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Nyilatkozat

Alulirott Nagy Katalin,

az IN VITRO ELOALLITOTT, HOSTRESSZNEK KITETT SZARVASMARHA EMBRIOK
MOLEKULARIS KARAKTERIZALASA cimii dolgozat készit6je, nyilatkozom, hogy a dolgozat
készitése soran az MTA hatalyos Tudomanyetikai Kodexe alapjan, a témateriiletemen szlikséges
kutatasi normak és engedélyek tudataban és birtokaban jartam el. Ahol nem a sajat gondolataim
és a sajat eredményeim jelennek meg az értekezéshen, azt egyértelmiien és azonosithaté modon

jeleztem az értekezésben.
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JELOLESEK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

Altalanos roviditések

Roévidités Jelentés

ACTH adrenokortikotrop hormon (adrenocorticotropic hormone)

ATP adenozin-trifoszfat (adenosine triphosphate)

BGHI fekete gomb homérséklet-paratartalom index (Black Globe Humidity Index)

cDNS komplementer DNS (complementary DNA)

cocC kumulusz-petesejt komplex (cumulus-oocyte complex)

D7 az embriotenyésztés 7. napja

D8 az embriotenyésztés 8. napja

D10 az embridtenyésztés 10. napja

D12 az embridtenyésztés 12. napja

D14 az embriotenyésztés 14. napja

DPBS Dulbecco-féle foszfatpufferelt sdoldat (Dulbecco's phosphate-buffered saline)

DNS dezoxiribonukleinsav (deoxyribonucleic acid)

EGA embrionalis genom aktivéacié (embryonic genome activation)

ET embridtranszfer (embryo transfer)
szarvasmarhak ekvivalens hémérsékleti indexe (Equivalent Temperature Index

ETIC for Cattle)

FBS magzati szarvasmarha szérum (fetal bovine serum)

FSH follikulusstimulalé hormon (follicle-stimulating hormone)

GLMM altalanositott linearis vegyes modell (generalized linear mixed model)

GnRH gonadotropin-felszabaditd hormon (gonadotropin-releasing hormone)

GV germinalis vezikulum (germinal vesicle)

HK hékezelt csoport

HKF hokezelt és krioprezervalt csoport

HLI héterhelési index (Heat Load Index)

hpi a termékenyitést kovetden eltelt id6 orakban (hours post insemination)

HR szivfrekvencia (heart rate)

HS hésokk / hésokk-kezelés

HSP hésokkfehérje (heat shock protein)

IETS Nemzetk('jzi Embridtechnoldgiai Tarsasag (International Embryo Technology
Society)

IvC in vitro embridtenyesztes (in vitro culture)

IVEP in vitro embrio-eldallitas (in vitro embryo production)

IVF in vitro fertilizacio (in vitro fertilization)

IVM in vitro maturécio (in vitro maturation)

IVP in vitro eléallitott (in vitro produced)

K kontrollcsoport

KF krioprezervalt kontrollcsoport

LH luteinizald hormon (luteinizing hormone)
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Rovidités

Jelentés

MI
miRNS
MRNS
OPU
PBS
PI3K—Akt
gPCR
RNS
ROS

RR

RT

RT-gPCR

SEM
SOF
SOM
THI
ZP

I1. metafazis (metaphase II)

mikroRNS (microRNA)

hirvivé RNS (messenger RNA)

petesejt-aspiracio (ovum pick-up)

foszfatpufferelt sdoldat (phosphate-buffered saline)
foszfatidilinozitol-3-kinaz/protein-kinaz B jelatviteli Utvonal
kvantitativ polimeraz-lancreakcio (quantitative polymerase chain reaction)
ribonukleinsav

reaktiv oxigénformak (reactive oxygen species)

Iégzésszadm (respiration rate)

reverz transzkripcio (reverse transcription)

reverz transzkripcios kvantitativ polimeraz-lancreakcio (reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction)

az atlag standard hibaja (standard error of the mean)
szintetikus petevezet6 folyadék (synthetic oviduct fluid)
onszervez6do térkép (self-organizing map)
hémérséklet-paratartalom index (Temperature-Humidity Index)
zona pellucida

Gének és molekularis markerek

Jelolés Megnevezés
AHSA1 activator of HSP90 ATPase activity 1

BCL-2 B-cell lymphoma 2

CCNB1 cyclin B1

CDX2 caudal type homeobox 2

COX1 cyclooxygenase 1

COX2 cyclooxygenase 2

DNMT3A DNA methyltransferase 3 alpha

EEF1Al eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1
GPX1 glutathione peroxidase 1

H19 H19 imprinted maternally expressed transcript
HSP10 heat shock protein 10

HSP27 heat shock protein 27

HSP40 heat shock protein 40

HSP60 heat shock protein 60

HSP70 heat shock protein 70

HSP90 heat shock protein 90

HSP100 heat shock protein 100

HSP110 heat shock protein 110

HSP90AA1  heat shock protein 90 alpha family class A member 1
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Jelolés

Megnevezés

HSPA1A
HSPA14
HSPB11
IGF1
IGF2R
OCT4
PLACS
RPS15A
XIAP

heat shock protein family A (Hsp70) member 1A
heat shock protein family A (Hsp70) member 14
heat shock protein family B (small) member 11
insulin-like growth factor 1

insulin-like growth factor 2 receptor
octamer-binding transcription factor 4

placenta associated 8

ribosomal protein S15a

X-linked inhibitor of apoptosis




1. BEVEZETES

Az éghajlatvaltozas kovetkeztében egyre gyakoribba és intenzivebbé vald szélséséges
1dojarasi események jelentds kihivast jelentenek az allattenyésztés szdmara. A szarvasmarha-
agazatot kiilondsen érzékenyen érinti a kornyezeti hoterhelés, mivel a magas homérséklet és
paratartalom nemcsak az allatok termelését és A&ltalanos élettani allapotat befolyésolja
kedvezétleniil, hanem a reprodukcios folyamatok hatékonysagat is csokkenti. A hdstressz altal
kivaltott élettani és sejtszintii valtozasok a néivaru allatok reprodukcidjanak tobb szakaszat is
érinthetik, beleértve a tiiszofejlodést, a petesejtek érését, a megtermékenyiilést és a korai
embriofejlodést.

A preimplantacios embridk hoterheléssel szembeni érzékenysége jelentds mértékben fiigg
a fejlédési stddiumtol. A korai fejlodési szakaszban 1évd embriok kiilondsen érzékenyek az
emelkedett hdmérséklet karos hatdsaira, mig fejlddésiik elérehaladtaval fokozatosan novekszik a
héterheléssel szembeni ellendlld képességiik. Ennek kialakuldsdban az embrionalis genom
aktivalodasa, valamint a sejtszintli stresszvalasz mechanizmusainak miitkédése egyarant szerepet
jatszhat. A hésokkfehérjék fokozott expresszidja és mas sejtszintii stresszvalasz-mechanizmusok
aktivalodasa hozzajarulhat a sejtek homeosztazisanak fenntartasahoz €és a hohatéas kovetkeztében
kialakul6 karosodasok mérsékléséhez.

Mindezek alapjan kiemelt jelentdségli annak vizsgalata, hogy egy mérsékelt, kontrollalt
hoéhatas milyen valtozasokat idéz eld a korai morula stddiumi embridkban, és ezek milyen
Osszefliggésben allhatnak késébbi fejlodési képességikkel, valamint tovabbi stresszhatasokkal
szembeni valaszreakcioikkal.

A hoterhelésre adott embrionalis valasz vizsgalata soran nemcsak az embriok morfologiai
fejlodésének és életképességének értékelése fontos, hanem a hattérben zajlé molekularis
valtozasok feltarasa is. A kornyezeti stresszhatasok olyan molekularis valtozasokat idézhetnek el6,
amelyek a hagyomanyosan vizsgalt fejlédésbiologiai paraméterekben nem feltétleniil jelennek
meg azonnal. A hdéstresszre adott sejtvalaszban a hdésokkfehérjék mellett az anyagcsere-
folyamatokban, a sejtkapcsolatok fenntartdsdban és az epigenetikai szabalyozasban részt vevd
gének, valamint a poszttranszkripcios szabalyozast végzé mikroRNS-ek is szerepet jatszhatnak.
Ezen molekularis valtozasok vizsgalata ezért hozzajarulhat az embriokat éré mérsékelt hoterhelés
hatasainak pontosabb jellemzésehez.

Az in vitro eldallitott embridkat a tenyésztés és a késobbi felhasznalas soran a hdterhelés
mellett tovabbi stresszhatasok is érhetik. Ezek koziil kiemelt jelentdségii a szarvasmarha-
tenyésztésben széles korben alkalmazott krioprezervacio, amely a membranok, a sejtszervecskék
és az anyagcsere-folyamatok megvéltozasaval, valamint molekularis valaszreakciok
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kialakulasaval jarhat. Az in vitro elballitott embriok kriotoleranciaja ezért nemcsak gyakorlati,
hanem fejlodésbiologiai szempontbdl is jelentds kérdés. Kiilondsen fontos annak feltarasa, hogy a
krioprezervaciot megel6z6 kornyezeti hatasok miként befolyasolhatjdk az embriok fagyasztassal
és felolvasztassal szembeni valaszat, illetve hogy a kiilonb6z6 stresszhatasok kovetkezményei
molekularis szinten milyen modon kapcsoldédhatnak egymashoz.

Az embriok stresszhatasokra adott valaszanak megitélése ugyanakkor nagymértékben fligg
a vizsgalati idGtartamtol is. A szarvasmarha embridk in vitro tenyésztése hagyomanyosan a
blasztociszta stadium eléréséig tart, ezért a késobb jelentkezo fejlodési valtozasok és az embriok
hosszabb tava ¢életképessége a rutinszerli tenyésztési rendszerekben csak korlatozottan
vizsgalhatd. A blasztociszta stadiumon tal folytatott, prolongalt in vitro tenyésztés lehetdséget
biztosithat az embridk életképességének nyomon kdvetésére, ezéltal a korabban elszenvedett
kornyezeti vagy technologiai stresszhatdsok késébbi kovetkezményeinek vizsgalatara.

Mindezek fényében a szarvasmarha embriok héterhelésre adott valaszanak komplex
vizsgélata nemcsak a kozvetlen fejlodési kovetkezmények, hanem a molekularis és sejtszinti
valtozasok szempontjabdl is indokolt. A korai morula stddiumban alkalmazott mérsékelt,
kontrollalt hdhatds kovetkezményeinek, valamint a késObbi stresszhatdsokkal szembeni
érzékenyseg 0Osszefiiggéseinek feltdrasa hozzajarulhat az embriondlis  stresszvalasz
mechanizmusainak &atfogobb megértéséhez, és ezaltal az in vitro embrid-el6allitas és a

krioprezervacio soran alkalmazott eljarasok tovabbi fejlesztéséhez.
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2. A DISSZERTACIO CELKITUZESEI

Vizsgalataink soran a korai morula stadiumban alkalmazott kontrollalt hékezelés in vitro
eldallitott szarvasmarha embriokra gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk. A kisérletek soran a
hoékezelés embriofejlodésre, sejtszintli valtozasokra, génexpressziora, kriotoleranciara, valamint a
prolongalt in vitro tenyésztés soran megfigyelhet6 életképességre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A
disszertacid négy egymasra épiild kisérlet eredményeit mutatja be, amelyek eltéré megkozelitésbol

jarultak hozza a hokezelés hatdsmechanizmusanak komplex értékeléséhez.

2.1. A kontrollalt hokezelés embriofejlodésre és Kriotoleranciara gyakorolt hatasanak
vizsgalata

Célunk annak vizsgalata volt, hogy a korai morula stddiumban alkalmazott kontrollalt hdkezelés
milyen hatast gyakorol az in vitro eléallitott szarvasmarha embriok fejlédésére, valamint a

krioprezervaciot kovetd talélésére.

2.2. A kontrollalt hokezelés altal kivaltott génexpresszios valtozasok vizsgalata friss és
krioprezervalt embridkban

Vizsgalataink célja annak meghatarozésa volt, hogy a korai morula stadiumban alkalmazott
kontrollalt hékezelés miként befolyasolja a vizsgalt gének expresszidjat friss, valamint

krioprezervalt és felolvasztott in vitro el6allitott szarvasmarha embriokban.

2.3. A kontrollalt hékezelés sejtszintii hatdsainak vizsgalata
Vizsgalataink célja a hokezelés sejtszintli hatdsainak értékelése volt, kiilonos tekintettel az
apoptozis és nekrozis kvalitativ értékelésére, valamint a belsé sejttomeg és a trofektoderma

sejtjeinek immunfluoreszcens jel6lésen alapuld vizsgalatara.

2.4. A Kontrollalt hokezelés és a Krioprezervacio hatasanak vizsgalata prolongalt
embridtenyésztés soran

Vizsgaltuk tovabba, hogy a hoékezelés és a krioprezervacio miként befolyasolja az in vitro
eléallitott szarvasmarha blasztocisztak életképességét hosszd tava in vitro tenyésztési

kortlmenyek kozott.
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2.5. Hipoteézisek

A 2. fejezetben megfogalmazott célkitlizések alapjan, a szakirodalmi el6zményeket figyelembe
véve az alabbi munkahipotéziseket fogalmaztam meg, amelyeket a négy kisérlet eredmenyei

alapjan értékeltem.

H1 — Fejlodés és kriotolerancia vizsgélata (,,A”, ,,B” és ,,C” kisérlet).

A Kkorai morula stadiumban, 38,8 °C-rdl 40,0 °C-ra fokozatosan emelt, majd két 6ran at fenntartott
kontrollalt hékezelés nem csokkenti szignifikansan az in vitro eléallitott szarvasmarha embridok
blasztociszta-aranyat, sem a lassu fagyasztast kovet6 talélési ardnyat, mivel az embrionalis genom
aktivacigjat kovetden a morula stadiumi embriok hétiirése megné (Sakatani, 2017; Oliveira et al.,

2021).
H2 — Molekuléris valasz vizsgalata friss embriokban (,,A” és,,C” kisérlet).

A kontrollalt hokezelés a fejlddési kompetencia romlasa nélkiil is mérhetd valtozast idéz eld a
stresszhez kapcsolddo gének (HSP90AAL, HSPB11, HSPA1A) és miRNS-ek (miR-191-5p, miR-
378a-3p, miR-138-5p) expresszidjaban, vagyis a molekularis markerek érzékenyebben jelzik az

enyhe hoterhelést, mint a fejlédésbiologiai mutatok (Sakatani et al., 2013; Sengar et al., 2018).
H3 — Kombinalt h6- és kriogén stressz vizsgalata (,,B” és ,,C” kisérlet).

A krioprezervaciot megelézden alkalmazott kontrollalt hdkezelés moddositja az embriok
fagyasztasra adott molekularis valaszat: a felolvasztast kovetéen a hdkezelt embriokban a
hdsokkfehérjéket kodolod gének — elsdsorban a HSPALA — expresszidja magasabb, mint a kizarolag

krioprezervalt kontrollcsoportban.

H4 — HosszU tavu eletképesség vizsgalata (,,D” kisérlet).

A korai morula stadiumban alkalmazott kontrollalt hokezelés javitja az in vitro eldallitott
szarvasmarha embridk hossz( tavu, a tenyésztés 14. napjaig tartd tulélését emelt tenyésztési
hémérsekleten (39,0 és 39,5 °C), illetve krioprezervaciot kovetden, azaz mérhetd termotolerancia-

novekedést eredményez.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. In vitro embrid-eléallitas

Az in vitro embrid-el6allitas (in vitro embryo production, IVEP) napjainkra a szarvasmarha
fajban alkalmazott asszisztalt reprodukcids technikak egyik meghatarozo technoldgiajava valt. A
technologia térnyerését jol szemlélteti, hogy a kereskedelmi célbdl in vitro modon eléallitott
embriok szdma 2012 6ta folyamatos novekedést mutat, és 2024-ben vilagszerte meghaladta a
kétmilliét, mig az in vivo eredetii embridk szama tovabbra is 300 ezer alatt maradt (1. abra) (Viana,
2025).

25x10°~
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ssessss |N VITRO ELOALLITOTT (IVP)

20x10°4

15x10°4
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N T
1. dbra. A vilagon eldallitott szarvasmarha embriok szaméanak alakulasa 2005 és 2024
kdzott (Viana, 2025)

Az elmalt évtizedben a kereskedelmi célu in vitro embrid-el6allitas (IVEP) hatékonysaga
szamottevéen javult. Ezt a magasabb blasztociszta-arany, a fokozott kriotolerancia, a jobb
vemhesulési eredmények, valamint a vemhességvesztés csdokkenése egyarant alatimasztja. Ennek
ellenére az in vitro eléallitott embriok még mindig eltérnek in vivo fejlédott tarsaiktol (Hansen,
2020a). In vitro koriilmények kozott a petesejtek hozzavetdlegesen 80—90%-a éri el a nukleéaris
érettseget, mintegy 80% megtermékenyil, 30-40% fejlddik blasztocisztava, mig az atiiltetett
embridk kortlbelll fele 4gyazodik be (Galli et al., 2014; Lonergan—Fair, 2016; Wrenzycki, 2016).

A petesejt érése 0sszetett, szigortan szabalyozott biologiai folyamat, amely a nukleéaris és
citoplazmatikus érési esemenyek 0sszehangolt lezajlasan, valamint epigenetikai atrendezédésen
keresztill biztositja a megtermékenyulésre valo alkalmassagot, valamint a korai embriofejlédés

feltételeit (He et al., 2021; Mtango et al., 2008). A nuklearis érés a meiozis Ujraindulasat és
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végbemenetelét foglalja magaban. A folyamat els6 morfologiai jele a germinalis vezikulum
lebomlasa, amelyet kovetden a petesejt a meidzis |. profazisabol a II. metafazisig (MII) fejlédik,
mikozben megtorténik az elsé sarki test kilokédése (Kruip et al., 1983; Moawad és Choi, 2025).
A citoplazmatikus érés soran metabolikus és szerkezeti valtozasok mennek veégbe, amelyek
magukban foglaljak a fehérjék, a hirvivd RNS-ek (MRNS-ek) és a sejtorganellumok
felhalmozodasat (Giaccari et al., 2024). Az epigenetikai modosuldsok — elsésorban a DNS-
metilacio és a hisztonmddositasok — meghatarozo szerepet téltenek be a korai embridfejlodés soran
zajld génexpresszio szabalyozasaban (Dvoran et al., 2022). A harom folyamat parhuzamosan
zajlik, és szoros kolcsonhatasban all egymassal. E folyamatok barmelyikének akar csekély
mértékil zavara is negativan befolyasolhatja a petesejtmindséget, ami kedvezotlen hatassal lehet a
kés6bbi embriofejlodésre (Hallberg et al., 2026). In vitro kérulmények kozott a nukledris érés
altalaban 20-24 6ra alatt lezajlik, igy a petesejtek alkalmassa valnak a megtermékenydlésre (Ferré
etal., 2020; Leibfried-Rutledge et al., 1987). Optimalis in vitro érlelési (IVM) kortlmények kozott
az éretlen petesejtek mintegy 85-90%-a éri el a meidzis Il. metafazisat. Bar ez az arany
kedvezdnek tekinthetd, a nuklearis érés onmagaban nem garantalja a citoplazmatikus érés teljes
lezajlasat és a tovabbi fejlédés lehetéségét (Watson, 2007).

Az in vitro érlelés befejezését kovetden a petesejtek és a spermiumok 18-24 oOrén at tartd
koinkubacioja soran lezajlik az in vitro termékenyités (IVF) (Gordon, 2003). Bar a legtdbb
laboratériumban a gamétakat altaldban 18 oOran &t inkubdljak egyltt, a megtermékenyulési
folyamatok dont6 tobbsége mar az els6 12 oraban lezajlik (Hasler—Barfield, 2021). Az IVF soran
a spermium-petesejt kolcsonhatas kis térfogata tenyésztokozegben megy végbe. Ovum pick-up
(OPU) soran kinyert, kisebb szdmu petesejt esetében jellemzéen 50-100 pL-es, mig vagohidrol
szarmazd, nagy szamban gyQjtott petesejt esetében tébbnyire 400 pL-t meghalad6 térfogatl
fertilizacios kozeget alkalmaznak (Gordon, 2003). A spermiumokat altalaban stirtiséggradiens-
centrifugalassal vagy swim-up technologidval készitik eld, amelynek célja a krioprotektiv
anyagok, az ondoplazma, a sejttérmelék és az elhalt spermiumok eltavolitasa, valamint a legjobb
motilitasi spermiumok szelekcioja. Ezt kdvetéen a spermiumokat kapacitaciot elGsegitd
faktorokkal kezelik, hogy képessé valjanak a zona pellucida (ZP) penetraciojara (Parrish et al.,
1986). Az in vitro kapacitacio eldsegitésére specialis fertilizacios kozegeket fejlesztettek ki. A
fertilizacio soran alkalmazott médiumok pH-ja rendszerint magasabb (7,5), mint az in vitro
érleléshez és az embriotenyésztéshez (IVC) hasznalt kozegeké (7,3) (Hasler—Barfield, 2021). IVF
soran  leggyakrabban  Tyrode- vagy Krebs-Ringer-oldatot alkalmaznak, amelyet
energiaforrasokkal (gliikdz, laktat és piruvat), valamint albuminnal egészitenek ki (Yanagimachi,
1994). A fertilizacios kozegek legfontosabb kapacitaciot elésegité dsszetevdje a heparin, amely
elésegiti a spermiumok kapacitaciojat azaltal, hogy a spermium felszinén talalhato fehérjekhez
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kotédve hozzajarul az ondoplazma-komponensek eltavolitasahoz, valamint serkenti a koleszterin
és a foszfolipidek kiaramléasat a plazmamembranbdl (Breininger et al., 2010). Béar az optimalis
spermiumkoncentracio a bika fertilitasatol és a laboratoriumi protokolltdl fliggden valtozhat, a
legtdbb protokollban tovabbra is 1-2 x 10° spermium/mL koncentraci6é alkalmazasa tekinthetd
altalanos gyakorlatnak. Magas fertilitasu bikak esetében azonban ennél alacsonyabb koncentracid
is megfelel6 fertilizaciés eredményeket biztosithat (Ferré et al., 2020; Ward et al., 2002). A
petesejtek in vitro érlelését és fertilizaciojat a legtobb hagyomanyos protokollban 5% CO:-t
(Bermejo-Alvarez et al., 2010; Krisher—Herrick, 2024). Az IVF sikeressége rendszerint a
termékenyitést kovetd 48 oraban meghatarozott 0sztodasi arannyal jellemezheté. Amennyiben
partenogenetikus aktivacio nem torténik, ez az érték rendszerint 70-85% kozott alakul (Ferré et
al., 2020).

Az in vitro embriotenyésztés (IVC) az in vitro embrio-eléallitas folyamatanak utolséd
Iépése, melynek soran a megtermékenyitést kovetéen Kialakult egysejtes zigotakat hat, bizonyos
esetekben hét napon at tenyésztik, egészen a blasztociszta stadium eléréséig. A szarvasmarha-
embriok in vitro tenyésztésére hosszu idon keresztiil els6sorban a Tervit és munkatarsai (1972)
altal kifejlesztett szintetikus petevezeté folyadék (synthetic oviduct fluid, SOF) kiilonb6z6
modositott valtozatait alkalmaztak. Az eredeti formulat az évek soran szamos alkalommal
szérummal torténd kiegészitéssel az embriofejlodés javitdsa érdekében. Napjainkban a SOF
tovabbra is az egyik legelterjedtebben alkalmazott embridtenyésztd kozeg, a CR1aa és a KSOM
mellett (Krisher—Herrick, 2024; Lane et al., 2003; Men, 2024). A SOF-alapl embridtenyésztés
soran alkalmazhato egyetlen, a teljes tenyésztési idészak alatt valtozatlan 6sszetételti kOzeg, illetve
két- vagy haromlépcsés, ugynevezett szekvencialis tenyésztési rendszer is, amelyben a
tenyésztomédium osszetételét a fejlodés meghatarozott szakaszaiban modositjak. Ezen rendszerek
célja az in vivo kodrnyezet minel pontosabb modellezése azaltal, hogy a tenyésztémédium
Osszetételét az embrio fejlodési staddiumanak megfeleléen modositjak, utdnozva a petevezetobdl a
méhbe torténd eljutds soran bekovetkezd fiziologias kornyezeti valtozasokat (Hasler—Barfield,
2021). A szarvasmarha embriok in vitro tenyésztése soran széles korben alkalmaznak csokkentett
oxigénkoncentracioji (5% Oz, 5% CO:2 és 90% N:) inkubacios kornyezetet, mivel jobban
megkdzeliti az in vivo reproduktiv traktus fizioldgias viszonyait (Sciorio—Smith, 2019).
Altalanossagban elmondhatd, hogy a tenyésztés soran a zigotak éltalaban 20-40%-a éri el a
blasztociszta stadiumot (Hasler—Barfield, 2021; Rizos et al., 2008). A blasztociszta stadium
elérését kovetden az embriok az in vivo eléallitott blasztocisztakhoz hasonlo eljarassal recipiens

allatokba iiltethetOk at, vagy késébbi felhasznalas céljabol lefagyaszthatok (Ferré et al., 2020).
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A korszer(i inkubatorokban a korabban alkalmazott, nagy térfogata (>150 1) inkubacids
kamrakat kis térfogatl (<500 mL) kamrék valtottak fel. Ezek a berendezések tobb, egymastol
fuggetlen inkubécids kamréval rendelkeznek, amelyek kiilon hémérséklet-, esetlegesen CO-- és
0:-szabalyozassal miikodnek. Ennek kdszonhetden az egyes kamrak kornyezeti feltételei énalléan
szabalyozhatok, valamint az ajtonyitast kovetden a beallitott inkubacids paraméterek gyorsabban
helyreéllinak (Kelly—Cho, 2014). A tébbkamréas inkubatorokba integralt kamerarendszerrel ellatott
time-lapse rendszerek lehetdvé teszik az embriok fejlodésének folyamatos, megszakitas nélkiili
nyomon kovetését. Ennek koszonhetden pontosabb informacid nyerhetd a fejlodés dinamikajarol,
valamint az egyes fejlédési stadiumokban jelentkezé6 morfologiai eltérésekrdl (Kovacs, 2014;

Magata, 2023).

3.2. A hostressz

A hdéstressz olyan fiziologiai allapotként értelmezhetd, amely akkor alakul ki, amikor a szervezetet
éré Osszes hoterhelés meghaladja az allat héleadd képességét. Ez a szervezet hdegyenstlyanak
felborulasdhoz és a homeosztazis fenntartdsanak zavarédhoz vezet, melynek kovetkezményekeént
emelkedik a testhémérséklet, és szamos élettani, anyagcsere- és sejtszintii valaszmechanizmus
aktivaladik (Gupta et al., 2024). A héstresszre adott valasz mértékét szamos tényezd befolyasolja,
tobbek kozott az adott faj és fajta genetikai sajatossagai, az életkor, a termelési szint, valamint a
tartdsi és takarmanyozasi korilmények (Sejian et al., 2018). Bar a hdstressz valamennyi
haszonallatfajt érinti, gazdasagi jelentdésége ¢és biologiai kovetkezményei kiilonosen a
szarvasmarha-agazatban kiemelkeddek, ahol a magas termelési szint fokozott héterheléssel

szembeni érzékenységgel tarsul (Erasmus—van Marle-Késter, 2025; Oliveira et al., 2025).

