10.14751/SZIE.2015.003

SZENT ISTVAN
EGYETEM

SZENT ISTVAN EGYETEM
Allattenyésztés-tudomanyi Doktori Iskola

BIOTECHNOLOGIAI ELJARASOKKAL ELOALLITOTT EMLOS
EMBRIOK FEJLODESET KIiSERO GENEXPRESSZIOS MINTAZATOK
VIZSGALATA MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREKKEL

Doktori (PhD) értekezés

Bock Istvan

Godolls
2015



10.14751/SZIE.2015.003

A doktori iskola

megnevezése: Allattenyésztés-tudomanyi Doktori Iskola

tudomanyaga: Allattenyésztési tudoméanyok

vezetdje: Prof. Dr. Mézes Miklos az MTA levelezo tagja
Tanszékvezetd, egyetemi tanar,
SZENT ISTVAN EGYETEM, Mezégazdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar, Allattudoméanyi Alapok Intézet,

Takarmanyozastani Tanszék

témavezeto: Prof. Dr. Dinnyés Andras az MTA doktora
Laboratoriumvezetd, egyetemi magantandr,
SZENT ISTVAN EGYETEM, Mezégazdasag- és
Kornyezettudomanyi Kar, Allattudoméanyi Alapok Intézet,

Molekularis Allatbiotechnologiai Laboratorium

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagyasa



10.14751/SZIE.2015.003

Tartalomjegyzék
TARTALOMJEGYZEK

TARTALOMIEGYZEK .....cvtuvimiimeiinesiesssessssssses sttt 3
ROVIDITESEK JEGYZEKE ..ottt 5
1. BEVEZETES ES CELKITUZES ......oviviiiiiiirieriesissssssssessssssssssssssssssesssssssssssssssssens 9
2. TRODALMI ATTEKINTES ....otvuuuiririimriseesesssssssessess sttt 13
2.1. Eml6s ivarsejt €s embrid KrOPIEZETVACIO .....eeivviiiiiiieiiiie i st siee st 13
2.2. Az emlds ivarsejt és embrid krioprezervacid Korlatai..........ocovveiiiiiiiciiiiiiccc 15
2.2.1. A fagyasztds okozta stressz a SEJteKDen .........ccvvviiiiiiiiiiic 15
2.2.2. ONAOMELYITLES ..o 16
2.2.3. Petesejt MELYNTLES ........coiviiiiiiciicee e 17
2.2.4. EMDBIIO MELYRTIEES .....oveiiiiiiiiiieece e 18
2.3. A krioprezervacid hatékonysagat ndveld modszerek.........ccoooviiiiiiiiiiiiiii e 20

2.4. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés - egy alapvetéen j megkozelités a sejtek
fagytolerancidjanak NOVEIESEIE ........coiviiiiiiiii e 22
2.4.1. A hidrosztatikai (hidrosztatikus) nyomas jellemzeEse..........ccevvvrriiieiiiniienieiiic e 24
2.4.2. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés hatasa a sejtmikodeésre .........ccoovvvviriiiiinnnnnnn. 25
2.4.3. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés hatasara kialakulo stresszvalasz...................... 27
2.4.4. A magas nyomas hatdsa az emlds SEJtEKIe. .........ccvvviiiiiiiiiiiiiiii 28

2.4.5. Az eml0s ivarsejteken és embriokon alkalmazott magas hidrosztatikus nyomaskezelés 29

2.4.6. Az asszisztalt reprodukcios eljarasok teriiletén alkalmazott magas hidrosztatikus

nyomaskezeléssel elért eredmeEnyek ... 30
2.4.6.1. Beagyazodas elotti embriok nyomaskezel€se .........vvvvviiiiiiiiiiiiiiic e 30
2.4.6.2. Himivarsejtek nyomaskeZel€se .........covvviiiiiiiiiiiiiiiiicc e 31
2.4.6.3. Petesejtek nyOomASKEZEIESE ........covviiiiiiiiiiiii 32
2.4.6.4. Embriondlis Ossejtek nyomasKeZel€se .........ccovvrviiiiiiiiiiic e 33

2.5. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés ivarsejtekre és embriokra kifejtett
hatasmechanizmusanak vizsgalata............ccoooviiiiiiiiiiiie e 34
2.5.1. Morfologial megfigyelesek .........coiiiiiiiiiiiiii e 34
2.5.2. Molekularis bioldgiai VIZSZALAtOK ........cc.erviriiiiiiiiiiieieee s 36
3. ANYAG ES MODSZER ....oooiiimiimmirimeeissssaesssesssssssssssssss sttt ssssssssssssessssaes 37
3.1. A kisérleti minta €lOAIITTASA. .........veeieiirieicie e 37

3.1.1. Holyagcsira stadiumil embridk kinyerése, tenyEsztese. ........covvvvrriiiiniininiiniiciieneenenns 37

3.1.2. PeteseJtek KINYEIESE ...ovviiuiiiiiiiiieiei et 37

3.1.3. A holyagcsira allapoti embriok kezelése magas hidrosztatikus nyomadssal..................... 38

3.1.4. A petesejtek kezelése magas hidrosztatikus nyomassal............cccooeviiiiniiiiiicicnennn, 39

3.1.5. A petesejtek és himivarsejtek elokészitése ICSI-hez........ccevviviiveviiieie e 39



10.14751/SZIE.2015.003
Tartalomjegyzék

3.1.6. Intracitoplazmatikus spermium INJEeKtAlAS .........cccooviuiiiiiiiiiiin i 39

3.1.7. A petesejtek és a bel6liik fejlédott négysejtes embriok mikroszkopos vizsgalata ICSI utan40

3.2. A HHP-kezelt holyagcsira allapotu embriok génexpresszios vizsgalata..........ccocevveiirnenne. 41
3.2.1. RNS 1Z0l4las €S CDNS SZINTEZIS ......veiveeiieiiiieiie it 41
3.2.2. PIIMET TETVEZES.....eivieieiiieesie ettt bbbttt b e e 41

3.2.3. Az RT-qPCR mérések normalizalasahoz hasznalt referenciagének eldzetes validalasa .42

3.2.4. Kvantitativ reverz-transzkripcios PCR (RT-0PCR).......cccccveiiiiieiiieiiceceece e 43
3.3. A HHP-kezelt petesejtek, valamint a beldliik fejlédé négysejtes embridk génexpresszids
MICTOATTAY VIZSZAIATA ..eivvvieiiiiiiiiiie ettt sab et e e e bt e e nnb e e e nbb e e e nnees 43

3.3.1. RNS 1zolalas €s minOSEZ ClIeNOIZES........uviiiviiiiiiiiiiiie i 43

3.3.2. RNS amplifikacid, jelolés és microarray hibridizacio .........ccccvvviiieiiieniiiiiiiieesieeins 44

3.3.3. Kétszinli expresszios microarray chipek leolvasésa soran nyert nyers adatok eldzetes
feldolgozasa €s statisztikai €leMZESE ........ccvvvviiiiiiiiiiciiei e 45

3.3.4. RT-qPCR primerek tervezése és optimalizalasa a microarray eredmények validalasahoz ... 46

3.3.5. A validalashoz hasznalt CDNS SZINTEZISE ......eeevvvreiiiiieiiiiie i 47
3.3.6. RT-QPCR-€8 VAIIAALAS .....cuviiiiiiiiieiie ittt ettt e e be e raeenee s 48
3.3.7. Bioinformatikai €lemMZES ..........cccueeiiuieiiiieciiie et 48

4. EREDMENYEK ....ooouiiriiriieticeseeseessessss s sss sttt ettt 51
4.1. A referenciagének stabil expresszioja a HHP-kezel€s utdn............ccoooviiiiiiiiiiicicceee, 51

4.2. A HHP-kezelésre adott azonnali és elhuz6do transzkripcids valasz egér blasztocisztakban .52
4.3. A HHP-kezelésre adott globalis génexpresszids vélasz egér petesejtekben és négysejtes embridkban..... 53

4.3.1. A transzlacioban résztvevd gének jelentds expresszio csokkenése a négysejtes

<100 5 0] Qo 1 s VUSROS 58

5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK ...ccooutiiiiiiriereisesessesssssssssss s sssessssssssssenens 61
5.1. Hipotézis a magas hidrosztatikus nyomaskezelés emlds ivarsejtekre €s embriokra kifejtett

elony0s hatdsara VONatKOZOAN. ..........cooiiiiiiiiiii s 68

5.2. ToVAbDb1 JAVASIAtOK ......ccviiiiiiiiiiiiiic 69

6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ......cvvuuiiurimirmreseeseesnsesssssssssssssssssssessssssssssssssessseness 73

7. OSSZEFOGLALAS......couititieiieiieiei st 75

8. SUMMALRY .ttt bttt a e b e bRt e bt e bt Rt Rt bt e e Rt b e n e b e e be et nneens 79

9. MELLEKLETEK .....coouituitteeteeseessessessssssssssses st st sss s aes sttt sssssssssssenens 81

9.1 TrodalomJEEYZEK. ......ccviiiiiiiiiiiee s 81

9.2. A HHP Machine 100 készilék mUKOAESE. ........ccueriiiiiiiiiiiiiesie e 99

0.2.1. MINtAK €lOKESZIESE ... eeivvieiiiieiiiieiiie ettt 102

9.2.2. A nyomAaskezel€s MENELE ..........cuccuiiieiiiiiiiieiie e 102

9.3. A négysejtes embriokban szignifikans expressziovaltozast mutatod gének listdja ................ 103

9.4. A négysejtes embriokban DAVID programmal végzett funkcionalis kategorizalas soran
azonositott szignifikans Gene Ontology kategoridk részletes bemutatasa............cccooveviiivininnns 117
10. KOSZONETNYILVANITAS ... 120



10.14751/SZIE.2015.003
Roviditések jegyzéke

4x44K

AFP
ART
BLASTn

BSA
CcoC
CRISPR

cDNS
CRNS
Ct
CzZB
DMSO
EB
EGA
ER
FCS
FDR
G2 fazis
gDNS
GO
GSH
hCG
HHP
HMC
HSP
ICM

ROVIDITESEK JEGYZEKE

Four identical subgrids of approximately 44,000 probes each (négy
megegyez0 négyzetracs egyenként 44000 probaval)

Antifreeze protein (fagyasgatlo fehérje)

Assisted reproductive technologies (asszisztalt reprodukcios eljarasok)
Basic Local Alignment Search Tool — nucleotide (alap helyi illeszté
keres6 eszkoz — nukleotid)

Bovine Serum Albumin (szarvasmarha savé albumin)

Cumulus Oocyte Complex (kumulusz petesejt komplex)

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (csoportos,
szabalyosan megszakitott rovid palindrom ismétlések)
komplementer dezoxiribonukleinsav

komplementer ribonukleinsav

Treshold cycle (kiiszobérték)

Chatot-Ziomek-Bavister tapoldat

Dimetil szulfoxid

Embryoid body (embrioid test)

Embryonic genome activation (embrionalis genom aktivacio)
Endoplasmic reticulum (endoplazmas retikulum)

Fetal calf serum (magzati borjusavo)

False discovery rate (hamis talalati ardny)

Masodik novekedési szakasz

Genomialis dezoxiribonukleinsav

Gene Ontology (gén ontologia)

Glutathione (glutation)

Human chorionic gonadotropin (emberi koriongonadotrop hormon)
High hydrostatic pressure (magas hidrosztatikus nyomas)
Handmade cloning (kézi klonozas)

Heat shock protein (hdsokk fehérje)

Inner cell mass (a holyagcsira allapot embri6 belsé sejtcsomo sejtjei)
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ICSI

U
IvVC
IVF
IVM
IVP
VT
KEGG

KSOM

LOWESS

Mil
MRNS
MZT
NADPH

NCBI

PA
PCR
PMSG

PVA
PVP
RIN
rRNS
RT-PCR

RT-gPCR

SEM

Intracytoplasmic sperm injection (intracitoplazmatikus spermium
injektalas)

International unit (nemzetkozi egység)

In vitro culture (in vitro tenyésztés)

In vitro fertilization (in vitro fertilizacio)

In vitro maturation (in vitro érlelés)

In vitro produced (in vitro eldallitott)

In vitro transcription (in vitro transzkripcio)

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Kyot6i Gén és Genom
Enciklopédia)

Potassium Simplex Optimized Medium (egyszerii kalium optimalizalt
tapoldat)

Locally weighted scatterplot smoothing (helyi sulyozasa szorodasi kép
korrekcio)

Metafazis II (a meiotikus osztddas masodik fészakaszanak metafazisa)
Hirvivo ribonukleinsav

Maternal-to-zygotic transition (anya-zigota atmenet)

Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (Nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (redukalt forma))

National Center for Biotechnology Information (A Biotechnoldgiai
Informacio Nemzeti Kézpontja — Amerikai Egyesiilt Allamok)
Parthenogenetikus aktivalas

Polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

Pregnant mare serum gonadotropin (vemhes kanca szérum
gonadotropin)

Polyvinyl alcohol (polivinil alkohol)

polyvinylpyrrolidone (polivinil-pirrolidon)

RNA integrity number (RNS integritas érték)

Riboszomalis ribonukleinsav

Reverse transcription polymerase chain reaction (reverz transzkripcios
polimerdz lancreakcio)

Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
(kvantitativ reverz transzkripcids polimeraz lancreakcio)

Standard error of the mean (a kozépérték kdzepes hibaja)
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SD

SPF
SSV
TALEN

TCM-199
TE
ZFN

Standard deviation (szoras)

Specific pathogen free (meghatarozott korokozoktol mentes)

Solid Surface Vitrification (szilard felszinti vitrifikacio)

Transcription activator-like effector nuclease (transzkripcios aktivator-
szerl effektor nukleaz)

Tissue Culture Medium (szovettenyésztdé médium)

Trophectoderm (trofektoderma)

Zinc-finger nuclease (cink-ujj nukleaz)
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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A reproduktiv sejtek és szovetek fagyasztdsdnak lehetdsége forradalmasitotta az allattenyésztés,
a biotechnologia és a human gydgyaszat teriileteit azaltal, hogy térben és iddben megvalaszthatova
tette a megtermékenyités és az embrio-fejlédés folyamatat. Az olyan alapvetd technikak, mint az in
vitro embrio elballitas vagy a sejtmagatiiltetéses klonozas kidolgozasahoz a krioprezervacio nyitotta
meg az utat, mivel ezekhez az eljardsokhoz a gamétik és embriok mélyhiitésének biztositdsa
elengedhetetlen. Annak ellenére azonban, hogy e technika uj mérfoldkdvet jelentett szamos
biotechnologiai eljards tekintetében, napjainkban is jelentés problémat okoznak azok a karok,
amelyek a fagyasztasi eljarasok soran jelentkeznek, cs6kkentve ezzel a felhasznalhato ivarsejtek és
embriok mennyiségét és mindségét egyarant. A nehézségek nagysagrendjét jol mutatja, hogy az
elso valoban sikeres sejtfagyasztasi kisérletek ota (Polge 1949) eltelt tobb mint fél évszazad soran a
legtobb allatfaj esetében egyelére csak a himivarsejt fagyasztast sikeriilt megbizhat6 moddon
megoldani, a petesejt és az embrid krioprezervaciot azonban nem (Ciani et al. 2012). Habar szamos
gazdasdgi haszondllat esetében (pl. sertés), vagy akar a human reprodukcios eljardsok soran
lehetséges az ivarsejtek és embriok mélyhtitése, azonban gyakran csak nagy veszteségek aran
(Saragusty és Arav 2011). A kriobiologia tudomanyaganak kozponti célja csokkenteni a fagyasztas
folyaman a sejtekben keletkez$ sériiléseket gy, hogy kiolvasztas utan a leheté legmagasabb
tulélési és fejlodési arany legyen elérhetd. A fagyasztds sordn jelentkezd karokat a kutatok
hagyomanyosan mindig is egyfajta védekezd szemlélettel probaltadk minimalizalni. Megkisérelték
tehat minél tokéletesebben megallapitani a sejtek elméletileg fennalld fiziologiai sziikségleteit (pl.:
a megfeleld hdmérséklet, pH és médium OsszetevOk kivalasztasaval), illetve csokkenteni a sejtek
érzékenységét, €és ezek biztositasaval probaltak jobb fagyasztasi hatékonysagot elérni (Saragusty és
Arav 2011).

Az elmult években a Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-Tudomanyi Kar, Sziillészeti és
Szaporodasbiologiai tanszékének kutatocsoportja egy radikalisan 1j megkdozelitéssel probalta meg
novelni a sejtek mélyhiitési toleranciajat. Kisérleteik soran abbol indultak ki, hogy a sejteket
elézetesen ér6 és megfelel6 mértékben alkalmazott stresszhatas a karokozas helyett akar védéhatast
is kifejthet, amely a kovetkezd (pl.: fagyasztas okozta) sokkhatas soran nyilvanul meg (Pribenszky
et al. 2005a). A kutatok elsddleges stresszhatasnak a magas hidrosztatikus nyomast (High
Hydrostatic Pressure; HHP) valasztottak, amellyel emlés embriokat 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 hatasosnak
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bizonyult, hogy napjainkban mar szamos gazdasagi allatfaj (pl. sertés, szarvasmarha, juh) esetében
sikerrel alkalmazzak, nem csak a mélyhiités, hanem t6bb mas asszisztalt reprodukcios eljaras
hatékonysaganak a javitasara is (Pribenszky és Vajta 2011).

A magas hidrosztatikus nyomaskezelés alkalmazasa az embriologiai kisérletek soran 0j utakat
nyitott a krioprezervacios technikdk tudomanyaban. Annak ellenére azonban, hogy a
nyomaskezelést a mélyhtitéssel kombindlva szdmos esetben jelentds javuldst lehetett elérni, a
jotékony hatas hatterében allo intracellularis folyamatok napjainkban még nem ismertek.
Elengedhetetlentil fontos lenne ezért megérteniink a magas hidrosztatikus nyomaskezelés altal
befolyasolt molekularis bioldgiai folyamatokat, amelyek a védohatas hatterében allnak, mivel ez a
fagyasztasi protokollok tovabbi tokéletesitését is lehetové tehetné. Munkdm soran ezért a HHP-
technika korai (preimplantacios) génaktivaciora kifejtett hatasanak tanulmanyozasat tiiztem ki célul,
amellyel valaszt kivantam kapni arra a kérdésre, hogy mi allhat a HHP-technika mélyhiitési
toleranciadt noveld hatdsdnak hatterében. A nyomads-stressz hatdsara megvaltozott intracellularis
folyamatok megismerésével pedig kozvetve azt is vizsgalhattam, hogy miként képesek a sejtek a
mélyhiités okozta stresszhatas lekiizdésére. Mivel a HHP-kezelés a kiilonb6z6 mélyhtitési
modszereken tl olyan egyéb asszisztalt reprodukcids eljarasok esetében is hatdsosnak bizonyult,
mint példaul a sejtmagatiiltetéses klonozas (Pribenszky és Vajta 2011), ezért munkam soran egy
olyan altalanos védekezési mechanizmusba nyerhettem bepillantast, amely az ivarsejtek €s embriok

talélését segiti in vitro koriilmények kozott.

Kisérleteim f6 céljai a kovetkezok voltak:

1. Els6é 1épésben bizonyitani kivantam, hogy a HHP-technika az altalunk valasztott
modellrendszerben transzkripcionalis szintii valtozasokat okoz egyes géneknél. Modell
rendszernek egér holyagcesira allapotu embriokat valasztottunk, amelyek esetében a HHP-
technika mar hatasosnak bizonyult a kriotolerancia novelésében. Tovabbi fontos szempont
volt még, hogy az egér teljes genom szekvencidja régota ismert és jol karakterizalt, igy a

génexpresszios valtozasokat real-time PCR modszer segitségével kovethettem.

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 dsszes expresszalt génre vonatkozoan vizsgaltuk az esetlegesen

bekovetkezo valtozasokat.

10
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3. Ahhoz, hogy a HHP hatéasat 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

alkalmazaséaval vizsgaltuk.

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

petesejtekben és az embriokban a mélyhiités okozta stressz lekiizdése soran.

11
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Emlés ivarsejt és embri6 krioprezervacié

Az emlds ivarsejt €s embrio krioprezervacid jelentdsége, hogy rendkiviil alacsony
homérséklet segitségével a sejtekben zajlo biolodgiai folyamatokat €s az osztodasi ciklust
meghatarozott ideig felfiiggeszthetjiik, ezaltal lehetévé valik az értékes genetikai anyagot
tartalmazd €16 sejtek felhaszndldsdnak térbeli €és iddbeli koordinacidja. Habar a spermium
krioprezervacioval kapcsolatos megfigyelések egészen 1776-ra vezethetdk vissza (Spallanzani
1776), a modern emlds ivarsejt krioprezervacio teriiletét Polge 1949-ben megjelent kdzleménye
nyitotta meg, amelyben onddsejtek sikeres, krioprotektiv glicerin felhasznalasaval tortént
fagyasztasarol szamolt be (Polge 1949). A krioprotektans anyagok felfedezésének oriasi hatasa volt
a kriobioldgiai kutatasok teriiletére, mert segitségiikkel olyan részletekre deriilhetett fény, amelyek
nagyban segitették a krioprezervacids protokollok tovéabbfejlesztését. Az ¢élo sejtek legnagyobb
aranyban eldforduld épitéeleme a viz. A krioprotektdnsok, vagy mas néven véddvegyiiletek
hozzaadasa nélkiil a sejt vizkészlete csaknem teljesen megfagy €s csak a sok valamint mas oldott
molekuldk feldusulasa akadalyozza meg a teljes jégképzddést. Ha krioprotektanst is tartalmaz a sejt,
ugy annak a koncentracidja folyamatosan novekszik a jégkristdlyok képzddése soran. Azon a
homérsékleten, amelyen a védévegyiiletek koncentracidja elég magassa valik ahhoz, hogy a
fagyaspontot a kiils6 hdmérseklettel megegyez6 szintre csokkentse, megall a jégképzddés. Végiil a
krioprotektans koncentracidja eléri azt a szintet, amelyen az oldata mar nem tud megfagyni. Ekkor
mar nem jelentkezik jégképzddés a hdmérséklet tovabbi csokkenésekor és a megmaradt folyékony
fazisu oldatokban megdrzddnek a sejtek 1étfontossagl alkotoelemei.

Az elsd vizsgalatokat a krioprezervacio biofizikai hatasaival kapcsolatosan Mazur végezte,
melyek segitségével optimalizalni probalta a mar meglévo eljarasokat (Mazur 1963). Kisérletei
alapjan matematikai modellekkel irta le a sejtek vizateresztd képessége, a hiitési sebesség és a
feliilet-térfogat arany kozotti kapcsolatot. Ezeknek, a kriobiologia alapjait jelentd vizsgalatoknak az
eredményeként a 70-es évek elején megsziiletett az elsd olyan egér, amely fagyasztva tarolt
embriobol fejlédott ki (Whittingham et al. 1972).

A kutatdsok nyoman az elmult évtizedekben két alapvetd technika terjedt el az emlds
ivarsejt és embrid krioprezervacio teriiletén: a hagyomdényos, lassu fagyasztds (egyensulyi
mélyhiités) és a vitrifikacié (nem-egyenstlyi mélyhités; Ciani et al. 2012). Az Gn. lassu fagyasztas

soran az alacsony hiitési sebesség hatasara el6szor a sejtek koriili extracellularis viz kristalyosodik
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ki, amely a vizet a sejtbdl kiszivd ozmotikus aramléast general, amig a sejten beliili térben a
megndvekedett oldatkoncentracid révén egyensulyba nem keriil az ozmotikus nyomas. A folyadék
sejthartyan keresztiili mozgasanak iranya ¢és sebessége hatarozza meg a sejten beliili jégképzddés
aranyat ¢s ezaltal a sejt tulélésének esélyét. Optimalis fagyasi sebesség fennallasa esetén egyensuly
alakul ki a sejt vizvesztésének és a sejten kiviili viz jéggé alakulasanak sebessége kozott, igy a
sejten beliil nem képzddnek jégkristalyok (Pegg 2007). Az egyensulyi mélyhiitési eljarasok soran
altalaban orakra van sziikség ahhoz, hogy a sejtek olyan allapotba keriiljenck, ahonnan mar
folyékony nitrogénbe helyezve sem alakulnak ki (vagy csak nagyon kisméretli) jégkristalyok a
sejten beliil (Pegg 2007), ezért itt a pontos hiitési sebesség elérése érdekében altalaban szamitogép
vezérelte fagyaszto késziilékeket hasznalnak.

A lassu fagyasztastol eltérden az Un. vitrifikacids technikdval a mélyhités jégkristaly-mentes
kornyezetben torténik, vagyis a lehiités soran a sejten kiviil és a sejten beliil sem keletkeznek
jégkristalyok (Pegg 2007). A moddszer 1ényege, hogy a rendkiviil gyors hiitési sebesség (500 —
30000°C/perc) miatt nem all rendelkezésre elég id6 ahhoz, hogy a viztartalombdl jégkristaly
képzddjon, igy a sejtfolyadék amorf, ivegszerli formaban szilardul meg, amely mar nem kérositja a
sejtet. Ebben az esetben nincs sziikség programozhatd fagyasztd késziilékekre, mert a sejteket
gyakorlatilag kozvetleniil folyékony nitrogén hémérsékletére helyezik (Pegg 2007). Mindkét
emlitett modszer védGanyagokat (krioprotektansokat) hasznal, amelyek a mélyhiités soran fellépd
sériilésektdl védik a sejteket és ezaltal jobb tulélési hatékonysagot tesznek lehetévé (Pegg 2007).
Miutan a sejtek megfagytak, vagy vitrifikalodtak elméletileg korlatlan ideig tarolhatéva valnak a -
196°C homérsékleti folyékony nitrogénben. A hosszu tarolas lehetéségét 61 mutatja, hogy kutatok
sikeresen termékenyitettek meg szarvasmarha petesejteket 37 ¢évig fagyasztva tarolt bika
spermiummal, s6t mi tobb, a krioprezervacid6 human alkalmazasi teriiletét nézve egészséges
gyermek sziiletését jegyezték fel egy 21 évig fagyasztva tarolt spermiummal tortént termékenyités
utdn (Leibo et al. 1994; Horne et al. 2004). A sejtek életképességének szempontjabdl szintén
kulcsfontossagii tényez6é a felmelegités folyamata, mivel ennek optimalis sebességen kell
végbemennie a sejten beliili nagyméretii jégkristalyok kialakulasanak elkeriiléséhez. A felmelegitést
kovetden ujra kell inditani a sejtek anyagcseréjét és biologiai folyamatait a potencialisan toxikus
krioprotektansok eltavolitasaval, valamint a fagyasztas soran elvesztett viz potlasaval (Ciani et al.
2012).

A kriobiologia tudomanydga szamos olyan biofizikai és biokémiai jelenséget vizsgal
manapsag, mint példaul a krioprotektiv anyagok hozzaadasa, vagy kivonasa sordn fellépd
transzmembran aramlasok, intra- és extracellularis jégképzddés, hiitési és felmelegitési sebesség

(Ciani et al. 2012). A krioprezervacios technikak hatékonysaga szamos bioldgiai tényez6tol is fiigg,
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ilyen példaul a sejt tipusa és mérete, a sejt feliiletének nagysaga, a citoplazma tartalma valamint,
hogy egyedi sejt vagy soksejtes szovet keriil fagyasztisra (Saragusty és Arav 2011). Példaként
emlithetd, hogy a nagy citoplazmaval rendelkezé petesejt mélyhiitése sokkal bonyolultabb a
citoplazmaval alig rendelkez0 spermiumhoz képest. A krioprezervacio 0Osszetettségébdl adddo
nehézségeket jol mutatja, hogy embriok esetében az elsé sikerekre Polge eredményei utdn még
tovabbi két évtizedet kellett varni (Whittingham 1971; Whittingham et al. 1972; Wilmut 1972),
mitobb, a fagyasztva tarolt petesejtek felhasznaldsaval eldallitott els6 egerek megsziiletésére 1977-
ben (Whittingham 1977) keriilt sor. Részben technikai, részben pedig etikai okokra vezethetd
vissza, hogy emberek esetében az els6 ilyen sikeres terhességrdl csak 1986-ban szamolhattak be
(Chen 1986).

2.2. Az emlos ivarsejt és embrié krioprezervacio korlatai

2.2.1. A fagyasztés okozta stressz a sejtekben

A mélyhlités sordn a sejt sériiléseinek kivaltd oka a viz un. tisztuldsanak a folyamata. A viz a
jégkristaly képz6dés soran tiszta formaban fagy meg, minden tovabbi komponens nélkiil. Tehat a
sejtben talalhatd viz a fagyas sordn nem marad meg az €letfolyamatokhoz sziikséges anyagokat
tartalmazé oldatként, hanem kristalyokat noveszt, mikozben minden mas anyagot ,.kilok magabol.
Mivel elészor az extracellularis térben indul meg a jégképzddes, igy eldszor a vizet a sejtbdl kiszivo
ozmotikus aramlas alakul ki (Lovelock 1954). Ez a stresszhatas karositja példaul a sejtmembrant €s
a sejtorganellumokat is (Mazur 2004). A tovabbiakban a csokkend homérséklet jégképzddéshez
vezethet a sejten beliil is, amely tovabb roncsolja a membrant és az organellumokat (Luyet és
Gehenio 1940; Leibo et al. 1978). Az els6dleges karosito hatast tehat az igy kialakulé mechanikus
sériilések jelentik, melyek a sejt alkotd elemeit fizikailag sértik. JelentOs sériiléseket okozhat még a
jégkristalyok kozott megmaradd folyékony vizben koncentralodott oldatok és elektrolitok kémiai és
ozmotikus hatdsa is (Lovelock 1953). Ezek a hatdsok gyakran egylittesen jelentkeznek, és oly
mértékben karosithatjdk a sejteket, hogy ez végiil a pusztulasukhoz vezethet. Ezért a megfagyas
elott célszeri a sejtbdl a szamara veszélyes mennyiségli folyadékot eltavolitani és megteleld
adalékanyagok alkalmazasaval csokkenteni azt a hdmérsékletet, amelyen a jégkristalyok képzddnek

(Fuller 2004).
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2.2.2. Ondomélyhiités

Habar a vitrifikaciés technikak elterjedése €s folyamatos fejlodése egyre tobb emldsfajnal
tette lehetOvé a petesejt és embrid mélyhiitést, a legtobb faj esetében még mindig csak az
ondomélyhiités az egyetlen megbizhatdan miikodoé krioprezervacios modszer (Ciani et al. 2012).
szerkezeti épségét is meg kell Orizni gy, hogy az a felolvasztas utan is alkalmas legyen in vivo és
in vitro megtermékenyitésre. Csakhogy a fagyasztas és kiolvasztas soran a jelentOs sériilések mellett
néhany nem tal nyilvanvalé kéarosodas is teljesen tonkreteheti a himivarsejt termékenyitd
képességét. A termékenyitéshez a himivarsejtnek ugyanis nem csak mikodoképes flagellumra van
sziiksége, hanem példaul megfeleld membran feliiletre ahhoz, hogy elkertilje a fagocitdk tdmadasat,
vagy a hamsejtekhez valo végleges kikotddést. A tovabbiakban a termékenyitéshez sziikséges még,
hogy a spermium kot6djon a zona pelluciddahoz és ott elinditsa az akroszoma reakciot (Walters et al.
2009). Ez azt jelenti, hogy az ondosejt plazma- és a kiils6 akroszoma-membranjanak (azon
fajokban, ahol ez létezik) is sértetlennek kell maradnia a krioprezervacio folyamata soran. Ezen
finom paraméterek jelentGségét jol mutatja, hogy a szarvasmarhaknal a frisshez hasonld
termékenyitd képességet csak koriilbeliil tizszer annyi fagyasztott spermiummal lehetett elérni
(Shannon 1978; Vishwanath et al. 1996).

A kiilonboz6é alkotorészek, tigymint a feji rész, a nyaki rész és a flagellum mashogyan
reagalnak a fagyasztds okozta stresszre. Olyan esetekben példaul, amikor a himivarsejt motilitasa
még meglrizhetd, az ozmotikus stressz az akroszomat mar visszafordithatatlanul is karosithatja
(Willoughby et al. 1996; Agca et al. 2002; Guthrie et al. 2002). A fagyasztas soran jelentkez6
megvaltozott ozmotikus allapot a himivarsejteknél is a viz kidramldsa miatt bekdvetkezd
térfogatvesztéssel jar (Meyers 2005). Altaldnossigban elmondhatd, hogy az igy kialakulo
mechanikai stresszel szemben jelentds az emlés spermium ellenalloképessége (Willoughby et al.
1996; Songsasen ¢és Leibo 1997; Agca et al. 2002), habar az ozmotikus tolerancia mértékét szamos
tényezd egylittesen hatdrozza meg. Illyenek a membran permeabilitasa, a plazmamembran lipid
Osszetétele €s a citoszkeleton szerkezete (Meyers 2005). A himivarsejt plazmamembranja kiilonalld
teriiletekre oszthato (Friend 1984), és kiilonleges elrendezésben tartalmaz lipideket (Lin et al. 1993;
Parks et al. 1987). Spermium viszont nem képes a lipid tartalménak atstrukturdlésara, ezért igy nem
tud a fagyasztas okozta koriilményekhez alkalmazkodni (Holt 2000). A sertés spermium példaul
rendkiviil érzékeny az oxidativ sériilésekre a magas telitetlen foszfolipid és az alacsony antioxidans

tartalma miatt (Cerolini et al. 2000; Brezezinska-Slevbodzinska et al. 1995).
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El6fordulhat, hogy a kiilonb6z0 stresszhatasok miatt az ond6 oly mértékben karosodik, hogy
mar nem lehetséges az in vivo megtermékenyités. llyen esetekben in vitro fertilizacié (IVF)
segitségével még megoldhatova valhat a termékenyités, kiilonosen akkor, ha a human gyakorlatban
rendkiviil elterjedt intracitoplazmatikus spermium injektalast (ICSI; Palermo et al. 1992)
hasznaljak. Ennek soran akar motilitasaban teljesen gatolt, er6sen sériilt sejtmembrana spermiumot
is injektalhatunk a petesejtbe, eldidézve ezzel a megtermékenyiilést, és mivel ez egy viszonylag
hatékony mikromanipulacios modszer, csak nagyon kevés himivarsejtre van sziikség (Walters et al.
2009). Habar napjainkban az ondomélyhiitésnél mar optimalizalt protokollokat hasznalnak, még igy
IS a spermiumok 40-50%-a elpusztul a fagyasztas okozta sériilések miatt (Isachenko 2003). A
veszteség mértéke mutatja, hogy az elézdekben felsorolt tényezdk valdban jelentdsen befolyasoljak
az ondomélyhiités hatékonysagat és tovabbi optimalizalasi 1épésekre lenne sziikség a karosodasok

csokkentéséhez.

