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1. AZ ERTEKEZES ELOZMENYEI CELKITUZESEK

A reproduktiv sejtek és szovetek fagyasztdsdnak lehetésége forradalmasitotta az allattenyésztés,
a biotechnolodgia és a human gydgyaszat teriileteit azaltal, hogy térben és iddben megvalaszthatova
tette a megtermékenyités €s az embrid-fejlodés folyamatat. Annak ellenére azonban, hogy e
technika 1) mérfoldkovet jelentett szamos biotechnoldgiai eljaras tekintetében, napjainkban is
jelentds problémat okoznak azok a karok, amelyek a mélyhiitési eljarasok soran jelentkeznek,
csokkentve ezzel a felhaszndlhato ivarsejtek és embriok mennyiségét és mindségét egyarant. A
nehézségeket jol mutatja, hogy az elsé valdban sikeres sejtfagyasztasi kisérletek ota (Polge 1949)
eltelt tobb mint fél évszazad soran a legtobb allatfaj esetében egyelére csak a himivarsejtek
fagyasztasat sikeriilt megbizhatd6 modon megoldani, a petesejt és az embrid krioprezervaciot
azonban nem. A mélyhités soran jelentkez6 karokat a kutatok hagyomanyosan mindig is egyfajta
védekez6 szemlélettel probaltak minimalizalni. Megkisérelték tehat minél tokéletesebben
megallapitani a sejtek elméletileg fennallo fiziologiai sziikségleteit (pl.: a megfeleld hdmérséklet,
pH és médium Osszetevok kivalasztasaval), illetve csokkenteni a sejtek érzékenységét, és ezek
biztositasaval probaltak jobb mélyhiitési hatékonysagot elérni (Saragusty és Arav 2011).

Az elmult években a Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-Tudomanyi Kar, Sziilészeti és
Szaporodasbiologiai tanszékének kutatdcsoportja egy radikalisan ) megkdzelitéssel probalta meg
novelni a sejtek mélyhiitési tolerancidjat. Kisérleteik soran abbdl indultak ki, hogy a sejteket
eldzetesen érd és megfeleld mértékben alkalmazott stresszhatas a karokozas helyett akar védohatast
is kifejthet, amely a kdvetkez6 (pl.: fagyasztas okozta) sokkhatds sordn nyilvanul meg (Pribenszky
et al. 2005a). A kutatok elsddleges stresszhatasnak a magas hidrosztatikus nyomast (High
Hydrostatic Pressure; HHP) valasztottak, amellyel emlés embridkat és ivarsejteket kezeltek a
tolerancia hatarukhoz koézeli nyomasértékekkel, majd mélyhiitotték Oket, és azt vizsgaltak, hogy
lehetséges-e igy javitani a sejtek mélyhiitési tolerancidjat. A modszer olyannyira hatdsosnak
bizonyult, hogy napjainkban mar szamos gazdasagi allatfaj (pl. sertés, szarvasmarha, juh) esetében
is sikerrel alkalmazzak, nem csak a mélyhiités, hanem tobb mas asszisztalt reprodukcids eljaras
hatékonysaganak a javitasara is (Pribenszky és Vajta 2011).

A magas hidrosztatikus nyomaskezelés alkalmazasa az embrioldgiai kisérletek soran 1j utakat
nyitott a krioprezervacios technikak tudomanyaban, ennek ellenére azonban a jotékony hatas
hatterében allo intracellularis folyamatok napjainkban még nem ismertek. Elengedhetetleniil fontos
lenne ezért megérteniink a magas hidrosztatikus nyomaskezelés altal befolyasolt molekularis

bioldgiai folyamatokat, amelyek a védohatas hatterében allnak, mivel ez a mélyhiitési protokollok



tovabbi tokéletesitését is lehetévé tehetné. Munkam soran ezért a HHP-technika korai
(preimplantacios) génaktivaciora kifejtett hatasanak tanulmanyozasat tiztem ki célul, amellyel
valaszt kivantam kapni arra a kérdésre, hogy mi allhat a HHP-technika mélyhiitési toleranciat
noveld hatasanak hatterében. Mivel a HHP-kezelés a kiillonb6z6 mélyhiitési modszereken tal olyan
egyéb asszisztalt reprodukcios eljarasok esetében is hatasosnak bizonyult, mint példaul a
sejtmagatiiltetéses klonozas (Pribenszky és Vajta 2011), ezért munkam soran egy olyan altalanos
védekezési mechanizmusba nyerhettem bepillantast, amely az ivarsejtek és embriok talélését segiti

in vitro koriilmények kozott.

Kisérleteim f6 céljai a kovetkezok voltak:

1. Els6 I1épésben bizonyitani kivantam, hogy a HHP-technika az altalunk valasztott

modellrendszerben transzkripcionalis szintli valtozasokat okoz egyes géneknél.

2. A tovabbiakban egér petesejteket vizsgalva valaszt kivantunk kapni arra a kérdésre, hogy a
HHP-kezelés befolyasolja-e a benniik eltarolt anyai RNS készletet. A genom egészét lefedd
génexpresszios  microarray  technika  segitségével a  teljes  transzkriptumban
(transzkriptomban), azaz az 6sszes expresszalt génre vonatkozoan vizsgaltuk az esetlegesen

bekovetkezo valtozasokat.

3. Ahhoz, hogy a HHP hatasat az embrionalis genom aktivacié (EGA) utan is vizsgalhassuk, a
magas hidrosztatikus nyomassal kezelt, majd intracitoplazmatikus spermium injektalas
(ICSI) utjan megtermékenyitett egér petesejteket négysejtes-embrid allapotig tenyésztettiik.
Az igy nyert embridk transzkriptomat szintén génexpressziés microarray technika

alkalmazasaval vizsgaltuk.

4. A globalis génexpresszios vizsgalatok soran nyert nagy mennyiségii adatot bioinformatikai
programok segitségével részletesen elemeztem azzal a céllal, hogy bepillantast nyerjek a
HHP-eljaras altal befolyasolt mechanizmusokba, amelyek szerepet jatszhatnak a

petesejtekben €s az embridkban a mélyhiités okozta stressz lekiizdése soran.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A kisérleti minta eloallitasa

2.1.1. Holyagcsira stadiumt embriok kinyerése, tenyésztése, HHP kezelése

Kisérletsorozatunk elsd részében a ceélunk a HHP-kezelés hatdsara bekdvetkezd
génexpresszios valtozasok tanulmanyozasa volt nyomaskezelt egér blasztocisztakban. A
vizsgalatokhoz sziikséges korai blasztocisztak méhbdl vald kimosasa utan, a Kinyert embriokat in
Vitro tenyésztettiik, az expandalodott blasztociszta stadium eléréséig.

