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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.

Doktorjelolt



1. A MUNKA ELOZMENYEI

Az éghajlatvaltozas kovetkeztében egyre gyakoribba és intenzivebbé vald szélsdséges
iddjarasi események jelentds kihivast jelentenek az allattenyésztés szamdra. A szarvasmarha-
agazatot kulonosen érzékenyen érinti a kornyezeti héterhelés, mivel a magas homérséklet és
paratartalom nemcsak az Allatok termelését és altalanos élettani allapotat befolyasolja
kedvezétleniil, hanem a reprodukcios folyamatok hatékonysagat is csokkenti. A hdstressz altal
Kivaltott elettani és sejtszintii valtozasok a néivara allatok reprodukcidjanak tobb szakaszat is
érinthetik, beleértve a tiiszofejlodést, a petesejtek érését, a megtermékenyiilést és a korai
embriofejlodést.

A preimplantacios embriok hoterheléssel szembeni érzékenysége jelentés mértékben fligg
a fejlodési stddiumtol. A korai fejlodési szakaszban 1évé embridk kiilondsen érzékenyek az
emelkedett hdmérséklet karos hatdsaira, mig fejlddésiik elérehaladtaval fokozatosan novekszik a
héterheléssel szembeni ellenalld képességiik. Ennek kialakuldsdban az embrionalis genom
aktivalodasa, valamint a sejtszintii stresszvalasz mechanizmusainak miikodése egyarant szerepet
jatszhat.

A kornyezeti stresszhatasok olyan molekularis valtozasokat idézhetnek el6, amelyek a
hagyomanyosan vizsgalt fejlodésbiologiai paraméterekben nem feltétlendl jelennek meg azonnal.
A hostresszre adott sejtvalaszban a hdsokkfehérjék mellett az anyagcsere-folyamatokban, a
sejtkapcsolatok fenntartdsaban és az epigenetikai szabalyozasban részt vevd gének, valamint a
poszttranszkripcios szabalyozast végzé mikroRNS-ek is szerepet jatszhatnak.

Az in vitro eldallitott embriokat a tenyésztés és a késobbi felhasznalas soran a héterhelés
mellett tovabbi stresszhatdsok is érhetik. Ezek koziil kiemelt jelentdségli a szarvasmarha-
tenyésztésben széles korben alkalmazott krioprezervacio, amely a membrénok, a sejtszervecskék
és az anyagcsere-folyamatok megvaltozasaval, valamint molekularis valaszreakciok
kialakuldséval jarhat. Kiilonosen fontos annak feltardsa, hogy a krioprezervaciot megel6zd
kornyezeti hatasok mikent befolyasolhatjak az embridk fagyasztassal és felolvasztassal szembeni
valaszat, illetve hogy a kiilonb6zd stresszhatasok kovetkezményei molekuléris szinten milyen
maodon kapcsolddhatnak egymashoz.

Az embridk stresszhatasokra adott valaszanak megitélése ugyanakkor nagymértékben fiigg
a vizsgalati idGtartamtol is. A szarvasmarha embridk in vitro tenyésztése hagyomanyosan a
blasztociszta stadium eléréséig tart, ezért a késébb jelentkezd fejlédési valtozasok €és az embriok
hosszabb tavu életképessége a rutinszerii tenyésztési rendszerekben csak korlatozottan

vizsgalhatd. A blasztociszta stadiumon tul folytatott, prolongalt in vitro tenyésztés lehetéséget



biztosithat az embriok életképességének nyomon kovetésére, ezaltal a korabban elszenvedett

kornyezeti vagy technologiai stresszhatasok késébbi kovetkezményeinek vizsgalatara.



2. CELKITUZESEK

A disszertacid négy egymasra ¢épild kisérlet eredményeit mutatja be, amelyek eltérd

megkozelitésbol jarultak hozza a hékezelés hatasmechanizmusanak komplex értékeléséhez.

2.1. A kontrollalt hokezelés embriofejlodésre és Kriotoleranciara gyakorolt hatasanak

vizsgalata

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

krioprezervaciot kovetd talélésére.

2.2. A kontrollalt hikezelés altal Kkivaltott génexpresszids valtozasok vizsgalata friss és

krioprezervalt embridkban

Vizsgalataink célja annak meghatérozéasa volt, hogy a korai morula stadiumban alkalmazott
kontrollalt hoékezelés miként befolyasolja a vizsgalt gének expressziojat friss, valamint

krioprezervalt és felolvasztott in vitro eldallitott szarvasmarha embriokban.

2.3. A kontrollalt hokezelés sejtszintii hatasainak vizsgalata

Vizsgalataink célja a hokezelés sejtszintli hatdsainak értékelése volt, kiilonos tekintettel az
apoptdzis és nekrozis kvalitativ értékelésére, valamint a belsé sejttomeg és a trofektoderma

sejtjeinek immunfluoreszcens jel6lésen alapuld vizsgalatara.

2.4. A kontrollalt hokezelés és a Kkrioprezervacio hatasanak vizsgalata prolongalt

embridtenyésztés soran

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

kortlmenyek kozott.



2.5. Hipoteézisek

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

A korai morula stadiumban, 38,8 °C-rdl 40,0 °C-ra fokozatosan emelt, majd két éran at fenntartott
kontrollalt hékezelés nem csokkenti szignifikansan az in vitro eldallitott szarvasmarha embriok
blasztociszta-aranyat, sem a lassu fagyasztast kovet6 talélési aranyat, mivel az embrionalis genom
aktivaciojat 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 romlésa 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 molekuléris markerek érzékenyebben jelzik az

enyhe hoéterhelést, 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 megeldzden alkalmazott kontrollalt hdkezelés moddositja az embridk
fagyasztasra adott molekularis valaszat: a felolvasztast kovetéen a hdkezelt embriokban a
hésokkfehérjéket kodold gének — elsdsorban a HSPALA — expresszioja magasabb, mint a kizarolag

krioprezervalt kontrollcsoportban.

H4 — Hosszl tavu életképesség vizsgalata (,,D” kisérlet).

A Kkorai morula stadiumban alkalmazott kontrollalt hékezelés javitja az in vitro eldallitott
szarvasmarha embriok hosszu tavud, a tenyésztés 14. napjaig tarto talélését emelt tenyésztési
hémérsékleten (39,0 és 39,5 °C), illetve krioprezervaciot kdvetden, azaz mérhetd termotolerancia-

ndvekedést eredményez.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. In vitro embrid-eléallitas

Az in vitro embrid-eldallitast 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 1évé
médiumokat hasznaltuk, melyek a kovetkezok voltak: OPU, WASH, OIL, BO-HEPES-I1VM, BO-
IVM, BO-IVF, BO-SEMPREP és BO-IVC. A folyamat minden 1épését 38,8 °C-ra felmelegitett

médiumokkal és fiitott targyasztalon végeztik.

3.1.1. 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 vagosoron 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 sdoldatot (PBS, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) tartalmazo,
légmentesen zarédod zacskokba gyiijtottem. A teljes vizsgalat soran 6sszesen 1067 petefészket
gyljtottem ¢€s dolgoztunk fel. 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 kortlbelll 50 percet vett igénybe. A szallitas alatt a zacskokat polisztirol dobozba

helyeztem annak érdekében, hogy elkeriiljem a hdingadozast.

3.1.2. Petesejtek aspiracioja és in vitro maturacioja (1VM)

A petesejtek aspiracidjat az alaposan megtisztitott petefészkekbdl 18 G injekcids tii és
haromrészes, 5 mL trtartalmu fecskend6 segitségével végeztik. A 2—15 mm atmér6ji tiiszokbol
leszivott tiisz6folyadékot petesejt felvevé médium (OPU) + 10% magzati szarvasmarha szérum
(FBS) (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Németorszag) oldatot tartalmazo, 15 mL {irtartalmt
centrifugacsovekbe gytjtottiik. Az edény tartalmat sztereomikroszkép alatt vizsgaltuk, majd
kivalasztottuk a Nemzetkdzi Embriotechnoldgiai Tarsasdg (International Embryo Technology
Society, IETS) altal meghatarozott I. minéségi osztalyba tartoz6 kumulusz-petesejt komplexeket
(COC), amelyekben a zona pellucida felszinét tobb mint harom teljes, kompakt kumuluszsejtréteg
boritotta, az ooplazma pedig siirii, egyenletes szemcsézettségii volt. A mosasi folyamatot kovetden
az ,,A” és ,,B” kisérlet soran a kumulusz-petesejt komplexeket (COC-ket) 1 mL BO-HEPES-IVM
médiumot tartalmazé kriogén csdvekbe helyeztilk, melyeket légmentesen lezartunk és 21-24 6ra

id6tartamra CO2 inkubatorba helyeztiink annak érdekében, hogy a petesejtek érése végbemenjen.