3.2.1. A héstressz mérése és élettani hatasai

Az allatokat érd kornyezeti hdterhelés, valamint a hdstressz kockdzatanak értékelésére a
hémérséklet-paratartalom index (Temperature-Humidity Index, THI) napjainkban is széles korben
alkalmazott bioklimatikus mutaté (Messeri et al., 2023; Oliveira et al., 2025). A THI egyetlen
numerikus értékben fejezi ki a levegd hdmérsékletének és relativ paratartalmanak egytittes hatasat
(Yan et al., 2021). A THI novekedesével a szarvasmarhak élettani, termelesi és reprodukcios
mutatoi fokozatosan valtoznak, azonban az egyes valaszreakciok megjelenésének kiiszobertékei
eltér6ek. Mader és munkatarsai (2006) szerint a 70 es 74 kozotti THI-értékek mar potencialis
hdstresszes kornyezeti feltételeket jelentenek a szarvasmarhak szamara. Az elmult évtizedekben
végzett vizsgalatok jelentGs eltéréseket mutattak a tejtermelés csokkenéséhez tartoz0 THI-
kliszobértékek tekintetében: egyes tanulmanyok szerint a tejhozam romlasa THI = 72 (Bohmanova

17



et al., 2007), THI = 68 (Herbut et al., 2015), THI = 65 (Zimbelman—Collier, 2011), illetve akar
mar THI = 60 (Briigemann et al., 2012) értéknél is megfigyelhet6. Hasonldképpen, Morton és
munkatarsai (2007) a napi maximalis THI legaldbb 72-es értéke, mig Schiller és munkatarsai
(2014) az atlagos THI legalabb 73-as értéke esetén irtak le a vemhestilési arany csokkenését, mig
a kérédzési id6 csokkenését THI = 76 érteknél figyelték meg (Soriani et al., 2013). Szamos
vizsgalat ramutatott arra, hogy a THI alapu elérejelzések jelenleg alabecsiilik a hostressz élettani
valaszokra gyakorolt stilyossagat tejeld tehenekben (Herbut et al., 2019). Ugyanakkor ez az index
nem veszi figyelembe az allatok egyedi tulajdonsagait és élettani sajatossagait, amelyek
elengedhetetlenek a kornyezeti feltételek atfogd értekeléséhez (Oliveira et al., 2025). Az olyan
élettani paraméterek, mint a 1égzésszdm (respiration rate, RR), a szivfrekvencia (heart rate, HR)
¢és a testhOmérséklet, megfelelé és gyorsan reagald indikatoroknak bizonyultak a hdstressz
kimutatasaban (da Costa et al., 2015). Pinto és munkatarsai (2020) nagy tejtermelésii Holstein-friz
teheneken végzett vizsgalatukban ezen élettani paraméterek valtozasait elemezték a THI érték
valtozésanak fliggvényében. Eredményeik szerint a 1égzésszam fekvo tehenek esetében mar THI
= 65, mig all6 teheneknél THI = 70 értéknél emelkedni kezdett. A szivfrekvencia ndvekedésének
kiiszobérteke THI = 69, a rektalis homérsékleté pedig THI = 70 volt. A szerzOk emellett
kimutattdk, hogy a kiiszobértéket meghalado héterhelés id6tartamanak novekedésével a vizsgalt
élettani paraméterek értékei tovabb emelkedtek, vagyis a héstressz stulyossagat nemcsak a THI
nagysaga, hanem az expozicidé idétartama is jelentésen befolyasolta. A 1égzésszam a tejeld
szarvasmarhak hostresszes &llapotdnak egyik legérzékenyebb élettani mutatdja. A hdstressz
hatasara szinte azonnal emelkedni kezd, mivel a lihegés a szervezet latens héleadasanak egyik
leghatékonyabb mechanizmusa. Rejeb és munkatarsai (2016) vizsgélatuk soran nyari idészakban
(THI = 83,3) 79,4 légvétel/perc, tavasszal (THI = 65,6) pedig 43,9 légvétel/perc atlagos
Iégzésszamot regisztraltak. Szakirodalmi adatok alapjan a 60 légvétel/perc alatti 1égzésszam még
komfortos allapotnak tekinthetd, a 60—80 légvétel/perc kozotti értékek hdstressz kialakulasara
utalo figyelmeztet tartomanyt jelentenek, mig a 80 1égvétel/perc feletti értékek mar veszélyes
mértékii héterhelésre utalnak (Pacheco et al., 2020). Ugyanakkor Tresoldi és munkatarsai (2025)
megfigyelték, hogy a 1égzésszamot szamos allatspecifikus tényez6 is befolyasolhatja, tobbek
kozott az életkor, a fajta, a testhelyzet, a tartasi hely, a tejtermelés és a vemhesség stadiuma. A
szivfrekvencia a hdstressz egyik fontos élettani indikatora, amely a periférids vérkeringés
fokozasaval hozzéjarul a szervezet hdleadasahoz. HOstressz hatasara a szivfrekvencia rendszerint
emelkedik, azonban érzékenysége kisebb, mint a 1égzésszamé (Oliveira et al., 2025). Az allatok
testhomérséklete tobbféle modszerrel is mérhetd. A belsd testhomérséklet meghatarozasara
alkalmazhat6 a rektalis, a vaginalis, a bend6- és a dobhartyahdmérséklet mérése, mig a kiilsé

testhdmérséklet vizsgalatdra tobbek kozott az infravords termografia szolgal. Ezeket a
18



modszereket szamos tanulmanyban alkalmaztdk a hostressz értékelésére (Rejeb et al., 2016;
Pacheco et al., 2020). Garner és munkatérsai (2017) megfigyelték, hogy a hdstressznek kitett
tehenek rektalis és vaginalis hdmérséklete szignifikdnsan magasabb volt, mint termoneutralis
koriilmények kozott. HOstressz esetén mind a rektélis, mind a vaginalis homérséklet elérte a 40,0
°C-ot, mig termoneutralis kdrnyezetben a rektalis hdmérséklet 38,5 °C, a vaginalis hémérséklet
pedig 38,8 °C volt. Ugyanezen vizsgalatban a szerzok a tégy felszini hémérsékletében is
szignifikans kilonbséget mutattak ki. A héstressznek kitett teheneknél 39,8 °C-ot, mig
termoneutralis kortlmények kozott tartott allatoknal 35,2 °C-ot mértek. Az élettani valtozasok
mellett a tejtermelés csokkenése is a hostressz egyik jol ismert kovetkezménye és egyben fontos
indikatora tejel6 tehenek esetében (Hoffmann et al., 2020). Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy
a tejtermelés csokkenése nem azonnali reakcid a hdstresszre, mivel a hdterhelés kialakulasa és
id6tartama, valamint a termelés visszaesése kozott idobeli késés tapasztalhato (Leso et al., 2020).

A THI korlatainak kikliszdbdlésére szamos tovabbi bioklimatikus indexet fejlesztettek ki,
amelyek eltéré termelési rendszerekben, tartdsi koriilmények kozott és kornyezeti feltételek
mellett alkalmazhatok. llyen példaul a Black Globe Humidity Index (BGHI), a Heat Load Index
(HLI) és az Equivalent Temperature Index for Cattle (ETIC) (Buffington et al., 1981; Gaughan et
al., 2008; Lees et al., 2018a; Wijffels et al., 2021; Wang et al., 2018).

Alternativ megkozelitésként a gépi tanulason alapulé moédszerek egyre nagyobb szerepet
kapnak a tejeld tehenek héstresszének felismerésében és eldrejelzésében (Brezov et al., 2023;
Inadagbo et al., 2024; Pacheco et al., 2020). A testhémérsékletet, a légzésszdmot, a
szivfrekvenciat, az aktivitdst és mas ¢lettani paramétereket mérd szenzorokbol szarmazo
nagyméretli adathalmazok elemzésével a gépi tanulasi algoritmusok képesek azonositani a
hdstresszre utald mintazatokat és finom valtozasokat. Ezek az algoritmusok nagy pontossaggal
képesek osztalyozni €s eldre jelezni az 4llatok allapotaban bekovetkezd valtozasokat, lehetdve téve
a gyorsabb és hatékonyabb beavatkozast. A valos idejii monitoroz6 rendszerek és a prediktiv
modellek integralasaval a termelék mar a hdostressz allategészségugyi és termelési
kovetkezményeinek kialakuldsa el6tt modosithatjak a kornyezeti és menedzsmentfeltételeket
(Chung et al., 2020). A fiziologiai, viselkedési és kdrnyezeti adatok egyuttes elemzésével a gépi
tanulds igéretes lehetdséget kinal a tejelé tehenek hdékomfortjanak és hdstresszének pontosabb
nyomon kovetésére €s eldrejelzésére.

Shirley és munkatarsai (2024) a hdstresszel szembeni alkalmazkodoképesség jellemzésére
egyseges terminoldgia alkalmazésat javasoltak. Meghatarozadsuk szerint az allat hostressz-
rezisztens (heat resistant), amennyiben a valtozé kornyezeti hdmérsékleti viszonyok ellenére is
képes fizioldgiai allapotat fenntartani; ez genetikailag meghatarozott, velesziletett tulajdonsag.
Héstressz-toleransnak (heat tolerant) tekinthet6, ha bizonyos mértékig képes megbrizni
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hémérseékleti egyensulyat kedvezotlen kornyezeti feltételek mellett. Ezzel szemben a reziliencia
(resilience) az allat azon képességét jelenti, hogy a hdterhelés megsziinését kdvetden gyorsan
visszanyeri eredeti fizioldgiai allapotat.

A hostressz nem csupan a szervezet altalanos élettani mitkodését befolyasolja, hanem
jelentds hatast gyakorol a reprodukcios folyamatokra is. Ennek megfelelden a kdvetkezokben a

héstressz ndivara szarvasmarhak reprodukciojara gyakorolt hatésai kertilnek bemutatésra.

3.2.2. A héstressz hatasa a ndivara szarvasmarhak reprodukcidjara

A hostressz a tejeld szarvasmarhdk esetében nemcsak az éllatok fizikai jollétére gyakorol
kedvezdtlen hatast, hanem jelentésen csokkenti a termelést, rontja az egészségi allapotot, valamint
a reprodukcios folyamatok hatékonysagat is kedvezétleniil befolyasolja (Oliveira et al., 2025).
Szamos tanulmany igazolta a THI emelkedése és a vemhesulési arany csokkenése kozotti
Osszefiiggést. Nagy tejtermelésii allomanyokban a 70-es THI-érték felett a vemhestlési arany a
THI egységnyi ndvekedésevel atlagosan mintegy 4,6%-kal mérséklédhet, bar ennek mértéke az
éghajlati viszonyoktdl, a fajtatdl és az alkalmazott reprodukcids technoldgiatol is fligg (Krishnan
etal., 2017).

A magas kornyezeti hdmérséklet és paratartalom kozvetleniil karositja a reproduktiv
szervek és szdvetek sejtfunkcioit, tobbek kodzott fokozza az oxidativ stresszt, mitokondrialis
diszfunkcidt idéz el6, megzavarja az immunvalaszt és a citoszkeletalis folyamatokat, valamint
elésegiti az apoptozis kialakulasat (Das et al., 2016; Shaleh et al., 2026).

A hostressz tobbek kozott a hormondlis szabalyozds megzavarasan keresztil rontja a
termékenységet és csokkenti a haszonallatok reprodukcios teljesitményét. A petefészek mikodését
elsésorban a hipotalamusz-hipofizis-gondd tengely szabalyozza, amelynek kulcsszerepléi a
hypothalamus &ltal termelt gonadotropin-felszabadité hormon (GnRH), valamint az
adenohypophysis gonadotrop hormonjai, a follikulusstimulalo hormon (FSH) és a luteinizald
hormon (LH). A héstressz ezen hormonokra gyakorolt hatasat illetden azonban a szakirodalomban
eltéré eredmények talalhatok (Wolfenson—Roth, 2018). A fokozott héterhelés csokkenti az LH
pulzatilis elvalasztasanak intenzitasat és gyakorisagat, ami kedvezdtleniil befolyasolja a dominéns
tiiszok érését (Wolfenson et al., 2000), emellett zavarokat okoz az 6sztradiol szintéziséért felelds
granulosa sejtek miikddésében, ezaltal csokkenti az Osztradiol termeldédését. Az alacsonyabb
Osztradiol-koncentracio kovetkeztében az ivarzas viselkedési tiinetei kevéshé kifejezettek, illetve
megnd a csendes ivarzas el6fordulasanak gyakorisaga (Mietkiewska et al., 2022). Emellett a
héterhelés kovetkeztében mérséklédik az LH-csucs intenzitasa, valamint az LH bazalis szintje,

ami kedvezotleniil befolyasolja az ovuladcidt és a funkciondlis sargatest kialakuldsat. Ennek
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kovetkeztében csokken a progeszteron termelédése (Wolfenson et al., 2018). A héstressz hatasara
ugyanakkor fokozddik a follikulusstimuldlé hormon (FSH) szekrécitja, amelyet a plazma
petefészekben nagyobb szamu tiisz6 novekedése figyelhetd meg (Roth et al., 2000), melynek
kovetkeztében megndhet a kettds ovulacié gyakorisaga, ami a nyari idészakban az ikerellések
eléfordulasanak novekedéséhez vezethet (Wolfenson et al., 2018). Tovabba a hostressz fokozza
az agyalapi mirigy adrenokortikotrop hormonjanak (ACTH) elvalasztasat, amely serkenti a
glukokortikoidok felszabadulasat. A megnovekedett glikokortikoid-szint gatolja a petesejtek

meiotikus érését (Al-Katanani et al., 2002).

3.2.3. A héstressz hatasa a tiisz6érésre

A korai tiisz6fejlodés szempontjabol jol ismert, hogy a nyugalmi allapotban 1évo
primordidlis tliiszOk a petefészek kéregdllomanyanak gyengén erezett teriiletein helyezkednek el,
ezert novekedésik és fennmaradasuk nem fugg kdzvetlenill az FSH és az LH hatasatol (Longo et
al., 2025). Ez az anatomiai sajatossag hozzajarulhat ahhoz, hogy a primordialis tiiszOk
ellenallébbak a hdstressz karos hatdsaival szemben, igy kedvezdtlen kornyezeti feltételek mellett
sem karosodnak jelentds mértékben. Torres-Junior és munkatarsai (2008) kimutattdk, hogy a
hostressznek kitett tehenektdl nyert petesejtek fejlodési képessége a hdstressz megsziinését
kovetéen még 105 nap elteltével is elmaradt a kontroll csoportban elhelyezett tehenektdl szarmazo
petesejtekeétdl. Mivel a primordidlis tiiszoktdl a preovuléacids tiiszOkig tartd fejlodés koriilbeliil 120
napot vesz igenybe (Denicol et al., 2023; Hernandez-Fonseca et al., 2005), mig a primer tiisz6kt61
az ovulacioig tarto fejlédés mintegy 100 napig tart (Hansen, 2013), feltételezhetd, hogy a primer
tiiszéstadiumtol kezdve a petesejtek érzékenyek a hdstressz karos hatasaira. A korai tiiszOk
azonban természetes élettani kornyezetiikb6l eltavolitva, majd in vitro tenyésztésnek alavetve
lényegesen érzékenyebbnek bizonyulnak a héstresszre. Aguiar és munkatarsai (2020)
megallapitottdk, hogy a tiisz6fejlodés valamennyi stadiuma — a primordidlis, a primer és a
szekunder tiiszOk — érzékeny a hdstresszre, kiilondsen a szekunder tiiszOk. A korai tiiszok in vivo
és in vitro koriilmények kozott megfigyelhetd eltéré hdstressz-érzékenysége feltehetéen annak
tulajdonithato, hogy in vivo a petefészek stromaja, az extracellularis matrix, a stabil oxigénellatas
¢s a parakrin szabdlyozds védoé hatast fejtenek ki, ezaltal csokkentve az oxidativ karosodas
mértékét (Ahmed et al., 2020).

A korai antralis tiiszOk a tiisz6fejlodés kritikus szakaszat reprezentaljak. Ebben a
staddiumban a petesejtek meg nem eérték el teljes erési es megtermékenyulési képességiket,

ugyanakkor intenziv ndvekedés jellemzi Oket, amely sordn szoros funkciondlis kapcsolatot
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tartanak fenn a kumulusz- és granulosa sejtekkel (Barbalho et al., 2024). A tiisz6k tovabbi
ndvekedésehez, valamint a follikuléris fazisba valé eljutdsahoz elengedhetetlen a gonadotrop
hormonokra adott megfelel6 valaszreakcio. Fejlett érhal6zatuk és az FSH-, illetve LH-receptorok
fokozott expresszidja miatt azonban ezek a tiisz6k kiilondsen érzékenyek a hdstressz Karos
hatdsaira. A hdstressz kedvezotleniil befolyasolja a petefészek vérellatasat, valamint gatolja a
granulosa sejtek muiikodését, ami a tiisz6fejlodés gatlasahoz vezethet (Kawano et al., 2022;
Migtkiewska et al., 2022; VVarnosfaderani et al., 2020).

A 3 mm-nél nagyobb antralis tiiszok fejlettebb érhaldzattal rendelkeznek, ezért a korai
antralis tiisz0khoz képest érzékenyebbek a stresszhatasokra (Cortvrindt—Smitz, 2001). Schuller és
munkatarsai (2017) tizemi koriilmények k6zo6tt kimutattak, hogy a hémérséklet-paratartalom index
minden egységnyi emelkedese az ivarzas napjara a tiisz6 atmérdéjének atlagosan 0,1 mm-es

csokkenésével jart.

3.2.4. A petesejtek hoérzékenysége

Az in vitro technoldgidk szarvasmarha-tenyésztésben torténd egyre szélesebb korii
alkalmazasa miatt kiemelt figyelmet érdemel a héstressz petesejtekre gyakorolt hatasa. A petesejt
érése az embri6 sikeres fejlodésének egyik alapveto feltétele. A petesejtek killondsen érzékenyek
az emelkedett homérsékletre a germindlis vezikulum (GV) stadiuméban, valamint az érési
idészakban (Al-Katanani et al., 2002; Roth, 2017). Az érési folyamat soran szamos tényezd
befolyéasolja a petesejt mindségét, amely meghatarozza a korai embrionalis fejlodés timogatasahoz
sziikséges fejlodési potencialjat. Ezek koziil a hdstressz az egyik legjelentdsebb karositd tényezd,
amely kozvetleniil rontja a petesejtek mindségét (Souza et al., 2021; Feltes et al., 2023). In vivo
vizsgélatok kimutattdk, hogy a tiisz6fejlodés hosszh idGtartama miatt a héstressz karos hatasai
elhtzodhatnak, és a petesejtek teljes regeneracidjahoz gyakran tébb hét is szlikséges lehet (Khan
et al., 2020). In vitro vizsgalatok kimutattak, hogy a hdstressz kedvezdétleniil befolyasolja a
fehérjeszintézist, valamint rontja a petesejtek fejlodési képességét. A hoéstressz csokkenti az erett
petesejtek aranyat azaltal, hogy gatolja a meidzis 1l. szakaszanak folytatédasat, ami kdzvetlendl
rontja az embriofejlédés hatékonysagat (Danso et al., 2024; Souza et al., 2021), valamint a
citoszkeletalis mikrotubulusok, mikrofilamentumok és az osztodasi orsé szerkezetének
rendellenességeit okozhatja (Ju—-Tseng, 2004). Emellett a hdstressz a petesejt citoplazmajanak
karosodasat is eléidézheti, ami a citoplazmatikus organellumok — kiiléndsen a mitokondriumok —
alakjanak, miikodésének és elrendezédésének megvaltozasahoz vezethet (Sammad et al., 2020).
A szarvasmarha petesejtek in vitro, magas homérsékletnek (41 °C) torténd kitétele kedvezétlentil

befolyésolja azok fejlodési képességét és a késObbi embriofejlédést. Ennek hatterében a
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mitokondriumok miikodésének zavara allhat, amely csokkenti az adenozin-trifoszfat (ATP)
szintézisét, valamint megvéltoztatja a sejtek redox-egyensulyat a reaktiv oxigénforméak (ROS)
szintjének emelkedésén keresztll (Wrzecinska et al., 2023). A petesejtek karosodasa tovabba
0sszefliggesbe hozhatd a sejtmembran tulajdonsagainak megvaltozasaval, beleértve a zsirsav-
Osszetétel ¢és a membran fizikai jellemzdéinek modosuldsat, valamint a tiisz6folyadék
Osszetételében bekovetkezd valtozasokat, példaul az inzulinszer(i novekedési faktor-1-hez (IGF1)
kot6dé fehérjék és a szteroid hormonok szintjének megvéltozasat (Roth, 2017; de Rensis et al.,
2017). A hostressz a  kumulusz-petesejt  komplexek (COC) aminosav-anyagcseréjét is
megvaltoztatja. Ennek kdvetkeztében fokozodik a fenilalanin, a valin, az alanin és a glutaminsav
felszabadulasa, mikdzben csokken a leucin, az izoleucin, a szerin és a glutamin mennyisege. Ezek
a valtozasok kedvezotleniil befolyasoljak a korai embrionalis fejlodést, csokkentve az 0sztddasi €s
a blasztociszta-aranyt (Mzedawee et al., 2024). Roth és munkatarsai (2001) kimutattak, hogy a
héstressz megsziinését kovetden legalabb két-harom ivari ciklus sziikséges a kompetens petesejtek
Ujboli megjelenéséhez. Bar a petesejt kiilonosen érzékeny a héstresszre, a fokozott héterhelés a

megtermékenyitést kovetden is kedvezotleniil befolyasolja az embrid fejlodését és életképességét.

3.2.5. Az embridk héérzékenysége

A szarvasmarha preimplantacios embriok hdstresszel szembeni érzékenysége jelentds
mértékben fuigg azok fejlédési stadiumatol (Hansen, 2007; Sakatani, 2017). A kiilonb6z6 fejlédési

stadiumok hdstresszel szembeni érzékenységét a 2. abra szemlélteti.
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2. dbra. A petesejtek és embriok héérzékenységének sematikus abrazolasa (Sajat szerkesztésti
abra Sakatani (2017) Naranjo-Gomez et al. (2021) és Roth (2017) alapjan)

Az elsé sejtosztodast kovetd korai fejlodési stddiumokban 1évé embriok altalaban
érzékenyebbek az emelkedett hdmérsékletre, mig a hdstresszel szembeni ellenalld képességiik
fokozatosan ndvekszik a blasztociszta stadium felé haladva (Naranjo-Gomez et al., 2021; Roth,

2017). Diaz és munkatarsai (2025) arrél szamoltak be, hogy a korai embridk in vivo és in vitro
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fejlodés soran egyarant hasonld médon reagaltak a hdstresszre. A korai embriofejlodés soran a
citoplazmaban szamos valtozas megy végbe, tobbek kozott a citoszkeleton atrendezddése, a
kromatin kondenzacioja, a sejtszervecskék blastomerek kozéppontja felé tortén6é vandorlasa,
valamint a mitokondriumok duzzanata, mely a késébbiekben sejtkarosodashoz vezethet (Rivera et
al., 2003; Rivera et al., 2004). Fear és Hansen (2011) megallapitottak, hogy a kétsejtes stadiumd
embridk még nem képesek hdstressz altal indukalt apoptotikus valaszt kialakitani. Paula-Lopes és
Hansen (2002) ugyanakkor arra is rdmutattak, hogy a fejlettebb embridokban a hdstressz altal
kivaltott apopt6zis nem kizarélag karos folyamat, hanem hozzajarulhat a karosodott sejtek
eliminacidjahoz, ezaltal eldsegitve az embrid tovabbi fejlédését. A fejlédés harmadik napja koriil
az embrid eléri a 8-16 sejtes stddiumot, amikor bekdvetkezik az embrionalis genom aktivacioja
(embryonic genome activation, EGA). Ennek soran a petesejtb6l szarmazo anyai transzkriptumok
fokozatosan lebomlanak, mikézben megindul az embrid sajat génjeinek atirddasa, amely a tovabbi
fejlodés szabalyozasaért felelés (Carvalheira et al., 2024; Deluao et al., 2022). Ezen folyamatnak
koszonhetden a kompakt moruldk fejlédési liteme hdstressz €s termoneutralis koriilmények kozott
is hasonld marad (Shaleh et al., 2026). Ezt alatdmasztva Sakatani és munkatérsai (2012) in vitro
kisérletlikben igazoltak, hogy a 24 éran at tartd, 40 °C-on torténé embridtenyésztés a morula és
blasztociszta stadiumt embriok fejlédését alig vagy egyaltalan nem befolyasolja. Ezzel szemben
a korai fejlédési stadiumt embriokat €éréd hdstressz hatdsai tGlmutathatnak a kozvetlen
stresszperidduson, és a késobbi fejlodést is kedvezébtleniil befolyasolhatjak (Naranjo-Gomez et al.,
2021; Ouellet et al., 2021). A magas homérséklet kozvetleniil fokozza a reaktiv oxigénforméak
(ROS) képz6dését, ami oxidativ stresszt idéz el6, és kedvezétleniil befolyasolhatja a korai embridk
biologiai folyamatait (Sakatani et al., 2004). Amennyiben a ROS termel6dése és a sejtek
antioxidans védekez6 kapacitasa kozotti egyensuly felborul, az embriok mindsége romlik (Held-
Hoelker et al., 2025; Sakatani, 2017). Ezen tilmenden, még azoknal a korai stadiumt embridknal
is, amelyek talélték a kezdeti hostresszt, az emelkedett hdmérsékletnek vald kitettség alacsonyabb
Osszsejtszammal jart. Ez a csOkkenés kilondsen a blasztocisztak trofektoderma sejtjeinek
szamaban volt kifejezett (Sakatani et al., 2012; Sakatani et al., 2008).

A hostressz emellett kedvezotlen hatdst gyakorolhat a blasztocisztak beagyazddasara és
életképességére (Burkus et al., 2015), valamint a magzati fejlédésre is (Koch et al., 2016).
Ezenkiviil a vemhesség alatti héterhelés epigenetikai valtozasokat indukalhat az utdédokban,
amelyek hosszU tavon a felnétt egyed, s6t a kés6bbi generaciok fenotipusat is befolyasolhatjak
(Huber et al., 2020).
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3.2.6. Molekularis valtozasok hoterhelés kovetkeztében

Sejtszinten a héstressz felboritja a proteosztazist, a redox-egyensulyt és a sejtciklus
szabalyozasét, ezaltal szdmos olyan adaptiv sejtvalaszt valt ki, amelyek a sejtek integritdsanak
fenntartasat szolgaljak (de Barros et al., 2018; Migtkiewska et al., 2022). A molekuléris
chaperonok, kézismert neviikon hdsokkfehérjék (heat shock proteins, HSP-k), kbzponti szerepet
hozzajarulnak a sejtek védelméhez (Hu et al., 2022). A HSP-fehérjecsalad szamos tipust foglal
magaban, tobbek kdzott a HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40, HSP27 és HSP10
fehérjéket (Gupta et al., 2024; Hariyono—Prihandini, 2022; Jianfang et al., 2025). A héstressz
hatasara az egyik els6ként indukalédo fehérje a HSP70. Emellett a HSP-k expresszioja a
stresszhatds mértékétol is fiigg. A HSP70 expresszidja példaul rovid ideig tartd, a normal
hémérsékletet legalabb 3 °C-kal meghalado héterhelés hatasara jelentdsen fokozodik (Naranjo-
Gomez et al., 2021). A HSPA14-et a hostresszre adott valasz egyik legfontosabb, hé hatasara
indukalodo génjekent azonositottdk, amely meghatarozd szerepet jatszik a termikus stressznek
Kitett embriok tuléléseben (Hassan et al., 2019). A HSP70 mellett a HSP9O0 az egyik legszélesebb
korben vizsgalt hésokkfehérje, amelynek fontos szerepet tulajdonitanak a hdstressz altal kivaltott
sejtvalaszokban (Hu et al., 2024). Emellett szamos, a sejtek stresszvalaszaban szerepet jatszo gén
is aktivalodik, tobbek kozott a ciklooxigendz-1 és -2 (COX1 és COX2), az X-kromoszémahoz
kotott apoptozisgatld fehérjét kodold XIAP, valamint a BCL-2 gén (Naranjo-Gomez et al., 2021).

Bar a legtobb vizsgalat a hésokkfehérjéket kodold génekre iranyult, mara egyértelmiivé
hésokkvalaszban vesznek részt (Sonna et al., 2002). Feng és munkatarsai (2024) szerint a héstressz
jelentdsen megvaltoztatja a petesejtek fejlodési képességével, a citoszkeleton szervezddésével, a
mitokondriumok mikodésével, valamint az epigenetikai szabalyozéassal Osszefliggd gének
expressziojat. A hdésokkhatasnak kitett petesejtekbdl fejlodd blasztocisztdkban szignifikdnsan
csokken a DNS-metiltranszferaz-3-alfa (DNMT3A) gén expresszioja, amely a DNS-metilacid
epigenetikai szabalyozdsdban jatszik kulcsszerepet. Mindezek alapjan feltételezhet, hogy a
vemhesség alatti hdstressz epigenetikai valtozasokat indukalhat a fejlédé embrio csirasejtjeiben,
amelyek késobb fenotipusos eltérések kialakulasahoz vezethetnek az utdodokban (Weller et al.,
2021). Megfigyelték tovabba a glutation-peroxidaz 1-et (GPX1) kodold gén expresszidjanak
csOkkenését is, amely kulcsszerepet jatszik a sejtek oxidativ stresszel szembeni védelmében
(Brigelius-Flohé—Flohé, 2020). Stamperna és munkatarsai (2021a) arrél szamoltak be, hogy a
Placenta-specific 8 (PLAC8) gén expresszidja mind a kontroll, mind a héstressznek kitett, HSP70-

kezelt embridkban fokozott volt. A PLAC8 az embrid és az anya kozotti kdlcsonhatdsok, valamint
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a placenta fejlédésének fontos szabalyozdja, ezért a szerzok a megnovekedett expresszidt a
fejlodési képesseg és az embridominéség javulasénak lehetséges markerének tekintették. A
DNMT3A és a PLACS8 expresszids mintdzata arra utal, hogy a hdstressz ugyan csokkenti a
petesejtek talélését, azonban a taléld oocitak tovabbra is képesek lehetnek egészséges embriokka
fejlédni (Stamperna et al., 2020). Ezzel szemben de Barros és Paula-Lopes (2018) kimutattak,
hogy a héstressz a szarvasmarha embriok epigenetikai szabalyozasanak zavarahoz vezet az olyan,
korai embrionalis fejlédés szempontjabol kulcsfontossagli imprintalt gének, mint a H19 és az
IGF2R hipometilacidja réven.