A kezeléshez illetve kontrollként az egyenként 10 darab expandalodott blasztocisztabol allo
csoportokat 0,25 ml térfogati miiszalmaba toltottik (IMV, L’Aigle, Franciaorszag), majd az
embridkat szobahémérsékleten 60 MPa nyomassal kezeltik 30 percig. A hidrosztatikus
nyomaskezelést a HHP 100 (Cryo-Innovation Kft.,, Budapest, Magyarorszag) késziilékkel
végeztiink el. Ahhoz, hogy a nyomaskezelés hosszabbtavll hatdsat is tanulmanyozni lehessen, a
kezelt és kontroll mintdk nyomaskezelést kovetd azonnali begyijtésén kiviil, a kezelés utan
meghatarozott idovel tovabbi csoportokat gyiijtottiink. Ehhez a HHP-kezelt blasztocisztakat és nem
kezelt kontrolljaikat tovabbi 120 percig 37°C-on in vitro tenyésztettiik KSOM (Millipore, Billerica,
USA) médiumban.

2.1.2. Petesejtek kinyerése és kezelése magas hidrosztatikus nyoméssal, megtermékenyitésiik

intracitoplazmatikus spermium injektalassal, embriotenyésztés

Kisérletsorozatunk masodik felében célunk a petesejteken alkalmazott szubletalis
nyomaskezelés azonnali és a preimplanticidos embriondlis korban megnyilvanuld génexpresszids
hatasanak tanulmanyozasa volt. A nyomaskezelés hatasat el6szor egér petesejteken vizsgaltuk, a
teljes genomot lefedd génexpresszios microarray technika segitségével.

Ehhez B6D2F1 néstény egerek sSzuperovulaltatasa utan, petesejteket mostunk ki a
petevezetokbol. A kumulusz-petesejt komplex csoportokat 0,25 ml térfogata miiszalmaba toltottiik,
majd 37°C-on 20 MPa nyomassal kezeltiik 60 percig. A hidrosztatikus nyomaskezelést a HHP 100
(Cryo-Innovation Kft., Budapest, Magyarorszag) késziilékkel végeztiik el. Ezutan a nyomaskezelt
¢és kontroll petesejteket koriilvevé kumuluszsejteket 0,1% hialuronidaz (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) hasznalataval tavolitottuk el, amelyet CZB-Hepes médiumban adtunk a sejtekhez 1 percig. A

kezelés utan, tobb ismétlésben -80°C-ra fagyasztottunk petesejt csoportokat az RNS izolalasig. A
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tovabbi megtermékenyitésre szant petesejt csoportokat Chatot-Ziomek-Bavister (CZB, Chatot et al.
1989) médiumban inkubaltuk a spermium injektalasig.

A nyomaskezelt és kontroll petesejteken a mikromanipulacios 1épéseket egy Olympus X 71
inverz mikroszképra (Olympus Optical, Tokyo, Japan) telepitett piezo-elektromos
mikromanipulacios rendszeren végeztiikk (PMAS-CT150, Prime Tech, Ibaraki, Japan) CZB-Hepes
médiumban. Az injektald tlibe egyenként felszivott himivarsejtek flagellumat néhany piezo-
rezgéssel valasztottuk le a feji részrél (Kuretake et al. 1996). A flagellum nélkiili feji részeket
azonnal a mar el6készitett kezelt és kontroll egér petesejtekbe injektaltuk.

Az injektalas utan a nyomadskezelt és kontroll egér petesejteket tovabb tenyésztettiik, majd
Hoffmann-féle modulacids kontraszttal ellatott Olympus IX mikroszkoppal (Olympus Optical,
Tokyo, Japan) vizsgaltuk, hogy az aktivaciéo megtortént-e. Azokat a zigdtakat tenyésztettiik tovabb,
amelyekben a két pronukleusz és a masodik polaris test lathatd volt. Az embriok in vitro fejlédését
a négysejtes stadium eléréséig figyelemmel kisértiik. A fertilizacié utdn a HHP-kezelt embriok
78%-a és a kontroll embriok 82%-a maradt életben, amelynek 76 illetve 65%-a fejlédott tovabb a

négysejtes allapot eléréséig.

2.2. A HHP-kezelt hélyagcsira allapotu embriok kvantitativ reverz-transzkripcios PCR (RT-
gPCR) vizsgalata

A HHP-kezelt és kontroll, blasztociszta csoportokbol a hirvivé RNS (mRNS) izolalasa
Dynabeads mMRNA DIRECT Micro Kit (Dynal, Oslo, Norvégia) hasznalataval tortént meg, a gyarto
utasitasai szerint. A kioldott mMRNS-bl M-MLV RT Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA)
felhasznalasdval cDNS-t szintetizaltunk, 20 pl-es reakcio térfogatban.

A real-time PCR vizsgalatokhoz kilenc valasztott génre terveztink primereket, amelyeket
ezt kdvetden optimalizaltuk. A normalizalashoz a kutatdcsoportunk altal korabban publikalt, két
legstabilabb egér preimplantacios referenciagén (Mamo et al. 2007) expressziojanak stabilitasat a
HHP-kezelés soran 22" modszerrel vizsgaltuk (Schmittgen és Zakrajsek 2000).

Az mRNS mennyiségi meghatarozasa soran génenként 3-3 biologiai ismétlésben elemeztiik
a 10 darabos blasztociszta csoportokbdl allo kezelt mintakat és a kontrolljaikat, emellett pozitiv €s
negativ kontrollokat hasznaltunk minden reakcioban. A reakciokat Rotor-Gene 3000 real-time PCR
késziiléken (Corbett Research, Mortlake, Australia) futtattuk SYBR Green JumpStart Taq Ready
Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) hasznalataval. A relativ mennyiségi valtozasokat a Relative

Expression Software Tool - 384 version 2 (Pfaffl et al. 2002) program segitségével allapitottuk meg.