Egy cs6be legfeljebb 40 petesejtet helyeztink el. A ,,C” és,,D” kisérletben az in vitro érlelés soran
a petesejteket ekvilibralt, olajfedes nélkili, 600 uL BO-IVM médiumot tartalmazd négylyuku
tenyésztdedényben érleltitk parasitott atmoszférikus gazkorulmények kozott (5,5-6,5% CO--t és
21% 0O2), egy cseppbe legfeljebb 40 petesejtet helyezve. A felhasznélt BO-IVM médium
fenolvorés pH-indikatort tartalmaz, ezért a pH-érték esetleges eltolodasa az indikator
szinvéltozasa alapjan szemrevételezéssel nyomon kovethet6. A médium pH-értékét és
ozmolaritasat miiszeres modszerrel nem hataroztuk meg, ezért a parolgasbol eredd esetleges
ozmolaritasvaltozas kizarasara, valamint a pH esetleges valtozasanak kvantitativ jellemzésere
kdzvetlen mérési adatok nem alltak rendelkezésiinkre. Az eltér6 IVM-rendszerek és erleléedények
hasznalatat az egyes kisérletek Kivitelezésekor rendelkezésre allé laboratériumi infrastruktira
indokolta. A kiillonb6z6 IVM-rendszereket és érleldedényeket nem vizsgaltuk 6nallod kisérleti

tényezoként.

3.1.3. In vitro fertilizacio (1VF)

A termékenyités tervezett iddpontja el6tt két oraval négylyukt tenyésztdedényeket
(NUNC®, Thermo Fisher Scientific Inc., Rochester, USA) készitettem eld, melyekbe vajatonként
500 pL BO-IVF médiumot helyeztem asvanyi olajjal lefedve. Az edényeket ezt kovetden 6% CO;
és 16% O gazkeveréket tartalmaz6 CO> inkubatorba helyeztem ekvilibracio céljabol. A petesejtek
érését az ¢érlelési 1d0 lejartdval sztereomikroszkop alatt ellendriztem. A termékenyitéshez
cseppenkeént legfeljebb 40 petesejtet helyeztem el.

Az in vitro termékenyitéshez felhasznalt sperma a petefészek-donorokkal azonos fajtaju,
Holstein-friz tenyészbikatdl szarmazott. A termékenyitést a Reform nevii, 33589 kozponti
lajstromszamu egyed 2021. januar 5-én gyiijtott spermdjaval végeztem. Az apai eredetii
variabilitas minimalizalasa érdekében valamennyi Kkisérlethez ugyanazon bikatdl szarmazé
spermat hasznaltam. A termékenyitGanyagot tartalmazo, 0,25 mL drtartalmi miiszalmakat
felolvasztas céljabol cseppfolyds nitrogénbdl 37,8 °C-0s vizfiirdébe helyeztem 20 masodpercre,
majd 4 mL BO-SEMENPREP médiumot tartalmazd 15 mL-es centrifugacsébe Uritettem. A
spermamintak motilitasat Makler-kamraban (Sefi Medical Instruments Ltd., Haifa, Izrael),
Olympus BX43 tipusu binokularis mikroszképpal (Olympus Corporation, Tokyo, Japan),
szubjektiv becsléssel értékeltuk. Az in vitro fertilizaciohoz legalabb 40%-0s motilitasu
spermamintakat fogadtunk el; a felhasznalt mintak motilitasa altalaban 40-50% ko6zd6tt alakult. A
termékenyitocseppekhez adando spermaminta mennyiségét a meghatarozott
spermiumkoncentracié alapjan szamitottuk ki, majd a mért motilitds figyelembevételével
korrigaltuk. A petesejteket tartalmazo termékenyitécseppekben a végsé spermiumkoncentraciot

2,0 x 10° spermium/mL értékre allitottuk be. A termekenyites a petesejtek és a spermaminta 16—



19 6ran keresztili egytt tenyésztésével, un. koinkubalasaval tortént 6% CO. és 16% O
géazkeverékben IVFTech hatkamras inkubatorban (IVFtech, Klintehgj, Birkeread, Dénia).

3.1.4. In vitro embridtenyésztés (IVC)

A Kisérletsorozat sordn sszesen 4509 zigdtat vontunk in vitro tenyésztésbe. Az embriok
tenyésztésé¢hez négylyuku tenyésztdedényeket készitettem eld, melyekbe 500 uL 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, gazkeveréekben ekvilibracio
celjabol.

A kumuluszsejtek eltavolitasahoz — denudalashoz — vortex kezelést alkalmaztunk. Ezutan
az el6zoleg ekvilibralt BO-IVC médiumban is atmostuk a preembridkat, majd a négylyuku
tenyésztoedény megfeleld cseppjébe helyeztiik 6ket, cseppenként maximum 40 darabot. Az
embriok tenyésztése 38,8 °C-on, 55-6,5% CO: és 55-6,5% O2 gazkeverékben hét napon
keresztlll IVFTech hatkamrés inkubatorban tortént.

3.2. Hokezelési kisérletek

A termékenyitést kovetd 116. oraban (hpi) a korai morula stadiumu embridkat
kivalasztottam, majd a kisérletek tipusanak fliggvényében egyenld nagysdgl csoportokra
osztottam. Valamennyi kisérletben 50 pL térfogatd médiumcseppekben, cseppenként 6t embridt

tenyésztettem.

3.2.1. ,,A” Kisérlet — Friss embriok vizsgalata

A Kkisérlet soran o6t korai morula stddiumu embriot helyeztem minden BO-1VC
médiumcseppbe, amelyeket 35 mm-es Petri-csészékben asvanyi olajjal fedtem le és az embridk
behelyezése elott két oran at ekvilibraltam az embridteny€sztés soran alkalmazott koriilmények
kozott. A kisérlet soran az inkubator két kamrajat hasznaltam: az 1. kamraban a kontrollcsoport
(K) tenyésztése folyt, mig a hokezelést (HK) és a héstressz-kezelést (HS) a 2. kamréban végeztem.
A vizsgalat teljes idOtartama alatt kdvetkezetesen ugyanazt a két inkubatorkamrat hasznaltam, és
az egyes kezelési csoportokat ugyanahhoz a kamrahoz rendeltem. Az azonos homérsékleti
feltételek biztositasa érdekében mindkét inkubatorkamra hémérsékletét minden kisérleti ismeétles
elott kalibraltuk és ellendriztikk. Mivel az inkubdtor valamennyi kamrajat egyetlen, ko6zos
gazkeverd rendszer latja el egyidejlleg, a kisérlet teljes idGtartama alatt azonos gazosszetételt
biztositottunk, igy a gazosszetétel kamraspecifikus eltérései kizarhatok voltak. Emellett a kamrak
ajtajanak nyitasi gyakorisaga, valamint nyitva tartasuk iddtartama 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
tartalmazo kamra homérsékletét 7 percenként 0,1 °C-kal emeltem 38,8 °C-rdl 40,0 °C-ra. A
célhdmérséklet elérésekor a hdsokkcsoport tenyésztéedényét is a hokezelési kamraba helyeztem,
majd mindkét csoport embridit két 6ran at 40,0 °C-on inkubaltam. A kétoras inkubaciot kovetéen
a hésokkcsoport tenyésztOedényét visszahelyeztem a 38,8 °C-0s standard tenyésztési
hémérsékletet biztositd kamraba, mig a hdkezelt csoportot tartalmazd kamra hémérsékletét
fokozatosan visszaéllitottam a kiindulasi, 38,8 °C-os értékre. A Kisérletet harom fliggetlen
bioldgiai ismétlésben végeztem el. Az ,,A” kisérlet soran Gsszesen 270 korai morula stadiumu
embridt vontunk be a vizsgalatba. Az embridkat egyenld aranyban osztottuk el a kontroll, hékezelt
és hosokknak kitett csoportok kozott (csoportonként n = 90), harom ismétlésben. A kisérletbe
bevont embridk szamét az 1. tblazatban foglaltam 6ssze.

1. tablazat. Az ,,A” kisérletbe bevont embridk szdma

Génexpresszids

Ismétlés Kisérleti csoport V|zsga|t, embriok analizisre gyijtott
szama - )
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 az 1. abra szemlé¢lteti.

s .

A
4 &=
= 3 — = Iy o =
PETESEJTEK -
e VM e
ASPIRACIOIA IVF DENUDALAS
(8] 388°C  40°C O Q
IVFtech =
MORULAK L , A o
: HOKEZELES Ive -
K SZELEKCIOJA DOKUMENTACI) ~ MINTAGYUITES

1. abra. Az ,,A” kisérlet munkafolyamatainak sematikus abrazolasa



3.2.2. ,,B” kisérlet — Krioprezervalt embridk vizsgalata

A Kkisérlet soran az embriokat az ,,A” kisérletben alkalmazott protokoll szerinti
hbkezelésnek vetettem ala. A hésokk-kezelést a tovabbi kisérletekben nem alkalmaztam, mivel az
,»A” kisérletben a hdsokknak kitett embriok génexpresszids valasza rendkiviil nagy egyedi
variabilitast mutatott, ami a csoport eredményeinek értelmezhetéségét korlatozta. A blasztociszta
stadium elérését kovetden az embriokat lassu fagyasztast alkalmazva krioprezervacionak vetettem
ala, melynek soran a Minitube GmbH (Tiefenbach, Németorszag) kereskedelmi forgalomban
elérhetd6 médiumait hasznaltam. A fagyasztas elsé 1épéseként a blasztocisztakat BoviHold
médiumban tobbszér mostam at, majd nyolc percig etiléen-glikolt tartalmazé BoviFreeze
médiumba helyeztem. Az embridkat ezutdn muszalmatoltd pipettor segitségével miiszalméakba
toltottem a krioprotektans oldattal egyutt, és —6,5 °C-ra el6hutott EFT-3002 embriofagyaszto
(Beltron Instruments, Longmont, USA) kamrajaba helyeztem. Két perc elteltével a
jégmagképzodést (seeding) cseppfolyds nitrogénben lehiitott rézruddal indukéltam. Tiz perc
elteltével elinditottam a fagyasztd késziiléket; ezt kovetden a kamra homérséklete 0,5 °C/30
masodperc sebességgel —34,3 °C-ra csokkent. Amikor a hémérséklet elérte a kivant értéket, az
embridkat tiz percen at a kamraban tartottam, majd gyors mozdulattal cseppfolyds nitrogénbe
helyeztem.

