-ot a petesejtbe a gamétdk egyesiilésekor, igy stimuldlva
oszcillaciot. Ilyenkor az extracelluléris Ca®* a plazma membran Ca® csatorndin
keresztiil 1ép be a spermiumba, majd onnan diffundal a petesejtbe (KUROKAWA et al.,
2004; RUNFT et al., 2002). Ennek ellentmond, hogy a termékenyiilés kivéltotta [Ca2+]i
emelkedés Ca’* mentes médiumban is bekovetkezik (JONES et al.,1998), valamint,
hogy Gnmagdban a Ca®' injektdlds a petesejtbe nem elegendd az oszcilldciGhoz

(SWANN et OZIL, 1994).

A madsodik, a ,,receptor” hipotézis (7/B dbra), mely szerint a spermium egy, a petesejt
plazmamembranjan 1évd receptorhoz kotddik, és ez vezet a Ca® oszcilliciéhoz.
Napjainkig azonban sem a petesejt feliiletén 1évo receptort, sem a spermium ligandot

nem sikeriilt azonositani, amely a petesejt aktivdldsaban szerepet jatszana (EVANS et

KOPF, 1998).

A harmadik a ,,fuzi6s” hipotézis (7/C ébra). Itt a plazma membranok fuzigjat kdvetden
egy anyag, az un. spermium faktor (sperm factor - SF) a termékenyitd spermiumbdl az
ooplazmdba diffundal és [Ca®™*]; oszcilldci6t okoz. Ezt aldtimasztja, hogy a spermium-
petesejt fizi6ja sziikséges a [Ca®*]; oszcilldcid kivaltasahoz, valamint spermium kivonat
(de mas szovet kivonata nem) képes eldidézni az oszcillaciét (JONES et al., 2000). Ez
utébbi a jelenleg legelfogadottabb hipotézis (MYAZAKI et ITO, 2006). A Ca®™

oszcillacié kialakuldsardl alkotott kiilonféle hipotéziseket a 7. dbra foglalja Ossze.
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7. dbra. A Ca™ oszcillicié kialakuldsdnak kiilonboz6 magyarazatai. A ,,csatorna”
hipotézis (A.), mely sordn a spermium szdllit Ca**-ot a petesejtbe; a ,receptor”
hipotézis (B.), mely szerint a spermium a petesejt plazmamembranjin 1évo receptorhoz
kotodik, [Ca2+]i oszcillacidt idézve eld; a ,,fizids” hipotézis (C.) szerint a membranok
fizi6jat kovetden az dn. spermium faktor idézi elé a [Ca®*]; oszcilldcit. Forrds:

RUNFT et al., 2002; KUROKAWA et al., 2004 nyomdn

A nagy attorést ezen a téren az jelentette, amikor felfedezték, hogy az egér spermiumok
tartalmaznak egy foszfolipdz C izoformét, a foszfolipdz CC-at (PLCC [zeta]), melybdl
elegendd mennyiség van jelen a spermiumban a Ca®* szint emelkedés kivéltdsahoz, és
amely petesejtbe injektalva Ca** oszcilldci6t képes okozni (SAUNDERS et al., 2002).
Jelenleg gy tlnik, hogy a PLC( a régéta keresett spermium faktor.

A spermium indukdlta Ca** oszcillacié pontos mechanizmusdnak létrejotte nem teljesen
tisztazott (MALCUIT et al., 2006). A petesejt aktivalds kezdo 1épése valdsziniileg az,
hogy a spermiumbdl a petesejtbe juté PLCC kivaltja a foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfat
(PIP,) hidrolizisét, igy inozitol 1,4,5-trifoszfat (IP3) és diacilglicerol (DAG) keletkezik.
Ezt kovetOen az IP3 az intracellularis Ca”* felszabadulését okozza az P53 receptorokon
keresztiil (MACHATY et PRATHER, 1998; RUNFT et al., 2002). Az IP3 receptorok
mindhdrom tipusa (1-3) expresszdlodik emldsok petesejtében, legnagyobb jelentdsége
az l-es tipusnak van, mely a kortikalis régioban taldlhatd, ahol a kezdeti [Ca™]; hulldm
indul (KUROKAWA et al., 2004). A kezdeti Ca’* felszabaduldst aztin a Ca’*

sejtraktarakba torténd visszapumpdéldsa majd ismétlodo, periodikus kibocsétdsa koveti.
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A Ca™ oszcillicié sziikséges és elegendé inger a petesejt teljes aktivaldsdnak
kivéltdsahoz (SCHULTZ et KOPF, 1995). Egyes fajok esetében a plazmamembrin
gyors depolarizdcidja a polispermia elsddleges giatja (WYRICK et al., 1974), emlésok
esetében ezt nem sikeriilt meggy6zGen kimutatni. Ezesetben a Ca®* szint emelkedés
hatdsdra megtorténik a specidlis enzimeket és glikoproteineket tartalmazé kortikalis
granulumok (SZOLLOSI, 1967) nperivitellindris térbe torténé exkréciéja. A
felszabadul6 anyag modositja a zona pellucida fehérjéit, ez az un. zona reakcio teszi a
zona pellucidat ellendllova tovdbbi spemiumok kotodésével és penetracidjaval
szemben, megakadalyozva ezzel a polispermia létrejottét (CRAN et al., 1988;

HATANAKA et al., 1992).

A termékenyiilést kovetd Ca®* szint emelkedés hatdséra a petesejt felszabadul a CSF
altal fenntartott gétlas aldl, a metafazis Il/anafazis Il dtmenet megtorténik. A Ca’*t a
kalmodulinhoz (CaM) kotddik, ami aztan aktivélja a a kalmodulin-fiiggd protein kindz
II-t (CaMKII) (LORCA et al., 1991, 1993). A CaMKII a kozbeeso aktivatora az APC/C
komplexnek. Az APC/C az Emil-hez kotddve, inaktiv dllapotban van, majd a Cdc20
és/vagy a Chdl kotddése utdn aktivalodik. Késobb az anafazisban elOsegiti a szeparalt
kromoszomak dekondenzéicidjat és telofdzisban az utddsejtek sejtmagja koriili

membrén képzddését és a citokinézist (PETERS, 2002).

A Ca™ oszcillci6t kovetden az MPF inaktivalédik az APC/C komplex 4ltali ciklin B
degradaci6 eredményeképpen (NIXON et al., 2002; HYSLOP et al., 2004); a ciklin B
gyors lebomldséért a fentebb mar emlitett ubiquitin-proteaszoma rendszer (ubiquitin-
proteasome system — UPS) a felelos (KING et al., 1996). A Ca”* oszcilldci6 hatdsét a

meidzis jrainduldsdra a 8. dbra szemlélteti.
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8. dbra. A Ca™" oszcilldci6 és a mei6zis Gjrainduldsa. A Ca®* oszilldcié egyrészrol a
kortikélis granulumok exkrécidjat okozza, gitolva ezzel a polispermia kialakuldsat,
emellett aktivdlja a CaM/CaMKII-t eldidézve a kilépést a CSF dltali megrekedésbdl,
valamint inaktivdlja a MAPK kaszkddot. Az APC/C aktivdléddsa a ciklin B
ubiquitinizacidjan keresztiil inaktivdlja az MPF-et, a meidzis tjrainduldsat

eredményezve. Forrds: MYAZAKI et ITO, 2006 nyomdn

A masodik meiotikus osztédas végén masodik sarkitest kizdrédik, majd 1étrejon a him
€s ndi pronukleusz. A pronukleuszok kialakuldsdval nagyjabdl egyiddben megsziinik a
Ca®* szint oszcillacidja, ennek felismeréséhez az a megfigyelés vezetett, mely szerint a
a természetes koriilmények kozotti ledllds utdn is folytatddott (JONES et al., 1995). Bar
termékenyiilést kovetden az MPF rovid idon belill inaktivdlédik, a MAPK kaszkad
defoszforilaci6jahoz/inaktivaléddsdhoz hosszabb id6 sziikséges: a CSF aktivitisa még
mintegy 30-45 percig fenndll. Aktiv CSF késobb mar nem mutathat6é ki az oszt6dé
embrioban (NISHIZAWA, et al., 1993; TUNQUIST et MALLER, 2003); ezt timasztja
ald az a megfigyelés is, hogy alacsony MAPK aktivitds sziikséges a pronukleuszok

képzoddéséhez is (LIU et al., 1998; SUN et al., 1999b).
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2. 5. Parthenogenetikus aktivalds

A petesejtek parthenogetikus aktivédldsa jo eszkoznek tlinik az anyai és apai genom
szerepének Osszehasonlitdsdra a korai fejlodés sordn. A mddszer j6l hasznélhat6
modellként, a termékenyiilés €s korai embri6fejlodés sordn bekovetkezd biokémiai és
morfoldgiai valtozdsok tanulmdnyozdsira. A petesejt-aktivicié alapvetd moddszer
nemcsak a petesejt molekularis mechanizmusainak feltardsdra, de sejtmagétiiltetéses
klénozas sordn egy igen fontos Iépés, amely biztositja petesejt tovabbhaladdsat az
interfazisba és az azt kovetd elsO mitotikus sejtosztodasba. Egyes fajoknal sziikséges a
mesterséges petesejt aktivalas az intracitoplazmatikus spermium injektdlas (ICSI) utdni
fejlodés beinditdsara is (MACHATY et PRATHER, 1998; AMANO et al., 2004,
KRAGH et al., 2005; IBANEZ et al., 2005). Parthenogenezis soran a 1étrejovo embrid
kizar6lag a ndéi gamétibol szarmazik, a him gaméta kozremiikodése nélkiil

(KAUFMAN, 1979).

Mint ahogy az kordbban megjegyzésre Kkeriilt, természetes koriilmények kozott a
termékenyitd spermium aktivdlja a petesejtet, €s a meidzis Ujrainduldsiat okozza
(PRATHER et al., 1999). A mesterséges petesejt-aktivdlds célja a a termékenyitd
spermium 4ltal eloidézett folyamatok modellezése (NAKADA et MIZUNO, 1998). Az
egyes aktivacios modszerek elsOdleges célja az intracelluldrisan szabad Ca®*
koncentraci6 emelése, amelyet egyes eljardsok a citoplazmatikus Ca®* tdrol6k
stimuldldsaval érik el, mig masok a Ca® bedramldsét idézik elé az extracelluldris
médiumbdl. Megint mds kezelések a fehérjeszintézis, vagy protein foszforilacid
gatlasdn keresztiil fejtik ki hatdsukat a sejtciklus szabdlyozdsdban fontos fehérjék

manipuldlasaval (MACHATY et PRATHER, 1998; MEO et al., 2004).

2.5.1.ACa** szintjének emelkedését eloidézo modszerek

Szamos kisérlet bizonyitja, hogy a petesejt plazmamembranjanak a Ca® szdmdra
atjarhatova tétele Ca®" bedramlast okoz, ezzel eloidézve a [Ca2+]i emelkedését. A
plazmamembran egy finom tlivel valé roncsoldsa békanal aktivalodast eredményezett
(KAWAMURA, 1939), mig kiilso Ca® jelenlétében a tlvel megszurt horcsog

petesejtek 80%-a mutatta a kortikdlis granulomok exkréciéjat, a mésodik sarkitest
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kizar6édasat, valamint a pronukleuszok képzddését (UEHARA et YANAGIMACHI,
1977).

Egy masik médszer a plazmamembran szerepének kikeriilésére a Ca™* direkt médon
torténd injekcidja a petesejt citoplazmdjaba. Szdmos fajnél alkalmaztdk eredményesen,
sertésben CaCl, intracelluldris injektdldsa a kortikdlis granulomok exkrécidjat, a cdc2
aktivitds csokkenését, a fehérje szintézis véltozdsat, pronukleusz-képzOdést és

embriondlis fejlodést indukalt (MACHATY et al., 1996).