2.3. A HHP-kezelt petesejtek, valamint a beldliik fejlédo négysejtes embriok génexpresszios

microarray vizsgalata

A kezelt és kontroll petesejt és négysejtes embrid csoportokbol RNeasy Plus Micro Kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznalataval total RNS-t izolaltunk. Az RNS integritas,
koncentracid és az esetleges DNS szennyez6dés ellendrzése Agilent 2100 Bioanalyzer késziilék és
RNA 6000 Pico Chip Kit (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) hasznalataval tértént meg.

A petesejtekbdl és négysejtes embriokbol izolalt RNS mennyisége 6nmagaban nem volt
elegendd ahhoz, hogy microarray hibridizaciéra kozvetleniil felhasznalhat6 legyen, ezért az RNS
jelolés elott kétkords amplifikacidora volt sziikség a megfeleld RNS mennyiség biztositasa
érdekében, amit a TrueLabeling-PicoAMP Kit (SABiosciences, Frederick, USA) segitségével
végeztiink el. Az RNS-amplifikalast kovetden kétszini jelolést végeztink, Cy3/Cy5 Post-Labeling
Reactive Dye Pack (GE Healthcare, Waukesha, USA) kit alkalmazasaval. A legyiijtott mintakbol és
kontrolljaikbol késziilt amplifikalt/jelolt RNS hibridizaciojahoz mindkét microarray kisérlet
esetében Agilent 4x44k whole mouse genome chipet hasznaltunk (GPL4134; Agilent Technologies,
Palo Alto, USA). Ezekhez a chipekhez a gyartd6 Two-Color Microarray-Based Gene Expression
Analysis (kétszinli microarray-alapti génexpresszios elemzés) protokolljat kovettiik. A leolvasas
soran a scanner altal készitett nagyfelbontdsu képfijlok adatbeolvasdsa automatikusan, a Feature
Extracion (version 9.5.1.1, Agilent Technologies, Palo Alto, USA) szoftver segitségével tortént. A
normalizalt adatokat a tovabbiakban a GeneSpring GX 11 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA)
szoftver hasznalataval elemeztiik. Az igy kapott eredményeket a tovabbiakban RT-qPCR
modszerrel validéltuk.

A validalashoz a két microarray kisérlet esetében 12 illetve 8 db, az adatelemzés alapjan
szignifikans expresszios valtozast mutatd gént valasztottunk ki. A kivalasztott génekre specifikus
primereket terveztiink, amelyek mRNS szintjét kvantitativ real-time PCR-el mértilk meg. Belso
kontrollnak az elézdekben altalunk mar optimalizalt H2afz, Ppia illetve a Hprtl (Hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transferase) génekre specifikus primereket hasznaltunk. Az RT-gPCR-el
torténd validalasahoz a petesejtekbdl és embriokbol izolalt RNS-b6l SuperScript VILO cDNA
Synthesis Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) hasznalataval cDNS-t szintetizaltunk. Az MRNS
mennyiségi meghatarozasa soran a real-time PCR reakciokat QIAgility pipettazo robottal (Qiagen,
Hilden, Germany) allitottuk 6ssze ¢s Rotor-Gene Q real-time PCR késziiléken (Qiagen, Hilden,
Germany) futtattuk, SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
hasznalataval. Az adatok tovabbi elemzése a Relative Expression Software Tool 2008 V2.0.7
(Pfaffl et al. 2002) program alkalmazasaval tortént. A microarray és RT-qPCR vizsgalatok altal

meghatarozott génexpresszids értékek kozotti hasonlosagot Pearson-féle korrelacioval vizsgaltuk.
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A Dbiologiai ismétlések kozotti hasonldsagot, igy az ismétlések kozotti varianciat
hierarchikus klaszterezés segitségével vizsgaltuk. GenesisWeb Hierarchical Clustering analysis
program (Rainer et al. 2006) Spearman-féle rangkorrelacio beallitasaval fadiagramot készitettiink,
amely a kezelt mintakat és kontrolljaikat a szignifikans valtozast mutaté gének expresszioja alapjan
csoportositotta. A szignifikdnsan megvaltozott kifejezddésti gének kozotti esetleges funkcionalis
kapcsolatokat a functional annotation tools of DAVID Bioinformatics Resources szoftver (Dennis
et al. 2003; Huang et al. 2009b) segitségével azonositottuk. Az 6sszes adatot, amely a microarray
kisérletek feldolgozasa soran keletkezett a NCBI Gene Expression Omnibus adatbazisba toltottiik
fel, amely az analizis paraméterek mindségi ellendrzése utan az adatokat befogadta és a GSE28443

azonositot rendelte hozzajuk.



3. EREDMENYEK

3.1. A referenciagének stabil expresszioja a HHP-kezelés utan

Mivel az RT-qPCR vizsgalatok megfeleld normalizalasahoz stabil expresszidju referenciagének
sziikségesek, ezért eldzetesen bizonyitani kell, hogy az adott kisérleti tényez6 nem befolyésolja a
haszndlni kivant referenciagének expressziojat (Bustin et al. 2009). A valasztott gének HHP-
kezelésre adott valaszat egy 2 oras idoskalan beliil kivantuk vizsgalni, ezért a referencia gének
expressziojat a nyomaskezelést kovetéen ebben a tartomanyban, négy idopontban mértiik meg. A 2°
A% modszer alapjan kivitelezett egyutas varianciaanalizissel megallapitottuk, hogy a vizsgalt
iddszak folyaman a H2afz és a Ppia gének expresszios szintje nem valtozik meg a kezeletlen

kontrollhoz képest, ezek a gének tehat alkalmasak a HHP-kezelt mintakban végzett RT-qPCR

mérések normalizalasara.

3.2. A HHP-Kkezelésre adott azonnali és elhuizédo transzkripcios valasz egér blasztocisztakban

Kisérleteink soran eldszor a kozvetleniil a HHP-kezelés utan begyiijtott mintak expresszids
szintjét vizsgaltuk RT-qPCR mérésekkel. Megallapitottuk, hogy egyik vizsgalt génnek sem
csokkent az expresszidja, azonban kozel kétszeres, szignifikdns novekedés volt tapasztalhaté az
antizyme inhibitor 1 (Azinl) gén esetében, valamint a mitokondrialis szuperoxid dizmutaz (Sod2)
gén mRNS szintje is szignifikansan megemelkedett (P < 0,05).