Az embriokat felolvasztasig cseppfolyos nitrogénben, —196 °C-on taroltam. A felolvasztas
soran az embridkat tartalmazé miiszalmakat 30 masodpercig 37,8 °C-ra melegitett vizfiirdébe
helyeztem, majd azok tartalmat 35 mm atmér6jii Petri-csészékbe Uritettem. Az embridkat tobb
Iépcsében, BoviHold médiumban mostuk at annak érdekében, hogy a krioprotektans anyagot
eltdvolitsuk. A blasztocisztakat ezutan olajfedéssel ellatott BO-IVC médiumot tartalmazé
tenyésztdedénybe helyeztem. A tulélési ardnyt a felolvasztast kovetd 24. oOrdban,
sztereomikroszkoppal hataroztam meg (Marsico et al., 2019). A ,,B” kisérlet soran dsszesen 64
blasztocisztat vontunk be a mélyhiitési vizsgalatokba, amelyek kozil 29 a kontroll-, 35 pedig a

hoékezelt csoportba tartozott.

2. tablazat. A ,.B” kisérletbe bevont embriok szama

Génexpresszios

Ismétlés Kisérleti csoport Mélyhﬁstzigtrtn‘;mbriék analizisre gyiijtott
embriok szama*
K 7 7
B1 HK 9 7
K 11 8
B2 HK 10 6
K 11 8
B3 HK 16 15

* Az analizisre gylijtott embriok szama megegyezik a felolvasztast kovetden ¢életképes embridok
szamaval.



A ,,B” kisérlet munkafolyamatait a 2. dbra szemlélteti.
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2. abra. A ,B” kisérlet munkafolyamatainak sematikus abrazolasa
3.2.3.,,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. A vizsgalatot 3
biologiai ismetlésben végeztem el, ismétlésenkent n = 160, dsszesen 480 korai morula stddiumu
embridt bevonva, amelyeket egyenld aranyban osztottam el a kontroll- (K) és a hékezelt (HK)

csoportok kozott (csoportonként és bioldgiai ismétlésenként n = 80).

A hokezelést a termékenyitést kdvetd 116. oraban, az ,,A” kisérletben leirt protokoll
szerint végeztem. Az ,,A” és ,,B” kisérlettdl eltéréen a fejlédési kompetenciat két idépontban
értékeltem: a blasztociszta-aranyt a tenyésztés 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 embridk egy részét lassu
fagyasztassal krioprezervaltam a ,,B” kisérletben leirt protokoll szerint; a felolvasztast koveto 24.
ordban a tulélt embriokbol csoportonként ugyancsak n = 15 blasztocisztat gytijtéttem
génexpresszios vizsgélatra. Igy a kisérlet négy mintacsoportot eredményezett: friss kontroll (K),
friss hdkezelt (HK), krioprezervalt kontroll (KF) és krioprezervalt hkezelt (HKF). A ,,C” kisérlet

munkafolyamatait a 3. abra szemlélteti.
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3. dbra. A ,,C” kisérlet munkafolyamatainak sematikus abrazolasa

3.2.4. ,,D” Kkisérlet — Prolongélt embridtenyésztés

A hosszl tavi embridtenyésztés elokészitéséhez az embriok eldallitasara a,,C” kisérletben
ismertetett protokollt alkalmaztam. Az embriokat az embriotenyésztés hetedik napjan
krioprezervacionak vetettiik ala, majd a cseppfolyds nitrogenbe helyezést kovetéen a korabban
ismertetett protokoll szerint felolvasztottuk. A felolvasztast kovetden az embriokat BO-IVC
tenyésztomédiumba helyeztiik. Az embriotenyésztés nyolcadik napjan a friss blasztocisztékat,
valamint a krioprezervaciot tulélé embridkat elézetesen ekvilibralt, 10% (v/v) FBS-t tartalmazo,
olajfedessel ellatott, 30 pL térfogatu BO-IVC médiumcseppekbe helyeztem individualisan. Egy
tenyésztéedényben 10 embriot helyeztem el. Az egyes tenyésztéedények kizarolag egy adott
kisérleti csoport (K, HK, KF vagy HKF) embridit tartalmaztak. A tenyésztéedényeket ezt kovetden
elomelegitett, hatkamras inkubatorba helyeztem, ahol a harom alkalmazott tenyésztési
hémérsékletnek megfeleléen (38,5; 39,0 és 39,5 °C) kilon kamrékban helyeztem el. A

vizsgalatban alkalmazott tenyésztési hémérsékleteket a szakirodalmi adatok (El-Sheikh et al.,



2013; Lees et al., 2018; Lopez-Gatius—Hunter, 2020; Vitali et al., 2023) alapjan becsult méhen
belilli homérsékleti viszonyok figyelembevételével hataroztuk meg. A Kisérletet harom
ismetlésben végeztem, ismétlésenként 160, Osszesen 480 korai morula stddiumud embrio
felhasznalasaval. Az embriokat minden ismétlésben egyenld aranyban osztottam el a kontroll- és
a hdokezelt csoport kozott (csoportonként n = 80). A hokezelési, illetve fagyasztési és felolvasztasi
eljarasokat kovetden a négy kezelési csoportbol Osszesen 344 életképes embriot vontam be a
prolongélt tenyésztesbe. A rendelkezésre allo életképes embridk szdmatol figgden ismétlésenként
és homérsekletenként valamennyi kezelési csoportbol legfeljebb 10 embriot tenyésztettem, igy
mindharom hémérsékleti kamraban a négy csoport embridinak tenyésztése egyidejiileg zajlott. Az
egyes Kisérleti csoportok mintaelemszamait a 3. tablazat foglalja 6ssze. Az embridk talélését
kétnaponta, a tenyésztés 8. (D8), 10. (D10), 12. (D12) es 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
1. 8 10 9 9 9 10 7 10 10 10 9 10
2. 10 10 10 10 9 9 8 9 10 9 9 10
3. 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

A kisérleti elrendezést a 4. dbra szemlélteti.

‘ 38,5°C ‘ ‘ 39,5 °C ‘

4. dbra. A prolongalt embriotenyésztési kiserlet kezelési csoportjainak elrendezése a 38,5; 39,0

és 39,5 °C-os inkubacios hémérsékleteken



3.3. A génexpresszios vizsgalatokhoz tortén6é mintagyiijtés

Az embridkat a blasztociszta stadium elérését kovetéen az IETS, valamint B6 és Mapletoft
(2013) ajanlasa alapjan mindsitettem. Az ,,A” kisérletben a blasztocisztakat Dulbecco-fele
foszfatpufferelt sdoldatban (DPBS) mostam at, majd 100 pL RNA Aqueous Lysis Buffer Micro
Kitbdl (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) szarmazé
lizispuffert tartalmaz6é Eppendorf-csévekbe gyhjtottem. A ,,B” Kisérletben a blasztocisztak
gylijtése 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 csoportonkent és biologiai ismétlésenként n = 15 blasztociszta stddiumu embriot
gyljtottem, amelyeket az RNS-izolalas eldtt poolozva dolgoztam fel. A vizsgalatot harom
flggetlen bioldgiai ismétlésben végeztem, mintanként harom technikai parhuzamos reakcioval. A
gylijtott mintakat —70 °C-on taroltam a génexpresszids analizis megkezdéseig.

3.4. Génexpresszio vizsgalata

Az RNS-kivonast RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation 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 az 5 ng/uL-t. Az mRNS-markerek elemzéséhez a teljes RNS-b61 ¢cDNS-t allitottunk eld
reverz transzkripciés cDNS-szintézis készlet (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével. A valés ideji polimeraz-
lancreakciohoz (QPCR) a gyartd utasitasainak megfeleléen SYBR Green PCR-mesterkeveréket
hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A vizsgalatokat Mastercycler® ep
realplex készulékkel (Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag) végeztik.

A mintdkon ezutdn QgPCR-t végeztink az embrionalis fejlédésre jellemzd és
hésokkfehérjéket kodold gének (RPS15A, HSP90AA1l, HSPB11, HSPAl1A, GPX1, IGF2R,
CCNBL1, DNMT3A, PLACS) expresszios profiljanak elemzésére.