Rovid ideig tartd, magas fesziiltségli egyendramu elektromos pulzus hasznalata a kettds
foszfolipid membrédn destabilizacidjat okozza. A hatds reverzibilis, az elektromos
impulzus ideiglenes porusokat nyit a plazmamembrdnon, lehetdvé téve az
extracellularis €s intracelluléris ionok kicserélodését (ZIMMERMANN et VIENKEN,
1982; ALBERIO et al., 2001). A 1étrejové poérusok mérete szdmos paraméter
fliggvénye, igy pl. az elektromos impulzus &ltali membranpotencidl véltozds, az
impulzus hossza vagy a sejt tipusa bir jelentds befolydssal (SERPERSU et al., 1985).
Sikeriilt ezzel a modszerrel [Ca2+]i emelkedést indukalni egér (RICKORDS et WHITE,
1992), nyul (FISSORE et ROBL, 1992), szarvasmarha (ROBL et al., 1992) és sertés
(SUN et al, 1992) esetében, azonban a kezdeti koncentricié emelkedés nem gerjeszt

tovabbi hullamokat, oszcillaciot.

Az elektromos pulzussal el6idézett membran destabilizacié két sejt fuzidjat is
eredményezheti. Ezt a jelenséget haszndljak ki sejtmagatiiltetéses klonozds sordn az
enukledlt petesejt és a genetikai anyagot tartalmazoé sejt ,,egyesitésekor” (KINOSHITA
et TSONG, 1977).

Az intracelluldrisan szabad Ca®* szintje novelhetd és a petesejt aktivacioja kivélthato
Ca”* ionofér hasznélatdval is. A Ca™*, Mg®* és H* ionofér A23187 hasznélata kortikalis
granulumok exkrécigjat, masodik sarkitest kizdr6ddsat, valamint pronukleusz-
képzodést indukal szamos gerinctelen és gerinces faj esetében (CHAMBERS et al.,
1974; STEINHARDT et EPEL, 1974; STEINHARDT et al., 1974; KLINE et KLINE,
1992).
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Egy misik hatékony Ca®" ionofér, az ionomycin kezelés hatdsira ugyancsak Ca’*
bedramlast tapasztaltak, de a direkt plazmamembranon keresztiili Ca™ transzport
helyett az intracelluldris Ca** tdrolék kiiiriilését eredményezi, ami aztin kapacitativ
Ca’* bedramldshoz vezet (MORGAN et JACOB, 1994; PRATHER et al., 1999). Juhnal
magas pronukleusz-képzddést és blasztociszta formaciét figyeltek meg ionomycin

kezelés hatasara (LOI et al., 1998).

Az etanol haszndlata ugyancsak a petesejtek aktivaciéjat okozza egér
(CUTHBERTSON et al., 1981), szarvasmarha (NAGALI., 1987) és sertés (DIDION et
al., 1990) fajoknal. 5-7%-os etanolban rovid ideig tarté (5-7 perces) inkubacio
pronukleusz-képzddést, valamint blasztociszta stadiumig valé fejléddést eredményez. Az
etanol egyszeri intracelluldris Ca®* emelkedést okoz, ami egér petesejtek esetében
magasabb és nagyobb amplituddji, mint a termékenyiilés sordn megfigyelt (VITULLO
et OZIL, 1992); a Ca®* mind az extracelluldris bearamlasbol, mind az intracellularis
tarolokbol szarmazik (LOI et al., 1998). IP; altali Ca** felszabadulést okoz, IP;
képzddés stimuldldsdval a plazmamembranon (ILYIN et PARKER, 1992). Sertésben az
etanol partenogenetikus aktivdlds céljabol valo alkalmazasa a petesejtek alacsony
hanyaddnak osztédasit eredményezte, az aktivalt petesejtek nem jutottak el a

blasztociszta stidiumig (YI et PARK, 2005).

A stroncium ugyancsak széles korben alkalmazott aktivdcidés agens, jelenleg egér
sejtmagatiiltetéses klonozasi protokollok eleme (WAKAYAMA et al., 1998). A
stroncium a Ca®" kotddését viltoztatja meg a petesejtben (WHITTINGHAM et
SIRACUSA, 1978), de ugyancsak eldsegiti az intracellularis Ca®* tarolékbél valé
felszabaduldst ismétlddé Ca®* cstcsokat el6idézve. Ezek a Ca®* csiicsok azonban
alacsonyabb frekvencidjiak, kisebb amplitidéjaak, és idoben tovabb tartanak, mint

amiket termékenyiiléskor észleltek (KLINE et KLINE, 1992).

2. 5. 2. A sejtciklus szabdlyozok manipuldldsa

A Ca™ jelek elsodleges feladata termékenyiiléskor a sejtciklus szabalyozasaban fontos
fehérje, az MPF szintjének csokkentése, ami a sejtciklus metafdzisban torténd
megrekedésbol valo felszabaduldsat eredményezi (LORCA et al., 1993). Szdmos eljaras

haszndlhaté6 az intracelluldris Ca®* szintjének dtmeneti emelésére petesejtekben,
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azonban az alacsony frekvencidgji Ca™ oszcillicié indukdldsa mesterségesen
meglehetésen nehéz (MACHATY et PRATHER, 1998). Emiatt kivanatos lenne olyan
parthenogenetikus aktivalasi modszerek alkalmazdsa, melyek a termékenyiilés sordn
bekovetkezd Osszes véltozadst indukdlni képesek, valamint ezek eredményeképpen
magas embriondlis fejlédés érheté el. Az elektroporacié hatdsdra fellépd egyszeri Ca**
felszabadulds nem mindig képes eldidézni az MPF inaktivaci6jit, egyes esetekben
kezdeti aktivacio-csokkenés wutdn az MPF gjra-aktivdloddsa figyelhetd meg
(DUCIBELLA et al., 2002). A CSF-nek ugyancsak megvan az a képessége, hogy
ismétléds Ca™ jelek hidnyédban a kezdeti inaktivdlodas utan az aktivitdsa visszaalljon a
kezdeti szintre (JONES, 2005). Egy lehetséges megoldas az MPF tjra-aktivaloddsanak
elkeriilésére fehérje szintézis, vagy protein kindz gitlok haszndlata. Ilyenkor a kezdeti
Ca®* szint emelkedés kivaltotta folyamatok szabdlyozdsanak befolydsoldasa a cél

(MACHATY et PRATHER, 1998).

A cycloheximide 4ltaldnos fehérjeszintézis gitl6, ami az MPF szabdlyozo
alegységének, a ciklin B-nek a képzddését is akaddlyozza (LEVESQUE et SIRARD,
1996). A ciklin B a sejtciklus interfazisban szintetizdlodik és a sejtosztodds kezdetekor
azonnal lebomlik (HUNT, 1991). Képzodésének gatlasa az MPF szint markéns
csOkkenését eredményezi (ALBERIO et al, 2001). A cycloheximide kezelés
eredményesen hasznalhaté a meidzis ujrainditasahoz egér (SIRACUSA et al., 1978) és
szarvasmarha (SIRARD et al.,, 1989) petesejtek esetén, azonban sertésben ezen
vegyiilet alkalmazdsa Onmagaban nem vezetett aktivdloddshoz (NUSSBAUM et
PRATHER, 1995). Megfigyelték tovdbbd, hogy a cycloheximide nemcsak az MPF
inaktivalédasat okozza, de a DNS szintézis kezdetét is késlelteti (ALBERIO et al.,
2000), valamint ugyancsak kimutattdk kdros hatdsat sejtmagatiiltetéses klénozdssal
létrehozott embridk posztimplantacios fejlodésére is (ZAKHARTCHENKO et al.,
1999a,b). Szamos dllatfajnal sikeriilt €16 utddot elddllitani cycloheximide egyediili vagy
kombindlt alkalmazasaval aktivélt petesejtekbdl sejtmagatiiltetéses klonozast kovetden
(MACHATY, 2006). LEE et al. (2003) életképes malacokat klonozott elektroporéalt

petesejtek cycloheximide-dal valo kezelése utan.

Az MPF gatlasa ugyancsak lehetséges a fehérje-foszforilacié gatldsa révén. A széles
spektrumi kindz gatlo, a 6-dimetilaminopurin (6-DMAP) eredményesen alkalmazhat6

puhatesti és Xenopus petesejtek esetében a meidzis Ujrainditisara (NEANT et
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GURRIER, 1988; ZHANG et MASUI, 1992). Szdamos fajndl haszndlatos aktivacids
modszerek részeként korai embrionikus fejloddés stimuldldsdhoz, annak ellenére, hogy

szamos sejtfunkcidt zavar: a 6-DMAP gatolja példaul a Cdc25 foszfatdz foszforilaciéjat

(ALBERIO et al., 2001).

A 6-DMAP-ndl specifikusabb protein foszforildcié blokkold a butyrolactone I, mely az
ATP kompetitoraként képes a cdc2 és a cdk2 kindzok gatldsara (KITAGAWA et al.,
1993). fly médon a cdc2, vagyis az MPF Katalitikus alegységének szelektiv gitldsa
lehetséges butyrolactone 1 segitségével (KITAGAWA et al., 1994; KUBELKA et al.,
2002). Ca** emelkedést kovetden alkalmazva a butyrolactone I eredményesen indukdlta
parthenogenetikus sertés embridk blasztociszta stidiumig torténd fejlédését (DINNYES

et al., 2000; BING et al., 2003).
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3. ANYAG ES MODSZER

A dolgozatban szerepld kisérleteket a Purdue Egyetem, Allati Tudomanyok Tanszékén

(West Lafayette, Indiana, USA) végeztem 2005 marciusa és 2006 augusztusa kozott.

3. 1. Parthenogenetikus aktivalasi mddszerek €s a tenyésztomédium embridfejlodésre

kifejtett hatasdnak vizsgdlata

3. 1. 1. Alkalmazott vegyszerek

Amennyiben kiilon nem keriilt megjegyzésre, az alkalmazott vegyszereket a Sigma-

Aldrich Company-t6l (St. Louis, MO, USA) szereztiik be.

3. 1. 2. A petesejtek gytijtése

A kisérletekhez a helyi vagohidrdl (Indiana Packers, Delphi, Indiana, USA) szarmazé
prepubertds sertés (nagy fehér) petefészkekbdl szdrmazd petesejteket hasznéltunk. A
petefészkek laboratériumba szdllitdsa 1 6rdn beliil megtortént. A 3-6 mm atmérdéju
tiiszOkbol a tiiszofolyadékot egy 10 ml-es eldobhatd fecskendovel valamint egy hozza
erositett 20 G méretli injekcids tlvel aspirdltuk és egy 50 ml-es centrifugacsobe
(Falcon) gytjtottiik. Ulepedés utdn a feliiliszé folyadékot eltdvolitottuk, majd a
maradékbol a kumulusz-petesejt komplexek (KPK) feltdrdsra keriiltek sztereo
mikroszkép (Nikon) alatt. Azokat a komplexeket érleltiik tovabb, amelyek esetében a

petesejteket szamos kumulusz sejtréteg boritotta.

3. 1. 3. A petesejtek in vitro érlelése

A KPK-eket ezek utdn 4 vijatdi NUNC (Nunc, Roskilde, Dania) tenyésztdedényben,
500 pl maturacids oldatban (TCM-199 médium kiegészitve a kovetezd anyagokkal: 26
mM nétrium bikarbondt, 3.05 mM gliik6z, 0.91 mM nétrium piruvét, 0,57 mM cisztein,
10 ng/ml epidermélis novekedési faktor [EGF], 0,5 IU/ml luteinizalé hormon, 0,5
[U/ml follikulus stimuldlé hormon, 0,1% polivinil alkohol, 75 pg/ml penicillin G es 50
pg/ml sztreptomicin), 400 pl olajjal fedve érleltiik. A petesejtek maturdltatasa 42-44
ordig tartott, 39°C-on, 5% CO, szint mellett.
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3. 1. 4. Az in vitro maturdcio eredményességének meghatdrozdsa

A 42-44 6rds maturdcid végén a petesejtek egy részének esetében ellendriztiik azok
kromatin konfiguricidjat. A kumuluszsejteket maturdcié utdn a petesejtek felszinérol
0,1% hialuronidazt tartalmazé TL-Hepes médiumban valé 8 perces vortexeléssel
eltavolitottuk A petesejteket ezt kovetden targylemezre helyeztiik, feddlemezzel fedtiik,
€s a fedOlemezt ragasztdval rogzitettiik. Ezt kovetoen a mintdkat etilalkohol-ecetsav 3:1
ardnyu elegyében 4 napig fixdltuk, a fixalt petesejteket 1%-os ecetsavas orceinnel

megfestettiik, majd faziskontraszt mikroszkop alatt 400-szoros nagyitdssal vizsgaltuk.