A nyomaskezelést kovetd 120 perces in vitro tenyésztés folyaman altalanos transzkriptum
csokkenést figyeltink meg a vizsgalt géneknél. A csokkenés mértéke a réz/cink Sszuperoxid
dizmutaz (Sodl) génnél mar szignifikans volt. A growth arrest and DNA-damage-inducible 45
gamma (Gadd45g) és a RNA binding motif protein 3 (Rbm3) gének ez aldl kivételt jelentettek, mert
expressziojuk szignifikansan emelkedett a tenyésztés alatt, raadasul az Osszes vizsgalt gén koziil a
Gadd45g mutatta a legnagyobb mértékii valtozast. Megallapitottuk tehat, hogy a HHP-kezelés
hatéssal van a kiilonb6zd stressz valaszokban résztvevd gének kifejezOdésére. A kezelés hatasara

transzkriptum csokkenés €s ndvekedés egyarant tapasztalhato volt.



3.3. A HHP-kezelésre adott globalis génexpresszios valasz egér petesejtekben és négysejtes

embriokban

A HHP-kezelés egér petesejtek és beagyazddas eldtti embriok teljes transzkriptumara
(transzkriptomara) kifejtett hatasanak tanulmanyozasa céljabol nyomaskezelt petesejteket és a
beldliik fejlodott négysejtes embriokat vizsgaltunk a teljes egér genomot lefedd génexpresszios
microarray segitségével. Mivel a Benjamini Hochberg-féle modszerrel nem volt lehetdségiink a fals
pozitiv talalatok kisziirésére, ezért kisérletenként megfeleld szami gén expresszids szintjét RT-
qPCR modszerrel validaltuk, amely alapjan egyértelmiien megallapithatova valt, hogy valos
valtozasokat detektaltak-e a microarray vizsgalatok. A petesejt microarray eredmények validalasa
soran az RT-qPCR elemzés a 12 vizsgalt gén koziil egyik esetében sem igazolta vissza a microarray
analizisb6l szarmazoé értékeket (Pearson-féle korrelacios egyiitthatod, r=0,02). Az Gsszes vizsgalt gén
expresszioja a kontrolléval kozel megegyezo értéket mutatott, melybol egyértelmiien kideriilt, hogy
a HHP-kezelés transzkripcids szinten nem gyakorolt detektdlhatdé mértékli hatdst az egér
petesejtekre. A HHP-kezelés biztonsagossaganak szempontjabdl tovabbi fontos megfigyelés, hogy
az Agilent 2100 Bioanalyzer késziilék (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) hasznalataval tortént
RNS mindség ellenérzés soran egyik mintdban sem talaltunk RNS-lebomlasra utalé RNS integritas
értéket (RIN=8.9754+0.206; n=4).

A kezelt petesejtekbdl 1étrehozott négysejtes embriokkal végzett kisérlet soran szintén RT-
gPCR modszerrel validaltuk a microarray vizsgalat eredményeit. A validalas itt mar mind a nyolc
vizsgalt gén esetében a microarray eredményekkel megegyez6 iranyu valtozast detektalt (p<0,015;
Pearson-féle korrelacios egyiitthatd, r=0,93), igazolva, hogy az ebben a méréssorozathban
beazonositott gének expresszidja valoban megvaltozott a nyomaskezelés hatasara, tehat a
microarray eredménye valds valtozasokat tiikkr6z. A négysejtes embriok vizsgalata soran igy 505
darab eltéréen expresszald gént azonositottunk (p<0.05; valtozas mértéke>1.5), ezek koziil 250 és
255 mutatott novekedést, illetve csokkenést. Megallapitottuk tehat, hogy az egér petesejtek
transzkriptoma a HHP-kezelés hatasara nem valtozik meg, azonban négysejtes stadiumban mar
egyértelmii  génexpressziés valasz tapasztalhatd, mely a petesejt-kezelés hosszabbtava, az
embridfejléddés sordn manifesztdlodo hatdsaként értelmezhetd. A kovetkezdkben ezért kizarolag a
négysejtes embrid microarray vizsgalat eredményeit elemeztilk részletesen, az anyagok és
mobdszerek részben bemutatott bioinformatikai programok segitségével.

A teljes génlistan el6szor az ismétlések kozotti varianciat kivantuk vizsgalni fadiagram
készitésével, amelyhez a GenesisWeb Hierarchical Clustering analysis programot hasznaltuk. Ez a
program a vizsgalt gének kiilonb6z6é mintakban mért expressziods értékének dsszehasonlitasa alapjan

olyan csoportokba rendezi a mintak ismétléseit, melyekben a gének valtozasanak az iranya ¢€s
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mértéke is hasonld. Az igy elkésziilt fadiagram azt mutatta, hogy a program a kezelt mintakat és a
kontrolljaikat lefedé 3-3 ismétlést két kiillon szuperkategoriaba csoportositotta az 505 db

szignifikansan megvaltozott expresszioju gén kifejezédése alapjan.

3.4. A transzlacioban résztvevo gének jelentés expresszié csokkenése a négysejtes embriokban

Az elbzetes validalasi modszereket kovetden, a tovabbiakban a valds valtozasokat tiikrozo
négysejtes embrié microarray analizise soran talalt gének funkcionalis kapcsolatait vizsgaltuk a
DAVID Bioinformatics Resources program alkalmazasaval. A szoftver segitségével olyan Gene
Ontology (GO) kategoridkat kerestiink, amelyekben a véletlen eléfordulas alapjan vartnal jelentdsen
tobb gén szerepel a szignifikans valtozast mutatd 505 db gén koziil. Az elemzés 21 db olyan GO
kategoriat talalt, amelyben a vartnal szignifikdnsan magasabb volt a megvaltozott expresszioja
gének szama, ¢és amelyekbdl a fals pozitiv talalatok statisztikailag ki lettek sziirve (FDR < 0,05).
Ezek koziil a ,transzlacio” (translation) volt az egyetlen, rendkiviil erds P-értékkel azonositott GO
biologiai folyamat. Ezzel &sszhangban a GO molekularis funkcié kategoriabol a ,,riboszéma
strukturalis alkotorésze” (structural constituent of ribosome; P=2,20E-19) ¢és a GO sejt alkotérész
kategoriabol a ,riboszoma” (ribosome; P=1,60E-21) csoportok rendelkeztek a legerdsebb
szignifikancia értékekkel. Ezek mellett szdmos tovéabbi, a transzlaci6 folyamatahoz tartozé
kategoriat szignifikansként azonositott a program, amely arra utal, hogy a fehérje szintézis
folyamatat jelentdsen befolyasolja a HHP-kezelés. A Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) adatbazisban valo keresés eredménye is megerésitette a GO adatbazisban talaltakat, mivel
itt az egyetlen szignifikans kategorianak a ,,riboszoma” (ribosome P=8,2E-26) csoport bizonyult.
Az elemzés kiemelten fontos megfigyelése volt tovabba, hogy a transzlacioval kapcsolatos
csoportok mindegyike donté tobbségben (94-100%-ban) csokkent expresszioju géneket
tartalmazott. A funkcionalis elemzés eredményei alapjdn tehat nagy valdszinliséggel
megallapithatova valt, hogy a HHP-kezelés hatasara a fehérje szintézis mértéke csokken a kezelt