A mikroRNS-ek (MiRNS-ek) kis méretli, nem kodoldé RNS-molekuldk, amelyek
elsGsorban a génexpresszid poszttranszkripcids szabalyozasaban vesznek részt a cél-mRNS-ek
munkatarsai (2016) feltételezték, hogy az embridk a mikroRNS-eket az extracellularis térbe
valasztjak ki, ahol azok parakrin jelatviteli molekulaként vesznek részt az endometrium és az
embrid kozotti kommunikacioban. Berkhout és munkatarsai (2020) kimutattak, hogy a miR-320a
az embridk altal szekretalt, potencilis preimplantaciés biomarker, amelynek jelenléte elsésorban
a magasabb morfologiai mindségli embriok tenyésztomédiumaban volt jellemz6. Ezzel ellentétben
Rio és munkatarsai (2024) eredményei arra utalnak, hogy a miR-320a potencialisan gatolhatja a
beagyazddast, mivel azt vizsgalatukban elsGsorban a lassabban fejl6dé embriok valasztottak ki.
Bar a miR-320a szerepével kapcsolatban a szakirodalomban nem alakult ki egységes allaspont,
fontos megjegyezni, hogy a vizsgalatok eltéré fajokon és kiilonb6zo tenyésztési korilmények
kozott zajlottak. Feltételezheté tovabba, hogy a miR-320a a bedgyazodas szabalyozédsaban
egyarant kifejthet stimulal6 és gatl6 hatast, mivel a mikroRNS-ek a genomban szdmos kiilénb6z6
célgén expresszidjat szabalyozhatjdk (Rio et al., 2024). Sengar és munkatarsai (2018) 420
azonositott miRNS kozll 65 esetében mutattak ki eltéré expressziot emelkedett homérsékleti
kortlmeények kozott, ami arra utal, hogy a miRNS-ek jelent6s szerepet tolthetnek be a sejtek
héstresszre adott valaszanak szabalyozasaban. HOstressz hatasara a miR-191-5p expresszioja
fokozodott, mig a miR-378a-3p expresszidja csokkend tendenciat mutatott. A funkcionalis
elemzés alapjan a kivalasztott miRNS-ek tobb célgénje is a stresszvalaszban és az oxidativ
stresszel Osszefiiggd jelatviteli utvonalakban vesz részt. Tovdbba a megvaltozott expresszidju
miRNS-ek és célgénjeik haldzatelemzeése arra utalt, hogy a stressz a sejtes jelatviteli
mechanizmusok befolyésolasan keresztil fejti ki hatasat.
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3.3. Az embriok termotolerancidjanak novelési lehetéségei

A szarvasmarha embridk héstresszre adott valaszat vizsgald korabbi kutatasok elsésorban
a hostresszre adott akut valaszreakcidokra 6sszpontositottak, €s az emelkedett hdmérsékletnek valod
kitettséget kovetden rendszerint a stresszvalaszhoz kapcsolodd gének fokozott expresszidjat,
valamint az embriok tovabbfejlodési képességének csokkenését irtak le (Collier et al., 2008;
Sakatani et al., 2012). Ezzel szemben az eredmények arra utalnak, hogy az érzékeny fejlodési
szakaszokban bekovetkezd mérsékelt hoterhelés nem kizardlag atmeneti stresszvalaszt idéz eld,
hanem a génexpresszio és a fejlédési folyamatok tartés megvaltozasahoz is vezethet (de Barros—
Paula-Lopes, 2018; Naranjo-Gomez et al., 2021; Oliveira et al., 2021). Ezek az eredmények eltérd
elképzelésekhez vezettek a stresszvalaszban szerepet jatszo gének késoi fejlodési stadiumokban
megfigyelheté megvaltozott expressziodjanak bioldgiai jelentdségét illetéen. Egyes feltételezések
szerint a tartds génaktivacio a sejtszintii stressz fennmaradasat és a fejlodés karosodasat tikrozi,
mig masok szerint a megvaltozott vagy csokkent génexpresszio adaptiv szabalyozasi
folyamatokra, illetve a fokozott stressztliré képességli embriok szelektiv tulélésére utalhat (Al-
Jaryan et al., 2023; Archana et al., 2017; Naranjo-Gomez et al., 2021). Feltételezések szerint a
korai fejlodési szakaszban jelentkezd, nem letalis mértékii stresszhatas fejlodési plaszticitast vagy
adaptiv kondicionalodast idézhet eld, amely ndvelheti az embriok késdbbi kdrnyezeti vagy
Kisérleti stresszhatasokkal szembeni ellenallé képességét (Rhoads et al., 2020).

Al-Katanani és Hansen (2002) a kétsejtes szarvasmarha embriok enyhe hékezelés hatasara
kialakul6 indukalt termotoleranciajanak lehet6ségét vizsgaltdk. Eredményeik szerint a mérsékelt
elézetes hdkezelés nem csokkentette a késObbi, silyosabb hdsokk karos hatdsait, ami arra utal,
hogy ebben a fejlédési stidiumban az embridk még nem rendelkeznek adaptiv hdstressz-valasz
kialakitasanak képességével. A szerz6k ugyanakkor kimutattak, hogy a HSP70-feherje gatlasa
jelentésen rontotta a blasztociszta stadiumig torténé fejlodést, amely alapjan feltételezhetd, hogy
a HSP70 fontos szerepet jatszik a korai embrid normalis fejléddésében, még akkor is, ha 5Gnmagéaban
nem elegendd a termotolerancia kialakulasahoz.

Oliveira és munkatarsai (2021) egy kontrollalt hokezelési protokollt dolgoztak ki a
szarvasmarha embriok termotoleranciajanak fokozésara. A kés6i morula stddiumban (144 hpi)
alkalmazott hdkezelés novelte a HSPA (HSP70) fehérjék expresszidjat, ugyanakkor nem
befolyasolta kedvezétleniil a blasztociszta-aranyt, a sejtszdmot vagy az apoptdzis mértékét. A
kezelt embridk egy kés6bbi hésokkot kovetéen nagyobb tulélési aranyt mutattak, mig recipiens
allatokba torténd atiiltetésiik utdn sem a vemhesiilési ardnyban, sem a magzati fejlédésben nem
mutatkozott kedvezdtlen hatds. Az eredmények alapjan az enyhe hokezelés biztonsdgos modszer
lehet az embridk hotlird képességének fokozasara.

A hoéstressz egyik legjelentésebb, a petesejtek és embriok mindségét alapvetéen
befolyasolo hatasa a reaktiv oxigénformak fokozott termel6dése (Cavallari et al., 2019; Nabenishi

et al., 2012), valamint a megfelel6 fejlédésre képes tiiszok szamanak csokkenése a petefészekben
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(Roth—Hansen, 2004). A fokozott oxidativ stressz karos hatasai mérsékelhet6k kiilonbozo
antioxidans vegyiiletek alkalmazasaval, amelyek koziil kedvezd hatast igazoltak tobbek kozott a
retinol (Lawrence et al., 2004), a cisztein (Nabenishi et al., 2012) és a melatonin (Cebrian-Serrano
et al.,, 2013) esetében. Feltételezések szerint az inzulinszerii névekedési faktor-1 (IGF1)
hozzajarulhat a hOstressznek kitett embriok fejlédésének fenntartdsdhoz (Bonilla et al., 2011;
Stamperna et al., 2021b). Kimutattadk tovabba, hogy az embridk in vitro IGF1 kezelése noveli az
embriotranszfert kovetd talélési aranyt hostressznek Kkitett recipiens allatokban (Block—Hansen,
2007). A HSP70 fehérje alkalmazasat is vizsgaltak a hostressz karos hatasainak ellensulyozasara.
Stamperna és munkatarsai (2021a) tanulmanyukban kimutattak, hogy 1VM soran a médiumhoz
adagolt exogén HSP70 mérsékli a hdstressz petesejtekre gyakorolt kedvezotlen hatdsait. A HSP70
alkalmazasa javitotta a blasztocisztava fejlédott embriok aranyat, valamint kedvezéen befolyasolta
a sejtvédelemmel, az antioxidans védelemmel €s az apoptdzis szabalyozasaval 0sszefliggd gének

expressziojat, ezaltal hozzdjarulva az eldallitott embridk mindségének javitasahoz.

3.4. A petesejtek és embriok mindségét befolyasolé tovabbi tényezok

A hostressz mellett szamos egyéb anyai, kornyezeti és technoldgiai tényezd is jelentds
hatast gyakorol a petesejtek és a preimplantacios embriok mindségére. A petesejtek mindsége és
az in vitro embriofejlodés eredményessége fajtatol és alfajtol fiiggden eltérd lehet (Abraham et al.,
2010). Példaul az IVEP eredményessége rendszerint magasabb Bos indicus eredetii petesejtek
felhasznélasaval, mint a Bos taurus hushasznu és tejeld fajtaibol szarmazo petesejtek esetében
(Pontes et al., 2010; Watanabe et al., 2017). Ez a kedvezébb eredmény elsdsorban a Bos indicus
egyedek reprodukcids sajatossagaival, példaul nagyobb antralis tiiszétartalékkal magyarazhat6
(Batista et al., 2014). Thundathil és munkatarsai (2022) vizsgalata szerint, bar a fajtatiszta Angus
és Hereford tehenek OPU-IVEP eredményei kulonboztek egymastél, a programok
eredményessége Osszess€égében magasabb volt tehenekben, mint keresztezett liszokben. Ez
feltehetéen az allatok eltérd genetikai hatterének tulajdonithato, amely befolyasolja az embrio-
eléallitas eredmeényességét. Tobb tanulmany vizsgalta a donor életkoranak hatasat a kinyerhetd
petesejtek szdmara és azok megtermékenyitést kovetd, in vitro blasztocisztava fejlédésére (Du et
al., 2024; Landry et al., 2016). A fiatalabb allatok petefészkében nagyobb szamu antralis tlisz
talalhato, ezeért a kinyerhet6 petesejtek szama is altalaban magasabb. Ennek ellenére a borjakbol
és 1iszO6kbol szarmazd petesejtek gyengébb mindsége miatt az embrid-eléallitas eredményessége
¢s a vemhesiilési arany is elmarad a tehenekbdl Kinyert petesejtek esetében tapasztalt értékektol
(Crowe et al., 2021; Khatir et al., 1996). Az ellés és az azt kovetd idGszak a szarvasmarha

Ve

megindulasa jellemez. Az ezekkel parhuzamosan zajlé metabolikus és hormonalis valtozasok, az
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immunrendszer atmeneti szuppresszioja, valamint a gyulladasos folyamatok fokozott kockazata
kedvezdtleniil befolyasolhatjak a reprodukcios folyamatokat (Pascottini et al., 2020; Serbetci et
al., 2024). A laktalo tejeld tehenek petesejtjeinek mindsége és megtermékenyiilési aranya
rendszerint elmarad a nem laktalo tehenekétol. Ez elsésorban a laktacioval jaré metabolikus
terhelésnek tulajdonithatd, amely kedvezétleniil befolyasolja a korai embriofejlodést, valamint
fokozza a metabolikus és fert6z6 megbetegedések kockazatat az ellést kovetd idészakban (Leroy
et al., 2012; Ribeiro et al., 2016). A nagy tejtermelés emellett fokozza a szteroidhormonok
metabolizmusat, ami a progeszteron- és Osztradiolszint csdkkenéséhez, valamint az ivarzasi
tinetek kevesbé kifejezett megjelenésehez vezet (Lopez et al., 2005). Az ilyen hormonalis
egyensulyzavarok kedvezotleniil befolyasolhatjak a follikularis dinamikat, amelynek
kovetkeztében nagyobb tiiszOk alakulhatnak ki a petefészekben. Ez a petesejtek mindségének
romlasaval, valamint az OPU soran kinyerhetd életképes petesejtek szamanak csokkenésével jar,
ezaltal kedvezétleniil hat a késébbi embriofejlédésre (Missio et al., 2022; Wiltbank et al., 2006).

A petesejt mindsége mellett a termékenyitéshez felhasznalt spermiumok tulajdonsagai is
jelentds hatast gyakorolnak az embrid fejlodésére. A spermiumok megtermékenyité képessége,
valamint az egészséges blasztociszta fejlddésének tdmogatasa szdmos kulcsfontossagu tényezo6tol
flgg. Ezek kozé tartozik a spermiumok normal morfoldgiaja, az akroszéma-reakciora valo
képesség, a spermium ¢€s a petesejt kozotti hatékony kolcsonhatds, a zona pellucidan térténd
sikeres athatolas, a spermium sejtmagjanak megfelelé dekondenzacioja, valamint a DNS épsége.
E folyamatok barmelyikének zavara csokkentheti a termékenyitoképességet, és kedvezodtleniil
befolyasolhatja az embrio fejlédését (Sosa—Ortega, 2025).

Szamos tanulmany igazolta a takarmanyozas és a reprodukcié kzotti komplex kapcsolatot,
miszerint a takarmanyfelvétel mennyisége, a takarmany dsszetétele, a takarmanyozas intenzitasa,
valamint a kondicidpontszam jelentds hatast gyakorol a termékenységre, els6sorban a petefészek
mitkodésének befolyasolasan keresztiil (Ponter et al., 2012; Velazquez et al., 2023). Dantas és
munkatarsai (2019) kimutattak, hogy a komplex formaban adagolt nyomelemek (példaul a cink,
réz és mangan) kedvezden befolyasoljak az OPU-IVEP eredményességét. A tapanyaghiany,
valamint a negativ energiamérleg kedvezotleniil befolyasolja a petesejtek fejlédését, ugyanakkor
a tulzott takarmanyozas is csokkentheti az embrio-eléallitas hatékonysagat (Reynolds—VVonnahme,
2017; Velazquez et al., 2023).

Az embridk eldallitasdnak modja alapvetéen meghatarozza a fejlodé embriok mindségét.
Az in vitro embrio-eldallitas alacsonyabb eredményessége részben a szuboptimalis tenyésztési
kortilményeknek tulajdonithatd, amelyek kedvezdtleniil befolydsolhatjdk a petesejtek és az
embridk anyagcseréjet (Marsico et al., 2019). A petesejtek in vitro érése soran biztositott

koriilmények jelentésen eltérnek az in vivo érés fiziologias kornyezetétél (Dunning—Robker,
29



2017). A petesejtérés koriilményeinek modositasa jelentésen befolyasolhatja a petesejtek
fejlédését, amely elsésorban a blasztociszta-eléallitas eredményességében nyilvanul meg. A
petesejtek és a korai embriok kiilondsen érzékenyek a kiilonbozé exogén tényezOk — igy a
hémérséklet, az ozmolaritds, az oxigenkoncentracio, a pH, az aminosavak és a lipidek —
emldsfajokban. Eredményeik szerint a petevezetd oxigénkoncentracidja rendszerint 5—8% kozotti,
mig a méhben ennél is alacsonyabb oxigénszint jellemz6 (Sciorio—Smith, 2019; Steptoe et al.,
1971). A vizsgalatok eredményei alapjan az alacsony oxigénkoncentracid alapvetd jelent6ségli az
embriok megfeleld fejlédéséhez, mivel a magasabb oxigénszint elsegiti a reaktiv oxigénformak
képzddését, amelyek oxidativ sejtkarosodast idézhetnek elé (Konstantogianni et al., 2024). A
tenyésztomédium Osszetétele az in vitro embrio-eléallitas egyik legfontosabb tényezdje, mivel
annak fizikai és kémiai tulajdonsagai kozvetlen hatast gyakorolnak az embriok mindségére.
Szamos vizsgalat igazolta, hogy kiilonb6z6 antioxidans hatasu vegyiiletek — peldaul aminosavak
(cisztein, ciszteamin) és nyomelemek (szelén, cink) — tenyésztokozeghez torténé hozzaadasa a
petesejtek érése vagy az embriok tenyésztése soran kedvezéen befolyasolja azok fejlédését (Dos
Santos Mendonca-Soares et al., 2022; Elgebaly et al., 2022; Sovernigo et al., 2017; Wooldridge
et al., 2019). Kimutattak tovabba, hogy tobb antioxidans egyittes alkalmazasa IVM soran noveli
a blasztociszta stadiumig fejl6d6 embridk aranyat, ami arra utalhat, hogy az antioxidansok
kombinacidja additiv mddon mérsékelheti az oxidativ stressz karos hatésait (Sovernigo et al.,
2017).

Mindezek alapjan a tenyésztési koriilmények optimalizalasa alapvetd jelentdségli, mivel
azok nemcsak az embridk fejlodését, hanem krioprezervacioval szembeni ellenalld képességét €s

felolvasztas utani életképességét is meghatarozzak.

3.5. Krioprezervacié

Az embridk krioprezervécidja olyan, cseppfolyds nitrogénben (LN) torténé megorzési
eljaras, amely lehetdvé teszi az embriok hossza tavu tarolasat €életképességiik megdrzése mellett.
A szarvasmarha embriok Kkrioprezervaciojara jelenleg két f6 modszert alkalmaznak: a
programozott lassu fagyasztast és a vitrifikaciot. A lassi fagyasztas hosszu ideje a szarvasmarha
embridk mélyhiitésének standard modszere, kildndsen az in vivo eléallitott embriok esetében. A
modszerrel a friss embriok atiiltetéséhez hasonld vemhesiilési aranyok érhetok el. A vitrifikacio
ezzel szemben kedvezdbb modszernek tekinthetd az in vitro eléallitott (IVP) embriok esetében,
mivel ezek az embriok fokozottan érzékenyek az alacsony homérséklet altal okozott

karosodasokra (Sudano et al., 2016). A csokkent kriotolerancia elsdsorban a sejtekben
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felhalmozddé lipideknek, kuldéndsen a triglicerideket tartalmazo lipidcseppeknek tulajdonithatd
(Abe et al., 2002; McKeegan—Sturmey, 2011; Sudano et al., 2011). Ezen tilmenden az in vitro
eléallitott embriok csokkent fagyaszthatdsdgaval olyan ultrastrukturalis és biokémiai jellemzdk is
Osszefliggesbe hozhatok, mint a sejtkapcsolo strukturak csokkent szama, a mitokondriumok és
mikrobolyhok alacsonyabb mennyisége, a perivitellinaris tér megnovekedése, valamint a fokozott
sejttormelék-képzodés (Abe et al., 2002; Fair et al., 2001; Rizos et al., 2002). Mindazonaltal a
vitrifikdlt embriok felolvasztasi folyamata technikailag Osszetettebb és idGigényesebb, ami
korlatozza a mddszer rutinszerti alkalmazasat (Sudano et al., 2016). Ugyanakkor a lassu fagyasztas
az in vitro eléallitott embridk esetében is megfeleld alternativat jelenthet. Sanches és munkatarsai
(2016) arrol szdmoltak be, hogy a lassu fagyasztassal (34,7%), illetve vitrifikacioval (31,2%)
fagyasztott I\VP embriok atlltetését kdvetéen a vembhesiilési arany a 60. vemhességi napon nem
kiilonbozott szamottevéen. Arshad és munkatarsai (2021) 78 vizsgalatot és dsszesen 12 211 in
vitro eldallitott Bos taurus embriét magaban foglald szisztematikus attekintésben és
metaanalizisben értékelték azok krioprezervaciot koveté talélését. Eredményeik szerint
felolvasztast kovetéen az embridk reexpanzids aranya 24 6ra elteltével 66%, mig 72 6ra mulva
36% volt. A kikelési arany 24 6ranal 15%-r6l 72 drara 25%-ra emelkedett, mig a blasztocisztak
talélési aranya 24 oraval a felolvasztast kovetéen 60%, 72 ora elteltével pedig 57% volt.

Az invitro elballitott krioprezervalt embriok atiiltetésének aranya vilagszerte folyamatosan
novekszik (3. dbra) (Viana, 2025) annak ellenére, hogy ezen embriok atiiltetését kovetéen a

vemhesulési arany tovabbra is alacsonyabb, mint a friss embriok esetében (Hansen, 2020b).
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megoszlasanak alakulésa vilagszerte 2005 és 2024 kdzott. (Viana, 2025)
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Az asszisztalt reprodukcios technolégidk alkalmazasa soran a krioprezervacié jelentds
kihivast jelent, mivel a folyamat soran fellépé homérsékleti, ozmotikus és oxidativ stressz
negativan befolyasolhatja a blasztociszték felolvasztas utani talelését és molekularis folyamatait
(Ofosu et al., 2023). Stinshoff és munkatarsai (2011) RT-gPCR vizsgélattal kimutattak, hogy
hagyomanyos lassu fagyasztast kovetéen a HSPALA, SLC2A1, TIP1, SLC2A3, DNMT3A és IFNT2
gének expresszidja szignifikansan eltért a kontrollcsoportban megfigyelt értékektol.

Az embriok kriotolerancidja szdmos tényez6tdl fiiggden eltérd lehet, amelyet tobbek kozott
a faj, az embrid fejlédési stadiuma, valamint annak eredete (in vivo vagy in vitro) egyarant
befolyasol (Dalcin—Lucci, 2010; Leme et al., 2020; Marsico et al., 2019). Emellett Marsico és
munkatarsai (2020) transzkriptomikai elemzéssel kimutattdk, hogy a nagyobb kriotoleranciaval
rendelkezd, felolvasztast kovetéen reexpanziora és kikelésre képes embridokban fokozott volt a
sejtnovekedéssel, a sejtproliferacioval és a sejtek tulélésével 6sszefiiggd gének expresszidja. Ezzel
szemben az alacsonyabb kriotoleranciaju embridkban elsésorban a gyulladasos folyamatokkal és
a sejthalédllal kapcsolatos gének esetében dokumentéltak magasabb expresszidt. Az in vitro
eléallitott embridk kriotolerancidjanak fokozasara szamos lehetéséget dolgoztak ki, beleértve az
alacsony oxigénkoncentracio melletti tenyésztést az oxidativ stressz csokkentése érdekében,
valamint antioxidansok és apopt6zisgatlo vegyiletek alkalmazasat (Lin et al., 2018; Pero et al.,
2018). Az intracellularis lipidfelhalmozddas mérséklését célzd anyagok alkalmazaséat szintén
vizsgaltak a kriotolerancia javitdsanak lehetséges madszereként, bar a lipidtartalom csokkenése

nem minden esetben jart egydtt a kriotolerancia javulasaval (Dias et al., 2020).

3.6. A reprodukciés mutatok javitasi lehetoségei hostresszes idészakban embridtranszfer

alkalmazasaval

Az embriotranszfer (ET) a hdstressz okozta reprodukcios veszteségek mérséklésének egyik
legigéretesebb biotechnologiai eszkoze. Az embriok atiiltetésével athidalhato a hdstresszre
legérzékenyebb korai embrionalis fejlodési szakasz, valamint az ivarzast kovet6 hetedik napon
vegzett ET kikiiszoboli a hdstressz ovulaciora gyakorolt kedvez6tlen hatasait is, mivel embriot
kizarolag olyan recipiensekbe Ultetnek be, amelyekben funkcionalis sargatest alakult ki. Ezaltal
javithatok a vemhesiilési eredmények a magas kornyezeti hémérséklettel jellemezhetd
idészakokban (Baruselli et al., 2020). Egy nagylétszamu brazil Holstein-friz allomany retrospektiv
elemzése alapjan az embridtranszfer egész évben magasabb vemhesulési aranyt eredményezett,
mint a mesterséges termékenyités, kilondsen a melegebb honapokban (Rodrigues et al., 2007).
Tovabbi vizsgalatok szintén megerdsitették, hogy hdstresszes idészakban az embridtranszfer

hatékonyabban javitja a vemhesilési eredményeket, mint a mesterséges termékenyités (Baruselli
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et al., 2011; Demetrio et al., 2007; Stewart et al., 2011). Bar a vemhességvesztés a hdstresszes
iddszakban, valamint embridtranszfert kovetéen magasabb volt, a 60. vemhességi napra szamitott
vembhesiilési arany tovabbra is kedvezébbnek bizonyult az embridtranszferbe vont &llatokban
(Baruselli et al., 2011; Freitas et al., 2010). Annak ellenére, hogy héstresszes id6északban csokken
a donor allatok embridtermelése, Vieira és munkatarsai (2014) szerint az embri6 eldallitasanak
idépontja Oonmagaban nem befolyasolja jelentésen az embriotranszfert kovetd vemhességi
eredményeket. Ez arra utalhat, hogy azok az embridk, amelyek sikeresen atvészelik a hOstresszre
legérzékenyebb korai fejlodési szakaszt, a késdbbiekben a hiivosebb id0szakban eldallitott
embridkhoz hasonl6 vemhességi aranyt képesek fenntartani. Ugyanakkor tovabbra sem tisztazott,
hogy a hdstressz hatasara kialakul6 korai génexpresszios valtozasok hosszu tavon befolyésoljak-e
az utddok egészseget és teljesitmenyét.

Az esetleges késébbi karos hatasok kikiiszobolésére lehetséges alternativat jelent az
embriok hiivosebb évszakokban torténé eldallitasa és krioprezervacidja, majd azok felhasznalasa
a nyari hdstresszes idészakban (Baruselli et al., 2020). Mori és munkatarsai (2015) hagyomanyos
lasst fagyasztéssal mélyhuitott, majd felolvasztott IVP blasztocisztak hdstresszre adott valaszat
vizsgaltak. Eredményeik szerint a felolvasztast kovetd h6sokk jelentdsen csokkentette az embridk
reexpanzios képesseget es az embridk atmér6jét. Emellett fokozodott a HSPALA expresszidja, mig
az IFNT expresszidja csokkent, ami arra utal, hogy a krioprezervécié és a hdstressz egyiittesen
ronthatja az embridk életképességét. Ezen megéllapitdsokkal dsszhangban all Sakatani (2017)
vizsgalata is, amely szerint a mélyhiités csokkentheti a blasztocisztak természetes
termotoleranciajat, igy a felolvasztott embriok hdstressz hatdsara alacsonyabb tulélést és
kedvezobtlenebb génexpresszids mintdzatot mutatnak, ami hozzdjarulhat a nyari idészakban
végzett fagyasztott embridtranszferek alacsonyabb vemhesilési eredményeihez. A mélyhiitott
embriok hdstresszel szembeni fokozott érzékenysége kiillondsen jelentds gyakorlati kihivast jelent,
mivel a nyari héstressz mérséklésére iranyuld IVEP embriotranszfer (IVEP-ET) programok hosszu
tavu sikeressége nagymeértékben a fagyasztott embridk alkalmazhatdsagatdl fligg. Baruselli és
munkatarsai (2020) kiemelték, hogy a hstressz hatasainak mérséklését célzo ET programok széles
korti alkalmazasanak egyik legfontosabb feltétele a krioprezervacios eljarasok fejlesztése, mivel a
stratégia hatékonysagat alapvetéen az embriok fagyaszthatosaga és felolvasztas utani talélése
hatarozza meg.

A krioprezervéacios technologiak fejlesztése mellett az embridtranszfer eredményességének
javitasa érdekében szamos alternativ reprodukcios stratégia is vizsgalat targyat képezi.
Amennyiben a koriilmények lehetdvé teszik, a friss, nem mélyhiitott embriok atlltetése hatékony
lehetdséget jelent a hostressznek kitett tejeld tehenek vemhesiilési eredményeinek javitasara a
nyari idészakban (Negron-Pérez et al., 2019). A friss embriotranszfer hatékonysaga héstresszes
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id6szakban tobbféle stratégiaval is fokozhatd. Az egyik igéretes megkozelités a hdstresszre
keveéshe érzekeny donorallatok — példaul tisz6k és nem laktalo tehenek — alkalmazasa, amelyek
jobb petesejtmindséggel és kedvezobb embridtermelési eredményekkel jellemezhetok (Vieira et
al., 2014). Tovabbi megoldast jelenthet a fokozott termotolerancidval rendelkezé allatok
szelekcioja, beleértve a természetes modon hoétiird fajtakat, valamint a kedvezd genetikai hattérrel
rendelkezé egyedeket. Kiemelt jelentéségli a SLICK mutacid, amely rovidebb szorzettel és
fokozott verejtékezéssel jar, ezaltal javitja a hotiiré képességet, és génszerkesztési eljarasokkal
mas fajtakba is bevezethet6 (Dikmen et al., 2014; Loi et al., 2016). Emellett az ivarzasmegfigyelést
nem igényld idézitett embriotranszfer (Timed Embryo Transfer, TET) protokollok alkalmazasa
egyszerisiti a reprodukcios menedzsmentet és ndveli az embridtranszfer programok
hatékonysagat hostresszes koriilmények kozott (Baruselli et al., 2010; Rodrigues et al., 2010). A
termotoleranciaval Osszefiiggd gének, példaul a HSPALL, valamint a hétliréssel kapcsolatba
hozhat6 genetikai markerek azonositasa €s szelekcids programokban torténd alkalmazasa a
jovoben hozzajarulhat a hdstresszel szemben ellenallébb allomanyok kialakitdsdhoz, ezaltal
mérsékelve a hdstressz okozta reprodukcids veszteseégeket (Basirico et al., 2011; Carabafio et al.,
2019; Cheruiyot et al., 2021; Sigdel et al., 2019).