3. 1. 5. A petesejtek aktivdcioja

A kumuluszsejteket a fent leirtakkal megegyezden eltdvolitottuk, majd az egyenletesen
sotét ooplazmaval €s lathat6 sarkitesttel rendelkez6 petesejtek keriiltek kivalogatdsra. A
petesejteket ezek utdn elektroporaciés médiumban (Mannitol 300 mM, CaCl, 0,1 mM,
MgSO4 0,1 mM, Hepes 0,5 mM, BSA 0,01 mg/ml) kétszer atmostuk, majd egy
elektropordcios kamra két, egymastdl 0,5 mm-re 1€v0 elektrodja kozé helyeztiik dket és
Electro Cell Manipulator (BTX Instrument Division, Harvard Apparatus, Inc.,
Holliston, MA, USA) segitségével elektroporaltuk a sejteket két, egyenként 60 psec-ig
tartd, 1,2 kV/cm-es fesziiltségli egyenaramu impulzust alkalmazdsaval. Ezt kovetden 3
perccel a petesejteket tenyésztomédiumban atmostuk, majd a kiilonboz6 kezeléseknek
megfelelden véletlenszertien csoportositottuk Oket. A jelen kisérletsorozat soran harom
aktivalasi moddszert (kezelést) alkalmaztunk. Az elsd csoportba azok a petesejtek
keriiltek, amelyeket a fent leirt elektroporacids eljards sordn aktiviltunk. Ezek a
petesejtek tovabbi aktivicids kezelést nem kaptak, ezeket 7,5 pg/ml cytochalasin B-vel
kiegészitett tenyésztOmédiumba helyeztik 4 O6rdara. A madsodik csoportban az
elektropordlt petesejteket 100 pM butyrolactone I-et tartalmazé tenyésztomédiumba
kultivaltuk 4 6ran keresztiil, a tenyésztd oldat ebben az esetben is tartalmazott 7,5
pg/ml cytochalasin B-t. A harmadik kezelés esetében az elektroporacion atesett
petesejteket 10 pg/ml cycloheximide-dal kiegészitett oldatban inkubdltuk 5 Oran
keresztiil; az els0 négy dra sordn az inkubaciés médium 7,5 pg/ml cytochalasin B-t is

tartalmazott.
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3. 1. 6. In vitro embriotenyésztés

Az aktivélt petesejteket a kiilonbozd aktivaciés kezelések utdn az aktudlis
tenyésztomédiumban négyszer dtmostuk, majd a tenyésztd oldatok 20 pl-es, olajjal
fedett cseppjeibe helyeztiikk. Az egyes cseppekbe 10 aktivalt petesejt keriilt. Kétféle
tenyésztéoldat (NCSU-23 ill. PZM-3) hatdsét vizsgaltuk mindegyik aktivacids kezelés
esetében; a cseppekben az embridtenyésztést 7 napig végeztikk 39°C-on, 5% CO, szint

mellett. Az oldatok Osszetételét az 1. tdblazat mutatja.

1. tdblazat. Az NCSU-23 és a PZM-3 tenyésztomédiumok Osszetétele

NCSU-23 PZM-3
NaCl 108,73 mM 108,00 mM
KCl 4,78 mM 10,00 mM
CaCl, x 2 H,O 1,70 mM -
KH,PO, 1,19 mM 0,35 mM
MgSO4 x 7TH,0 1,19 mM 0,40 mM
NaHCO; 25,07 mM 25,07 mM
Na-piruvat - 0,20 mM
Ca-laktat x SH,O - 2,00 mM
Gliik6z 5,55 mM -
L-Glutamin 1,00 mM 1,00 mM
Taurin 7,00 mM -
Hypotaurin 5,00 mM 5,00 mM
BME (Sigma B6766) - 20,00 ml/1
MEM (GIBCO 11140-050) - 10,00 ml/1
Penicillin 0,065 mg/ml 0,065 mg/ml
Sztreptomicin (Sigma S1277) 0,050 mg/ml 0,050 mg/ml
BSA (Sigma A7906) 4,00 mg/ml 3,00 mg/ml

Az oldatok pH-ja 7,2-7,4 kozotti, elkészités utdn az oldatokat 22 pm-es sziirdvel
sterilizaltuk.

3. 1. 7. A pronukleusz-képzodés meghatdrozdsa

A pronukleusz-képzddést 10 ordval az aktivalds utdn vizsgaltuk. Az aktivalt petesejtek
egy részét targylemezre helyeztiik, feddlemezzel Gvatosan lefedtiik, és a feddlemez
ragasztoval torténd rogzitését kovetden a mintdkat etilalkohol-ecetsav 3:1 ardnyu
elegyében 4 napig fixaltuk. Ezt kvetden a fixalt petesejteket 1%-os ecetsavas orceinnel
megfestettilk, majd a kromatin konfigurdciot faziskontraszt mikroszkop alatt 400-

szoros nagyitdssal vizsgéaltuk.



3. Anyag és modszer 37

3. 1. 8. Az osztodott és a blasztociszta stadiumii embriok meghatdrozdsa

Az embridk a 7 napos tenyésztés végén keriiltek kiértékelésre. Azon embridk,
melyeknél 14thaté volt a blasztocol, blasztociszta stddiumi embridkként értékeltiik. A
fennmaradé embriok DNS-ét 5 pg/ml Hoechst 33342 festéket tartalmaz6é TL-Hepes
médiumban torténd 10 perces inkubdldssal megfestettiik, majd targylemezre helyezve,
epifluoreszcens mikroszkop segitségével UV fény alatt ért€keltiik. A két, vagy tobb

sejtmagot tartalmazé embridkat osztédott embridkként azonositottuk.

3. 1. 9. Az apoptotikus sejtek meghatdrozdsa

A 7 napos tenyésztési periodus végén a blasztocisztdkat 3,7%-os paraformaldehidben
fixaltuk 4°C-on 12-14 6ran keresztiil. Az apoptotikus sejtek ardnydnak meghatiarozasara
In Situ Cell Death Detection Kit-et (Kat. #11648795910; Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Németorszdg) haszndltunk. A vizsgdlat sordn a kit utasitdsainak
megfelelden jatunk el. PBS-ben kétszer dtmostuk a fixdlt embridkat, majd a
plazmamembrant 0,1% Triton-X-et és 0,1% nétrium citratot tartalmazé PBS oldatban 2
percig permeabilizéltuk. Ezt kovetden egy djabb, PBS-ben val6 mosds kovetkezett,
majd a TUNEL reakci6 médiumba helyeztiik a blasztocisztakat és 1 Oran keresztiil
inkubdéltuk Oket 39°C-on. Az inkubdcié soran a TUNEL médium egy fluorokrommal
megjeloli az apoptotikus sejtmagokban a fragmentdlédott DNS végeket. Egy ora
elteltével az embriok sejtmagjait 5 pg/ml Hoechst 33342 festéket tartalmazé PBS
médiumban festettiik 10 percig, majd a megfestett embridkat targylemezre helyeztiik és
fedolemezzel (24x24mm-es) letakartuk. Az apoptotikus sejtek szdmat és az Osszes
sejtszdmot Nikon Diaphot mikroszkép segitségével 400-szoros nagyitds mellett

értékeltiik.

A pozitiv kontrollként hasznélt blasztocisztdkat a fent leirtakkal megegyezden fixaltuk.
Fixél4s utan PBS-ben atmostuk oket kétszer, majd 200 U/ml DNéazt, 50 mM Tris-HCI-t
és 1 mg/ml BSA-t tartalmaz6 PBS-ben (pH 7.5) inkubdltuk Oket 10 percig. Ezt
kovetden 1 6ran at TUNEL reakcié médiumban, majd 5 pg/ml Hoechst 33342 festéket
tartalmaz6 PBS-ben 10 percig tartottuk oOket, és a fent leirtakkal megegyezoen

készitettiik elo a mintakat az értékelésre.
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3. 1. 10. Kisérleti elrendezés

Az elsd kisérletben harom aktiviaciés médszer, valamint két tenyésztomédium (NCSU-
23 és PZM-3) hatdsat vizsgaltuk. Elektroporacié utdn 6 csoportot alakitottunk ki
véletlenszertien: mindkét tenyésztomédium esetében elektroporici6  (EP),
elektropordcié + butyrolactone 1 (EP+BL) valamint elektropordcié + cycloheximide
(EP+CHX) csoportokat hoztunk 1étre. A kezdeti kultivdcié6 mindharom aktivélds sordn
cytochalasin B jelenlétében tortént, ezaltal biztositva a diploid kromoszdéma-szerelvény
kialakulasat a létrejott embriok esetében. A pronukleusz-képzOdés, az osztédott

embridk, valamint a kifejlodott blasztocisztdk ardnya keriilt feljegyzésre.

3. 1. 11. Alkalmazott statisztika

A kisérleteket 5 ismétlésben végeztiik. A pronukleusz-képzddést, az osztédasi
szazalékot, a blasztociszta szdzalékot, az embridk sejtszamat valamint az apoptotikus
sejtek ardnyét tobbtényezds varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltiik, PROC MIX
eljaras alkalmazva, Statistical Analysis System (SAS Institute, Cary, NC, USA)
programcsomag segitségével. A szdzalék dimenzidji adatok esetében az elemzés sordn
arc sine transzformdaciét alkalmaztunk. Az egyes kezelések kozotti kiilonbségek
feltarasdra Tukey-tesztet hasznaltunk. A kikelt blasztocisztak ardnyat Chi? probaval
hasonlitottuk 6ssze. Szignifikans kiilonbségként értékeltiik, ahol a valdsziniiség p<0,05

volt.

3. 2. Az embrittenyésztés alatti O, koncentraci6 ¢és a tenyésztOmédium

kolcsonhatdsanak vizsgdlata

3. 2. 1. Alkalmazott vegyszerek

Amennyiben kiilon nem keriilt megjegyzésre, az alkalmazott vegyszereket a Sigma-

Aldrich Company-t0l szereztiik be.

3. 2. 2. A petesejtek gytijtése

A petesejtek gylijtése a 3. 1. 2. pontban leirtakkal megegyezden tortént.
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3. 2. 3. A petesejtek in vitro érlelése

A petesejtek in vitro érlelése a 3. 1. 3. pontban leirtakkal megegyezden tortént.

3. 2. 4. A petesejtek aktivdcioja

A kumulusz sejtek eltdvolitasa utan (Isd. 3. 1. 4. pontban) a petesejteket aktivaltuk oly
moédon, hogy elektropordciét kovetden 4 oOran keresztiil 100 uM butyrolactone 1
jelenlétében inkubaltuk Oket. Az inkubécié soran a tapoldat 7,5 pg/ml cytochalasin B-t
is tartalmazott.

3. 2. 5. In vitro embridtenyésztés

Az embridk tenyésztését NCSU-23 ill. PZM-3 médium 20 pl-es, dsvanyi olajjal fedett
cseppjeiben végeztiik 39°C-on. A tenyésztés soran kétféle O, koncentracié hatdsat
hasonlitottuk Ossze. Az egyik esetben az embridk 5% CO,-t tartalmazé levegdben
(~20% 0Oy) keriiltek inkubdlasra, a masik esetben a légtér 5% COs-t, 5% O,-t és 90%
N>-t tartalmazott.

3. 2. 6. Az osztodott és a blasztociszta stadiumii embriok meghatdrozdsa

Az osztodott és a blasztociszta stddiumu embriok ardnyat a 3. 1. 7. pontban leirtakkal

megegyezoen hatdroztuk meg.

3. 2. 7. Apoptotikus sejtek meghatdrozdsa

Az apoptotikus sejtek meghatdrozdsa a 3. 1. 8. pontban leirtakkal megegyezden tortént.