petesejtekbdl fejlodott beagyazddas eldtti egér embridkban.



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Napjainkban egyre tobb informacié all rendelkezésiinkre arrdl, hogy a magas hidrosztatikus
nyomaskezelés hogyan befolyasolja az emlds ivarsejtekben vagy embriokban lezajlé sejtbiologiai
folyamatokat, azonban munkdm megkezdésekor kizarélag Huang ¢és munkatarsai (2009a)
eredményei alltak rendelkezésre errdl a teriiletrol.

Munkam soran eldszor azt kivantam vizsgalni, hogy a magas hidrosztatikus nyomaskezelés
hatdssal van-e egér blasztocisztdk génexpresszidjara. Ehhez a vizsgdlathoz a mikrobakra
vonatkozoan rendelkezésre all6 irodalom alapjan olyan géneket kerestiink, amelyek az emlds
embriokban is aktivalédhatnak a HHP-kezelés hatdsdra. Figyelembe vettiik tovabba
kutatocsoportunk kordbbi eredményeit, melyek vitrifikalt nyolcsejtes egér embriok microarray
vizsgalata soran sziilettek (Mamo et al. 2006), igy olyan géneket valaszthattunk, amelyek esetleg a
fagyasztas okozta stressz elleni védekezésben is részt vesznek. Igy a vizsgalt stressz Gtvonalak kozé
kerlilt a sejtosztodas-gatlas, az apoptozis, az oxidativ-stressz és a hideg-sokk. Azért, hogy a HHP-
kezelés kozvetlen és hosszabb tavu hatdsat is tanulmdnyozhassuk, a kezelt blasztocisztakbol a
dekompresszié utan azonnal és a nyomaskezelést kovetd 120 perces in vitro tenyésztés utan is
mintat vettiink.

Eredményeink azt mutattadk, hogy a HHP-kezelés utan kozvetleniil az Azinl és az Sod2
gének, a tovabbi 120 perces in vitro tenyésztés soran pedig a Gadd45g és az Rbm3 gének
expresszios szintje szignifikans mértékben megemelkedett. Mivel az utobbi gének a kezelést
kovetéen azonnal nem mutattak génexpresszios valtozast, megallapithatd volt, hogy az embriok
hosszabb tavl valaszreakciojdban vesznek részt. Az emlitett két génen kiviil, a nyomdaskezelést
kovetd 120 perc folyamén altalanos transzkriptum csdkkenés volt megfigyelhetd, melybdl a Sodl
gén csokkenése szignifikansnak bizonyult. Ez a megfigyelés 6sszhangban van a Siqueira Filho és
munkatarsai (2011) altal szarvasmarha blasztocisztakon végzett kisérletek eredményével, amely azt
mutatta, hogy a vizsgalt gének expresszidja a nyomaskezelés utdn 1 6raval volt a legmagasabb,
majd ujra csokkenésnek indult. Az Rbm3 egy hideg-sokk hatasara aktivalodo gén, és fo funkcidja a
fehérje-szintézis lehetdvé tétele a fiziologidsnal hidegebb kornyezetben (Dresios et al. 2005). Ennek
a génnek a megemelkedett mMRNS szintje tehat arra utalhat, hogy a HHP-kezelés olyan védekezési
folyamatokat is aktival, amelyek a sejteket fagyasztaskor/kiolvasztaskor ér6é hideg-sokk soran is
biztositjak a stabil miikddést. A réz/cink szuperoxid dizmutdz (Sodl) és a mitokondrialis szuperoxid
dizmutdz (Sod2) géneknél tapasztalt eltérd expresszids szint arra utalhat, hogy a citoplazma
kevésbé, de a mitokondrium jobban ki van téve az oxidativ stressznek a nyomaskezelés

kovetkeztében. A Gadd45g a sejtosztodas gatlasaban is részt vesz (Zhan et al. 1994), illetve a
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szignifikansan megemelkedett szintet mutatd Azinl is fontos szerepet tOlt be a sejtndvekedés
szabalyozasaban, a poliamin szintézis befolyasoldsan keresztiil (Tang et al. 2009). Az emlitett
gének magasabb mRNS szintje arra utalhat, hogy az embrid gy védekezik a nyomaskezelés okozta
stressz ellen, hogy lelassitja vagy akar teljesen felfiiggeszti a novekedését, egészen addig, amig Gjra
megfeleld koriilmények kozé keriil. Ez a visszafogott novekedési allapot segitséget jelenthet a
kovetkezd (pl.: fagyasztas okozta) stressz lekiizdésében, mert igy a mar védekezd allapotban 1évo
sejteket a megvaltozott kdrnyezet kevésbé tudja karositani. Tobb tanulmany szerint a Gadd45g és az
Azinl gének az endoplazmas retikulum (ER) stressz valaszaban is részt vesznek (Williams és
Lipkin 2006; Belmont et al. 2008), tovabba az is bizonyitott, hogy az ER membran érzékeny a
magas hidrosztatikus nyomasra (Mentré et al. 1999; Frey et al. 2008). Az endoplazmas retikulomot
ért stressz hatasara kialakulo zavar a fehérjék gombolyodasaban a nem megfeleld szerkezetii
fehérjék felgyiilemlését okozza a durva felszinli ER lumenében. Emiatt a sejtben kiilonb6z6 fehérje
gombolyitd és lebontd ttvonalak aktivalodnak, ami a fehérje szintézis géatlasaval jar (Rutkowski és
Kaufman 2004). Valosziniisithetd, hogy az emlitett gének expresszids szintje az endoplazmas
retikulumot ért stressz kovetkeztében emelkedik meg, ez a valtozas pedig olyan kovetkezményekkel
jéarhat, mint példaul a sejtnévekedés vagy a fehérje transzlacio lassuldsa. Ezzel 6sszhangban az un.
GADD géncsaladrol azt feltételezik, hogy az ER stressz kovetkeztében fejti ki szabalyozo
tevékenységét sejtek osztodasara és novekedésére (Outinen et al. 1999).