3.7. Prolongalt embridtenyésztés

Az eml6sok korai embridfejlédését a morula stadiumig mitotikus sejtosztodasok sorozata
jellemzi. A morula kialakuldsakor a sejtek polarizacioja meginditja az embrionalis sejtek
differencialodasat, amelynek eredményeként elkiiloniil a kiils6 és belsé sejtréteg. A kiilsé
sejtrétegbdl fejlodik ki a trofektoderma, mig a belso sejtréteg a belsd sejttomeget (inner cell mass,
ICM) alkotja (Jiang, 2025). Ezen sejtpopuléciok molekuléris jellemzésére alkalmazott
transzkripcids faktorok kozé tartozik a CDX2 és az OCT4. A CDX2 a trofektoderma fejlédésében
és fenntartdsdban szerepet jatszo faktor, amely a blasztociszta stadiumban elsésorban a
trofektoderma sejtek magjaban mutathaté ki (Berg et al., 2011; Madeja et al., 2013). Az OCT4 a
pluripotencia szabalyozasahoz kapcsoldédd transzkripcids faktor, amely korai szarvasmarha-
blasztocisztakban a belsd sejttomeg mellett a trofektodermaban is jelen lehet (Madeja et al., 2013).
A két faktor expressziojanak szabalyozasa fajfiiggd, ezért az egérben leirt kdlcsonds gatlasuk
szarvasmarhaban nem tekinthetd a sejtvonalak elkiiloniilését magyarazo altalanos
mechanizmusnak (Berg et al., 2011; Shi et al., 2023). A CDX2 és az OCT4 térbeli eloszlasanak
vizsgélata igy a fejlddési stadium és a fajspecifikus sajatossagok figyelembevételével jarulhat
hozz4 a sejtvonalak differencialodasi allapotanak jellemzésehez. A differencialddassal
parhuzamosan kialakulnak azok a funkciondlis tulajdonsagok, amelyek lehetdvé teszik a
blasztociszta iiregének (blastocoel) kialakuldsat, ezaltal 1étrehozva a blasztocisztara jellemzd

szerkezeti felépitést. A blastocoel iregének fokozatos tagulasa és a zona pellucida elvékonyodasa
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egyiittesen teszi lehet6vé a blasztociszta kikelését (hatching) (Carreiro et al., 2022; Sawai, 2021).
A kikelést kovet6 fejlodési szakaszt a belso sejttomeg differencialodasa jellemzi, amelynek soran
kialakul az epiblaszt és a hipoblaszt. A késébbi gasztrulacio soran az epiblasztbol alakul ki a harom
csiralemez — az ektoderma, a mezoderma és az endoderma —, amelyek az embrionalis szovetek €és
szervrendszerek kialakulasanak alapjat képezik (Pérez-Gomez et al., 2021). A fejlédés ezen,
molekularis és sejtszintli mechanizmusaiban még nem teljes korlien feltart szakaszaban a
vemhességi veszteségek el6fordulasa kiilondsen magas. Tejhasznu szarvasmarhakban az in vivo
fejlodd embridk esetében a vemhességi veszteség eldforduldsa kiillonbozo vizsgalatok szerint 7—
32% ko6z¢é tehetd (Berg et al., 2022; Crowe et al., 2025; Diskin—Morris, 2008; Diskin et al., 2006).
In vitro el6allitott embridk esetében az embrionalis fejlédés zavara nagyobb aranyban van jelen,
mivel az embridk 23-65%-aban nem alakul ki embriddiszk, igy ezek az embriok nem képesek a
tovabbi fejlédésre, ami végll a vemhesseg elvesztésehez vezet (Desmet et al., 2020; Ealy et al.,
2019; Loureiro et al., 2011; Pérez-Gomez et al., 2021). Ez a jelenség feltehetden az in vitro
embrié-elballitasi rendszerek korlataival hozhatd Osszefiiggésbe. A fejlédési rendellenesség
hosszl id6n 4t rejtve maradt, mivel a blasztociszta kikelését kovetd megnyulési szakaszt vizsgald
tanulmanyok els6sorban az embrid hosszat tekintették az embridomindség meghatirozo
mutatdjanak, mikdzben az embriddiszk kialakulasat nem értékelték (Barnwell et al., 2016;
Kasimanickam et al., 2021; O’Hara et al., 2014). Emellett a haszonallatok korai vemhességének
kimutatdsa a trofektoderma altal termelt jeleken alapul, mint példaul a tejben vagy veérben
kimutathaté vemhességhez kapcsolddd glikoproteinek (pregnancy-associated glycoproteins,
PAGs) (Filho et al., 2020; Roberts et al., 2015), illetve a periférias granulocitdkban kimutathato
interferon &ltal indukalt gének expresszidja (Kizaki et al., 2013). Mivel ezek a jelek a
trofektodermabdl szarmaznak, olyan embriok esetében is megjelenhetnek, amelyekben nem
alakult ki az embriddiszk. Ez a jelenség a vemhesség kés6bb felismerhetd szakaszaban
bekovetkezd vemhességveszteséghez vezet, amely meghosszabbitja a két ellés kozotti iddszakot,
ezaltal jelentOs gazdasagi kart okoz (Martinez de Los Reyes et al., 2026).

Jelenleg korlatozottan allnak rendelkezésre olyan tenyésztorendszerek, amelyek megbizhatéan
képesek modellezni a blasztociszta kikelését koveté embriofejlodést, ugyanis a hagyomanyos
rendszerekben a kikelt blasztocisztdk a tenyésztéedény felszinéhez tapadnak, vagy Osszeesnek
(Pérez-Gomez et al., 2021). A hianyossag kikiiszobolése érdekeben az elmult években tobb
kutatocsoport is olyan tenyésztérendszerek kidolgozasara torekedett, amelyek tamogatjak az
embriok kikelést kovetd, hosszan fenntarthaté in vitro fejlodését (Akizawa et al., 2021; Machado
et al., 2012; Ramos-lbeas et al., 2023). Az els6 ilyen rendszerek agar6z alagutakat alkalmaztak,
amelyekben 8 és 9 napos embriokat magas gliikoztartalmua, szérummal kiegészitett PHD (post-
hatching development) médiumban tenyésztettek. Ezek a rendszerek lehetové tették a
trofektoderma és a hipoblaszt proliferaciojat, valamint az embriok megnyulasat, azonban az
embriddiszk kialakuldsat nem siker(lt elérnitik (Vajta et al., 2004; Brandao et al., 2004; Machado
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et al., 2012). Alternativ megkdzelitésként agarozrétegen vagy hagyomanyos tenyésztéedényben
veégzett post-hatching kultarékat is alkalmaztak. Alexopoulos és munkatarsai (2005) 5% FCS-sel
kiegészitett SOF mediumban 15 napon at tartd tenyésztést valositottak meg, azonban az embridk
tobbsége a tenyésztéedeny felszinéhez tapadt vagy degenerdlddott. A késébbi kutatisok a
tenyésztomédium optimalizalasara Osszpontositottak. Brinkhof ¢és munkatarsai (2017) az
embrionalis Gssejtek fenntartasara kifejlesztett 5iLA médiumot alkalmaztak, amely a tenyésztés
23. napjaig biztositotta az embriok névekedését, azonban embriddiszk kialakulasa nem valdsult
meg. Hasonld eredményeket értek el Hosoe és munkatarsai (2019) KnockOut-DMEM alapu
rendszerben, mig Akizawa és munkatarsai (2021) RPMI/KSR alapti tenyésztOkozeg
alkalmazaséaval ugyan javitottak a hipoblaszt fejlédését, de az epiblaszt sejtek szama a tenyésztés
10. napja utan fokozatosan csokkent. Jelent6s elorelépést jelentett a Ramos-1beas és munkatarsai
(2020) éltal kidolgozott N2B27-alapt tenyésztési rendszer, amely els6ként tette lehet6vé a
struktdrak kialakulasat in vitro. A tenyésztési rendszert ezt kdvetden tovabb optimalizaltak, ami
jelentésen javitotta az embriok hosszd tava tenyésztésének eredmeényességét. A tovabbfejlesztett,
teljes mértékben in vitro rendszer 0j lehetéséget biztosit a sejtdifferencialodas mechanizmusainak
funkciondlis vizsgalatara, valamint a korai vemhességveszteségek hatterében allé folyamatok
feltarasara, llatkisérletek alkalmazasa nélkil (Ramos-Ibeas et al., 2023).

A prolongalt in vitro tenyésztés uj lehet6séget biztosit a krioprezervacio embrionalis
fejlodésre gyakorolt hosszabb tavi hatasainak elemzésére. Felolvasztast kovetéen az embriok
életképességének értékelése a legtobb vizsgalatban a felolvasztast kovetd 24-48 oras, ritkdbban
72 oras tenyésztési periodusra korlatozodik, amelynek sordn a tilélést elsdsorban a reexpanzid €s
a kikelési arany alapjan hatarozzak meg. Ezzel szemben a krioprezervalt embridk zona
pellucidabol torténd kikelését kovetd, hosszabb tava in vitro fejlédésérdl tovabbra is csak
korlatozott ismeretek allnak rendelkezésre.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. In vitro embrid-eléallitas

Az in vitro embrio-eléallitast az IVF Limited T/A IVF Bioscience (Cornwall, Egyesult
Kiralysag) protokollja szerint hajtottuk végre, kisebb modositasokkal. Az IVEP soran az IVF
Limited T/A IVF Bioscience szarvasmarhak szamara eléallitott kereskedelmi forgalomban 1év6
médiumokat hasznaltuk, melyek a kovetkezok voltak: OPU, WASH, OIL, BO-HEPES-1VM, BO-
IVM, BO-IVF, BO-SEMENPREP és BO-IVC. A folyamat minden Iépését 38,8 °C-ra felmelegitett
médiumokkal és fitott targyasztalon végeztiik.

4.1.1. Petefészkek gyiijtése

Az in vitro embrio-eléallitashoz sziikséges petefészkeket a gyongyosi Tendon Kft.
szarvasmarha-vagohidjarol gytjtottem, ahol a beszallitott szarvasmarhak talnyomo része
Holstein-friz fajtaju volt. A vagdsoron a donorallatok fajtajanak azonositasat kovetéen kizarolag
Holstein-friz egyedek petefészkeit metszettem ki a nemi traktusbol a vagast kovetd 5 percen beliil,
majd azokat a tovabbi laboratériumi feldolgozés és tiiszéaspiracid céljabol szobahdmérsékletii
foszfatpufferelt soldatot (PBS, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) tartalmazo,
légmentesen zarédod zacskokba gyiijtottem. A teljes vizsgalat soran 6sszesen 1067 petefészket
gyljtottem és dolgoztunk fel. A vagdhidon mar elvégeztem az eldzetes szelekciot, kizardlag
aspiraciora alkalmas petefészkeket metszettem ki. Az ,,A” kisérletben 296, a ,,B” kisérletben 265,
a ,,C” kisérletben 239, a ,,.D” kisérletben pedig 267 petefészket dolgoztunk fel. A petefészkek
szallitasa a vagohidrol a laboratériumba korilbelul 50 percet vett igénybe. A szallitas alatt a
zacskokat polisztirol dobozba helyeztem annak érdekében, hogy elkeriiljem a hdingadozast. Az
aspiraciot megel6zoen a felesleges szdveteket sebészi olloval tavolitottam el a petefészkekrol,

majd feldolgozasig elémelegitett PBS-oldatban taroltam azokat.

4.1.2. Petesejtek aspiracioja és in vitro maturacioja (IVM)

A petesejtek aspiracidjat az alaposan megtisztitott petefészkekbol 18 G injekcids tii és
haromrészes, 5 mL {rtartalmu fecskend6 segitségével végeztik. A 2—15 mm atmérdji tiisz6kbol
leszivott tiiszéfolyadékot petesejt felvevé médium (OPU) + 10% magzati szarvasmarha szérum
(FBS) (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Németorszag) oldatot tartalmazo, 15 mL {rtartalmi
centrifugacsovekbe gyiijtottiik. A petesejteket a gyiijtées6 aljardl Pasteur-pipetta segitsegével
6vatosan egy 9 cm atméréjii, 5-6 mL OPU + 10% FBS oldatot tartalmazd Petri-csészébe juttattuk.

Az edény tartalmat sztereomikroszkop alatt vizsgaltuk, majd kivalasztottuk a Nemzetkozi
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Embridtechnoldgiai Tarsasag (International Embryo Technology Society, IETS) altal
meghatarozott I. minéségi osztalyba tartozo6 kumulusz-petesejt komplexeket (COC), amelyekben
a zona pellucida felszinét tébb mint harom teljes, kompakt kumuluszsejtréteg boritotta, az

ooplazma pedig siir{i, egyenletes szemcsézettségli volt (4. abra).

4. dbra. (a) A kiserlet soran érlelésre kivalasztott I. osztalyu petesejt (Sajat foto) (b) Az
IETS kézikdnyvében meghatarozott morfoldgiai kritériumok alapjan I. osztalyba sorolt petesejt
(Demetrio—Barfield, 2021)

A kumulusz-petesejt komplexek tovabbi mindségi osztalyokba sorolasa az 5. &bran
bemutatott morfologiai jellemz6k alapjan tortént. A II. mindségi osztalyba sorolt kumulusz-
petesejt komplexek esetében a zona pellucida felszinét egy vagy két kompakt kumuluszsejtréteg
boritja, a petesejt citoplazmaja pedig strli, egyenletes szemcsézettségii (5a. abra) Az I. osztalyu
petesejteket a citoplazmaban megfigyelheté apro foltok esetén a II. mindségi osztalyba soroljak
vissza (5b. abra). A III. minGségi osztalyba sorolt kumulusz-petesejt komplexek esetében a zona
pellucida felszinét boritd6 kumuluszsejtek nem alkotnak teljes sejtréteget (5c. abra). A 1. osztalyd
petesejteket a citoplazmaban megfigyelhetd apro foltok esetén a III. mindségi osztalyba soroljak
vissza (5d. abra). A TV. mindségi osztalyba sorolt kumulusz-petesejt komplexek (COC) kumulusz-
sejtrétegei expandaltak, gyakran agglutindlt megjelenésiiek (5e. abra). A 111. osztalyl petesejteket
a citoplazmaban megfigyelhet6 apro foltok esetén a IV. minéségi osztalyba soroljak vissza (5f.

abra).

5. dbra. Az IETS kézikdnyvében meghatarozott morfoldgiai kritériumok alapjan 1l. (a, b), I11. (c,

d) és IV. (e, f) mindségi osztalyba sorolt petesejtek (Demetrio—Barfield, 2021)
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A Kivalasztott petesejteket 2-3 mL WASH médiumot tartalmazé 35 mm atmér6jt Petri-
csészékben mostuk at tobb 1épésben. A mosasi folyamatot kovetéen az ,,A” és ,,B” kisérlet soran
a kumulusz-petesejt komplexeket (COC-ket) 1 mL BO-HEPES-IVM médiumot tartalmazo
kriogen csovekbe helyeztik, melyeket Iégmentesen lezartunk és 21-24 o6ra idétartamra CO2
inkubatorba helyeztink annak érdekében, hogy a petesejtek érése végbemenjen. Egy csébe
legfeljebb 40 petesejtet helyeztink el. A ,,C” és ,,D” kisérletben az in vitro érlelés sordn a
petesejteket ekvilibralt, olajfedés nelkuli, 600 uL BO-IVM médiumot tartalmaz6 négylyuku
tenyésztéedényben érleltiik parasitott atmoszférikus gazkorilmények kozott (5,5-6,5% COo-t és
21% O2), egy cseppbe legfeljebb 40 petesejtet helyezve. Az olajfedés nélkili érlelést az IVF
Bioscience IVEP rendszeréhez kidolgozott gyartdi protokoll szakmai ajanlasaval dsszhangban
alkalmaztuk, mivel az olaj hosszabb ekvilibracié soran felveheti a médium lipofil hormonjait,
kdrnyezet egyben a parolgas mérséklését is szolgalta. A felhasznalt BO-1VM médium fenolvoros
pH-indikéatort tartalmaz, ezért a pH-érték esetleges eltolddéasa az indikator szinvaltozasa alapjan
szemrevételezéssel nyomon kovetheté. A médium pH-értékét és ozmolaritasat miiszeres
modszerrel nem hatdroztuk meg, ezért a parolgdsbol eredd esetleges ozmolaritdsvaltozas
kizarasara, valamint a pH esetleges valtozasanak kvantitativ jellemzésére kozvetlen mérési adatok
nem alltak rendelkezéslinkre. Az eltéré TVM-rendszerek és érleléedények hasznalatat az egyes
kisérletek kivitelezésekor rendelkezésre allo laboratoriumi infrastruktira indokolta. A kiilonb6z6

IVM-rendszereket és érleléedényeket nem vizsgaltuk 6nallo kisérleti tényezdként.

4.1.3. In vitro fertilizacio (IVF)

A termékenyités tervezett idOpontja eldtt két oraval négylyuku tenyésztdedényeket
(NUNC®, Thermo Fisher Scientific Inc., Rochester, USA) készitettem el6, melyekbe vajatonként
500 pL BO-IVF médiumot helyeztem asvanyi olajjal lefedve. Az edényeket ezt kovetéen 6% CO>
és 16% O gazkeveréket tartalmazd CO2 inkubatorba helyeztem ekvilibracid céljabdl. A petesejtek
érését az érlelési id6 lejartaval sztereomikroszkop alatt ellendriztem. Az érés egyértelmi jele a

petesejtet koriilvevé kumuluszréteg fellazulasa, melyet a 6. abra szemléltet.
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6. abra. In vitro érlelt kumulusz-petesejt komplex (Sajat foto)

Az érett petesejteket 6vatosan, kumuluszrétegiik megsértése nélkil 1000 pL-es automata
pipettaval eltavolitottam a csévekbdl, majd BO-IVF médiumban torténé atmosasukat kovetéen a
termékenyitOcseppbe pipettdztam. A termékenyitéshez cseppenkent legfeljebb 40 petesejtet
helyeztem el. A sperma eclékészitésének idejére a petesejteket tartalmazo tenyésztéedényt
visszahelyeztem az inkubatorba.

Az in vitro termékenyitéshez felhasznalt sperma a petefészek-donorokkal azonos fajtaja,
Holstein-friz tenyészbikatol szarmazott. A termékenyitést a Reform nevii, 33589 kozponti
lajstromszamu egyed 2021. januar 5-én gyiijtott spermajaval végeztem. Az apai eredetii
variabilitds minimalizalasa érdekében valamennyi kisérlethez ugyanazon bikéatol szarmazé
spermat hasznaltam. A termékenyitGanyagot tartalmazo, 0,25 mL drtartalmi miiszalmakat
felolvasztas céljabdl cseppfolyos nitrogénbdl 37,8 °C-os vizfiirdébe helyeztem 20 masodpercre,
majd 4 mL BO-SEMENPREP médiumot tartalmaz6 15 mL-es centrifugacsébe Uritettem. A csovet
38,8 °C-os fiitdtt asztali centrifugaban (Eppendorf 5702 RH, Eppendorf AG, Hamburg,
Németorszag) 5 percig 1700 fordulat/perc sebességgel centrifugaltam. A centrifugalas utan a
fellldszot Gvatosan eltavolitottam, 400 pL szuszpenzidt hagyva a csében. A mosasi Iépést 2 mL
BO-SEMENPREP médiummal ismételtem, majd a felliliszo eltavolitasa utan a szuszpenziot
mikroszkopos vizsgalatnak vetettem ald. A spermamintak motilitdsat Makler-kamraban (Sefi
Medical Instruments Ltd., Haifa, lzrael), Olympus BX43 tipusu binokularis mikroszkoppal
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan), szubjektiv becsléssel értékeltik. A vizsgalathoz 5 pL
spermamintat helyeztink a kamrara. Az in vitro fertilizaciohoz legaldbb 40%-0s motilitasu
spermamintakat fogadtunk el; a felhasznalt mintdk motilitasa altalaban 40-50% ko6zdott alakult. A
spermiumkoncentracié meghatarozasahoz 10 pL spermamintahoz 90 pL desztillalt vizet adtunk a
minta higitdsa és a spermiumok immobilizalasa céljabol. A szuszpenzié homogenizalasat
kovetben 5 puL-t helyeztiink a megtisztitott kamrara, majd elvégeztik a spermiumok szamlalasét.

A termékenyitécseppekhez  adandd  spermaminta  mennyiségét a  meghatarozott

40



spermiumkoncentracié alapjan szamitottuk ki, majd a mért motilitas figyelembevételével
korrigaltuk. A petesejteket tartalmazéd termékenyitdcseppekben a végsd spermiumkoncentraciot
2,0 x 10° spermium/mL értékre allitottuk be. A termékenyités a petesejtek és a spermaminta 16—
19 6ran keresztili egytt tenyésztésével, un. koinkubalasaval tortént 6% CO, és 16% O
gazkeverékben IVFTech hatkamras inkubatorban (IVFtech, Klintehgj, Birkerad, Dania).

4.1.4. In vitro embridtenyésztés (IVC)

A Kisérletsorozat sordn 0sszesen 4509 zigdtat vontunk in vitro tenyésztésbe. Az embriok
tenyésztéséhez négylyuku tenyésztdedényeket készitettem eld, melyekbe 500 pL BO-IVC
médiumot helyeztem és asvanyi olajjal fedtem le. Az edényeket ezutan egy éjszakara IVFTech
hatkamras inkubatorban tartottam 5,5-6,5% CO: és 5,5-6,5% O gazkeverékben ekvilibréacio
celjabol.

A kumuluszsejtek eltavolitasahoz — denudalashoz — vortex kezelést alkalmaztunk. A
petesejtek és a spermaminta koinkubaciojat kovetéen a zigétakat 100 pL-es pipettaval
eltavolitottuk a BO-IVF médiumbol és steril, 1,5 mL trtartalma Eppendorf-csdvekbe helyeztik,
melyekbe el6zbleg 500 uL WASH médiumot mértiink ki. Az egyes csoportok embrioit kiilon
cs6ben denudaltuk. A csoveket vortex keverén (ZX3 Advanced Vortex Mixer, Velp Scientifica
srl, Usmate, Olaszorszag) 2750 rpm fordulatszamon 1,5 percig tartottuk annak érdekében, hogy a
kumuluszsejteket a zigotakrol eltavolitsuk. Ezutdn a cs6é tartalmat 35 mm-es, 2 mL WASH
médiumot tartalmaz6 Petri-csészébe pipettaztuk, majd a csoveket tobbszor atoblitettik. A
kumuluszrétegt6l megtisztitott, denudalt zigotakat 2 mL WASH médiumban még kétszer
atmostuk. Ezutan az eléz6leg ekvilibralt BO-1VC médiumban is a&tmostuk a preembridkat, majd a
négylyuku tenyésztéedény megfeleld cseppjébe helyeztik 6ket, cseppenként maximum 40
darabot. Az embriok tenyésztése 38,8 °C-on, 5,5-6,5% CO- és 5,5-6,5% O» gazkeverékben hét
napon keresztil IVFTech hatkamras inkubatorban tortént.

4.2. Hokezelési kisérletek

A termékenyitést kovetd 116. oOrdban (hpi) a korai morula stadiumud embridkat
kivalasztottam, majd a kisérletek tipusanak fliggvényében egyenlé nagysagi csoportokra
osztottam. Valamennyi kisérletben 50 pL térfogatd médiumcseppekben, cseppenként 6t embridt

tenyésztettem.
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4.2.1. ,A” Kisérlet — Friss embriok vizsgalata

A Kkiserlet sordn 06t korai morula stadiumi embriot helyeztem minden BO-IVC
médiumcseppbe, amelyeket 35 mm-es Petri-csészékben &svanyi olajjal fedtem le és az embridk
behelyezése el6tt két oran at ekvilibraltam az embridtenyésztés soran alkalmazott korilmények
kozott. A kisérlet sordn az inkubator két kamrajat hasznaltam: az 1. kamraban a kontrollcsoport
(K) tenyésztése folyt, mig a hokezelést (HK) és a hdstressz-kezelést (HS) a 2. kamraban végeztem.
A vizsgalat teljes idOtartama alatt kdvetkezetesen ugyanazt a két inkubatorkamrat hasznaltam, és
az egyes kezelési csoportokat ugyanahhoz a kamrdhoz rendeltem. Az azonos hémérsékleti
feltételek biztositasa érdekében mindkét inkubatorkamra hémérsékletét minden kisérleti ismétlés
elétt kalibraltuk és ellendriztiik. Mivel az inkubdtor valamennyi kamrijat egyetlen, ko6zos
gazkeverd rendszer latja el egyidejiileg, a kisérlet teljes idotartama alatt azonos gazdsszetételt
biztositottunk, igy a gazosszetétel kamraspecifikus eltérései kizarhatdk voltak. Emellett a kamrak
ajtajanak nyitasi gyakorisdga, valamint nyitva tartdsuk idétartama valamennyi kezelési csoport
esetében azonos volt. Fontos megjegyezni tovabba, hogy az inkubator nem rendelkezik parasitd
rendszerrel, igy a parasitasbol ered6 kamraspecifikus eltérés nem allhatott fenn. A
kontrollcsoportban a fent leirt tenyésztési feltételeket alkalmaztam. A hékezelt csoport embridit
tartalmaz6 kamra hémérsékletét 7 percenként 0,1 °C-kal emeltem 38,8 °C-rdl 40,0 °C-ra. A
célhdmérséklet elérésekor a hdsokkcsoport tenyésztéedényét is a hékezelési kamraba helyeztem,
majd mindkét csoport embridit két 6ran at 40,0 °C-on inkubaltam. A kétéras inkubaciot kovetden
a hosokkcsoport tenyésztbedényét visszahelyeztem a 38,8 °C-os standard tenyésztési
hémérsékletet biztosito kamraba, mig a hdkezelt csoportot tartalmazd kamra hémérsékletét
fokozatosan visszaallitottam a kiindulasi, 38,8 °C-os értékre. A Kisérletet harom fiiggetlen
biologiai ismétlésben végeztem el. Az ,,A” kisérlet soran Osszesen 1133 zigbtat vontunk
tenyésztésbe; az atlagos osztodasi ardny 56% volt. Az ezekbdl fejlédott embridk kéziil 270 korai
morula stadiumu embridt vontunk be a tovabbi vizsgalatokba. Az embridkat egyenlé aranyban
osztottuk el a kontroll, hdkezelt és hésokknak kitett csoportok kozott (csoportonként n = 90),
harom ismétlésben. A Kisérletbe bevont embriok szamat az 1. tablazatban foglaltam 6ssze. A
génexpresszios vizsgalathoz gyljtott embriok szamat ugy hataroztuk meg, hogy lehetdség szerint
minden mintdban azonos szdmu, ¢letképes blasztociszta szerepeljen. Az els6 biologiai ismétlésben
a hoésokkcsoportbol Osszesen 7 é€letképes embridt tudtam gyijteni, a kontroll- és a hdkezelt
csoportbol 10-10 embriot gyijtottem, hogy az elemszam elegendd legyen. A masik ket
ismétlésben a mintdnkénti embridszam megvalasztasakor a vizsgalatokhoz megfeleld mennyiségii

RNS kinyeréséhez sziikséges embriészam meghatarozasara is torekedtiink.
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1. tablazat. Az ,,A” kisérletbe bevont embridk szama

Génexpresszios

Vizsgalt embriok analizisre gytjtott

Ismétlés Kisérleti csoport

szama i .
embriok szama

K 20 10

Al HK 20 10
HS 20 7

K 40 20

A2 HK 40 20

HS 40 20

K 30 12

A3 HK 30 12

HS 30 12

Az ,,A” kisérlet munkafolyamatait a 7. dbra szemlélteti.
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7. &bra. Az ,,A” kisérlet munkafolyamatainak sematikus abrazolasa

4.2.2. ,,B” Kiserlet — Krioprezervalt embridk vizsgalata

A Kkisérlet soran az embriokat az ,,A” Kkiseérletben alkalmazott protokoll szerinti
hokezelésnek vetettem ala. A hdsokk-kezelést a tovabbi kisérletekben nem alkalmaztam, mivel az
»A” kisérletben a hdsokknak kitett embriok génexpresszids valasza rendkiviil nagy egyedi
variabilitdst mutatott, ami a csoport eredményeinek értelmezhetdségét korlatozta. A tovabbi
kisérletek célja a kontrollalt hokezelés, mint potencialisan alkalmazhat6 eljaras jellemzése volt,
ezért a pozitiv stresszkontrollként szolgald hdsokk-csoportot a tovabbiakban nem vizsgaltam
tovabb. Emellett a hdsokkcsoport bevonasa jelentdsen megndvelte volna a sziikséges moruldk
szamat, és a rendelkezésre 4ll6 embriomennyiség nem tette volna lehetdvé a harom csoport
megfeleld elemszamu vizsgalatat. A blasztociszta stadium elérését kovetéen az embriokat lassu
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fagyasztast alkalmazva krioprezervacionak vetettem ald, melynek soran a Minitube GmbH
(Tiefenbach, Németorszag) kereskedelmi forgalomban elérheté médiumait hasznaltam. A
fagyasztas els6 lépéseként a blasztocisztakat BoviHold médiumban tébbszér mostam at, majd
nyolc percig etilén-glikolt tartalmaz6 BoviFreeze mediumba helyeztem. Az embridkat ezutan
miiszalmatolté pipettor segitségével muszalmakba toltottem a krioprotektans oldattal egyiitt, és —
6,5 °C-ra el6hiitott EFT-3002 embriofagyaszto (Beltron Instruments, Longmont, USA) kamrajaba
helyeztem. Két perc elteltével a jégmagképzodést (seeding) cseppfolyds nitrogénben lehiitott
rézruddal indukaltam. Tiz perc elteltével elinditottam a fagyasztd készuléket; ezt kovetéen a kamra
hémérséklete 0,5 °C/30 masodperc sebességgel —34,3 °C-ra csokkent. Amikor a hGmérséklet elérte
a kivant értéket, az embridkat tiz percen at a kamraban tartottam, majd gyors mozdulattal
cseppfolyds nitrogénbe helyeztem. A 8. abra a kisérletek soran alkalmazott lassu fagyasztasi
folyamat fagyasztasi gorbéjét szemlélteti.