2.2.3. Petesejt mélyhtités

A human mesterséges megtermékenyités teriiletén 2009-ig mélyhitott petesejtek
felhasznalasaval csak mintegy 900 élve sziiletésrél szamoltak be (Noyes et al. 2009), de az azdta
eltelt idében a petesejt vitrifikalds bevezetésével a teriilet robbanasszerien fejlodott és szamos
orszagban sok tizezres petesejt bankok alakultak ki. Az elmult években a labor- és gazdasagi
haszonallatokban a biotechnoldgia tudoményteriiletén jelentdsen felértékelddott a petesejt szerepe
az olyan ujitdsoknak koszonhetden, mint a transzgénikus technologidk vagy a sejtmagatiiltetéses
klonozas (Dinnyés et al. 2002; Wilmut et al. 2002). Az emlds petesejt a mérete szempontjabol
jelentds eltérést mutat a spermiumhoz, vagy az embriok sejtieihez képest. Atmérdje az egérnél
80 um, a szarvasmarhandl 100 um, az embernél 130 um, igy a térfogata tobb tizezerszerese a
himivarsejt méretének. Ez jelentdsen megkonnyiti egyedi manipulalhatosagat, azonban a mélyhtités
szempontjabol hatranyt jelent az alacsony feliilet-térfogat ardnya (Critser et al. 1997). A human
petesejt feliilet-térfogat aranya 0,05, mig a spermium esetében ez az érték 4,3. A kedvezdtlen arany
miatt, a petesejtnek jelentdsen kisebb a hdvezetése, igy sokkal érzékenyebb a fagyasztasra, valamint
a sejten beliili jégképzddésre is (Toner et al. 1990; Ruffing et al. 1993; Dinnyés et al. 2007).
Nehézségeket okoz tovabba, hogy az érett (metafazis II allapotl) petesejtek plazma membranja
alacsony permeabilitassal rendelkezik, ezért a krioprotektdns anyagok és a viz lassabban képesek
atjutni rajta (Ruffing et al. 1993). Tovabbi gatat jelent ezen anyagok mozgasanak a petesejteket

korbevevé zona pellucida, amely egy specializalt, atlagosan 10 uM vastagsagu extracellularis
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matrix réteg (Betteridge 1995). A fagyasztas és kiolvasztas folyamata soran a zona pellucida
megkeményedése is bekovetkezhet. Az un. ,,zona hardening” utan a himivarsejtek mar nem képesek
a petesejtbe behatolni (a megtermékenyiilés utani természetes, polispermiat gatld folyamat id6 el6tti
bekovetkeztérdl van szd) és ezért a spermiumot a megtermékenyitéshez mesterségesen, példaul
ICSI technikaval lehet csak bejuttatni (Schalkoff et al. 1989; Matson et al. 1997; Palermo et al.
1992). A petesejtek fagyérzékenységét tovabb ndveli, hogy a membranjukat viszonylag kevés aktin-
filamentum erdsiti (Gook et al. 1993), és magas citoplazmatikus lipid tartalmuk is hatranyt jelent
(Ruffing et al. 1993). Szamos tanulmany bizonyitja az 0sszefiiggést a sejtek magas lipidtartalma és
a fagyasztas utani alacsony talélési aranyuk kozott (Abe et al. 2002a; Seidel 2006; Sturmey et al.
2009), amelynek hatterében a fagyasztas hatasara a lipidekben bekdvetkezd fizikai valtozasok
allnak (Pereira és Marques 2008). A peteérés stadiuma is fontos tényez6, mert az éretlen petesejt az
érettnél is érzékenyebb a fagyasztdsra (Lim et al. 1992; Rojas et al. 2004), viszont az metafazis II
(MI1) soran formalod6 meiotikus orso is jelentds sériiléseket szenvedhet el a fagyasztas folyaman
(Ciotti et al. 2009). A megtermékenyités soran a petesejt rendkiviili atalakulason megy at, melynek
kovetkeztében a felsorolt koriilmények legtobbje elénydsen valtozik a fagytolerancia

szempontjabol, igy az embriok mar jobban elviselik a fagyasztas okozta stresszt (Gook et al. 1993).

2.2.4. Embrio mélyhfités

Az ivarsejtekhez hasonldan, az embriok mélyhiitése szintén komoly morfologiai €s
funkciondlis karosodéasokkal jarhat, azonban Osszetettségiikbél adoddan szamos 1), a gamétaknal
még nem jelenlevd tényezd is erdsen befolyadsolja a fagyasztds sikerességét. El@szor is nagy
jelentdséggel bir, hogy a lefagyasztott embrio in vivo vagy in vitro eléallitasu-e, ugyanis tobb
tanulmany eredménye is azt mutatja, hogy kevesebb in vitro 1étrehozott embri6 éli til a fagyasztast,
mint in vivo gyijtott tarsaik (Massip et al. 1995; Hasler et al. 1995; Fair et al. 2001; Enright et al.
2000; Martinez et al. 2006). Az in vitro létrehozott embriok leginkabb a megemelkedett és
megvaltozott Osszetétell lipid tartalmuk miatt valhatnak érzékenyebbé a hidegsokkra (Leibo és
Loskuto 1993; Massip et al. 1995; Nedambale et al. 2004), amely a nem megfelelé in vitro
tenyésztési koriilményekre vezethetd vissza (Iwasaki et al. 1990; Greve et al. 1993; Leibo és
Loskuto 1993; Fair et al. 2001). Ezt az is bizonyitja, hogy amikor centrifugalassal csokkentették az
in vitro embriok lipidtartalmat, azok jobb ellenallésagot mutattak a fagyas okozta sériilésekkel
szemben (Leibo et al. 1995).
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Jelentds kiilonbségeket mutatnak mélyhtitési tolerancia szempontjabol a kiilonboz6 fejlodési
stadiumu embridk is. A tobb évtizedes kutatdsok eredményeként napjainkban egyre tobb informaciod
all rendelkezésre arrol, hogy a kiilonbozo fejlodési allapotban 1évé embriok hogyan reagéalnak a
fagyasztasra. A holyagcesira allapotd embriok szamos fajban hasonloan jol fagyaszthatoak
hagyomanyos lassu fagyasztassal, mint vitrifikdcioval ezért gyakran ilyen stddiumt embriokat
tarolnak hossz tavon (Massip 2001). Szarvasmarhakon végzett kutatasok a szedercsira, vagy
holyagcsira allapoti embridk jobb talélési aranyat mutattdk a korabbi fazisban lefagyasztott
embriokhoz képest, és a legellenallobbnak a 7 napos kibujt blasztociszta bizonyult (Han et al. 1994;
Hasler et al. 1997; Sommerfeld és Niemann 1999). A sertésnél szintén a kibujt holyagcsira embriok
rendelkeztek a legjobb tulélési arannyal a tobbi embrionalis stadiumhoz képest (Gajda és Smorag
2000). A lovak esetében pedig jobban ellendllnak a fagyasztas okozta sériiléseknek a kisebb méretii
6 napos blasztocisztak, mint a nagyobb 7 naposak (Hochi et al. 1995). Nemrégiben kozolt
eredmények alapjan, az embernél az 5 és a 6 napos blasztociszta a legalkalmasabb allapot a
fagyasztasra (Liebermann 2009). A korai embridkhoz képest a blasztociszta dltalanos elénye tobb
okra is visszavezethetd. Egyrészt a morula allapottol a sejt lipid tartalma jelentdsen csokkenni kezd
(Romek et al. 2009), masrészt a nagyobb sejtszdma miatt a blasztociszta rugalmasabban tud
alkalmazkodni a mélyhiités okozta stresszhez. Réadasul a blasztomérak (az embridkat felépitd
sejtek) citoplazmatikus térfogata is alacsonyabb a megel6z6 allapotokhoz képest, ami miatt kevésbé
Kitettek a fagyasztas okozta sériiléseknek (Liebermann 2009).

Egy tovabbi befolyasolo tényez6t, amely a fajok kozotti killonbségeket vizsgalva lathato,
hogy amig példaul az embernél, a szarvasmarhanal, a juhnal és az egérnél nagy sikerrel
alkalmazhat6 az embriomélyhiités technikajat, addig szamos mas faj esetében jelentds
problémakkal kell szembenézni (Saragusty és Arav 2011). Réadasul, az egy fajon beliili kiilonb6z6
genotipusoknak is jelentds hatasa lehet a mélyhiités hatékonysagara (Dinnyés et al. 1995). A fajok
kozotti kiilonbségek a sejtméretben, az Gsszetételben és szerkezetben keresenddk. A sertések jol
ismert érzékenysége példaul a blasztomérdkban mért magas lipid tartalomra vezethetd vissza
(Dobrinsky 2001), amely a human €s egér embridkra viszont nem jellemzd. Napjainkig minddssze
40 fajndl (beleértve az embert és a laboratoriumi allatokat) sikeriilt embridkat fagyasztassal
meglrizni (Saragusty és Arav 2011). Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy a krioprezervacid
alkalmazhatdsaganak masik, igen 1ényeges korlatja egy-egy faj szaporodasbioldgiai paramétereinek
nem kielégité ismerete, illetve az ivartermékek és embriok elérhetdségének nehézségében rejlik. Az
ivarsejt és embriomélyhtités hatékonysaganak noveléséhez a tovabbiakban olyan 0j eljarasok
fejlesztésére van sziikség, amelyek figyelembe veszik és kikiiszobolik az elézdekben feltart

korlatokat, egyben egy ujabb lépést téve a technika biologiai hatterének pontos tisztazasa felé is.
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2.3. A krioprezervacié hatékonysagat novelé6 modszerek

Az elmult évek soran jelentds erbfeszitések torténtek a fagyasztasi eljardsok
hatékonysaganak novelésére ¢s szamos olyan Uj technika latott napvilagot, amely tobb-kevesebb
sikerrel megprobalta csokkenteni a kiolvasztas utani veszteségeket. A modszerek nagyobb része
azokbol a megfigyelésekbdl indult ki, hogy a kiilonboz6é reproduktiv sejtek és embridk eltérd
mértékben toleraljadk a fagyasztds okozta stresszhatdst. A stressztoleranciat befolyasolod bioldgiai
tényezoket vizsgalva szdmos olyan Uj eljarast dolgoztak ki, amely a fagyasztand6 sejteket minél
inkabb kozeliteni igyekszik egyfajta optimalis fagytiiré képességhez.

A petesejtek ¢és embridk intracellularis lipidtartalma szoros Osszefiiggésben 4all a
mindséglikkel és a fagytiré képességiikkel. A sejtekben elkiiloniilten tarolt lipid cseppek
szerkezetében a rendkiviil alacsony hoémérséklet hatdsara bekdvetkezd fizikai valtozasok
nagymértékben felelosek a sejtek fagyasi sériiléseiért (Pereira és Marques 2008). Emellett, az
organellumokat koriilvevé- valamint a plazmamembranban talalhato lipidtartalom is befolyasolja
egy adott sejt fagytolerancidjat (Saragusty és Arav 2011). A lipid cseppek centrifugalassal valo
polarizacidja bevalt modszernek szamit a sertés zigotak pronukleuszainak megjelenitésekor. Az ily
moédon egy helyre csoportositott lipid cseppeket mechanikusan el lehet tavolitani az embriokbol,
ezaltal novelhetd a kriotoleranciajuk. Nagashima és munkatarsai a nagy sebességli centrifugéalas (>
10000 g) és a mikromanipulalas mddszerének kombinalasaval az elsdk kozott tavolitottak el sertés
zigotak lipidtartalmat (1994) és azt taldltak, hogy a csokkentett lipid-tartalmi embriok jobban
toleraltak a fagyasztds folyamatat, mint a kontroll embridk. Tovabbi vizsgéalatok pedig
megmutattdk, hogy azok a sertés moruldk és blasztocisztdk, amelyekbdl a fenti modon a
lipidtartalmat kivontak, sokkal jobb tulélési arannyal rendelkeztek a nem kezelt embridokhoz képest
(Dobrinsky 1999). Szarvasmarhak esetében is értek mar el sikereket ezzel a moddszerrel. A
delipidacion atesett, majd 8 és 16 sejtes allapotig tenyésztett embriok fagyasztas utani fejlédési
aranya magasabb volt a kontrollhoz képest (Ushijima et al. 1999).

A mikromanipulécids lipideltavolitas alternativdjaként nemrégiben egy olyan 0j moddszert
publikaltak, amely a zona pellucida részleges, enzimkezeléssel végzett, un. emésztése révén teszi
lehetévé a lipidtartalom elkiilonitését a centrifugalds folyaman. Ezt a moédszert mar sikerrel
alkalmaztak in vitro eldallitott sertés szedercsira (Esaki et al. 2004), petesejt (Du et al. 2006) ¢€s
klonozott holyagesira embriok esetében is (Nakayama et al. 2008). Raadasul ez a modszer
megoldast jelent a mikrosebészeti lipideltavolitas legnagyobb problémadjara, ugyanis a lecsokkent
idbéigénye miatt, egyszerre nagy mennyiségli embrid feldolgozasat is lehetdvé teszi az embriok

sériilése nélkiil (Li et al. 2008).
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Szintén alkalmazhatd eljarasnak szamit a kémiai modszerrel végzett lipid-tartalom
csOkkentés. Megfigyelték, hogy a zsirsav szintézist gatlé fenazin-etoszulfat (PES; Sudano et al.
2011) hozzaadasa mellett in vitro tenyésztett Szarvasmarha embriok kisebb mennyiségben
tartalmaztak lipid cseppeket (Barcelo-Fimbres és Seidel 2007a), amely azonban még igy is
magasabb volt az in vivo embridkban talalhaté mennyiségnél (Seidel 2006; De La Torre-Sanchez et
al. 2006). Az igy lecsokkent lipidtartalom mellett a lassu fagyasztas és a vitrfikacio esetében is nott
az embriok mélyhiitési toleranciaja (Barcelo-Fimbres és Seidel 2007b).

A petesejt, vagy embrio lipid tartalmat a tenyésztési koriilmények is befolyasoljak, és a
felhalmozodasanak egyik lehetséges oka a szérum jelenléte a médiumban (Pugh et al. 1998).
Tobben az FCS (fetal calf serum) hozzaaddsa mellett tenyésztett szarvasmarha embridokban
megemelkedett lipid tartalomrdl szamoltak be, amelynek hatterében valdsziniileg a nagyobb
mennyiségi lipid felvétel, illetve a mitokondrium anyagcseréjében fellépd zavar allhat (Dinnyés et
al. 1996). Ezzel 6sszhangban szérummentes rendszerben tenyésztett szarvasmarha embridknal a
lipid tartalom relativ csokkenése volt megfigyelhetd, és ezaltal javult az embridk kriotolerancidja is
(Abe et al. 2002a, Pereira et al. 2007). Juhok esetében szérummentes tenyésztokozeg
alkalmazasaval szintén jelent6sen javitani lehetett a zigotak osztodasi ratajat és a blasztociszta
allapotig torténd fejlodési képességét (Gardner et al. 1994).

A fagyasztas folyamata soran a citoszkeleton tobbféle modon sériilhet. Gyakori karosodas
példaul a petesejtekben a szabalytalan osztodasi orsd, amely foként a meiotikus mikrotubulusok
hibas ,,0sszeszerelése” miatt alakul ki (Pereira és Marques 2008). Emellett a sejtvaz karosodasa
kroszomomélis rendellenességeket vagy a plazmamembran torését is okozhatja. Eppen ezért a
citoszkeleton fagyasztas el6tti megerdsitése szintén hozzajarulhat a reproduktiv sejtek és embriok
fagyasztas utani jobb tuléléséhez (Jiménez-Trigos et al. 2013). A Taxol a sejtvaz stabilizalasaval
fejti ki jotékony hatasat. Jellemzdje, hogy hozzakapcsolodik a mikrotubulusokhoz és csokkenti a
tubulinok Osszeszereléséhez sziikséges kritikus koncentraciot, ezaltal ndveli a polimerizaciojuk
mértékét (Mailhes et al. 1999; Sun et al. 2001). Taxolt adva a vitrifikacios kozeghez sikeriilt novelni
human (Fuchinoue et al. 2004), sertés (Shi et al. 2006) €s szarvasmarha (Morato et al. 2008a)
petesejtek talélési aranyat. Az utdbbiak elektronmikroszkopos vizsgalatakor megallapitottak, hogy a
taxol képes megvédeni a metafazis soran az egyenlitdi sikba rendezddott kromoszémakat, valamit
az osztodasi orsé szerkezetét a vitrifikacid kdzben jelentkezd hideg sokktol (Morato et al. 2008b).

A fagyasztas soran az ivarsejteket és embridkat jelentdsen fenyegetd veszély az oxidativ
sériillés. Az oxidativ stressz a sejt szamos pontjan okozhat karokat, példaul a foszfolipidek
peroxidaciojaval, a fehérjék roncsolasaval, vagy a DNS szélakban eléidézett torésekkel (Johnson et

al. 1994; Kitagawaa et al. 2004). Az embridtenyésztésnél az oxidativ sériilések kikiiszobolésére
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gyakran adnak a médiumhoz B-merkapotoetanolt. Ez a vegyiilet fokozza az endogén antioxidansok
(példaul a glutation; GSH) termelédését (Caamano et al. 1998; Geshi et al. 1999; Mori et al. 2006).
A GSH kozvetleniil is hozzaadhato a vitrifikacio elotti tenyésztokozeghez, igy egér embridoknal
ezaltal novelni lehetett a blasztociszta stadiumig valé fejlodés aranyat a kiolvasztas utan. A kedvezo
hatés feltételezhetéen abbdl eredt, hogy a GSH csokkentette a reaktiv oxigéngyokok szintjét, és igy
a sejtmembran telitetlen lipidjeinek oxidacidjabol eredd sériiléseket is meggatolta (Aksoy et al.
1999).

A fentiekben bemutatott modszerek igéretesek ugyan, de koziiliik jelenleg még egyik sem
alkalmazhatdé a krioprotektansokhoz hasonldéan standardizéltan, hatékonyan és altaldnosan. A
felvazolt technikdk jelentdsége véleményem szerint, hogy segitenek a krioprezervacid soran
bekovetkezd biologiai valtozdsok pontosabb megértésében €s igy hosszutdvon hozzéjarulhatnak az

ivarsejt és embriomélyhiitési technikdk tovabbi tokéletesitéséhez.

2.4. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés - egy alapvetéen ij megkozelités a sejtek

fagytoleranciajanak novelésére

Munkdm sordan egy olyan 0j moddszer biologiai alapjait vizsgaltam, amely magas
hidrosztatikus nyomas (HHP) alkalmazasaval, a sejteket prekondicionalva segiti a tovabbi
stresszhatasok elleni védekezésiiket. A modszer, amelyet a Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-
Tudomanyi Kar, Sziilészeti és Szaporodasbiologiai tanszékén Dr. Pribenszky Csaba és munkatarsai
dolgoztak ki (2005a), az élelmiszeriparban mar évtizedek Ota sterilizalasra alkalmazott technikaval
kapcsolatos megfigyeléseken alapszik. A magas nyomaskezelést az élelmiszertechnologidban tobb
mint egy évszazada, Hite felfedezése ota hasznaljak, miszerint ezzel a modszerrel ndvelni lehet a
tehéntej eltarthatosagat (Hite 1899). A HHP egy olyan nem-hdmérséklet alapti pasztorizaciods
modszer, amellyel lehetséges az ételekben talalhatdo mikroorganizmusok inaktivalasa. A technikét
leggyakrabban a 600 MPa koriili nyomastartomanyban alkalmazzak, 1-15 percig, 40°C alatt
(Barbosa-Canovas és Juliano 2008), de néhany késziilékkel akar az 1400 MPa nyomasérték is
elérhetd (Fernandes 2012). A tobbi tartositasi eljarassal szemben e modszer elénye abban rejlik,
hogy ugy tudja jelentdsen csokkenteni az élelmiszerekben eléforduld korokozok szamat, hogy
kozben az ételek eredeti frissessége, szine €s ize is megmarad. Tovabbi 1ényeges elony, hogy a HHP
azonnal és egységesen hat mindenhol, fiiggetleniil az élelmiszer méretétdl, alakjatol €s dsszetevoitdl
(Butz és Tauscher 2002). A moédszer folyamatos fejlesztésének eredményeként napjainkban mar

elterjedten hasznaljadk szamos élelmiszerfajta pasztorizalasara.
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Az asszisztalt reprodukcios eljarasok teriiletén, beleértve a krioprezervacios technikakat is,
tradicionalisan mindig védekez6 szemlélettel probaltak novelni az egyes modszerek hatékonysagat.
Kovetkezésképp megprobaltak az optimalis in vivo koriilményekhez minél inkabb kozelitd
kornyezetet létrehozni a beavatkozasok sordn €és minél jobban kielégiteni a sejtek elméletileg
fennalld fizioldgiai sziikségleteit példaul a megfeleld6 hémérséklet, pH és médium Osszetevok
kivalasztasaval és alkalmazasaval. A passziv moédszereken feliil az el6z6 fejezetben felsorolt
kisérleti fazisban 1évo eljarasok is a sejtek egyfajta optimalis allapotanak biztositasat célozzak meg
ugy, hogy az érzékenységiiket probaljak csokkenteni vagy a védekezdképességiiket segiteni. A
HHP-technika ezektél a modszerektdl alapvetden eltéré megkozelitéssel, egy pontosan beallitott
stressz-kezeléssel egy védekezési folyamatot indit el az emlds sejtekben és ezaltal éri el a jobb
hatékonysagot (Pribenszky et al. 2010a). Az emlds sejtek stressz-kezelésének gondolatdhoz egy
meglepd élelmiszer mikrobiologiai felfedezés vezetett. Amikor egy kisérlet soran olyan Listeria
monocytogenes baktériumokat kezeltek magas hidrosztatikus nyomassal, amelyeket ezt megel6z6en
hideg-sokkban (10°C, 4 o6ra) részesitettek, meglepd modon, 100-szor magasabb volt a talélési
aranyuk a nyomaskezelés el6tt 37°C-on tartott kontrollhoz képest (Wemekamp-Kamphuis 2002).
Ezzel 6sszhangban élesztében magas hémérséklet altal indukalt barotoleranciat figyeltek meg
(Iwahashi et al. 1991), amit a késébbiekben hideg-sokkal is el tudtak érni (Palhano et al. 2004). A
kutatok a nem vart hatast azzal magyaraztak, hogy az elsd, szubletalis stressz kezelés valamilyen
modon felkészithette a mikroorganizmusokat a kovetkezd stressz karos hatasainak kivédésére. Ezek
a megfigyelések hivtak fel a figyelmet a szubletdlis stressz esetleges védo hatisara, amely alapjan
megkezdddtek az elsd, asszisztalt reprodukcids eljarasok teriiletére is kiterjedd kisérletek
(Pribenszky et al. 2010a). Az ivarsejt €s embridomélyhiités korabban részletesen ismertetett
nehézségei miatt nagy sziikség van a krioprezervacios technikak hatékonysaganak novelésére, de
emellett szamos olyan in vitro eljaras, mint példaul a sejtmagatiiltetéses klonozas is hatékonysag-
javitasra szorul. Pribenszky ¢és munkatarsai azért a magas hidrosztatikus nyomaskezelést
valasztottdk kisérleteik soran prekondicionadld stressz tényezOnek, mert szdmos el6nnyel
rendelkezik barmilyen mas stresszorhoz képest. Ezek az elénydk, hogy a HHP (i) azonnal és
egységesen hat a minta minden pontjan, (ii) nincs jelen bejutasi probléma és nem jellemz6 a
gradiens-jelenség sem, (iii) nagy pontossaggal, megbizhatosaggal és biztonsaggal alkalmazhat6 (iv)
kiilonlegesen nagy tartomanyon beliil alkalmas terdpias célra, valamint (v) minimalis vagy
egyaltalan nem kimutathat6 a kezelt sejtek kozotti variancia (Pribenszky et al. 2010a, Pribenszky és
Vajta 2011; Pribenszky et al. 2012). Osszefoglalva, ez a kezelés a hagyoményos kornyezeti
stresszhatasoktol eltéréen konnyedén és nagyon pontosan programozhatd, valamint egyszerlien és

megbizhatoan megismételhetd, tehat standardizalhato.
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2.4.1. A hidrosztatikai (hidrosztatikus) nyomas jellemzése

Az aldbbiakban roviden ismertetem a hidrosztatikai nyomas meghatarozasat és a fontosabb
fizikai paramétereit, amellyel bepillantdst nyerhetiink e hatas miikodési mechanizmusaba. Az
egységnyi feliiletre hatdé nyomoerdt nyomasnak nevezziik. A feliiletre merdleges nyomoderd és a

nyomott feliilet hAnyadosa megadja, hogy egységnyi feliiletre mekkora erd hat.

A nyomas jele: p

A nyomés szabvanyos SI-mértékegysége a pascal (Pa). Pa = N/m?

A nehézségi erd hatdsa alatt 4llo, 0sszenyomhatatlan folyadékban, a felszintdl mérve a
nyomas a mélységgel linearisan ndvekszik. A hidrosztatikai nyomas a folyadék sulyabol szarmazik,
¢s mértéke egyenld a folyadék siiriségének, a folyadékoszlop magassaganak és a graviticios
gyorsulasnak a szorzatdval. Ha a folyadék felszinén nem hat kiils6 feliileti erd, akkor egy adott

helyen a hidrosztatikai nyomast a kovetkez6 képlettel fejezhetjiik ki:
P, =pXgXh

ahol

p = a folyadék stirtisége (kg/m?)

g = gravitacios gyorsulds (allando értéke g = 9,81 N/kg)
h = folyadékoszlop magassaga (m)

Azonban ha a folyadékra kiils6 feliileti eré hat, az igy létrehozott nyomas a folyadékban
minden irdnyban gyengitetleniil terjed tovabb a folyadékok Osszenyomhatatlansaga miatt (Pascal
1647). Mivel a folyadékok siirtisége allando, ezért egy meghatarozott mélységnek megfeleld
hidrosztatikai nyomas értéke minden irdnyban ugyanakkora, tehat izosztatikusan, minden oldalrol
egyenletesen hat. Ezek alapjan a magas hidrosztatikus nyomas tokéletes kozeg egy pontosan
meghatarozott stressz azonnali és egységes kozvetitéséhez a kezelt sejtek szdmara.

Tovéabbi fontos tényezd, amelyre a nyomaskezeld késziilékek kidolgozédsa soran ligyelni
kellett, hogy a nyomaskezelés folyaman a kompresszidos melegedés hatasara emelkedik a
homérséklet a nyomasatadasra hasznalt €s a kezelt anyagban egyarant. A homérsékletvaltozas
mértéke nem csak a nyomas erejétdl (P) és a kiindulasi hdmérséklettdl (T) fligg, hanem az aldbbi

egyenletben leirt termodinamikai tulajdonsagoktol is:
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dT _ a xXT xv
dP C,
ahol

Cp a hékapacitas

v a specifikus térfogat

o a hotagulasi egyiitthato

Ebbdl kovetkezOen a nyomadskezelés sordn a nyomasvaltoztatdssal egyidejlileg sziikséges a
homérséklet megfelel6 kontrollalasa is, amely a kisérleteinkben alkalmazott HHP-100 késziilékben

szamitogép vezérléssel torténik meg (9.2. melléklet).
2.4.2. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés hatasa a sejtmiikodésre

A magas hidrosztatikus nyomas hatasat leir6 adatok nagy része mikroorganizmusok
vizsgalatabol szarmazik. Ennek oka egyfeldl, hogy a foldi élet jelentds hanyada az atmoszférikusnal
(0,1 MPa) magasabb nyomason, mélytengeri koriilmények kozott talalhato (Fang et al. 2010). Az
6ceanban lefele haladva a nyomas 100 méterenként atlagosan 1 MPa-al ndvekszik, igy 1000 m
mélyen eléri a 10 MPa-t. A térfogatukat nézve a Fold ocednjainak 75%-a 1 km mélység alatt
talalhatd és becslések szerint ez a teriilet a globalis bioszféra mintegy 62%-anak ad otthont. Mint
ahogy ez a meglepden magas szam is mutatja, a mélytengerben meglehetdsen gazdag mikrobialis
¢let talalhato, annak ellenére, hogy itt szegényesek a taplalékforrasok és a homérséklet sem
emelkedik 2-3°C folé (Fang et al. 2010). Az elmult évtizedekben a barofil (azaz a magas nyomast
kedveld) mikroorganizmusok tanulméanyozasa soran sziiletett eredmények lehetové tettek a HHP
sejtekre kifejtett hatasdnak jobb megértését. Egy kisebb szintli nyomasvaltozast minden eld sejtnek
el kell viselnie, azonban tobb 10 MPa-t eléré valtozasokhoz csak a mélytengeri organizmusok
alkalmazkodtak. Ebbdl kiindulva kezdték el hasznalni a magas hidrosztatikus nyomaskezelést
¢lelmiszerek tartositasara Hite felfedezése (1899) ota, mert igy lehetdvé valt a patogén mikrobak
inaktivalasa az ¢élelmiszerekben. A gyakorlatban alkalmazott HHP-kezelés elterjedésének
koszonhetéen széleskorlien kezdték el vizsgdlni mikrobdkban ennek a stresszhatdsnak a
kovetkezményeit. A mélytengeri koriilmények és a nyoméassal-tartosito eljarasok beéllitdsai miatt a
legtobb esetben 20 MPa-nal magasabb nyomas hatasait vizsgaltak a kutatasok (Follonier et al.
2012).
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Attol fliggetleniil, hogy a nyomas egyszerlien csak az adott bioldgiai rendszer térfogatat
valtoztatja meg, ennek szertedgazd kovetkezményei vannak a kiillonb6zé sejtfolyamatokra. Ennek
ellenére elmondhatd, hogy mind a bakterialis és archealis barofilek nagy része kozeli rokonsagban
all  olyan felszini mikroorganizmusokkal, —amelyek nem rendelkeznek jelentésebb
nyomastoleranciaval. Ez a tény azt mutatja, hogy a magas nyomés-alapt adaptécio kialakuldsdhoz
nem kellett dradmai mértékli evolucios valtozasoknak bekovetkezniiik (Bartlett 2002). A
sejtalkotorészek koziil a duplaszala DNS a legellenallobb a magas nyomassal szemben, a két szalat
stabilizal6 hidrogén-hid kotéseknek koszonhetéen. Hozza kell azonban tenni, hogy a transzkripcidt
vagy replikaciot lehetové tevo egyszali DNS mér nem rendelkezik ilyen védelemmel, igy joval
konnyebben karosodik a nyomas emelkedésekor (Macgregor 2002). A foszfolipid membranok a
sejtalkotorészek koziil az egyik legérzékenyebbek. Esetilkben a nyomds a hidegsokkal megegyezd
eredményekkel jar, igy az acil-lancok tomorodésével és a membranok fazisvaltozasaval, amely
soran a folyadékkristalyos allapotbdl gél allapotba mennek at (Weber és Drickamer 1983; Winter ¢s
Jeworrek, 2009). A membran szétesése végiil 100 és 200 MPa kozott kovetkezik be (Pagan és
Mackey 2000). A mélytengeri mikroorganizmusok az ilyen karosodasok ellen ugy védekeznek,
hogy membranjuk sokkal nagyobb aranyban tartalmaz telitetlen zsirsavakat, melyek magas
nyomason is biztositjdk a membranok fluiditasat (DeLong és Yayanos 1985; Yano et al. 1997). A
fehérjék szintén meglehetdsen érzékenyek a magas nyomasra, kiilondsen az Osszetett fehérjek,
ugyanis az Oket felépitd polipeptid lancok gyenge kotésekkel kapcsolodonak. A negyedleges és
peptidek megdrzik a masodlagos szerkezetiiket €s ,,0olvadt gomboc™-szerli szerkezetet vesznek fel.
(Meersman ¢és Heremans 2008).

Az E. coli és mas mezofil baktériumok is képesek folyamatosan novekedni egészen 50 MPa
nyomasig (ZoBell és Johson 1949) ami azt mutatja, hogy ezekben a szervezetekben a létfontossagu
sejtfolyamatok még miikodoképesek ilyenkor. Tl magas nyomason a sejtnovekedés leallasat
Mintegy 70 MPa elérésekor E. coli-ban megall a fehérje szintézis a riboszomak szétesése miatt
(Gross et al. 1993; Schulz et al. 1976). Fontos azonban megjegyezni, hogy a szétesés 100 MPa alatt
majdnem tokéletesen visszafordithatd €s normalis nyomasértékre visszatérve a fehérjeszintézis
yjraindul (Mackey ¢és Mafias 2008). Az RNS polimerdz enzim a riboszomaknal nagyobb
toleranciaval rendelkezik, igy E. coli-ban csak 140 MPa koriil esik szét az alegységeire. Ettol
fiiggetlentil mar 20 MPa nyomds hatassal van a transzkripcié folyamatara és 80 MPa mar teljes
gatlast okoz, valoszintileg a bekdvetkezd konformacids valtozadsok miatt (Yayanos és Pollard 1969).

A transzkripcid folyamatdndl a DNS szintézis és a kromoszéma replikacid joval érzékenyebb a
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magas nyomasra. E. coli-ban a replikacié mar 50 MPa-nal gatlodik (Yayanos és Pollard 1969). Ez
azzal magyarazhatd, hogy habar a kétszali DNS stabilitdsa dnmagéaban nagy, duplaszalu toréseket
okozhatnak rajta a nyomas hatasara aktivaloddé endonukleazok, igy megvaltozhat a metilacios
mintazatuk és egyes genetikai elemek is mobilizalodhatnak (Chilton et al. 1997; Long et al. 2006;
Lin et al. 2006). Jol ismert jelenség tovabba a baktériumok motilitasanak elvesztése, amely E. coli-
ban mar 10 MPa-on bekovetkezik a flagellum vagy a sejtmembran kérosoddsanak kovetkeztében
(Meganathan és Marquis 1973). Szamos mezofil baktérium a magas nyomason torténd tenyésztés
soran szalas alakava valik, amely jelzi, hogy az osztodas megallt, de a sejtek novekedésre még
képesek. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy ezekben a mikroorganizmusokban a sejtosztddas

folyamata a névekedésnél joval érzékenyebb a HHP okozta stresszre (ZoBell és Cobet 1950; 1963).