A miRNS-ek expresszidjanak meghatarozasahoz TagMan Advanced miRNA gPCR
technoldgiat alkalmaztunk. A cDNS-szintézist az Applied Biosystems TagMan Advanced miRNA
cDNA Synthesis Kit (kataldgusszam: A28007) felhasznalasaval, a gyartd protokollja szerint
veégeztik. Az alacsony kiindulasi RNS-koncentracio miatt a mintakat higitas nélkil hasznaltuk fel,
areakciohoz megengedett maximalis mintatérfogat (2 pL) alkalmazasaval. A cDNS-szintézis négy
egymast kovetd 1épésbol allt: poli(A)-farok hozzdadasa, adapter-ligacio, reverz transzkripcid

(RT), valamint miR-Amp preamplifikacio. A higitatlan miR-Amp reakciotermékeket a valos idejli



gPCR-analizis elvégzéséig —80 °C-on taroltuk. A vizsgalt miRNS-ek a miR-191-5p, miR-320a-
3p, miR-372-3p, miR-378a-3p és miR-138-5p voltak.

Minden assay esetében negativ kontrollreakciot is futtattunk. A miR-92a-3p-t endogén
referencia-miRNS-ként  (bels6  kontrollként) alkalmaztuk a génexpresszidos adatok

normalizalasahoz.

3.5. 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 embridkat 50 pL festdoldatot tartalmazd cseppekben,
szobahdmérsékleten, sotétben 15 percig inkubaltuk. A Hoechst 33342-t a sejtmagok jel6lésére, a
FITC-Annexin V-t az apoptozis soran bekovetkez foszfatidil-szerin externalizacio kimutatasara,
mig az Ethidium Homodimer Ill-at a membranintegritdsukat elvesztett nekrotikus sejtek
azonositasara alkalmaztuk. A fluoreszcens képalkotast ImageXpress® Pico Automated Cell
Imaging System (Sunnyvale, Kalifornia, USA) készulékkel végeztik DAPI/Hoechst, FITC és
Texas Red szlir6k alkalmazasaval. Az apoptozis- és nekrdzisfestés soran 16 kontroll- és 17

hékezelt embriot vizsgaltunk.

3.6. Immunfestés

Az alkalmazott els6dleges antitestek a nyl monoklonalis anti-CDX2 (1:100; Abcam,
ab76541) és a nydl monoklonalis anti-OCT4 (1:100; Abcam, ab181557) voltak. Harom, 0,01%
BSA-t tartalmazé PBS-oldattal végzett mosasi 1épést kovetden az embriokat kecske eredeti,
Abberior STAR RED fluoroférral konjugalt anti-nyal masodlagos antitesttel (1:200;
Abberior/Unicam) inkubaltuk 1 6ran at, 37 °C-on, sotét kdrnyezetben. A sejtmagok ellenfestését
TO-PRO-3 jodiddal (1:500; Thermo Fisher Scientific) végeztiik 15 percig szobahdmérsékleten. A
mintak vizsgalatat konfokalis lézerpasztazé mikroszkoppal (TCS SP8, Leica Microsystems IR
GmbH, Wetzlar, Hessen, Németorszag) végeztiik. Az immunfluoreszcens festés soran 15 kontroll-

¢és 13 hokezelt embridt vizsgaltunk.



3.7. Statisztikai értékelés

Az adatokat binomialis hibaszerkezetii, logit kapcsolofiiggvényl altalanositott linearis

vegyes modellekkel (GLMM) elemeztiik. Az alkalmazott eljardsokat a 4. tablazat foglalja dssze.

A szignifikanciahatar p < 0,05 volt.

4. tablazat. Az alkalmazott statisztikai és kvalitativ értékelési eljarasok

Vizsgalt valtozo

Madszer és modellfelépités

Osszehasonlitas és kozlés

Blasztociszta-arany

AT Es ,C7

GLMM; fix hatés: kezelés; véletlen
hatasok: bioldgiai ismétlés es
tenyé€sztécsepp.

Paronkeénti 6sszehasonlitas Tukey-
korrekcioval.

Felolvasztas utani
tulélés
”B,’ éS ”C,’

GLMM; fix hatas: kezelés; véletlen
hatés: biologiai ismétlés.

Paronkeénti 6sszehasonlitas Tukey-
korrekcioval.

Prolongalt talélés
,D”, D10-D14
egyutt

GLMM,; fix hatasok: tenyésztési
hémérséklet, hokezelés,
krioprezervacioé és tenyésztési nap;
véletlen hatas: bioldgiai ismétleés.

A féhatasok egyiittes értékelése;
D8 nem szerepelt a modellben.

Prolongalt talélés
,»D”, naponként

Kilon GLMM D10, D12 és D14
esetén. Fix hatasok: hOmérséklet,
hdkezelés, krioprezervacio és
valamennyi két- és haromutas
interakcidjuk; véletlen hatas: biologiali
ismétles.

I11. tipust Wald-féle y2-préba;
becsllt marginalis atlagok; K-HK
Osszevetés homérséklet—
Krioprezervacié kombinaciénként,
Holm-korrekciéval. Becsilt
tulélési valdszinliség,
esélyhanyados és 95%-0s
konfidenciaintervallum.

Génexpresszid
”A” és 7’B”

Student-féle t-préba a kontrollhoz
viszonyitott fold change (2744
értekeken.

A kontrollcsoporthoz viszonyitott
relativ expresszio.

Génexpresszio
C”
2

Egyszempontos varianciaanalizis,
majd Student-féle t-proba a
referenciagénre normalizalt ACt-
értékeken.

Abrazolas: 27 atlag + SEM.

Sejtszintii
vizsgalatok

Az apoptozis-, nekrozis- és
immunfluoreszcens festések kvalitativ
értékelése.

Kvalitativ 6sszehasonlitas.

A GLMM-eket az R Ime4 csomag glmer() fiiggvényével illesztettiik. Az ,,A—B” kisérletek

aranyadatait R 4.6.0 kornyezetben, maximum-likelihood becsléssel és Laplace-kozelitéssel

elemeztik; a Tukey-0sszehasonlitasokhoz multcomp csomag: glht() fliggvényt alkalmaztunk. A

,C-D” kisérletben R 4.5.0 kornyezetet, car csomag: Anova(), emmeans és ggplot2 eljardsokat

hasznaltunk. A ,D” kisérlet talélési aranyait a D8 napon életben 1évé embriok szamahoz

viszonyitottuk. D8-at a 100%-os tulélés miatti teljes szeparacio elkeriilésére kizartuk a



modellekbdl; az elpusztult embriokat a késébbi idépontokban is elpusztultként vettiik figyelembe.
A gPCR-adatokat Eppendorf RealPlex és GenEx 7.0 szoftverrel dolgoztuk fel. A referencidk
kivalasztasahoz NormFinder-elemzést alkalmaztunk; a bels6é kontroll EEF1A1, illetve miR-92a-
3p volt. A génexpresszios analizis biologiai egysége az ismétlesenként és csoportonként poolozott
minta (n = 3 biologiai ismétlés); a harom technikai parhuzamos nem 6nall6 bioldgiai ismétlés.

A disszertacid egyes részei a szerzd korabban megjelent tudomanyos kozleményének
felhasznalasaval késziltek. Az Anyag és modszer fejezet egyes részei, az ,,A” és ,,B” kisérlet
eredményeit, az apoptozis-, nekrdzis- eés immunfestési vizsgalatok eredményeit, valamint a

diszkusszid egyes részeit a kovetkez6 kézleményben részben kdzoltik: Nagy et al., 2026.



4, EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Vizsgalatunk soran biztositottuk, hogy a mérések minden esetben blasztociszta stadiumd
embridkon torténjenek, és az egyes kezelések génexpresszios szintjeit minden Kkisérleti
ismétlésben a megfeleld kontrollcsoport értékeihez viszonyitva értékeltiik. A kontroll- €s hokezelt
csoportokat minden ismétlésen beliil hasonlitottuk 6ssze, mivel a kiilonbozo kisérleti ismétlések
kontroll embridinak génexpresszids profiljai is eltéréseket mutattak, amelyek feltehetden a donor

tehenek eltérd kornyezeti hatasaibol és az egyedi biologiai kiillonbségekbdl adodhattak.
4.1. Blasztociszta és tulélési ardnyok elemzése
4.1.1.,,A” Kkisérlet

Az egyes ismétlésekben meghatarozott blasztociszta-aranyokat az 5. tablazat szemlélteti.

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

i Kisérleti Blasztocisztak Blasztocisztak
Ismétlés £ -

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 29 725+ 183
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

A csoportok kozotti paronkénti  dsszehasonlitasok alapjan a blasztociszta-aranyok
tekintetében egyik kezelési csoportpar kozétt sem volt kimutathatd statisztikailag igazolhato
kialonbség (K-HK: p = 0,464, K-HS: p = 0,988, HK-HS: p = 0,381). A modell altal becsilt
blasztociszta képzédési valosziniiségek 50,3% (kontroll), 59,9% (HK) és 49,2% (HS) voltak.



4.1.2.,,B” Kkisérlet

A felolvasztas utani talélési aranyok mind a kontroll-, mind a hékezelt csoportban az egyes
Kisérleti ismétlések kozott eltérést mutattak. A felolvasztds utani tulélési ardnyokat a 6. tablazat

foglalja Ossze.

6. tAblazat. Tulélési aranyok alakulasa az egyes ismétlések soran

Tulélé
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 Kkontrollcsoportban a felolvasztas utani talélési arany 73% és 100% kdozott, mig a
hoékezelt csoportban 60% és 95% kozott valtozott az egyes bioldgiai ismétlések soran.