3. 2. 8. Kisérleti elrendezés

A masodik kisérletben a 1égtéri oxigén-nyomds hatasat vizsgaltuk a parthenogenetikus

embriok fejlodésére két tenyésztomédium esetében. A kisérlet sordn az elsd kisérletben

leghatékonyabbnak {télt petesejtaktivdldsi modszert alkalmaztuk. A petesejteket
elektropordcidt kovetden két csoportba osztottuk: NCSU-23-ban ill. PZM-3-ban



3. Anyag és modszer 40

inkubaltuk 6ket butyrolactone I és cytochalasin B jelenlétében. 4 6ra elteltével mindkét
csoportot tovdbbi két alcsoportra osztottuk és 7 napig 39°C-on ~20% O, (5% CO,
légkori levegdben) valamint 5% O, (5% CO,, 5% O; és 90% N,) szint mellett

tenyésztettiik oket.

3. 2. 9. Alkalmazott statisztika

A Kkisérleteket 5 ismétlésben végeztilk. Az osztdddsi szdzalékot, a blasztociszta
szazalékot, az embridk sejtszamat valamint az apoptotikus sejtek aranyat tobbtényez0s
varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltik PROC MIX eljarést alkalmazva, a Statistical
Analysis System programcsomag segitségével. A szdzalék dimenzidju adatok esetében
az analizis elott arc sin transzformdciét alkalmaztunk. A kezelések kozotti
kiillonbségeket Tukey-teszt segitségével hataroztuk meg. A kikelt blasztocisztdk ardanyat
Chi® prébaval hasonlitottuk ossze. Szignifikdns kiilonbségként értékeltiik, ahol a

val6szinliség p<0,05 volt.

3. 3. Az MPF és a MAPK aktivitdsdnak valtozasa sertés petesejtekben kiillonbdzo

aktivacios modszerek alkalmazasa esetén

3. 3. 1. Alkalmazott vegyszerek

Amennyiben kiilon nem keriilt megjegyzésre, az alkalmazott vegyszereket a Sigma-

Aldrich Company-tdl szereztiik be.

3. 3. 2. A petesejtek gytijtése

A petesejtek gytlijtése a 3. 1. 2. pontban leirtakkal megegyezden tortént.

3. 3. 3. A petesejtek in vitro érlelése

A petesejtek in vitro érlelése a 3. 1. 3. pontban leirtakkal megegyezden tortént.
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3. 3. 4. A petesejtek aktivdcioja
A petesejtek aktivacidja a 3. 1. 4. pontban leirtakkal megegyezden tortént.
3. 3. 5. In vitro embriotenyésztés

Az aktivélt petesejtek tenyésztését PZM-3 médiumban végeztiikk egyszerhasznalatos
Petri-csészében, 20 ul-es cseppekben dsvanyi olajjal fedve, 7 napig 39°C-on, 5% CO,

szint alkalmazasa mellett.
3. 3. 6. A pronukleusz-képzédés meghatdrozdsa

A pronukleusz-képzddés 6 oraval az aktivalds utdn keriilt meghatarozdsra. Az aktivalt
petesejteket targylemezre helyeztiik, fedélemezzel fedtiik, a feddlemez két horizontélis
sz€1€ét leragasztottuk, majd etilalkohol-ecetsav 3:1 ardnyud elegyében 4 napig fixéltuk.
Ezutin 1%-o0s ecetsavas orceinnel festettiink, majd a kromatin konfigurdciét

faziskontraszt mikroszkop alatt 400-szoros nagyitassal vizsgaltuk.
3. 3. 7. Az MPF aktivitasanak meghatdrozdsa

Mindhédrom aktivildsi médszer esetében 10 petesejt keriilt fix4dldsra 6rdnként, az elso
hat 6raban. Az aktivalt petesejteket PBS-PV A médiumban haromszor atmostuk, majd 4
pl-es CelLyticTM-M puffert tartalmazé 0,5 ml-es PCR csobe helyeztik oket.
Felhaszndldsig -80°C-on tdroltuk a mintdkat. Az MPF aktivitds meghatdrozdsahoz
cdk1/cdc2 Kinase Assay Kit-et (#17-137, Upstate Biotechnology Inc., Lake Placid,
NY, USA) haszndltunk. Segitségével mérhetd annak a radidaktiv y-foszfitnak a
mennyisége, amelyet a petesejtben taldlhaté cdc2 (kindz aktivitdsa révén) dtrak a
szubsztratjdra (a specifikus szubsztrat cdc2 esetében hiszton H1) a reakcidelegyhez
adott [y—32P]ATP—r(")1. A vizsgdlat kivitelezésénél a gydartd altal megadott protokollt
kovettilk. A petesejteket tartalmazd oldatot 10 pl 2 mg/ml hiszton H1 oldattal
(6sszetevok: 20mM MOPS, pH 7.2; 25 mM b-glicerol foszfat; 5 mM EGTA; 1 mM
natrium-orthovanadate; 1mM dithiothreitol) inkubaltuk. Az oldatot kiegészitettiik 20
uM protein kindz C inhibitorral, 2 pM protein kindz A inhibitorral, valamint 20 uM
R24571-gyel, ami a Ca2+/kalmodulin—fﬁgg6 fehérje kindzok inhibitora. Az emlitett
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inhibitorokat a szerin/treonin kindzok 4ltali interferencia csokkentésének céljabol
alkalmaztuk. A reakci6 a 10 mCi [y-"PJATP-t (~3000 Ci/mmol, Amersham
Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA), 75 mM MgCl,-t és 500 uM ATP-t
tartalmazé puffer hozzdaddsaval vette kezdetét. Tiz perces, 30°C-on torténd inkubdlas
utan 25 pl-nyi folyadékot blottoltunk foszfocelluléz papirra. Ezutan a papirt 0,75%-o0s
foszforsavban haromszor dtmostuk (egyenként 10 percig), majd egyszer acetonban 5
percig. A papirt 5 ml szcintilliciés médiumba helyeztiik, és szcintilliciés kamra
segitségével meghatdroztuk radidaktivitasat. Kiszamoltuk a nem specifikus kotodés és a
foszforilalt endogén fehérjék aktivitasat, majd azzal csokkentettiik a pmol/petesejt/perc

dimenzidban kapott eredményt.

3. 3. 8. A MAPK aktivitdsdnak meghatdrozdsa

A MAPK aktivitdsdnak vizsgdlatdhoz mintdnként ijbol 10 petesejtet gytijtottiink és az
el6z6 pontban leirtakkal megegyezden tdroltuk felhaszndldsig. A MAPK aktivitdsat
MAPK/Erk assay kit (#17-133; Upstate, Lake Placid, NY, USA) segitségével
hataroztuk meg. Ebben az esetben a foszforilalt szubsztrat Myelin Basic Protein (MBP)

volt. A mérés kivitelezése az MPF vizsgdlattal megegyezden tortént.

3. 3. 9. Kisérleti elrendezés

Az egyes vizsgalatokat legalabb 5 ismétlésben végeztiik. Ebben a kisérletben az MPF
€s a MAPK aktivitdsdnak véltozdsat vizsgéltuk aktivicié utdn az elsé 6 Ordban, a
pronukleusz-képzddés kezdetéig. Mindhdrom aktivacidés mddszer esetében 1, 2, 3, 4, 5
€s 6 Ordval az aktivdcid utdn mintat vettiink. Mintdnként 10 petesejt keriilt
véletlenszerlien kivdlasztdsra. A kezdeti kindzaktivitds meghatdrozdsahoz aktivacid

elotti (MII fazisa) petesejteket hasznaltunk.
3. 3. 10. Alkalmazott statiszika
Az adatokat varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltiik PROC MIX eljarast alkalmazva,

a Statistical Analysis System programcsomag segitségével. A szdzalékos adatok

esetében arc sin transzformdcidt alkalmaztunk. A kezelések kozotti kiillonbségek
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feltarasdhoz Tukey-tesztet hasznédltunk. Szignifikdns kiillonbségnek azt tekintettiik, ahol

a valdszintiség p<0,05 volt.
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4. EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

4. 1. Parthenogenetikus aktivadlasi médszerek és a tenyésztomédiumok embridfejlodésre

kifejtett hatasdnak vizsgalata

A kisérlethez az érett petesejteket in vitro maturdcié sordn allitottuk eld. A 42-44 6ras
maturdcié végén a petesejtek kisebb hdnyada GV fézisban (5,124+0,51%) maradt,
azonban nagy résziik elérte az Mll-es dllapotot (88,12+0,62%; 2. tablazat).

2. tablazat. Az in vitro maturacios rendszer hatékonysaga (az egyes adatok a maturacios

1ddszak végén az adott fejlodési stddiumban taldlt petesejtek szamat jelolik)

Erlelt petesejtek GV fazis  MetafazisI  AnafazisI  TelofazisI Metafazis II

(N) N (%=+S.E.M.)

22 16 7 6 377
(5,12+¢0,51) (3,72+0,39) (1,65+0,31) (1,39+0,21) (88,12+0,62)

428

Az érett petesejteket az in vitro maturdciot és a kumuluszsejtek eltavolitdsat kovetden

az 1. kép szemlélteti.

©)

1. kép. Sertés petesejtek in vitro maturaciét kovetden 40- (A.) és 300-szoros (B.)

nagyitdson kiemelve a sarkitestet. A jelolt szakasz 50 um-es nagysagui. Forrds: sajdt

felvétel.

Az ily moddon elballitott, morfologiailag megfelelonek itélt sertés petesejteket

hasznéltuk a kisérlet tovdbbi részében, melynek sordn hirom kiilonb6zd aktivalasi
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modszer és két tenyésztomédium (NCSU-23 ill. PZM-3) egyidejii hatdsat vizsgaltuk a

korai embriofejlodésre.

A kiilonboz6d aktivdldsi moddszerek szignifikdns (p<0,001) hatdst gyakoroltak a
pronukleusz-képzddésre. Az egy vagy két pronukleusszal rendelkez6d zigétak foatlaga
elektroporacié utdn szignifikdnsan alacsonyabb volt (83,9+1,7%), mint az EP+BL
(92,8+0,8%) vagy EP+CHX (93,0+1,0%) csoportokban (3. tabldzat). A médiumoknak
nem volt hatdsa az eredmények alakuldsdra, a pronukleusszal rendelkezd petesejtek
ardnya NCSU-23 tenyésztomédium hasznalatakor 89,9+1,4%, mig PZM-3 alkalmazdsa
esetén 89,9+1,6% volt.

3. tablazat. Az aktivalasi modszerek és a kiilonboz6 médiumok hatdsa a pronukleusz-

képzddésére
Aktivalt Pronukleusszal
Médium Kezelések petesejtek rendelkezd petesejtek
N N (%+S.E.M.)
EP 110 92 (84,4+2,1)
NCSU-23 EP+BL 117 108 (92,7+1,4)°
EP+CHX 112 104 (92,9+1,8)"
EP 116 96 (83,4+3,0)"
PZM-3 EP+BL 110 103 (92,8+1,1)°
EP+CHX 112 104 (93,10,8)"
a, b

az oszlopok kozotti statisztikailag igazolhat szignifikdns kiilonbségeket jeloli,
p<0,001

Aktivaciot kovetden az egyes petesejtek leggyakrabban két, néhdny esetben egy
pronukleuszt tartalmaztak. Pronukleusszal rendelkezd petesejteket orcein festést

kovetden a 2. kép szemlélteti.
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2. kép. Aktivalt petesejtek 10 6rdval az aktivaciot kovetden. Az ,,A.” képen bemutatott
petesejt két pronukleusszal, mig a ,,B.” képen egy pronukleusszal rendelkezik. A nyilak

az egyes pronukleuszokat jelolik. Forrds: sajdt felvétel

Az osztddott, vagyis kétsejtes embriok ardnydnak alakuldsa hasonld képet mutatott az
O0sszes kezelés esetén, sem az alkalmazott aktivalasi moddszereknek, sem a
tenyésztomédiumoknak hatdsuk nem volt. A tenyésztomédiumokon beliili analizis
megéllapitotta, hogy a PZM-3 hasznélatakor az EP+CHX csoportban magasabb volt a
kétsejtes embriok ardnya, mint a csak elektropordlt csoportban, mig az EP+BL csoport
a fent emlitett két kezelés kozotti eredményt produkdlta. NCSU-23 médiumon beliil

kiilonbségeket nem észleltiink az osztdédott embriok szdmédnak vonatkozasdban.