2.4.3. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés hatasara kialakulo stresszvalasz

Az olyan mikroorganizmusok (pl.: E. coli), amelyekben a torzsfejlédés soran nem fejlédott
ki a magas nyomashoz val6 adaptacios képesség, ugy reagalnak a nyomads-stresszre, mint barmely
mas Oket érd stresszhatdsra (Ishii et al. 2005). A stresszvalaszuk soran megvaltozik a
génexpresszids mintazatuk, aminek kovetkeztében nagyobb toleranciat mutatnak az ket érd
stresszhatassal szemben (Aertsen et al. 2004). Ezzel 6sszhangban S. cerevisiae 1 6ras ,,edzése”
50 MPa-on oly mértékben megnoveli a sejtek barotolerancidjat, hogy a késObbiekben akar az
egyébkeént haldlos mértéki 200 MPa nyomast is elviselik 30 percen keresztiil (Domitrovic et al.
2006). Ilyen eredményeket mutatott L. sanfranciscensis baktériumok nyomassal torténd
prekondicionalasa is (Scheyhing et al., 2004). A nyomas-stressz kivaltotta altalanos transzkripcios
valasz gyakran jelentds hasonlosagot mutat a hideg- vagy ho-sokk kovetkeztében elinduld
folyamatokkal. Megfigyelték példaul, hogy E. coli-ban 55 MPa nyomaskezelés 4 hideg-sokk és 11
hé-sokk gén expresszigjat noveli meg (Welch et al. 1993), amely eredményeket a késdbbiekben
globalis génexpresszids vizsgalatok is alatamasztottak (Aertsen et al. 2004, Ishii et al. 2005). A tobb
kiilonb6zé sokk kezelésében résztvevd fehérjék egyiittes expresszidja nem meglepd, hiszen ezek
egymast tamogato hatasokkal rendelkeznek. A hideg-sokk fehérjék segitenek megdrizni a membran
fluiditasat és a megfeleld fehérje szintézist, a h6-sokk proteinek ekdzben segitenek helyreallitani az
ujonnan keletkezett fehérjék térszerkezetét ¢s koézremilkddnek a denaturdlodott fehérjék
lebontasaban (Thieringer et al. 1998; Aertsen €s Michelis 2008). A kiilonb6zd stresszhatasokra
adott valasz hasonldsagara szolgaltatott gyakorlati bizonyitékot Iwahashi és munkatarsainak
felfedezése (1991), miszerint élesztoben magas hémérséklet altal indukalt barotoleranciat figyeltek

meg. Ezt a hatast raadasul a késébbiekben hideg-sokkal is el tudtak érni kiilonb6z6 mikrobakban
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(Wemekamp-Kamphuis 2002; Palhano et al. 2004). A globalis génexpresszids vizsgalatoknak
koszonhetden egyre tobb adat all rendelkezésre a HHP-kezelés hatasairdl. Az egyik ilyen vizsgalat
soran ¢lesztd gombak 200 MPa-0s, 30 percig torténd kezelése kovetkeztében a stressz valasz mellett
a szénhidrat anyagcsere gének expresszidja emelkedett meg a leginkabb. A legnagyobb expresszios
csokkenést viszont a sejtciklus szabalyozashoz és a fehérjeszintézishez tartozd gének mutattak
(Fernandes et al. 2004). Ezzel némileg ellentmondodan Listeria monocytogenes baktériumokban a
400-600 MPa nyomadas hatasara a DNS hibajavitds, a transzkripcido és fehérje szintézis gének
expresszidja nétt meg leginkabb, mig a legnagyobb csékkenést mutatdé gének kozott az energia
eloallitasban, atalakitasban és a szénhidrat anyagcserében résztvevd gének voltak megtalalhatok
(Bowman et al. 2008). E. coli baktériumokban 100 MPa nyomaskezelés utan leginkabb a stressz-
valasz valamint a tiol-diszulfid redox rendszerek aktivalodtak (Malone et al. 2006). Lactobacillus
sanfranciscensis baktériumok vizsgalatakor pedig a fehérje szintézisben és az anyagcserében
résztvevo gének reagaltak a 45 MPa nyomaskezelésre (Pavlovic et al 2005). A fenti eredmények
alapjan lathato, hogy a kiilonboz6 fajok nyomas stresszre adott transzkripcids valaszaban jelentOs
hasonlosadgok mutatkoznak, igy az olyan ttvonalak expresszidja, mint a transzlacié folyamata, az

anyagcsere €s a stressz valasz a legtobb esetben megvaltozik.

2.4.4. A magas nyomas hatasa az eml6s sejtekre

A mikroorganizmusok mellett mar szdmos mélytengeri gerinctelen és hal, s6t, mélyre meriild
tengeri emldsok esetében is bizonyitott a nagymértékli nyomasvaltozashoz valé alkalmazkodési
keépesség (Kelly és Yancey 1999; Castellini et al. 2001). Magas nyomas raadasul a szarazf6ldon €16
emldsallatokban is kialakul bizonyos szovetekben. Husz kg stly megemelése példaul 2,3 MPa
terhelést okoz az emberi gerincnek (Wilke et al. 1999), de normalis mozgas soran az iziileti porcok
akar 18 MPa nyomasnak is ki vannak téve (Hodge et al. 1986). Ennél magasabb értékek azonban
jelentds karosodasokhoz és végiil a sejtek halalahoz vezetnek. A 100 MPa alatti nyomast még képes
toleralni az eukaridta sejtek egy része, de mar megfigyelhetd a sejtorganellumok morfologiai
elvaltozasa, valamint elindul a hé-sokkhoz hasonlé stresszvalasz. A 150 MPa f616tti nyomasértéket
még tulélhetik egyes human sejtek, de egér sejtekben ekkor mar mindenképp elindul az apoptozis.
Kétszaz MPa koriil a human sejtekben is apoptotikus sejthalal kovetkezik be majd a 300 MPa-nal
magasabb nyomason a nekrotikus-folyamatok okozzak a sejtek elpusztulasat (Frey et al. 2004;
2008). A magas nyomas kivaltotta apoptozis a kaszpaz-3 Gtvonal aktivalodasaval kovetkezik be. Az
apoptozis kovetkeztében a sejtek Osszeesnek, a kromatin allomany kondenzalodik, amely végiil a

sejt halalahoz vezet (Yamaguchi et al. 2008). A Magas nyomassal kivaltott apoptdzist megfigyelték
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mar egér erythroleukemia, human limfoblasztoma, és retindlis ganglion sejtvonalakban is (Takano
et al. 1997; Agar et al. 2006; Yamaguchi et al. 2008). A nekrozis esetében a sejtek megduzzadnak,
az organellumok tonkremennek, a mitokondrium is visszafordithatatlanul karosodik és a sejt
ionegyensulya felborul. Ezek a hatasok végil a sejtmembran szétesését okozzak, aminek
kovetkeztében a sejt alkotoelemei a sejtbdl kiszabadulnak (Takano el al. 1997; Yamaguchi et al.
2008).

2.4.5. Az eml0s ivarsejteken €s embridkon alkalmazott magas hidrosztatikus nyomaskezelés

A kutatok a kisérleteik soran eldszor a szubletalis, majd az optimalis nyomashatarokat és
kezelési iddtartamokat allapitottdk meg kiilonb6zoé sejteken és szoveteken. A szubletalis
nyomastartomanynak azt tekintették, ahol a sejteken bekovetkezett valtozasok még
visszafordithatéak voltak. A tovabbiakban a kisérletek egy altalanos format kovettek. Eldszor a
sejteket a megfeleld (5-80 MPa) nyomassal kezelték, 30-120 perc id6tartamig. Ehhez a miivelethez
a Magyarorszagon kiilon erre a célra kifejlesztett és szabadalommal védett HHP Machine 100 ¢és
1400 késziilékeket (Cryo-Innovation Kft., Budapest, Magyarorszag) hasznaltak. A HHP Machine
100 miikodését a 9.2. melléklet mutatja be részletesen. A kezelést kdvetden a sejteket szabvanyos
tenyésztokoriilmények kozott 5-120 percig inkubaltak a normalis miikodésiik helyreallitasa céljabol,
majd a masodlagos stresszet jelentd in vitro beavatkozas (pl.: lassu fagyasztas, vitrifikacio,
parthenogenetikus aktivalas (PA), in vitro maturacio és tenyésztés, enukleacio és szomatikus
sejtmagatiiltetés, mesterséges termékenyités) kovetkezett. A HHP-kezelés hatdsdnak felmérésekor a
kutatok figyelembe vették tobbek kozott a sejtmorfologiat, a membran integritast, a termékenyitd és
a fejlodési képességet és a spermium motilitasat, valamint in vivo vizsgalatok esetében a
vemhesiilési aranyt és az alomszamot. Az igy kapott eredményeket egy olyan kontrollhoz
hasonlitottak, amelyet nyomaskezelés nélkiil hasonlo koriilmények kozott tartottak (Pribenszky et
al. 2010a; Pribenszky és Vajta 2011; Pribenszky et al. 2012).

Az eredmények meglepd modon azt mutattak, hogy a 30-120 percig tartdo 20-60 MPa erejii
nyomaskezelés semmiféle karosodast nem okoz az emlds ivarsejtekben és embriokban, habar
normalis esetben ezeket a sejteket kisebb, mint 0,2 MPa nyomas éri. A kiilonboz0 sejttipusoknal az
igy megallapitott optimalis és szubletalis nyomasértékeket a 1. tablazat tartalmazza. Ebben az
értelemben optimalis tartomanynak azt a nyomasértéket nevezziik, amelyen a legmagasabb
védohatast lehet elérni a tovabbi stresszhatasokkal kombindlva, a szubletdlis pedig azt a hatart

mutatja, amely felett a sejtek karosodasa visszafordithatatlanul a pusztulasukhoz vezet.
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1. tablazat. Optimalis és szubletalis nyomasértékek embridk és ivarsejtek esetében. (Pribenszky et al. 2010a).

) Optimalis nyomas Optimalis kezelés hossz Szubletalis nyomas
Kezelt biolégiai anyag i i
tartomany (MPa) (perc) tartomany (MPa)
Egér és szarvasmarha
40-60 30-60 < 80
embriok
Sertés, egér és human
. 20 60-90 < 60
petesejtek
Szarvasmarha, sertés, 16
10-30 90-120 < 60
és nyul himivarsejtek
Egér embrioid testek (EB) 60 30-60 < 80

Az Kkisérletek soran az is kideriilt, hogy a HHP-kezelés hémérsékletét a kovetkezdben
alkalmazand6 asszisztalt reprodukcios technikahoz kell igazitani. Megfigyelték példaul, hogy
amikor a kezelend6 spermium szobahémérsékleten volt, akkor a HHP-kezelést eredményesebben
lehetett szobahdmérsékleten végezni, mint 37°C-on (Pribenszky et al. 2010a; Pribenszky és Vajta
2011).

2.4.6. Az asszisztalt reprodukcios eljarasok teriiletén alkalmazott magas hidrosztatikus

nyomaskezeléssel elért eredmények

2.4.6.1. Beagyazodas eldtti embriok nyomaskezelése

Az elmult években tobb kutatocsoport is vizsgalta a HHP-kezelés egér, szarvasmarha és juh
embridkra gyakorolt hatasat. A HHP-kezelés hatisara bekovetkezé altalanos jelenség volt a
blasztocol reverzibilis 0Osszeesése. Az elsd§ meghataroz6 eredményeket a modszerrel egér
blasztocisztak kezelése soran érték el. Ekkor az embriok 60 MPa nagysagh, 30 percig tarto
nyomaskezelése jelentdsen megndvelte a vitrifikacio utani talélési aranyt (Pribenszky et al. 2005a).
A szarvasmarha embridk ennél magasabb nyomassal szemben (80 MPa, 45 perc) is toleransak
voltak, rdadasul a nyomaskezelés kétszer magasabb tulélési aranyt eredményezett lassu fagyasztas
utdn a kontrollhoz viszonyitva (Pribenszky et al. 2005b). Mivel a késébbiekben megallapitottak,
hogy 80 MPa nyomadssal mar az embriok felsd tolerancia hatarat érték el, ezért a paramétereket
tovabb finomitottdk és az optimalizalt kezelést vitrifikdcioval kombindltdk. A kedvezd hatés
legerdsebben akkor jelentkezett, amikor a nyomaskezelés mértéke és ideje 60 MPa és 1 ora volt,
valamint amikor a kezelés és a vitrifikacid kozott 1 ords regeneracids idot hagytak az embrioknak.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a HHP-kezelés segitette az embriokat a normalis in vitro
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fejlddéshez vald visszatérésben a kiolvasztds utdn, valamint novelte az embridk re-expanzids
(expansion) és kibujasi (hatching) ratajat is (Pribenszky et al. 2008a). A HHP-vel végzett késobbi
kisérletek részben, vagy teljes egészében megerdsitették az in vitro tenyésztett szarvasmarha
embrioknal tapasztalt kedvez6 eredményeket (Siqueira Filho et al. 2011; Trigal et al. 2012). Juh
embriok esetében a 70 perces, 40 MPa nagysagu kezelés mindségjavitd hatastinak bizonyult, mert a
kezelt holyagesirak sejtszadma novekedett €s a piknozisos sejtmagok ardnya csokkent (Bogliolo et
al. 2011). Késbébbi vizsgalatok azt is megmutattak, hogy az eclézetesen nyomaskezelt, majd
lefagyasztott juh blasztocisztaknal 3 oraval a kiolvasztas utan szignifikansan nagyobb aranyban
kovetkezett be re-expanzio €és a sejtszamuk is nagyobb volt (Ledda et al. 2010). Az emlds
embridkon végzett kisérletek megmutattak, hogy az optimalis mértékben alkalmazott szubletalis
stressz sajatos védod hatdssal rendelkezhet. Az igy elért elsd sikeres eredmények megalapoztik a

HHP-technika bevezetését az asszisztalt reprodukcios eljarasok teriiletére.

2.4.6.2. Himivarsejtek nyomaskezelése

Sertés és szarvasmarha onddsejtek nyomaskezelése utan szintén megfigyelhetd volt az
embrioknal tapasztalt pozitiv hatas. Az elsék kozott szarvasmarha spermiumot tettek ki kiilonb6z6
mértékii nyomasnak és megallapitottak, hogy a 30 MPa/90 perc kombinacid jelentsen javitja a
himivarsejtek fagytoleranciajat (Pribenszky et al. 2005c). A spermium életképességének
indikatoraként a kutatok a kiolvasztas utani motilitast vizsgaltdk meg és azt tapasztaltak, hogy a
HHP-kezelés jelentdsen ndvelte a sejtek mozgékonysagat. Tovabbi vizsgalatok azt is kimutattak,
hogy a nyomaskezelt mintdkban szignifikdnsan tobb spermium Orizte meg a feji- és farokrész
valamint az akroszoma integritasat a fagyasztas soran (Pribenszky et al. 2007). Magas nyomas
alkalmazasaval a sertés spermium kriotoleranciajat is sikeriilt javitani, a legjobb eredményeket
pedig a testhémérsékleten kezelt himivarsejtekkel érték el (Pribenszky et al. 2006; Huang et al.
2009a). A fagytolerancia javulasa mellett az in vitro tarolt sertés himivarsejtek hideg ellenallésaga
IS megnoétt a kezelés kovetkeztében (Pribenszky et al. 2008b). A nyomaskezelés hosszabbtavu in
vivo hatasait vizsgalva, HHP-kezelt friss himivarsejtekkel végzett mesterséges megtermékenyités
esetén novekedést lehetett elérni az utddszamban, annak ellenére, hogy a vemhesiilési ardny nem
valtozott (Pribenszky et al. 2008b). Ezekbdl kiindulva Kuo és munkatarsai (2008) HHP-kezelést
alkalmaztak sertés spermium fagyasztasa el6tt, majd a kiolvasztott himivarsejteket hasznaltak kocak
termékenyitéséhez. A megfigyelések itt is azt mutattdk, hogy a kezelés nem befolyéasolta a

vembhesiilési aranyt, de jelentdsen javitotta az alomszamot. Ezek az eredmények azért kiemelkedden
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fontosak, mert csokkentik a sertés spermium fentiekben ismertetett jelentds fagy- és

hidegérzékenységét, igy altalanossadgban javithatjak a sertéstenyésztés hatékonysagat.

2.4.6.3. Petesejtek nyomaskezelése

A szubletalis és optimalis kezelési hatarokat el0szor itt is matrix elrendezésu kisérletekkel,
20, 40, 60 és 80 MPa nyomadstartomanyon, valamint 30, 60 és 120 perc id6hosszokkal, test- és
szobahdmérsékleten vizsgaltak (Pribenszky et al. 2008c; 2012). Az eredmények alapjan a kutatok
megallapitottdk, hogy a reproduktiv sejtek koziil a petesejtek a leginkdbb érzékenynek a
nyomaskezelésre. A 60-80 MPa nyomas hatdsara a parthenogenetikusan aktivalt (PA) petesejtek
osztddasa mar teljesen leallt. Az optimalis hatarnak a minddssze 20 MPa (és 60 perc) bizonyult,
amivel novelni lehetett az osztddasi €és a blasztociszta ardnyt a vitrifikdcié utan (Pribenszky et al.
2008c). Az osztodasi arany azt mutatja, hogy a megtermékenyitett vagy parthenogenetikusan
aktivalt petesejtek hany szazaléka osztodik tovabb a kétsejtes majd a tovabbi beagyazodas elotti
embrionalis allapotokig egy adott kezelés utan, a blasztociszta arany pedig azt tiikrozi, hogy
mekkora résziik éri el ezt az implantacio el6tti embrionalis stadiumot. Ezzel a két jellemzével jol
vizsgalhatd a petesejtek és a beldliik fejlodott embriok életképessége. Sertés in vitro érlelt, PA
petesejteknél a blasztociszta arany javult a HHP-kezelés hatasara, ahol a legjobb eredményt a 37°C-
on végzett kezeléssel értek el (Du et al. 2008a). Ehhez hasonloan, éretlen (germinalis vezikulum
stadiumu) sertés petesejtek szobahémérsékleten tortént HHP-Kezelése is nagyobb blasztociszta
aranyt és sejtszamot eredményezett az in vitro maturaciot, majd a parthenogenetikus aktivaciot
kovetd in vitro tenyésztés soran (Pribenszky et al. 2008d). A sertés ondomélyhiitéshez hasonloan
ezek az eredmények szintén attorést jelenthetnek a sertéstenyésztés hatékonysdganak novelése
terén. A sertés gazdasagi haszna mellett tobb szempontbdl is az egyik legjobb modellallata az
emberi betegségeknek. A gyakorlatban azonban még nagyon kevés transzgénikus sertés
betegségmodellt sikeriilt 1étrehozni, mivel nem all a kutatok rendelkezésére stabil sertés dssejtvonal.
A jovOben az iPS (indukalt pluripotens &ssejt) és a nagy hatékonysaggal rendelkez6 szekvencia
specifikus nukleazok felfedezése, igymint a TAL effektor nukleaz (TALEN), a CRISPR/Cas9
rendszer (csoportos, szabalyosan megszakitott rovid palindrom ismétlések/Cas9 fehérje) valamint a
Cink-ujj nukleazok (ZFN) jelentdsen megvaltoztathatjak ezt (West et al. 2011, Park és Telugu
2014), azonban a sertésnél tovabbra is leginkabb a klonozas jelenti a megoldast a transzgenikus,
génmanipulalt egyedek 1étrehozasara (Carlson et al. 2012). Mindazonaltal ez a technika jelenleg
nagyon alacsony (0,5-5%) hatékonysaggal miikodik (Aigner et al. 2010). Du és kollégai ezért
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kisérletiikben nyomaskezelt sertés petesejtek sejtmagjat tavolitottak el és donorként hasznaltak dket
a sejtmagatiiltetéses klonozashoz. Az igy létrehozott embriok vitrifikaciéo utani tulélési aranya,
valamint blasztociszta és sejtszam aranya jelentésen javult a kontrollhoz képest. A legerésebb hatast
a nyomaskezelés és a sejtmagatiiltetés kozotti 2 oras regeneracios id6 kozbeiktatasaval sikeriilt
elérni. Az igy eldallitott klonozott embridkat kocakba iiltették és egészséges utddok jottek a vilagra
(Du et al. 2008b). Az egér petesejtek nyomds toleranciaja hasonld volt a sertésekéhez. A
vitrifikaciot megel6zéen 60 percig tartd6 20 MPa kezelést alkalmaztak, majd a kiolvasztott
petesejteket intracitoplazmatikus spermium injektalds utjan termékenyitették meg. A nyomas-
stressz a petesejtek kiolvasztds utani talélési ardnyat ugyan nem nodvelte, azonban ami ennél
fontosabb, a blasztociszta arany és utodszam szignifikansan megemelkedett a kezelés
kovetkeztében (Pribenszky et al. 2010b, Pribenszky et al. 2012). Szarvasmarha petesejtek HHP-
elokezelésével azonban nem sikeriilt a bel6liik 1étrehozott embridk fagytoleranciajat javitani (Diez
et al. 2012), tehat tovabbi termékenyitési vizsgalatokra van sziikség annak megallapitasara, hogy a
kiilonb6z6é fajok esetében milyen hatassal van a petesejtek nyomaskezelése a késobbi in vivo
fejlodésre. Az allattenyésztés teriiletén elért szdmos sikeres eredmény alapjan felmeriilt, hogy a
HHP-technika a human reprodukcids eljarasok soran is hasznalhato lehet. Eldkisérletként
kiselejtezett in vitro érlelt (IVM) vagy nem termékenyiilt human petesejteket nyomaskezeltek, majd
lassu fagyasztast kovetden folyékony nitrogénben taroltak 6ket. A kiolvasztas utan a petesejteket
morfoldgiai vizsgélatnak vetették ald, majd parthenogenetikusan aktivaltak oOket. Az aktivalt
petesejtek nem értek el a holyagcesira stadiumot, viszont javult a fagyasztas utani talélési aranyuk,
az aktivacios ratajuk és az osztodasi aranyuk is (Matyas et al. 2010; Pribenszky et al. 2010b). Ezek
az eredmények egy Iépéssel kozelebb hoztdk a HHP-technikdt a huméan gyogyaszati
felhaszndlashoz, azonban még szdmos tovabbi vizsgilat sziikséges a modszer biztonsagos

alkalmazasahoz.

2.4.6.4. Embrionalis 0ssejtek nyomaskezelése

Az elsé embrionalis Ossejteken alkalmazott HHP-kezelés eredményeirél 2010-ben
szdmoltak be. Egér embrionalis Ossejtekbdl embrioid testeket (EB) hoztak létre, majd az EB
formalddasa utani negyedik napon 30 percig 60 MPa nyomassal kezelték 6ket, szobahdmérsékleten.
Ezek utan az embrioid testeket a szilard felszinl vitrifikacio (SSV) modszer alkalmazasaval
lefagyasztottak (Dinnyés et al. 2000; Dinnyés et al. 2001) és kiolvasztas utan mikroszkopos
megfigyeléssel valamint immunhisztokémiai moddszerekkel vizsgaltdk a kardiomiocitdva torténd

differencialodasi képességiiket. Az eredmények alapjan a HHP-kezelés nem befolyasolta a kontroll,
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nem fagyaszott EB-k tulélését és differencialédasat, azonban a nyomaskezelést fagyasztassal
kombindlva jelent6sen javult a sejtek kardidlis irdnyu differencialodasi képessége a kezelés nélkiil

vitrifikalt kontrollhoz viszonyitva (Dinnyé¢s et al. 2010; Pribenszky et al. 2010a).

2.5. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés ivarsejtekre és embriokra kifejtett

hatasmechanizmusanak vizsgalata

Annak ellenére, hogy manapsag bdséges ¢és folyamatosan gyarapodd eredmények
bizonyitjak a fentieckben bemutatott HHP-technika reproduktiv sejtekre kifejtett jotékony hatasat, az
e mogott rejlé sejtbiologiai folyamatok még kevésbé ismertek. Az alabbiakban Gsszefoglalom
azokat a megfigyeléseket, amelyek a HHP-kezelés sejtekre kifejtett hatasarol jelenleg
rendelkezésiinkre allnak, és bemutatom azokat a kovetkeztetéseket, amelyekkel a kezelés hatasara

bekovetkezd valtozasokat magyarazzak.

2.5.1. Morfologiai megfigyelések

Pribenszky ¢és munkatarsai a HHP-technikdt megalapoz6 cikkiikben a kezelt egér
blasztocisztdkat tobbféle alaktani vizsgdlatnak vetették ald. Az embriok tulélése alapjan két
csoportra osztottdk a nyomaskezelés soran bekovetkezd valtozasokat. Amikor az embriokat
tolerancia hatarukon beliil kezelték (pl.: 90 MPa/30 percig, vagy 30 MPa/3 ¢6raig), azok reverzibilis
morfoldgiai elvaltozdsokat mutattak. A holyagesirdk a zona pellucidan belill Gsszeestek, a
blasztocol (a holyagesirakon beliil talalhatod iireg) eltlint és csokkent a blasztomérak mérete, de
szerkezetileg sértetlenck maradtak. Megfigyelték tovabba, hogy négy-6toranyi in vitro tenyésztés
utan re-expanzid kovetkezik be (a blasztocol helyreall), majd az ekkor mar normalis méret
blasztocisztak a kontrollhoz hasonldo médon kibtjnak a zona pellucidabaol (Pribenszky et al. 2005a).
Tovabbi nyomaskisérletekkel igazoltak, hogy a blasztocdl reverzibilis dsszeesése a kezelés hatasara
altalanosan bekdvetkezd jelenség (Pribenszky et al. 2010a; Pribenszky és Vajta 2010). Fontos
megfigyelés volt azonban, hogy az alaktani elvaltozdsok eldidézéséhez mindkét tényezd
(nyomas/idétartam) egyiittesen megemelt szintjére van sziikség. Ugyanis, amikor a blasztocisztakat
csak rovid ideig tették ki a magas stresszhatasnak (pl. 80 MPa/10 percig) vagy hoszabb ideig
alacsonynak (pl. 30 MPa/2 6raig), azok nem mutattak alaktani elvaltozast a kontrollhoz képest ¢€s a
kibajasuk is normalis volt (Pribenszky et al. 2005a). Azok az embriok, amelyeket a
toleranciakiiszobot meghaladd mértéki stresszhatas ért (pl.: 90 MPa/2 oraig, vagy 30 MPa/5 oraig),
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nem voltak képesek az ujboli feltdltddésre, vagy mar kozvetleniil a dekompresszid utdn szétesett
allapotban voltak. Ezek az irreverzibilis morfologiai valtozasok egyértelmien jelezték, hogy
ilyenkor az embriok mar nem ¢élik tul a nyomaskezelést (Pribenszky et al. 2005a).

In vitro eldallitott (IVP) juh blasztocisztakban szintén vizsgaltak a magas nyomas sejtekre
kifejtett hatasat. Itt is megfigyelhetd volt az el6z6ekben mar ismertetett blasztocol dsszeesés a 40-60
MPa-os kezelést kdvetden. A kutatok ezutan fluoreszcens konfokalis mikroszkopia segitségével
tanulmanyoztak a kezelt és kontroll holyagcsirak belsd sejtcsomod (ICM) és trofektoderma (TE)
sejtjeit. A vizsgalat soran megallapitottak, hogy a kezelt embriok ICM és TE sejtszama egyarant
magasabb volt a kontrollénal, attoél figgetleniil, hogy a nyomaskezelést itt nem kombinaltak
masodlagos stresszel. Ebbol arra kovetkeztettek, hogy a HHP mitogenikus hatédssal is rendelkezik.
A kutatok tovabba a sejtek stressztiird képességét is megvizsgaltak piknozis sejt index segitségével
(Hardy et al. 1989). A modszer alapja, hogy a sejtmag jelentds zsugorodasa, majd szétesése
(piknozis) az apoptdzis, azaz a programozott sejthalal egyértelmi jele (Burgoyne 1999). Amikor a
kutatok az embridkat konfokalis mikroszkoppal ellendrizték, azt tapasztaltak, hogy a HHP-kezelt
blasztocisztakban szignifikdnsan kevesebb balsztomernek volt pikndzisos a sejtmagja, tehat a
nyomaskezelés anti-apoptotikus hatassal is rendelkezik (Bogliolo et al. 2011).

Szarvasmarhanal vitrifikacioval is kombinaltdk a HHP-kezelést és ezt kdvetden hataroztdk
meg az IVP blasztocisztak sejtszamat. Az eredmények egy oraval a kiolvasztds utdn azt mutattak,
hogy a nyomaskezelt embriok sejtszama csokken az el6kezelés nélkiil lefagyasztott kontrollhoz
képest. Azonban 48 oraval a kiolvasztas utan, a kibujaskor itt is tetten érheté volt a HHP-kezelés
jotékony hatdsa, mert ekkor a kezelt embriok mar jelentésen tobb ICM sejttel rendelkeztek a
kontrollhoz képest (Trigal et al. 2012). Egy masik tanulmanyban 60 MPa/1 6ra nyomasnak kitett
szarvasmarha holyagesirak ultrastruktirajat vizsgaltak elektronmikroszkopia segitségével. A
felvételek azt mutattdk, hogy a kontrollhoz képest a HHP-kezelt embrioknal megnétt a
mikrobolyhok és a megemelkedett anyagcserével rendelkezé mitokondriumok szama. Amikor a
nyomaskezelést vitrifikacioval is kombinaltdk, lathatdé volt, hogy az eldzetesen nyomaskezelt
embriok sejtmagjanak feliilete nagyobb (Pribenszky et al. 2010a; Pribenszky és Vajta 2010).
Osszegzéséként elmondhat6, hogy a rendkiviil magas nyomas hatdsira az embridk komoly alaktani
valtozasokon mennek keresztiil, azonban a valtozasok optimalis nyomasértékek alkalmazasa mellett
nem hatranyosak, visszafordithatoak, a kezelés pedig végs6 soron jotékony hatassal bir.

Az ivarsejtek nyomaskezelés hatasara bekdvetkezd morfologiai elvaltozasait a kutatasok
idaig kevéssé vizsgaltak. Emlds petesejtek esetében nem szamol be a szakirodalom a HHP hatasara
jelentkezd kiilonds morfoldgiai elvaltozasrol. A himivarsejtek HHP-kezelés utani ¢€letképességét

pedig az eddigi vizsgalatok szinte kizardlag csak a kiolvasztas utdni motilitas alapjan hataroztak
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meg. Kivételt képez ez alol Pribenszky és munkatarsainak (2007) kézleménye, ahol bika spermium
fej ¢és farokrészének, valamint akroszOma membranjanak integritasat vizsgaltdk Kovacs-Foote
festéssel (Kovacs ¢és Foote 1992). Mintanként 300 himivarsejtet elemezve a kutatok
megallapitottak, hogy a HHP-kezelés eredményeként szignifikansan tobb lefagyasztott, majd
kiolvasztott spermium &rizte meg €pségben a vizsgalt alkotorészek szerkezetét (Pribenszky et al.
2007).

Az elézoéekben bemutatott kutatdsok fO iranyvonala az eldnyos HHP-hatas feltérképezése
volt a kiilonboz6 fajokban, illetve biologiai mintdkban. A vizsgalatok csak kevéssé foglalkoztak a
kedvez6 hatas hatterével, azt azonban egyértelmiien megmutattak, hogy a nyomaskezelés képes
Ahhoz viszont tovabbi, részletesebb vizsgédlatokra van sziikség, hogy megismerhessiik ¢és
megérthessiik, melyek azok a védekez6 mechanizmusok, amelyek az optimalis
nyomastartomanyban torténd kezelés kovetkeztében aktivalodnak, és segitséget jelentenck egy

kovetkez6 stressz lekiizdésében.

2.5.2. Molekuléaris biologiai vizsgalatok

Emlds reproduktiv sejtekben a HHP-kezelés génexpressziora kifejtett hatasat elészor Huang
¢s munkatarsai (2009a) vizsgaltak. Kilencven percig tart6 30 MPa nyomaskezelésnek alavetett
sertés spermium protein profiljat vizsgaltdk, és tobb fehérje mennyiségében is elvaltozasokat
talaltak a kezelést kovetden. A kutatok altal beazonositott HHP-aktivalt fehérjék tobbek kozott a
zona pellucidahoz vald kotédésért, a triacilglicerol hidrolizis és az oxidativ foszforilacio
folyamataiért felelosek. Ezek az eredmények bizonyitottak elsdként, hogy a magas nyomaskezelés
hatadsara bizonyos gének expresszidja megvaltozik. Tovabbi fontos megallapitds volt, hogy a
vizsgalt nyomads- és idOtartomanyban a kezelés nem okoz visszafordithatatlan fehérje karosodast. A
tovabbiakban a kutatok Western blot technika alkalmazasaval és denzitometrids értékeléssel
vizsgaltak két hésokk fehérje, a HSP70 és HSP90 (heat shock protein) expresszids szintjét, mert
elképzelhetdnek tartottdk, hogy a hdsokk fehérjék szerepet jatszanak a HHP-indukalt
kriotoleranciaban (Pribenszky et al. 2005a; Du et al. 2008a). Az eredmények azonban azt mutattak,
hogy sertés himivarsejtekben a vizsgalt hdsokk fehérjek szintjét a HHP-kezelés nem valtoztatja meg
(Pribenszky et al. 2011). Kutataisomhoz Huang ¢és munkatarsainak elsé eredményei jelentették a
kiindulépontot, amelyek alapjan génexpresszios vizsgalatokat végeztem a HHP-kezelés hatasanak

tanulmanyozésa céljabol.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A kisérleti minta eloallitasa

3.1.1. Holyagcsira stddiumu embridk kinyerése, tenyésztése

Kisérletsorozatunk elsé részében a célunk a HHP-kezelés hatasara bekdvetkezd
génexpresszios valtozasok tanulmanyozasa volt nyomaskezelt egér blasztocisztakban. A
vizsgalatokhoz sziikséges embridk eldallitasahoz 10 hetes F1 (C57BL/6XDBA) SPF (specific
pathogen free) ndstény egereket szuperovulaltattunk, 7,5 (IU) vemhes kanca szérum gonadotropin
hormon (PMSG; Folligon, Intervet International B.V., Boxmeer, Hollandia) kezeléssel, majd 48
6raval késébb 7,5 TU human chorion gonadotropin hormon (hCG; Choragon, Richter Gedeon,
Budapest, Magyarorszag) hastiregbe torténd injektaladsaval. A szuperovulaltatott ndstényeket CD1
himekkel paroztattuk. A korai blasztocisztakat 3,5 nappal a hCG adas utan, Hepes-t tartalmazé
Chatot-Ziomek-Bavister médium (CZB-Hepes) hasznalataval mostuk ki a méhbol. A kinyert
blasztocisztakat 30 pl-es Potassium Simplex Optimized Medium (KSOM; (Millipore, Billerica,
USA) mikrocseppekben, asvanyi olaj (Ovoil, Vitrolife, Kungsbacka, Svédorszag) alatt in vitro
tenyésztettilkk, 37°C-on, 5% CO, tartalmu légtérben, az expandalodott blasztociszta stadium

eléréséig.

3.1.2. Petesejtek kinyerése

A kisérlethez B6D2F1 ndstény egereket szuperovulaltattunk 5 IU PMSG, majd 48 oraval
kés6bb 5 U hCG hasiiregbe torténd injektalasaval. A petesejteket a hCG injekcio beadéasa utan ~14
oraval mostuk ki a petevezetokbdl. A petesejtmosashoz €és az azt kdvetd mikromanipulécidhoz
CZB-Hepes médiumot hasznaltunk, amely a kovetkezé kiegészitoket tartalmazta: 20 mmol/l
HEPES, 5 mmol/l NaHCO3; ¢s 0,1 mg/ml polivinil alkohol (PVA) a BSA helyett. Az itt emlitett
kiegészitoket a Sigma-Aldrich Kft-t6l (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) vasaroltuk meg. A petesejt
€s embriotenyésztés soran hasznalt CZB médium 5,56 mmol/l D-gliikézt és 5 mg/ml szarvasmarha
savd albumint (BSA) tartalmazott. A médium pH értékét 7,4-re allitottuk 37°C-on, 5% CO,

tartalmu 1égtérben.
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3.1.3. A holyagcsira allapota embriok kezelése magas hidrosztatikus nyomassal

A kezeléshez illetve kontrollként harom-harom, egyenként 10 darab expandalodott
blasztocisztabol alld csoportot hoztunk 1étre. Az embrid csoportokat 0,25 ml térfogatu miiszalméba
toltottik (IMV, L’Aigle, Franciaorszag) CZB-Hepes médiumban ugy, hogy levegd buborékot ne
tartalmazzon. A miszalméak lezardsa miianyag tomitéssel tortént. Az Osszes miiveletet 37°C-0s
flitott alatéten végeztiik, majd a tovabbiakban a miiszalmakat hagytuk szobahdémérsékletre (22-
26°C) hiilni. Ezutdn a hidrosztatikus nyomaskezelés kovetkezett, amelyet a HHP 100 (Cryo-
Innovation Kft., Budapest, Magyarorszag) késziilékkel végeztink el. Az embridkat
szobahdémérsékleten 60 MPa nyomadssal kezeltiik 30 percig. A nyomas emelése és csOkkentése a
késziilékben az alapértelmezett 10 MPa/perc értékkel tortént. Kontrollként haromszor 10 darab
blasztocisztat azonos koriilmények kozott tartottunk, nyomaskezelés nélkiil. Ahhoz, hogy a
nyomaskezelés hosszabbtavi hatdsat is tanulmanyozni lehessen, a kezelt és kontroll mintak
nyomaskezelést kovetd azonnali begyljtésén kiviil, a kezelés utan meghatarozott idével tovabbi
csoportokat gytjtottiink. Ehhez a HHP-kezelt blasztocisztakat és nem kezelt kontrolljaikat tovabbi
120 percig in vitro tenyésztettik KSOM (Millipore, Billerica, USA) médiumban, 37°C-on, 5% CO,
tartalom mellett. A mintak ezt kdvetéen azonnal fagyasztasra keriiltek (-80°C), RNS izolalasig. Az

egér blasztocisztak vizsgalatanak 1épéseit a 1. abra mutatja be.