A kezelés nem gyakorolt statisztikailag igazolhat6 hatast a felolvasztéas utani talélésre (p =
0,957). A modell alapjan becsdlt tulélési valoszinliség a kontrollcsoportban 79,3% (23/29), a
hékezelt csoportban pedig 80,0% (28/35) volt. A kisérletek kozotti variabilitas alacsonynak
bizonyult (SD = 0,16).

4.1.3.,,C” Kisérlet
Az egyes ismétlésekben meghatarozott blasztociszta-aranyokat a 7. tablazat szemlélteti.

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

Ismétlés Kisérleti Kisérleti Blasztocisztak Blasztociszta-

nap csoport szama (db) arany (%)

c1 7 K 49 61,3+275
HK 54 67,5+ 30,6

K 57 71,3+22,7

C2 ! HK 58 72.5+17.9
K 58 725+196

C3 / HK 54 67,5+ 15,7
K 53 66,3 £ 26,6

C1 8 HK 61 76.3+22.9
K 69 86,3 +13,0

C2 8 HK 69 86.3 + 13 7
K 68 84,0 £13,8

3 8 HK 59 738+ 162

A ,,C” kisérlet soran megallapitott tlélési aranyokat a 8. tablazat mutatja be.



8. tablazat. Tulélesi aranyok alakuldsa az egyes ismétlések soran

Tulélé
Ismétlés Kisérleti csoport blasztocisztak Tulélési arany (%)
szdma
K 19 95
¢l HK 19 95
K 23 100
2 HK 24 100
K 25 100
€3 HK 23 92

Az altalanositott linearis vegyes modell elemzése alapjan a hékezelés nem gyakorolt

szignifikans hatast az embriok fejlédésére. A blasztociszta-arany a kontroll- és a hékezelt csoport
kdzott 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 kilonbozott szignifikansan.

Hasonloképpen, a felolvasztast kdvetd talélési aranyban sem volt kimutathatdé szignifikans

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

4.1.4.,,D” kisérlet

A hosszU tavi embridtenyésztés soran megfigyelheté morfoldgiai valtozasokat az 5. €s 6.

abra szemlélteti.

D1-K 38.5 °C D8

D1-K 38.5°C D10

200 um

D1-K 38.5 °C D12

200 pm

D1-K 38.5°C D14

£

. ' /
\\\

200 um

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

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



6. abra. In vitro elballitott szarvasmarha blasztociszta morfologiai valtozasai prolongalt

tenyésztés soran a 39,5 °C-on tenyésztett hékezelt €s krioprezervalt (HKF) csoportban (D8-D14)

A tenyésztés soran az embriok tulélési aranya valamennyi kezelési csoportban fokozatosan

csokkent a tenyésztési id6 elérehaladtaval (7. dbra).
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7. abra. Az embriok talélési aranyanak alakul&sa prolongalt tenyésztés soran a kiilonb6z6
tenyésztési hdmérsékleteken és kezelési csoportokban. Az dbra a DS, D10, D12 és D14
idépontokban meghatarozott tulélési aranyokat mutatja a kontroll (K), hékezelt (HK),
krioprezervalt kontroll (KF) és krioprezervalt hokezelt (HKF) csoportokban, kilon a 38,5; 39,0

és 39,5 °C-os tenyésztési hdmérsékleteken.

A D10-D14 iddszak egyiittes értékelésére alkalmazott altalanositott lineéris vegyes modell
(GLMM) alapjan a tenyésztési nap szignifikans hatast gyakorolt az embridk talélésére (p < 0,001),
igazolva, hogy a hosszU tavu tenyesztés soran az embriok életképessége az id6 elérehaladtaval
folyamatosan csokkent. Ezzel szemben sem a tenyé€sztési hdmérséklet (p =0,134), sem a hokezelés
(p = 0,631), sem a krioprezervacio (p = 0,319) nem gyakorolt szignifikans fohatast a tulélésre. A
hbkezelés és a krioprezervacio kozotti interakcio szintén nem bizonyult szignifikansnak (p =
0,961). A tulélési gorbeket bemutaté abra alapjan valamennyi kezelési csoportban hasonld
csokkend tendencia volt megfigyelhetd, és egyik kezelés sem eredményezett tartds talélési elonyt
a prolongalt tenyésztés soran.

Tekintettel arra, hogy a vizsgélat elsddleges célja annak meghatarozasa volt, hogy a
hokezelés javitja-e az embriok tulélését emelt tenyésztési hdmérsekleten, illetve krioprezervaciot
kovetéen, a D10, D12 és D14 tenyesztesi napokat kulon-kilon is elemeztiik faktorialis GLMM
alkalmazasaval. A tenyésztési homérséklet és a hoékezelés kozotti interakcio egyik vizsgalt
idépontban sem volt szignifikans (D10: p = 0,710; D12: p = 0,924; D14: p = 0,495), ami arra utal,

hogy a hékezelés hatasa nem filiggott a tenyésztési hdmérséklettél. Hasonloképpen, a hokezelés és



a krioprezervacié kozotti interakcio sem bizonyult szignifikansnak (D10: p = 0,889; D12: p =
0,786; D14: p = 0,472), igy a hdkezelés nem javitotta szignifikansan a krioprezervalt embridk
tulélését. A tenyésztési hdmérséklet, a hokezelés és a krioprezervacid 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 h6kezelés hatasa egyidejiileg sem a
tenyésztési hémérséklettél, sem a krioprezervaciotol nem fiiggott. A Holm-korrekcidval végzett
paronkénti Osszehasonlitdsok egyik esetben sem mutattak szignifikans kiilonbséget a hdkezelt és
a nem hokezelt csoportok kozoétt (D10: p = 0,516-0,725; D12: p = 0,405-1,000; D14: p = 0,370-
0,702).

4.2. Génexpresszids mintazatok analizise

4.2.1.,,A” kisérlet

A vizsgalt gének relativ expresszios szintjeit a két kezelt csoportban (HK: hokezelt; HS:
hésokk), a kontrollcsoporthoz viszonyitva a 8a. és 8b. abra mutatja be. A 8c. és 8d. abrak a
HSP90AALl és a HSPB1l1 gének hdkezelésre, illetve hésokkra adott expresszids valaszat
szemléltetik. Mindkét esetben a hokezelés a HSP90OAAL (p = 0,021) és a HSPB11 (p = 0,032)
expresszios szintjének szignifikdns csokkenését eredményezte. Az embriok hdstresszre adott
génexpresszios valasza jelentds egyedi variabilitast mutatott, amelynek kovetkeztében a vizsgalt

csoportokban a szoras magas volt.
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8. dbra. (a) A vizsgalt gének relativ expresszios szintjei a h6kezelt csoportban; (b) a vizsgalt
gének relativ expresszios szintjei a hésokk-kezelt csoportban; (c) a HSP90AA1L gén relativ

expresszios szintje (p = 0,021); (d) a HSPB11 gén relativ expresszios szintje (p = 0,032).

A 9. dbra a miR-191-5p, a miR-372-3p, a miR-378a-3p, a miR-138-5p és a miR-320a-3p
relativ expresszios szintjeit mutatja be a kezelt csoportokban a kontrollcsoporthoz viszonyitva.
A vizsgalt miRNS-ek kozil a miR-191-5p expressziods szintje mind a hékezelt (p < 0,001), mind
a hoOsokknak kitett csoportban (p < 0,001) szignifikdnsan csokkent a kontrollcsoporthoz
viszonyitva (9a. abra). Ezzel szemben a miR-378a-3p (p = 0,013) (9d. abra) és a miR-138-5p (p =
0,014) (9e. abra) esetében szignifikans expresszidcsokkenés kizardlag a hokezelésnek Kkitett

csoportban volt megfigyelhetd.
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9. &bra. 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.

4.2.2. ,B” kisérlet

A vizsgélt genek relativ expresszios szintjeit a 10. abra mutatja be. A 10a. abra 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 (10b. abra), mig

aHSPB11 gén az,,A” kisérlethez hasonlo csokkend tendenciat mutatott, azonban a jelentds egyedi



variabilitas miatt ez a kiilénbség nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét (p = 0,089) (10c.

abra).
a @RPS15A m HSPY0AA1 ®IGF2R B HSPB11

B-HK
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10. &bra. (a) A vizsgalt gének relativ expresszios szintjei; (b) a HSP90AAL gén relativ
expresszios szintje; (c) a HSPB11 gén relativ expresszios szintje az embriok felolvasztasat

kovetden

A Kisérletben a miRNS-expresszios profilok nagy variabilitdst mutattak, még a hékezelt
csoporton beldl is, ami 0sszefligghetett a krioprezervacioval. Ennek kovetkeztében a mintak
kozotti szordsertékek is jelentésen megnovekedtek. A vizsgalt miRNS-ek kozil kizardlag a miR-
378a-3p expresszioja volt szignifikansan magasabb a hékezelt csoportban a kontrollcsoporthoz
viszonyitva (11d. abra; p = 0,03). Az ,,A” kisérletben szignifikans valtozast mutatd tovabbi
mMiRNS-ek expresszidja a ,,B” kisérletben nem kiilonbozott szignifikansan a két csoport kozott
(11a., b., c., e. bra).
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11. abra. A vizsgalt miRNS-ek 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” és ,B” kisérlet hokezelt (HK) csoportjaiban mért HSP90AALl- és HSPB11-
expresszids szintek osszehasonlitdsa soran megfigyeltik, hogy a krioprezervaciot kovetéen
mindkét marker expresszioja emelkedett. Ez az emelkedés az ,,A” kisérlethez viszonyitva mind a
HSP90AA1 (p = 0,01), mind a HSPB11 (p = 0,036) gén esetében statisztikailag szignifikansnak
bizonyult (12. &bra). Mivel azonban az adatok két kiilonalld kisérletb6l szarmaztak, kozvetlen
Osszehasonlithatosaguk korlatozott, ezért a megfigyelt eltérés nem tulajdonithatd egyértelmiien

kizarolag a krioprezervacio hatasanak.
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12. 4bra. A HSP90AAL1 (a) és a HSPB11 (b) gének expresszios szintje a hokezelt (HK)