A blasztociszta stadiumig valé fejlodés vizsgalatakor megdllapitottuk, hogy ezen
paraméterre egyediil a médiumnak volt szignifikdns hatdsa (p<0,001): a PZM-3
médium (59,7+3,6%) magasabb fejlodési ritit eredményezett, mint az NCSU-23
(39,943,1%). Az aktivacios modszerek hatdsat a blasztociszta-képzddésre nem tudtuk
kimutatni. A tenyésztomédiumokon beliili analizis szerint NCSU-23 médiumban a
harom kezelés eredménye nem kiilonbozott statisztikailag egymastdl, mig PZM-3
tenyésztomédiumot haszndlva a kombindlt aktivicids moddszerek szignifikdnsan
magasabb embritfejlodést eredményeztek. Nyilvanvalo kiillonbséget mutatott a 7. napra
kikelt blasztocisztak aranya, a PZM-3 médium hasznalata magasabb kikelési szazalékot
eredményezett (10,6+1,3%), mint az NCSU-23 médium (0,2+0,2%) (4. tablazat). A 7

napos embridtenyésztés végén kapott blasztocisztdk a 3. képen keriilnek bemutatdsra.
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4. tdblazat. Az aktivalasi modszerek €s a médiumok hatdsa parthenogenetikusan

aktivalt sertés petesejtek fejlodésére

Osztodott Képzodott Kikelt
Médium  Kezelés N embridk blasztocisztak blasztocisztak
N (%+S.EM.) N (%+S.EM.) N (%+S.EM.)
EP 173 134 (77,1+6,6)* 69 (40,8+7,5)" 0 (0,0+0,0)°

NCSU-23  EP+BL 180 138 (77,0+5,4)" 71 (39,6+1,9)" 0 (0,0£0,0)°
EP+CHX 173 131 (76,6+6,1)" 65 (39,4+6,4)" 1 (0,6+0,6)°

EP 173 134 (76,045,6) 79 (45,6+4,7)* 17 (10,2+2,9)°
PZM-3 EP+BL 181 151 (83,3+3,7)™ 114 (64,9+52)° 23 (12,5+1,7)
EP+CHX 173 154 (89,9+2,9)° 117 (68,6+3,5)° 17 (9,1£2,4)°

&b¢d a7 oszlopok adatai kozotti statisztikailag igazolhaté szignifikdns kiilonbségeket

jelsli; *° - p<0,05; “ - p<0,001

3. kép. 7 napos sertés blasztocisztdk 40-szeres nagyitason. (A jelolt szakasz 100 pm-es

nagysagu; a nyillal jelolt blasztocisztak kikelés kozben lathatok). Forrds: sajdt felvétel
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A blasztocisztdk 0Ossz-sejtszdménak alakuldsdra ugyancsak a médiumoknak volt
egyértelmii hatasa (p<0,001). A PZM-3 tenyésztdoldatban fejlodott blasztocisztak
magasabb sejtszdmot mutattak (50,2+1,3), mint azok, melyeket NCSU-23-ban
(35,3+1,1) tenyésztettink. A médiumokon belill a kezelések eredményei nem
kiilonboztek egymdstol. Az apoptotikus sejtek ardnydnak alakuldsdra sem a kezelés,
sem a tenyésztd oldatok nem voltak hatdssal, a TUNEL préba segitségével
megdllapitott fragmentdlodott DNS-sel rendelkezd sejtek ardnya hasonlé volt

valamennyi csoportban (5. tdblazat).

5. tablazat. Az aktivalasi mddszerek és a média hatidsa az in vitro aktivalt sertés

parthenétak sejtszdmaéra €s az apoptotikus sejtek ardnyara

Sejtek szdma Apoptotikus sejtek ardnya
Médium Kezelés N blasztocisztanként blasztocisztanként
x+S.EM. %+S.E.M.
EP 55 34,2+1,7* 5,1£0,5
NCSU-23 EP+BL 49 36,8+2,0° 4,9+ 0,5
EP+CHX 48 34,942.0° 5,3+0,6
EP 55 49,9425 5,2+0,5
PZM-3 EP+BL 75 49,7422 5,240,5
EP+CHX 77 50,8+2,1° 4,7+0,4

“ P az oszlopok kozotti statisztikailag igazolhatd szignifikdns kiilonbségeket jeldli,

p<0,001

Néhany reprezentativ blasztociszta, amelyekben az Osszes, valamint az apoptotikus

sejteket TUNEL festéssel lathatova tettiik, a 4. képen keriil bemutatasra.
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4. kép. Sertés blasztocisztdk TUNEL festést kovetden. A., C., E., G.: a sejtmagok
jelolése Hoechst 33342 segitségével; B., D., E., H.: FITC-vel jelolt apoptotikus sejtek.

Pozitiv kontrolként (G., H.) DNdazzal kezelt blasztocisztakat hasznaltunk. Forrds: sajdt

felvétel
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4. 1. 1. Eredmények értékelése, kovetkeztetések

Kisérleteink sordn a pronukleusz-képzddés alacsonyabb volt a csak elektroporalt
petesejteknél, mint a butyrolactone I illetve cycloheximide kiegészitéssel aktivalt
petesejtek esetében. Ez a kezdeti fejlodésbeli elény a proteinszintézis/proteinkindz
gitléknak volt kdszonhetd, azonban NCSU-23 médiumban ez az eldny megsziint, amint
az embriodk elérték a kétsejtes allapotot. Ezzel szemben PZM-3 médium hasznalatakor a
kétsejtes, osztdédott embridk ardnya szignifikdnsan magasabb volt a cycloheximide-
kezelt csoportban, mint az elektroporélt csoportban. Megéllapithaté volt tovabbd, hogy
a PZM-3 tenyésztomédium hasznalatinak eredményeképpen a blasztociszta stadiumig
val6 fejlddés is magasabb volt a kombinadlt kezeléseknek koszonhetden, mint a csak
elektropordcidval aktivalt petesejtek esetében. NCSU-23 médium hasznalata esetén a
fehérjeszintézis/fehérjefoszforilacié gatlok jotékony hatdsa nem fejezodott ki a
pronukleusz stiddiumon tdl, ami azt mutatja, hogy ez a médium valamilyen mddon
korldtozza a parthenogenetikus embridk fejlodési potencidljat. Ez Osszhangban van
azokkal a kordbbi megallapitdsokkal, amelyek szerint az elektroporélt petesejteknél a
cycloheximide kezelés nem javitotta a blasztociszta stddiumig val6 fejlodést 1%-os
MEM nem-esszencidlis aminosavakkal kiegészitett NCSU-23 médiumban
(NUSSBAUM et PRATHER, 1995; LEE et al., 2004). Habar kisérleteinkben a két
médium hasonlé pronukleusz-képzOddést (kivéve az elektropordlt + cycloheximide
csoportot) €s osztdddsi szdzalékot eredményezett, a blasztociszta stiddiumig vald
fejlodés és az embridk atlagos sejtszdma jelentdsen javult PZM-3 médium

hasznalatakor.

Sertés zigétdk blasztociszta stddiumig vald tenyésztésére szdmos médium keriilt
kifejlesztésre, tobbek kozott a Whitten’s médium (WRIGHT, 1977, BECKMANN et
DAY, 1993), a North Carolina State University (NCSU)-23 és az NCSU-37 médium
(PETTERS et WELLS, 1993), a Beltsville embrié tenyészt6 médium (BECM)-3
(DOBRINSKY et al., 1996) valamint a sertés zigéta médiumok (PZM-3 és PZM-4;
YOSHIOKA et al, 2002). Az NCSU-23 médium a leginkdbb elterjedt, és a
legszélesebb korben alkalmazott tenyésztomédium sertés embriok fejlodésének
elosegitésére in vitro fertilizaciét vagy sejtmagatiiltetéses klonozast kovetOen
(MACHATY et al., 1998). Ezzel szemben egyes szerzk szerint a PZM-3 médium

tiinik a napjaink leghatékonyabb tenyésztomédiumdanak, jotékony hatdsat sikeriilt
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igazolni in vivo elddllitott embriock (YOSHIOKA et al.,, 2002), valamint
parthenogenetikusan aktivalt petesejtek tenyésztése sordn (IKEDA et TAKAHASHI,
2003; IM et al., 2004). YOSHIOKA et al. (2002) magasabb blasztociszta aranyt
tapasztalt PZM-3 tenyésztOmédium hasznélatakor, mint NCSU-23 esetében in vivo
eredetii embridk fejlodésének tanulméanyozdsakor. Sajat kisérleteink sordn az
embriéfejlodés hatékonyabb volt PZM-3 médiumban, mint NCSU-23-ban. Ugyancsak
kimutattuk, hogy szignifikdnsan magasabb a kikelt blasztocisztdk ardnya PZM-3
médiumban, mint NCSU-23 esetén a 7 napos embridtenyésztés végén. A legijabban
kozzétett kutatdsi eredmények szerint az in vitro fertilizacioval létrehozott embriok
kozott a kikelt blasztocisztdk ardnya magasabb volt PZM-3 tenyésztomédiumban, mint
NCSU-23-ban a 7. napon, habar a 9. nap végére a kiilonbség kiegyenlitodott (AGCA et
al., 2006). Ezek szerint a PZM-3 médium gyorsabb blasztociszta fejlodést €s ezéltal
korabbi kikelést eredményezett. Az NCSU-23 médium a sertés embrié metabolikus és
tdpanyag sziikségletének figyelembevételével késziilt (PETTERS et WELLS, 1993),
mig a PZM-3 a sertés petevezeto-folyadék kémiai Osszetétele alapjan meghatarozott
tdpoldat (YOSHIOKA et al., 2002). A PZM-3 sertés embridk fejlodésére kifejtett
jotékony hatdsa (legalabb részben) a tenyésztooldat aminosav kiegészitésnek
koszonhetd. Kordbbi vizsgdlatok szerint a nem-esszencidlis aminosavak a Kkorai
osztddast valamint a blasztocisztdk expanzidjit segitik elo, mig az esszencidlis
amindsavak a blasztocisztak sejtszamdanak emelkedését eredményezik (VAN THUAN

et al., 2002).

4. 2. Az embridtenyésztés alatti O, koncentrici6 és a tenyésztomédium

kolcsonhatdsdnak vizsgdlata

A madsodik kisérletben kiillonbozd O, koncentraciok és tenyésztomédiumok egyiittes
hatdsat vizsgaltuk elektropordciot kovetd butyrolactone I kezeléssel aktivalt sertés

petesejtek fejlodésére.

A kifejlodott kétsejtes embriok ardnya minden csoportban hasonld volt, sem a médium
tipusa, sem a tenyészedény folotti 1égtér O, koncentracidja nem gyakorolt szignifikdns
hatast a kezdeti osztdédasra. Ehhez hasonléan nem taldltunk kiilonbséget alacsony és
magas O koncentracié mellett tenyésztett blasztocisztdk ardnydban sem. Szignifikdns

volt azonban a tdpoldat hatdsa: a PZM-3 oldat magasabb blasztociszta fejlodést
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eredményezett (60,4+2,8%), mint az NCSU-23 hasznélata (40,4+4,9%; p<0,05). Ezen
tulmenden, a tenyésztés 7. napjan az NCSU-23 médiumban nem taldltunk kikelt
blasztocisztat, mig PZM-3 médium haszndlatakor az embridk 9,6+1,9%-a érte el a
kikelt blasztociszta stddiumot (p<0,001). Az eredményeket a 6. tdbldzatban mutatjuk
be.

6. tiblazat. A tenyésztés alatti oxigén koncentracid és a tenyé€sztomédium hatdsa az

elekroporécié + butyrolactone I segitségével aktivalt sertés petesejtek fejlodésére

0, kone Osztédott Képzodott Kikelt

Médium (%) ' N embridk blasztocisztak  blasztocisztak
N (%+S.EM.) N (%*S.EM.) N (%*S.EM.)
NCSU-23 20 131 96 (73,2+7,1) 49 (37,5+7,8)" 0 (0,0+0,0)°
5 133 08 (74,0+£3,7) 57 (43,2+3,2)" 0 (0,0+0,0)°
PZM.3 20 128 105 (82,0+3,7) 76 (59,416,6)2 13 (10,212,1)3

5 134 107 (79,8+4,0) 82 (61,3+4,9) 13 (9,0+3,4)

a, b, c, d

az oszlopok adatai kozotti statisztikailag igazolhatd szignifikans kiilonbségeket
jeloli; ab _ p<0,05; cd p<0,001. A szdzalékos értékek a kiinduldsi petesejtek szdma
alapjdn lettek kiszdmolva.