Az egér blasztocisztakon végzett RT-QPCR-es kisérletlinkkel sikeresen bizonyitottuk, hogy
a HHP-kezelés befolyasolja az emlds embridk transzkripcidjat, majd ezt kovetden tobb
kutatocsoport is hasonld eredményekrdl szamolt be (Bogliolo et al. 2011; Siqueira Filho et al.
2011). Mivel azonban ezek a kisérletek csak néhany kivalasztott gén vizsgalatara terjedtek ki, ahhoz
hogy a nyomas-stressz kivaltotta folyamatokat atfogdéan tanulményozhassuk a teljes genomot lefedd
vizsgalatokra volt sziikség. Az ilyen vizsgalatokhoz a leggyakrabban génexpresszids microarrayeket
hasznalnak. A rendkiviil kevés sejtet tartalmazd mintdk (mint példaul petesejtek és embridk)
vizsgélata azonban sokdig nem volt lehetséges a microarray modszer magas RNS igénye miatt
(Bermudez et al. 2004; Kalisky and Quake 2011). Erre a problémara a megoldast az exponencialis
¢és a linearis amplifikaciés mddszerek hoztdk el (Eberwine et al. 1992; Van Gelder et al. 1990).
Napjainkban a legelterjedtebben a polimeraz lancreakcion (PCR) €s az in vitro transzkripcion (IVT)
alapul6 technikéakat hasznaljak (Chiang and Melton 2003; Luo et al. 1999). Ezek az amplifikacios
eljarasok lehetové teszik, hogy akar egyetlen sejt teljes transzkriptomat vizsgalhassuk microarray
technika segitségével. A globalis génexpresszids vizsgalatok soran ezért a megfeleld RNS
mennyiség biztositasa érdekében a petesejtekbdl és embriokbol szarmazdé RNS-t kétkords 1VT-n
alapul6 modszerrel amplifikaltuk, igy elegendd komplementer RNS allt rendelkezésre a
hibridizalashoz.
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A microarray vizsgalataink soran egér petesejtek €s embriok teljes transzkriptumanak a
valtozéasat kivantuk vizsgalni. Azért az egérre, mint modellszervezetre esett a valasztasunk, mert
ennél a fajnal mar bizonyitott a nyomaskezelés eldnyds hatasa (Pribenszky et al. 2010b; Pribenszky
et al. 2012), valamint az emberi genom utan az egér genomja a leginkdbb karakterizalt
(Stamatoyannopoulos et al. 2012).

Munkank soran eldszor egér petesejtek transzkripcionalis valaszat vizsgaltuk génexpresszios
microarray technika alkalmazasaval. Az anya-zigota atmenet (maternal-to-zygotic transition, MZT)
elindulasaig a petesejt szdmara Iétfontossagu az anyai RNS készlet, ezért elsd vizsgalatunk soran azt
kivantuk tanulmanyozni, hogy az ekkor bekovetkez6 nyomas-stressz hatassal van-e az anyai RNS
készletre, példaul szelektiv degradacio eldidézésével (Sirard 2012). Az egérben a de novo RNS
szintézis kétsejtes allapotban indul el az EGA soran (Bolton et al. 1984; Li et al. 2010), ezért a
petesejtet ért hatasok altal indukalt olyan rejtett valtozasok, amelyek a transzkripciot befolyasoljak,
ekkortol valnak lathatova. Azért, hogy azt is tanulmanyozhassuk, hogy a HHP-kezelés general-e
ilyen  valtozdsokat, a nyomaskezelt egér petesejteket ICSI-modszer segitségével
megtermékenyitettiik, majd az ezt kovetéen kifejlodé embriok expresszids profiljat négysejtes
allapotban elemeztiik, génexpresszids microarray technika alkalmazasaval. Igy tehat lehetségiink
nyilt a petesejtet ért HHP-stressz beagyazodas elétti embridfejlédés soran megnyilvanuld hatdsanak
tanulmanyozésara.

A microarray kisérletek kiértékelésekor egyértelmiivé valt, hogy a HHP-kezelt petesejtekben
és a beldliik létrehozott négysejtes embriokban teljesen eltérd reakciot valt ki a szubletalis stressz.
Vizsgalataink eredménye szerint a petesejtek RNS allomanyaban nem kovetkezett be kimutathato
valtozas a nyomaskezelés hatasara, valamint a megallapitott RNA integritas érték alapjan sem volt
tapasztalhatd RNS-bomlas. Ez utébbi egy fontos megallapitas a HHP-kezelés biztonsagossaganak
szempontjabol, hiszen a kisérletiinkben a petesejteket a normalis nyomasérték tobb mint
szazszorosa (20 MPa) érte 60 percig, ez azonban eredményeink szerint nem okoz karosodasokat a
petesejtek RNS készletében.

A kozvetlen hatastol eltéréen a petesejteket ért nyomas-stressz a négysejtes embrid
stadiumban mar figyelemre mélto transzkripcionalis valaszreakciot valtott ki. Az eredmények arra
utalnak, hogy a magas hidrosztatikus nyomaskezelés jelentds hatast fejt ki a petesejtek
intracellularis folyamataira, ez azonban transzkripcionalis szinten a kezelés utan kozvetleniil még
nem detektalhatd. A tovabbiakban viszont, az EGA elindulasaval ez a hatds az embridk RNS
készletében 1ényeges valtozasokat generalva lathatova valik.