4.2.3.,,C” kisérlet

A ,,C” kisérletben (C_K, C_HK, C_KF, C_HKF) a hokezelés hatasat harom hésokkfehérjét
kodold gén —a HSP90AAL, a HSPA1A és a HSPB11 — expresszidjanak vizsgalataval értékeltiik a
tenyesztés 7. és 8. napjan gyiijtott friss blasztocisztdkban, valamint a Kkrioprezervaciot és
felolvasztast kovetéen. A ,,C” kisérlet soran a 7. napon vett mintadk génexpresszids analizisének

eredményeit a 9. tdblazatban foglaltam dssze.

csoportokban az ,,A” és ,,B” kisérlet soran

9. tdblazat. A ,,C” kisérlet soran elvégzett génexpresszids analizis Osszesitett 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
HSP90AA1 +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 tenyeésztés 7. napjan a HSP90AAL gén (13a. abra) expresszidja a hdkezelt 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 csokkenésnek felel meg. A kiilonbség a szignifikancia hataran
mozgott (p = 0,051), ezért tendenciaként értékelheté. A HSPB11 (13c. abra) esetében szintén
enyhe, nem szignifikdns csokkenés volt megfigyelheté (0,000130 = 0,000010 vs. 0,000119 =+
0,000006; p = 0,097), mig a HSPAL1A expresszidja (13b. dbra) gyakorlatilag valtozatlan maradt
(0,0091 + 0,0017 vs. 0,0098 + 0,0017; p = 0,246).
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13. &bra. A HSP90AAL (a), HSPA1A (b) és a HSPB11 (c) gének expresszids szintje az

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

A tenyésztés 8. napjara a 7. napon megfigyelt tendencia kiegyenlitédott: egyik vizsgalt gén
esetében sem volt kimutathato eltérés a kontroll- és a hékezelt csoport kézott (HSP90AAL (14a.
abra): 0,0458 + 0,0022 vs. 0,0479 + 0,0039; HSPA1A (14b. 4bra): 0,0121 + 0,0019 vs. 0,0129 +
0,0011; HSPB11 (14c. abra): 0,000208 + 0,000023 vs. 0,000232 + 0,000010; valamennyi esetben
p > 0,05). Ez arra utalhat, hogy a korai morula stadiumban alkalmazott h6kezelés transzkripcios

hatasa atmeneti, és a blasztociszta-fejlédés eldrehaladtaval lecseng.
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14. dbra. A HSP90AAL1 (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 (15b. &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 (15a. abra) (0,0495 + 0,0010 vs. 0,0570 £ 0,0058; p = 0,253)
és a HSPB11 (15c. abra) (0,000294 + 0,000033 vs. 0,000328 + 0,000047; p = 0,341) esetében

hasonlo iranyu, de nem szignifikans emelkedés volt megfigyelhetd.
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15. dbra. A HSP90AAL (a), HSPA1A (b) és a HSPB11 (c) gének expresszids 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 hokezelés a friss blasztocisztdkban atmeneti, a 8. napra lecsengd
transzkripcids valtozasok tendenciajaval jart egyutt, a krioprezervaciot kovetéen azonban a

hékezelt embriok kifejezettebb HSPA1A-valaszt mutattak, mint a kontrollcsoport. Ez arra utalhat,



hogy az el6zetes hékezelés modositja az embridk krioprezervaciora adott molekularis vélaszat,
ugyanakkor — mivel a fejlodési és talélési mutatokban nem volt kimutathato kiilonbség (4.1.3.

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

4.3. Apoptozis-, nekrozis- és immunfluoreszcens festés

A kezelés hatdsanak szemléltetésére apoptdzis- €s nekrozisfestési (16. &bra), valamint
vizsgalt markerek lokalizacidjanak kvalitativ értékelése céljabol. Az apoptozis- €s nekrozisfestés
alapjan mind a kontroll, mind a hékezelt csoportban életképes embriokat figyeltiink meg, és a két
csoport kozott kvalitativ szempontbdl nem volt észlelhetd szadmottevo kiilonbség. Az
immunfluoreszcens festés alapjan valamennyi embridban a CDX2 a trofektoderméaban
lokalizalodott, mig az OCT4 expresszidjat a belsé sejttomegben mutattuk ki, tehat a vizsgalt
markerek lokalizaciojaban kvalitativ eltérés nem volt megfigyelheté a kontroll- és a hékezelt

csoport kozott.

16. &bra. A kontroll- (K) (a) és a hokezelt (HK) (b) embridk apoptdzis- és nekrozisfestése. A
z6ld szin az apoptotikus sejteket, a piros szin a nekrotikus sejteket, mig a kék szin a sejtmagokat

jeloli.



17. dbra. 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.



5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A hostressz a szakirodalmi adatok alapjan rendszerint csokkenti a blasztociszta stadiumig
fejlodé embridk ardnyat (Amaral et al., 2020; Kasimanickam—Kasimanickam, 2021).
Vizsgalatunkban azonban, Oliveira és munkatarsai (2021) megfigyeléseivel Gsszhangban, a
hékezelés nem befolyasolta szignifikansan a blasztocisztak kialakulasat. Eredményeink arra
utalnak, hogy az alkalmazott hékezelés enyhe stresszhatast idézett el6, és nem jelentett az
embrionalis fejlodés szempontjabol sulyosan karos kornyezeti terhelést. Emellett a hokezelés a
fagyasztott embriok tulélési aranyat sem csokkentette a felolvasztast kovetéen. Eredményeink
alapjan feltételezhetd, hogy a hdkezelt embriok a kombinalt hé- és kriogén stresszhatas ellenére is
megorizték tovabb fejlédési képességiiket és fagyaszthatdsagukat. A ,,C” kisérletben az embriok
tulélési aranya a felolvasztast kdvetd 24 6raban valamennyi csoportban meghaladta a 90%-ot, a
csoportok felében pedig elérte a 100%-ot, amely a korabbi, lassu fagyasztassal végzett in vitro
vizsgalatokban kozolt értekekhez (66%) viszonyitva magasabbnak bizonyult (Arshad et al., 2021;
Inaba et al., 2016). Ezek az eredmények a H1 hipotézist alatdmasztjak.

Korabbi vizsgalatokkal (Mietkiewska et al., 2022; Sakatani et al., 2013) ellentétben,
amelyek a HSP90AA1L expresszidjanak hostresszt kovetd emelkedésérdl vagy valtozatlansagarol
szamoltak be, jelen vizsgalatban az expresszids szint csokkenését figyeltik meg. A megfigyelt
eltérés hatterében az embriok fejlédési stadiumaban, a stresszhatds id6tartamaban, az embridk
mindségében vagy az alkalmazott kisérleti feltételekben fennalld kiillonbségek allhatnak. A
hékezelt, valamint a krioprezervacion atesett embriokban megfigyelt szignifikansan alacsonyabb
HSP90AA1 expresszio arra utalhat, hogy az alkalmazott hékezelés nem idézett el olyan mértéki
sejtszintll stresszt, amely a stresszvalaszban részt vevo jelatviteli itvonalak fokozott aktivaciojat
tette volna szlkségessé. Ugyanakkor a HSP90AA1l csokkent expresszidjanak funkciondlis
jelentésége jelen vizsgalat alapjan nem hatarozhat6 meg egyértelmiien. Annak ellenére, hogy jelen
vizsgalatban a HSP90AAL expresszios szintjének csokkenését figyeltik meg, sem a blasztocisztak
kialakulasa, sem az embriok felolvasztast kovetd talélése nem romlott szignifikansan. 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 fejlédése soran még nem teljesen ismert, korabbi
vizsgalatok szerint citoprotektiv funkciot tolthet be a mitokondrialis membranok stabilizalésa,
aktivalasa révén (Torok et al., 2012). A megfigyelt alacsonyabb HSPB11-expresszio ezért tovabb

erOsitheti azt a feltételezést, hogy az alkalmazott kezelési koriilmények nem valtottak ki sulyos



sejtszintii stresszvalaszt. A tenyésztés 7. napjan a HSP90AAL expresszidja a hdkezelt csoportban
csokkend tendenciat mutatott (p = 0,051), a 8. napra azonban a tendencia kiegyenlit6dott, ami arra
utalhat, hogy a kontrollalt hékezelés transzkripcios hatasa atmeneti.