1. dbra
A HHP-kezelés egér blasztocisztakra kifejtett hatasanak
vizsgalatat bemutaté folyamatabra. ' E

Egér ql HHP kezelés |

blasztocisztak

=

| 120 perc IVC |

Kontrollok ngglt
mintak

\ | RT-qPCR elemzés | /
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3.1.4. A petesejtek kezelése magas hidrosztatikus nyomassal

A kumulusz petesejt komplex csoportokat 37°C hoémérsékleti G-MOPS médiumban
(Vitrolife, Kungsbacka, Svédorszag) 0,25 ml térfogati miiszalmaba toltottik ugy, hogy levegd
buborékot ne tartalmazzon. A miszalmak lezardsa milianyag tomitéssel tortént meg. Ezutan a
miszalmakat a HHP 100 (Cryo-Innovation Kft., Budapest, Magyarorszag) késziilék 37°C
hémérsékletii desztillalt vizet tartalmazé nyomaskamrajaba helyeztiik, majd a hidrosztatikus
nyomaskezelés kovetkezett. A petesejteket 37°C-on 20 MPa nyomassal kezeltiik 60 percig. A
nyomas emelése és csokkentése a késziilékben az alapértelmezett 10 MPa/perc értékkel tortént.
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, 4 ismétlésben 50 kezelt és 50 kontroll petesejt csoportot
-80°C-ra fagyasztottuk az RNS izolalasig. A megtermékenyitendd petesejteket tjra CZB

médiumban inkubaltuk a spermium injektalasig.

3.1.5. A petesejtek és himivarsejtek elokészitése ICSI-hez

A nyomaskezelt és kontroll petesejteket koriilvevé kumuluszsejtek eltavolitasa utan a
sejteket CZB médiumban mostuk majd inkubaltuk (37°C-on, 5% CO, tartalmt 1égtérben 4 oraig),
ezutan intracitoplazmatikus spermium injektalas (ICSI) modszerével megtermékenyitettiik 6ket.

A himivarsejtek kinyeréséhez CD1 himekbdl Kimetszett mellékheréket 1 ml CZB-Hepes
médiumba helyeztiink egy 3 cm atmérdjii Petri csészében. Ezek utdn a szovetet egy 26-os méretii
injekcids tlivel perforaltuk, majd koriilbeliil 1 6ras 37°C-on, 5% CO, tartalmt légtérben tortént
inkubalas utan a kioldott spermium szuszpenziot Osszegyujtottiik a feliiliszobol. Az ICSI-hez 80%-

0s vagy annal nagyobb motilitdsii spermiumot hasznaltunk.

3.1.6. Intracitoplazmatikus spermium injektalas

A mikromanipulacids Iépéseket egy Olympus IX 71 inverz mikroszkopra (Olympus Optical,
Tokyo, Japan) telepitett piezo-elektromos mikromanipulacids rendszeren végeztiik (PMAS-CT150,
Prime Tech, Ibaraki, Japan) CZB-Hepes médiumban. A mellékheréb6l kioldott spermium
szuszpenziobol 6 ul-t 5pul 12%-0s polivinilpirrolidon (PVP; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

oldattal egészitettiik ki. Az injektalo tlibe egyenként felszivott himivarsejtek flagellumat néhany
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piezo-rezgéssel valasztottuk le a feji részrdl (Kuretake et al. 1996). A flagellum nélkiili feji részeket

azonnal a mar eldkészitett kezelt és kontroll egér petesejtekbe injektaltuk.
3.1.7. A petesejtek és a beldliik fejlodott négysejtes embriok mikroszkopos vizsgalata ICSI utan

Az egér himivarsejtek feji részének beinjektdlasa utan a nyomaskezelt és kontroll egér
petesejteket 6-8 oran keresztiil CZB médiumban tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO, tartalmu légtérben
100% relativ paratartalom mellett, majd Hoffmann-féle modulacios kontraszttal ellatott Olympus
IX mikroszkoppal (Olympus Optical, Tokyo, Japan) vizsgaltuk, hogy az aktivacidé megtortént-e.
Azokat a zigotadkat tenyésztettiik tovabb CZB médiumban, amelyekben a két pronukleusz és a
masodik polaris test lathatdo volt. Az embridk in vitro fejlodését a négysejtes stadium eléréséig
figyelemmel kisértiik. A fertilizaci6 utan a HHP-kezelt embriok 78%-a és a kontroll embridk 82%-a
maradt ¢életben, amelynek 76 illetve 65%-a fejlodott tovabb a négysejtes allapot eléréséig. A
nyomaskezelést és a nem kezelt kontrollok gytijtését hat alkalommal ismételtiik meg, ennek soran 9
db kontroll (8-24 db embrid) és 5 db kezelt (21-30 db embrid), csoportot alakitottunk ki. A mintakat
a begylijtést kovetéen azonnal -80°C-ra helyeztiik, és az RNS izolalasig fagyasztva taroltuk oket. A

teljes microarray kisérletsorozat 1épéseit a 2. abra foglalja dssze.

2. abra
A HHP-kezelés egér petesejtekre kifejtett azonnali és a =
preimplantacios embrionalis korban megnyilvanulé ‘ B
hatasat vizsgalé microarray kisérletsorozat Iépéseit v
bemutato folyamatabra Egér peteseitek [ |___HHP kezelés

r |
ey

ICSI és embri6
tenyésztés

Kezelt

Kontrollok e
mintak

Génexpressziés microarray elemzés
4X44K whole mouse genome chip-ek
(Agilent Technologies)
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3.2. A HHP-kezelt hélyagesira allapotu embridk génexpresszios vizsgalata

3.2.1. RNS izolalas és cDNS szintézis

A HHP-kezelt és kontroll, 10 darabos blasztociszta csoportokbdl a hirvivé RNS (mRNS)
izolalasa Dynabeads mRNA DIRECT Micro Kit (Dynal, Oslo, Norvégia) hasznalataval tortént, a
gyartd utasitasai szerint. Ez a protokoll olyan magneses, oligo(dT),s nukleotidokkal kapcsolt
gyongyoket hasznal, amelyek az mRNS poly(A) farkaval hibridizalva lehetové teszik e molekulak
izolalasat a sejtlizatumbol. A kezelt és kontroll blasztociszta csoportokbol 3 ismétlésben izolaltunk
MRNS-t. A kioldott MRNS-bél M-MLV RT Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) felhasznalasaval cDNS-

t szintetizaltunk, 20 pl-es reakcio térfogatban.

3.2.2. Primer tervezés

A vizsgalatokhoz olyan géneket kerestiink a szakirodalomban, amelyek egy esetleges stressz
valaszban szerepet jatszhatnak, ezért expresszidjukra a HHP-kezelés is hatassal lehet. Azért, hogy
tobb  kiilonboz6 tipust sejtvalaszt is vizsgalni lehessen, a keresés alapjan olyan géneket
valasztottunk, amelyek sejtosztodas-gatlo, oxidativ-stressz, apoptozis vagy hideg-sokk
utvonalakban vesznek részt. A real-time PCR vizsgalatokhoz kilenc valasztott génre terveztiink
primereket a Primer3 (Rozen ¢és Skaletsky 2000) szoftver segitségével. A primerek
specifikusaganak ellenérzése a BLASTn (http://blast.nchbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) szoftver
alkalmazasaval tortént. Az elkésziilt primerek listajat a fontosabb adatokkal a 2. tablazat
tartalmazza. A megtervezett primereket ezt kdvetden optimalizaltuk, amely soran megallapitottuk a

megfeleld tapadasi hémérsékleteket.
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2. tablazat. Az RT-gPCR vizsgalatokhoz hasznalt primerek.

Folyamat/funckio

R GenBank . PR Forward és Reverse Primerek Termék .
Szimbolum ... Teljes génnév AR ., melyben a gén
azonositoé (5’-t6l 3’-ig) méret (bp) h
részt vesz
Superoxide 1A CAGATTGCTGCCTGCTCTAAT oxidativ stressz
Sod2 NM_013671 dismutase 2, 71 valasz
mitochondrial ATCCCCAGCAGCGGAATAA
superoxide ACCTCATTTTAATCCTCACTCTAAGAAAC oxidativ stressz
Sodl NM_ 011434 106 .
dismutase 1, soluble ATTGGCCACACCGTCCTTT valasz
RNA binding motif CACCTTCACAAACCCAGAGCAT
Rbm3 NM_016809 . 76 hideg sokk valasz
protein 3 GATTTGGCGCCCATCCA
transformation  CCTTCTCCGAAGACTGGATGA ’altalanos. stres’sz’
Trp53 NM_011640 . 66 valasz, sejtosztdédas
related protein 53 - AGAGGGAGCTCGAGGCTGAT gatlas
row th arrest CAGGACTCGTCAGGAAGCTG
Gas5 NR_002840 g L 122 sejtndvekedés gatlas
specific 5 GTGTGGGTTGAGGGATCTTTAG
' ) o CATGAAGTTTGGCACTACAC sejtndvekedés
Azinl NM_018745 antizyme inhibitor 1 154 . .
CACACATCGAGCATCAGA szabalyozas
cold shock domain CGCAGATGGGCAGTTCTC ozmotikus stressz
Csda NM_139117 ) 149 .
protein A CCTGCATTCTGTTGGGATG valasz
growth arrestand GAAAGCACTGCACGAACTTC altaldnos stressz
Gadd45g NM 011817 DNA-damage- 105 valasz, sejtosztodas
inducible 45 gamma GTCACATTGTCAGGGTCCAC gatlas
hi - ACAGACTCCAGATAGGCGATGG tozZi
Didol  NM 175551 catninducer 130 apopfozis
- obliterator 1 GGGCGACACAGCAGTTATCC szabalyozas
X eptidylorolyl  CGCGTCTCCTTCGAGCTGTTTG
Ppia’  NM 008907  PoPuayiproy 150
isomerase A TGTAAAGTCACCACCCTGGCACAT
i i ACAGCGCAGCCATCCTGGAGTA
Hoafz  NM 016750 H2A histone famiy, 202

member Z

TTCCCGATCAGCGATTTGTGGA

* A normalizalashoz hasznalt referenciagének.

3.2.3. Az RT-gPCR mérések normalizalasahoz hasznalt referenciagének elézetes validalasa

A normalizalashoz a kutatocsoportunk altal korabban publikalt, két legstabilabb egér

preimplantacios referenciagént, a H2A histone family member Z-t (H2afz) és a peptidylprolyl

isomerase A-t (Ppia) valasztottuk (Mamo et al. 2007). Mivel azonban az nem volt ismert, hogy a

HHP-kezelés e gének kifejezédését befolyasolja-e, sziikség volt az expresszidjuk 272" modszerrel

torténd eldzetes vizsgalatara (Schmittgen és Zakrajsek 2000). Ehhez a 3.1.3. fejezetben ismertetett

moddon tovabbi két idépontban (kezelés utan 30 és 60 perccel) egér blasztocisztakat gylijtottiink,

majd RT-gPCR-el megmértiik benniik a referenciagének expresszidjat. A vizsgalt idépontok kozott

mért expresszios eltéréseket egyutas varianciaanalizissel elemeztiik. Szignifikansnak a 0,05-nél

kisebb P-értéket tekintettik.
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3.2.4. Kvantitativ reverz-transzkripcios PCR (RT-gPCR)

Az mRNS mennyiségi meghatdrozasa soran génenként 3-3 biologiai ismétlésben elemeztiik
a 10 darabos blasztociszta csoportokbol 4ll6 kezelt mintakat €s a kontrolljaikat, emellett pozitiv és
negativ kontrollokat hasznaltunk minden reakcioban. Egy 15 pl térfogatu reakcid6 komponensei a
kovetkezok voltak: 0,2 embrionak megfelelé cDNS, 200-430 nM primer és 7,5 ul SYBR Green
JumpStart Taq Ready Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). A reakcidkat Rotor-Gene 3000 real-
time PCR késziiléken (Corbett Research, Mortlake, Australia) futtattuk. A reakciokoriilményeket a
3. tablazat mutatja be. A PCR termékek specificitasat olvadaspont analizissel és agardz
gélelektroforézissel ellendriztiik. A PCR hatékonysag kiszamitasahoz 6tpontos, négyszeres higitasi
sorokat készitettiink. A relativ mennyiségi valtozasokat a Relative Expression Software Tool - 384

version 2 (Pfaffl et al. 2002) program segitségével allapitottuk meg.

3. tablazat RT-gPCR reakciokorilmények a blasztocisztak elemzése és a microarray validalasa soran.

40 ciklus
Denaturacioé Primer annealing Lanchosszabitas

Kisérlet Enzimaktivalas

blasztocisztak

. 95°C 3 perc 95°C 15mp 56/58/60 °C 20 mp 72°C 30 mp
elemzése

microarray
validalasa

94°C 3 perc 95°C 5mp 60 °C 15mp | 72°C 30 mp

3.3. A HHP-kezelt petesejtek, valamint a beldliik fejlédé négysejtes embriok génexpresszios

microarray vizsgalata

3.3.1. RNS izolalas és mindség ellendrzés

Az 50 darabos petesejt csoportokbol a total RNS izolalasa RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen,
Hilden, Németorszag) hasznalataval tortént, a gyartd protokollja szerint. Az esetlegesen szennyezést
jelentd genomi DNS eltavolitasat gDNS eliminator oszlopokkal végeztiik (Qiagen, Hilden,
Németorszag). Az RNS az izolalast kovetden azonnal két részre lett osztva, az egyik felét a
microarray kisérletet megel6z6 RNS amplifikaciohoz, a masik részét a microarray eredmények

késébbi validalasahoz hasznaltuk. Az RNS mintékat a felhasznalasig -80°C-on taroltuk. Az RNS
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integritas, koncentracio és az esetleges DNS szennyezddés ellenérzése Agilent 2100 Bioanalyzer
késziilék és RNA 6000 Pico Chip Kit (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) hasznalataval tortént.

A négysejtes embridkat vizsgald kisérletnél a minél koncentraltabb minta eldallitasa
érdekében bizonyos embrid csoportokat Osszevontunk, igy az egyes ismétlések random
egyesitésébodl a vizsgalatokhoz 4 db 30-44 darabos kezelt és 4 db 24-36 darabos kontroll allt
rendelkezésre. Az embrid csoportokbdl az RNS izoldldsa és mindségellendrzése a petesejtekkel
megegyez0 modon tortént. Egyik minta esetében sem volt kimutathatd RNS bomléds vagy DNS

szennyezOdés.

3.3.2. RNS amplifikacid, jelolés és microarray hibridizécio

A petesejtekbdl és négysejtes embriokbol izolalt RNS mennyisége 6nmagaban nem volt
elegendd ahhoz, hogy microarray hibridizacidra kozvetleniil felhaszndlhat6 legyen, ezért az RNS
jelolés elott kétkords amplifikaciora volt sziikség a megfeleld RNS mennyiség biztositasa
érdekében. Ennek soran a TrueLabeling-PicoAMP Kit (SABiosciences, Frederick, USA)
segitségével mintanként 240 pg teljes RNS-bol a hibridizalashoz sziikséges mennyiségii
komplementer RNS-t (CRNS) allitottunk el6, a gyartd eldirasai szerint. A CRNS mennyiségi és
mindségi  ellendrzése NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (NanoDrop  Technologies,
Montchanin, USA) tortént. Az RNS-amplifikalast kovetden kétszinli jelolést végeztiink, Cy3/Cy5
Post-Labeling Reactive Dye Pack (GE Healthcare, Waukesha, USA) kit alkalmazasaval. A
festékbeépiilés hatékonysaganak ellendrzése szintén NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel
tortént. Az els@ microarray kisérlet soran mind a négy kezelt és kontroll petesejt csoportbdl sikertiilt
megfeleld mennyiségli cRNS-t eldallitanunk. A masodik kisérletnél (a kezelt petesejtekbdl fejlodo 4
sejtes embriok vizsgalatakor), az ellenérz6 mérések alapjan harom darab minta esetében nem volt
elfogadhatd az amplifikalt RNS, mert ezek koncentracioja a negativ kontrollénal alacsonyabb
értéket mutatott. Mivel az amplifikacios kisérlet ismétlése soran sem sikeriilt ezekbdl a mintakbol
megfelel6 mennyiséget nyerni és (jjabb mintak eldallitasara sem volt lehetdség, ezért csak a harom
megfeleld kontroll és a két megfeleld kezelt minta felhasznalasaval folytatodott a jelolési miivelet.
Azért, hogy a kezelt mintdknal is rendelkezziink a sziikséges harom ismétléssel, a két megfeleld
kezelt minta keverékébdl 1étrehoztunk egy harmadik, mesterséges, biologiai ismétlést. A legytijtott
mintdkbol és kontrolljaikbdl 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 gyarto Two-Color Microarray-Based Gene
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Expression Analysis (kétszinli microarray-alapt génexpresszids elemzés) protokollja szerint
egyenként 825 ng Cy5 jelolt kezelt és Cy3 jelolt kontroll mintat adtunk és 30 percig 60°C-on
inkubaltuk 6ket, 10X Blocking Agent ¢és 25X Fragmentation Buffer (Agilent Technologies, Palo
Alto, USA) jelenlétében. A kovetkezOkben 2x GEX Hybridization HI-RPM Buffer hozzaadasa utan
a microarray chipeket 60°C-on 17 o6raig hibridizaltuk Agilent Microarray Hybridization Oven
késziilékben. A hibridizacié utan a chipeket protokoll szerint mostuk a ki nem kotédott minta
eltavolitasa érdekében. Végiil a chipek scannelése kovetkezett Agilent Technologies Scanner

G2505B késziilékkel a Two-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis protokoll szerint.

3.3.3. Kétszinli expresszids microarray chipek leolvasésa soran nyert nyers adatok eldzetes

feldolgozasa és statisztikai elemzése

A leolvasds soran a scanner altal készitett nagyfelbontasti képfajlok adatbeolvasésa
automatikusan, a Feature Extraction (version 9.5.1.1, Agilent Technologies, Palo Alto, USA)
szoftver segitségével tortént, a GE2-v5_95 Feb07 protokoll szerint. Az igy nyert nyers adatokat
intenzitasfiiggd LOWESS modszer (Locally Weighted Scatterplot Smoothing, Cleveland 1979)
hasznalataval normalizaltuk. Ez a modszer a mérés soran fellépd esetleges, a technoldgiabol fakado
kisebb szisztematikus torzitasok korrigalasara ad lehetéséget (pl. a két fluoreszcens festék némiképp
eltéré modon épiil be a jeldlés soran, spot szignal érték variaciok, stb.).

A normalizalt adatokat a tovabbiakban a GeneSpring GX 11 (Agilent Technologies, Palo
Alto, USA) szoftver hasznalataval elemeztiik. Adattisztitds soran a normalizalt adatokb6ol minden
olyan spot Kisziirésre keriilt, melyekben a pixelek intenzitasa a hattér zajszintje alatt volt, illetve
amelyeknél a pixelintenzitas nem kovette az Agilent altal készitett, spoton beliili pixelintenzitasra
vonatkoz6 hibamodellt. Ezek a kizart spotok ugynevezett ,,absent” jelolést kaptak, és a tovabbi
adatértékelési lépésekbdl kimaradtak. A HHP-kezelés hatdsara szignifikansan megvaltozott
expresszioju gének azonositasara t-tesztet alkalmaztunk, ahol a P-érték hatarértékének a P < 0,05
hataroztuk meg. A t-teszttel azonositott géneket a tovabbiakban tobbszords tesztelés korrekcio
alkalmazaséaval elemeztiik (Benjamini és Hochberg 1995). Ez a mddszer lehetdséget nyujt a tobb
tizezer adat elemzése miatt megjelend fals pozitiv taldlatok kisziirésére. Az igy kapott

eredményeket a tovabbiakban RT-qPCR modszerrel validaltuk.
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3.3.4. RT-qPCR primerek tervezése és optimalizalasa a microarray eredmények validalasahoz

A kvantitativ real-time PCR vizsgalatokhoz a két microarray kisérlet esetében 12 illetve 8
db, az adatelemzés alapjan szignifikans expresszids valtozast mutatd gént valasztottunk ki. A
kivalasztott génekre a Primer3 szoftver (Rozen és Skaletsky 2000) hasznalataval primereket
terveztiink. A primertervezés soran az amplifikécio hatékonysagat esetlegesen zavar6 masodlagos
DNS szerkezetek az mFOLD program (Zuker 2003) segitségével keriiltek kiszlirésre. A primerek
BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) szoftver

specifikusaganak ellendrzése a

segitségével tortént. Belsd kontrollnak az elézéekben altalunk mér optimalizalt H2afz, Ppia illetve a

Hprtl

(Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) génekre specifikus primereket

hasznaltunk. Az elkésziilt primerek listajat a fontosabb adatokkal a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat. A két microarray kisérlet validalasa soran hasznalt primerek.

Referencia gének

GenBank Forward és Reverse Primerek Termék
Szimbélum . Teljes gén név 3
azonosité (5" to 3°) méret (bp)
H2A histone family, GGCAGGAAATGCGTCAAA
H2afz NM_016750 126
member Z ATGACACCACCACCAGCAA
Hypoxanthine guanine
. ACAGGCCAGACTTTGTTGGA
Hprtl NM_013556 phosphoribosyl 146
GCGCTCATCTTAGGCTTTGT
transferase
. . . GCAAATGCTGGACCAAACAC
Ppia NM_008907 Peptidylprolyl isomerase A 98
TTCACCTTCCCAAAGACCAC
Petesejt vizsgalat
Suppressor of Ty 5 GGCTACATTGGTGTGGTGAA
Supt5h NM_013676 o 80
homolog (S. cerevisiae) ACAGAGATGGTCTGGCAGGT
o _ ACAGTGGATCGCCTTGCTAC
Rnf130 NM_021540 Ring finger protein 130 120
ACCGGCTCCTCTTTGGATT
Regulator of G-protein CGAAGGAGAGGGATGGACT
Rgs10 NM_026418 . . 129
signalling 10 TCATGCAGAGGTTGCTGTTC
Protein tyrosine GGCCGTTTGATGATGGAG
Ptp4a2 NM_008974 149
phosphatase 4a2 AAGCGCAACTAGCACAGGAG
Leucine rich repeat
TTGTGACAGGGATGGGTACTT
Lrrc8e NM_028175 containing 8 family, 179
GCTGGAATTAAAGGCGTGTG
member E
TBC1 domain family, CATTGCTGCTGTGCTCCTC
Tbcld10a NM_134023 113
member 10a GGATTGCCTCCAGTTTCTCA
Metastasis-associated CTCTGCCCGCTTCTTCAC
Mta2 NM_011842 . 90
gene family, member 2 CTCTCATCCCACCTCCCTTC
Protein tyrosine TGCATGTGCTCAAGTTCCAG
Ptp4al NM_011200 154
phosphatase 4al CTGGCACCCAATTCTAAACC
Carnitine deficiency-
. AGTGCCTGGGTTTCTCTCTG
Cdv3 NM_175833 associated gene 89
TCCATTTCCTGTTCCACTCC

expressed in ventricle 3
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Malate dehydrogenase 2, ACCCAGTGAACTCCACCATC
Mdh2 NM_008617 134
NAD (mitochondrial) ACCCTTTAGCTCTGCCACAA
) ) GCAGTACGCGAAGGACATAG
Rps29 NM_009093 Ribosomal protein S29 96
AGACTAGCATGATCGGTTCCA
Signal peptidase complex
. CATGAGCTTAAACCGCCTATG
Spesl NM_026911 subunit 1 homolog (S. 172
o ACACACGGGAAAGAAGCATT
cerevisiae)
Négysejtes embrié vizsgalat
Suppressor of Ty 5 GGCTACATTGGTGTGGTGAA
Supt5h NM_013676 . 80
homolog (S. cerevisiae) ACAGAGATGGTCTGGCAGGT
Growth arrest and DNA-
) ) CGAGGGCTCAGAGATGACTT
Gadd45a NM_007836 damage-inducible 45 65
TTCTCGCAGCTTCCTTCTTC
alpha
Cell division cycle CCGAGCAGTTTGAGCTTCTG
Cdcab NM_026410 . 172
associated 5 CAAGAGGCCAGCAATACCTT
. . CATGTGTGCCAAGTGTGTCC
Rpl34 NM_001005859 Ribosomal protein L34 97
ACTCTGTGCTTGTGCCTTCA
Mitochondrial ribosomal ATTTCTCCATTTACCGGATG
Mrps18c NM_026826 ) 68
protein S18C TCCCTCTGTTTCTTTCCACAA
Eukaryotic translation TCCAATGAGGACACCCTCTC
Eeflg NM_026007 . 115
elongation factor 1 gamma AGGTCTGGGTCAGCTCTTCA
. . ACCTGTTCTCCCTGCCCATT
Rps2 NM_008503 Ribosomal protein S2 99
GCTTCTGCACTGGCATGATT
AGAAAGGGCAGTCGGAAGA
Rpl24 NM_024218 Ribosomal protein L24 67
ATGGCTCGTTGGAATTTGAC

A megtervezett primereket a tovabbiakban négypontos, kétszeres higitdsu standard sorok

beallitasaval optimalizaltuk. A primerek specifikussagat illetve a primer-dimer hidnyat melting

analizissel, valamint agardz gélelektroforézissel bizonyitottuk.

3.3.5. A validalashoz hasznalt cDNS szintézise

A microarray vizsgalatokhoz megtisztitott RNS-t az izolalalas utdn azonnal kettéosztottuk,

¢s a felhasznalésig -80°C-on taroltuk oket. Az RT-gPCR-el torténd validalasahoz, a kezelésenként

4x25 petesejtnek, illetve 4x12-22 embrionak megfeleld, 6 pl térfogati RNS-bdl SuperScript VILO
cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) hasznalataval cCDNS-t szintetizaltunk. A reakciok

térfogata 20 ul volt és az atiras a gyart6 altal javasolt protokoll szerint tortént, azzal a modositassal,

hogy a 42°C-os inkubacios id6t 90 percre emeltiik. Kozvetleniil az atiras utan a cDNS-t megfeleld

koncentraciora higitottuk, majd egyszer hasznalatos aliquotokba 0sztottuk szét és a mérésekig -

20°C-on taroltuk Oket.
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3.3.6. RT-qPCR-es validalas

Az mRNS mennyiségi meghatarozéasa soran a petesejt €s a négysejtes embrid csoportokbol
allo kezelt mintakat ¢és a kontrolljaikat génenként legalabb 3 biologiai ismétlésben elemeztiik,
emellett pozitiv és negativ kontrollokat hasznaltunk minden reakcioban. A 15 pl térfogata reakciok
a kovetkezoeket tartalmaztak: 0,5 petesejt vagy 0,25 embri6 egyenértékii cDNS, 300 nM primer és
7,5 ul SYBR Green JumpStart Tag ReadyMix (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) reakcidelegy. A
real-time PCR reakciokat QIAgility pipettazo robottal (Qiagen, Hilden, Germany) mértiik Gssze és
Rotor-Gene Q real-time PCR késziiléken (Qiagen, Hilden, Germany) futtattuk le. A
reakciokoriilményeket a 3. tdblazat mutatja be. A mintak ,,Take Off” ¢s amplifikacios értékeit a
Rotor-Gene Q Series Software 1.7 program Comparative Quantitation Analysis moduljanak
segitségével allapitottuk meg. Az adatok tovabbi elemzését a Relative Expression Software Tool
2008 V2.0.7 (Pfaffl et al. 2002) program alkalmazasaval végeztiik. A primerek specifikussagat
illetve a primer-dimer hianyat melting analizissel igazoltuk. A microarray és RT-gPCR
vizsgalatokkal ~meghatarozott génexpresszios értékek kozotti hasonlosagot Pearson-féle

korrelacioval vizsgaltuk.

3.3.7. Bioinformatikai elemzés

A microarray vizsgalatok sordn a szignifikdns expresszids valtozast mutatd géneket a
GeneSpring GX 11 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) elemzésben alkalmazott t-tesztek
alapjan azonositottuk. Szignifikdnsnak a P < 0,05 értékeket tekintettiik. A t-teszttel azonositott
géneket a tovabbiakban tobbszoros tesztelés korrekcio alkalmazasaval elemeztiik (Benjamini és
Hochberg 1995), de sem a petesejt sem a négysejtes embrid vizsgalatnal kapott P-értékek nem
voltak elég erdsek ahhoz, hogy az elemzés szignifikancia kiiszobét atlépjék (FDR <0,05). A
tovabbiakban ezért kizarolag annak a mérésnek az eredményeit fogadtuk el valos valtozasokként,
amelyet az RT-qPCR-es validalas visszaigazolt. A szignifikdnsan megvaltozott expresszidju gének
tovabbi sziirése céljabol az expresszio valtozas mértékére is alsd hatarértéket allapitottunk meg. A
biologiai ismétlések kozotti hasonlosagot, igy az ismétlések kozotti varianciat hierarchikus
klaszterezés segitségével vizsgaltuk. GenesisWeb hierarchikus klaszteranalizis program (Rainer et
al. 2006) Spearman-féle rangkorrelacié beallitasaval fadiagramot készitettiink, amely a kezelt
mintakat ¢és kontrolljaikat a szignifikdns valtozadst mutatd gének expresszidja alapjan

csoportositotta. A szignifikdnsan megvaltozott kifejezddésti gének kozotti esetleges funkcionalis
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kapcsolatokat a DAVID Bioinformatics Resources szoftver funkcionalis annotacios eszkdzének
(Dennis et al. 2003; Huang et al. 2009b) segitségével azonositottuk. Ez a program a viladg
legrészletesebb bioinformatikai adatbazisaiban rendelkezésre allo adatok alapjan olyan csoportokba
rendezi a vizsgalt géneket, amelyek valamely tulajdonsagukban hasonlosdgot mutatnak (pl.
ugyanabban az anyagcsere/jelatviteli/stb. Gtvonalban vesznek részt). A program segitségével tehat
kiemelkedd (azaz egy csoport mérete alapjan a véletlen eléforduldsnal nagyobb szdmi megvaltozott
expresszioji  gént  tartalmazo)  csoportokat  kerestink a  Gene  Ontology (GO,
http://www.geneontology.org/) és a Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG,
http://www.genome.jp/kegg/) adatbazisokban. A szignifikans csoportokat a program Fisher-féle
egzakt probaval azonositja, majd az igy nyert P-értékeket Benjamini-féle tobbszords tesztelés
korrekcionak veti ala. Az Osszes adatot, amely a microarray kisérletek feldolgozasa soran
keletkezett a NCBI Gene Expression Omnibus adatbazisba toltottik fel (GEO,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), amely az analizis paraméterek mindségi ellenérzése utan az

adatokat befogadta és a GSE28443 azonositot rendelte hozzajuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A referenciagének stabil expresszioja a HHP-kezelés utan

Mivel az RT-qPCR vizsgalatok megfeleld normalizalasahoz stabil expresszidju referenciagének
sziikségesek, ezért elézetesen bizonyitani kell, hogy az adott kisérleti tényez6 nem befolyasolja a
hasznalni kivant referenciagének expressziojat (Bustin et al. 2009). A normalizalashoz a H2afz és a
Ppia géneket kivantuk hasznalni, melyekr6l kutatocsoportunk korabban bebizonyitotta, hogy az
egér petesejtben és a beagyazodas el6tti embrionalis fejlédés soran stabilan expresszalodnak (Mamo
et al. 2007). Annak megallapitasra, hogy a gének a nyomaskezelés utan is megérzik-e a
stabilitasukat, els¢ 1épésben kezelt egér blasztocisztakban vizsgaltuk meg az mRNS szintjiiket.
Mivel a valasztott gének HHP-kezelésre adott valaszat egy 2 oras iddskalan beliil kivantuk
vizsgalni, ezért a referencia gének expressziojat a nyomaskezelést kovetden ebben a tartomanyban,

22 modszer (Schmittgen és Zakrajsek 2000) alapjan

négy idépontban mértilk meg (3. abra). A
kivitelezett egyutas varianciaanalizissel megallapitottuk, hogy a vizsgalt id6szak folyaman a H2afz
¢s 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.

2 2
% _ A. Ppia B. Ha2afz
E § 1,5 1,5 -
E 5 = 3 ] -
S H 1 « ¥ 1 < - I »
i¥
5% 05 - 05 -
>~
< _

P =0,899 P =0,592
0 /// T T T 1 0 /;/ T T T 1
kontroll 0 30 60 120 perc kontroll 0 30 60 120 perc
a HHP-kezelés utan a HHP-kezelés utan
3. abra

A HHP-kezelés hatasa a Ppia (A) és H2afz (B) referencia gének expresszidjara. Az embridkat a nyomaskezelés utan
azonnal illetve tovabbi 30, 60 és 120 perc in vitro tenyésztést kdvetéen gyUjtéttik be RNS izolalashoz. A vizsgalt id6szak

alatt a referenciagének expresszidja nem valtozott meg a kezeletlen kontrollhoz képest.
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4.2. A HHP-kezelésre adott azonnali és elhtiz6dé transzkripciés valasz egér blasztocisztakban

Kisérleteink soran elészor a kozvetleniil a HHP-kezelés utdn begytijtott mintdk expresszios
szintjét vizsgaltuk RT-qPCR mérésekkel (4. abra). Megallapitottuk, hogy egyik vizsgalt génnek sem
csokkent az expresszioja, azonban kozel kétszeres, szignifikans ndvekedés volt tapasztalhatd az
antizim-inhibitor 1 (Azinl) gén esetében, valamint a mitokondrialis szuperoxid dizmutaz 2 (Sod2)
gén mRNS szintje is szignifikansan megemelkedett (P < 0,05). Emellett a growth arrest specific 5

(Gas5) gén expresszioja ugyancsak nétt, habar csak tendenciozusan (P < 0,1).

O A HHP kezelés utan azonnal m 120 perccel a HHP kezelés utan

2,5 1

1,5 1

il

Rbm3 Sod1l Csda Didol  Trp53 Gadd45g Sod?2 Gasb Azinl

Relativ génexpresszio (atlag + SEM)

4. abra
A vizsgalt kilenc stressz-asszocialt gén expresszios profilja 60 MPa hidrosztatikus nyomaskezelés utan azonnal, illetve
tovabbi 120 perc IVC-t kovetéen. * Azok a gének, amelyek expresszidja szignifikansan nétt; ** Azok a gének, amelyek

expresszidja szignifikansan cstkkent a kezeletlen kontrollhoz képest.