Hémérseklet (°C)

T
0 2 12 20 30 40 50 60 67,6 776

A fagyasztasi program megkezdésétsl szamitott idS (perc)

8. abra. A kisérletekben alkalmazott lassifagyasztasi folyamatot jellemz6 fagyasztasi gorbe

(Sajat szerkesztésii abra a Beltron Instruments gyartoi ajanlasai alapjan)

Az embriokat felolvasztasig cseppfoly0s nitrogénben, —196 °C-on taroltam. A felolvasztés
soran az embridkat tartalmazé miiszalmakat 30 masodpercig 37,8 °C-ra melegitett vizfiirdébe
helyeztem, majd azok tartalmat 35 mm atmérdji Petri-csészékbe Uritettem. Az embriokat tobb
1épcsében, BoviHold médiumban mostuk at annak érdekében, hogy a krioprotektans anyagot
eltdvolitsuk. A blasztocisztakat ezutan olajfedéssel ellatott BO-IVC médiumot tartalmazé
tenyésztéedénybe helyeztem. A tulélési ardnyt a felolvasztast kovetd 24. oOrdban,
sztereomikroszkoppal hatdroztam meg (Marsico et al., 2019). A ,,B” kisérlet soran 6sszesen 846
zigOtat tenyésztettiink; az atlagos osztddasi arany 48% volt. A mélyhiitési vizsgalatokba dsszesen

64 blasztocisztat vontunk be, amelyek koziil 29 a kontroll-, 35 pedig a hékezelt csoportba tartozott.
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2. tablazat. A ,,B” kisérletbe bevont embriok szama

Génexpresszios

Ismétlés Kisérleti csoport Mélyhﬁstzi;trtnzmbriék analizisre gydjtott
embriok szama*

K 7 7

Bl HK 9 7

K 11 8

B2 HK 10 6

K 11 8

B3 HK 16 15

* Az analizisre gy(ijtott embriok szama megegyezik a felolvasztast kovetden életképes embriok
szamaval.

A ,,B” kisérlet munkafolyamatait a 9. dbra szemlélteti.
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9. abra. A ,,B” kisérlet munkafolyamatainak sematikus abrazolasa

4.2.3.,,C” Kkisérlet — Friss és krioprezervalt embridk vizsgalata

A ,,C” kisérletet az ,,A” és ,,B” kisérlet kisérleti elrendezésének egyesitésével valdsitottam
meg, megnovelt elemszammal, a korabbi eredmények megerdsitése céljabol. Harom fliggetlen
bioldgiai ismétlésben Osszesen 1187 zig6tat hasznaltunk fel, amelyek atlagos osztddasi aranya
81,6% volt. Ismétlésenként n = 160, 6sszesen 480 korai morula stadiumua embriot valasztottam ki,
amelyeket egyenld ardnyban osztottam el a kontroll- (K) és a hokezelt (HK) csoportba
(csoportonkent és biologiai ismétlésenként n = 80). A ,,C3” bioldgiai ismétlésben felhasznalt

morula stddiuml embridk a 10. dbran lathatok.
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. . 200 pm

10. &bra. A ,,C3” bioldgiai ismétlésbe bevont morula stadiumi embriok

A hoékezelést a termékenyitést kdveté 116. oraban, az ,,A” kisérletben leirt protokoll
szerint végeztem. Az ,,A” és ,,B” kisérlett6l eltéréen a fejlédési kompetenciat két idépontban
értékeltem: a blasztociszta-aranyt a tenyésztes 7. (D7) és 8. (D8) napjan egyarant meghataroztam.
Génexpresszids analizisre mindkét id6pontban csoportonként n = 15 blasztocisztat gyljtottem,
poolozott mintaként. A 7. napon blasztociszta stadiumot elért embriok egy részét lassu
fagyasztéassal krioprezervaltam a ,,B” kisérletben leirt protokoll szerint; a felolvasztast koveto 24.
ordban a talélt embridkbol csoportonként ugyancsak n = 15 blasztocisztat gytiijtottem
génexpresszios vizsgélatra. Igy a kisérlet négy mintacsoportot eredményezett: friss kontroll (K),
friss hokezelt (HK), krioprezervalt kontroll (KF) és krioprezervalt hdkezelt (HKF). A ,,C” kisérlet
munkafolyamatait a 11. abra szemlélteti.
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11. &bra. A ,,C” kisérlet munkafolyamatainak sematikus abrazolasa

4.2.4. ,,D” Kkisérlet — Prolongélt embridtenyésztés

A hosszU tdvi embridtenyésztés elékészitéséhez az embriok eléallitasara a ,,C” kiserletben
ismertetett protokollt alkalmaztam. Az embriokat az embridtenyesztés hetedik napjan
krioprezervacionak vetettiik ald, majd a cseppfoly0s nitrogénbe helyezést kovetden a korabban
ismertetett protokoll szerint felolvasztottuk. A felolvasztast kovetden az embriokat BO-IVC
tenyésztémédiumba helyeztiikk. Az embridtenyésztés nyolcadik napjan a friss blasztocisztakat,
valamint a krioprezervaciot tulélé embriokat elézetesen ekvilibralt, 10% (v/v) FBS-t tartalmazo,
olajfedéssel ellatott, 30 uL térfogati BO-1VC médiumcseppekbe helyeztem individualisan. Egy
tenyésztoedényben 10 embridt helyeztem el. Az egyes tenyésztdedények kizardlag egy adott
kisérleti csoport (K, HK, KF vagy HKF) embridit tartalmaztak. A tenyésztéedényeket ezt kovetden
elémelegitett, hatkamras inkubatorba helyeztem, ahol a harom alkalmazott tenyésztési
hémérsékletnek megfeleléen (38,5; 39,0 és 39,5 °C) kiilon kamrakban helyeztem el. A
vizsgalatban alkalmazott tenyésztési hémérsékleteket a szakirodalmi adatok (El-Sheikh et al.,
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2013; Lees et al., 2018b; Lopez-Gatius—Hunter, 2020; Vitali et al., 2023) alapjan becsilt méhen
beliili hdmérsékleti viszonyok figyelembevételével hataroztuk meg. A ,,D” kisérletben sszesen
1343 zigdbta tenyésztése sordn 80%-0s atlagos osztodasi aranyt figyeltem meg. A kisérletet harom
ismétlésben végeztem, ismétlésenkent 160, 6sszesen 480 korai morula stadiumd embrid
felhasznalasaval. Az embridkat minden ismétlésben egyenlé aranyban osztottam el a kontroll- €s
a hokezelt csoport kdzott (csoportonként n = 80). A hokezelési, illetve fagyasztasi és felolvasztasi
eljarasokat kovetden a négy kezelési csoportbol Osszesen 344 életképes embriot vontam be a
prolongalt tenyésztésbe. A rendelkezésre allo életképes embriok szamatol fiiggden ismétlésenként
és homérsekletenként valamennyi kezelési csoportbol legfeljebb 10 embriot tenyésztettem, igy
mindharom homérsékleti kamraban a négy csoport embridinak tenyésztése egyidejiileg zajlott. Az
egyes Kisérleti csoportok mintaelemszamait a 3. tablazat foglalja 6ssze. Az embridk tulélését
kétnaponta, a tenyésztés 8. (D8), 10. (D10), 12. (D12) és 14. (D14) napjan, morfoldgiai

kritériumok alapjan, sztereomikroszkoppal értékeltem.

3. tablazat. A Kisérleti csoportok mintaelemszamai ismétlésenként

38,5°C 39,0°C 39,5°C
K | KF | HK [HKF| K | KF | HK |HKF| K | KF | HK |HKF
8 10 9 9 10 7 10 10 10 9 10
10 10 10 10 9 9 8 9 10 9 9 10
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
SUM | 28 30 29 29 28 29 25 29 30 29 28 30

©

win e

A Kkisérleti elrendezést a 12. abra szemlélteti.
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12. &bra. A prolongalt embridtenyésztési kisérlet kezelési csoportjainak elrendezése a 38,5; 39,0

és 39,5 °C-os inkubdacids hdmérsékleteken

4.3. A génexpresszios vizsgalatokhoz torténé mintagyiijtés

Az embriokat a blasztociszta stadium elérését kovetéen az IETS, valamint BO es Mapletoft
(2013) ajanlasa alapjan mindsitettem. Az ,,A” kisérletben a blasztocisztakat Dulbecco-féle
foszfatpufferelt sdoldatban (DPBS) mostam at, majd 100 uL. RNA Aqueous Lysis Buffer Micro
Kitbol (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) szarmazo
lizispuffert tartalmazd Eppendorf-csovekbe gyijtottem. A ,B” kisérletben a blasztocisztak
gyiijtése ugyanezen modszerrel tortént a tulélési arany meghatarozasat kovetéen. A ,,C” kisérlet
soran a génexpresszids vizsgalathoz a tenyésztés 7. és 8. napjan, valamint a felolvasztast kovetd
24. Oraban csoportonként és biologiai ismétléesenként n = 15 blasztociszta stddiumu embrio6t
gyljtottem, amelyeket az RNS-izolalas eldtt poolozva dolgoztam fel. A vizsgalatot harom
fliggetlen biologiai ismétlésben végeztem, mintanként harom technikai parhuzamos reakcioval. A

gytjtott mintakat —70 °C-on taroltam a genexpresszids analizis megkezdéseig.

4.4. Génexpresszio vizsgalata

Az RNS-kivonast RNAqueous™-Micro Total RNA lIsolation Kit AM1931 (Applied
Biosystems™) segitségével végeztiik. Az izolalt RNS mennyiségét NanoDrop (ND-1000, UV-Vis
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével ellendriztiik. A SYBR Green qPCR
esetében a minta koncentracidjanak el kellett érnie a 25 ng/ulL-t, mig az Advanced TagMan gPCR
esetében az 5 ng/uL-t. Az mRNS-markerek elemzéséhez a teljes RNS-b6l cDNS-t allitottunk el

reverz transzkripciés cDNS-szintézis készlet (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével. A valdés idejii polimeraz-
lancreakciohoz (qPCR) a gyart6 utasitasainak megfeleléen SYBR Green PCR-mesterkeveréket
hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A vizsgalatokat Mastercycler® ep
realplex készulékkel (Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag) vegeztik. A gPCR soran hasznalt

primereket a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat. A valos idejii PCR sorén hasznalt primerek

MRNS Forward primer Reverse primer Termékméret
EEF1A1* CCCCAGGACACAGAGACTTC ATTCACCAACACCAGCAGCA 93
RPS15A  TCAGCCCTAGATTTGATGTGC TTCCCTCCTGTATGTTTTCGTC 148
HSP90AA1 CTGGAAGGAGACGACGACAC ACACACTGGAGGGAATGGAG 103
HSPB11 AGAGGAGGCGGAGGACGG GGTGATAGGGCACGAAGCAA 117
HSPA1A GGACCTGCTGTTGCTGGAC TTCGTGGGGATGGTGGAGTT 103
GPX1 GAAAAGTGCGAGGTGAATGG GAGAGCAGTGGCGTCGTC 93
IGF2R GGACTACAGGCATCAGGACG AACACGAAGGGGAACACACA 105
CCNB1 ATACTCCCTCTCCAAGCCCC ATCCGCTCCGTCTTCTGC 122
DNMT3A GAAGGAGCATTTGGGAACAG GTTATTGCGTGAGCCTGGAT 117
PLACS GTTTCACAGCCAGGTTACAGC AGAGCCCCACAGAGACAGAT 104

*referenciagén

Az amplifikaciohoz 7,5 pL SYBR Green PCR master mixet (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), 0,75 uL forward és 0,75 pL reverse primert, 4,5 uL nukleazmentes vizet
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) és 1,5 uL cDNS-t mértlink ki mintanként. A
gPCR-késziilékben beéllitott program egy kezdeti, 10 perces denaturacids lépést tartalmazott 95
°C-on, amelyet 40 ciklus kovetett: 15 masodperc 95 °C-on, 40 masodperc 60 °C-on és 20
masodperc 68 °C-on. Az optikai detektalast 68 °C-on végeztiik.

A kezelt

referenciagént hasznaltunk (Stamperna et al., 2020). Az EEF1A1 referenciagént szakirodalmi

csoportokban az mRNS-markerek expresszidjanak meghatarozasahoz
adatok (Stamperna et al., 2020), valamint a GenEXx szoftver 7.0 verzijaban NormFinder-elemzés
segitségével végzett sajat validacionk alapjan véalasztottuk ki. A csoportok kozotti alacsony
variancia arra utalt, hogy a gént nem befolyasolta szisztematikusan a hoékezelés vagy a
krioprezervacio. A mintdkon ezutan gPCR-t veégeztiink az embrionalis fejlédésre jellemz6 és
hésokkfehérjéket kodolo genek (RPS15A, HSP90AAL, HSPB11, HSPAlA, GPX1, IGF2R,
CCNBL1, DNMT3A, PLACS) expresszios profiljanak elemzésére.

A miRNS-ek expresszidjanak meghatarozasdhoz TagMan Advanced miRNA gPCR
technoldgiat alkalmaztunk. A cDNS-szintézist az Applied Biosystems TagMan Advanced miRNA
cDNA Synthesis Kit (katalogusszam: A28007) felhasznalasaval, a gyartd protokollja szerint
veégeztik. Az alacsony kiindulasi RNS-koncentracio miatt a mintakat higitas nélkil hasznaltuk fel,
areakciohoz megengedett maximalis mintatérfogat (2 L) alkalmazasaval. A cDNS-szintézis négy
egymast kovetd 1épésbdl allt: poli(A)-farok hozzdadésa, adapter-ligacid, reverz transzkripcio
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(RT), valamint miR-Amp preamplifikacio. Valamennyi 1épést a gyarto eléirasainak megfeleléen
hajtottuk végre, beleértve a kiegészit6 ajanlasok (pl. 50%-0s PEG 8000 oldat alkalmazéasa) és az
eloirt reakciotérfogatok betartasat. A higitatlan miR-Amp reakcidtermékeket a valos idejii gPCR-
analizis elvégzéséig —80 °C-on taroltuk. A gPCR-reakcidelegy elkészitéséhez 4 uL nukleazmentes
vizet (katalogusszam: AM9938), 10 uLTagMan™ Fast Advanced Master Mixet (2x) (Applied
Biosystems™, katalogusszam: 4444556), valamint 1 pL TagMan™ Advanced miRNA Assay-t
(20x) (katalégusszam: A25576) mértlink ki. Az egyes komponensek mennyiségét az adott
primerrel vizsgalt mintdk szamanak megfeleléen szamitottuk ki, majd ennek megfeleléen
készitettiik el a primer-specifikus Master Mixeket (Kozomara et al., 2019; Park et al., 2022; Sengar
etal., 2018; Yang et al., 2025). Ezt kovetéen minden Master Mixhez 5 L cDNS-templéatot adtunk,
igy a reakciok végsé cDNS-koncentracidja 0,001-100 ng/reakcié volt. A vizsgalat soran

alkalmazott TagMan™ Advanced miRNA Assay-k felsoroldsat az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat. A vizsgalat soran alkalmazott TagMan™ Advanced miRNA primerek
(katalogusszdm: A25576)

MiRNS Assay azonositd MiRNS-szekvencia
hsa-miR-92a-3p* A77827_mir UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
hsa-miR-191-5p 477952_mir CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
hsa-miR-320a-3p 478594 _mir AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA
hsa-miR-372-3p 478071_mir AAAGUGCUGCGACAUUUGAGCGU
hsa-miR-378a-3p 478349 _mir ACUGGACUUGGAGUCAGAAGGC
hsa-miR-138-5p 477905 _mir AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG

* referencia-miRNS

Minden assay esetében negativ kontrollreakciot is futtattunk. Minden mintat harom
technikai parhuzamban (tripletben) vizsgaltunk az egyes célzott miRNS-ek expresszidjanak
meghatarozasa érdekében. A miR-92a-3p-t endogén referencia-miRNS-ként (belsé kontrollként)
alkalmaztuk a génexpresszios adatok normalizalasahoz.

A génexpresszios analizis munkafolyamatait a 13. abra szemlélteti.

]
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13. abra. A génexpresszios vizsgalat munkafolyamatainak sematikus abrazolasa
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4.5. Apoptozis- és nekrézisfestes

Az embridk apoptdzis- és nekrozisfestését kereskedelmi forgalomban elérheté FITC—Annexin V
Apoptosis and Necrosis Detection Kit (PromoKine, Heidelberg, Németorszag; PK-CA707-30018)
alkalmazasaval végeztik. Az 1x kotopuffert 100 pL 5x kotépuffer és 400 pL steril,
embriominéségli viz elegyitésével készitettiik el. A festéoldat 100 uL 1x koétépufferbol, 5 L
FITC-Annexin V-bél, 5 pL Ethidium Homodimer III-bol és 5 uL. Hoechst 33342-bdl allt. A
keveréket dvatosan homogenizaltuk, majd aluminiumfélidval letakarva fényt6l védve tartottuk. Az
embriokat 50 pL festdoldatot tartalmazo cseppekben, szobahdmérsékleten, sotétben 15 percig
inkubaltuk. Az inkubacidt kovetéen a mintakat 200 ulL 1x kotépuffer hozzaadasaval mostuk at. A
Hoechst 33342-t a sejtmagok jeldlésére, a FITC-Annexin V-t az apoptdzis soran bekovetkezd
foszfatidil-szerin  externalizcié kimutatdsdra, mig az Ethidium Homodimer Ill-at a
membrénintegritasukat elvesztett nekrotikus sejtek azonositasara alkalmaztuk. A fluoreszcens
képalkotast ImageXpress® Pico Automated Cell Imaging System (Sunnyvale, Kalifornia, USA)
késziilékkel végeztik DAPI/Hoechst, FITC és Texas Red sziirék alkalmazéasaval. Az apoptdzis-
és nekrozisfestés soran 16 kontroll- és 17 hokezelt embridt vizsgaltunk.

4.6. Immunfestés

Az immunfestés megkezdése el6tt az embridkat szobahémérsékleten 1 percig 0,1%
szarvasmarha-szérumalbumint (BSA) tartalmaz6 1 x PBS-oldatban mostam, majd 4%
paraformaldehidet és 0,1% BSA-t tartalmaz6 fixaldoldatban 10 percig fixaltam. A fixalast
kovetéen az embriokat 0,01% BSA-t tartalmaz6 PBS-oldatban mostam at, majd a tovabbi
feldolgozésig 4 °C-on, fényt6l védve taroltam. A permeabilizalast és a nem specifikus kot6helyek
blokkolasat blokkoldoldatban, szobahdmérsékleten 40 percig végeztiik. Ezt kovetden az embridkat
0,1% BSA-t tartalmazd PBS-oldatban higitott elsddleges antitestekkel inkubaltuk sotét
kdrnyezetben, egy éjszakan at 4 °C-on. Az alkalmazott elsédleges antitestek a nytl monoklonalis
anti-CDX2 (1:100; Abcam, ab76541) és a nyul monoklonalis anti-OCT4 (1:100; Abcam,
ab181557) voltak. Harom, 0,01% BSA-t tartalmazd PBS-oldattal végzett mosasi 1épést koveten
az embriokat kecske eredetii, Abberior STAR RED fluoroforral konjugalt anti-nyul masodlagos
antitesttel (1:200; Abberior/Unicam) inkubaltuk 1 oran at, 37 °C-on, sotét kornyezetben. A
sejtmagok ellenfestéset TO-PRO-3 jodiddal (1:500; Thermo Fisher Scientific) végeztiik 15 percig
szobahdmérsékleten. Tovabbi mosasi 1épéseket kdvetden az embriokat antifade bedgyazo kozegbe
(Abberior Mount Liquid Antifade, Unicam) helyeztiik, fedélemezzel lefedtiik, majd a konfokalis
mikroszkopos vizsgalatig 4 °C-on, fényt6l védve taroltuk. A mintak vizsgalatat konfokalis
lézerpasztazd mikroszkoppal (TCS SP8, Leica Microsystems IR GmbH, Wetzlar, Hessen,
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Németorszag) végeztik. Az immunfluoreszcens festés soran 15 kontroll- és 13 hékezelt embriot

vizsgaltunk.

4.7. Statisztikai értékelés

Az egyes kezelések hatdsanak vizsgalatara altalanositott lineéris vegyes modellt
(Generalized Linear Mixed Model, GLMM) alkalmaztunk binomilis hibaszerkezettel és logit
kapcsolati figgvénnyel. A modellek illesztése maximum-likelihood becsléssel, Laplace-kozelités
alkalmazéasaval tortént az R statisztikai kornyezet (4.6.0 verzid) Ime4 csomagjanak glmer()
flggvenyével. A blasztociszta-aranyok elemzése soran a kezelést fix hatasként, mig az ismétlést
és a tenyésztocseppet véletlen hatasként vettik figyelembe annak érdekében, hogy kezeljiuk az
azonos tenyésztési cseppben fejlodé embridk, valamint a kiillonbozdé kisérleti ismétlésekbol
szarmaz6 mintak kozotti fliggdséget. Az embriok felolvasztés uténi talélésének elemzése soran a
kezelés fix hatasként, mig az ismétlés véletlen hatasként szerepelt a modellben. Az egyes kezelési
csoportok kozotti paronkeénti dsszehasonlitdsokat Tukey-korrekcidval végeztik az R multcomp
csomagjanak glht() fliggvényével.

A prolongalt tenyésztées sordn az embriok tulélését altalanositott lineéaris vegyes
modellekkel elemeztem binomidlis eloszlas és logit kapcsol6fuggvény alkalmazésaval az R
statisztikai kornyezetben (R 4.5.0 verzid), az Ime4 csomag glmer() flggvenyével. Mivel
ugyanazon embridk tulélését tobb idopontban kdvettem nyomon (D8, D10, D12 és D14), az els6
elemzés célja a prolongalt tenyésztés alatti tulélés altalanos értékelése volt. A D8 idépont kizarolag
a tulélési gorbék kiindulasi pontjaként szolgalt, azonban a GLMM elemzésbdl kizartam, mivel
ezen a napon valamennyi embrio életben volt, ami a binomialis modellben teljes szeparaciot
(complete separation) eredményezett volna. Ezért a f6 modell kizardlag a D10, D12 és D14
idépontokat tartalmazta. Ebben a modellben a tenyésztési hdmérséklet (38,5 °C; 39,0 °C és 39,5
°C), a hékezelés, a krioprezervacio €s a tenyésztési nap fix hatasként, mig a biologiai ismétlés
random hatasként szerepelt. A modell segitségével meghataroztam, hogy a prolongalt tenyésztés
sorén a tulélési aranyt befolyasolta-e a tenyésztési hdmérséklet, a hokezelés, a krioprezervacio
vagy a tenyésztés idOtartama. Mivel a vizsgalat elsddleges bioldgiai kérdése az volt, hogy a
hokezelés javitja-e az embriok talélését magasabb tenyésztési homérsekleten, illetve
krioprezervaciot kovetden, ezt egy masodik, célzott elemzésben értekeltem, melynek soran a D10,
D12 ¢és D14 idépontokat kiilon-kilon elemeztem. Minden iddpontra kiilon GLMM modellt
illesztettem, amelyben a tenyésztési homérséklet, a hokezelés, a krioprezervacio, valamint ezek
valamennyi két- és haromutas interakcidja fix hatasként szerepelt, mig a biologiai ismétlés random

hatasként kerullt a modellbe. A modellek szignifikancidjat Ill. tipusd Wald-féle khi-negyzet-
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prébaval vizsgaltam a car csomag Anova() flggvényevel. A kontroll és hékezelt embriok tulélési
valoszintiségeit minden hémérséklet—krioprezervacié kombinacioban becsult marginalis atlagok
(estimated marginal means) segitségével hataroztam meg az emmeans csomag alkalmazésaval. A
paronkénti dsszehasonlitdsokat Holm-korrekcioval modositottam a tébbszoros dsszehasonlitashbol
adodo hibak csokkentése érdekében. Az eredményeket becsiilt talélési valdsziniiségként
(estimated survival probability), esélyhanyadosként (odds ratio), valamint 95%-0s
konfidenciaintervallummal adtam meg. A szignifikancia hatarat p < 0,05 értékben allapitottam
meg.

Az embridk prolongalt tenyésztés alatti talélésének szemléltetesére a D8, D10, D12 és D14
tenyésztési napokon meghatarozott talélési aranyokat grafikus formaban is abrazoltam. A D8
id6pont szolgalt a tenyésztés kiindulasi idGpontjaként, ezért a kés6bbi tulélési aranyokat a
tenyesztés 8. napjan életben 1évé embriokhoz viszonyitva szamitottam. A tulélési aranyokat
minden tenyésztési hdmérséklet (38,5 °C; 39,0 °C és 39,5 °C), valamint minden kezelési csoport
(K, HK, KF és HKF) esetében kilon hatdroztam meg az adott iddpontban életben maradt embriok
szamanak és a D8 idépontban életben 1év6 embridk szdmanak hanyadosaként, szazalékos
formaban. Az abrékat az R statisztikai kornyezetben a ggplot2 csomag segitségével készitettem.
A tenyésztési homérsékleteket kiilon panelek (facet), mig a kezelési csoportokat eltérd szinii
vonalak és pontok jeldltek. A grafikonok a prolongalt tenyésztés soran bekovetkezd tulélési
aranyok id6beli valtozasat szemléltetik. A tenyésztés soran elpusztult embridkat a késébbi
idépontokban is elpusztultként vettiik figyelembe, igy egy embrid a tenyésztés soran elvesztett
életképességét nem nyerhette vissza.

Az RT-gPCR eredményeinek feldolgozésat az Eppendorf RealPlex szoftverrel vegeztik.
A kapott adatokat ezt kovetéen a MultiD GenEx qPCR Data Analysis szoftver (7.0 verzio;
http://www.multid.se) segitségével elemeztiik. A gPCR-adatok normalizalasahoz legalkalmasabb
referenciagének kivalasztasat a GenEx szoftverbe (7.0 verzio) integralt NormFinder algoritmus
segitségével végeztik. Az elemzés alapjan az EEF1A1 gent és a miR-92a-3p miRNS-t valasztottuk
belsé kontrollnak. Az ,,A” és ,,B” kisérletben az expresszids kiilonbségeket a kontrollcsoporthoz
viszonyitott fold change (2"AACt) értékeken, Student-féle t-probaval értékeltiik, 6sszhangban a
Nagy et al. (2026) kozleményben alkalmazott eljarassal. A ,,C” kisérletben az elemzést a
referenciagénre normalizalt ACt-értékeken végeztik egyszempontos varianciaanalizissel, majd
Student-fele t-probaval, mivel a ACt-értékek eloszlasa a fold change-értékeknél kevéshé ferde; az
eredmeényeket a szemléltetés érdekében 2-ACt forméban, atlag £+ SEM alakban kozoljik.
Mindharom kisérletben az RNS-t csoportonként és ismétlésenként poolozva izolaltuk, ezért az
elemzés biologiai egysége a kisérleti ismétlés (n = 3), nem az egyedi embrid; a mintanként futtatott
harom reakcio technikai parhuzamos. A p < 0,05 értéket statisztikailag szignifikansnak tekintettik.
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Az 6nszervez6do térképen (Self-organizing Map, SOM) alapul6 hierarchikus klaszterezési
eljarast az expresszios mintazatok kozotti kilonbségek és a mintadk kozotti hasonlésagok
szemléltetésére alkalmaztuk. A SOM lehet6vé tette a mintak eldre meghatarozott szdmu csoportba
torténd rendezését az expresszidos hasonlosagok alapjan. A SOM algoritmus a tébbdimenzids
MRNS- és miRNS-expresszios adatokat kétdimenzios térbe vetitette, amelynek eredményeként a
hasonl6 expresszids profillal rendelkezé mintadk egymashoz kozelebb, mig az eltérd expresszios
mintézatot mutaté minték tavolabb helyezkedtek el. Ennek megfeleléen az abrak értelmezése

soran a legfontosabb informaciot a mintak egymashoz viszonyitott elhelyezkedése adta.

A disszertacio egyes részei a szerz korabban megjelent tudomanyos kozleményének
felhasznalasaval késziiltek. Az Anyag és modszer fejezet egyes részei, az ,,A” és ,,B” kisérlet
eredményeit, az apoptoOzis-, nekrdzis- és immunfestési vizsgalatok eredményeit, valamint a

diszkusszio egyes részeit a kovetkez6 kozleményben reszben kozoltiik: Nagy et al., 2026.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Szamos irodalmi adat igazolja, hogy a génexpresszios mintazatok érzékenyen reagalnak az
embrio fejlodési stadiumara (Jiang et al., 2014; Jiang, 2025; Kues et al., 2008; Wei et al., 2017).
Mivel az embrionalis fejlédés egy dinamikus folyamat, nehéz egyértelmiien elkiiloniteni a
kezelések altal kivaltott valtozasokat a fejlédési stadiumbol eredd kiilonbségektdl. Vizsgalatunk
sorén ezért biztositottuk, hogy a mérések minden esetben blasztociszta stddiumi embridkon
torténjenek, és az egyes kezelések génexpresszids szintjeit minden Kisérleti ismétlésben a
megfeleld kontrollcsoport értékeihez viszonyitva értékeltiik. A kontroll- és hokezelt csoportokat
minden ismétlésen belll hasonlitottuk dssze, mivel a kiilonb6z6 kisérleti ismétlések kontroll
embridinak génexpresszios profiljai is eltéréseket mutattak, amelyek feltehetéen a donor tehenek

eltér6 kornyezeti hatasaibol és az egyedi biologiai kiilonbségekbdl adodhattak.

5.1. Blasztociszta és tulélési aranyok elemzése
5.1.1. ,,A” Kisérlet

Az egyes ismétlésekben meghatarozott blasztociszta-aranyokat a 6. tablazat szemlélteti.