Azért, hogy betekintést nyerjiink a négysejtes egér embridknal szignifikansan megvaltozott
kifejezOdésti  gének sejtmiikddésben betoltott szerepébe, a tovabbiakban funkcionalis

kategorizalassal csoportositottuk dket. Az elemzés azt mutatta, hogy a HHP-kezelésre nagyszamu, a
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transzlacidoban résztvevd gén reagalt jelentds expresszio valtozassal. Ez a gének dontd tobbségénél
expresszio csokkenést jelentett. Az r-fehérjék jelentds gatldsa arra utal, hogy a HHP-Stressz
megallitotta/felfliggesztette a sejtekben a riboszoma Osszeszerelést, ezaltal pedig ideiglenesen
korlatozta a fehérje szintézis mértékét. Ezek az eredmények Osszhangban vannak a mikrobaknal
mar jol ismert jelenséggel, miszerint a magas hidrosztatikus nyomaskezelés a riboszomak
1999; Alpas et al. 2003) és ez a sejtek osztddasat is jelentésen gatolja (Gross et al. 1993).
Mindazonaltal, meghatarozott nyomasérték alatt ez a folyamat teljesen visszafordithato, tehat a
dekompresszid utan a fehérje szintézis ujraindul. Escherichia coli baktériumoknal ez a hatar 100
MPa (Mackey és Marfias 2008). Patkany majsejtekben is megfigyelték mar, hogy a riboszomak
mitkodése gatolodik a magas hidrosztatikus nyomas kovetkeztében, amely azonban 120 MPa alatt
teljesen visszafordithatonak bizonyult (Lu et al. 1997). gy feltételezhetd, hogy az emlds
ivarsejteknél és embrioknal az elébbiekhez hasonld modon, a szubletalis HHP-kezelés a fehérje
szintézis reverzibilis gatlasat okozza.

Mivel a riboszéma bioszintézis a leginkabb energiaigényes folyamat az eukariota sejtekben
(Warner 1999; 2001), ezért az r-fehérjék transzkripcidjanak csokkenésével illetve a transzlacios
folyamatok atmenteti lassuldsaval a sejtek jelentés mennyiségii intracelluldris energiat takarithatnak
meg, amely segitséget jelenthet egy kovetkezd stresszhatds lekiizdése soran. Ezzel 6sszhangban
mélyfagyasztott, majd kiolvasztott human embriok vizsgalatakor azt mutattak ki, hogy azok az
embriok, amelyek nem tudnak a blasztociszta allapotig fejlodni, tal aktiv aminosav
metabolizmussal rendelkeznek. A sikeresen fejlodo tarsaik ehhez képest sokkal lassabban allitjak
elé és hasznaljak fel az aminosav készletiiket (Stokes et al. 2007). Ezek az eredmények és az
altalunk felvazolt teoria is jol beleillenek az Ugynevezett Csendes Embrid Hipotézisbe (Quiet
Embryo Hypothesis), amely részletes adatok alapjan azt feltételezi, hogy azok a bedgyazddas eldtti
embriok az életképesebbek, amelyek anyagcsere folyamatai altalanossagban alacsonyabb szinten
zajlanak (Leese et al. 2008; Leese 2012). A HHP modszerhez hasonldéan emlds petesejtekben mar
tobbféle stressz kezeléssel probaltak valamilyen véddéhatast eldidézni. Ilyen volt a szubletalis
ozmotikus kezelés (Lin et al. 2009), amellyel sertés petesejtek kriotoleranciajat lehetett fokozni.
Hasonlo, jotékony hatds volt megfigyelhetd szarvasmarha petesejtek hidrogén-peroxiddal végzett
kezelése soran (Vandaele et al. 2010), amellyel az in vitro embriotenyésztés hatékonysaga volt
javithato. Ezzel Osszefliggésben fontos megjegyezni, hogy mind az ozmotikus mind az oxidativ
stressz a fehérje szintézis idOleges gatlasat okozza emlds sejtekben (Wiese et al. 1995; Morley and
Naegele 2002). igy tehat nem zarhatjuk ki annak a lehetéségét, hogy ezek a sokkhatasok is a HHP-
hoz hasonlé médon fejtik ki a hatasukat a petesejtekre.
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4.1. Hipotézis a magas hidrosztatikus nyomaskezelés emlds ivarsejtekre és embriokra kifejtett

elonyos hatasara vonatkozéan

Eredményeink megmutattak, hogy a magas hidrosztatikus nyoméaskezelés a fehérje szintézis
gatlasaval jar transzkripcids szinten, egér embridkban. A rendelkezésre all6 irodalmi adatok alapjan
feltételezem, hogy az egér petesejtekben miikodo riboszomak a nyomas-stressz hatasara szétesnek,
azonban ha a sejteket optimalis mértékii nyomas-stressz éri ez a hatas teljesen reverzibilis. Miutan a
nyomas visszaall a fizioldgias értékre, a riboszémak ujra 0sszeszerelddnek és a sejtekben wjraindul
a fehérje szintézis. Az ideiglenes lassulds a sejtek anyagceseréjében onmagéaban természetesen nem
elényos, azonban egy ujabb sokkhatds megjelenésekor (példaul a mélyhiités okozta sokk esetében)
a sejtek mar egy leszabdlyozott allapotban taldlkoznak a kérositd koriilményekkel, ezaltal
veszteségeik is mérsékeltebbek lesznek. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés véleményem
szerint a sejtek anyagcseréjének idbleges csokkenését és ezaltal a metabolitok felhalmozodasat
okozhatja, az igy felkészitett sejtek pedig rugalmasabban alkalmazkodhatnak egy kdvetkezd stressz
soran a megvaltozott kdrnyezethez, mint a fiziologiai koriilmények k6zott novekvo tarsaik. A HHP-
hatas tehat ily modon jarulhat hozza az egér petesejtek fokozottabb stressztolerancidjahoz, amely
segitséget jelent a krioprezervaciod karos hatdsaival szembeni védekezésben. A fenti eredmények
Osszhangban allnak azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint az optimalis hatarok kozott
alkalmazott HHP-kezelés nincs karos hatassal a petesejtek fejlodésére, sot, egy tovabbi
stresszhatdssal kombindlva jelentdsen javitja a beldliik 1étrehozott embriok fejlédési képességét,

blasztociszta sejtszamat €s az utddszamot (lasd irodalmi attekintés).