A nyomaskezelést kovetd 120 perces in vitro tenyésztés folyaman altalanos transzkriptum
csokkenést figyeltiink meg a vizsgalt géneknél (4. abra). A csokkenés mértéke a réz/cink szuperoxid
dizmutaz 1 (Sod1) génnél mar szignifikans volt, és emellett a death inducer-obliterator 1 (Didol) és
a Gas5 gének mutattak tendenciat a csokkenésre. A growth arrest and DNA-damage-inducible 45
gamma (Gadd45g) és a RNA binding motif protein 3 (Rbm3) gének kivételt jelentettek, mert
expressziojuk szignifikansan emelkedett a tenyésztés alatt, raadasul az Osszes vizsgalt gén kozil a
Gadd45g mutatta a legnagyobb mértékii valtozast. Megallapitottuk tehat, hogy a HHP-kezelés
hatassal van a kiilonboz6 stressz valaszokban résztvevo gének kifejezodésére. A kezelés hatasara

transzkriptum csokkenés €s ndvekedés egyarant tapasztalhato volt.
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4.3. 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 embridkat vizsgaltunk Agilent 4x44K teljes egér genomot lefedd
génexpresszios microarray segitségével. A bioinformatikai elemzés soran alkalmazott t-teszt a
kezelt és a kontroll petesejtek Osszehasonlitdsakor 672 szignifikdns expresszios valtozasra utald
oligonukleotid probat azonositott, mig a négysejtes embriok dsszehasonlitasakor 696-ot talalt (P <
0,05). Azonban amikor ezeken az értékeken Benjamini Hochberg-féle tobbszords tesztelés
korrekciot (Benjamini és Hochberg 1995) hajtottunk végre a szignifikancia szintek egyik kisérlet
esetében sem 1épték at a meghatarozott kiiszobértéket (FDR < 0,05). Ez azzal magyarazhatd, hogy a
microarray vizsgalatok a mintalimitacio miatt csak rendkiviil kevés (mindéssze 240 pg) teljes RNS-
bdl indultak ki, emiatt magasabb volt a biologiai ismétlések kozotti variancia mértéke és igy
értelemszertien a P-értékek is gyengébbnek bizonyultak egy szokvanyos kisérlethez képest. Mivel a
Benjamini Hochberg-féle modszerrel nem volt lehetéségiink a fals pozitiv talalatok kisziirésére,
ezért kisérletenként megfeleld szamu gén expresszids szintjét RT-qPCR modszerrel validaltuk,
amely alapjan egyértelmiien megallapithatova valt, hogy valos valtozasokat detektiltak-e a
microarray vizsgalatok. A petesejteken végzett microarray vizsgalat validalashoz 12, az elemzés
alapjan szignifikans valtozast mutatdo gént valasztottunk Ki, majd RT-gPCR-¢l elemeztiik az
expresszios szintjiiket. A négysejtes embriok esetében 8 gént elemeztiink hasonloképpen. A petesejt
microarray eredmények validalasat az 5. abra mutatja be. Jol lathatd, hogy az RT-qPCR elemzés a
12 gén koziil egyik esetében sem igazolta vissza a microarray analizisbdl szdrmazé értékeket
(Pearson-féle korrelacios egylitthatd, r=0,02). Az Osszes vizsgalt gén expresszidja a kontrolléval
kozel megegyezett, melybdl egyértelmiien kideriilt, hogy a HHP-kezelés transzkripcids szinten nem
gyakorolt detektdlhaté mértékii hatast az egér petesejtekre. A HHP-kezelés biztonsagossaganak
szempontjabol tovabbi fontos megfigyelés, hogy a 60 percig tarté 20 MPa kezelés (amely tobb mint
szazszorosa a fiziologias értéknek) nem kérositja a sejtekben taldlhato RNS molekulakat. Ezt
egyrészrél az Agilent 2100 Bioanalyzer késziilék ¢és RNA 6000 Pico Chip Kit
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA) hasznalataval tortént RNS mindség ellenérzés soran
lathattuk, melynek eredményeként egyik mintaban sem talaltunk RNS-lebomlasra utald6 RNS
integritas értéket (RIN=8.975+0.206; n=4). Masfeldl, a fenti észrevétel Gsszhangban all az RT-

gPCR-es validalas eredményével is, mely szerint nem volt eltérés a kezelt és kezeletlen petesejtek
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génexpressziojaban, holott a vizsgalt RNS integritasaban bekovetkez6 barmilyen valtozas jelentds

kiilonbségeket okozhatott volna a fluoreszcencia mértékében.

4,0 - O Microarray B RT-qPCR

35 - 1
3,0 - T

. I
2,5 kd
2,0 -

1,5 - ~
1,0 -

dif

0,0

5. dbra

Véaltozas mértéke (atlag + SEM)

A HHP-kezelt egér petesejtek vizsgalata soran validalt gének kifejez6désének valtozasa a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva, a microarray-analizisbél valamint az RT-qPCR mérésekbdl szarmazé értékek alapjan. A microarray altal

detektalt értékeket az RT-gPCR validalas nem igazolta vissza.

Ezzel szemben, a kezelt petesejtekbdl 1étrehozott négysejtes embriok vizsgalata soran az
RT-gPCR mérés mind a nyolc gén esetében a microarray vizsgélattal megegyezd iranyu valtozast
detektalt (p<0,015; Pearson-féle korrelacios egylitthato, r=0,93), ezzel egyértelmiien bizonyitva,
hogy az ebben a méréssorozatban beazonositott gének expresszidja valoban megvaltozott a
nyomaskezelés hatasara, tehat a microarray eredménye valos valtozasokat tiikroz (6. abra). A két
technologia eltérd érzékenységébdl adodoan a valtozas mértékében lathatoak kisebb kiilonbségek.
Fontos még megemliteni, hogy bar a microarray kisérletnél a mintalimitacid miatt csak két biologiai
tovabba egy mesterséges ismétlést vizsgalhattunk a kezelt mintakbol, az RT-qPCR elemzésnél 3

teljes értékii bioldgiai ismétlés igazolta vissza a microarray eredményeket.
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6. abra
A HHP-kezelt petesejtekbdl fejl6dé négysejtes egér embridk vizsgalata soran validalt gének kifejez6désének valtozasa a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, a microarray-analizisb6l valamint az RT-qPCR mérésekbdl szarmazo értékek alapjan.
Mindegyik vizsgalt gén esetében a microarray eredményekkel megegyezd irdnyu valtozast detektaltunk az RT-qPCR

elemzés soran.

Megallapitottuk tehat, hogy az egér petesejtek transzkriptoma a HHP-kezelés hatasara nem
valtozik meg, azonban négysejtes stadiumban mar egyértelmili génexpresszids valasz tapasztalhatd,
mely a petesejt-kezelés hosszabbtavi, az embriofejlédés soran manifesztalodé hatasaként
értelmezhetd. A kovetkezOkben ezért kizardlag a négysejtes embrid microarray vizsgalat
eredményeit elemeztiik részletesen, az anyagok €s moédszerek részben bemutatott bioinformatikai
programok segitségével.

Azért, hogy a tovabbiakban egy olyan csoportot vizsgalhassunk, amely a HHP-kezelésre
leginkabb reagald géneket tartalmazza, a 696 szignifikans valtozast mutatd gén koziil Kiemeltiik
azokat, amelyek expresszioja minimalisan 1,5-szeres mértékben valtozott meg a kezelés hatasara, és
csak ezeket analizaltuk tovabb. Az igy megsziirt génlista, amelyet a tovabbi elemzésekhez
hasznaltunk 250 novekedést és 255 csokkenést mutatd gént tartalmazott. Ezeket a géneket
részletesen a 9.3. mellékletben mutatom be. Az 5. tablazatban ezek koziil a szignifikancia szint
alapjan legerGsebb expresszios valtozast mutatd 25-25 db gén lathato, valamint a gének fobb ismert

funkcioi.
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5. tablazat. A HHP-kezelés hatasara legnagyobb expresszidvaltozast mutaté gének a négysejtes embridkban. A

folyamat oszlopban az egyes gének fébb funkciéi lathatéak. n.i.: nem ismert. (P < 0,05; valtozas mértéke = 1,5)

A nyomaskezelés hatdsara megemelkedett expresszioju gének

Szimbolum Entrez GenelD P-érték Valtozas mértéke Leiras Folyamat
1110004E09Rik 68001 0,00007 2,25 RIKEN cDNA1110004E09 gene n.i.
Klk1b24 16617 0,00016 2,00 kallikrein 1-related peptidase b24 proteolizis
Pgd 110208 0,00020 2,24 phosphogluconate dehydrogenase D-Gliikonat metabolizmus
Evalb 230752 0,00041 2,62 eva-1 homolog B n.i.
Gadd45a 13197 0,00095 1,08 ﬂ[fjﬁvath arrestand DNAdamage-inducible 45 (o 4106 sejtcikius szabalyozas
Cdca5 67849 0,00097 1,73 cell division cycle associated 5 sejtciklus szabalyozas
Deuntdi 114893 000125 6.23 DCNl_, _defective in cullin neddylation 1, domain ni.
containing 1
Phida2 22113 000188 2,02 pleckstrin homology-like domain, family A, embrlié/me::hlepényfejlc'idés
member 2 szabalyozasa
Igce 74239 0,00213 1,79 1Q motif containing E n.i.
Gmfb 63985 0,00236 3,15 glia maturation factor, beta aktin filamantumok képzése
Mpegl 17476 0,00288 1,82 macrophage expressed gene 1 n.i.
Epc2 227867 0,00308 1,51 enhancer of polycomb homolog 2 DNS hibajavitas
Ccdc85b 240514 0,00347 2,69 coiled-coil domain containing 85B sejtosztédas gatlasa
Dhx33 216877 0,00350 2,04 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 33 transzkripcio elésegitése
Trim3 55992 0,00358 1,63 tripartite motif-containing 3 fehérje szallitas
Rad17 19356 0,00390 1,66 RAD17 homolog DNS hibajavitas
Atmin 234776 0,00393 2,07 ATM interactor DNS hibajavitas
Fbx030 71865 0,00474 1,50 F-box protein 30 ubikvitinacié
Stat3 20848 0,00578 1,79 signal transducer and activator of transcription 3 gz;‘lnz:;npmo elsegitése, sejtoszodas
Plekhm1 353047  0,00635 152 pleckstrin homology domain containing, familyM .o on e 2ukcio
(with RUN domain) member 1
Kif5c 16574 0,00644 2,59 kinesin familymember 5C sejtvazon torténd szallitas
Smek1 68734 0,00650 1,69 SMEK homolog 1, suppressor of mek1 gliikoneogenezs elésegitése
(Dictyostelium)
Spata5 57815 0,00661 1,70 spermatogenesis associated 5 spermatogenezs
Bspry 192120 0,00665 1,78 B-boxand SPRY domain containing kalcium ion sZzallitas
Metapl 75624 0,00679 1,67 methionyl aminopeptidase 1 proteolizis
A nyomaskezelés hatasara lecsokkent expresszioju gének
Szimboélum Entrez GenelD P-érték Valtozas mértéke Leiras Folyamat
Ugerll 66594 0,00005 1,68 :quu“r;?to)'q'cymd"ome creductase, complextll o énion szallitas
Fam159b 77803 0,00046 4,16 family with sequence similarity 159, member B n.i.
Fam65c 69553 0,00059 2,06 family with sequence similarity 65, member C n.i.
Pcnt 18541 0,00064 2,36 pericentrin (kendrin) embrié fejl6dés
Mastl 67121 000100 262 lr:::é:rotubule associated serine/threonine kinase- sejtciklus szabalyozisa
Fbxo6 50762 0,00121 1,58 F-box protein 6 DN,S .h’lbajawtas, h’lbasan gomolyodott
fehérjék feldolgozasa
Acotl3 66834 0,00124 3,97 acyl-CoAthioesterase 13 metabolizmus
Bptf 207165 0,00127 1,89 bromodomain PHD finger transcription factor transzkripci6 szabalyozasa
Rpl34 68436 0,00178 1,79 ribosomal protein L34 fehérje szintézis
Emc10 69683 0,00191 6,47 ER membrane protein complex subunit 10 n.i.
Gm6905 628696 0,00199 1,95 PREDICTED: similar to ribosomal protein L11 fehérje szintézs
Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma virus (FBR- - o
Fau 14109 0,00200 1,76 MuSV) ubiquitously expressed (fox derived) fehérje szintézs
Rnaseh2b 67153 0,00223 2,44 ribonuclease H2, subunit B RNS lebontas
Mrps18c 68735 0,00225 2,03 mitochondrial ribosomal protein S18C fehérje szintézs
Rps16 20055 0,00234 1,81 ribosomal protein S16 fehérje szintézs
Coab 67892 0,00285 1,94 cytochrome c oxidase assembly factor 6 hidrogénion szallitas
Cebpz 12607 0,00290 2,47 CCAAT/enhancer binding protein zeta transzkripci6 szabalyozasa
Rps25 75617 0,00348 1,66 ribosomal protein S25 fehérje szintézis
Gon4l 76022 0,00373 2,87 gon-4-like transzkripcio szabalyozasa
Sdhd 66925 000374 477 §uccinate dehydrogenasg complex, subunitD, hypoxia valasz
integral membrane protein
Lztrl 66863 0,00400 2,54 leucine-zipper-like transcriptional regulator, 1 transzkripci6 szabalyozasa
Anapcl3 69010 0,00407 2,24 anaphase promoting complexsubunit 13 sejtciklus szabalyozasa
Hypk 67693 0,00416 1,77 huntingtin interacting protein K n.i.
Tmem145 330485 0,00433 1,83 transmembrane protein 145 G-fehérje kapcsolt receptor jelatvitel
Lrrc58 320184 0,00443 1,92 leucine rich repeat containing 58 n.i.

A teljes génlistan el6szor az ismétlések kozotti varianciat kivantuk vizsgalni fadiagram

készitésével, amelyhez a GenesisWeb hierarchikus klaszteranalizis programot hasznaltuk (Rainer et

al. 2006) Spearman-féle rangkorrelacié beallitassal. Ez a program a vizsgalt gének kiilonb6z6
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mintakban mért expresszios értékének 0sszehasonlitasa alapjan olyan csoportokba rendezi a mintak
ismétléseit, melyekben az expresszios értékek hasonloak, illetve a gének valtozasanak az iranya is
megegyezik. Az igy elkésziilt fadiagramon lathato (7. abra), hogy a program a kezelt mintakat és a
kontrolljaikat lefedd 3-3 ismétlést két kiilon szuperkategériaba csoportositotta az 505 szignifikansan
megvaltozott expresszidji gén kifejezddése alapjan. A fadiagram expresszios hotérképén az is jol
latszik, hogy az egyes mintaknal mért valtozasok megismételhetdek voltak a microarray vizsgalat
soran, amely az RT-qQPCR-es validalassal dsszhangban bizonyitja, hogy a négysejtes microarray

eredményei valos valtozasokat mutatnak.

7. abra

=1
—
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1
3

A négysejtes embri6 kisérlet ismétléseinek hierarchikus

klaszterezése soran kapott fadiagram és expresszios

HHF kezelt 2
HHF kezelt 3
HHF kezelt 1
Kantrall 2

Kontroll 3
Kantrall 1

hétérkép ("heat map"). A szinskala a detektalt

expresszids értékeket mutatja 2 és -2 kdzotti

értéktartomanyban. A ,HHP-kezelt 1-3” a nyomaskezelt

és a ,Kontroll 1-3” a kezeletlen kontroll ismétléseket
mutatja.
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4.3.1. A transzlacioban résztvevo gének jelentds expresszio csokkenése a négysejtes embriokban

Az elbzetes validalasi modszereket kovetden, a tovabbiakban a valds valtozasokat tiikrozo
négysejtes embrid microarray analizise soran talalt gének funkcionalis kapcsolatait vizsgaltuk a
DAVID Bioinformatics Resources program (Dennis et al. 2003; Huang et al. 2009b)
alkalmazasaval. A szoftver segitségével olyan Gene Ontology (GO) kategoridkat kerestiink,
amelyekben a véletlen el6fordulas alapjan vartnal jelentésen tobb gén szerepel a vizsgalt 505 gén
koziil. Mivel a funkcionalis analizis soran alkalmazott modositott Fisher-féle egzakt proba altal
kalkulalt P-értékek olyan erésnek bizonyultak, hogy tobbszoros tesztelés korrekcio alkalmazasara is
lehetdség volt, ezért a tovabbiakban csak azokat a kategoriakat vizsgaltuk, amelyek a korrekcio utan
is atlépték a szignifikancia hatarértékét (FDR < 0,05). Igy az elemzés 21 olyan GO kategoriat talalt,
amelyben a vartnal szignifikdnsan magasabb volt a megvaltozott expresszioji gének szdma, és
amelyek statisztikailag nem tartalmaztak fals pozitiv talalatokat (6. tablazat). Az egyes kategoriakat
¢s az oda tartozd gének adatait részletesen a 9.4. melléklet mutatja be.

A 21 kategoéria vizsgalata soran a ,transzlacié” (translation) volt az egyetlen, rendkiviil erés P-
értékkel azonositott GO bioldgiai folyamat. Ezzel Osszhangban a GO molekularis funkcio
kategoriabol a ,,riboszoma strukturdlis alkotorésze” (structural constituent of ribosome; P=2,20E-
19) és a GO sejt alkotorész kategoriabol a ,,riboszoma” (ribosome; P=1,60E-21) csoportok
rendelkeztek a legerdsebb szignifikancia értékekkel. Ezek mellett szamos tovabbi, a transzlacio
folyamatdhoz tartozé kategoriat szignifikdnsként azonositott a program, amely arra utal, hogy a
fehérje szintézis folyamatat jelentésen befolyasolja a HHP-kezelés. A Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) adatbazisban valo keresés eredménye is megerdsitette a GO adatbazisban
talaltakat, mivel itt az egyetlen szignifikans kategérianak a ,,riboszoma” (ribosome P=8,2E-26)
csoport bizonyult. Az elemzés kiemelten fontos megfigyelése volt tovabba, hogy a transzlacioval
kapcsolatos csoportok mindegyike dontd tobbségben (94-100%-ban) csdkkent expresszioji géneket
tartalmazott. A funkciondlis elemzés eredményei alapjan tehdt nagy valdszinliséggel
megallapithatéva valt, hogy a HHP-kezelés hataséasra a fehérje szintézis mértéke csokken a kezelt

petesejtekbdl fejlodott beagyazodas elotti egér embridkban.
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6. tablazat. A DAVID programmal végzett funkciondlis kategorizalds soran azonositott szignifikans Gene Ontology
kategoriak. A tébbszords tesztelés korrekcion atesett P-értékeket a Benjamini oszlop mutatja. Az egyes csoportokhoz
rendelt gének szamat a ,megemelkedett/lecsdkkent expresszioju gének” oszlopok mutatjak aszerint, hogy a HHP-
kezelés hatasara nétt vagy csokkent az expresszidjuk. * A ,lecsOkkent expresszidju gének aranya” a csokkend
expresszidju gének szazalékat mutatja az adott csoportba tartozé 6sszes, megvaltozott kifejez6désli gén szamahoz
képest. A 90%-nal magasabb aranyt alahuzassal emeltem ki.

Megemelkedett Lecsokkent = Alecsokkent
Kategoria GO elnevezés Benjamini expresszioju expresszioju  expresszioju
gének gének gének aranya*

Biolégiai folyamat (Biological Process)
transzlacio (translation) 1,00E-11 2 35 95

Molekularis funkcié (Molecular Function)

a riboszéma szerkezeti alkotorésze

] ) 2,20E-1 1 2 7
(structural constituent of ribosome) OE-19 3 oc
szerkezeti épités - 1,10E-09 5 34 87
(structural molecule activity)
RNS kotés (RNA binding) 6,00E-03 7 27 79
nukleotid kétés (nucleotide binding) 8,30E-03 47 31 40

Sejt alkotorész (Cellular Component)

riboszéma (ribosome) 1,60E-21 1 37 97
ribonukleofehérje egység

. . 2,60E-18 3 48 94
(ribonucleoprotein complex)
nem-membran kapcsolt szervecske 5.30E-08 18 68 79
(non-membrane-bounded organelle)
sejten belili nem-membran kapcsolt
szervecske (intracellular non-membrane- = 5,30E-08 18 68 79
bounded organelle)
riboszéma alegység (ribosomal subunit) 2,10E-05 0 12 100
rlboszo_ma kis alegyseg 2.10E-03 0 7 100
(small ribosomal subunit)
cltopla;mgtlkus riboszéma 2 50E-03 0 6 100
(cytosolic ribosome)
sejtmagvacska (nucleolus) 4,30E-03 6 14 70
cltoplaz.matlkus. riboszéma nagy alegység 1,40E-02 0 4 100
(cytosolic large ribosomal subunit)
mitokondrium (mitochondrion) 2,50E-02 17 32 65
membrannal-korilzart lumen 2.70E-02 14 31 69
(membrane-enclosed lumen)
citoszol (cytosol) 2,70E-02 6 20 77
sejtmag lumen (nuclear lumen) 2,70E-02 11 25 69
szervecske lumen (organelle lumen) 2,90E-02 14 29 67
sgten beliili szervecske lumen 3.00E-02 14 29 67
(intracellular organelle lumen)
riboszéma nagy alegység 3 70E-02 0 6 100

(large ribosomal subunit) =
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5. 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 (lasd irodalmi attekintés), azonban munkam megkezdésekor kizardlag Huang és
munkatarsai (2009a) eredményei alltak rendelkezésre errdl a teriiletr6l. A mikrobak esetében
viszont tobb mint egy évszazada alkalmazzak mar a HHP-technikat (Hite 1899), és részletes
irodalom szamol be arr6l, hogy milyen hatast gyakorol a nyomaskezelés a sejtekre (lasd irodalmi
attekintés). Els6 kisérleteink soran ezért leginkdbb az egysejtiicknél mar rendelkezésre all6 adatokra
tdmaszkodhattunk. Mikrobakban végzett globalis génexpresszids vizsgalatokkal mar sikertiilt olyan
funkcionalis géncsoportokat talalni, amelyek tagjai részt vesznek a HHP-sokk hatasara kialakulo
valaszreakciokban (Vogel et al. 2005; Fernandes 2005; Malone et al. 2006; Bowman et al. 2008). A
leginkabb befolyasolt Gtvonalak kozott megtalalhatd volt a stresszvalasz, a fehérjeszintézis és az
anyagcsere. Japan kutatok olyan géncsoportokat is azonositottak mar, amelyek mind a hideg, mind
a magas nyomdsu kornyezetben vald ndvekedés soran fontos szerepet jatszanak (Abe és Minegishi
2008). llyenek példaul az aminosav bioszintézis, a mitokondrium miikodés illetve a membran
transzport folyamataiban résztvevd gének.

Munkam soran eldszor azt kivantam vizsgalni, hogy a magas hidrosztatikus nyomaskezelés
hatassal van-e egér blasztocisztdk génexpressziojara. Ehhez a vizsgalathoz a mikrobakon
rendelkezésre allo irodalom alapjan olyan géneket kerestiink, amelyek az emlds embriokban is
aktivalédhatnak a HHP-kezelés hatisara. Figyelembe vettiik tovabba kutatocsoportunk korabbi
eredményeit, melyek vitrifikalt nyolcsejtes egér embridk microarray vizsgalata sordn sziilettek
(Mamo et al. 2006), igy olyan géneket valaszthattunk, amelyek esetleg a fagyasztas okozta stressz
elleni védekezésben is részt vesznek. fgy a vizsgélt stressz atvonalak kozé keriilt a sejtosztodas-
gatlas, az apoptdzis, az oxidativ-stressz €s a hideg-sokk. Azért, hogy a HHP-kezelés kozvetlen és
hosszabb tava hatasat is tanulmanyozhassuk, a kezelt blasztocisztakbol a dekompresszid utan
azonnal és a nyomaskezelést kdvetd 120 perces in vitro tenyésztés utan is mintat vettiink. A kezelési
csoport kivalasztasakor figyelembe vettiik Dr. Losonczi Eszter és munkatarsai eredményeit, melyek
egér in vivo és in vitro expandalt blasztocisztak Osszehasonlitasakor azt mutattak, hogy 20 MPa
kezelés nem okozott morfologiai elvaltozast az embridkban, de 40 MPa vagy ennél magasabb
nyomas a blasztocdl reverzibilis Osszeesé€sével jart. A kisérlet fontos megfigyelése volt, hogy az in
vivo embridk blasztocoljének Osszeeséséhez magasabb nyomasra volt sziikség az in vitro

tenyésztettekéhez képest (Bock et al. 2010). Ez valosziniileg azzal magyarazhat6, hogy az in vitro
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tenyésztett holyagcesirdk stressztolerancidja valamelyest csokken a tenyésztési koriilmények
hatasara. Ez nem meglepd, hiszen az el6zéekben bemutatott szamos vizsgalat bizonyitja, hogy az in
vitro embriok érzékenyebbek a fagyasztas okozta stresszre is. A HHP kezeléshez ezért in vivo
gyljtott blasztocisztakat hasznaltunk, igy csokkentve minimalisra a transzkripciot esetlegesen
befolyasold egyéb hatasokat. Eredményeink azt mutattdk, 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 kovetden azonnal nem mutattak génexpresszids valtozast, megallapithatd volt, hogy az
embriok hosszabb tavu vdlaszreakciojaban vesznek részt. Az emlitett két génen kivil, a
nyomaskezelést kovetd 120 perc folyaman altalanos transzkriptum csokkenés volt megfigyelhetd,
melybol 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 utan 1 o6raval
volt a legmagasabb, majd Gjra csokkenésnek indult. Az Rbm3 egy hideg-sokk hatasara aktivalodo
gén, és f0 funkcidja a fehérje-szintézis lehetdveé tétele a fizioldgiasnal hidegebb koérnyezetben
(Dresios et al. 2005). Ennek a génnek a megemelkedett mRNS szintje tehat arra utalhat, hogy a
HHP-kezelés olyan védekezési folyamatokat is aktival, amelyek a sejteket fagyasztaskor illetve
kiolvasztaskor ér6 hideg-sokk soran is biztositjak a stabil mikodést. A szolubilis szuperoxid
dizmutaz (Sodl) és a mitokondridlis 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 nyomadskezelés kovetkeztében. Ezzel kapcsolatban megjegyzendd, hogy
amikor szarvasmarha blasztocisztdkban az egér Sod2 ortologjat vizsgaltdk, eredményeinkhez
hasonléan a nyomaskezelést kovetden expresszid emelkedést, majd 2 oraval késébb csokkenést
mutattak ki, bar ez nem volt szignifikans (Siqueira Filho et al. 2011). A Gadd45g és a Gas5 gének a
sejtosztodas gatlasaban is részt vesznek (Smith és Steitz 1998; Zhan et al. 1994). Egér embridkban a
vitrifikacio hatasara a Gadd45g expresszidos szintje hasonld mértékben novekedett, mint a
nyomaskezelésnél (Mamo et al. 2006), elképzelhetd tehat, hogy eldnyt jelent a sejt szamara, ha a
HHP-kezelés hatasara mar a fagyasztas eldtt aktivalodik ez a gén. Hasonldan az el6z6 két génhez a
szignifikansan megemelkedett szintet mutatd Azinl is fontos szerepet tolt be a sejtndvekedés
szabalyozasaban, a poliamin szintézis befolyasolasan keresztiil (Tang et al. 2009). Az emlitett
gének magasabb mRNS szintje arra utalhat, hogy az embri6 tigy védekezik a nyomaskezelés okozta
stressz ellen, hogy lelassitja vagy akar teljesen felfliggeszti a ndvekedését, egészen addig, amig tjra
megfeleld koriilmények kozé keriil. Ez a visszafogott novekedési allapot segitséget jelenthet a

kovetkezd (pl.: fagyasztas okozta) stressz lekiizdésében, mert igy a mar védekez6 allapotban 1évo
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sejteket a megvaltozott kornyezet kevésbé tudja kérositani. Az elmélettel Osszefiiggésben
¢lesztOben megfigyelték mar, hogy a szubletdlis tartomdnyban alkalmazott magas hidrosztatikus
nyomaskezelés a normal sejtciklus atmeneti megallasat eredményezi a G2 fazisban (George et al.
2007). Tobb tanulmany szerint a Gadd45g, az Azinl és a Gas5 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 (Mentr¢ et al. 1999;
Frey et al. 2008). Az endoplazmas retikulomot ért stressz hatasara kialakulé zavar a fehérjék
gombolyodasaban a nem megfeleld szerkezetli fehérjék felgylilemlését okozza a durva felszinti ER
lumenében. Emiatt a sejtben kiilonbozé fehérje gombolyitd és lebontd ttvonalak aktivalodnak, ami
a fehérje szintézis gatlasaval jar (Rutkowski és Kaufman 2004). Valdészintsithetd, hogy az emlitett
harom gén expresszios szintje az endoplazmas retikulumot ért stressz kovetkeztében emelkedik
meg, ez a valtozas pedig olyan kovetkezményekkel jarhat, mint példaul a sejtndvekedés vagy a
fehérje transzlacio lassulasa. Ezzel 6sszhangban az un. GADD géncsaladrol azt feltételezik, hogy az
ER stressz kovetkeztében fejti ki szabalyozo hatasat a sejtek osztodasara és novekedésére (Outinen
et al. 1999).

Kisérletiinkben bizonyitottuk, hogy a magas hidrosztatikus nyomaskezelés véaltozasokat
okoz a génkifejezédésben egér blasztocisztakban. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy
egyes sejtnovekedést szabalyozd gének regulacidja a durva felszinli endoplazmas retikulumot ért
HHP-stressz hatasara valtozik meg, ennek kovetkeztében az embridokban az osztddasi folyamat
ideiglenesen lelassul vagy megall, amely segitséget jelenthet a kovetkezd (pl. fagyasztas okozta)
stressz toleralasaban. Egy tovabbi kisérletben, a HHP in vivo fejlddésre kifejtett hatasanak
vizsgalata céljabol 60 MPa nyomassal, 1 o6raig kezelt egér blasztocisztak alterhes ndstényekbe
kertiltek beiiltetésre. Az igy viladgra jott utddok az élethosszukban és reprodukcios képességiikben
nem mutattak szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz képest sem a kozvetlen utddoknal sem a
paroztatasukbol szdrmaz6 maésodik generacioban (Bock et al. 2010), tehat a HHP-kezelésnek nem
volt kimutathat6 karos hatasa hosszabb tavon sem. Ez tovabbi bizonyitékot jelent arra nézve, hogy
az optimalis mértékben alkalmazott szubletdlis stressz altal kivaltott génexpresszids valtozasok
reverzibilisek és nem karosak az embriok szamara.

Szarvasmarhaknal IVP blasztocisztakban vizsgaltdk a HHP-kezelés hatdsara bekovetkezd
valtozasokat néhany oxidativ- és hdstressz, valamint a lipid metabolizmusban résztvevd gén mRNS
szintjében, szemikvantitativ RT-PCR (reverz transzkripcios polimeraz lancreakcido) modszerrel
(Siqueira Filho et al. 2011). Az eredmények azt mutattdk, hogy a vizsgalt gének expresszidja 1 ora
regeneracios id6 utan volt a legmagasabb, majd Gjra cs6kkenésnek indult. A valtozasok mértéke

azonban inkabb csak tendenciat mutatott és egyediil a lipid metabolizmusban résztvevo sterol-C4-
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methyl oxidase like (SC4MOL) gén esetében volt szignifikans. A kisérlet eredményei azt sugalljak,
hogy a nyomaskezelés mellett a stresszhatds utdni regeneracids idonek is jelentds hatdsa van a
HHP-aktivalt gének expresszidjara.

Juh blasztocisztakban a HHP-kezelés hatasat Bogliolo és munkatarsai (2011) RT-qPCR
modszerrel vizsgaltdk. Ehhez 70 percig 40 MPa nyomadssal kezeltek IVP hoélyagcesirdkat, majd 8
valasztott gén expresszidjat mérték meg. Az elemzés azt mutatta, hogy a HHP-kezelés hatdsara
jelentdsen csokkent a BCL2-associated X protein (BAX) és az Octamer-binding protein 4 (OCT4)
expresszios szintje. Mivel a BAX gén a pro-apoptotikus szabalyozasban is szerepet jatszik, ezért
csokkent szintje 6sszhangban van az irodalmi attekintésben taglalt piknézis vizsgalat eredményével,
mely szerint a nyomaskezelés anti-apoptotikus hatassal is rendelkezik. A kutatok az OCT4 gén
alacsonyabb expresszios szintjét pedig azzal magyaraztdk, hogy a kezelt embriok mar egy
fejlettebb, eldrehaladottabb allapotba juthattak ekkorra a kontrollhoz képest. Ezt tdmasztja ala az is,
hogy a nyomadskezelt blasztocisztakban a kontrollhoz viszonyitva magasabb sejtszamot lehetett
mérni (Bogliolo et al. 2011).

Az egér blasztocisztakon végzett RT-qPCR-es kisérletiinkkel sikeresen bizonyitottuk, hogy
a HHP-kezelés befolyasolja az egér embriok transzkripcidjat, majd ezt kdvetden tobb kutatdesoport
is hasonl6 eredményekrdl szamolt be. Mivel azonban ezek a kisérletek csak néhany kivalasztott gén
vizsgélatara terjedtek ki, ahhoz hogy a nyomas-stressz kivaltotta folyamatokat atfogdan
tanulmanyozhassuk a teljes genomot lefedd vizsgalatokra volt sziikség. Az ilyen vizsgalatokhoz a
leggyakrabban génexpresszidos microarrayeket hasznalnak. A rendkiviil kevés sejtet tartalmazd
mintak (mint példaul petesejtek és embriok) vizsgalata azonban sokaig nem volt lehetséges a
microarray modszer magas RNS igénye miatt (Bermudez et al. 2004; Kalisky and Quake 2011).
Erre a problémaéra a megoldast az exponencialis és a linearis amplifikacios modszerek hoztak el
(Eberwine et al. 1992; Van Gelder et al. 1990). Napjainkban a legelterjedtebben a polimeraz
lancreakcion (PCR) és az in vitro transzkripcion (IVT) alapuld technikakat hasznaljak (Chiang and
Melton 2003, Luo et al. 1999). Ezek az amplifikacios eljarasok lehetévé teszik, hogy akar egyetlen
sejt teljes transzkriptomat vizsgalhassuk microarray technika segitségével. A  globalis
génexpresszios vizsgalatok soran ezért a megfelel6 RNS mennyiség biztositdsa érdekében a
petesejtekbdl és embriokbol szarmazo RNS-t kétkoros IVT-n alapuld modszerrel amplifikaltuk, igy
elegendé komplementer RNS allt rendelkezésre a hibridizalashoz.

A microarray vizsgélataink sordn egér petesejtek és embridk teljes transzkriptuménak a
valtozasat kivantuk vizsgalni. Azért az egérre, mint modellszervezetre esett a valasztasunk, mert
ennél a fajnal mar bizonyitott a nyomaskezelés eldnyds hatasa (lasd irodalmi attekintés), valamint

az emberi genom utan az egér genomja a leginkabb karakterizalt (Stamatoyannopoulos et al. 2012).
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A globalis hatast elemezve célunk volt azoknak a sejteken beliil zajlo folyamatoknak az
azonositdsa, amelyeket a magas hidrosztatikus nyomaskezelés dontéen befolyasol. Munkank soran
elészor egér petesejtek transzkripcionalis valaszat vizsgaltuk génexpresszios microarray technika
alkalmazasaval. A megtermékenyitéskor a spermium citoplazmajabdl a petesejtbe jutod alkotorészek
csak kis mértékben jarulnak hozza az embridgenezis folyamatahoz (Sutovsky és Schatten 2000) és a
zigota ekkor még transzkripcionalisan inaktiv (Schier 2007), igy a megtermékenyitett petesejt a
fejlodése soran egészen az embriondlis genom aktivacidig (EGA) a benne eldzetesen
felhalmozodott anyai RNS és fehérje készletre kell, hogy tamaszkodjon (Bachvarova és De Leon
1980; Cascio és Wassarman 1982). Az anya-zigota atmenet (maternal-to-zygotic transition, MZT)
elindulasdig a petesejt szamara tehat 1étfontossagi az anyai RNS készlet, ezért elsé vizsgalatunk
soran azt kivantuk tanulményozni, hogy az ekkor bekdvetkezd nyomas-stressz hatassal van-e az
anyai RNS készletre, példaul szelektiv degradacio el6idézésével (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 valtozasokat, a nyomaskezelt egér petesejteket ICSI-modszer segitségével
megtermékenyitettiik, majd az ezt kovetden kifejlodé embriok expresszids profiljat négysejtes
allapotban elemeztiik, génexpresszids microarray technika alkalmazasaval. gy tehat lehetdségiink
nyilt a petesejtet ért HHP bedgyazddas eldtti embriofejléddés soran megnyilvanuld hatasanak
tanulmanyozasara.