6. tAblazat. Blasztociszta-aranyok alakuldsa az egyes ismétlések soran

rs Kisérleti Blasztocisztak Blasztocisztak
Ismétlés . 8

csoport szama aranya (%)

K 10 50,0 + 25,8

Al HK 10 50,0 £ 20,0
HS 7 35,0+ 10,0

K 25 62,5+ 32,8

A2 HK 29 72,5+ 18,3
HS 27 67,5+ 26,0

K 12 40,0 £ 28,3

A3 HK 16 53,3 + 16,4
HS 12 40,0+ 21,9

*+: az egyes biologiai ismétléseken bellil a tenyésztési cseppek kozotti szoras

Az ,,A” kisérlet masodik bioldgiai ismétlése (A2) sordn a blasztociszta stadiumig fejlodott

embridkat a 14. abra szemlélteti.

56



14. dbra. Az ,,A2” bioldgiai ismétlés soran a blasztociszta stadiumot elért embridk

A hérom biol6giai ismétlés atlagos blasztociszta-aranyait a 15. dbra szemlélteti.
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15. &bra. Az ,,A” kisérlet atlagos blasztociszta-aranyai

A csoportok kozotti paronkénti  6sszehasonlitasok alapjan a blasztociszta-aranyok
tekintetében egyik kezelési csoportpar kdzott sem volt kimutathatd statisztikailag igazolhatd
kulonbség (K-HK: p = 0,464, K-HS: p = 0,988, HK-HS: p = 0,381). A modell altal becsult

blasztociszta képz6dési valoszintiségek 50,3% (kontroll), 59,9% (HK) és 49,2% (HS) voltak.
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5.1.2. ,,B” Kkisérlet

A felolvasztas utani tulélési aranyok mind a kontroll-, mind a hékezelt csoportban az egyes

Kisérleti ismétlések kozott eltérést mutattak. A felolvasztds utani tulélési ardnyokat a 7. tablazat

foglalja Ossze.

7. tablazat. Tulélési aranyok alakuldsa az egyes ismétlések soran

Tuléloé
Ismétlés Kisérleti csoport blasztocisztak Tulélési arany (%)

szdma

K 7 100

Bl HK 7 75

K 8 73

B2 HK 6 60

K 8 73

B3 HK 15 95

A ,,B3” bioldgiai ismétlés soran analizisre gyiijtott embridkat a 16. abra szemlélteti 24 éraval a

felolvasztast kovetHen.
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16. &bra. A ,,B3” bioldgiai ismétlés kontroll- és hékezelt embridi 24 6raval a felolvasztast

kovetden

A kontrollcsoportban a felolvasztas utani tulélési arany 73% és 100% kozott, mig a
hoékezelt csoportban 60% és 95% kozott valtozott az egyes bioldgiai ismétlések soran. A hdrom

ismétlés alapjan szamitott atlagos tulélési aranyokat a 17. abra szemlélteti.
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® BK (n=29) ® B-HK (n=35)

17. &bra. A felolvasztott embridk atlagos tulélési aranyai a ,,B” kisérlet soran

A kezelés nem gyakorolt statisztikailag igazolhat6 hatast a felolvasztéas utéani talélésre (p =
0,957). A modell alapjan becsiilt talélési valoszinliség a kontrollcsoportban 79,3% (23/29), a
hékezelt csoportban pedig 80,0% (28/35) volt. A Kisérletek kozoétti variabilitds alacsonynak
bizonyult (SD =0,16).

5.1.3.,,C” Kisérlet

Az egyes ismétlésekben meghatarozott blasztociszta-aranyokat a 8. tablazat szemlélteti.

8. tablazat. Blasztociszta-aranyok alakulasa az egyes ismétlések soran

Ismétlés Kisérleti Kisérleti Blasztocisztak Blasztociszta-

nap csoport szama (db) arany (%)

o , K 49 613+ 275
HK 54 67.5+ 306

K 57 713227

C2 ! HK 58 725+ 17.9
K 58 725+ 196

C3 ! HK 54 6754+ 157
K 53 66.3 £ 26.6

Ci 8 HK 61 76.3+ 229
K 69 86.3 + 13.0

C2 8 HK 69 86,3+ 137
K 68 840+ 138

C3 8 HK 59 738 16.2

A ,C3” Kkisérlet soran analizisre gyljtott embriokat a 18. abra szemlélteti. Az
embridtenyesztés 7. és 8. napjan egyarant elére meghatarozott szamu (n = 15) blasztociszta

stddiumot elért embridt gytjtottem a génexpresszids analizis elvégzéséhez.
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C3-HK D7

200 um 200 pm

C3-HK D8

200 um 200 pm

18. abra. A ,,C3” kisérlet analizisre gy{ijtott kontroll- és hokezelt embridi

A harom ismétlés alapjan szamitott atlagos blasztociszta-aranyokat az embridtenyésztés 7.

és 8. napjan a 19. abra szemlélteti.

a 10 b 100
90 90
— 80 — 80
& &
E 70 g 70
= =
g @ g @
E 50 E 50
& b
Qo 40 8 a0
% 30 I~ 30
< g
@ 5 @ . @ 0 — e
10 10
0 0
O C-K (n=240) W C-HK (n=240) O C-K (n=240) M C-HK(n=240)

19. dbra. A ,,C” kisérlet atlagos blasztociszta-aranyai a tenyésztes (a) 7. és (b) 8. napjan

A ,,C” kisérlet soran megallapitott talélési aranyokat a 9. tdblazat mutatja be. Az analizisre

gyljtott mélyhiitott embriokat a 20. dbra szemlélteti 24 oraval a felolvasztast kovetden.
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9. tablazat. Tuléleési aranyok alakuldsa az egyes ismétlések soran

Tulélé
Ismétlés Kisérleti csoport blasztocisztak Tulélési arany (%)
szdma
K 19 95
cl HK 19 95
K 23 100
2 HK 24 100
K 25 100
3 HK 23 92
C3-K C3-HK
AN~ 6@
“é /} ‘\ g \fi\ @ R ‘ s
g PR (N Vet G
:‘m{ . \& ')xg'!f A @@
S g ) (s \} =
= e ) &N «;
y S Car & / - ‘,
e W ivk_ﬂ ()
200 um \ = 200 um

20. abra. A ,,C3” kisérlet kontroll- és hdkezelt embridi 24 Oraval a felolvasztast kovetden

A harom ismétlés alapjan szamitott atlagos talélési aranyokat a 21. abra szemlélteti.

TULELESI ARANY (%)

100

98 X

96

94

92

90

88

a6

84

82

80

O CK (n=68)

B C-HK (n=69)

21. dbra. A felolvasztott embriok atlagos tlélési aranyai a ,,C” kisérlet soran

Az altalanositott linearis vegyes modell elemzése alapjan a hékezelés nem gyakorolt

szignifikans hatast az embridk fejlodésére. A blasztociszta-arany a kontroll- és a hékezelt csoport
kdzOott sem a tenyésztés 7. napjan (68,3%, 164/240 és 69,2%, 166/240; p = 0,844), sem annak 8.

napjan (79,2%, 190/240 és 78,8%, 189/240; p =

0,910) nem kulénbozott szignifikansan.
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Hasonloképpen, a felolvasztast kovetd talélési aranyban sem volt kimutathatd szignifikéns

kiloénbség a kontroll- (98,5%, 67/68) és a hokezelt csoport (95,7%, 66/69) kdzott (p = 0,340).

5.1.4.,,D” Kkisérlet

Az embriotenyésztés 8. napjan, amely megegyezett a fagyasztott embriok felolvasztasat
kovetd 24 oras tenyésztési idovel, a friss és a felolvasztott csoportokbol egyarant kivalasztottam

az életképes blasztocisztakat, amelyeket ezt kovetden prolongalt tenyésztésnek vetettem al.

A hosszl tdvi embridtenyésztés soran megfigyelheté morfologiai valtozasokat a 22. és 23.

abra szemlélteti.

D1-K 38.5°C D8 D1-K 38.5°C D10

200 um 200 pm-

D1-K 38.5 °C D12 D1-K38.5°C D14

£

200 um \"_‘/ . 200 ym

22. &bra. In vitro eléallitott szarvasmarha blasztociszta morfoldgiai valtozasai prolongalt

tenyésztés soran a 38,5 °C-on tenyésztett kontrollcsoportban (K) (D8-D14)
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D2-HKF 39.5 °C D8

D2-HKF 39.5 °C D10

200 pm 200 um

D2-HKF 39.5 °C D12 D2-HKF 39.5 °C D14

200 um 200 um

23. &bra. In vitro eléallitott szarvasmarha blasztociszta morfologiai valtozasai prolongalt

tenyésztés soran a 39,5 °C-on tenyésztett hokezelt és krioprezervalt (HKF) csoportban (D8-D14)

A tenyésztés soran az embriok tulélési aranya valamennyi kezelési csoportban fokozatosan
csokkent a tenyésztési id6 eldrehaladtaval (24. abra), mikdzben egyre nagyobb aranyban fordultak

elé morfoldgiai rendellenességeket mutatd, valamint 6sszeesett blasztocisztak (25. abra).
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-4 HK
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24. abra. Az embriok talélési aranyanak alakulasa prolongélt tenyésztés soran a kiilonb6z6

tenyésztési homérsékleteken és kezelési csoportokban. Az dbra a DS, D10, D12 és D14

1dépontokban meghatarozott tulélési aranyokat mutatja a kontroll (K), hokezelt (HK),

krioprezervalt kontroll (KF) és krioprezervalt hokezelt (HKF) csoportokban, kilén a 38,5; 39,0

és 39,5 °C-os tenyésztési hdmérsékleteken.

D2-K 38.5°C D14

™

200 um

D3-HKF395°CD14 . -~ ‘e

= 200 pm

25. abra. Abnormalis morfol6giaju és 6sszeesett blasztociszta a tenyésztés 14. napjan

Mivel a 8. tenyésztési napon valamennyi vizsgalt embrid €letben volt, ez az idépont

kizarolag a tulélési gorbék kiindulasi pontjaként szolgalt, és a statisztikai elemzésbol kizartam. A

D10-D14 id6szak egyiittes értékelésére alkalmazott altalanositott linearis vegyes modell (GLMM)

alapjan a tenyésztési nap szignifikans hatast gyakorolt az embridk talélésére (p < 0,001), igazolva,

hogy a hosszU tavu tenyésztés soran az embriok életképessége az id6 elérehaladtaval folyamatosan
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csokkent. Ezzel szemben sem a tenyésztési hdmérséklet (p = 0,134), sem a hdokezelés (p = 0,631),
sem a krioprezervécio (p = 0,319) nem gyakorolt szignifikans f6hatast a talélésre. A hokezelés és
a krioprezervacio kozotti interakcio szintén nem bizonyult szignifikdnsnak (p = 0,961). A tulélési
gorbéket bemutato abra alapjan valamennyi kezelési csoportban hasonlé csokkend tendencia volt
megfigyelhetd, és egyik kezelés sem eredményezett tartos talélési elényt a prolongalt tenyésztés
soran.

Tekintettel arra, hogy a vizsgalat els6dleges célja annak meghatarozasa volt, hogy a
hoékezelés javitja-e az embridk tulélését emelt tenyésztési homérsékleten, illetve krioprezervaciot
kovetéen, a D10, D12 és D14 tenyésztési napokat kiilon-kilon is elemeztiik faktorialis GLMM
alkalmazéasaval. A tenyésztési homérséklet és a hoékezelés kozotti interakcido egyik vizsgalt
idépontban sem volt szignifikans (D10: p = 0,710; D12: p = 0,924; D14: p = 0,495), ami arra utal,
hogy a hékezelés hatdsa nem fiiggott a tenyésztési hdmérséklettdl. Hasonloképpen, a hdkezelés és
a krioprezervacié kozotti interakcio sem bizonyult szignifikansnak (D10: p = 0,889; D12: p =
0,786; D14: p = 0,472), igy a hokezelés nem javitotta szignifikdnsan a krioprezervalt embridk
tulélését. A tenyésztési homérséklet, a hokezelés és a krioprezervacié haromutas interakcidja
szintén nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét egyik tenyésztési napon sem (D10: p =
0,563; D12: p = 0,762; D14: p =0,270), ami arra utal, hogy a hékezelés hatasa egyidejiileg sem a
tenyésztési hémérséklettdl, sem a krioprezervaciotol nem fiiggott. A Holm-korrekcidval végzett
paronkénti 6sszehasonlitasok egyik esetben sem mutattak szignifikans kilonbséget a hokezelt és
a nem hdkezelt csoportok kézott (D10: p = 0,516-0,725; D12: p = 0,405-1,000; D14: p = 0,370-
0,702).

Osszességében a hossz( tavi tenyésztés soran végzett statisztikai elemzések nem
szolgaltattak bizonyitékot arra, hogy a h6kezelés szignifikansan javitana az embriok tulélését sem

emelt tenyésztési hdmérsékleten, sem krioprezervaciot kdvetden.

5.2. Génexpresszios mintazatok analizise
5.2.1. ,,A” Kkisérlet

Az ,,A” kisérlet (A_K, A_HK és A_HS) sordn meghatéroztuk szamos, az embrionalis
fejlodés szempontjabol kulcsfontossagu, valamint a hdstresszhez kapcsolddd gén expresszios
szintjét. A vizsgalt gének relativ expresszios szintjeit a két kezelt csoportban (HK: hékezelt; HS:
hésokk), a kontrollcsoporthoz viszonyitva a 26a. és 26b. abra mutatja be. Az expresszids értékeket
az EEF1A1 referenciagénhez normalizaltuk, ahol a kontrollcsoport értéke 1. A 26¢. és 26d. abrak
a HSP90AAL és a HSPB11l gének hokezelésre, illetve hésokkra adott expresszids valaszat
szemléltetik. Mindkét esetben a hékezelés a HSP90AAL (p = 0,021) és a HSPB11 (p = 0,032)
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expresszios szintjének szignifikans csokkenését eredményezte. Az embridk hdstresszre adott
génexpresszios valasza jelentds egyedi variabilitast mutatott, amelynek kovetkeztében a vizsgalt

csoportokban a szorés magas Vvolt.

a O©RPS15A ®@HSPO0AA1 BHSPE11 ®HSPA1A = GPX1 b oRPSi15A ®HSPI0AAT BHSPB11 mHSPATA = GPX1
= |GF2R = CCNBE1 = DNMT3A ®=PLACS = |GF2R = CCNBE1 =DNMT3A =PLACS

FOLD CHANGE

[ra x|

Tl -1 | =l Elﬂ H
A-HS |

A-HK

c B HSPY0AAT d HSPB11

R . LIS

U = -

FOLD CHANGE

HE B -

A-K A-HK A-HS \ A-K A-HK A-HS

26. abra. (a) A vizsgalt gének relativ expresszios szintjei a hékezelt csoportban; (b) a vizsgalt
gének relativ expresszios szintjei a hésokk-kezelt csoportban; (c) a HSP90AA1L gén relativ
expresszids szintje (p = 0,021); (d) a HSPB11 gén relativ expresszids szintje (p = 0,032).

Az ,,A” kisérletbdl szdrmazd mintakban tobb miRNS expresszios szintjét is meghataroztuk.
A 27. dbra a miR-191-5p, a miR-372-3p, a miR-378a-3p, a miR-138-5p és a miR-320a-3p relativ
expresszids szintjeit mutatja be a kezelt csoportokban a kontrollcsoporthoz viszonyitva. Az
expresszids értékeket a miR-92a-3p referencia-miRNS-hez normalizaltuk, a kontrollcsoport
értékét 1-nek tekintve.
A vizsgalt miRNS-ek kozul a miR-191-5p expresszios szintje mind a hékezelt (p < 0,001), mind
a hoOsokknak kitett csoportban (p < 0,001) szignifikdnsan csokkent a kontrollcsoporthoz
viszonyitva (27a. abra). Ezzel szemben a miR-378a-3p (p = 0,013) (27d. abra) és a miR-138-5p (p
= 0,014) (27e. abra) esetében szignifikans expressziocsokkenés kizarolag a hokezelésnek kitett

csoportban volt megfigyelhetd.
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27. abra. A vizsgalt miRNS-ek relativ expresszios szintjei. (a) A miR-191-5p relativ expresszios
szintje; (b) a miR-320a-3p relativ expresszios szintje; (c) a miR-372-3p relativ expresszids
szintje; (d) a miR-378a-3p relativ expresszios szintje; (e) a miR-138-5p relativ expresszios

szintje.

Az eredmények éertékelésének kiegészitéseként Kohonen-féle onszervez6dé térképet (Self-
Organizing Map, SOM) alkalmaztunk a hasonld expressziés mintazatot mutaté mintak
Klasztereinek azonositasara, az expresszidés hasonldsagok feltarasat szolgald vizualizacios
modszerként. A 28. abran lathatd, hogy a kontrollmintdk minden esetben egy csoportba
rendezddtek. Az ,,A” kisérletben a 28a. dbran bemutatott markerek expresszidjaban a kezelések

hatasara bekovetkezett valtozasok kimutathatok voltak, azonban a hdkezelés hatasa az egyedi
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biologiai valaszok miatt nem kiiloniilt el egyértelmiien. A 28b. &brdn bemutatott miRNS-
expresszids mintazatok esetében a kontrollmintak egymashoz viszonylag kdzel helyezkedtek el,
mig a hdkezelt mintdk nagyobb variabilitdst mutattak. Az A3 HK minta a kontrollmintdkhoz
kozelebb helyezkedett el, mig az A1 HK és A2 HK mintak azoktol elkiiloniiltek. A hokezelt
mintak ugyanakkor egymastol is eltérd poziciot foglaltak el, ezért a hékezeléshez kapcsolddd
egységes klaszterez6dési mintazat nem volt megfigyelhet6. A HS csoport adatait a statisztikai
elemzés sorén figyelembe vettilk, eredményeit azonban a bioldgiai ismétlések kdzotti nagyfoku
variabilitds miatt nem jelenitettiik meg az dbran, mivel a csoportatlag nem tiikrozte megfeleléen

az egyedi mintak eredményeit.

a b
22 N
o B g
L3
L
. .
L -m
®
0 0

28. dbra. Kohonen-féle klaszterezés a kezelési csoportok mRNS- (a) és miRNS- (b) expresszids

profiljai alapjan. A kontrollcsoportokat kék, a hékezelt csoportokat zold szinnel jel6ltik.

5.2.2.,,B” Kkisérlet

A ,,B” kisérletben (B_K, B_HK) kizarolag hékezelést alkalmaztunk, mivel a hésokknak
Kitett csoport nagyfokl variabilitast mutatott a biologiai ismétlések kozott. A vizsgalt gének relativ
expresszids szintjeit a 29. abra mutatja be. Az expresszios értekeket az EEF1A1 referenciagénhez
normalizéltuk, a kontrollcsoport értekét 1-nek tekintve. A 29a. &bra alapjan a HSP90AAL gén
expresszios szintje hokezelés hatasara szignifikansan csokkent (p = 0,046), mig a tobbi vizsgalt
marker expresszidja a kontrollcsoportéhoz hasonlé maradt. A HSP90AAL expresszidjanak
csokkenése ezen kisérleti koriilmények kozott is szignifikans volt (29b. abra), mig a HSPB11 géen
az ,,A” kisérlethez hasonl6 csokkend tendenciat mutatott, azonban a jelentds egyedi variabilitas

miatt ez a kiilénbség nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét (p = 0,089) (29c. abra).
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29. &bra. (a) A vizsgalt gének relativ expresszids szintjei; (b) a HSP90AAL gén relativ
expresszids szintje; (c) a HSPB11 gén relativ expresszios szintje az embriok felolvasztasat

kovetden

A Kkisérletben a miRNS-expresszios profilok nagy variabilitast mutattak, még a hokezelt
csoporton belll is, ami Osszefligghetett a krioprezervacidval. Ennek kovetkeztében a mintak
kozotti szorasértékek is jelentésen megnovekedtek. Az expresszids szinteket a miR-92a-3p
referencia-miRNS-hez normalizaltuk, a kontrollcsoport értéke 1 volt. A vizsgalt miRNS-ek kozil
kizar6lag a miR-378a-3p expresszidja volt szignifikansan magasabb a hékezelt csoportban a
kontrollcsoporthoz viszonyitva (30d. &bra; p = 0,03). Az ,,A” kisérletben szignifikans valtozast
mutato tovabbi miRNS-ek expresszidja a ,,B” kisérletben nem kiilonb6zott szignifikansan a két

csoport kozott (30a., b., c., e. abra).
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30. &bra. A vizsgalt miRNS-¢k relativ expresszios szintjei a ,,B” kisérletben. (a) miR-191-5p;
(b) miR-320a-3p; (c) miR-372-3p; (d) miR-378a-3p; (¢) miR-138-5p relativ expresszids szintje.

Az ,A” kisérlethez hasonloan a ,B” kisérlet soran is elvégeztik a Kohonen-féle
klaszterezést. A kontrollcsoportokbdl szarmazd mintak mindkét markerkészlet esetében egy
csoportba rendezddtek, amint az a 31. abran lathatd. A kezelt csoportok kdzott mindkét esetben
eléfordult egy olyan csoport, amelyben a hdkezelés hatdsa nem volt egyértelmiien kimutathato. A
génmarkerek esetében ez a B2_HK csoport volt (31a. abra), mig a miRNS-ek esetében a B1_HK
csoport (31b. abra) mutatott a kontrollmintakhoz hasonld expressziés mintazatot. A tébbi kezelt

csoportban azonban a hokezelés hatdsa egyértelmiien megfigyelhetd volt.
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31. &bra. A ,,B” kisérlet két kezelési csoportjanak Kohonen-féle klaszterezése az mRNS- (a) és
MIRNS- (b) expressziods profilok alapjan. A kontrollcsoportokat kék, a hokezelt csoportokat zold

szin jeloli.

Az ,A” és ,B” kisérlet hokezelt (HK) csoportjaiban mért HSP9OAALl- és HSPB11-
expresszids szintek 6sszehasonlitdsa soran megfigyeltik, hogy a krioprezervaciot kovetéen
mindkét marker expresszioja emelkedett. Ez az emelkedés az ,,A” kisérlethez viszonyitva mind a
HSP90AAL (p = 0,01), mind a HSPB11 (p = 0,036) gén esetében statisztikailag szignifikansnak
bizonyult (32. &bra). Mivel azonban az adatok két kiilonallo kisérletbdl szarmaztak, kozvetlen
Osszehasonlithatosaguk korlatozott, ezért a megfigyelt eltérés nem tulajdonithatd egyértelmiien

kizarolag a krioprezervacio hatasanak.
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32. abra. A HSP90AAL1 (a) és a HSPB11 (b) gének expresszios szintje a hokezelt (HK)

csoportokban az ,,A” és ,,B” kisérlet soran
5.2.3.,,C” Kkisérlet

A ,,C” kisérletben (C_K, C HK, C_KF, C_HKF) a hokezelés hatasat harom hdsokkfehérjét
kodold gén —a HSP90AAL, a HSPA1A és a HSPB11 — expresszidjanak vizsgalataval értékeltiik a

tenyésztés 7. és 8. napjan gytjtott friss blasztocisztakban, valamint a krioprezervaciot és
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felolvasztast kovetéen. Csoportonként 15 blasztocisztat poolozva dolgoztunk fel, harom biologiai
ismétlésben, mintanként harom technikai parhuzamos reakcidval. A ,,C” kisérlet soran a 7. napon

vett mintak génexpresszios analizisének eredmenyeit a 10. tblazatban foglaltam 6ssze.

10. téblazat. A ,,C” kisérlet soran elvégzett génexpresszids analizis 0sszesitett eredményei

Osszehasonlitas Gén Fold change p-érték Ertékelés
HSP90AA1 -1,23 0,051 tendencia
K D7 - HK D7 HSPB11 -1,09 0,097 n.s.
HSPAL1A +1,09 0,246 n.s.
HSPA1A +1,33 0,034 szignifikans
KF — HKF HSP90AAL +1,13 0,253 n.s.
HSPB11 +1,09 0,341 n.s.
HSPA1A +4,33 0,006 szignifikans
K D7 - KF HSPB11 +2,24 0,021 szignifikans
HSP90AA1 -1,13 0,059 tendencia
HSPA1A +5,27 0,010 szignifikans
HK D7 — HKF HSPB11 +2,67 0,035 szignifikans
HSP90AAL +1,23 0,168 n.s.
HSPA1A +5,74 0,009 szignifikans
K D7 - HKF HSPB11 +2,45 0,051 tendencia
HSP90AAL +1,00 0,498 n.s.

n.s. — nem szignifikans

A tenyésztés 7. napjan a HSP90AAL gén (33a. abra) expresszidja a hokezelt csoportban
alacsonyabb volt, mint a kontrollcsoportban (K: 0,0561 + 0,0026 vs. HK: 0,0454 + 0,0009; 2-ACt,
atlag + SEM), ami 1,23-szoros csdkkenésnek felel meg. A kilonbség a szignifikancia hataran
mozgott (p = 0,051), ezért tendenciaként értékelhet6. A HSPB11 (33c. abra) esetében szintén
enyhe, nem szignifikdns csokkenés volt megfigyelheté (0,000130 = 0,000010 vs. 0,000119 =+
0,000006; p = 0,097), mig a HSPA1A expresszitja (33b. abra) gyakorlatilag valtozatlan maradt
(0,0091 + 0,0017 vs. 0,0098 + 0,0017; p = 0,246).
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33. &bra. A HSP90AAL (a), HSPA1A (b) és a HSPB11 (c) gének expresszids szintje az

embridtenyésztés 7. napjan gyljtott mintakban a ,,C” kisérlet soran

A tenyésztés 8. napjara a 7. napon megfigyelt tendencia kiegyenlitédott: egyik vizsgalt gén
esetében sem volt kimutathat6 eltérés a kontroll- és a hékezelt csoport kozott (HSP90OAAL (34a.
abra): 0,0458 + 0,0022 vs. 0,0479 + 0,0039; HSPA1A (34b. 4bra): 0,0121 + 0,0019 vs. 0,0129 +
0,0011; HSPB11 (34c. abra): 0,000208 + 0,000023 vs. 0,000232 + 0,000010; valamennyi esetben
p > 0,05). Ez arra utalhat, hogy a korai morula stadiumban alkalmazott hékezelés transzkripcios

hatasa atmeneti, és a blasztociszta-fejlédés elorehaladtaval lecseng.
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34. &bra. A HSP90AAL (a), HSPA1A (b) és a HSPB11 (c) gének expresszids szintje az

embridtenyésztés 8. napjan gyljtott mintakban a ,,C” kisérlet soran

A krioprezervaciot és felolvasztast kovetden ezzel szemben hatarozott eltérés mutatkozott
a két csoport kozott: a HSPALA expresszioja (35b. &bra) szignifikansan magasabb volt a hdkezelt
csoportban, mint a kontrollcsoportban (0,0373 + 0,0043 vs. 0,0488 + 0,0029; 1,33-szoros
emelkedés; p = 0,034). A HSP90AAL (35a. abra) (0,0495 + 0,0010 vs. 0,0570 £ 0,0058; p = 0,253)
és a HSPB11 (35c. abra) (0,000294 + 0,000033 vs. 0,000328 + 0,000047; p = 0,341) esetében

hasonlo irdnyu, de nem szignifikans emelkedés volt megfigyelhetd.
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35. abra. A HSP90AAL1 (a), HSPA1A (b) és a HSPB11 (c) gének expresszios szintje az embriok

felolvasztasat kovetd 24. éraban gyiijtott mintakban a ,,C” kisérlet soran

A krioprezervaci6 Onmagaban is jelentds mértékben modositotta a vizsgalt gének
expresszidjat. A friss, 7. napi és a felolvasztott mintdk &sszehasonlitdsa alapjan a
kontrollcsoportban a HSPA1A expresszidja 4,33-szorosara (p = 0,006), a HSPB11 expresszioja
2,24-szeresére (p = 0,021) emelkedett. A h6kezelt csoportban ugyanezek az emelkedések nagyobb
mértékiiek voltak: a HSPALA esetében 5,27-szeres (p = 0,010), a HSPB11 esetében 2,67-szeres (p
= 0,035). A HSP90AAL expresszibja egyik csoportban sem valtozott szignifikansan a fagyasztas
hatasara (kontroll: p = 0,059; hokezelt: p = 0,168).

A két hatas egydttes érvényesuléset a friss kontroll- és a krioprezervalt hékezelt csoport
Osszevetése szemlélteti: ebben az Osszehasonlitasban a HSPALA expresszidja 5,74-szeresere
emelkedett (0,0091 + 0,0017 vs. 0,0488 + 0,0029; p = 0,009), a HSPB11 esetében pedig 2,45-
szOr0s, a szignifikancia hataran 1évé emelkedés volt megfigyelhetd (0,000130 + 0,000010 vs.
0,000328 + 0,000047; p = 0,051). A HSP90AAL expresszidja ezzel szemben gyakorlatilag azonos
maradt (p = 0,498).

Osszességében a ,,C” kisérlet eredményei arra utalnak, hogy a korai morula stddiumban
alkalmazott kontrollalt hdékezelés a friss blasztocisztdkban atmeneti, a 8. napra lecsengd
transzkripciés valtozasok tendencigjaval jart egyutt, a krioprezervaciot kovetéen azonban a
hékezelt embriok kifejezettebb HSPA1A-valaszt mutattak, mint a kontrollcsoport. Ez arra utalhat,
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hogy az el6zetes hokezelés mddositja az embriok krioprezervacidra adott molekularis vélaszat,
ugyanakkor — mivel a fejlodési és talélési mutatokban nem volt kimutathato kiilonbség (5.1.3.

fejezet) — ezek a valtozasok 6nmagukban nem igazoljék a kriotolerancia javulésat.