Az atlagos blasztocisztdnkénti sejtszdm magasabb értéket mutatott PZM-3 médium
hasznalatakor (45,5+1,7), mint NCSU-23 (33,8+1,4) esetében (p<0,001). A TUNEL
proba eredményére a kezelésnek, az oxigén nyomdsnak vagy a kezelés x médium
interakcionak nem volt hatdsa. Az apoptotikus, vagyis a programozott sejthaldlt mutatéd

sejtek ardnya 5% koriil alakult minden kisétleti kezelésben (7. tablazat).

7. tablazat. Az O, koncentricié és a tenyésztomédium hatdsa a sejtszdm €s az

apoptotikus sejtek gyakorisdgara sertés parthenétakban

Sejtek szdma Apoptotikus sejtek ardnya
Médium O, konc. (%) N blasztocisztanként blasztocisztanként
x+S.EM. %+S.E.M.

20 30 3224217 5,0+0,9
NCSU-23 5 48 34,9+1,9° 4,9+0,5

20 57 44,6424 4,9+0,6
PZM-3 5 56 46,5+2,4° 4,9+0,4
a, b

az oszlopok kozotti statisztikailag igazolhat szignifikdns kiilonbségeket jeloli,
p<0,001
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4. 2. 1. Eredmények értékelése, kovetkeztetések

Az oxigén koncentrici6 az emldsok reprodukcids traktusidban < 8,7% koriil mozog
(FISHER et BAVISTER, 1993). Ezzel szemben a legdltalinosabban haszndlt
embridtenyésztd gazkeverék 5% COs-ot és 95% levegodt tartalmaz, ami koriilbeliil 20%
O,-t jelent az inkubdtorban. A tenyésztés alatti magas O, koncentracié a reaktiv oxigén
gyokok (ROS) formdcidjanak novekedéséhez vezet, aminek kédros hatdsa lehet a
sejtekre, DNS rongalddast, lipid peroxidécidt, valamint a fehérjék oxidativ valtozasat
okozva (JOHNSON et NASR-ESFAHANI, 1994). A kultiviciés periddus alatti
csokkentett (5%) O, koncentracidé novelte az in vitro fertilizaciéval eldallitott embridk
fejlodési erélyét a blasztociszta stddiumig (KITAGAWA et al., 2004), mas esetekben
magasabb blasztocisztankénti sejtszamot eredményezett (KARJA et al., 2004). In vivo
eredetli embridk esetén mindkét paraméter értéke emelkedett (YOSHIOKA et al.,
2002). Ezzel szemben a parthenogenetikus aktivaldssal 1étrehozott embridk tenyésztését
leiré tanulmanyok egymdsnak ellentmondéak. CALLESEN et al. (2000) javuldst
tapasztalt a blasztocisztdk fejlodését tekintve csokkentett O, nyomds esetén. Mads
szerzOk nem kaptak emelkedett blasztociszta képzodést, azonban az alacsonyabb O,
nyomds magasabb embrionkénti sejtszamot eredményezett (IM et al., 2004). Megint
mas esetekben sem a blasztociszta képzddés ardnya sem az dltagos blasztocisztankénti
sejtszdm nem vdltozott az O, koncentracié fiiggvényében (BING et al., 2003).
Kisérleteink sordn nem tudtuk kimutatni alacsonyabb O, nyomds haszndlatakor az
osztddas illetve a blasztociszta formaci6 signifikdns javuldsat. Az dtlagos embridnkénti
sejtszdm ugyancsak hasonlé volt a két oxigén koncentracié melletti embridtenyésztés
esetében. Lehetséges, hogy az aktivdlds eldtti szigord petesejtszelekcid, vagyis a
kisérletekhez a csak j6 mindségli oocitdk haszndlata az oka a kapott eredményeknek.
Ezek a petesejtek valdsziniileg nagyobb tolerancidt mutattak az oxigén gyokokkel
szemben. Val6szinli, hogy a ROS nagyobb hatdst gyakorol a gyengébb mindségl
petesejtekre, ami a késobbiekben alacsonyabb embriéfejlddési potencidlban nyilvanul
meg. A fentiek alapjan ugy tlinik, hogy kiilonboz6 O, koncentracidk sertés parthenotdk

fejlodésére gyakorolt hatdsanak tisztazasdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az apoptdzis, mint a szuboptimdlis tenyésztési koriilményekre és stresszre adott vilasz
széles korben tanulmdnyozott embriondlis sejtekben (BETTS et KING, 2001). Az

apoptdzis vagy programozott sejthaldl egy fiziol6gids folyamat, mind in vivo, mind in
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vitro elééllitott embridkban megfigyelhetd (RUBIO POMAR et al., 2005). Egyes
vélemények szerint sziikséges, hogy korai embriok esetében az apoptotikus sejtek
gyakorisdgdnak meghatdrozdsa a mindség-értékelési protokollok részét képezze
(MADDOX-HYTTELL et al., 2003). Sajat kisérleteinkben nem taldltunk kiillonbséget
az apoptozisos sejtek ardnydban sem az aktivaciés moddszer, sem a tenyésztomédium,
sem az O, koncentricié hatdsara. Az apoptozis eléforduldsa kisérleteinkben 5% koriili
értéket mutatott, ez az ardny némileg kisebb, mint arrdl a szakirodalom beszamol (7%;
HAO et al., 2004). Az apoptotikus sejtek alacsonyabb szintli jelenléte valdszintlileg az
elektropordlt petesejtek cytochalasin B kezelésével magyardzhat6. A cytochalasin B
gitolja a mikrofilamentumok polarizicigjat, ezdltal megakaddlyozza a mdsodik
sarkitest kizdrodasat €s elosegiti diploid embridk elddllitasat (FUKUI et al., 1992). A
haploid kromoszéma-garnitira kimutathatéan noveli az apoptdzis eléforduldsat a Bcel-
xL gén expresszidjdnak csokkentése és a Bak gén expresszidjanak novelése altal (LIU
et al., 2002; JEONG et al., 2005). Ezen tdlmenden, a cytochalasin B védi az embridkat
a tenyésztés sordn a fragmentdlodast6l (COLLAS et ROBL., 1990; KAWAHARA et
al., 2002), valamint sertés esetében novelte az in vitro embridk blasztociszta stddiumig

torténd fejlodését is (CHA et al., 1997).

Kovetkeztetésképpen megallapithatjuk, hogy az elektropordciéval kombindlt
proteinszintézis- vagy specidlis protein foszforilacid gatlok hasznalata elOnydsebb
aktivdcids stimulust szolgéltat, mely jobb blasztociszta stiddiumig vald fejlédést
eredményez, mint az elektroporacié egyediili alkalmazédsa. Kimutathat6 volt, hogy a
PZM-3 médium eldnydsebb parthenogenetikus sertés embridk blasztociszta stddiumig
valé kultivdlasra, mint az NCSU-23 tenyésztomédium. Az optimdlis aktivacids
modszerek, valamint a tenyésztéskori paraméterek meghatdrozasa kritikus jelentdséggel
bir a kiilonboz6 asszisztdlt reprodukcids technikdk, koztiik a sejtmagétiiltetéses

klonozas hatékonysaganak javitdsa szempontjabdl.

4. 3. Az MPF és a MAPK aktivitasanak valtozasa sertés petesejtekben kiilonbozo

aktivacidos modszerek alkalmazasa esetén

Ebben a kisérletben azt tanulmanyoztuk, hogy a kiilonb6zd aktivalasi mddszerek
hogyan befolyasoljak az MPF és MAPK aktivitdsanak véltozdsat sertés petesejtekben.

A kisérlet sordn a kordbban mar hatékonyabbnak itélt PZM-3 médiumot hasznaltuk az
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aktivalt petesejtek inkubdldsdhoz. A cdc2 (az MPF Kkatalitikus alegysége), valamint a
MAPK foszfotranszferdz aktivitdsat a histone H1 és a myelin basic protein (MBP),
mint in vitro szubsztratjaik foszforilaciéjanak mérésével értékeltiik radidaktiv [y-

32P]ATP segitségével.

A cdc2, vagyis az MPF kezdeti, Mll-es aktivitisa (0,068 pmol/petesejt/perc)
mindhdrom aktivdciés mddszer esetében lecsokkent az elektromos pulzus alkalmazasa
utdn egy o6raval (EP: 0,024, EP+BL: 0,021, EP+CHX: 0,028 pmol/petesejt/perc;
p<0,05; 9. dbra). Az MPF aktivitasa a csak elektroporalt csoportban az eredeti aktivitasi
szint 34,4%-4ra csokkent. Ehhez képest a tovdbbi kezelés butyrolactone 1 vagy
cycloheximide haszndlatdval nem okozott tovabbi aktivitds-csokkenést. A cdc2 kindz
aktivitdsa, vagyis az dltala idoegység alatt foszforilalt hiszton HI mennyisége alacsony
maradt mindhdrom csoportban minden idépontban az elektroporaciot kovetd 6 ordban;
ennek az iddészaknak a vége nagyjabol egybeesik az eldmag (pronukleusz)
képzddésével. Az egyes iddpontokban nem tapasztaltunk eltéréseket az MPF aktivitdsat

illetden az egyes aktivaciés modszerek kozott.
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9. dbra. Az MPF aktivitdsdnak valtozdsa a korai embridfejlodés sordn parthendtakban

kiillonbozo aktivalasi modszerek alkalmazasa esetén.

“ P az oszlopok kozotti statisztikailag igazolhaté szignifikdns kiilonbségeket jeloli,

p<0,05
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A MAPK kezdeti aktivitdsa 0,123 pmol/petesejt/perc volt (10. dbra). Egy 6raval a
elektromos impulzus alkalmazdsa utdn a MAPK aktivitdsa a kezdeti szint 54,4-62,6%-
ara csokkent. Az aktivdldst kovetd mdasodik 6rdban a kindz aktivitisa az EP+CHX
csoportban (0,058 pmol/petesejt/perc) szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a nem
kezelt petesejtekben (p<0,05), majd harom o6rdaval az elektroporaciét kévetden mar
minden csoportban jelentdsen lecsokkent (p<0,05). Ezt kovetden a butyrolactone I-gyel
kezelt petesejtek a vizsgalt 1doszak végéig csokkentett MAPK aktivitdst mutattak.
Ezzel szemben 3 ordaval az aktivdlast kovetden a csak elektropordlt csoportban a
kindzaktivitds novekedni kezdett, majd a negyedik ora végén a MAPK aktivitasa (0,060
pmol/petesejt/perc) staisztikailag mar nem kiilonbozott a kezdeti MII-es petesejtekben
mért értéktdl és magas maradt a 6. o6ra végéig. Harom ora elteltével a MAPK
aktivitdsdnak enyhe emelkedése volt tapasztalhatd azon petesejtek esetében, amelyek a
kombindlt EP+CHX kezeléssel lettek aktivdlva, de a 6. 6ra végén mért kindz-aktivitasi

érték ismét kiilonbozott az aktivalas elotti értéktdl (p<0,05).
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10. dbra. A MAPK aktivitdsdnak valtozadsa a korai embri6fejlodés sordn parthendtdkban
kiillonb6z6 aktivalasi metddusok alkalmazdsa esetén.