A microarray kisérletek kiértékelésekor egyértelmiivé valt, hogy a HHP-kezelt petesejtekben
¢s a beldliik 1étrehozott négysejtes embriokban teljesen eltérd reakciot valt ki a szubletalis stressz. A
microarray eredmények RT-qPCR-el torténd validdlasa alapjan a petesejtek RNS allomanyaban
nem kovetkezett be kimutathatd valtozas a nyomaskezelés hatasara, valamint a megallapitott RNS
integritas érték alapjan Sem volt tapasztalhaté RNS-bomlas. Ez utobbi 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. Megfigyeléseink Osszhangban allnak Lin és
munkatarsai (2014) a kdzelmultban publikalt eredményeivel. Ebben a kisérletsorozatban a kutatok
sertés petesejtekben €s embridkban tanulmanyoztak a nyomaskezelés hatasat figyelembe véve, hogy
a faj szamos human betegség idedlis modellallata. Elsé Iépésben sertés petesejteket kezeltek 20
MPa nyomassal 60 percen keresztiil, majd a nyomaskezelés utan parthenogenetikus aktivalassal
(PA) vagy kézi klonozassal (HMC) embriokat hoztak 1étre beldliik. Ezutan a kezelt petesejtek,

illetve a beldliikk Iétrehozott embridk transzkriptomat a kezeletlen kontrollokhoz hasonlitva
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GeneChip Porcine Genome Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) microarray platformon
vizsgaltak. Az eredmények kiértékelése soran tobbszords tesztelés korrekciot alkalmaztak a kutatok
¢s megallapitottdk, hogy a sertés petesejtekben csak nagyon kevés, mindossze 6 gén reagal
expresszidvaltozassal a HHP-kezelésre. Osszhangban tehat az egér petesejteknél tapasztaltakkal, a
sertés petesejtek transzkriptomanak is tobb mint a 99.99 %-a véltozatlan maradt egy hasonlo
mértékii nyomaskezelés utan (Lin et al. 2014).

A Kkozvetlen hatastol eltéréen a petesejteket ért nyomas-stressz a négysejtes embrid
stadiumban mar figyelemre méltd 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 hatas az embriok RNS
készletében 1ényeges valtozasokat generdlva lathatova valik. Az azonos mdédon nyomaskezelt, majd
parthenogenetikus aktivalassal (PA) vagy kézi klonozassal (HMC) létrehozott négysejtes sertés
embriok esetében Lin és munkatarsai (2014) ettdl jelentOsen eltérd expresszios profilt talaltak.
Ezekben az embriokban csak nagyon kevés gén reagalt expressziovaltozassal a HHP-kezelésre. A
kézi klonozassal 1étrehozott embriok példaul egyaltalin nem mutattak eltérést az alapjan, hogy
kezelt vagy kontroll petesejtekbdl szarmaznak-e és a parthenogenetikusan aktivalt embrioknal is
Osszesen csak 33 gén expresszids szintje valtozott meg. A vizsgélati csoportok hierarchikus
klaszterezése is arra utalt, hogy a megvaltozott kifejezddésti gének szdma nagyon kevés, mert az
expressziovaltozason alapuld elemzés nem tudta elkiiloniteni egymastdl a nyomaskezelt és a
kontroll embrié csoportok ismétléseit (Lin et al. 2014). Az egér és sertés embrioknal tapasztalt
eltéré eredmények egyrészrdl a fajok kozott fennalld jelentés kiilonbségekkel magyarazhatok, de
emellett az is okot adhat az eltérésekre, hogy kisérletiikben Lin és munkatéarsai parthenogenetikus
aktivalassal, illetve kézi klonozéassal inditottdk el az embriofejlodést. Vizsgalatainkban ettdl
jelentdsen eltéréen intracitoplazmatikus spermium injektalas utjan termékenyitettiik meg az egér
petesejteket, amely joval kozelebb all az in vivo eseményhez, igy megbizhatobban reprezentalja a
sejtek stresszhatasra adott természetes valaszreakcioit.

Azért, hogy betekintést nyerjiink a négysejtes egér embridknal szignifikansan megvaltozott
kifejez0désti  gének sejtmiikddésben betoltott szerepébe, a tovabbiakban funkcionalis
kategorizalassal csoportositottuk dket. Az elemzés azt mutatta, hogy a HHP-kezelésre nagyszamu, a
transzlacidban résztvevd gén reagalt jelentds expresszidvaltozassal. Ez a gének dontd tobbségénél
expresszid csokkenést jelentett. Az eukaridtdkban a riboszomék négy fajta riboszomalis RNS-bdl
(rRNS) és tovabbi 79 kiilonboz6 riboszomalis fehérjébdl (r-fehérje) allnak (Wool 1979; Nakao et al.

2004). A tanulméanyunkban 37 lecsokkent és 1 megemelkedett expresszioji gént azonositottunk,
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amelyek a riboszoma épitéelemei. Ez a megfigyelés egyértelmiien azt mutatja, hogy a riboszémalis
fehérjék tobbsége transzkripcionalisan gatolédik a HHP-kezelés kovetkeztében. Megjegyzendd,
hogy a rRNS-ek koziil egyik sem reagalt a nyomaskezelésre, igy valdszinli, hogy ezeknek a
géneknek a HHP-stresszre adott valasza eltéré modon szabalyozodik, mint a riboszémalis fehérjéké.
Az r-fehérjék jelentds gatlasa arra utal, hogy a HHP-stressz megallitotta/felfiiggesztette a sejtekben
a riboszoma Osszeszerelést, ezaltal pedig ideiglenesen korlatozta a fehérje szintézis mértékét. Ezek
az eredmények O0sszhangban vannak a mikrobaknal mar jol ismert jelenséggel, miszerint a magas
Jaenicke 1990; Gross et al. 1993; Niven et al. 1999; Alpas et al. 2003) ¢s ez a sejtek osztodasat is
jelentésen gatolja (Gross et al. 1993). Mindazonaltal, meghatarozott nyomasérték alatt ez a
folyamat teljesen visszafordithatd, tehdt 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 miikodése 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 eldbbiekhez hasonld
modon, a szubletalis HHP-kezelés a riboszomak reverzibilis gatlasat okozza.

Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy az optimalis tartomanyban alkalmazott HHP
stressz a transzlacio rovidtava gatlasaval jar, majd a szétesett riboszomak ismét dsszeszerelddnek és
a sejtekben ujraindul a fehérje szintézis. Ez az ideiglenes gatlas in vivo és in vitro embriologiai
megfigyelések alapjan nem érinti hatranyosan az embridk fejlodési képességét. Ezzel 6sszhangban
szarvasmarha petesejtek 6 oOran at tartd, optimalis mértékii gatlasa a fehérje szintézisben nem
csOkkentette a kezelt petesejtekbdl fejlodé embridk blasztociszta képzési €és kibujasi aranyat
(Lonergan et. al. 1998). Az in vitro megtermékenyitéssel 1étrehozott, majd vitrifikalt szarvasmarha
blasztocisztakban a fagyasztas okozta stressz ugyancsak a transzlacios ttvonal jelentds gatlasat
okozza, ramutatva ezzel arra, hogy a fehérje szintézis megfeleld regulacidja kulcsfontossag az
embriomélyhiités soran (Aksu et al. 2012). Mivel a riboszoma bioszintézis a leginkabb
energiaigényes folyamat az eukarita sejtekben (Warner 1999; 2001), ezért az r-fehérjék
transzkripcidjanak csokkenésével illetve a transzlacios folyamatok atmenteti lassulasaval a sejtek
jelentds mennyiségli intracellularis energiat takarithatnak meg. A fiziologias koriilmények kozott
novekvoé embriokban a metabolikus folyamatok relative magas intenzitassal zajlanak azért, hogy
biztositsak a hatteret a folyamatos osztodashoz. Igy amikor egy jelentés (pl.: fagyasztas okozta)
stresszhatas éri Oket, gyakran nem képesek elég rugalmasan alkalmazkodni a megvaltozott
kornyezethez, amely végzetes lehet a szamukra. Ezzel Osszhangban mélyfagyasztott, majd

kiolvasztott human embridk vizsgalatakor azt mutattak ki, hogy azok az embriok, amelyek nem

67



10.14751/SZIE.2015.003
Kovetkeztetések és javaslatok

tudnak a blasztociszta allapotig fejlodni, tGl 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 Embri6 Hipotézisbe (Quiet Embryo Hypothesis), amely részletes adatok
alapjan azt feltételezi, hogy azok a beagyazodas eldtti embriok az életképesebbek, amelyek
anyagcsere folyamatai altalanossagban alacsonyabb szinten zajlanak (Leese et al. 2008; Leese
2012). A HHP moédszerhez hasonldéan emlés petesejtekben mar tobbféle stressz kezeléssel probaltak
valamilyen védéhatast el6idézni. Ilyen volt a szubletalis ozmotikus kezelés (Lin et al. 2009),
amellyel sertés petesejtek kriotoleranciajat lehetett fokozni. Hasonlo, jotékony hatas volt
megfigyelhetd szarvasmarha petesejtek hidrogén-peroxiddal végzett kezelése soran (Vandaele et al.
2010), amellyel az in vitro embridtenyésztés hatékonysaga volt javithatd. Ezzel Osszefiiggésben
fontos megjegyezni, hogy mind az ozmotikus mind az oxidativ stressz a fehérje szintézis iddleges
gatlasat okozza emlds sejtekben (Wiese et al. 1995; Morley and Naegele 2002). igy tehat nem
zarhatjuk ki annak a lehet6ségét, hogy ezek a sokkhatasok is a HHP-hoz hasonlé médon fejtik ki a
hatasukat a petesejtekre.

Az egér blasztocisztdk vizsgdlata sordn a fentiekhez hasonlod kovetkeztetésekre jutottunk,
habar a vizsgalt gének szdma alapjan csak korlatozott mértékben vonhatunk le kovetkeztetéseket a
sejtekben a nyomaskezelés hatdsara megvaltozd folyamatokrdl. Mindazonaltal, a Csendes Embrio
Hipotézissel dsszhangban az egér blasztocisztdk nyomaskezelése utan 120 perccel a legtobb gén
esetében transzkriptum csékkenést tapasztaltunk. Hasonlo csokkenésrdl szamoltak be szarvasmarha
blasztocisztak nyomaskezelésekor is (Siqueira Filho et al. 2011). Ezért felmeriil, hogy a
sejtnévekedést szabalyozd gének aktivizaldodasa annak bizonyitéka, hogy a HHP-kezelt
blasztocisztak is egy olyan visszafogott miikodésre allnak at atmenetileg, amely egy tovabbi stressz
megjelenésekor segiti a tulélésiiket. Mivel a riboszomak atmeneti szétesése a sejtek osztdodasat is
jelentdsen gatolja (Gross et al. 1993), ezért az i1s elképzelhetd, hogy a négysejtes embriokhoz
hasonléan a blasztocisztadkban is a transzlaciés tUtvonal gatolodasa miatt valtozott meg a

sejtnovekedést szabalyzo gének expresszioja.

5.1. Hipotézis a magas hidrosztatikus nyomaskezelés emlds ivarsejtekre és embriokra kifejtett

elonyos hatasara vonatkozéan

Eredményeink megmutattdk, hogy a magas hidrosztatikus nyomaskezelés a fehérje szintézis
gatlasaval jar transzkripcios szinten, egér embriokban. A rendelkezésre all6 irodalmi adatok alapjan

feltételezem, hogy az egér petesejtekben miikodé riboszomak a nyomas-stressz hatasara szétesnek,
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azonban ha a sejteket optimalis mérték{i nyomas-stressz éri ez a hatas teljesen reverzibilis. Miutan a
nyomas visszadll a fiziologias értékre, a riboszémak Ujra dsszeszerelddnek €s a sejtekben ujraindul
a fehérje szintézis. Az ideiglenes lassulas a sejtek anyagcseréjében dnmagaban természetesen nem
elényos, azonban egy tjabb sokkhatas megjelenésekor (példaul a mélyhiités okozta sokk esetében)
a sejtek mar egy leszabalyozott allapotban taldlkoznak a karositdé koriilményekkel, ezaltal
veszteségeik IS mérsékeltebbek lesznek. A magas hidrosztatikus nyomaskezelés véleményem
szerint a sejtek anyagcseréjének idoleges csokkenését és ezaltal a metabolitok felhalmozodasat
okozhatja, az igy felkészitett sejtek pedig rugalmasabban alkalmazkodhatnak egy kovetkez stressz
soran a megvaltozott kornyezethez, mint a fiziologias koriilmények kdzott novekvo tarsaik. A HHP-
hatas tehat ily modon jarulhat hozza az egér petesejtek fokozottabb stressztolerancidjahoz, amely
segitséget jelent a krioprezervaci6 karos hatdsaival szembeni védekezésben. A fenti eredmények
Osszhangban allnak azokkal a megfigyelésekkel, melyek szerint az optimdlis hatarok kozott
alkalmazott HHP-kezelés nincs karos hatassal a petesejtek fejlodésére, s6t, egy tovabbi
stresszhatdssal kombinalva jelentdsen javitja a bel6liik 1étrehozott embridk fejlédési képességét,

blasztociszta sejtszamat €s az utddszamot (1asd irodalmi attekintés).

5.2. Tovabbi javaslatok

Az altalunk elvégzett microarray vizsgalat az egér petesejtek és embridk teljes
transzkriptumanak vizsgalatat tette lehetdve, ezért kisérletiink eredménye atfogo képet adott a sejtek
RNS készletében bekdvetkezd valtozasokrol. Eredményeink fontos informacidkat szolgaltatnak a
magas  hidrosztatikus  nyomaskezelés emlds  ivarsejtekre és  embridkra  kifejtett
hatasmechanizmusanak megértéséhez, azonban a tovabbiakban fontos lenne a HHP-kezelés
génexpressziora kifejtett hatasat egy masik (pl.: mélyhiités okozta) stresszhatds kombinalasaval is
vizsgalni, hogy igy még pontosabb képet kaphassunk arrdl a védekezési folyamatrol, amelyet a
nyomaskezelés aktival. Azt is érdemes lenne megvizsgalni, hogy a kiilonb6z6 asszisztalt
reprodukcios eljarasok milyen hatassal vannak az ivarsejtek és embriok fehérje szintézisére és
altalanossagban a metabolizmusukra. Egy szarvasmarha blasztocisztdkon végzett microarray
vizsgalat mar beszamolt hasonld eredményekrél, azaz hogy a mélyhiités okozta stressz a
transzlacios utvonal jelentds gatlasat okozza (Aksu et al. 2012). Ezek az eredmények jo kiindulasi
alapot jelentenek tovabbi hasonlé vizsgalatokhoz.

Mivel hipotézisem egy altalanosan bekovetkezé folyamatot feltételez, ezért érdemes lenne
megvizsgalni a nyomaskezelés transzkripcionalis hatdsat a preimplantacidos embriofejlddés tovabbi

stadiumaiban is. Amennyiben a négysejtest kovetd allapotokban ugyancsak ki lehetne mutatni a
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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 Gjraindulasat is nyomon lehetne kdvetni a beagyazodas
eldtti embridkban.

Azt is érdemes lenne tanulmanyozni, hogy a fehérje szintézis reverzibilis gatlasa az
embriokban ¢és 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 eléidézhetd egyfajta védéhatas (Vandaele et al.
2010), valamint azt is tudjuk, hogy ez a vegyiilet a fehérje szintézis idoleges gatlasat okozza (Wiese
et al. 1995). igy elképzelhetd, hogy ha kémiai Gton valodsitjuk meg a fehérje szintézis gatlasat, akkor
az ugyancsak jotékony hatdssal jarna ivarsejtekben és embriokban. Erre a célra hasznalhatndnk
kiilonb6z6, az eukaridta sejtekben transzlacid-gétlast okozo antibiotikumokat, mint példaul a
cycloheximidet vagy a puromycint. A cycloheximiddel kapcsolatban mar bizonyitott tény, hogy
optimalisan alkalmazott koncentracioban eldnyds 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 valdszini, hogy az
a HHP-n¢l eredményesebb lehetne. Ezt arra alapozom, hogy a kémiai iton torténd gatlasra nem
jellemzdéek a nyomadskezelés elonyds tulajdonsagai. Nem alkalmazhato 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
id6szakot érint. Figyelembe véve, hogy a kémiai gatlasnak teljesen mas a hatismechanizmusa, mint
a magas nyomasnak, csak akkor lehetne sikerrel alkalmazni, ha hatdsa visszafordithat6 (a hidrogén-
peroxidnal bizonyitottan ilyen) és nem jar karos mellékhatdsokkal. Tovabbi, érdekes lehetdséget
jelentene a TAL effektorok (Zhang et al. 2011) vagy CRISPR-aktivatorok (Perez-Pinera et al. 2013)
alkalmazésa. Ezekkel ugyanis igényeink szerint valtoztathatnank meg az egyes riboszomalis
fehérjék kifejez6dését, igy azt is vizsgalhatnank, hogy van-e egyes géneknek Kkitiintetett szerepe a
transzlacid idoéleges gatlasaban.

A microarray technika legkorszeriibb alternativaja jelenleg az RNS-szekvenalas. Ez a
mobdszer szamos eldnnyel rendelkezik a génexpresszids microarrayekhez képest. Az egyik, hogy
eredményei megbizhatobbak; mert amig a microarray probakhoz torténhet nem specifikus kotddés
is, addig az RNS-szekvenalas soran minden egyes mRNS szekvenciajat leolvassak, amely lehetévé

teszi az egyes transzkriptumok pontos azonositasat. Tovabbi elony, amely a szekvencidk pontos
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ismeretébdl adddik, hogy az RNS-szekvenalds modszerével alternativ splicing eseményeket is
észlelhetiink. gy akar azt is vizsgilhatnank, hogy hatassal van-e a magas hidrosztatikus
nyomaskezelés a kiilonb6z6 gén izoformak expressziojara.

Azonban a globalis génexpresszids mintazat tanulmanyozasakor nem szabad elfeledkezniink
arr6l, hogy nincs mindig egyértelmii dsszefiiggés adott gén transzkriptumanak és a beldle késziild
fehérje mennyiségének illetve az aktivitdsanak valtozdsa kozott, valamint hogy a génexpresszion
kiviil egyéb kozvetett okok is szerepet jatszhatnak egy gén mRNS szintjének megvaltozasaban,
példaul az eltér6 mértékii degradacid. A tovabbiakban ezért célszerli és meggy0z6 lenne a
microarray kisérletek fehérje szintli validaldsanak elvégzése. Erre napjainkban szamos olyan
modszer nyajt lehetdséget, mint példaul a Western-blot technika vagy a tomegspektrometria,
valamint remélhetéleg hamarosan olyan sztenderdizalt fehérje-microarrayek is elérhetéek lesznek,
vizsgalni lehet (Berrade et al. 2011). Kiilonosen hasznos vizsgalati médszer lenne eredményeink
validalasahoz a poliszéma analizis (Masek et al. 2011), amellyel az mMRNS-ekhez kotodott, 80S
monoszoémakbol formaldédoé poliszomak mennyisége vizsgalhato, igy a transzlacid hatékonysagarol
kaphatnank informéciot altaldnossagban és génspecifikusan is. Viszonylag egyszeriien kivitelezhetd
és altalanosan elterjedt modszer még a *°S-metionin jeldlés (Suissa 1981). Ennél a modszernél a
sejtek tapoldata nem tartalmaz metionint, ezért helyette a metioninnak kizardlag ezt a radioaktiv
izotopjat épitik be a sejtek a fehérjéik szintézise soran. Ezutan a radioaktivitds mértékét vizsgalva
altalanos képet kaphatunk a transzlacié mértékérdl az egyes mintdkban. Ennek alternativdjaként az
ugynevezett SUNSET modszer is hasznalhatdé. Ez abbdl a megfigyelésbdl indul ki, hogy a
megfeleld6 mértékben alkalmazott puromycin az Ujonnan szintetizalodé fehérjékhez kotédik. A
kotodés mértéke aranyos a fehérje szintézis iitemével a sejtekben. A SUNSET modszer ezt
felhasznalva puromycin-ellenanyag segitségével vizsgalja a transzlacio folyamatat a sejtekben
(Schmidt et al. 2009). Amennyiben az eredményeinket fehérje szinten is sikeriil visszaigazolni, gy
a kovetkezokben érdemes lehet hasznositani azokat az asszisztalt reprodukcids eljarasok tertiletén.
Elképzelheté példaul, hogy adott riboszomalis fehérjék expresszigjat vizsgalva olyan assay-
rendszert fejleszthetnénk ki, amelyet blasztomer biopsziaval kombinalva eldre lehetne jelezni a

bedgyazddas eldtti embridk fejlodési képesseégét.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A viladgon 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 szintl magas hidrosztatikus
nyomaskezelés nem idéz eld génexpresszids valtozasokat, illetve nem okoz RNS bomlast,

ezzel bizonyitékot szolgaltattam a technika biztonsdgossagara vonatkozoan.

Kimutattam, hogy az optimalis mértékli magas hidrosztatikus nyomaéssal kezelt egér
petesejtekbdl 1étrehozott négysejtes embridkban a kezelés hatasara jelentdsen csokken

szamos, a fehérje szintézisben résztvevd gén expressziodja.

Eredményeim és a szakirodalomban fellelheté adatok felhasznaldsaval felallitottam egy
hipotézist, mely szerint az optimalis szintli magas hidrosztatikus nyomaskezelés a sejtek
fehérje szintézisének iddleges csokkenését, igy egyes metabolitok felhalmozodasat
okozhatja, amely segitséget jelenthet egy tovabbi stressz karos hatasaival szembeni

védekezésben.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az ivarsejteken és embriokon alkalmazott magas hidrosztatikus nyomaskezeléssel (HHP) a
krioprezervacio €s szamos mas asszisztalt reprodukcids eljaras hatékonysagat is jelentds mértékben
javitani lehet. Az ilyenkor a sejteket éré optimalis mértéki, szubletalis tartoméanyon beliili stressz
elony0Os hatdsu, mert segiti az ivarsejtek és embriok védekezését egy kovetkezd stresszhatdssal
szemben. Napjainkban terjedelmes irodalom szamol be arr6l, hogy a HHP-kezelést sikerrel
alkalmaztak kiilonb6z6 modszerekkel kombinalva, egér, sertés, szarvasmarha, juh, s6t human sejtek
esetében is. Azonban az, hogy ez a stresszhatas milyen modon késziti fel a sejteket a karositd
tényezOk elleni védekezésre, még nem ismert. Munkdm soran célom a HHP-kezelés 4altal
befolyasolt molekularis szintli folyamatok minél részletesebb megismerése volt, hogy ezaltal
magyarazatot taldljak az elonyOs hatds hatterére vonatkozoan. Vizsgalati célteriiletnek a
génexpressziot valasztottam, mert az itt rendelkezésre allo kifinomult médszerekkel akar a genomot
teljesen lefedé mértékben is lehetséges a sejtekben zajlo folyamatok tanulmanyozasa. Vizsgalando
allatfajként az egérre esett a valasztds, mert ennél az allatnal jol ismert a HHP-kezelés elonyos
hatédsa, valamint a génexpresszios valtozasok megértését nagyban segiti, hogy napjainkban az egér
genom az egyik legjobban karakterizalt. Az eredmények elemzésével bepillantast nyerhettem abba,
hogy az emlds ivarsejtek és embriok hogyan képesek a kiillonbozd behatdsok okozta sériilések elleni
védekezésre.

Kisérleteim soran elsé 1épésben azt vizsgaltam, hogy a magas hidrosztatikus nyomaskezelés
befolyéasolja-e egyes gének expresszigjat egér blasztocisztadkban. Ehhez kilenc kiilonb6zd, a stressz-
vélaszban résztvevd gént valasztottuk, majd 30 percig tartdé 60 MPa kezelés utan megmeértiik az
expresszios szintjliiket. Azért, hogy a kezelés elhtizodd hatéasait is tanulmanyozhassuk, az embriok
egy részét a nyomaskezelés utan 120 percig in vitro tenyésztettiik, és ezutan vizsgaltuk meg a
kivalasztott gének kifejezédését. Az RT-qPCR elemzés alapjan a kezelés hatasara azonnal és 120
perccel késébb is tobb olyan gén expresszidja szignifikans valtozast mutatott, amelyek a
sejtosztodas-gatlasaban, a hideg-sokk, vagy az oxidativ-stressz valaszban vesznek részt.
Eredményeinkkel bizonyitottuk, hogy egér blasztocisztakban a HHP-kezelés a transzkripciot
befolyasolo hatassal rendelkezik, azonban jelent6s korlatot jelentett, hogy ebben a vizsgalatban csak
néhany gén elemzésére volt lehetdség. Azért tehat, hogy atfogo képet kaphassunk a nyomas-stressz
hatasara megvaltoz6 folyamatokrol, a teljes transzkriptumot lefedd vizsgélatra volt sziikség.

A kovetkezd kisérletsorozatban egér petesejtek €s embriok teljes transzkriptumanak a

valtozasat kivantuk tanulmanyozni. A globdlis hatast elemezve célunk azoknak a sejteken beliil
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zajlo folyamatoknak a megismerése volt, amelyeket a magas hidrosztatikus nyomaskezelés aktival
vagy gatol. Vizsgalatunk targyaul petesejteket és az intracitoplazmatikus spermium injektalassal
végzett fertilizaciot kovetden beldlik kifejlodott négysejtes embridkat valasztottuk, ezaltal a
petesejteket ért HHP hatasat a beagyazodas el6tti embriofejlodés soran is tanulmanyozni tudtuk.
Mivel a petesejt szamara egészen az embrionalis genom aktivacioig (EGA) 1étfontossagi az anyai
RNS készlet, ezért az elsé vizsgalatunk keretében azt kivantuk génexpresszids microarray modszer
segitségével tanulmanyozni, hogy a petesejtre gyakorolt nyomas-stressz hatassal van-e a benne
tarolt anyai RNS készletre. Annak megvalaszolasara, hogy a HHP-kezelés milyen modon
befolyasolja az embrionalis genom aktivacié folyaman elinduldé de novo RNS szintézist, a
nyomaskezelt egér petesejtekbdl létrehozott négysejtes embridk expresszids profiljat elemeztiik
hasonléképpen.

A microarray analizist kovetd validalasi folyamat soran megallapitottuk, hogy a
nyomaskezelés nem gyakorolt kozvetlen hatast az egér petesejtek RNS készletére, ettdl eltéréen
azonban a petesejteket ért nyomas-stressz a beldliik 1étrehozott négysejtes embriok
transzkriptumaban mar szamottevé valtozasokat okozott. Megallapitottuk tovabba, hogy a
petesejteket éré optimalis mértékli szubletdlis nyomaskezelés nem jar RNS bomlassal, tehat
biztonsagosnak tekinthetd abbdl a szempontbol, hogy a sejtekben talalhato RNS molekuldkat nem
karositja. A globalis génexpresszidés vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a magas
hidrosztatikus nyomaskezelés jelentds hatast fejt ki a petesejtek intracellularis folyamataira, ez
azonban transzkripcionalis szinten csak az embrionalis genom aktivacio utan valik lathatova.
Kisérletiinket a négysejtes embriok vizsgalata soran beazonositott, szignifikans expresszid-valtozast
mutato gének funkcionalis elemzésével folytattuk, a nyomaskezelés altal befolyasolt sejtfolyamatok
feltarasa céljabol. A funkcionalis kategorizalds eredménye alapjan a HHP-kezelésre nagyszamad,
foként a transzlacioban résztvevd gén reagalt jelentds expresszid valtozassal. Ezeknek a géneknek a
nagy része riboszomalis fehérjét kodol és a dontd tobbségiiknél a valtozas expresszid csOkkenést
jelentett. A megfigyelésiinkkel 6sszhangban tobb publikacid szdmol be arrdl, hogy a mikrobak
beliil ez teljesen reverzibilis. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az egér petesejtekben a
nyomaskezelés hatasara a riboszoma bioszintézis, illetve a transzlacio részben gatolodik, és mivel
ezek rendkiviil energiaigényes folyamatok az eukaridta sejtekben, ezért csokkent intenzitasuk
jelentds energia-megtakaritassal jarhat. Vizsgalataink eredménye arra utal, hogy a magas
hidrosztatikus nyomaskezelés hatasara a sejtekben az anyagcsere folyamatok iddlegesen lelassulnak

¢és ez a metabolitok felhalmozddasat okozza. A nagyobb hozzaférheté metabolit készletek lehetové
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teszik a sejtek szamara, hogy egy kovetkezd stresszhatas esetén gyorsabban ¢s rugalmasabban
alkalmazkodjanak a megvaltozott kornyezethez.

Feltételezésem szerint a HHP-hatas ily modon jarul hozza az egér petesejtek fokozottabb
stressztoleranciajahoz, és ezaltal végs6 soron segitséget jelent a krioprezervacio karos hatasaival
szembeni védekezésben. A dolgozatomban bemutatott eredmények kdzelebb vihetnek benniinket az
emlds ivarsejteket €s embriokat véddé magas hidrosztatikus nyomaskezelés mikodésének
megértésé¢hez, valamint 0j utakat jeldlhetnek ki a krioprezervacios technikak tanulményozéasahoz és

fejlesztéséhez.

77



78

10.14751/SZIE.2015.003



10.14751/SZIE.2015.003
Summary

8. SUMMARY

The efficiency of various assisted reproductive techniques can be improved by
preconditioning the reproductive cells and embryos with sublethal high hydrostatic pressure (HHP)
treatment. This previously optimized, sublethal stress treatment can be beneficial as it assists the
gametes and embryos to overcome a subsequent shock evoked by an in vitro intervention. Precisely
adjusted hydrostatic pressure stress has been shown to have an advantageous effect on porcine,
bovine, ovine, mouse and human oocytes, embryos or spermatozoa in combination with different in
vitro techniques such as slow freezing, vitrification, in vitro fertilization and somatic cell nuclear
transfer. However, the underlying molecular mechanism responsible for the protective effect is still
lacking and requires further investigation. My aim was to reveal as many details as possible about
the molecular processes lie behind this protective attribute of the HHP. | also sought to gain insight
into the cellular processes that help the gametes and embryos to tolerate the freezing-injury. | have
chosen the gene expression as the research field, since the available state-of-the-art methods allow
to study the reactions of the cells even on the whole genome scale. Furthermore, the mouse was
chosen for the studies as model animal, because it has been already demonstrated that the HHP-
method has a positive impact on mice, moreover due to its well-characterized genome it allows a
more comprehensive understanding of the gene expression alterations.

Primarily, my aim was to examine whether the high hydrostatic pressure has any impact on
the expression of selected genes in mouse blastocysts. For this, nine different stress-related genes
were chosen, and their expression was determined after 30 minutes long, 60 MPa treatment. To
study the prolonged response of the embryos to the HHP treatment, further groups were in vitro
cultured for 120 minutes before the analysis. Based on the results of the RT-qPCR assay, the
expression of certain growth-arrest, cold-shock and oxidative-stress related genes was significantly
altered as a consequence of the treatment. Although we demonstrated, that the high hydrostatic
pressure treatment has an effect on the gene expression of mouse blastocysts, this study was limited
to the expression analysis of only a few selected genes. Accordingly, to comprehensively
investigate the cellular processes affected by the pressure-stress, a study covering the whole
transcriptome was needed.

In the second set of the experiments we analyzed the impact of the HHP-treatment on
murine oocytes and preimplantation embryos, developed from treated oocytes after fertilization
with intracytoplasmic sperm injection, in order to follow the effect of the pressure treatment during

preimplantation development. We performed gene expression microarray experiments initially on
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matured oocytes immediately after the HHP stress, to reveal the intracellular processes activated or
inhibited by the treatment. As until the embryonic genome activation (EGA) the maternal RNA is
indispensable, in the first part of the experiments we studied whether the HHP stress affected the
RNA abundance of oocytes, e.g. by inducing selective degradation. Since the EGA occurs at the 2-
cell stage in mouse embryos, initiating de novo RNA synthesis, treatment effects generated in the
oocyte may become apparent at the transcriptional level in the subsequent stages of embryo
development. Therefore, we also analyzed the global gene expression pattern of four-cell stage
embryos developed from HHP-treated oocytes after fertilization with ICSI.

The transcription profiling experiments of the HHP-treated oocytes and four-cell stage
embryos that developed from these oocytes showed distinct responses to the applied stress. HHP
treatment did not perturb the transcriptome of oocytes, and the high RIN values of the RNAs
isolated from the HHP-treated oocytes indicated that the treatment did not induce RNA degradation.
However, the same stress did result in a marked effect on transcription at the 4-cell stage, i.e. after
the EGA. The results of the global gene expression profiling indicate that the HHP has an
outstanding effect on the intracellular processes of the oocytes, which is not apparent immediately
but is manifested at transcriptional level later, after the embryonic genome activation. To gain
insights into the molecular mechanisms involved, we used functional annotation clustering to
identify the genes showing significantly altered expression in 4-cell embryos. The analysis has
shown that a large number of translation related genes were affected by the HHP-treatment,
exhibiting massive downregulation. Our results are consistent with the well-known phenomenon in
microbes, where high pressure induces ribosomal dissociation, but within a certain range it is
completely reversible. Based on this we assume, that precisely adjusted HHP stress may transiently
suspend translation and precondition cells for the subsequent stress, after which ribosome
reassembly initiates and translation is continued. Since ribosome biosynthesis is the most energy-
consuming process in eukaryotic cells, a transient arrest upon HHP-treatment might result in
intracellular energy saving. | propose that the higher developmental competence of the pressure-
treated oocytes was supported by reduced metabolism rate and the accumulation of metabolites. |
assume that by this way the HHP-method supports the stress tolerance of the mouse oocytes,
thereby assists the cells to be protected against the harmful effect of the cryopreservation. These
results suggest a potential mechanism for how HHP preconditions the reproductive cell and
embryos, which might open new ways for studying and further developing the cryopreservation

techniques.
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9.2. A HHP Machine 100 késziilék miikodése

A HHP Machine 100 (8. 4abra) segitségével ellendrzott kornyezetben 2-90 MPa
hidrosztatikus nyomas allithato eld. A késziilék a nyomast kozvetitd kozegként desztillalt vizet
hasznal. A nyomaskamra hdmérséklete a késziilékbe épitett flitémodullal szabalyozhato6. A beéllitott
nyomas szabalyozdsa automatikusan torténik. A késziilék szamitdégéphez is csatlakoztathato (9.
abran a szamitogépes program feliilete lathatd miikodés kozben), lehetdve téve a nyomaskésziilek
miikodése soran keletkezd adatok tarolasat és elemzését valamint egyedi nyomas beallitdsok
alkalmazasat (Cryo-Innovation Kft., Budapest, Magyarorszag). A 7. tablazat a nyomaskésziilék

legfontosabb paramétereit mutatja be.