4.2. Tovabbi javaslatok

Az altalunk elvégzett microarray vizsgalat az egér petesejtek ¢és embridk teljes
transzkriptumanak vizsgalatat tette lehetove, ezért kisérletiink eredménye atfogd képet adott a sejtek
RNS készletében bekdvetkezd valtozasokrdl. Eredményeink fontos informéciokat szolgaltatnak a
magas  hidrosztatikus  nyomaskezelés emlds  ivarsejtekre és  embriokra  kifejtett
hatasmechanizmusanak megértéséhez, azonban a tovabbiakban fontos lenne a HHP-kezelés
génexpressziodra kifejtett hatdsat egy masik (pl.: mélyhiités okozta) stresszhatas kombinalasaval is
vizsgalni, hogy igy még pontosabb képet kaphassunk arrél a védekezési folyamatrol, amelyet a
nyomaskezelés aktival.

Mivel hipotézisem egy altalanosan bekdvetkezd folyamatot feltételez, ezért érdemes lenne

megvizsgalni a nyomaskezelés transzkripcionalis hatisat a preimplantacios embridfejlédés tovabbi
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stadiumaiban is. Amennyiben a négysejtest kovetd allapotokban ugyancsak ki lehetne mutatni a
transzlacié iddleges gatlasat, az ujabb bizonyitékot szolgaltatna az elézéekben bemutatott
hipotézisre. Megfeleléen megvalasztott idépontokban végzett vizsgalatokkal véleményem szerint
nem csak a gatlast, hanem a fehérjeszintézis Ujraindulasat is nyomon lehetne kdvetni a beagyazodas
eldtti embridkban.

Azt is érdemes lenne tanulméanyozni, hogy a fehérje szintézis reverzibilis gatlasa az
embriokban ¢€s ivarsejtekben kivalthato-e egyéb modszerekkel is. Ha sikeriilne ilyen hatast
eléidézni, akkor megvizsgalhatnank, hogy az a sejtek szamara jar-e valamilyen elénnyel. Az mar
bizonyitott, hogy példaul hidrogén-peroxiddal eléidézheté egyfajta védéhatas (Vandaele et al.
2010), valamint azt is tudjuk, hogy ez a vegyiilet a fehérje szintézis idéleges gatlasat okozza (Wiese
et al. 1995). igy elképzelhetd, hogy ha kémiai Gton valdsitjuk meg a fehérje szintézis gatlasat, akkor
az ugyancsak jotékony hatdsokat eredményezne ivarsejtekben és embriokban. Erre a célra
hasznalhatnank kiilonb6z0, az eukariota sejtekben transzlacio-gatlast okozd antibiotikumokat, mint
példaul a cycloheximidet vagy a puromycint. A cycloheximiddel kapcsolatban mar bizonyitott tény,
hogy optimalisan alkalmazott koncentracidban elényds hatassal van emlds petesejtek
parthenogenetikus aktivaciot kovetd tovabbfejlodésére (Mori et al. 2008).

Véleményem szerint elképzelhetd, hogy a folyamat megfeleld pontjan hatd vegyiilet
optimalizalt alkalmazasaval pozitiv eredményeket tudnank elérni, azonban nem valoszinti, hogy az
a HHP-n¢l eredményesebb lehetne. Ezt arra alapozom, hogy a kémiai ton torténd gatldsra nem
jellemzdéek a nyomadaskezelés eldnyds tulajdonsagai. Nem alkalmazhatoé olyan standardizaltan, a
minta minden pontjan ugyanakkora mértékben, ezért az optimalizalasa sokkal nehézkesebb lenne. A
HHP kezelés tovabbi elonye egy kémiai kezeléssel szemben, hogy sokkal gyorsabban kozvetithetd
a nyomas stressz €s gyorsan el is tavolithatd, igy az embriofejlédés soran csak egy nagyon rovid
iddszakot érint. Figyelembe véve, hogy a kémiai gatlasnak teljesen mas a hatdsmechanizmusa, mint
a magas nyomasnak, csak akkor lehetne sikerrel alkalmazni, ha hatdsa visszafordithat6 (a hidrogén-
peroxidnal bizonyitottan ilyen) és nem jar karos mellékhatasokkal.

A globalis génexpresszidos mintazat tanulméanyozasakor nem szabad elfeledkezniink arrol,
hogy nincs mindig egyértelmi dsszefliggés adott gén transzkriptumanak és a beldle késziil fehérje
mennyiségének illetve az aktivitdsanak valtozésa kozott, valamint hogy a génexpresszion kiviil
egyéb kozvetett okok is szerepet jatszhatnak egy gén mRNS szintjének megvaltozasaban, példaul az
eltér6 mértékli degradacid. A tovabbiakban ezért célszerli és meggy6z6 lenne a microarray
kisérletek fehérje szintli validalasanak elvégzése. Amennyiben az eredményeinket fehérje szinten is
sikeriil visszaigazolni, ugy a kovetkezOkben érdemes lehet hasznositani azokat az asszisztalt

reprodukcios eljarasok teriiletén.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A vilagon els6ként mutattam ki, hogy egér embriokban a magas hidrosztatikus

nyomaskezelés befolyasolja egyes gének mRNS szintjét.

A vilagon els6ként vizsgaltam egér petesejtekben és négysejtes embriokban a magas

hidrosztatikus nyomaskezelés hatasara bekovetkezo teljes transzkriptum valtozasokat.

Kimutattam, hogy egér petesejtekben az optimalis szinti magas hidrosztatikus
nyomaskezelés nem idéz el génexpresszios valtozasokat, illetve nem okoz RNS

bomlast, ezzel bizonyitékot szolgéltattam a technika biztonsadgossagara vonatkozoan.

Kimutattam, hogy az optimalis mértékii magas hidrosztatikus nyomassal kezelt egér
petesejtekbdl 1étrehozott négysejtes embriokban a kezelés hatdsara jelentésen csokken

szdmos, a fehérje szintézisben résztvevd gén expressziodja.

Eredményeim ¢€s a szakirodalomban fellelhetd adatok felhasznalasaval felallitottam egy
hipotézist, mely szerint az optimalis szintli magas hidrosztatikus nyomaskezelés a sejtek
fehérje szintézisének iddleges csokkenését, igy egyes metabolitok felhalmozdodasat
okozhatja, amely segitséget jelenthet egy tovabbi stressz karos hatasaival szembeni

védekezésben.
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