“ P az oszlopok kozotti statisztikailag igazolhat6 szignifikans kiilonbségeket jeldli,

p<0,05

A kisérlet sordn meghataroztuk tovdbba azt, hogy a kiilonb6z6 parthenogenetikus

aktivdldsi modszerek milyen hatékonysdggal tudtdk stimuldlni a sejtciklus
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Ujrainduldsat, azaz a petesejt aktivdlodasit. Azt tapasztaltuk, hogy a kombindlt
aktivacios modszerek hatékonyabbnak bizonyultak pronukleusz-képzodés indukalasara
(p<0,05; 11. &bra). Hat O6rdval az aktivaciét kovetden az eldmag képzddés
szignifikdnsan magasabb volt azokban a petesejtekben, amelyeket butyrolactone I
(86,3243,27%) vagy cycloheximide (87,56+3,73%) jelenlétében inkubdltunk
elektropordcié utdn, mint azokban, amelyek csak elektroporacié (69,39+3,32%)

segitségével lettek aktivalva.

pronukleusz-képzédés (%)

EP EP +BL EP + CHX

11. abra. Az aktiviciés metddusok hatdsa a pronukleusz-képzOdésre in vitro érlelt
sertés petesejtekben.

“® az oszlopok kozotti statisztikailag igazolhaté szignifikdns kiilonbségeket jeldli,

p<0,05

4. 3. 1. Eredmények értékelése, kovetkeztetések

Altaldnosan elfogadott az a hipotézis, miszerint a Ca®™* legfontosabb szerepe
termékenyiiléskor a ciklin B szintjének csokkentése. Emlds petesejtekben a
proteinszintézis folyamatosan zajlik, mialatt a petesejt felkésziil a termékenyiilésre.
Ugy tiinik tovabbd, hogy a folyamatos ciklin szintézis sziikséges a meiotikus
megrekedés fenntartdsdhoz (MOSES et KLINE, 1995). Ennek koszonhetd, hogy a
proteinszintézis gatlok eldsegitik a petesejt aktivalasat egyes fajok, mint példaul egér
esetében (SIRACUSA et al., 1978). Ascididk petesejtjeinél a spermium indukélta Ca**

hullaimok szoros korrelaciéban vannak a ciklin lebomlasaval (LEVASSEUR et
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McDOUGALL, 2000). Az ismétlodo Ca’" hulldmoknak fontos szerepe van a ciklin
szintjének hatékony csokkentésében, eldidézve az MPF teljes inaktivalddasit. Azonban
a sertés esetében leggyakrabban alkalmazott parthenogenetikus aktivaldsi médszer, az
elektropordcié (magas fesziiltségli egyendrami pulzus alkalmazdsa alacsony
jontartalmi médiumban) csak egyszeri Ca®* szint emelkedést okoz a citoplazmaban,
Ca® oszcillicié nem jon létre (SUN et al., 1992). Egérben az egyszeri Ca®* szint
emelkedés aktivdlja az 1dosebb petesejteket, ahol a proteinszintézis kapacitdsa
alacsonyabb hatdsfokd, mint a frissen ovuldlt petesejtekben (OZIL et SWANN, 1995).
Szarvasmarha petesejtek esetében hasonlo jelenséget tapasztaltak. Ezekben a
petesejtekben az egy elektromos impulzussal végrehajtott aktivalds MPF inaktivalodast
eredményez 1 6ran beliil, azonban két ora elteltével az MPF ujra-aktivalodik, és 6 ora
elteltével a kezdeti MlII-es szintnél is magasabb aktivitdst észleltek (COLLAS et al.,
1993b). Harom elektromos impulzus alkalmazdsa esetén az MPF aktivitdsa csak 4 dra
elteltével kezdett visszatérni, és hat pulzus képes volt az MPF aktivitasat legaldbb 8
6raig alacsony szinten tartani. A hosszan tarté Ca®* szigndlok jelentdségét
egérkisérletekben bizonyitottdk, ahol pontosan meghatirozédsra keriilt a Ca** szint
emelkedések pontos szdma illetve azok hatdsa (DUCIBELLA et al.; 2002). Ezek az
eredmények azt mutattdk, hogy az elektromos aktivacié tartama és frekvencidja
meghatdrozza a sejtvalaszt, beleértve az MPF és a MAPK inaktival6désat is. Az MPF
teljes inaktivaloddsa 24 elektromos pulzus alkalmazdsakor kovetkezett be, mig ennél
kevesebb szamu hulldim indukéldsa esetén az inaktivdlodds hidnya vagy ujra-
aktivalddas volt tapasztalhatd. Sertés petesejtekben az egy 15 psec-os, 180 V/mm-es
elektromos pulzus hatékonyan inaktivédlta az MPF-et, de érdekes médon csak mintegy 4
oraval az elektromos stimulus alkalmazasa utan (KOO et al., 2005). Kisérleteink soran
mi két egymdst kovetd, 120 V/mm-es, 60 psec-os egyenaramu pulzust haszndltunk a
meidzis Ujrainditdsira a mdsodik metafdzisban megrekedt petesejteknél. Ezen
paraméterek haszndlata mellett az MPF aktivitdsdnak szignifikdns csokkenését
tapasztaltuk 1 draval a kezelést kovetden, és az a pronukleusz-képzddés kezdetéig,
mintegy 6 Ordn keresztiil alacsony szinten maradt. Mivel az elektroporacié soran
alkalmazott fesziiltség nagysdga, az elektromos pulzus hossza és az extracellularis Ca®*
koncentriciGja meghatdrozzak a Ca®* szint emelkedés amplitidéjat és hosszat (SUN et
al., 1992; COLLAS et al., 1993a), megéllapithatd, hogy a Ca® jelzés karakterisztikaja
befolydsolja az MPF inaktival6dasdnak mechanizmusat. Az elektromos pulzusok altal

indukalt intracelluldris Ca** szint véltozés hatékonyan csokkenti az MPF aktivitasat, a
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cdc2 alegység gitldsa butyrolactone I segitségével, vagy a ciklin B szintézésének
blokkoldsa cycloheximide haszndlatdval nem okozott tovédbbi valtozast az MPF

aktivitdsdnak szintjében.

A termékenyiilés eldidézi a MAPK inaktivalodasat is, de az MPF esetén tapasztalt
gyors csokkenés helyett a Mos/MEK1/MAPK/p90®™* kaszkdd még mintegy 30-45
percig aktiv marad (NISHIZAWA et al., 1993, TUNQUIST et MALLER, 2003). Az,
hogy a MAPK inaktivdlédasa az MPF inaktivdléddsa utan kovetkezik be, arra enged
kovetkeztetni, hogy az MII fazisban a sejtciklus Ujrainduldsa nem fiigg a MAPK-t6l
(FAN et SUN, 2004). Egér esetében a MAPK szerepet jatszik a mikrotubulusok
reguldcidjdban valamint a magorsé 1étrejottében, inaktivdloddsa a petesejt aktivdlodasa
utan feltétele a pronukleuszok képzodésének (VERLHAC et al., 1996; SUN et al.,
2001b). Fertilizacié utdn mesterségesen magasan tartott MAPK aktivitds hatdsdra a
masodik sarkitest kizdrédik ugyan, de pronukleusz-képzOddés nem tapasztalhatd, a
petesejt egy un. MIII fazisba keriil az MPF inaktivdl6ddsanak ellenére is (MOOS et al.,
1996). Sertés petesejtek aktivacija utdn a p90™™ defoszforildlédik (inaktivalédik)
roviddel a pronukleusz-képzddés eldtt, ami a MAPK inaktivacigjat is jelenti, ezzel
jelezve, hogy a MAPK kaszkad szabdlyozé szerepet jatszik a nukleusz allapotanak
szabdalyozdsaban és a mikrotubulusok szervezddésében (FAN et al., 2003). Kisérleteink
sordn a MAPK aktivitdsdnak vdltozdsa egyedi képet mutatott a kiilonb6zd aktivacios
modszerek alkalmazdsa utdn. A csak elektropordlt petesejtekben a MAPK aktivitdsa
jelentosen csokkent az eredeti értékrOl egy Ora utan, és legalacsonyabb szintjét 3 ordval
az elektromos impulzus alkalmazdsa utdn érte el. Azonban az aktivédldst kovetd
negyedik Orat6l az aktivitdsa tjra emelkedni kezdett és ezen a szinten maradt a
pronukleusz-képz3déséig. A magas MAPK aktivitds a p90™** szubsztratjan keresztiil a
zavarja a Mytl cdc2 kindzra kifejtett gatlé hatdsat, valamint a pronukleusz-képzddést
(PALMER et al., 1998), ami nyilvdnval6an kedvezdtleniil hat a korai embridfejlodésre.
A MAPK ujra-aktivalédasat a kezdeti csokkenés utdn nem tapasztaltuk, amikor az
elektropordcidt kovetden a petesejtet butyrolactone I jelenlétében inkubaltuk. Az
aktivitds ezekben a petesejtekben a pronukleusz-képzodésig alacsony maradt. A
butyrolactone 1 elsddlegesen az MPF aktivitasidt géatolja az ATP kompetitoraként
(KITAGAWA et al., 1993), de elképzelhetd, hogy egy nem-specifikus gatlé hatast
kifejt egyéb kindzokra, pl. a MAPK-ra is (KITAGAWA et al., 1994; DINNYES et al.,
2000). Butyrolactone 1 egyediili hasznalata fokozatos MAPK inaktivalodast
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eredményez (3 Ordval aktivalast kovetden a MAPK még aktiv; KUBELKA et al,
2002), mig elektropordciot kovetd alkalmazdsa hatékonyan tdmogatta az embriok

blasztociszta stadiumig torténé fejlddését (DINNYES et al., 2000; BING et al., 2003).

Az elektroporacié cycloheximide kezeléssel kombindlva szintén hatdsosan csokkentette
a MAPK szintjét. Az igy aktivalt petesejteknél némi emelkedés tapasztalhaté volt
ugyan a MAPK szintjében, de a pronukleusz-képzodés idején a MAPK aktivitdsa
mintegy fele volt csak a kezdeti szintnek. A cycloheximide az aktivalt petesejtek
fejlodésére elOonyds hatast gyakorol a ciklin B képzodés gatlasdval, ezen
proteinszintézis gitlo jelenlétében a MAPK foszforilacidja, aktivdloddsa ugyancsak
gitolt (SUN et al.,, 2001a). A hatékony parthenogenetikus petesejt aktivalds
szempontjabol sziikséges mind a ciklin B/cdc2, mind a MAPK aktivitdsdnak
csokkentését elosegitd mddszerek haszndlata (ITO et al., 2003). A butyrolactone I vagy
cycloheximide nélkiili petesejt aktivélds tokéletlen MAPK inaktivdloddshoz vezet,
amely egyik lehetséges oka az alacsony pronukleusz-képzddésnek. Ez lehet egy tovabbi
magyardzata a cycloheximide petesejt-aktiviciéra gyakorolt pozitiv hatdsdnak
(NUSSBAUM et PRATHER, 1995). Ezek az eredmények egybevagnak azzal a
megallapitasunkkal, mely szerint a pronukleusz-képzddés, az osztddott embridk ardnya
valamint a blasztociszta formdacié szignifikdnsabban magasabb volt kombinalt
aktivdcios kezelések esetében, amikor elektropordciot kovetden a petesejtek
proteinszintézis vagy protein kindz inhibitorokkal lettek kezelve (NANASSY et al.,
2007).

Kovetkezetetésiil megdllapithatd, hogy két egymadst kovetd elektromos pulzus
alkalmazdsa hatékonyan inaktivélja sertés petesejtek citoplazmdjaban az MPF-et, de a
MAPK aktivitdsa az elektropordciét kovetd 4. oOrdra visszadll az eredetihez kozeli
értékre. A tokéletlen MAPK inaktivacié alacsony pronukleusz-képzddésben nyilvanul
meg. A gyors és tartés MAPK inaktivdlodds eldidézhetd fehérjeszintézis- vagy
specidlis protein kindz gatlok elektropordcidt kovetd alkalmazdsaval. A kombindlt
aktivdcios moddszerek magasabb pronukleusz-képzOddést is indukdltak, igy ezek a
modszerek hatékonyan alkalmazhatok sejtmagatiiltetéses klonozdsi protokollok

részeként a petesejtek mesterséges aktivalasara.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

4a.

4b.

4c.

Sertés petesejtek parthenogenetikus aktivaciéja sordn a kombindlt aktivéacids
kezelések — melynek sordn a petesejtekben elébb egy Ca®* bedramlést idéziink eld
elektroporacié segitségével, majd az elektroporalt petesejteket fehérjeszintézis vagy
cdc2/cdk2 (specidlis protein kindz) inhibitorokkal kezeljik — eredményesebben

stimulaltak embridfejlodést, mint az elektroporécié egyediili alkalmazésa.