5.3. Apoptozis-, nekrdzis- és immunfluoreszcens festes

A kezelés hatasanak szemléltetésére apoptozis- és nekrozisfestési (36. abra), valamint
vizsgalt markerek lokaliz&cidjanak kvalitativ értékelése céljabol. Az apoptozis- és nekrozisfestés
alapjan mind a kontroll, mind a hékezelt csoportban életképes embriokat figyeltiink meg, és a két
csoport kozott kvalitativ szempontbol nem volt észlelhetd szamottevé kiilonbség. Az
immunfluoreszcens festés alapjan valamennyi embridban a CDX2 a trofektoderméban
lokalizalodott, mig az OCT4 expresszidjat a belsé sejttomegben mutattuk ki, tehat a vizsgalt
markerek lokalizaciojaban kvalitativ eltérés nem volt megfigyelheté a kontroll- és a hdkezelt

csoport kozott.

36. abra. A kontroll- (K) (a) és a hékezelt (HK) (b) embridk apoptozis- és nekrdzisfestése. A
z6ld szin az apoptotikus sejteket, a piros szin a nekrotikus sejteket, mig a kék szin a sejtmagokat

jeloli.
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37. &bra. Az OCT4 immunfluoreszcens festése kontroll- (K) (a) és hékezelt (HK) (b)
embriokban, valamint a CDX2 immunfluoreszcens festese kontroll- (c) és hékezelt (d)
embridkban. A piros fluoreszcencia a CDX2-pozitiv sejteket, mig a kék fluoreszcencia az OCT4-

pozitiv sejteket jeldli.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A szarvasmarha-embriok a korai fejlddési szakaszokban kiilonosen érzékenyek az
emelkedett homérséklet hatasaira, mivel a kornyezeti stresszhatasok ebben az iddszakban
jelentdsen befolyasolhatjak a sejtszintli és molekularis folyamatokat (Shaleh et al., 2026). Ennek
megfelelden jelen vizsgélatban azt értékeltiik, hogy a kontrollalt hékezelés miként befolyasolja az
embriok fejlodését és stresszre adott valaszreakciojat.

Vizsgalatunkban egy kontrollalt hoékezelési protokollt alkalmaztunk szarvasmarha
embriokon, amelynek soran a hémérsékletet fokozatosan 38,8 °C-rol 40,0 °C-ra emeltik, a
hémérsékletet két oran at fenntartottuk, majd fokozatosan visszacsokkentettilk 38,8 °C-ra annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk a kezelés embridkra gyakorolt hatasat.

A hdkezelés optimalis idOpontjanak megvalasztasakor figyelembe vettiik a szarvasmarha
embriok hoérzékenységét a fejlodési stadium fuggvényében. Az embrionalis genom aktivaciojat
kdvetden az embriok hétiirése fokozatosan ndvekszik, igy a morula stadiumu embriok 1ényegesen
ellenallobbak a héstresszel szemben, mint a barazdalodas korabbi szakaszaban 1év6 tarsaik
(Sakatani, 2017). Ennek alapjan a hokezelést a korai morula stadiumban alkalmaztuk, mivel ez a
fejlodési szakasz fokozott hdstressz-tolerancidval, valamint hatékonyabb transzkripcios
stresszvalasz kialakitasanak képességével jellemezhet6 (TOrok et al., 2012).

A hostressz a szakirodalmi adatok alapjan rendszerint csokkenti a blasztociszta stadiumig
fejlod6 embridk ardnyat (Amaral et al.,, 2020; Kasimanickam—Kasimanickam, 2021).
Vizsgalatunkban azonban, Oliveira és munkatarsai (2021) megfigyeléseivel 6sszhangban, a
hbkezelés nem befolyasolta szignifikansan a blasztocisztak kialakuldsat. Eredményeink arra
utalnak, hogy az alkalmazott hékezelés enyhe stresszhatast idézett eld, és nem jelentett az
embrionalis fejlédés szempontjabol sulyosan karos kornyezeti terhelést. Emellett a hokezelés a
fagyasztott embriok tulélési ardnyat sem csokkentette a felolvasztast kovetéen. Eredményeink
alapjan feltételezhetd, hogy a hokezelt embriok a kombinalt hé- és kriogén stresszhatas ellenére is
megorizték tovabb fejlodési képességiiket és fagyaszthatdsagukat. A ,,C” kisérletben az embriok
tulélési aranya a felolvasztast kovetd 24 oraban valamennyi csoportban meghaladta a 90%-ot, a
csoportok felében pedig elérte a 100%-ot, amely a korabbi, lassu fagyasztassal végzett in vitro
vizsgalatokban k6zolt értekekhez (66%) viszonyitva magasabbnak bizonyult (Arshad et al., 2021;
Inaba et al., 2016). Ezek az eredmenyek a H1 hipotézist alatdmasztjak.

Korébbi vizsgélatokkal (Migtkiewska et al., 2022; Sakatani et al., 2013) ellentétben,
amelyek a HSP90AAL expresszidjanak hostresszt kovetd emelkedésérdl vagy valtozatlansagarol
szamoltak be, jelen vizsgalatban az expresszids szint csokkeneset figyeltik meg. A megfigyelt

eltérés hatterében az embriok fejlodési stadiumaban, a stresszhatas idGtartamaban, az embriok
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mindségében vagy az alkalmazott kisérleti feltételekben fennalld kiilonbségek allhatnak. A
hékezelt, valamint a krioprezervacion atesett embridkban megfigyelt szignifikansan alacsonyabb
HSP90AA1 expresszio arra utalhat, hogy az alkalmazott hékezelés nem idézett el6 olyan mértékii
sejtszintl stresszt, amely a stresszvalaszban részt vevo jelatviteli utvonalak fokozott aktivaciojat
tette volna szilkségessé. Ugyanakkor a HSP90AAL csokkent expresszidjanak funkcionalis
jelentdsége jelen vizsgalat alapjan nem hatarozhatdo meg egyértelmiien. Ismert, hogy a
hésokkfehérjék a korai embriondlis fejlédés sordn alapvetd citoprotektiv szerepet toltenek be:
hozzajarulnak a fehérjék megfeleld térszerkezetének fenntartdsdhoz, a sejtes homeosztazis
megorzéséhez, valamint a genom stabilitdsanak biztositasahoz stresszkoriilmények kozott. A
HSP90AA1 kiemelkedd jelentdségét tamasztjak ala Zhao és munkatarsainak (2024) eredményei
is, akik kisérletiikben kimutattak, hogy a HSP90AA1 gétlasa szignifikdnsan csokkenti az osztodott
és a blasztociszta stadiumot elért embriok aranyat, mikdzben ndveli a fragmentacié mértékét és
rontja a blasztocisztak min6ségét. Emellett a HSPO0AAL gatlasa az embriok dsszes sejtszamanak,
valamint a trofektoderma (TE) és a bels6 sejttomeg (ICM) sejtszamanak csokkenéséhez vezetett,
tovabba megvaltoztatta a genom stabilitdsdval és a DNS-javité folyamatokkal osszefiiggd
epigenetikai markereket. Annak ellenére, hogy jelen vizsgalatban a HSP90AAL expresszids
szintjének csokkenését figyeltik meg, sem a blasztocisztdk kialakulasa, sem az embridk
felolvasztast kovetd talélése nem romlott szignifikansan. Mivel mind a hdstressz, mind a
krioprezervacio altalaban oxidativ stresszel, fehérjedenaturacidval, a citoszkeleton szerkezetének
karosodasaval, valamint DNS-karosodéassal jar egyutt, a HSP90AAL csokkent expresszidja arra
utalhat, hogy az alkalmazott kisérleti kdriilmények kdzott mersékeltebb stresszvalasz alakult ki. A
HSP90AAL mellett a HSPB11 expresszios szintje is szignifikdnsan alacsonyabb volt az ,,A”
kisérletben, mig a ,,B” kisérletben hasonld tendencia volt megfigyelhetd, azonban ez a jelentds
egyedi variabilitds miatt nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét. Bar a HSPB11 pontos
szerepe a szarvasmarha-embriok preimplantacios fejlddése soran még nem teljesen ismert, korabbi
vizsgalatok szerint citoprotektiv funkciot tolthet be a mitokondrialis membranok stabilizalésa,
valamint a HSP90- és PI3K—Akt-jelatviteli Utvonalakhoz kapcsolddoé sejttulélési mechanizmusok
aktivalasa révén (Torok et al., 2012). A megfigyelt alacsonyabb HSPB11-expresszio ezért tovabb
erdsitheti azt a feltételezést, hogy az alkalmazott kezelési koriilmények nem valtottak ki sulyos
sejtszinti stresszvalaszt. Az ,,A” és ,,B” kisérletben a HSPO0AAL és a HSPB11 gének expresszioja
szignifikansan magasabb volt a hdékezelt, majd krioprezervalt embridkban, mint a kizarolag

hoékezelésnek kitett embridkban; a nagyobb elemszamu ,,C” kisérletben ugyanezek a gének a

felolvasztast kovetden nem kiilonboztek szignifikansan a két csoport kozott (HSPOOAAL: p
0,253; HSPB11l: p = 0,341). Ez 0&sszeflggésbe hozhatd azzal, hogy a hékezelés és a

krioprezervacid egylittes hatasa erdteljesebb sejtszinti stresszvalaszt valtott ki, mint a hokezelés
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O6nmagaban. A tenyésztés 7. napjan a HSP90AAL expresszidja a hékezelt csoportban csokkend
tendenciat mutatott (p = 0,051), a 8. napra azonban a tendencia kiegyenlit6dott, ami arra utalhat,
hogy a kontrollalt hékezelés transzkripcids hatasa dtmeneti.

A vizsgélat soran a HSPALA expresszidja kizarolag a hokezelt és krioprezervalt
embridkban volt szignifikdnsan magasabb, mig a mélyhtités 6nmagédban nem eredményezett
szignifikans valtozast. Ez arra utalhat, hogy a morula stadiumban alkalmazott kontrollalt hékezelés
modositotta az embridk késdbbi molekularis stresszvalaszat, amely a krioprezervaciot kovetden
valt kimutathatova. Korabbi vizsgalatok szerint az enyhe hékezelés a HSP70 csalad aktivacidjan
keresztiil sejtvédo folyamatokat indithat el, amelyek hozzajarulhatnak a késobbi stresszhatasokkal
szembeni adaptiv valasz kialakulasédhoz (Pustovaya et al., 2026; Radons, 2016; Samali—Orrenius,
1998). A krioprezervaciot kovetéen a HSPALA expresszidja szignifikdnsan magasabb volt a
hokezelt embriokban, mint a kizardlag krioprezervalt kontrollcsoportban (p = 0,034), a friss
kontrollcsoporthoz viszonyitva pedig 5,74-szeres emelkedést mutatott (p = 0,009). Mivel a
HSPAlA-emelkedés mértéke a hdkezelt csoportban nagyobb volt (5,27-szeres), mint a
kontrollcsoportban (4,33-szoros), az elézetes hokezelés nem mérsékelte, hanem modositotta a
fagyasztasra adott molekularis valaszt. Mindazonaltal a jelen vizsgalat eredményei 6Gnmagukban
nem teszik lehetdvé annak egyértelm{i meghatarozasat, hogy a fokozott HSPALA expresszid
adaptiv sejtvédd mechanizmust tiikroz, vagy a hokezelés €s a krioprezervacio egyiittes hatasara
kialakul6 fokozott sejtes stresszvalasz kovetkezménye. A megfigyelt génexpresszios valtozasok
bioldgiai jelent6ségének pontosabb értelmezéséhez tovabbi vizsgalatok szlikségesek, amelyek
kiterjednek a HSP70 fehérjeszintjenek meghatarozasara, valamint annak funkcionalis értékeléseére,
hogy a kontrollalt hokezelés fokozza-e a felolvasztott embridk egy késobbi hdstresszel szembeni
tolerancijat. Emellett fontos vizsgélati szempont a kombinalt hdkezelés és krioprezervacid
hatasara kialakul6 adaptiv molekularis valaszok héatterében all6 mechanizmusok tisztazasa, mivel
a kontrollalt hékezelés krioprezervaciot megel6z6 alkalmazasa altal kivaltott stresszvéalaszhoz
kapcsolodd molekularis valtozasok szarvasmarha-embriokban mindeddig csak korlatozottan
ismertek. Tekintettel arra, hogy a fejlodési és talélési mutatokban egyik kisérletben sem volt
kimutathat6 kilonbség, ezek a molekularis valtozasok 6nmagukban nem igazoljak a kriotolerancia
javulasat. Eredményeim ezzel a H2 és a H3 hipotézist egyarant alatdmasztjak.

A miRNS-ek kulcsszerepet jatszanak a  génexpresszié  poszttranszkripcios
szabalyozasaban. A hdkezelés altal kivaltott molekuldris valtozdsok igazoldsa érdekében
génexpresszios vizsgalatokat végeztiink olyan, a fejlodéssel és a stresszvalasszal osszefiiggd
markerek felhasznaldsaval, amelyeket korabbi szakirodalmi adatok alapjan vélasztottunk Ki
(Sengar et al., 2018; Yang et al., 2025). Az alkalmazott hdkezelés egyik Kisérletben sem
befolyasolta a fejlédéshez kapcsolodd markerek expressziojat. Ezzel szemben a stresszel
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Osszefliggd markerek expresszidja hdkondiciondlds soran csokkent, mig hdstressz hatasara

szignifikans mértékben emelkedett. A ,B” Kisérletben a krioprezervacié tovabbi
stressztényezoként jelent meg, mivel a fagyasztast kdvetden valamennyi vizsgalt marker és
MIiRNS expresszidja emelkedett. A hékezelés hatasara szignifikans expresszidvaltozast mutatd
markerek kozotti lehetséges kapcsolatokat ezt kovetden részletesebben is megvizsgaltuk.
Feltételeztlik, hogy ezek a markerek szabalyozo jelatviteli Gtvonalakon keresztiil hozzajarulhatnak
a stressztlir6 képesség javitdsdhoz. A hipotézis vizsgalatara nyilvanosan elérhet6 adatbazisokat
hasznaltunk. A miRBase adatbazis (Kozomara et al., 2019) elemzése alapjan a jelen vizsgalatban
szignifikdns expressziovaltozast mutatd miR-378a-3p prediktalt kotohellyel rendelkezik az
AHSA1 gén 3’ nem transzlalédo régidjaban (3" UTR), igy feltételezhetd, hogy szerepet jatszik
expresszidjanak szabalyozasaban. Az AHSA1 olyan segit6 fehérje (co-chaperone), amely el6segiti
és aktivalja a HSP90OAA1 muikodését (Agarwal et al., 2015; McGeary et al., 2019). A miRNS-
célgének eldrejelzéséhez a TargetScan adatbazis legfrissebb verzigjat (v8.0; targetscan.org)
hasznéltuk (38. abra). A TargetScan egy szabadon hozzaférhet6, széles korben alkalmazott
adatbazis, amely a miRNS-ek célgénjeinek és feltételezett kotdhelyeinek elérejelzésére szolgal,
ezaltal tamogatja a mikroRNS-ek génexpresszio-szabalyozasban betoltott szerepének vizsgalatat

(Agarwal et al., 2015; McGeary et al., 2019).

TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 8.0: September 2021

-

Human AHSA1 ENST00000216479.3 3' UTR length: 225

Human  GGCCAGCGGC-AGG-GGAC---- ~CCUGCU-GGACA- - - - CUUCAGUCCAGCU-C-UCUCCU- - - -GAC-UGGGGC - UUGCGACUC -ACAGGAUUGCAUCGU-CCCAG-CUG
Chimp  GGCCAGCGGC-AGG-GGAC---~ ~CCUGCU~-GGACA- - - - CUUCAGUCCAGCU-C-UCUCCU CAGGAUUGCAUCGU-CCCAG-CUG
Rhesus GGCCAGCGGC-AGG-GGAC -~~~ ~CCUCCU~GGAUA- - - - CUUCAGUCCAGCC-C~UCUCCU- - - - GA CAGGAUUGCAUCGU-CCCAG-CCG
Squirrel  GGCCAGUAGC-AGG-GGGC---~ ~CCCUCC-UGACA- - - - CUUCAGUCCAGCC - - -UCUCCU-- - = \CAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCG

Mouse

Rat
Rabbit
Pig

Cow

Cat

Dog

Brown bat

GGCCAGCAAC-AG--GGGU -~~~

GGCCAGCAGC--AG-GGGC-- -~
GCCCCGCAGC- - -G-AGGG- - - -
GGCUGGCAGC-AAG-GGGC -~~~
GGCUGGCAGC -AGGGGGGC -~ -~
AGCCAGCAGC--GG-GAGC -~ -~

- ---CUGUGU-UGAAA- - - -
- - -~CCUGCC-CUACA-- - -
-----CC-GCC-CAUCA-- -~
- --~CCUGCC-CAACA-- - -

-CCCUGU-UGAAA- - -~

CUUUAGUCCAGCC- - - -CUCUC-~~~
CUUUAGUCCAGCC- - - -CUCUU- - - -
CUUCAGUCCAGCC-C-UGUCCU-- -~
CUUUGGUCC-UCU-C-UCUCCU---~
CC-C-UCuCCu--~-~
CUUCGGUCCAGCC-C-UCUCCU-~ -~
=== -CUUCGGGCCAGCC-C-UCUCCU- -~

= = ==CUUCAGUCCAGCC-C-UCUCCU-~~~
---CCUGCC-UGAUA-~- -~

Cuy

GAU- - -GGGC-UUGUGACUU- - -
GAC-U-GGGC-CUGUGACUC--
GAC-CGGGGC-UUGUGACUC- - -
GAC -UGGGGC-UUGGGACUC- - -
GAC-UGGGGC -UUGGGACUC- -~
GAC-UGAGGC-U- -UGACUC- -~

(CAGGAUUGCACCAU-CCCCA-CUG
CAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CUG
ICAGGAUUGCACCAU-CCCAA-ACG
\CAGGAUUGCACCAU-GCCAG-CCA
- -ACAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCA
~~ACAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCA
- -CCAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCA
~-ACAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCA

Elephant  GGUCAGCAGCUGGG-AGGC----CAUA---G--- CUUCAGUCCAGCC-C-UCUCCU- - - -GAC-UGGGGC - UUGUGGCUC - - - - CCAGGAUCGCACCAU-CCCAA-CCA
Opossum  UGUUAACUUCUACA-GGGC - - - ~CACG= = =G~~~ CCCACC-UGGCA- - - ~GCUCAGUCCAGCU- C -UCUACU- - - -GUC -UGCAGC - U~ GUGACUG- - - - - - - ~GCAGGAUUGCACCAU - CCCAA-CCA
Macaw  UACUGGUUGC-UGG-GGG----=-=--=---~-~ C-mme- UUUGUC-UAACU- - - -UCUCA - -CCUGUC- C -CUUUCU- - - ~AAUCUUGGCC - CUGCUGCCG - - - - - - - -AGUAAAGUGGG- - AU- GACAG-GUG.
Chicken  UAAUGGUUGU-UGG-GGA-=---~-==~-=-=-C==--=~ GCUGCC-UGACU- - - -UCUCA - - CCUCUC - € - CUUUCU- - - - AAUCUUGGCC - CUGCUGCUG- - - - - - - - GGUAGAGUGGG - ~AU-GGCAG-GUG.
Lizard  CACUGGCGAA-UGU-GGA--~-----~ G-=-U===--~ CUUGAC-CGAUC == ~UACCG === === = == = = = = = = = = == = = = = o e o o o o oo oo
X. tropicalis  AUUUUGCUGG-GEG-G === === === === = o= o o o e e e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e o e e e
Con  GGCCAGCaGC.aGG.GGGC....U.Ca...G...... CCUGCC. cgACA. . . . CUUCAGUCCAGCC. C.UCUCCU. . . . GAC.UGGGGC . UUGUGACUC. . ...... ACAGGAUUGCACCAU. CCCAA.CCg
< >
Predicted consequential pairing of target site type Context++ Cosr::t::ew ‘\:::'l‘gehled Ctzr:x;led Per Predicted
region (top) and miRNA (bottom) SO (eecesitilo scare“ length relative Kp
Position 38-44 of AHSA1 3' UTR 5' ...CCUGCUGGACACUUCAGUCCAGC. . .
I I 7mer-m8 023 92 -0.23 1.768 NA -2.765
hsa-miR-378a-3p 33 CGGAAGACUGAGGU-UCAGGUCA

38. abra. A miR-378a-3p feltételezett kotéhelye a TargetScan adatbazis elérejelzése szerint
(Agarwal et al., 2015 és McGeary et al., 2019 alapjan).

Feltételezhetd, hogy a miR-378a védo szerepet jatszhat az embriok stresszhatasokra adott
valaszaban. A hékondicionalast kovetéen megfigyelt csokkent expresszio arra utalhat, hogy a
fokozott adaptiv képességgel rendelkezd embridk esetében kisebb mértékii aktivacioja sziikséges

a stresszhez kapcsolddd szabalyoz6 mechanizmusoknak. Ezzel szemben a kombinalt, hékezelést
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és kriogén stresszt kovetden megfigyelt emelkedett expresszid a sejtszintli stresszhatdsok
ellenstlyozasara iranyuld kompenzacios mechanizmusok aktivalodasat tikrozheti. Ezenkivil a
hsa-miR-378a expresszidja tobb daganattipusban — tdbbek kdzétt hugyholyagrakban (BLCA),
emlérakban (BRCA), vastagb¢él adenokarcinomaban (COAD) és tiidé adenokarcindbmaban
(LUAD) — csokkent, ami tumorszupresszor szerepére vagy e betegségek kialakulasaban és
progresszidjaban betdltott szerepére utalhat (Park et al., 2022).

A krioprezervaciot megeldz6 kontrollalt hdkezelés altal kivaltott molekularis valtozasok
hatterében all6 mechanizmusok részletesebb feltardsahoz tovabbi vizsgalatok sziiksegesek. Mivel
a jelen vizsgalatban azonositott, stresszvalaszhoz kapcsolodd miRNS-ek kozil tébb szabalyozd
szerepe a szarvasmarha preimplantacids embrionalis fejlddése sordn mindeddig nem ismert kelld
részletesseggel, a miRNS-ek altal kozvetitett jelatviteli Utvonalak, valamint a miRNS-mRNS
kodlcsonhatasok tovabbi vizsgalata hozzajarulhat az embrionélis stresszvalasz molekularis
mechanizmusainak mélyebb megértéséhez.

Bar a jelen vizsgalatban kimutatott molekuléris valtozasok nem jartak egyutt a
blasztocisztaképzddés vagy a krioprezervaciot kdvetd talélés javuldsaval, arra utalnak, hogy a
kontrollalt hoékezelés elegendd volt mérhetd sejtszintli valaszok kivaltdsdhoz. A jovObeni
vizsgalatok soran érdemes lehet megvizsgalni, hogy e megkozelités sejtes stressztiirést fokozo
vegyuletekkel — példaul coagulansin-A-val — torténé kombinalasa képes-e felerésiteni ezeket a
molekuléris valaszokat, €s ezaltal kedvezden befolyasolni az embridk hdstresszre adott valaszat,
amint azt korabbi vizsgéalatok is felvetették (Khan et al., 2017).

Az apoptozis- és nekrozisfestés sordn a kontroll és a hokezelt blasztocisztak kozott
kvalitativ értékelés alapjan nem figyeltiink meg szamottevé kiilonbséget, ami arra utal, hogy a
morula stddiumban alkalmazott kontrollalt hdkezelés nem idézett eld olyan mértéki
sejtkarosodast, amely a vizsgalt mddszerrel kimutathatd lett volna. Ez 6sszhangban all Paula-
Lopes és Hansen (2002) eredményeivel, akik megallapitottdk, hogy az enyhe hdkezelés
Onmagaban nem idézett eld fokozott apoptdzist, ugyanakkor csokkentette a késdbb alkalmazott
intenzivebb hdstressz altal kivaltott apoptotikus valaszt. Eredményeik alapjan az enyhe hokezelés
el6kondicionald hatast fejthet ki, amely mérsékelheti a késdbbi stresszhatdsok sejtkéarositd
kdvetkezményeit.

A CDX2 a trofektoderma differencialédasanak meghatarozé markere, mig az OCT4
elsGsorban a belsé sejttomeg pluripotens sejtjeiben expresszalodik (Aguila et al., 2022). A
vizsgalatunk sordan megfigyelt immunfluoreszcens lokalizacié megfelelt ennek a sejtvonal-
specifikus expressziés mintazatnak. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a hdkezelés nem

befolyésolta a blasztociszta sejtvonalainak differencialodésat és térbeli szervezodését, illetve nem
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idézett eld olyan fejlodési rendellenességet, amely a trofektoderma ¢€s a belsd sejttomeg
elkulonulésenek zavarara utalna.

Eredményeim értelmezésekor tobb mddszertani korlatot is figyelembe kell venni. A
vizsgalat kizardlag in vitro koriilmények kozott zajlott, igy a hékezelés in vivo fejlodési és
vemhesulési eredményeir6l nem ad felvilagositast. Emellett a sejtszintii vizsgalatok (apoptdzis- és
nekrozisfestés, immunfestés) kvalitativ értékelésen alapultak, ami a kisebb mértékii kiilonbségek
kimutatdsat nem tette lehetdvé.

Az utobbi évek kutatdsai ramutattak arra, hogy a reprodukciés traktus kiilonb6z6 anatomiai
szakaszai kozott fiziologias korilmények esetén is hémérsékleti gradiens figyelheté meg (LOpez-
Gatius és Hunter, 2020). El-Sheikh és munkatarsai (2013) kimutattak, hogy a hémérséklet a
hiivelytél a méh felé¢ fokozatosan emelkedik, a hiively, a cervix, a méhtest és a méhszarvak kozott
jelentds eltérések figyelhet6k meg. Termoneutralis zéndban az allatok vaginalis hdmérséklete
atlagosan 38,5-38,8 °C kozott alakul, enyhe héstressz esetén 39 °C koriili értékre emelkedhet, mig
stlyos héstresszes allapot esetén elérheti a 39,5-40 °C-ot is (Vitali et al., 2023). Tekintettel arra,
hogy a blasztociszta ebben a fejlédési stadiumban mar a méhszarvban helyezkedik el, a
rendelkezésre all6 szakirodalmi adatok (EI-Sheikh et al., 2013; Lees et al., 2018b; Lopez-Gatius—
Hunter, 2020; Vitali et al., 2023) felhasznalasaval megbecsiiltik az itt varhatd hémérsékleti
viszonyokat héstresszes korllmények kozott. Ez szolgalt alapul a vizsgalatban alkalmazott
tenyésztési hémérsékletek meghatarozasahoz. Ennek megfelel6en a kisérlet célja nem egy akut,
extrém hdésokk modellezése volt, hanem egy fiziologias szempontbdl relevans, hdstressz soran
kialakulo héterhelés vizsgélata.

A prolongalt tenyésztés soran az embriok tulélése a tenyésztési 1d6 eldrehaladtaval
fokozatosan csokkent, ami megerdsiti, hogy a 8 napot meghaladd hosszi tavu tenyésztés jelentds
kihivast jelent az embriok életképessegének fenntartasaban (Martinez de Los Reyes et al., 2026).
Vizsgalatunkban ugyanakkor sikeresen kialakitottunk egy olyan tenyésztési rendszert, amely
lehetévé tette friss és krioprezervalt in vitro eléallitott szarvasmarha embriok életképességének
nyomon kovetését az embridtenyésztés 14. napjaig. Az eredmenyek alapjan sem a morula
stddiumban alkalmazott kontrollalt hdkezelés, sem a krioprezervacid, sem az alkalmazott
tenyésztési homérsékletek nem befolyasoltak szignifikansan az embriok talélését a hosszu tava
tenyésztés soran. A hokezelés és a tenyésztési homérséklet, illetve a hokezelés és a krioprezervaciod
kozotti interakciok hidnya arra utal, hogy az alkalmazott hokezelési protokoll nem biztositott
Kimutathaté adaptiv valaszt sem emelt hdmérsékleten térténd hossza tavh tenyésztés, sem a
krioprezervaciot kovetd életképesség fenntartasa soran. Bar egyes kezelési kombinaciokban
magasabb tulélési arany volt megfigyelhetd a hékezelt embridk esetében, ezek a kiillonbségek nem
bizonyultak kovetkezetesnek, és statisztikailag nem voltak igazolhatdk.
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Eredményeink dsszhangban allnak a szakirodalomban leirtakkal, miszerint a blasztociszta
stadiumt embridk fokozott hétoleranciaval rendelkeznek a korabbi fejlodési stadiumokhoz képest
(Lima et al., 2013; Naranjo-Gomez et al., 2021; Sakatani, 2017; Shaleh et al., 2026). A morula
stadiumban alkalmazott kontrollalt hokezelés ugyanis nem befolyasolta szignifikansan a késébbi
blasztocisztak tulélését sem prolongalt tenyésztés, sem krioprezervacié utan. Emellett a magasabb
tenyésztési homérsékletek alkalmazasa sem eredményezett a kontrollcsoporthoz viszonyitva
szamottevd embridvesztést. A felolvasztast kovetd 24 oOraban megfigyelt talélési arany jelen
kisérletben is meghaladta a szakirodalomban lassu fagyasztast kovetden altalaban k6zolt 24 oras
reexpanzios aranyokat (Arshad et al., 2021). Do és munkatarsai (2017) a felolvasztast koveto 48
Oras tenyésztés utdn 66%-os kikelési aranyrol szamoltak be. Mivel a jelen vizsgélatban a
fagyasztott embridk kdzott mar kikelt blasztocisztak is szerepeltek, a felolvasztast kdvetd fejlodés
Ennek megfelelden a talélési arany a kiilonboz6 kezelési csoportokban 79,3% és 96,7% kozott
alakult, az 6sszes csoport atlagat tekintve pedig 90,1% volt.