8. abra

A HHP Machine 100 (Cryo-Innovation Kft., Budapest, Magyarorszag).
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7. tablazat. A HHP-100 készUllék paraméterei

(Cryo-Innovation Kft., Budapest, Magyarorszag).

Miik6dési paraméterek

Mikddési nyomastartomany

2-90 MPa

Mikddési hdmérséklettartomany

Helységhémérséklet - 45°C

Legnagyobb nyomasemelkedés 1 MPa/ sec

Legnagyobb hémérséklet emelkedés 12°C/ ora

Kamra méret 26 x 150 mm (4tmérd x mélység)
Kamra térfogat 80 ml

Kamra anyaga

Rozsdamentes acél

Mikddtetés tipusa

Teljesen automatizalt, szamitégép vezérelt

Zaro rendszer Kézi
Nyomasleadas pontossaga 1%
Hémérsékletvezérlés pontossaga +1°C
MUkaodtetési kornyezet hémérséklete 0-25°C

Vezérlés és csatlakozasok

Kezel6 felllet

Onallé mod: érintéképernyés LCD

Szamitogép vezérelt: LCD és PC

Szlikséges operaciods rendszer, memoria

Windows XP, 64 KB

LCD érint6képerny6 mérete

128 x 64 pixel

Szamitogépes csatlakozas

RS232 /USB

Aramforras 230V, 50 Hz, (maximum 200 W)

A kezeléfeliilet jellemzoi
Erintéképernyds Beallithaté a nyomas nagységa és id6tartama, valamint a nyomaskezelés hémérséklete.
LCD A kijelz6n nyomon kovethet6 az aktualis nyomas és hémérséklet.

A ciklusadatot eltarolja.

Az adatok szdmitégépre atvihetSek.

Egy csatlakoztatott szamitégéprél az egyéni kezelési beallitasok letdlthetdk és futtathatok.

Szamitdégépes

Archival minden lefutott ciklust.

program Grafikusan kijelzi az aktualis ciklus paramétereit.
Specialis nyomas profilok tervezheték a programmal (pl. oszcillacié), amelyek lefuttathatdk a
készlléken.
Fizikai paraméterek
Méret 505 x 340 x 350 mm (sz x m x h)
Suly 45 kg
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A HHP 100 késziilék szoftvere miikédés kézben. (A) Altalanos, valtozatlan nyomasértéken végzett kezelés, (B) Egyedi,

15-75 MPa koz6tt oszcillald nyomasértéken végzett kezelés (Cryo-Innovation Kft., Budapest, Magyarorszag; Pribenszky

et al. 2012)
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9.2.1. Minték eldkészitése

A mintakat a megfelel tarold eszkozbe helyezziik, hogy a nyomas kozvetitése a kivant
modon megtorténjen. Ilyenek példaul a kiilonb6zé méretii miiszalmak (0,25-5 ml), amelyekbe a
himivarsejteket, petesejteket, embriokat vagy egyéb sejteket a szamukra alkalmas médiumban (pl.
TCM-199, G-MOPS, KSOM) juttatjuk be. A taroldoedényt 1égbuborékok nélkiil kell megtdlteni és

megfeleléen lezarni ugy, hogy a mintakat esetlegesen karositd desztillalt viz ne tudjon bejutni a

tarol6 eszkozbe (Cryo-Innovation Kft., Budapest, Magyarorszag).

9.2.2. A nyomaskezelés menete

1. A kivant nyomas (bar-ban kifejezve), hdmérséklet (°C) és id6 (h:min) értékek beprogramozésa.

2. A késziilék automatikusan a kivant homérsékletre melegiti a nyomaskamrat, illetve ha a kamra

hémérséklete melegebb, akkor meg kell varni, amig a kamra a kivant hdmérsékletre hil.

3. A nyomaskamra fedelének kinyitasa, az ora jarasanak megfelelden tekerve.

4. A megfeleld taroloedényben 1évd mintak behelyezése a kamraban talalhato desztillalt vizbe.

5. A fedél visszazarasa. A megfeleld zarashoz a kamraban minimum 2 MPa nyomasnak kell

uralkodnia. A késziilék hangjelzést ad, amikor ez megtortént és a fedoé rendben lezarult.

6. A futtatds gomb megnyomasa utan a programozott nyomasszabalyozas elindul. A késziilék

szoftvere segitségével valos iddben kovethetdk a kezelés aktudlis paraméterei.
7. A nyomaskezelési program végén a késziilek automatikusan ledll és az eredeti nyomas értéket

allitja vissza a kamraba, ezutan a mintak kiveheték (Cryo-Innovation Kft.,, Budapest,

Magyarorszag).
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9.3. A négysejtes embriokban szignifikans expressziovaltozast mutaté gének listija

(P < 0,05, valtozas mértéke = 1,5)

Viltozas

Szimbdlum P-érték p Mértéke Leiras
iranya
N Mus musculus ubiquinol-cytochrome c reductase, complex Ill subunit XI
Ugerll 0,00005 csOkkent 1,68 (Uqgcrll), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_025650]
1110004E09Rik  0,00007 nétt 225 Mus musculus RIKEN cDNA 1110004E09 gene (1110004EQ09Rik), mRNA
[NM_026502]
Klk1b24 0,00016 nétt 2,00 Mus musculus kallikrein 1-related peptidase b24 (Klk1b24), mRNA [NM_010643]
Pgd 0,00020 nétt 2,24 Mus musculus phosphogluconate dehydrogenase (Pgd), mRNA [NM_001081274]
L Mus musculus family with sequence similarity 176, member B (Fam176b), mRNA
Fam176b 0,00041 nétt 2,62 [NM_172145]
. Mus musculus family with sequence similarity 159, member B (Fam159b), mRNA
Fam159b 0,00046 csokkent 4,16 [NM_029984]
Mus musculus adult male tongue cDNA, RIKEN full-length enriched library,
. clone:2310033K02 product:weakly similar to DJ530115.2 (NOVEL PROTEIN
Famé5c 0,00059  csbkkent 206 §|MILAR TO PLACENTAL PROTEIN DIFF40) (FRAGMENT) [Homo sapiens], full
insert sequence. [AK0O09597]
L Mus musculus pericentrin (kendrin) (Pcnt), transcript variant 1, mRNA
Pcnt 0,00064 csokkent 2,36 [NM_008787]
L Mus musculus growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha (Gadd45a),
Gadd45a 0,00095 nétt 1,98 mRNA [NM_007836]
Cdca5 0,00097 nétt 1,73 Mus musculus cell division cycle associated 5 (Cdca5), mRNA [NM_026410]
M Mus musculus microtubule associated serine/threonine kinase-like (Mastl),
Mastl 0,00100 csokkent 2,62 mRNA [NM_025979]
Fbxo6 0,00121 csokkent 1,58 Mus musculus F-box protein 6 (Fbxo6), transcript variant 1, mRNA [NM_015797]
Acot13 0,00124 csokkent 3,97 Mus musculus acyl-CoA thioesterase 13 (Acot13), mRNA [NM_025790]
Y Mus musculus DCN1, defective in cullin neddylation 1, domain containing 1 (S.
Deun1dl 0,00125 nott 6,23 cerevisiae) (Dcun1dl), mRNA [NM_033623]
. Mus musculus bromodomain PHD finger transcription factor (Bptf), mRNA
Bptf 0,00127 csokkent 1,89 [NM_176850]
N Mus musculus ribosomal protein L34 (Rpl34), transcript variant 2, mRNA
Rpl34 0,00178 csokkent 1,79 [NM_001005859]
L Mus musculus pleckstrin homology-like domain, family A, member 2 (Phlda2),
Phlda2 0,00188 nétt 2,02 mRNA [NM_009434]
2310044H10RKk  0,00191 csékkent 6,47 Mus musculus RIKEN cDNA 2310044H10 gene (2310044H10Rik), mRNA
[NM_197991]
. PREDICTED: Mus musculus similar to ribosomal protein L11 (LOC628696), misc
Gm6905 0,00199 csokkent 1,95 RNA [XR_004960]
N Mus musculus Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma virus (FBR-MuSV) ubiquitously
Fau 0,00200 csokkent 176 expressed (fox derived) (Fau), transcript variant 1, mRNA [NM_007990]
lgce 0,00213 nétt 1,79 Mus musculus IQ motif containing E (Igce), mRNA [NM_028833]
Rnaseh2b 0,00223 csokkent 2,44 Mus musculus ribonuclease H2, subunit B (Rnaseh2b), mRNA [NM_026001]
N Mus musculus mitochondrial ribosomal protein S18C (Mrps18c), nuclear gene
Mrps18c 0,00225 cskkent 2,03 encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_026826]
Rps16 0,00234 csokkent 1,81 Mus musculus ribosomal protein S16 (Rps16), mRNA [NM_013647]
Gmfb 0,00236 nétt 3,15
1810063B05Rik 0,00285 csékkent 1,94 Mus musculus RIKEN cDNA 1810063B05 gene (1810063B05Rik), mRNA
[NM_174987]
Mpegl 0,00288 nétt 1,82 Mus musculus macrophage expressed gene 1 (Mpegl), mRNA [NM_010821]
. Mus musculus CCAAT/enhancer binding protein zeta (Cebpz), mRNA
Cebpz 0,00290 csokkent 2,47 [NM_001024806]
Y Mus musculus enhancer of polycomb homolog 2 (Drosophila) (Epc2), mRNA
Epc2 0,00308 ndtt 1,51 [NM_172663]
L Mus musculus coiled-coil domain containing 85B (Ccdc85b), transcript variant 1,
Ccdc85b 0,00347 nétt 2,69 mRNA [NM_198616]
Rps25 0,00348 csokkent 1,66 Mus musculus ribosomal protein S25 (Rps25), mRNA [NM_024266]
Dhx33 0,00350 nétt 2,04 Mus musculus DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 33 (Dhx33), mRNA

[NM_178367]
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Trim3
Gondl

Sdhd

Rad17

Atmin

Lztrl

Anapcl3

2310003F16Rik

Tmem145
Lrrc58

Atp5g3

Nubp1l

Rab11fipl
Fbxo30

Stat3
Rpl36al

Syncrip
Plekhm1

Gm3552
Kif5c

Smekl

Spata5

Rpl13
Bspry

Eeflg

Metapl

Supt5h

Nol8
Tdpl

6030442H21Rik

Itch

Mpzl1l

Phida2

C130026121Rik

Mrps31

0,00358
0,00373

0,00374

0,00390

0,00393

0,00400

0,00407

0,00416
0,00433
0,00443

0,00453

0,00466

0,00467

0,00474

0,00578
0,00587

0,00613

0,00635

0,00641
0,00644

0,00650

0,00661

0,00664
0,00665

0,00671
0,00679

0,00683

0,00703

0,00716
0,00723

0,00725

0,00736

0,00750

0,00751

0,00758

0,00776

nétt
csokkent

csokkent

nétt

nétt

csokkent

csokkent

csokkent
csokkent
csokkent

csokkent

csokkent

csokkent

nétt

nétt
csokkent

csokkent

nétt

csokkent
nétt

nétt

nétt

csokkent
nétt

csokkent
nétt

nétt

csokkent

csokkent
nétt

csokkent

csokkent

nétt

nétt

csokkent

csokkent

1,63
2,87

4,77

1,66
2,07

2,54

1,77
1,83
1,92

1,61

2,37

2,47

1,50

1,79
1,54

2,34

1,70

1,68
1,78

3,10
1,67

2,40

2,02

2,11
1,70

1,63

Mus musculus tripartite motif-containing 3 (Trim3), mRNA [NM_018880]
Mus musculus gon-4-like (C.elegans) (Gon4l), mRNA [NM_027389]

Mus musculus succinate dehydrogenase complex, subunit D, integral membrane
protein (Sdhd), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA
[NM_025848]

Mus musculus RAD17 homolog (S. pombe) (Rad17), transcript variant 1, mRNA
[NM_011233]

Mus musculus ATM interactor (Atmin), mRNA [NM_177700]

Mus musculus leucine-zipper-like transcriptional regulator, 1 (Lztrl), mRNA
[NM_025808]

Mus musculus anaphase promoting complex subunit 13 (Anapc13), mRNA
[NM_181394]

Mus musculus RIKEN cDNA 2310003F16 gene (2310003F16Rik), mRNA
[NM_026318]

Mus musculus transmembrane protein 145 (Tmem145), mRNA [NM_183311]
Mus musculus leucine rich repeat containing 58 (Lrrc58), mRNA [NM_177093]
Mus musculus ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit

C3 (subunit 9) (Atp5g3), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA
[NM_175015]

Mus musculus nucleotide binding protein 1 (Nubp1), mRNA [NM_011955]

Mus musculus RAB11 family interacting protein 1 (class I) (Rab11fip1), mRNA
[NM_001080813]

Mus musculus F-box protein 30 (Fbx030), transcript variant 1, mRNA
[NM_027968]

Mus musculus signal transducer and activator of transcription 3 (Stat3),
transcript variant 1, mRNA [NM_213659]

Mus musculus ribosomal protein L36A-like (Rpl36al), mRNA [NM_025589]

Mus musculus synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein
(Syncrip), transcript variant 1, mRNA [NM_019666]

Mus musculus pleckstrin homology domain containing, family M (with RUN
domain) member 1 (Plekhm1), mRNA [NM_183034]

PREDICTED: Mus musculus similar to Rpl11 protein (LOC100041864), mRNA
[XM_001477137]

Mus musculus kinesin family member 5C (Kif5c), mRNA [NM_008449]

Mus musculus SMEK homolog 1, suppressor of mek1 (Dictyostelium) (Smek1),
transcript variant 1, mRNA [NM_211355]

Mus musculus spermatogenesis associated 5 (Spata5), transcript variant 2,
mRNA [NM_021343]

Mus musculus ribosomal protein L13 (Rpl13), mRNA [NM_016738]
Mus musculus B-box and SPRY domain containing (Bspry), mRNA [NM_138653]

Mus musculus eukaryotic translation elongation factor 1 gamma (Eeflg), mRNA
[NM_026007]

Mus musculus methionyl aminopeptidase 1 (Metap1), mRNA [NM_175224]

BB180072 RIKEN full-length enriched, adult male hypothalamus Mus musculus
cDNA clone A230082C16 3'. [BB180072]

Mus musculus suppressor of Ty 5 homolog (S. cerevisiae) (Supt5h), mRNA
[NM_013676]

Mus musculus nucleolar protein 8 (Nol8), mRNA [NM_001081350]
Mus musculus tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 (Tdp1), mRNA [NM_028354]

Mus musculus 13 days embryo male testis cDNA, RIKEN full-length enriched
library, clone:6030442H21 product:unclassifiable, full insert sequence.
[AK020062]

Mus musculus ubiquitin protein ligase (Itch) mRNA, complete cds. [AF037454]

Mus musculus myelin protein zero-like 1 (MpzI1), transcript variant 2, mRNA
[NM_001001880]

Mus musculus pleckstrin homology-like domain, family A, member 2 (Phlda2),
mRNA [NM_009434]

Mus musculus RIKEN cDNA C130026121 gene (C130026121Rik), transcript variant
1, mRNA [NM_175219]

Mus musculus mitochondrial ribosomal protein S31 (Mrps31), nuclear gene
encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_020560]
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Mus musculus 10 days neonate cerebellum cDNA, RIKEN full-length enriched

Acer2 0,00790 nétt 1,71 library, clone:B930001C21 product:hypothetical protein, full insert sequence.
[AK046888]
Ldhb 0,00791 nétt 1,90 Mus musculus lactate dehydrogenase B (Ldhb), mMRNA [NM_008492]

Mus musculus ubiquitin-conjugating enzyme E2K (UBC1 homolog, yeast)

Ube2k 0,00833 nétt 2,10 (Ube2k), mRNA [NM_016786]
Mus musculus 6 days neonate head cDNA, RIKEN full-length enriched library,
0,00842 nétt 1,90 clone:5430420K21 product:hypothetical protein, full insert sequence.
[AK017327]
Y Mus musculus mRNA for shorter isoform of interleukin 15, partial cds.
1115 0,00844 nétt 1,61 [AB022307]
Ube2o 0,00848 nétt 1,84 Mus musculus ubiquitin-conjugating enzyme E20 (Ube20), mRNA [NM_173755]
Y Mus musculus chromodomain helicase DNA binding protein 6, mRNA (cDNA
Chdé 0,00855 nott L75 lone IMAGE:3597702), partial cds. [BC027287]
v Mus musculus solute carrier family 30 (zinc transporter), member 6 (Slc30a6),
Slc30a6 0,00855 nétt 3,17 mRNA [NM._144798]
Adil 0,00874 csokkent 2,38 Mus musculus acireductone dioxygenase 1 (Adil), mRNA [NM_134052]
Mus musculus adult male testis cDNA, RIKEN full-length enriched library,
0,00874 csokkent 2,26 clone:1700051016 product:Warning: possibly chimeric clone, full insert
sequence. [AK006763]
Rit1 0,00876 csékkent 172 Mus musculus Ras-like without CAAX 1 (Rit1), transcript variant 1, mRNA

[NM_009069]
Rxra 0,00877 nétt 1,59 Mus musculus retinoid X receptor alpha (Rxra), mRNA [NM_011305]
Mus musculus terminal uridylyl transferase 1, U6 snRNA-specific (Tut1), mRNA

Tutl 0,00883 csokkent 1,89 [NM_197993]

Gulo 0,00887 csokkent 2,55 Mus musculus gulonolactone (L-) oxidase (Gulo), mRNA [NM_178747]

Pelo 0,00888 nétt 1,87 Mus musculus pelota homolog (Drosophila) (Pelo), mMRNA [NM_134058]

BCO18101 0,00902 csékkent 163 mtli;_n:)gsigg;;g:ls)]NA sequence BC018101 (BC018101), transcript variant 1, mRNA

Pphinl 0,00906 csokkent 3,57 Mus musculus periphilin 1 (Pphlnl), transcript variant 1, mRNA [NM_146062]
wdr46 0,00911 csokkent 2,86 Mus musculus WD repeat domain 46 (Wdr46), mRNA [NM_020603]

Ugdh 0,00914 nétt 3,24 Mus musculus UDP-glucose dehydrogenase (Ugdh), mRNA [NM_009466]

Rap2a 0,00915 nétt 3,77 Mus musculus RAS related protein 2a (Rap2a), mRNA [NM_029519]

RIf 0,00916 csokkent 2,13 Mus musculus rearranged L-myc fusion sequence (RIf), mRNA [NM_001081013]

Dbf4 0,00935 nétt 2,20 Mus musculus DBF4 homolog (S. cerevisiae) (Dbf4), mRNA [NM_013726]

Psme2 0,00952 nétt 4,46 Mus musculus proteasome (prosome, macropain) 28 subunit, beta (Psme2),

transcript variant 1, mRNA [NM_011190]
Lmna 0,00954 csokkent 2,51 Mus musculus lamin A (Lmna), transcript variant 2, mRNA [NM_019390]
Mus musculus guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 5 (Gng5),

Gng5 0,00965 csokkent 2,26 mRNA [NM_010318]
N PREDICTED: Mus musculus similar to acidic ribosomal phosphoprotein P1,
Gmi13777 000966  csOkkent 183 {ranscript variant 1 (LOC279067), mRNA [XM_205095]
P Mus musculus Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF7) (Arhgef7),
Arhgef7 0,00980 nott 4,16 transcript variant 1, mRNA [NM_001113517]
Mus musculus B cells CRL-1702 WEHI 231 cDNA, RIKEN full-length enriched
Prdx4 0,01002 nétt 7,80 library, clone:G430003P20 product:peroxiredoxin 4, full insert sequence.
[AK165551]
N Mus musculus M-phase phosphoprotein 10 (U3 small nucleolar
Mphosph10  0,01006 csOkkent 2,07 ribonucleoprotein) (Mphosph10), mRNA [NM_026483]
. . Mus musculus nuclear fragile X mental retardation protein interacting protein 2
Nufip2 0,01013 csokkent 3,10 (Nufip2), mRNA [NM_001024205]
. lae72b04.y1 Gastric Epithelial Progenitor Mus musculus cDNA 5', mRNA
0,01023 csokkent 1,67 sequence [CF546364]
Mé6pr 0,01032 csékkent 218 Mus musculus mannose-6-phosphate receptor, cation dependent (M6pr), mRNA

[NM_010749]
Cnih 0,01046 nétt 1,62 Mus musculus cornichon homolog (Drosophila) (Cnih), mRNA [NM_009919]
Mus musculus 16 days neonate thymus cDNA, RIKEN full-length enriched library,

Gtdcl 0,01046 nott >76 clone:A130074L23 product:unclassifiable, full insert sequence. [AK038057]
Tpr 0,01050 csokkent 3,46 Mus musculus translocated promoter region (Tpr), mRNA [NM_133780]
Chml 0,01062 csokkent 2,07 Mus musculus choroideremia-like (Chml), mRNA [NM_021350]
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Mus musculus 18-day embryo whole body cDNA, RIKEN full-length enriched

St13 0,01075 csokkent 1,91 library, clone:1110007103 product:unclassifiable, full insert sequence.
[AK003545]
Y Mus musculus LIM domain binding 1 (Ldb1), transcript variant 3, mRNA
Ldbl 0,01079 nétt 1,54 [NM_010697]
Rpl23a 0,01083 csokkent 1,59 Mus musculus ribosomal protein L23a (Rpl23a), mRNA [NM_207523]
Lcell 0,01087 nétt 1,96 Mus musculus late cornified envelope 1L (Lcell), mRNA [NM_028628]
Mus musculus 10 days embryo whole body cDNA, RIKEN full-length enriched
2610002J23Rik 0,01097 nétt 2,89 library, clone:2610002J23 product:unclassifiable, full insert sequence.
[AK011292]
Phf3 0,01105 csokkent 2,29 Mus musculus PHD finger protein 3 (Phf3), mRNA [NM_001081080]
Ybx1 0,01114 csokkent 1,54 Mus musculus Y box protein 1 (Ybx1), mRNA [NM_011732]
0,01129 nétt 1,79 Q7TS76_MOUSE (Q7TS76) Sip1 protein, partial (25%) [TC1643988]
Rpl6 0,01151 csokkent 1,61 Mus musculus ribosomal protein L6 (Rpl6), mRNA [NM_011290]
Y Mus musculus S100 calcium binding protein A6 (calcyclin) (S100a6), mRNA
S100a6 0,01151 nétt 1,52 [NM_011313]
Defb19 0,01163 nétt 1,74 Mus musculus defensin beta 19 (Defb19), mRNA [NM_145157]
Ulk2 0,01172 nétt 2,74 Mus musculus Unc-51 like kinase 2 (C. elegans) (Ulk2), mRNA [NM_013881]
Wdr55 0,01182 nétt 2,38 Mus musculus WD repeat domain 55 (Wdr55), mRNA [NM_026464]
. Mus musculus poly(A) binding protein, cytoplasmic 2 (Pabpc2), mRNA
Pabpc2 0,01199 csokkent 1,53 [NM_011033]
Ttl 0,01235 csokkent 2,15 Mus musculus tubulin tyrosine ligase (Ttl), mMRNA [NM_027192]
Tspan4 0,01254 csokkent 2,19 Mus musculus tetraspanin 4 (Tspan4), mRNA [NM_053082]
Y Mus musculus DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 26B (Ddx26b),
Ddx26b 0,01257 nétt 2,28 mRNA [NM_172779)]
Smcd 0,01265 csékkent 237 Mus musculus structural maintenance of chromosomes 4 (Smc4), mRNA

[NM_133786]
Dctn3 0,01301 csokkent 1,92 Mus musculus dynactin 3 (Dctn3), transcript variant 1, mRNA [NM_016890]
Mus musculus zinc finger and BTB domain containing 43 (Zbtb43), transcript

Zbtb43 0,01308 csokkent 2,33 variant 1, mRNA [NM_027947]
Mus musculus adult male olfactory brain cDNA, RIKEN full-length enriched
Rrp7a 0,01309 nétt 1,96 library, clone:6430628D06 product:hypothetical RNA-binding domain, RBD
structure containing protein, full insert sequence. [AK032596]
Rpl18a 0,01324 csokkent 1,55 Mus musculus ribosomal protein L18A (Rpl18a), mRNA [NM_029751]
Fmnl3 0,01353 nétt 2,12 Mus musculus formin-like 3 (Fmnli3), mRNA [NM_011711]
Nup35 0,01357 nétt 1,77 Mus musculus nucleoporin 35 (Nup35), mRNA [NM_027091]
Y Mus musculus inturned planar cell polarity effector homolog (Drosophila) (Intu),
Intu 0,01379 nétt 1,63 mRNA [NM_175515]
Tktll 0,01388 nétt 2,64 Mus musculus transketolase-like 1 (Tktl1), mRNA [NM_031379]
. predicted gene 4736 Gene [Source:MGI Symbol;Acc:MGI1:3647826]
LOC100044541 0,01396 nétt 1,82 [ENSMUST00000091791]
Gprl72b 0,01402 nétt 1,50 Mus musculus G protein-coupled receptor 172B (Gpr172b), mRNA [NM_029643]
L Mus musculus mitochondrial ribosomal protein S30 (Mrps30), nuclear gene
Mrps30 0,01436 nott 185 encoding mitochondrial protein, mMRNA [NM_021556]
Copsa 0,01443 csékkent 167 Mus musculus COP9 (constitutive photomorphogenic) homolog, subunit 4

(Arabidopsis thaliana) (Cops4), mRNA [NM_012001]
Nup188 0,01445 nétt 1,71 Mus musculus strain BALB/c unknown mRNA. [U89435]
Mus musculus Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 1 (Rock1),

Rock1 0,01446 csokkent 1,92 mRNA [NM_009071]

ot 001453 ceskent L6 mlﬁgg;it;l;]s tumor protein, translationally-controlled 1 (Tpt1), mRNA

e 0,01455 csbkkent 2,78 ml:\;_rggz?slg]s proline-rich nuclear receptor coactivator 2 (Pnrc2), mRNA

b 0,01456 st 159 ml:\;_rgll;;éuzl;]s LIM homeobox transcription factor 1 beta (Lmx1b), mRNA
—— 0,01459 csdkkent 171 Mus musculus eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1

(Eif4ebp1), mRNA [NM_007918]
Hexb 0,01461 csokkent 1,65 Mus musculus hexosaminidase B (Hexb), mRNA [NM_010422]

Mus musculus feminization 1 homolog b (C. elegans) (Fem1b), mRNA

Femlb 0,01471 nott 2,20 [NM_010193]
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Gcapl4d

MIlt3

Trmtll

Cyp2c37

SmpdI3a

Rps17

Usp54

Ndufaf4

Rpl22
Dnajc2
Ndufc2

Rps2

Slc4alap

Otud5
Zfp330
Rpl35

Sgk3

Psmb3

4833408D11Rik
Calm3

Nop58

Osbpl9

Agpat5

9130011J15Rik
Lemd3

Slc39a13

Gtf2irdl
Thx3

Rnf141

Ibtk

Polr2i

Slc29a2

Sec6lg

0,01511

0,01543

0,01550

0,01564

0,01572

0,01573

0,01576

0,01589

0,01592

0,01624

0,01634
0,01637
0,01641

0,01666
0,01686
0,01688

0,01713

0,01713

0,01728

0,01733
0,01754

0,01764

0,01795

0,01797

0,01826
0,01876

0,01878

0,01917
0,01927

0,01935

0,01942

0,01959

0,01961

0,01963

csokkent

nétt

csokkent

nétt

csokkent

csokkent

nétt

csokkent

csokkent

csokkent

csokkent
csokkent
csokkent

csokkent
nétt
csokkent

csokkent

nétt

csokkent

nétt
nétt

csokkent

csokkent

nétt

nétt
nétt

nétt

csokkent
csokkent

nétt

nétt

csokkent

nétt

csokkent

2,39

2,06

1,82

2,30

2,83

1,98

1,55

1,95

2,73

3,16

3,52
1,58
1,92

1,50
1,52
2,17

2,96

2,69

2,73

2,01
1,55

1,74

1,87

1,53

1,82
2,65

1,73

2,03
1,63

2,52

1,65

1,58

1,51

1,76

Mus musculus granule cell antiserum positive 14 (Gcap14), transcript variant 1,
mMRNA [NM_027045]

Mus musculus myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog,
Drosophila); translocated to, 3 (MIIt3), transcript variant 1, mRNA [NM_027326]

Mus musculus tRNA methyltransferase 11 homolog (S. cerevisiae) (Trmt11),
mRNA [NM_028604]

Mus musculus cytochrome P450, family 2. subfamily c, polypeptide 37
(Cyp2c37), mRNA [NM_010001]

Mus musculus sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3A (SmpdI3a), mRNA
[NM_020561]

Mus musculus ribosomal protein S17 (Rps17), mRNA [NM_009092]
Mus musculus adult male testis cDNA, RIKEN full-length enriched library,

clone:4930429G18 product:hypothetical General substrate transporters
containing protein, full insert sequence. [AK019588]

Mus musculus NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, assembly
factor 4 (Ndufaf4), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA
[NM_026742]

Mus musculus ribosomal protein L22 (Rpl22), mRNA [NM_009079]

Mus musculus Dnal (Hsp40) homolog, subfamily C, member 2 (Dnajc2), mRNA
[NM_009584]

Mus musculus NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 2
(Ndufc2), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_024220]

Mus musculus ribosomal protein S2 (Rps2), mRNA [NM_008503]

Mus musculus solute carrier family 4 (anion exchanger), member 1, adaptor
protein (Slc4alap), mRNA [NM_009206]

Mus musculus OTU domain containing 5 (Otud5), mRNA [NM_138604]

Mus musculus zinc finger protein 330 (Zfp330), mRNA [NM_145600]

Mus musculus ribosomal protein L35 (RplI35), mRNA [NM_025592]

Mus musculus serum/glucocorticoid regulated kinase 3 (Sgk3), transcript variant
1, mRNA [NM_133220]

Mus musculus 13 days embryo male testis cDNA, RIKEN full-length enriched
library, clone:6030423C18 product:lysyl-tRNA synthetase, pseudogene 1, full
insert sequence. [AK077897]

Mus musculus proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type 3 (Psmb3),
mRNA [NM_011971]

Mus musculus 0 day neonate head cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:4833408D11 product:unclassifiable, full insert sequence. [AK014664]

Mus musculus calmodulin 3 (Calm3), mRNA [NM_007590]

Mus musculus NOP58 ribonucleoprotein homolog (yeast) (Nop58), mRNA
[NM_018868]

Mus musculus oxysterol binding protein-like 9 (Osbpl9), transcript variant b,
mRNA [NM_173350]

Mus musculus 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 5 (lysophosphatidic
acid acyltransferase, epsilon) (Agpat5), mRNA [NM_026792]

Mus musculus RIKEN cDNA 9130011J15 gene (9130011J15Rik), mRNA
[NM_172396]

Mus musculus LEM domain containing 3 (Lemd3), mRNA [NM_001081193]

Mus musculus solute carrier family 39 (metal ion transporter), member 13
(Slc39a13), mRNA [NM_026721]

Mus musculus general transcription factor Il | repeat domain-containing 1
(Gtf2ird1), transcript variant 1, mRNA [NM_020331]

Mus musculus T-box 3 (Thx3), transcript variant 1, mRNA [NM_011535]

ring finger protein 141 Gene [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1914400]
[ENSMUST00000106682]

Mus musculus inhibitor of Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase (Ibtk),
mRNA [NM_001081282]

Mus musculus polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide | (Polr2i), mRNA
[NM_027259]

Mus musculus solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 2
(Slc29a2), mRNA [NM_007854]

Mus musculus SEC61, gamma subunit (Sec61g), transcript variant 1, mRNA
[NM_011343]
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Rnaseh2a

1810020D17Rik

1700040A12Rik

Ddx21

Tcf712

Usp38

Rps3a

Lrrc46
Pkmytl
Oasld

Zfp593

Btgd
Dhx36

Errfil
Cisd1

Baz2a
Wscd2
Polr2g

Plac9
Rpl24
Tmem85

Itpa

Bat2l2

Rab11fipl

Clec10a

Rpl19

Haus6

Taf9

Candl

Mfsd1
Cdh24
Tmem9b

Agbl5
Erv3

Ap3sl

0,01968

0,01974

0,01975

0,01976

0,01981

0,01986
0,02005
0,02015
0,02024
0,02035

0,02052

0,02077

0,02081
0,02085

0,02090
0,02093

0,02105

0,02112
0,02133
0,02134

0,02159
0,02165
0,02166

0,02167

0,02171

0,02173

0,02180

0,02193

0,02210

0,02216

0,02222

0,02226
0,02237
0,02241

0,02247
0,02247

0,02286

nétt 1,62 Mus musculus ribonuclease H2, large subunit (Rnaseh2a), mRNA [NM_027187]
nétt 543 Mus musculus RIKEN cDNA 1810020D17 gene (1810020D17Rik), transcript
! variant 2, mRNA [NM_183251]
nétt 1.70 Mus musculus adult male testis cDNA, RIKEN full-length enriched library,
! clone:1700040A12 product:unclassifiable, full insert sequence. [AK018844]
csdkkent 1,90 mlﬁ_rgllj;?;l;]s DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 21 (Ddx21), mRNA
Mus musculus transcription factor 7-like 2, T-cell specific, HMG-box (Tcf712
csokkent 2,43 transcript variant 3, mgNA [NM_009333] ' P ' ( "
nétt 1,52 Mus musculus ubiquitin specific peptidase 38 (Usp38), mRNA [NM_027554]
csokkent 2,32 Mus musculus ribosomal protein S3A (Rps3a), mRNA [NM_016959]
nétt 1,78 Mus musculus leucine rich repeat containing 46 (Lrrc46), mRNA [NM_027026]
csokkent 1,92 Mus musculus MYT1 kinase (Myt1) mRNA, complete cds. [AF175892]
nétt 1,79 Mus musculus 2'-5' oligoadenylate synthetase 1D (Oas1d), mRNA [NM_133893]
Mus musculus activated spleen cDNA, RIKEN full-length enriched library,
csokkent 2,48 clone:F830108D24 product:Zinc finger protein T86, full insert sequence.
[AK156931]
Mus musculus 10 days neonate cerebellum cDNA, RIKEN full-length enriched
nétt 1,83 library, clone:B930003019 product:unclassifiable, full insert sequence.
[AK046927]
nétt 2,16 Mus musculus B-cell translocation gene 4 (Btg4), mRNA [NM_019493]
nétt 279 Mus musculus DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 36 (Dhx36), mRNA
! [NM_028136]
nétt 11,13 Mus musculus ERBB receptor feedback inhibitor 1 (Errfil), mMRNA [NM_133753]
csokkent 2,08 Mus musculus CDGSH iron sulfur domain 1 (Cisd1), mRNA [NM_134007]
nétt 183 glial cell line derived neurotrophic factor family receptor alpha 4 Gene
! [Source:MGI Symbol;Acc:MG1:1341873] [ENSMUST00000074855]
csékkent 280 Mus musculus bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2A (Baz2a), mRNA