Parthenogenetikus sertés embridk tenyésztése szempontjabol a PZM-3 médium

eldnyodsebb feltételeket képes biztositani, mint az NCSU-23 médium.

PZM-3 tenyésztooldat alkalmazdsa esetén a 1égtér magas (~20%) oxigén tartalma
nem befolyasolja kdrosan a partenogenetikus sertés embriok fejlodését. Ily médon
hagyomanyos (5% széndioxid plusz 95% levegét biztositd) inkubatorok

haszndlatdval is lehetséges hatékony embriofejlodést elérni.

Az MPF aktivitisanak gyors és hatékony csokkenése idézhetd elo
elektroporacidval, két egymast kovetd, 120 V/mm-es, 60 psec-os egyendramu

impulzus alkalmazdsaval.

Az elektroporacié onmagdban alkalmazva a MAPK aktivitdsdnak csokkenését
indukalja ugyan, azonban a kezdeti csokkenést az enzim gyors udjra-aktivdlédasa

koveti.

A petesejtek elektroporécidjat kovetden a MAPK aktivitdsdnak tartésan alacsony
szinten tartidsdhoz eredményesen alkalmazhatdk a proteinszintézist vagy cdc2/cdk?2
kindzokat gitlo inhibitorok. E tény indokolja a kombindlt aktivicids kezelések

magas hatékonysagat.



6. Osszefoglalds 62

6. OSSZEFOGLALAS

Dolly, az elso testi sejtbol klénozott dllat megsziiletése 6ta eltelt 10 évben sikeriilt
minden gazdasdgi haszondllat esetében alkalmazni a sejtmagitiiltetés moddszerét, de
dacdra az intenziv kutatdsoknak a sejtmagatiiltetéssel modositott embridk csak mintegy
1-4%-4b6l lesz €16 utéd. Az alacsony hatékonysigért a rendszer bonyolultsdgabdl
adddoan szamos tényezd a felelds, novelése érdekében a technika Osszes 1épésének
javitdsa sziikséges. A petesejt mesterséges aktivdldsa a sejtmagétiiltetéses klonozas
fontos 1épése, ami az embriondlis fejlodés beinditdsaért felelos, gyakorlati
alkalmazasadn tul lehetOséget nyujt a termékenyiilés alatt bekovetkezd sejt- és
molekuldris szintli valtozdsok tanulményozdsira is. Az elmilt évtizedekben szdmos

eljaras keriilt kifejlesztésre a meiotikus sejtciklus tujrainditdsdra, azonban e teriileten

tovédbbi kutatdsok sziikségesek.

A dolgozat elkészitése soran célul tiztiik ki a kiilonbozd parthenogenetikus aktivalasi
modszerek in vitro érlelt sertés petesejtekre kifejtett hatdsanak vizsgalatat. Kisérleteink
sordn elvégeztik a tenyésztési kornyezet embridfejlodésére gyakorolt hatdsdnak
értékelését, mely sordn Osszehasonlitottunk két tenyésztOmédiumot, valamint
kiilonbozd oxigén koncentracidkat. Meg kivantuk vizsgdlni a  sejtciklus
szabalyozéasaban kulcsszerepet jatszo két fehérje, az MPF (M-féazist elosegito faktor) és
MAPK (mitogen-aktivalt protein kindz) aktivitds-valtozdsat az alkalmazott aktivaldsi

modszereket kovetoden.

Kisérleteinkhez vagohidi petefészkekbdl szdrmazo, in vitro érlelt sertés petesejteket
hasznéltunk. Harom parthenogenetikus aktivdldsi mddszer hatdsit vizsgaltuk. Az elsd
modszer szerint a petesejteket két, egyenként 60 psec-ig tartd, 1,2 kV/cm-es fesziiltségii
egyendramu impulzussal aktivaltuk (EP). A mdsodik moddszer alapjan a petesejteket
elektroporaciét kovetden butyrolactone I (specifikus cdc2/cdk2 blokkold) kezelésnek
vetettiik ald (EP+BL); mig a harmadik csoportban az elektroporidciot a petesejtek
cycloheximide (altalanos fehérjeszintézis gatld) jelenlétében torténd inkubdacidja
kovette (EP+CHX). A tenyésztOmédium mindharom aktivdldsi mddszer esetében
tartalmazott cytochalasin B-t is, ezdltal biztositva a kifejlodé embridkban a diploid
kromoszoma-szerelvény kialakuldsét. Az elso kisérletsorozatban az aktivalt petesejteket

7 mnapig tenyésztettik 39°C-on, 5% CO, szint mellett NCSU-23 illetve PZM-3
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médiumban. A tenyésztés sordn meghatdroztuk a pronukleuszt-képzddést, az osztédott
embriok szdmdt, valamint a blaszotciszta stddiumig jutott embridk ardnyat.
Megallapitottuk tovdbbd a 7 napos blasztocisztdk sejtszamat és az egyes

blasztocisztdkban taldlhatd, programozott sejthaldlt mutaté nukle6luszok ardnyat is.

A madsodik kisérletben az aktivélt petesejteket PZM-3 médiumban, 5% ill. 20% O,
koncentraciot tartalmazd 1€gtérben inkubdltuk. Ezen embridk esetében is
meghatdroztuk az osztédott, a blasztocisztat képzett és a kikelt embridk ardnyat,
valamint a blasztocisztdk sejtszdmat €s apoptotikus sejtjeik ardnydt. Egy tovibbi
kisérletsorozatban meghatdrozasra keriilt ezen tulmenden a kiilonb6z0 mddszerekkel
aktivalt petesejtek citoplazmdjdban az MPF és a MAPK aktivitdsanak valtozdsa is az
aktivalast kovetd 6 oOra folyamdn, amit a vizsgdlt enzimek foszfotranszferdz

aktivitdsdnak mérésével allapitottunk meg.

Kisérleteink sordn azt taldltuk, hogy az EP+BL és az EP+CHX kezelés hatékonyabban
segiti eld a pronukleusz-képzddést a haszndlt tenyésztOmédiumtdl fiiggetleniil. A
protein kindzt blokkol6 vagy fehérjeszintézist gatld, kombindlt moddszerek
hatékonyabban stimuléltak embriéfejlodést PZM-3 médiumban, mint az elektroporacid
onmagaban, ily médon magasabb fejlodést tapasztaltunk a blasztociszta stadiumig.
NCSU-23 médium hasznélata az eldmag-képzddés utdn nem engedte kibontakozni a
kombindlt eljarasok kedvezd hatdsat, kezeléstol fiiggetleniil hasonld fejlodést

eredményezve.

A PZM médium ezzel szemben kedvezObb kornyezetet teremtett parthenogenetikusan
aktivalt sertés petesejtek szdmdra a kultivacié sordn, ez a magasabb blasztociszta

fejlddésben, magasabb sejtszdmban és magasabb kikelési ardnyban is megmutatkozott.

PZM médiumban tenyésztve az embridkat a 1égtér magas (~20%) O, koncentracidja
nem befolyasolta karosan a parthenogenetikus embridk fejlodését az 5% oxigén-
nyomds hasznalatahoz viszonyitva. Hagyomanyos (5% széndioxid plusz 95% levegot

biztositd) inkubatorok haszndlatdval is hatékony embrig-eldallitasra nyilik lehetdség.

Az elektroporicié két egymdst kovetd egyendramui impulzus alkalmazdsdaval képes az

MPF aktivitdsanak gyors és tartds csokkentésére, azonban a MAPK kezdeti csokkenése
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utdn annak djra-aktivalodédsa figyelhetd meg. A MAPK aktivitdsdnak tartésan alacsony
szinten tartdsa megvaldsithatd kombinalt, a proteinszintézist vagy cdc2/cdk2 kindzokat
gatlé inhibitorok haszndlatival, aminek jotékony hatdsa megmutatkozott a jobb korai

embriondlis fejlédésben.

Osszességében megallapithatjuk, hogy PZM-3 médium haszndlatdval, kombinalt
parthenogenetikus petesejt aktivdldsi modszerek, fiiggetleniil a tenyésztés alatti O,
koncentraci6tol, hatékonyan alkalmazhatok sertés sejtmagatiiltetéses klonozasi

protokollok részeként.
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7. SUMMARY

Since the birth of Dolly, the first animal derived from a single somatic cell, nuclear
transfer has successfully been applied in all domestic animal species. However, the
efficiency of the technique is still very low, only about 1 to 4% of the embryos
produced are able to develop to term. This low efficiency is due mainly to the
complexity of the the procedure, and in order to enhance productivity all the individual
steps of the technology need to be improved. Parthenogenetic activation of oocytes is
one of the most important steps during which the developmental program of the
reconstructed oocyte is artificially stimulated. Oocyte activation is also a reliable tool
for investigating the changes that occur during fertilization. Although extensive
research has been carried out in the past decade in this field, further research is

necessary for the better understanding of the regulation of the meiotic cell division.

The aim of this study was to investigate the effects of different parthenogenetic
activation methods and various culture systems on the development of in vitro-matured
porcine oocytes. We also evaluated the dynamics of the activity of cell cycle-related
regulatory proteins such as MPF (M-phase promoting factor) and MAPK (Mitogen

activated protein kinase) in the oocyte following different activation methods.

In vitro matured oocytes obtained from ovaries of prepubertal gilts were used for the
experiments. Three different activation methods were tested. The first method included
electroporation of the oocytes using two subsequent direct current pulses of 120 V/mm
and 60 us each (EP). According to the second method, the oocytes were electroporated
as described and then treated with butyrolactone I, a specific blocker of cdc2 and cdk2
kinases (EP+BL). During the third treatment, electroporated oocytes were incubated in
the presence of cycloheximide, a protein synthesis inhibitor for 5 hours (EP+CHX). In
the case of all three treatments, the culture media was supplemented with cytochalasin
B, an inhibitor of microfilament polymerization, to facilitate the formation of diploid
embryos. The activated oocytes were cultured in NCSU-23 or PZM-3 media for 7 days
at 39°C under 5% CO; in air. After the 7-day culture period the formation of pronuclei,
cleaved embryos and blastocysts as well as the number of nuclei and apoptotic nuclei

per blastocysts were recorded.
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In the second experiment, the activated oocytes were cultured in PZM-3 medium under
low (5%) or high (~20%) O in the air. The frequency of cleaved embryos, blastocysts,
hatched blastocysts, the number of nuclei per blastocysts and the percentage of
apoptotic nuclei per blastocysts were determined. In the third experiment, changes in
the activities of MPF and MAPK in the oocyte cytoplasm were evaluated after various

activation treatments.

We found that electroporation induced lower percentage of pronuclear formation
compared to EP+BL or EP+CHX in both media. Furthermore, in PZM-3 using protein
kinase or protein synthesis inhibitors after electroporation induced greater development
to the blastocyst stage than electroporation alone. The beneficial effects of protein
synthesis or protein phosphorylation inhibition were not observed in NCSU-23 medium
beyond the pronuclear stage, in this medium development beyond the pronuclear stage

was similar after every treatment.

The PZM-3 medium proved superior to NCSU-23 in supporting development of

parthenogenetic porcine embryos up to the blastocyst stage during the culture period.

During culture in PZM-3, high O, tension (~20%) had no detrimental effect on the
development of parthenogenetic porcine embryos indicating that traditional CO,

incubators (that provide 5% CO; in air) can efficiently be used for embryo production.

Electroporation by two consecutive DC pulses causes rapid and efficient MPF
inactivation; however, MAPK reactivated following an initial drop in enzyme activity.
After electroporation, using protein synthesis- or cdc2/cdk2 kinase inhibitors can
efficiently keep MAPK activity at low levels resulting in better preimplantation embryo

development.

In conclusion, electroporation combined with chemical treatments that inhibit protein
synthesis or block protein phosphorylation by cdc2/cdk2 kinases provides a stimulus
that triggers development to the blastocyst stage more effectively than electroporation
alone in PZM-3 medium, regardless of the O, concentration during culture. The
combined activation method can be used successfully as part of an oocyte activating

scheme during porcine nuclear transfer.
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