A krioprezervaciot kovetéen a HSPALA expresszioja szignifikdnsan magasabb volt a
hékezelt 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 el6zetes hékezelés nem mérsékelte, hanem modositotta a
fagyasztasra adott molekularis valaszt. Mindazonaltal a jelen vizsgalat eredményei 6nmagukban
nem teszik lehetdvé annak egyértelmli meghatarozasat, hogy a fokozott HSPALA expresszid
adaptiv sejtvédé mechanizmust tiikroz, vagy a hokezelés és a krioprezervacid egylittes hatasara
kialakuld fokozott sejtes stresszvalasz kdvetkezménye. A megfigyelt génexpresszids valtozasok
biologiai jelentdségének pontosabb értelmezéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek, amelyek
kiterjednek a HSP70 fehérjeszintjének meghatarozasara, valamint annak funkciondlis ertékelésére,
hogy a kontrollalt hokezelés fokozza-e a felolvasztott embriok egy késdbbi héstresszel szembeni
toleranciajat. Tekintettel arra, hogy a fejlodési és talélési mutatokban egyik kisérletben sem volt
kimutathato kilonbség, ezek a molekularis valtozasok 6nmagukban nem igazoljak a kriotolerancia
javulasat. Eredményeim ezzel a H2 és a H3 hipotézist egyarant aldtamasztjak.

Az alkalmazott hékezelés egyik kisérletben sem befolyasolta a fejlddéshez kapcsolddo
markerek expresszigjat. A hdkezelés hatasara szignifikans expressziovaltozast mutatd markerek
kozotti lehetséges kapcsolatokat ezt kovetden részletesebben is megvizsgaltuk. Feltételeztik, hogy
ezek a markerek szabalyozo jelatviteli Utvonalakon keresztiil hozzajarulhatnak a stressztlird
képesség javitasahoz. A hipotézis vizsgalatara nyilvanosan elérheté adatbazisokat hasznaltunk. A
miRBase adatbazis (Kozomara et al., 2019) elemzése alapjan a jelen vizsgalatban szignifikans
expresszidvaltozast mutatd miR-378a-3p prediktalt kotohellyel rendelkezik az AHSAT gén 3’ nem
szabalyozésaban. Az AHSA1 olyan segité fehérje (co-chaperone), amely el6segiti és aktivalja a
HSP90AALl miikodését (Agarwal et al., 2015; McGeary et al., 2019). A miRNS-célgének
eldrejelzéséhez a TargetScan adatbazis legfrissebb verzidjat (v8.0; targetscan.org) hasznaltuk (18.

abra).



TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 8.0: September 2021

Human AHSA1 ENST00000216479.3 3' UTR length: 225

Tooeaaann 10.ciccieaniaas 20. . .cccciecinnaan 30.c.ccciaacae 40......c... 50...000c0ciian 60..ccc0aae TOceccinainannaan 80......... 90....
Human  GGCCAGCGGC-AGG-GGAC----UCCA---G------CCUGCU-GGACA- - - -CUUCAGUCCAGCU-C-UCUCCU- - - -GAC-UGGGGC-UUGCGACUC-~ -~ -~~~ ACAGGAUUGCAUCGU-CCCAG-CUG
Chimp  GGCCAGCGGC-AGG-GGAC----UCCA---G------CCUGCU-GGACA- - - -CUUCAGUCCAGCU-C-UCUCCU- - - -GAC-UGGGGC-UUGCAACUC-~- -~ -~~~ ACAGGAUUGCAUCGU-CCCAG-CUG

Rhesus  GGCCAGCGGC-AGG-GGAC----UUCA---G
Squirrel  GGCCAGUAGC-AGG-GGGC----UCCA---G
Mouse  GGCCAGCAAC-AG--GGGU----UCUG---G
Rat  GGCCAGCAGC-AG--GGGU----UCUG---G

---CCUCCU-GGAUA- - - -CUUCAGUCCAGCC-C-UCUCCU- - - -GAC-UGGGAC-UUGCGACUC- -
-=--CCCUCC-UGACA- - - -CUUCAGUCCAGCC---UCUCCU- - - -GGC-UGGGGC -UCUUGACUC- -
---CCCUGU-UGAAA- - - - CUUUAGUCCAGCC- - - -CUCUC- - - -GCA-AU-GGC-UUGUGACUC- -
---CUGUGU-UGAAA- - - -CUUUAGUCCAGCC- - - -CUCUU- - - -GCC-AUGGGC -UUGUGACUC- -

---ACAGGAUUGCAUCGU-CCCAG-CCG
- --ACAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCG
---ACAGGAUUGCACCAU-CCCCA-CUG
---ACAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CUG
Rabbit  -----------emeeaoo e e GCGEE G CCUGCC-CUACA- - - -CUUCAGUCCAGCC-C-UGUCCU- - - -GAU- - -GGGC-UUGUGACUU- - - - - - - - GCAGGAUUGCACCAU-CCCAA-ACG

Pig  GGCCAGCAGC--AG-GGGC----UGCA---G ---CC-GCC-CAUCA- - - -CUUUGGUCC-UCU-C-UCUCCU- - - -GAC-U-GGGC- CUGUGACUC - - ---ACAGGAUUGCACCAU-GCCAG-CCA
Cow  GCCCCGCAGC---G-AGGG----UACA---G------CCUGCC-CAACA----CUU CC-C-UCUCCU----GAC-CGGGGC-UUGUGACUC-- ---ACAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCA
Cat  GGCUGGCAGC-AAG-GGGC----U------ G CCEAGU =Gt CUUCGGUCCAGCC-C-UCUCCU- - - -GAC-UGGGGC-UUGGGACUC- - ---ACAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCA
Dog  GGCUGGCAGC-AGGGGGGC----U------ G ===z =CCEREUTA=c ==z =c! CUUCGGGCCAGCC-C-UCUCCU- - - -GAC-UGGGGC-UUGGGACUC- - ---CCAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCA
Brown bat  AGCCAGCAGC--GG-GAGC----UCCA---G-----~ CCUGCC-CGACA- - - -CUUCAGUCCAGCC-C-UCUCCU- - - -GAC-UGAGGC-U--UGACUC-- -~ -~~~ ACAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCA

Elephant  GGUCAGCAGCUGGG-AGGC- - -~CAUA- - -G- - - - - -CCUGCC-UGAUA- - - -CUUCAGUCCAGCC-C-UCUCCU- - - -GAC-UGGGGC-UUGUGGCUC- -
Opossum  UGUUAACUUCUACA-GGGC - - - ~CACG- - -G~ - - - - -CCCACC-UGGCA- - - -GCUCAGUCCAGCU-C-UCUACU- - - -GUC-UGCAGC -U-GUGACUG- - - - - - - -GCAGGAUUGCACCAU-CCCAA-CCA
Macaw - - ~UUUGUC-UAACU- - - -UCUCA- -CCUGUC-C -CUUUCU- - - ~AAUCUUGGCC - CUGCUGCCG- - - - - - - ~AGUAAAGUGGG- -AU-GACAG-GUG
Chicken - - -~GCUGCC -UGACU- - - -UCUCA- -CCUCUC-C -CUUUCU- - - ~AAUCUUGGCC - CUGCUGCUG- - - - - - - -GGUAGAGUGGG- -AU-GGCAG-GUG.
Lizard  CACUGGCGAA-UGU-GGA--------~ G---U------ CUUGAC-CGAUC- == =UACCG = == == === == = = = = = == = = = = = o o o o o oo o oo

X. tropicalis  AUUUUGCUGG=GGG =G === === === === == = o o o o o o o o o o o o o o o o oo

---CCAGGAUCGCACCAU-CCCAA-CCA

Con GGCCAGCaGC.aGG.GGGC. . ..U.Ca...G...... CCUGCC.cgACA. . . .CUUCAGUCCAGCC.C.UCUCCU. . . .GAC.UGGGGC . UUGUGACUC. . ...... ACAGGAUUGCACCAU.CCCAA.CCg
< >
" - = Context++ Weighted Conserved -
Predicted consequential pairing of target 2 Context++ Predicted
region (top) and miRNA (bottom) Site type score score | contextt+  branch Per relative Kp
percentile score length
Position 38-44 of AHSA1 3' UTR 5" ...CCUGCUGGACACUUCAGUCCAGC. ..
111 [T 7mer-m8 -0.23 92 -0.23 1.768 N/A -2.765
hsa-miR-378a-3p 3¢ CGGAAGACUGAGGU-UCAGGUCA

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

Feltételezhetd, hogy a miR-378a védo szerepet jatszhat az embridk stresszhatasokra adott
valaszaban. A hékondicionalast kovetéen megfigyelt csokkent expresszio arra utalhat, hogy a
fokozott adaptiv képességgel rendelkez6 embridk esetében kisebb mértékii aktivacioja sziikséges
a stresszhez kapcsolodé szabalyoz6 mechanizmusoknak. Ezzel szemben a kombindlt, hékezelést
és kriogén stresszt kovet6en megfigyelt emelkedett expresszid a sejtszintli stresszhatdsok
ellensulyozasara iranyulé kompenzaciés mechanizmusok aktivalodasat tiikrozheti.