Vizsgalatunk eredményei részben eltérnek Mori és munkatéarsai (2015) megfigyeléseit6l,
akik in vitro eléallitott, felolvasztott blasztocisztdkon vizsgaltak a hésokk hatasat. Vizsgalatukban
a felolvasztast kovetden alkalmazott, 41 °C-on végzett 6 6ras hokezelés jelentdsen csokkentette a
kikelt blasztocisztak ardnyat, atmérdjét, valamint az embridk mindségét, ezért arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a krioprezervacio és az azt kovetd hésokk egyiittes alkalmazasa az
embriok életképességét hatranyosan befolyasolja. Ezzel szemben a jelen vizsgalatban nem
tapasztaltunk szignifikans csokkenést a prolongalt tenyésztés sordn megfigyelt tulélésben a
krioprezervalt, magasabb hémérsékleten tenyésztett embridk esetében sem. A megfigyelt eltérések
hatterében feltehetden a két vizsgalatban alkalmazott kisérleti koriilmények kozotti kiilonbségek
allnak. Mori és munkatarsai 41 °C-on alkalmaztak 6 oras h6sokkot, mig a jelen vizsgalatban az
embriok legmagasabb tenyésztési hdmérséklete 39,5 °C volt, amely kozelebb all a fiziologias
hostresszhez. Feltételezhetd, hogy az alkalmazott mérsékelt hdéterhelés nem valtott ki olyan
mértékli sejtkarosodast, amely a késébbi embridfejlodés sordn kimutathatd kiilonbségeket
eredményezett volna.

Tudomasunk szerint ez az elsd olyan vizsgalat, amelyben a kontroll és hdkezelt, valamint
a friss és krioprezervalt in vitro elballitott embriok prolongalt tenyésztését harom kiilonb6zo
tenyésztési homérsékleten, egységes kisérleti elrendezésben hasonlitottuk Ossze. Bar korabbi
kozlemények beszamoltak felolvasztott embridk hosszd tavl in vitro tenyésztésérol, azok a
fejlodést legfeljebb az embridtenyésztés 12. napjaig kovettek nyomon (Nicacio et al., 2012), mig

jelen vizsgalatban az embridk életképességét a 14. napig értekeltik.
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Vizsgalatunk elsddleges célja az embridk tulélésének meghatarozasa volt, ezért a késoi
fejlodési eseményeket, igy példaul az embriodiszk kialakuldsat nem vizsgaltuk. Mivel azonban a
prolongélt tenyésztési rendszer alkalmasnak bizonyult az embridk életképességének fenntartasara
a tenyésztés 14. napjaig, megfelel6 alapot biztosithat olyan jovébeli vizsgalatokhoz, amelyek a
kés6i embrionalis fejlédést, valamint az ezt meghatarozé morfoldgiai és molekularis valtozasokat
is értekelik.

Osszességében a vizsgalt hokezelési protokoll nem eredményezett kimutathatd
termotolerancia-ndvekedést a prolongalt tenyésztés soran, ezert a kisérlet eredményei nem
tamasztjak ala a H4 hipotézist. Ugyanakkor a kialakitott kisérleti modell 0j lehetOséget biztosit a
szarvasmarha embriok zona pellucidabdl valo kikelése utani fejlodésének vizsgalatara. A modell
egyuttal megfeleld kisérleti rendszert kinal kiilonb6z6 intenzitast héstressz-kezelések hosszu tavi
fejlodésbiologiai hatasainak értékelésére is, ezaltal hozzajarulhat az embriok késdbbi fejlodését és

életképességét meghatarozé mechanizmusok részletesebb feltarasahoz.

85



7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Vizsgalataim sordn egy integralt kisérleti rendszert alkalmaztam a korai morula
stadiumban végzett kontrollalt hékezelés in vitro eldallitott szarvasmarha embriokra gyakorolt
hatdsdnak komplex értékelésére. Az egymasra épil6 kisérletek lehetové tették a hoékezelés
fejlédésbioldgiai, molekularis, sejtszinti és kriobioldgiai hatasainak, valamint a krioprezervaciot
kovetd hosszu tava életképesség prolongalt embridtenyésztés sordn torténd egységes vizsgalatat.

Az eredmények alapjan az alabbi Uj tudomanyos eredményeket fogalmaztam meg.

1. Igazoltam, hogy a korai morula allapotban alkalmazott kontrollalt hokezelés mRNS- és
MiRNS-szinti valtozasokat idéz el6 az in vitro eléallitott szarvasmarha-embridkban
anélkil, hogy szignifikansan rontana azok fejlédési potencialjat vagy a krioprezervaciot
kovetd tulélését. Eredményeim alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt molekularis
markerek érzékenyebb indikatorai a kontrollalt hdéterhelés kovetkeztében 1étrejott

valtozésoknak, mint a vizsgalt fejlédésbiologiai paraméterek.

2. A kontrollalt hokezeléshez kapcsolodo specifikus miRNS-expresszios valtozasokat
azonositottam szarvasmarha-embriokban. A miR-191-5p expresszidja mind a kontrollalt
hokezelés, mind a hdsokk hatasara szignifikansan csokkent, mig a miR-378a-3p és a miR-
138-5p expresszidjanak szignifikdns csokkenése kizardlag a kontrollalt hdékezelést
kovetden volt kimutathato. Krioprezervacié utan a vizsgalt miRNS-ek kozul egyedil a
miR-378a-3p expresszidja valtozott szignifikansan, ami e mMIRNS kombinalt

stresszhatasokra adott valaszban betdltott lehetséges szerepére utal.

3. Igazoltam, hogy a krioprezervacié szelektiv, chaperonspecifikus hésokkfehérje-valaszt
indukal szarvasmarha-embridkban. A HSPA1A és a HSPB11 expresszidja mind a kontroll-
, mind az eldzetesen hokezelt embridkban szignifikansan emelkedett, mig a HSP9OAA1
expresszioja nem valtozott szignifikansan. Az elézetesen kontrollalt hdkezelésnek kitett
embridkban a felolvasztast kovetd6 HSPA1A-expresszié szignifikdnsan magasabb volt,
mint a kizarolag krioprezervalt kontrollcsoportban, ami arra utal, hogy az eldzetes

hokezelés modositja a krioprezervaciora adott molekularis stresszvalaszt.
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4. Sikeresen adaptaltam szarvasmarha-embridk esetében a prolongalt in vitro tenyésztesi
rendszert. Kimutattam, hogy sem a tenyésztési homérséklet, sem a kontrollalt hékezelés,
sem a krioprezervécié nem befolyasolta szignifikansan az embriok tulélését, és a vizsgalt

tényez6k kozotti kdlesonhatasok sem bizonyultak szignifikansnak.

5. Kovalitativ sejtszintli vizsgalatokkal kimutattam, hogy a kontrollalt hokezelési protokoll
alkalmazasat kovetden a vizsgalt modszerekkel nem volt azonosithatd eltérés a korai
embrid-specifikus markerek expresszidjaban, és a kontrollcsoporthoz képest fokozott

sejtkarosodas sem volt megfigyelheté a szarvasmarha-embriokban.
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8. OSSZEFOGLALAS

A hOstressz a szarvasmarha-tenyésztés egyik legjelentésebb kornyezeti kihivasa, amely
kedvezétleniil befolyasolja a reprodukcios teljesitményt, valamint az in vitro embrio-eléallitas
(IVEP) eredményességét. A preimplantacios embriok héérzékenysége fejlédési stadiumonként
jelentdsen eltér, ugyanakkor a korai morula stddiumban alkalmazott enyhe, kontrollalt hdkezelés
hossza tava molekularis és fejlédésbiologiai kovetkezményei, valamint a krioprezervaciora
gyakorolt hatasai mindeddig csak részben ismertek. Disszertaciom célja ezért a korai morula
stadiumban alkalmazott kontrollalt hokezelés in vitro eléallitott szarvasmarha embridkra gyakorolt
fejlédésbiologiai, molekularis, sejtszintli és kriobioldgiai hatdsainak komplex vizsgalata volt. A
disszertacid négy egymasra épiilé kisérlet eredményeit foglalja Ossze, amelyek integralt
megkozelitésben tették lehetévé a kontrollalt hdkezelés kozvetlen és hosszii tdva hatasainak
értékelését.

Az invitro eléallitott embriokon a termékenyitést kovetd 116. éraban kontrollalt hbkezelést
(HK) alkalmaztam, amelynek soran a hdmérsékletet 38,8 °C-rol fokozatosan 40,0 °C-ra emeltem,
ezt a hémérsékletet két 6ran at fenntartottam, majd fokozatosan csokkentettem 38,8 °C-ra. Pozitiv
stresszkontrollként akut hésokk-kezelést (HS) alkalmaztam, amely soran az embriokat kozvetlenil
40,0 °C-os hémérsékletnek tettem Ki két 6ran keresztiil. A blasztociszta-képz6dés, valamint a lassu
fagyasztast kovetd talélés alakulasat altalanositott linedris vegyes modellek segitségével
értékeltik. A stresszvalaszhoz és az embrionalis fejlédéshez kapcsolodd gének, valamint
mikroRNS-ek expresszidjat RT-gPCR modszerrel hataroztuk meg, referenciagénként pedig a
NormFinder algoritmus alapjan kivalasztott EEF1A1 gent és miR-92a-3p miRNS-t alkalmaztuk.
Az apoptozis és nekrozis jelenlétét fluoreszcens festéssel kvalitativan értékeltik, mig a sejtvonal-
specifikus CDX2 és OCT4 markerek expressziojat immunfluoreszcens festéssel vizsgaltuk. A ,,.D”
kisérlet keretében hossz( tava in vitro embriotenyésztési rendszert alkalmaztam, amelyben a
kontroll- és hokezelt, valamint a friss és krioprezervalt embriok életképességét harom kiilonb6z6
tenyésztési homérsékleten értékeltem az embriofejlédés 14. napjaig.

A kontrollalt h6kezelés sem a blasztociszta-aranyokat, sem a felolvasztast koveté talélést
nem befolyasolta szignifikdnsan, ami arra utal, hogy az alkalmazott héterhelés nem volt olyan
mértékii, hogy az embriok fejlédési képességében vagy kriotolerancidjaban kimutathato
csOkkenest idézzen el6. Molekularis szinten a kontrollalt hékezelés a friss blasztocisztakban
szignifikdnsan csokkentette a HSP90AAL és a HSPB11 expresszidjat, mig a krioprezervacié a
stresszvalaszhoz kapcsolodo gének fokozott expresszidjaval jart. A hdkezelés €s a krioprezervacio
egyuttes hatasara sajatos genexpresszids mintazat alakult ki, amelynek reszeként a HSPA1A
expresszidja szignifikansan magasabb volt a hdkezelt, krioprezervalt embridkban, mint a friss
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kontrollcsoportban. A mikroRNS-ek kozil a miR-191-5p expresszioja mind a kontrollalt
hokezelést (HK), mind az akut hdsokkot (HS) kdvetden szignifikansan csokkent, mig a miR-378a-
3p és a miR-138-5p esetében kizardlag a kontrollalt hékezelés hatasara volt kimutathatd
szignifikans expresszio csokkenés. A krioprezervaciot kovetden a hékezelt embriokban a vizsgalt
miRNS-ek kozill kizarolag a miR-378a-3p expresszidja valtozott szignifikansan, ami ezen miRNS
lehetséges szerepére utalhat a hdterhelés és a krioprezervacid egyiittes hatdsara kialakulod
molekuléris valaszban.

Az apoptdzis- es nekrozisfestés, valamint a CDX2 és OCT4 markerek immunfluoreszcens
vizsgalatanak kvalitativ értékelése alapjan nem mutatkozott egyértelmii eltérés a kontroll- €s a
hokezelt embridk kozott.

A prolongalt tenyésztés soran az embriok tulélési aranya a tenyésztési id6 elérehaladtaval
fokozatosan csokkent, mig a tenyésztési hoémérséklet, az el6zetes hokezelés és a krioprezervacio
tulélésre gyakorolt hatasa nem bizonyult szignifikdnsnak. A kontrollalt hokezelés az emelt
tenyésztési homérsékleten, illetve a krioprezervacidot kdvetéen sem javitotta kimutathatod
mértékben az embriok hossz( tavu tulélését, ami arra utal, hogy az alkalmazott kezelési protokoll
a vizsgalt korulmények kozott nem eredményezett kimutathaté termotolerancia-névekedést.
Mindazonaltal a kialakitott prolongéalt tenyésztési rendszer lehetdvé tette az embridk
életképességének nyomon kovetését a tenyésztés 14. napjaig, és megfelelé kisérleti modellt
biztosithat a héterhelés késébbi embriondlis fejlodésre gyakorolt hatdsainak vizsgalatdhoz.

Eredményeink 0sszessegében azt mutatjak, hogy a korai morula stadiumban alkalmazott
kontrollalt hodkezelés kimutathatd molekuldris valtozadsokat idézett el anélkiil, hogy
kedvezotleniil befolyasolta volna az embriok fejlédését vagy kriotoleranciajat. Ez arra utal, hogy
enyhe héterhelés esetén a molekularis markerek érzékenyebben jelezhetik a hdkezelés hatasat,
mint a vizsgalt embriofejlodési paraméterek. A vizsgalat eredményei hozzajarulhatnak a
hoéterhelésre és a krioprezervaciora adott embrionalis valaszok héatterében allo molekuléris
folyamatok pontosabb megértéséhez, valamint alapot biztosithatnak az embrid-eldallitasi és
krioprezervacios eljarasok tovabbi optimalizalasahoz a szarvasmarha-tenyésztést érintd, egyre

kedvez6tlenebb kornyezeti feltételek mellett.
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9. SUMMARY

Heat stress is one of the most significant environmental challenges in cattle production,
adversely affecting reproductive performance and the efficiency of in vitro embryo production
(IVEP). The heat sensitivity of preimplantation embryos is strongly stage-dependent; however, the
long-term molecular and developmental consequences of a mild, controlled heat treatment applied
at the early morula stage, together with its effects on cryopreservation, remain only partially
understood. The aim of this dissertation was therefore a comprehensive evaluation of the
developmental, molecular, cellular and cryobiological effects of controlled heat treatment (HT)
applied at the early morula stage in in vitro-produced bovine embryos. The work integrates four
consecutive experiments (A-D) designed to assess both the immediate and the long-term
consequences of controlled heat exposure.

In vitro-produced embryos were exposed at 116 h post-insemination to a gradual increase
in temperature from 38.8 °C to 40.0 °C, a 2 h plateau, and a return to 38.8 °C (HT); an acute heat-
shock group (HS; direct exposure to 40.0 °C for 2 h) served as a positive stress control. Blastocyst
formation and post-thaw survival after slow freezing were analysed using generalized linear mixed
models. The expression of stress- and development-associated genes and microRNAs was
quantified by RT-qPCR, with EEF1A1 and miR-92a-3p selected as reference genes by the
NormFinder algorithm. Apoptosis and necrosis, together with the lineage markers CDX2 and
OCT4, were assessed by fluorescence and immunofluorescence staining. In addition, a prolonged
in vitro culture model (Experiment D) compared control and heat-treated, fresh and cryopreserved
embryos at three culture temperatures up to Day 14 of development.

Controlled heat treatment did not significantly affect blastocyst formation or post-thaw
survival, indicating that the applied thermal exposure represented a mild rather than a severely
detrimental stress. At the molecular level, HT significantly reduced the expression of HSP90AAL
and HSPB11 in fresh blastocysts, whereas cryopreservation increased the expression of stress-
associated markers; the combination of heat treatment and cryopreservation elicited a distinct
response, with significantly higher HSPA1A expression in heat-treated cryopreserved embryos
than in fresh controls. Among the microRNAs, miR-191-5p was significantly downregulated after
both HT and HS, whereas miR-378a-3p and miR-138-5p decreased significantly only after HT;
following cryopreservation, only miR-378a-3p showed a significant change in heat-treated
embryos, suggesting potential involvement in the response to combined thermal and
cryopreservation stress.

Apoptosis/necrosis staining and CDX2/0OCT4 immunolocalization revealed no apparent
qualitative differences between the control and heat-treated groups.
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During prolonged culture, embryo survival progressively declined from Day 10 to Day 14,
whereas culture temperature, prior heat treatment and cryopreservation had no significant overall
effect on survival. Controlled heat treatment did not confer a detectable long-term survival
advantage at elevated culture temperatures or following cryopreservation, indicating that the
applied treatment did not induce measurable thermotolerance under the examined conditions.
Nevertheless, the prolonged culture system allowed embryo viability to be monitored up to Day
14 and provides a model for investigating later developmental responses to thermal stress.

Taken together, the results demonstrate that controlled heat treatment at the early morula
stage induces measurable molecular changes without compromising developmental competence
or cryosurvival, and indicate that molecular markers may be more sensitive indicators of mild
thermal exposure than the examined developmental parameters. These findings contribute to a
better understanding of the molecular mechanisms underlying embryonic responses to thermal and
cryogenic stress and may support the future optimization of embryo production and
cryopreservation strategies in cattle breeding under increasingly challenging environmental

conditions.
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Arnoldnak, aki az apoptozis- és nekrozisfestés soran nydujtott segitséget. Halaval tartozom Dr.
Steger Viktornak, akihez barmilyen kérdéssel fordulhattam és a disszertaciom elkészitésében is
segitséget nyujtott. Emellett halasan koszondm munkatarsaimnak, Sdndorova Lillanak és Tokar
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a Preciziés Allattenyésztési és Allattenyésztési Biotechnika Tanszék munkatarsainak, akik
barmilyen formaban tdmogattak munk&m soréan.
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A kisérleti munka megvalositdsdt az NKFIH 2020-1.1.2-PIACI-KFI-2021-00305
»laplalkozésfiziologiai szempontbol széleskoriien akceptalt ipari tej eldallitasat tamogato
technologidk fejlesztése molekuléris biologiai eszkdzokkel”, valamint a 2020-1.1.2-PIACI-KFI-
2021-00333 , Allatjoléti szempontb6l optimalizalt petesejt-kinyerési technikak és embri6-
eldallitas fejlesztése kereskedelmi célu gaméta- €s embridbank kialakitasahoz” konzorcialis

palyazatok tamogattak.
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ajanlom, akinek szeretete és tamogatasa végigkiséri életemet.
Draga emléke 6rokké benniink él.

O

117



12. PUBLIKACIOS LISTA

A disszertacié témakorében megjelent publikacidok

Idegen nyelvii cikk tudomanyos folyoiratban

Nagy K., Szabadi N.T., G6cza E., Lazér B., Ecker A., Téth A., Sadndorova L., Stéger V., Tokar
A., Gustavo D., Zomborszky Z., Bodé S. (2026) The Effect of Heat Treatment on the Gene
Expression and Cryosurvival of In vitro-Produced Bovine Embryos. Animals 16(15):2289.
https://doi.org/10.3390/ani16152289
D1-Q1

Magyar nyelvii cikk tudomanyos folyéiratban

Nagy K., Egerszegi I., Gocza E., Zomborszky Z., Bodd Sz., Tokar A., Szabari M. (2026) A
héstressz hatasa a kérédzok reprodukciojara. MAL 148:339-350
https://doi.org/10.56385/magyallorv.2026.6.339-350

Q2

Nagy K., Tokéar A., Sdndorova L., Gocza E., Zomborszky Z., Stéger V., Szabari M., P6ti P., Bodo
Sz. (2025) Szarvasmarha in vitro embrio-eléallitd rendszer létrehozasa kutatasi

modellkisérletek szaméra - mddszertani ismertetd. AWETH 21:86-93.

Nemzetkdzi és hazai konferenciakiadvanyban teljes terjedelemben megjelent anyag
(proceeding)

Nagy K., Jakab J., Zomborszky Z., Gécza E. (2023) A hdstressz hatasa az in vivo modon eléallitott

szarvasmarha embriok mindségére. In: XXIX. Ifjusdgi Tudomanyos Forum Keszthely,
Konferenciakotet ISBN: 978-615-6338-08-2 (pdf).

Nagy K., Jakab J., Zomborszky Z., Gocza E. (2023) A héstressz hatasa az in vivo eléallitott
szarvasmarha embriok mindségére. In: Magyar Buiatrikus Tarsasag XXXI. Nemzetkozi
Tudomanyos Kongresszusa Keszthely, Konferenciakotet ISBN: 978-615-8141-3-3-8, 177—
182.

Nagy K., Hussamaldin A., Gustavo D., Sandorova L., Bodo Sz. (2025) Mikrocseppes inkubacios
rendszer optimalizalasa szarvasmarha petesejtek érlelése és embridk tenyésztése soran. In:
Szenci O., Brydl E. Magyar Buiatrikus Tarsasag XXXIIl. Nemzetkdzi Tudoméanyos
Kongresszusa, Tapolca, 157-163.

118



Nemzetkozi és hazai konferenciakiadvanyban megjelent abstract (magyar és angol nyelvii)

Nagy K., Jakab J., Zomborszky Z., Gocza E. (2023) A héstressz hatasa az in vivo €s in vitro médon
eléallitott szarvasmarha embriok mindségére és életképességére. In: 27. Szaporodasbioldgiai

Talalkozd Székesfehérvar, Konferenciakotet, p. 25.

Nagy K., Jakab J., Zomborszky Z., Gécza E. (2023) Az in vivo modon eléallitott szarvasmarha
embriok minéségének valtozasa a héstressz hatasara. In: 28. Szaporodasbiologiai Talalkozo

Szarvas, Konferenciakotet, p. 29.

Nagy K., Jakab J., Pésa R., Zomborszky Z., Gécza E. (2024) A héstressz hatdsa az embrio-
atlltetés sikerességére. In: DOSZXMABE Biotechnoldgiai szakmai nap Szeged
Absztraktkotet ISBN: 978-615-6457-44-8, 21-22.

Nagy K., Jakab J., P6sa R., Zomborszky Z., Gicza E. (2024) How heat stress affects the success
of embryo transfer. In: 6th National Conference of Young Biotechnologists Martonvasar,
Program and Abstracts ISBN: 978-615-6448-45-3, p. 107.

Nagy K., Tokér A., Sdndorové L., Gbcza E., Stéger V., Szabari M., P6ti P., Bodd Sz. (2024)
Szarvasmarha in vitro embri6-el6allitd rendszer létrehozasa kutatasi modellkisérletek
szamara = Establishment of a bovine in vitro embryo production system for research model
experiments. In: Bényi E., Bodnar A., Pajor F., Poti P. IX. Godolléi Allattenyésztési
Tudomanyos Nap: Eléadasok és poszterek dsszefoglald kotete, G6do116, MATE, 24-25.

Nagy K., Toth R., Salinas M., Sandorova L., Bodd Sz., Gécza E. (2025) In vitro eldallitott,
hékondicionalt  szarvasmarha  embriok  génexpresszidos  vizsgalata. In:  30.

Szaporodasbioldgiai Talalkozd - Program — Osszefoglaldk, p. 19.

119



Kutatasi téman kivili publikaciok

Idegen nyelvii cikk tudomanyos folydiratban

Sandorova L., Fehér P.A., Ambagan A.C., Nagy K., Szabari M.G., Aprily S., Bod6 S., Bodnar A.,
P6ti P., Pajor F., Holl6 G., Stéger V. (2026) Rapid Direct CSN2 Genotyping by PCR and Its
Application in Population Genetics and A2 Milk Selection in Holstein Cattle. Dairy 7(1):12.
https://doi.org/10.3390/dairy7010012

Q1

Sandorova L., Nagy K., Bodd S., Bodnar A., Egerszegi ., Fodor D., Pajor F., Stéger V. (2026)
Embryo-Derived Sample Categories Show Differing Assay Evaluability and Apparent
MSY -Classification Patterns in a Low-Input Bovine Embryo PCR Workflow. Ruminants
6(3):55. https://doi.org/10.3390/ruminants6030055

Q2
Magyar nyelvii cikk tudomanyos folyéiratban

Nagy K., Kovacs L., Tornyos G., Szenci O. (2022) Uj, alternativ terapias modszerek a
tdgygyulladasok kezelésére. MAL 144:579-590.

Q4

Nemzetk6zi és hazai konferenciakiadvanyban teljes terjedelemben megjelent anyag

(proceeding)

Nagy K. Tornyos G., Szenci O. (2022) Uj alternativ terapids modszerek keresése a
tégygyulladasok kezelésére. In: Magyar Buiatrikus Tarsasag XXX. Jubileumi Kongresszusa
Eger, Konferenciakotet ISBN: 978-615-814113-2-1, 45-50.

Gustavo D., Nagy K., Hussamaldin A., Tokar A., Sandorova L., Bodo Sz. (2025) Effect of the in
vitro maturation conditions on oocyte competence. In: Bene, Sz. XXXI. Ifjusagi
Tudomanyos Forum. Keszthely, Magyar Agréar- és Elettudomanyi Egyetem Georgikon
Campus, 26-31.

Hussamaldin A., Bodo Sz., Gustavo D., Sandorova L., Nagy K. (2025) The Effect of microdroplet
culture following embryonic genome activation on embryo development. In: Bene Sz.
XXXI. Ifjusagi Tudomanyos Férum. Keszthely, Magyar Agrar- és Elettudoményi Egyetem
Georgikon Campus, 14-18.

120



Hazai konferenciakiadvanyban megjelent abstract (magyar és angol nyelvii)

Gustavo D., Nagy K., Tokar A., Nagy Sz.T., Bodo Sz. (2025) Effect of the in vitro maturation
conditions on oocyte competence. In: 30. SZAPORODASBIOLOGIAI TALALKOZO -
Program - Osszefoglaldk, p. 25.

121



Hallgatok, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (MI)

alkalmazésarél
1. Altaldnos adatok
Hallgaté neve: Nagy Katalin
Neptun-kédja: FWZATW
O BSc/BA O MSc/MA [@ Doktori (PhD)

Képzési szint (a megfelel6t jeldlje X-szel): | - Egyéb:

Tantdrgy neve/kédja*:

In vitro el6allitott, hd&stressznek kitett
szarvasmarha embridk molekularis
karakterizalasa

A munka cime:

* doktori értekezés esetén nem kitéltends

2. Nyilatkozat az Ml hasznalatarol

Alulirott, etikai felelGsségem teljes tudataban az alabbi nyilatkozatot teszem:

(Kérjiik, vdlasszon egyet az aldbbi lehetéségek koziil!)
[ A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.
(Amennyiben ezt jeldlte, a tovabbi tabldzatok kitoltése nem sziikséges.)
B3 B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.

(Kérjiik, toltse ki a vonatkozé tablazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznalatanak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mértékii felhasznaldas (pl. forditds, nyelvi korrekttira,
otletelés stb.)

(Ezen felhaszndlésok esetében a konkrét promptok és vdlaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhaszndlds célja

Alkalmazott Ml-eszkdz neve
és verziéja

Erintett rész (ha nem a
szdveg egészére vonatkozik)

nyelvi korrektdra; forditas;
statisztikai maodszertani
konzulticié;  szakirodalom
keresésének tdmogatdasa

OpenAl ChatGPT - 5.6
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Il. TABLAZAT: Jelentds tartalmi hozzajarulds (pl. egy teljes dbra vagy egy hosszabb
szévegrész generaldsa)

(Ezekben az esetekben a felhaszndlt kulcsfontossdgu promptok és az M dltal adott nyers
vdlaszok dokumentdldsa és a munka mellékletében valé csatoldsa sziikséges.)

B t-naplét
Alkalmazott mi Az érintett fejezet / A prompt-nap

A felhasznilss célja | ©52K02 DOV, | chen: /' ekbideat | TRIEES malicklet
verzidja, N e bejegyzésének
elérhetgsége o sorszama

3/A. Oktato dltal elGirt kiegészitd szabélyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantirgy oktatdja vagy témavezetSje az Mi-eszkézok haszndlatara
vonatkozéan kiilén szabélyokat vagy elvarasokat hatdrozott meg, kérjiik, az aldbbi mezében
foglalja 6ssze ezeket:

Pl. az MI haszndlatdnak tilalma bizonyos feladattipusokra; csak konkrét eszkéz haszndlata
engedélyezett; eltéré hivatkozdsi elvdrdsok; dokumentdcios forma stb.

Oktato vagy témavezet6 altal elGirt szabalyok:

4. Minden hallgatéra vonatkozo nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI dltal esetlegesen generalt tartalmakat minden esetben kritikailag
feliilvizsgaltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomanyos helytdllésagaért teljes kori felelGsséget vallalok.
Tudomésul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benyujtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valétlan vagy hidnyos.

Kelt: G6dolls, 2026. szeptember 12,

.......... T RIS R A oM T

Hallgaté aldirdsa Konzulens/Témavezet§ aliirasa
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