A krioprezervaciot megel6z6 kontrollalt hokezelés altal kivaltott molekularis valtozasok
hatterében all6 mechanizmusok részletesebb feltardsahoz tovabbi vizsgalatok szikségesek. Mivel
a jelen vizsgélatban azonositott, stresszvalaszhoz kapcsolddé miRNS-ek kozil tobb szabalyoz6
szerepe a szarvasmarha preimplantacios embriondlis fejlédése soran mindeddig nem ismert kelld
részletességgel, a miRNS-ek altal kozvetitett jelatviteli Gtvonalak, valamint a miRNS-mRNS
kdlcsonhatasok tovabbi vizsgalata hozzajarulhat az embriondlis stresszvalasz molekularis
mechanizmusainak mélyebb megértéséhez.

Az apoptozis- és nekrozisfestés soran a kontroll és a hoékezelt blasztocisztak kozott
kvalitativ értékelés alapjan nem figyeltiink meg szamottevé kiilonbséget, ami arra utal, hogy a
morula stddiumban alkalmazott kontrolladlt hdkezelés nem idézett eld olyan mértékii
sejtkarosodast, amely a vizsgalt modszerrel kimutathato lett volna.

A CDX2 a trofektoderma differencialédasanak meghatarozé markere, mig az OCT4

els6sorban a belsé sejttomeg pluripotens sejtjeiben expresszalodik (Aguila et al., 2022). A



vizsgalatunk soran megfigyelt immunfluoreszcens lokalizacio megfelelt ennek a sejtvonal-
specifikus expressziés mintazatnak. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a hékezelés nem
befolyasolta a blasztociszta sejtvonalainak differencidlodéasat és térbeli szervezddését, illetve nem
idézett el6 olyan fejlédési rendellenességet, amely a trofektoderma és a belsé sejttdmeg
elkulonulesének zavarara utalna.

Eredményeim értelmezésekor tobb maddszertani korlatot is figyelembe kell venni. A
vizsgélat kizérdlag in vitro koriilmények kozott zajlott, igy a hdkezelés in vivo fejlodési és
vemhesulési eredményeir6l nem ad felvilagositast. Emellett a sejtszintii vizsgalatok (apoptozis- €S
nekrozisfestés, immunfestés) kvalitativ értékelésen alapultak, ami a kisebb mértéki kiilonbségek
kimutatasat nem tette lehetdvé.

A prolongélt tenyeésztés sordn az embridk talélése a tenyésztési id6 elérehaladtaval
fokozatosan csokkent, ami megerdsiti, hogy a 8 napot meghalado hosszi tavu tenyésztés jelents
kihivast jelent az embriok életképessegének fenntartasaban (Martinez de Los Reyes et al., 2026).
Vizsgalatunkban ugyanakkor sikeresen kialakitottunk egy olyan tenyésztési rendszert, amely
lehetdvé tette friss és krioprezervalt in vitro eléallitott szarvasmarha embriok életképességének
nyomon kovetését az embridtenyésztés 14. napjaig. Az eredmények alapjan sem a morula
staddiumban alkalmazott kontrollalt hokezelés, sem a krioprezervacido, sem az alkalmazott
tenyésztési homérsékletek nem befolyasoltak szignifikansan az embriok talélését a hosszi tava
tenyésztés soran. A hokezelés és a tenyésztési hémérséklet, illetve a hékezelés és a krioprezervacio
kozotti interakciok hidnya arra utal, hogy az alkalmazott hékezelési protokoll nem biztositott
kimutathatd adaptiv valaszt sem emelt hdmérsékleten torténd hossza tavi tenyésztés, sem a
krioprezervaciot kovetd életképesség fenntartasa soran. Bar egyes kezelési kombinécidkban
magasabb tulélési arany volt megfigyelhetd a hdkezelt embridk esetében, ezek a kiillonbségek nem
bizonyultak kovetkezetesnek, és statisztikailag nem voltak igazolhatok.

A felolvasztast kovetd 24 6raban megfigyelt tulelési arany jelen kisérletben is meghaladta
a szakirodalomban lassu fagyasztast kovetden altalaban kozolt 24 Oras reexpanzids aranyokat
(Arshad et al., 2021). Do és munkatarsai (2017) a felolvasztast kovetd 48 oras tenyésztés utan
66%-0s Kikelési aranyrél szamoltak be. Mivel a jelen vizsgalatban a fagyasztott embriok kdzott
mar kikelt blasztocisztak is szerepeltek, a felolvasztast kovetd fejlodés értékelésére nem a kikelési
aranyt, hanem az embriok morfoldgidjanak megfigyelését alkalmaztuk. Ennek megfeleléen a
talélési arany a kiilonbozo kezelési csoportokban 79,3% és 96,7% kozott alakult, az 6sszes csoport
atlagat tekintve pedig 90,1% volt.

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



kdzlemenyek beszamoltak felolvasztott embriok hosszu tavd in vitro tenyésztésérél, azok a
fejlodést legfeljebb az embridtenyésztés 12. napjaig kovették nyomon (Nicacio et al., 2012), mig
jelen vizsgalatban az embridk életképességét a 14. napig értékeltuk.

Vizsgalatunk elsddleges célja az embridk tulélésének meghatarozasa volt, ezért a késoi
fejlédési eseményeket, igy példaul az embriodiszk kialakulasat nem vizsgaltuk. Mivel azonban a
prolongélt tenyésztési rendszer alkalmasnak bizonyult az embridk életképességének fenntartasara
a tenyésztés 14. napjaig, megfeleld alapot biztosithat olyan jovébeli vizsgalatokhoz, amelyek a
kés6i embrionalis fejlédést, valamint az ezt meghatarozé morfoldgiai és molekularis valtozasokat
is értékelik.

Osszességében a vizsgalt hokezelési protokoll nem eredményezett kimutathatod
termotolerancia-novekedést a prolongalt tenyeésztés soran, ezért a Kkisérlet eredményei nem
tdmasztjak ala a H4 hipotézist. Ugyanakkor a kialakitott kisérleti modell G} lehet6séget biztosit a
szarvasmarha embriok zona pellucidadbdl valo kikelése utani fejlddésének vizsgélatara. A modell
egyuttal megfeleld kisérleti rendszert kinal kiilonb6z6 intenzitast héstressz-kezelések hosszu tavi
fejlédésbiologiai hatasainak értékelésére is, ezaltal hozzajarulhat az embriok késobbi fejlodését és

életképességét meghatarozé mechanizmusok részletesebb feltarasahoz.



6. 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 épiilé kisérletek lehetové tették a hdékezelés
fejlodésbioldgiai, molekularis, sejtszintli €s kriobiologiai hatasainak, valamint a krioprezervaciot
kovetd hosszu tava életképesség prolongalt embridtenyésztés soran 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-szintli valtozasokat idéz eld az in vitro eldallitott szarvasmarha-embridkban anélkil,
hogy szignifikdnsan rontana azok fejlodési potencidljat vagy a krioprezervacidt kovetd
tulélését. Eredményeim alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt molekularis markerek
érzékenyebb indikatorai a kontrollalt héterhelés kovetkeztében 1étrejott valtozasoknak, mint

a vizsgalt fejlodésbiologiai paraméterek.

2. A kontrollalt hokezeléshez kapcsolddd specifikus miRNS-expresszids valtozasokat
azonositottam szarvasmarha-embriokban. A miR-191-5p expresszidja mind a kontrollalt
hokezelés, mind a hésokk hatasara szignifikdnsan csokkent, mig a miR-378a-3p és a miR-
138-5p expressziojanak szignifikans csokkenése kizarolag a kontrollalt hokezelést kovetéen
volt kimutathatd. Krioprezervacié utan a vizsgalt miRNS-ek koziil egyedil a miR-378a-3p
expresszidja valtozott szignifikansan, ami e mMIRNS kombindlt stresszhatasokra adott

valaszban bet6ltott lehetséges szerepére utal.

3. Igazoltam, hogy a krioprezervacio szelektiv, chaperonspecifikus hoésokkfehérje-valaszt
indukal szarvasmarha-embridkban. A HSPA1A és a HSPB11 expresszioja mind a kontroll-,
mind az eldzetesen hdkezelt embridkban szignifikdnsan emelkedett, mig a HSP9OAAL
expresszioja nem valtozott szignifikansan. Az eldzetesen kontrollalt hokezelésnek kitett
embridkban a felolvasztast kovet6 HSPA1A-expresszio szignifikansan magasabb volt, mint a
kizarolag krioprezervalt kontrollcsoportban, ami arra utal, hogy az eldzetes hdkezelés

modositja a krioprezervéaciora adott molekularis stresszvalaszt.



4.

5.

Sikeresen adaptaltam szarvasmarha-embridk esetében a prolongalt in vitro tenyésztesi
rendszert. Kimutattam, hogy sem a tenyésztési hdmérséklet, sem a kontrollalt hdkezelés, sem
a krioprezervacio nem befolyasolta szignifikdnsan az embridk tulélését, és a vizsgalt tényezok

kozotti kdlcsonhatasok sem bizonyultak szignifikansnak.

Kvalitativ sejtszintli vizsgalatokkal kimutattam, hogy a kontrollalt hdkezelési protokoll
alkalmazésat kovetden a vizsgalt modszerekkel nem volt azonosithatd eltérés a korai embrio-
specifikus markerek expresszigjaban, és a kontrollcsoporthoz képest fokozott sejtkarosodas

sem volt megfigyelhetd a szarvasmarha-embriokban.
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