[NM_054078]
nétt 2,14 Mus musculus WSC domain containing 2 (Wscd2), mRNA [NM_177292]
Mus musculus polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide G (Polr2g), mRNA

csokkent 1,90 [NM_026329]
csokkent 1,82 Mus musculus placenta specific 9 (Plac9), mRNA [NM_207229]
csokkent 6,95 Mus musculus ribosomal protein L24 (Rpl24), mRNA [NM_024218]
csokkent 1,61 Mus musculus transmembrane protein 85 (Tmem85), mRNA [NM_026519]
. Mus musculus inosine triphosphatase (nucleoside triphosphate
csOkkent 167 pyrophosphatase) (Itpa), mRNA [NM_025922]
N Mus musculus HLA-B associated transcript 2-like 2 (Bat212), mRNA
kk 2,22
csokkent ‘ [NM_001081290]
N Mus musculus RAB11 family interacting protein 1 (class |) (Rab11fip1), mRNA
csokkent 1,94 [NM_001080813)]
nétt 267 Mus musculus C-type lectin domain family 10, member A (Clec10a), mRNA
! [NM_010796]
. Mus musculus ribosomal protein L19 (Rpl19), transcript variant 1, mRNA
csokkent 2,13 [NM_009078]
nétt 159 Mus musculus HAUS augmin-like complex, subunit 6 (Haus6), mRNA
! [NM_173400]
nétt 1.70 Mus musculus TAF9 RNA polymerase I, TATA box binding protein (TBP)-
! associated factor (Taf9), transcript variant 2, mRNA [NM_027592]
csékkent 172 Mus musculus cullin associated and neddylation disassociated 1 (Cand1), mRNA
’ [NM_027994]
csékkent 1,58 Mus musculus major facilitator superfamily domain containing 1 (Mfsd1), mRNA

[NM_025813]

nétt 1,68 Mus musculus cadherin-like 24 (Cdh24), mRNA [NM_199470]

Mus musculus TMEM9 domain family, member B (Tmem9b), mRNA
[NM_020050]

Mus musculus ATP/GTP binding protein-like 5 (Agbl5), transcript variant 5, mRNA
[NM_174849]

nétt 1,80 Mus musculus endogenous retroviral sequence 3 (Erv3), mRNA [NM_001166206]

Mus musculus adaptor-related protein complex 3, sigma 1 subunit (Ap3s1),
mRNA [NM_009681]

nétt 7,69

nétt 2,09

csokkent 2,09
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AA881470

Dhx40

BIm

Plekha3
Rabacl

Nme4d

Hnrpll

Cab39
Heatr2

Uba52

Uba52

Rhebll

TIr9
Dusp23
Hmgxb4

Ybx1

Zfp560
Slc19a2
Aim1

Ppp2r5c

Gm7634

Psmal
Aprt

Hnrnpa2bl

Nol6
Metap2
3110001D03Rik
Tmem111
Nael
Ubl4

Pppdel
Ccarl

Aurkaipl

Lsm7

Degsl

Fam46c

0,02288

0,02290

0,02292

0,02302
0,02303

0,02305

0,02339

0,02340
0,02352

0,02369

0,02371

0,02372

0,02387
0,02389
0,02417
0,02445

0,02446

0,02458
0,02489

0,02503

0,02504

0,02515
0,02522

0,02534

0,02536
0,02554
0,02566
0,02569
0,02577
0,02592

0,02605

0,02605

0,02609
0,02629

0,02637

0,02650

0,02652

nétt

csokkent

csokkent

nétt
csokkent

csokkent

csokkent

csokkent
csokkent

csokkent

csokkent

nétt

nétt
csokkent
csokkent
csokkent

csokkent

nétt
csokkent

nétt

csokkent

csokkent
csokkent

csokkent

csokkent
csokkent
csokkent
csokkent
csokkent
csokkent

nétt

csokkent

csokkent
csokkent

csokkent

nétt

nétt

1,90

1,51

2,01

3,25
2,30

1,78

1,97

1,56
1,54

1,93

2,47

2,32

1,87
1,56
3,86
1,56

1,84

5,12
2,72

2,74

1,53

1,86
1,78

2,01

1,75
1,55
1,57
1,72
4,84
2,33

2,98

1,78

Mus musculus EST AA881470 (AA881470), transcript variant 1, mRNA
[NM_172724]

Mus musculus DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 40 (Dhx40), mRNA
[NM_026191]

Mus musculus Bloom syndrome homolog (human) (Blm), transcript variant 1,
mRNA [NM_007550]

Mus musculus pleckstrin homology domain-containing, family A
(phosphoinositide binding specific) member 3 (Plekha3), mRNA [NM_031256]

Mus musculus Rab acceptor 1 (prenylated) (Rabacl), mRNA [NM_010261]

Mus musculus non-metastatic cells 4, protein expressed in (Nme4), nuclear gene
encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_019731]

Mus musculus heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-like (Hnrpll), mRNA
[NM_144802]

Mus musculus calcium binding protein 39 (Cab39), mRNA [NM_133781]
Mus musculus HEAT repeat containing 2 (Heatr2), mRNA [NM_001081265]

Mus musculus ubiquitin/60S ribosomal fusion protein mRNA, complete cds.
[AF118402]

Mus musculus ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1
(Uba52), mRNA [NM_019883]

Mus musculus Ras homolog enriched in brain like 1 (Rhebl1), mRNA
[NM_026967]

Mus musculus toll-like receptor 9 (TIr9), mRNA [NM_031178]

Mus musculus dual specificity phosphatase 23 (Dusp23), mRNA [NM_026725]
Mus musculus HMG box domain containing 4 (Hmgxb4), mRNA [NM_178017]
Mus musculus Y box protein 1 (Ybx1), mRNA [NM_011732]

Mus musculus adult male tongue cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:2310022J22 product:kit ligand, full insert sequence. [AK009475]

Mus musculus solute carrier family 19 (thiamine transporter), member 2
(Slc19a2), mRNA [NM_054087]

Mus musculus absent in melanoma 1 (Aim1), mRNA [NM_172393]

Mus musculus protein phosphatase 2, regulatory subunit B (B56), gamma
isoform (Ppp2r5c), transcript variant 1, mRNA [NM_012023]

PREDICTED: Mus musculus similar to Ac2-210 (LOC665434), mRNA
[XM_001473920]

Mus musculus proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type 1 (Psmal),
mRNA [NM_011965]

Mus musculus adenine phosphoribosyl transferase (Aprt), mMRNA [NM_009698]

Mus musculus heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 (Hnrnpa2b1),
transcript variant 2, mRNA [NM_182650]

Mus musculus nucleolar protein family 6 (RNA-associated) (Nol6), mRNA
[NM_139236]

Mus musculus methionine aminopeptidase 2 (Metap2), mRNA [NM_019648]

Mus musculus RIKEN cDNA 3110001D03 gene (3110001D03Rik), mRNA
[NM_025849]

Mus musculus transmembrane protein 111 (Tmem111), mRNA [NM_175101]

Mus musculus NEDD8 activating enzyme E1 subunit 1 (Nael), mRNA
[NM_144931]

Mus musculus ubiquitin-like 4 (Ubl4), mRNA [NM_145405]

Mus musculus PPPDE peptidase domain containing 1 (Pppdel), mRNA
[NM_024282]

Mus musculus cell division cycle and apoptosis regulator 1 (Ccarl), mRNA
[NM_026201]

Mus musculus aurora kinase A interacting protein 1 (Aurkaipl), mRNA
[NM_025338]

Q5JK17_ORYSA (Q5JK17) Transcription factor ICE1-like, partial (5%) [TC1624228]

Mus musculus LSM7 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae)
(Lsm7), mRNA [NM_025349]

Mus musculus degenerative spermatocyte homolog 1 (Drosophila) (Degs1),
mRNA [NM_007853]

Mus musculus family with sequence similarity 46, member C (Fam46c), mRNA
[NM_001142952]
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Cct5

Nme2

Rnf130
wdr3

Cad

MiIst8

Ap3sl

Acaca
Pa2g4

Atp5j

lahl
Epasl
Ktnl

Cebpz

AU040320

Ppp2r5e

Gnpat

Pvrl3

Tmem203
Brca2

Pold3

Sugtl

Cenpe
Tpr
Oogl
Tmem60

Uapl
Phgdh
Eif3c
AY761184

Yiflb

Pigf

Gmo6436

Pde3b

Ipo5
Ncoab

2700029MO9Rik

0,02654

0,02678

0,02681
0,02682

0,02682

0,02691

0,02709

0,02710
0,02729

0,02751

0,02753
0,02758
0,02759

0,02769

0,02772

0,02781

0,02785

0,02796

0,02839
0,02843

0,02843

0,02860

0,02862
0,02871
0,02872
0,02878

0,02888
0,02893
0,02904
0,02928

0,02932

0,02937

0,02947

0,02949

0,02952
0,02967

0,02969

csokkent

csokkent

csokkent
nétt

csokkent

csokkent

csokkent

nétt
csokkent

csokkent

csokkent
csokkent
nétt

csokkent

nétt

nétt

nétt

csokkent

csokkent
csokkent

csokkent

csokkent

csokkent

csokkent
nétt
nétt

csokkent

csokkent

csokkent
nétt

csokkent

nétt

csokkent

nétt

csokkent
nétt

nétt

2,37

1,64

3,19
1,78

1,71

1,54
4,22
1,59

2,34

2,11

1,52

2,13

1,87

1,60
1,64

2,82

1,83

8,12
9,37
2,35
2,35

1,58
2,24
1,57
1,53

2,21

1,83

2,08

1,82

1,81
1,95

2,46

Mus musculus chaperonin containing Tcpl, subunit 5 (epsilon) (Cct5), mRNA
[NM_007637]

Mus musculus non-metastatic cells 2, protein (NM23B) expressed in (Nme2),
transcript variant 2, mRNA [NM_001077529]

Mus musculus ring finger protein 130 (Rnf130), mRNA [NM_021540]
Mus musculus WD repeat domain 3 (Wdr3), mRNA [NM_175552]

Mus musculus carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase,
and dihydroorotase (Cad), mRNA [NM_023525]

Mus musculus MTOR associated protein, LST8 homolog (S. cerevisiae) (Mlst8),
mRNA [NM_019988]

Mus musculus adaptor-related protein complex 3, sigma 1 subunit (Ap3s1),
mRNA [NM_009681]

Mus musculus acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha (Acaca), mRNA
[NM_133360]

Mus musculus proliferation-associated 2G4 (Pa2g4), mRNA [NM_011119]

Mus musculus ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit
F (Atp5j), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_016755]

Mus musculus 0 day neonate head cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:4833421E05 product:weakly similar to SIMILARITY TO ISOAMYL ACETATE-
HYDROLYZING ESTERASE [Arabidopsis thaliana], full insert sequence. [AK014743]
Mus musculus endothelial PAS domain protein 1 (Epas1), mRNA [NM_010137]
Mus musculus kinectin 1 (Ktn1), mRNA [NM_008477]

Mus musculus CCAAT/enhancer binding protein zeta (Cebpz), mRNA
[NM_001024806]

Mus musculus expressed sequence AU040320 (AU040320), transcript variant 1,
mRNA [NM_001035526]

Mus musculus adult male cecum cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:9130002104 product:protein phosphatase 2, regulatory subunit B (B56),
epsilon isoform, full insert sequence. [AK078894]

Mus musculus glyceronephosphate O-acyltransferase (Gnpat), mRNA
[NM_010322]

Mus musculus poliovirus receptor-related 3 (Pvrl3), transcript variant alpha,
mRNA [NM_021495]

Mus musculus transmembrane protein 203 (Tmem203), mRNA [NM_177344]
Mus musculus breast cancer 2 (Brca2), transcript variant 2, mRNA [NM_009765]

Mus musculus polymerase (DNA-directed), delta 3, accessory subunit (Pold3),
mRNA [NM_133692]

Mus musculus SGT1, suppressor of G2 allele of SKP1 (S. cerevisiae) (Sugtl),
mRNA [NM_026474]

Mus musculus centromere protein E (Cenpe), mRNA [NM_173762]

Mus musculus translocated promoter region (Tpr), mRNA [NM_133780]
Mus musculus oogenesin 1 (Oogl), mRNA [NM_178657]

Mus musculus transmembrane protein 60 (Tmem60), mRNA [NM_177601]

Mus musculus UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase 1 (Uap1), mRNA
[NM_133806]

Mus musculus 3-phosphoglycerate dehydrogenase (Phgdh), mRNA [NM_016966]

Mus musculus eukaryotic translation initiation factor 3, subunit C (Eif3c), mRNA
[NM_146200]

Mus musculus cDNA sequence AY761184 (AY761184), mRNA [NM_001007582]

Mus musculus Yip1 interacting factor homolog B (S. cerevisiae) (Yiflb), transcript
variant 1, mRNA [NM_029887]

Mus musculus phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class F (Pigf),
mRNA [NM_008838]

PREDICTED: Mus musculus predicted gene, EG623505 (EG623505), mRNA
[XM_001001941]

Mus musculus phosphodiesterase 3B, cGMP-inhibited (Pde3b), mRNA
[NM_011055]

Mus musculus importin 5 (Ipo5), mRNA [NM_023579]
Mus musculus nuclear receptor coactivator 6 (Ncoa6), mRNA [NM_019825]

Mus musculus RIKEN cDNA 2700029M09 gene (2700029M09Rik), mRNA
[NM_028299]

110



10.14751/SZIE.2015.003
A négysejtes embriokban szignifikans valtozast mutato gének

Smchdl 0,02980 csokkent 2,06 Mus musculus SMC hinge domain containing 1 (Smchd1), mRNA [NM_028887]
Rfca 0,03006 csokkent 2,24 Mus musculus replication factor C (activator 1) 4 (Rfc4), mRNA [NM_145480]
Fbxw21 0,03028 nétt 4,69 Mus musculus F-box and WD-40 domain protein 21 (Foxw21), mRNA

[NM_177069]
mab23e04.x1 Soares_NMEBA_branchial_arch Mus musculus cDNA clone

0,03035 csokkent 2,05 IMAGE:3971047 3' similar to SW:RS16_HUMAN P17008 40S RIBOSOMAL
PROTEIN S16. ;. [BF721801]
N4bp2 0,03040 nétt 1,92 Mus musculus NEDD4 binding protein 2 (N4bp2), mRNA [NM_001024917]
Dgka 0,03058 csokkent 8,24 Mus musculus diacylglycerol kinase, alpha (Dgka), mRNA [NM_016811]
Atmin 0,03067 nétt 1,95 Mus musculus ATM interactor (Atmin), mRNA [NM_177700]

Mus musculus NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 13
(Ndufa13), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mMRNA [NM_023312]

Dek 0,03074 nétt 2,20 Mus musculus DEK oncogene (DNA binding) (Dek), mRNA [NM_025900]
Mus musculus carbohydrate (chondroitin 6/keratan) sulfotransferase 4 (Chst4),

Ndufal3 0,03073 csokkent 1,92

Chst4 0,03087 nétt 1,77 mRNA [NM_011998]
M Mus musculus mitochondrial ribosomal protein L33 (Mrpl33), nuclear gene
Mrpi33 0,03095 csOkkent 2,00 encoding mitochondrial protein, mMRNA [NM_025796]
Gm5595 0,03102 nétt 2,11 Mus musculus predicted gene 5595 (Gm5595), mRNA [NM_001008427]
Sdadl 0,03113 csokkent 1,59 Mus musculus SDA1 domain containing 1 (Sdad1), mRNA [NM_172713]
Y Mus musculus N(alpha)-acetyltransferase 30, NatC catalytic subunit (Naa30),
Naa30 0,03115 nétt 2,06 mRNA [NM,_001081430]
" . Mus musculus migration and invasion inhibitory protein (Miip), mRNA
Miip 0,03117 csokkent 1,52 [NM_001025365]
. Mus musculus heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1 (Hnrnphl), mRNA
Hnrnphl 0,03119 csokkent 1,56 [NM_021510]
Mrpi39 0,03126 csékkent 3,02 Mus musculus mitochondrial ribosomal protein L39 (Mrpl39), nuclear gene

encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_017404]
Myl12b 0,03131 csokkent 2,00 Mus musculus myosin, light chain 12B, regulatory (Myl12b), mRNA [NM_023402]

PREDICTED: Mus musculus predicted gene, EG626903 (EG626903), mRNA
[XM_891513]

Rpl6 0,03151 csokkent 1,80 Mus musculus ribosomal protein L6 (Rpl6), mRNA [NM_011290]
Mus musculus aldehyde dehydrogenase 4 family, member Al (Aldh4al), nuclear

Gm6718 0,03133 csokkent 2,47

Aldhaal 0,03160 nott 332 gene encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_175438]
" Mus musculus CTTNBP2 N-terminal like (Cttnbp2nl), transcript variant 1, mRNA
Cttnbp2nl 0,03165 nétt 3,02 [NM_030249]
1110031102Rik  0,03178 csékkent 166 Mus musculus RIKEN cDNA 1110031102 gene (1110031102Rik), mRNA
[NM_025402]
Pol 0,03194 nétt 154 Mus musculus partner of NOB1 homolog (S. cerevisiae) (Pnol), mRNA

[NM_025443]
Parg 0,03199 csokkent 2,38 Mus musculus poly (ADP-ribose) glycohydrolase (Parg), mRNA [NM_011960]
Mus musculus xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1 (Xprl), mRNA

Xprl 0,03202 csokkent 2,29 [NM_011273]
. Mus musculus polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide A (Polr2a), mRNA
Polr2a 0,03210 nétt 1,88 [NM_009089]
P Putative uncharacterized protein Fragment
0,03213 nott 164 [Source:UniProtkB/TrEMBL;Acc:Q9CUK7] [ENSMUST00000015856]
. Mus musculus polymerase (RNA) mitochondrial (DNA directed) (Polrmt), nuclear
Polrmt 0,03229 csOkkent 2,17 gene encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_172551]
Mus musculus 7 days embryo whole body cDNA, RIKEN full-length enriched
Atf7ip2 0,03241 nétt 3,43 library, clone:C430003N19 product:RIKEN cDNA 4930558K11 gene, full insert
sequence. [AK049401]
Acol 0,03241 nétt 2,89 Mus musculus aconitase 1 (Acol), mRNA [NM_007386]
L Mus musculus amyloid beta precursor protein (cytoplasmic tail) binding protein
2 2 1
Appbp 0,03253 nott 78 5 (Appbp2), MRNA [NM_025825]
Tuftl 0,03260 nétt 1,59 Mus musculus tuftelin 1 (Tuft1), mRNA [NM_011656]
L Mus musculus transmembrane and coiled coil domains 3 (Tmcc3), transcript
Tmec3 0,03268 nott 328 Lariant 1, mRNA [NM_172051]
Sle25a12 0,03281 csékkent 162 Mus musculus solute carrier family 25 (mitochondrial carrier, Aralar), member 12

(Slc25a12), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_172436]
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Mus musculus CTAGE family, member 5 (Ctage5), transcript variant 1, mRNA

Ctage5 0,03299 csokkent 1,58 [NM_146034]
L TRDV2-1 Fragment [Source:UniProtkKB/TrEMBL;Acc:Q5R1A5]
0,03300 nott L75 [ENsMUST00000103677]
L Mus musculus tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1b
Tnfrsflb 0,03324 nétt 1,65 (Tnfrsf1b), mRNA [NM,_011610]
L Mus musculus solute carrier family 35 (UDP-galactose transporter), member A2
Sle35a2 0,03328 nott 173 (Slc35a2), transcript variant 1, mRNA [NM_078484]
Mus musculus adult male brain cDNA, RIKEN full-length enriched library,
Rps11 0,03334 csokkent 1,71 clone:0710005E13 product:ribosomal protein S11, full insert sequence.
[AK002987]
Y Mus musculus unconventional SNARE in the ER 1 homolog (S. cerevisiae) (Usel),
Usel 0,03337 nott L75  ranscript variant 1, mRNA [NM_025917]
L Mus musculus ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 7 (putative)
Ubr7 0,03365 ndtt 1,62 (Ubr7), mRNA [NM_025666]
. . Mus musculus RIKEN cDNA 2610030H06 gene (2610030HO06Rik), mRNA
2610030H06Rik 0,03372 csokkent 2,13 [NM_001081356]
. . Mus musculus ubiquitin-conjugating enzyme E2, J1 (Ube2j1), mRNA
Ube2jl 0,03372 csokkent 2,13 [NM_019586]
Sesnl 0,03374 nétt 3,09 Mus musculus sestrin 1 (Sesn1), transcript variant 2, mMRNA [NM_001013370]
Coil 0,03402 nétt 1,55 Mus musculus coilin (Coil), mMRNA [NM_016706]
Edem3 0,03403 csékkent 1,68 Mus musculus ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 3 (Edem3),

mRNA [NM_001039644]
Rpl36 0,03428 csokkent 2,42 Mus musculus ribosomal protein L36 (Rpl36), mRNA [NM_018730]
Mus musculus ribosomal protein L34 (Rpl34), transcript variant 2, mRNA

Rpl34 0,03435 csokkent 2,03 [NM_001005859]
P Mus musculus Ras homolog enriched in brain like 1 (Rhebl1), mRNA

Rhebl1 0,03452 nétt 2,27 [NM_026967]

; . Mus musculus TCDD-inducible poly(ADP-ribose) polymerase (Tiparp), mRNA
Tiparp 0,03469 nétt 1,97 [NM_178892]
Hoxa4 0,03486 nétt 1,63 Mus musculus homeobox A4 (Hoxa4), mRNA [NM_008265]
Usp28 0,03494 nétt 5,98 Mus musculus ubiquitin specific peptidase 28 (Usp28), mRNA [NM_175482]

Gm13103 0,03497 nétt 2,40 Mus musculus predicted gene 13103 (Gm13103), mRNA [NM_177571]
Spic 0,03529 csdkkent 164 Mus musculus Spi-C transcription factor (Spi-1/PU.1 related) (Spic), mRNA

[NM_011461]
Olfr139 0,03533 nétt 1,67 Mus musculus olfactory receptor 139 (OIlfr139), mRNA [NM_147003]
NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed kinase 1 Gene [Source:MGl

0,03540 nott 2,27 Symbol;Acc:MGI:97303] [ENSMUST00000120689]
N Mus musculus protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic subunit (Prkaal),
Prkaal 0,03540 csokkent 2,15 mRNA [NM_001013367]
. . Mus musculus eukaryotic translation initiation factor 3, subunit C (Eif3c), mRNA
Eif3c 0,03555 csokkent 1,94 [NM_146200]
. Mus musculus coatomer protein complex, subunit beta 2 (beta prime) (Copb2),
Copb2 0,03562 nétt 1,98 mRNA [NM_015827]
Nrbpl 0,03568 nétt 2,08 Mus musculus nuclear receptor binding protein 1 (Nrbp1), mRNA [NM_147201]
L Putative uncharacterized protein [Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:Q3TPK5]
0,03572 nott 220 |ENSMUST00000057427]
Oscar 0,03578 nétt 1,56 Mus musculus osteoclast associated receptor (Oscar), mRNA [NM_175632]
Sitm 0,03601 nétt 185 Mus musculus SAFB-like, transcription modulator (Sltm), transcript variant 2,

mRNA [NM_026337]
Ccé6 0,03615 nétt 1,96 Mus musculus complement component 6 (C6), mMRNA [NM_016704]
Mus musculus RIKEN cDNA 2510003E04 gene (2510003E04Rik), mRNA

2510003E04Rik 0,03624 nétt 2,22 [NM_028197]

Gm6607 0,03624 csokkent 1,52 Mus musculus predicted gene 6607 (Gm6607), non-coding RNA [NR_033622]

Nup88 0,03632 csokkent 1,61 Mus musculus nucleoporin 88 (Nup88), transcript variant 1, mRNA [NM_172394]
. Mus musculus NIMA (never in mitosis gene a)-related expressed kinase 9 (Nek9),

Nek9 0,03651 csokkent 1,92 mRNA [NM_145138]

Gprl53 0,03666 nétt 2,20 Mus musculus G protein-coupled receptor 153 (Gpr153), mRNA [NM_178406]
Rpl7a 0,03674 csokkent 2,21 Mus musculus ribosomal protein L7A (Rpl7a), mRNA [NM_013721]

Nin 0,03679 csokkent 2,06 Mus musculus ninein (Nin), transcript variant 2, mRNA [NM_008697]

Actr3 0,03686 nétt 176 Mus musculus ARP3 actin-related protein 3 homolog (yeast) (Actr3), mRNA

[NM_023735]
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Nktr

D930015E06Rik

H19

Sec63

Tkl

4930583H14Rik

Alkbh5

Kif2c
Depdclb

Limk2

Tspo2
Kdm1b

Trrap

Mrps24

Lrrc8e

Adpgk

Kif18b
Agpl2

Fgfrd
Rps5
Slc35b2
1134
Clgbp
1117¢

Gnal5

Bphl

Rpl7
RIf
Med13lI
Duspl4

Armcx5

1110003E01Rik

KIhi8
Rps20
Adcy6
Rps28

Rpl9

Sprr2al

0,03698

0,03704

0,03708

0,03723

0,03746

0,03748

0,03748

0,03750
0,03766

0,03778

0,03798
0,03820

0,03822

0,03831

0,03835

0,03836
0,03848
0,03849

0,03856
0,03861

0,03876
0,03879
0,03884
0,03899
0,03909
0,03912

0,03918

0,03928

0,03955
0,03957
0,03957
0,03964

0,03965

0,03977

0,04009
0,04014
0,04020
0,04021
0,04024
0,04029

csokkent

nétt

nétt

nétt

nétt

csokkent

nétt

csokkent
nétt

nétt

nétt
nétt

csokkent

csokkent

csokkent

nétt
csokkent
nétt

csokkent
nétt

nétt
csokkent
nétt
nétt
csokkent
nétt

nétt

nétt

csokkent
nétt
nétt
nétt

nétt

nétt

nétt
csokkent

nétt
csokkent
csokkent
csokkent

1,89

1,87

2,04

1,80

1,52
1,62

1,88

2,10
3,82

1,54

1,86

1,66
2,13
1,83
1,76

2,50

3,14

1,76
1,50
1,81
1,72
2,37
2,22

Mus musculus natural killer tumor recognition sequence (Nktr), mRNA
[NM_010918]

Mus musculus RIKEN cDNA D930015E06 gene (D930015E06Rik), mRNA
[NM_172681]

Mus musculus 18-day embryo whole body cDNA, RIKEN full-length enriched
library, clone:1100001A04 product:Mus musculus H19 fetal liver mRNA (H19),
mRNA, full insert sequence. [AK003142]

Mus musculus 11 days embryo spinal cord cDNA, RIKEN full-length enriched
library, clone:G630026F06 product:unclassifiable, full insert sequence.
[AK090248]

Mus musculus tousled-like kinase 1 (Tlk1), mRNA [NM_172664]

Mus musculus RIKEN cDNA 4930583H14 gene (4930583H14Rik), transcript
variant 1, mRNA [NM_026358]

Mus musculus alkB, alkylation repair homolog 5 (E. coli) (Alkbh5), mRNA
[NM_172943]

Mus musculus kinesin family member 2C (Kif2c), mRNA [NM_134471]
Mus musculus DEP domain containing 1B (Depdclb), mRNA [NM_178683]

Mus musculus LIM motif-containing protein kinase 2 (Limk2), transcript variant
1, mRNA [NM_010718]

Mus musculus translocator protein 2 (Tspo2), mRNA [NM_027292]
Mus musculus lysine (K)-specific demethylase 1B (Kdm1b), mRNA [NM_172262]

PREDICTED: Mus musculus predicted gene, EG666668 (EG666668), mRNA
[XM_985281]

Mus musculus transformation/transcription domain-associated protein (Trrap),
mRNA [NM_001081362]

Mus musculus mitochondrial ribosomal protein S24 (Mrps24), nuclear gene
encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_026080]

Mus musculus leucine rich repeat containing 8 family, member E (Lrrc8e), mRNA
[NM_028175]

Mus musculus ADP-dependent glucokinase (Adpgk), mRNA [NM_028121]

Q7TNL7_MOUSE (Q7TNL7) Dual-specificity MAP kinase phosphatase-4 (Dual
specificity phosphatase 9), partial (19%) [TC1708273]

Mus musculus kinesin family member 18B (Kif18b), mRNA [NM_197959]
Mus musculus aquaporin 12 (Aqp12), transcript variant 1, mRNA [NM_177587]

Mus musculus fibroblast growth factor receptor 4 splice variant 17b (Fgfr4)
mRNA, partial cds. [AF127140]

Mus musculus ribosomal protein S5 (Rps5), mRNA [NM_009095]

Mus musculus solute carrier family 35, member B2 (Slc35b2), mRNA
[NM_028662]

Mus musculus interleukin 34 (1134), transcript variant 2, mRNA [NM_029646]

Mus musculus complement component 1, g subcomponent binding protein
(C1qgbp), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_007573]

Mus musculus interleukin 17C (1117c), mRNA [NM_145834]

Mus musculus guanine nucleotide binding protein, alpha 15 (Gnal5), mRNA
[NM_010304]

Mus musculus biphenyl hydrolase-like (serine hydrolase, breast epithelial mucin-
associated antigen) (Bphl), mRNA [NM_026512]

Mus musculus ribosomal protein L7 (Rpl7), mRNA [NM_011291]

Mus musculus rearranged L-myc fusion sequence (RIf), mRNA [NM_001081013]
Mus musculus mediator complex subunit 13-like (Med13l), mRNA [NM_172424]
Mus musculus dual specificity phosphatase 14 (Dusp14), mRNA [NM_019819]

Mus musculus armadillo repeat containing, X-linked 5 (Armcx5), mRNA
[NM_001009575]

Mus musculus RIKEN cDNA 1110003E01 gene (1110003E01Rik), mRNA
[NM_133697]

Mus musculus kelch-like 8 (Drosophila) (KIhI8), mRNA [NM_178741]

Mus musculus ribosomal protein 520 (Rps20), mRNA [NM_026147]

Mus musculus adenylate cyclase 6 (Adcy6), mMRNA [NM_007405]

Mus musculus ribosomal protein S28 (Rps28), mRNA [NM_016844]

Mus musculus ribosomal protein L9 (Rpl9), mRNA [NM_011292]

Mus musculus small proline-rich protein 2A1 (Sprr2al), mRNA [NM_011468]
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Ptpn21

Dnaja2

Nup133

Lhb

Rpl24
Rps3

E230008N13Rik

Strap
Tesk2
Dnajb9

Snail
Ostfl

Hipk3
Smg7

Csf2rb
Ncoal
Hsp90aal

Rps3
0c90

MIIt10

Srebfl

Polrla
Spryd3
Sycp3

Zcrbl

Psmc6

Rpsll

Femla

Rab3ill

Idh3a

Cltc

Klk4

Ndufb7

0,04029

0,04033
0,04054
0,04054
0,04069
0,04089

0,04092
0,04095

0,04096

0,04097
0,04103
0,04106

0,04110
0,04114

0,04114

0,04135

0,04144
0,04152
0,04153

0,04155
0,04172

0,04180

0,04190

0,04203

0,04229
0,04231
0,04244

0,04272

0,04274

0,04278

0,04287

0,04295

0,04330

0,04344

0,04349

0,04378

0,04382

nétt

nétt
csokkent
csokkent

nétt

nétt

csokkent
nétt

nétt

nétt
nétt
nétt

nétt
csokkent

csokkent

nétt

nétt
nétt
csokkent

csokkent
nétt

nétt

nétt

csokkent

csokkent
nétt
nétt

csokkent

csokkent

csokkent

nétt

csokkent

nétt

nétt

nétt

nétt

csokkent

1,80
2,08
1,53

2,05
2,65

2,01

1,77

2,34

2,58
1,58
2,82

2,30

5,58

1,74

4,39

3,09

2,50

1,81

1,71

1,82

3,14

Mus musculus protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 21 (Ptpn21),
transcript variant 1, mRNA [NM_011877]

Mus musculus DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 2 (Dnaja2), mRNA
[NM_019794]

Mus musculus nucleoporin 133 (Nup133), mRNA [NM_172288]

RIKEN cDNA 2810026P18 gene Gene [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1919905]
[ENSMUST00000034997]

Mus musculus luteinizing hormone beta (Lhb), mRNA [NM_008497]

myotubularin related protein 15 Gene [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:3045266]
[ENSMUST00000037476])

Mus musculus ribosomal protein L24 (Rpl24), mRNA [NM_024218]
Mus musculus ribosomal protein S3 (Rps3), mRNA [NM_012052]

Mus musculus RIKEN cDNA E230008N13 gene (E230008N13Rik), mRNA
[NM_198660]

Mus musculus serine/threonine kinase receptor associated protein (Strap),
mRNA [NM_011499]

Mus musculus testis-specific kinase 2 (Tesk2), mRNA [NM_146151]

Mus musculus Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9 (Dnajb9), mRNA
[NM_013760]

Mus musculus snail homolog 1 (Drosophila) (Snail), mRNA [NM_011427]
Mus musculus osteoclast stimulating factor 1 (Ostf1), mRNA [NM_017375]
Mus musculus homeodomain interacting protein kinase 3 (Hipk3), transcript
variant 1, mRNA [NM_010434]

Mus musculus Smg-7 homolog, nonsense mediated mRNA decay factor (C.
elegans) (Smg7), transcript variant 3, mRNA [NM_001005507]

Mus musculus colony stimulating factor 2 receptor, beta, low-affinity
(granulocyte-macrophage) (Csf2rb), mRNA [NM_007780]

Mus musculus nuclear receptor coactivator 1 (Ncoal), mRNA [NM_010881]

Mus musculus heat shock protein 90, alpha (cytosolic), class A member 1
(Hsp90aal), mRNA [NM_010480]

Mus musculus ribosomal protein S3 (Rps3), mRNA [NM_012052]
Mus musculus otoconin 90 (Oc90), mRNA [NM_010953]

Mus musculus 16 days embryo head cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:C130099L17 product:unclassifiable, full insert sequence. [AK082067]

Mus musculus myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog,
Drosophila); translocated to, 10 (MIlt10), mRNA [NM_010804]

Mus musculus sterol regulatory element binding transcription factor 1 (Srebf1),
mRNA [NM_011480]

Mus musculus polymerase (RNA) | polypeptide A (Polrla), mRNA [NM_009088]
Mus musculus SPRY domain containing 3 (Spryd3), mRNA [NM_001033277]
M.musculus mRNA for synaptonemal complex protein. [Y08485]

Mus musculus zinc finger CCHC-type and RNA binding motif 1 (Zcrb1), mRNA
[NM_026025]

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 6 Gene [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1914339] [ENSMUST00000022380]

Mus musculus ribosomal protein S11, mRNA (cDNA clone MGC:13737
IMAGE:4019309), complete cds. [BC012641]

Mus musculus feminization 1 homolog a (C. elegans) (Fem1a), mRNA
[NM_010192]

RAB3A interacting protein (rabin3)-like 1 Gene [Source:MGI
Symbol;Acc:MGI:1922010] [ENSMUST00000144788]

Mus musculus isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha (Idh3a), nuclear gene
encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_029573]

Mus musculus clathrin, heavy polypeptide (Hc) (Cltc), mRNA [NM_001003908]
Mus musculus adult male tongue cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:2310057K05 product:hypothetical protein, full insert sequence.
[AK009963]

Mus musculus kallikrein related-peptidase 4 (prostase, enamel matrix, prostate)
(KIk4), mRNA [NM_019928]

Mus musculus NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 7
(Ndufb7), nuclear gene encoding mitochondrial protein, mMRNA [NM_025843]
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Limal

Mtfrl
Rps3a

Stam

Fam109a

Rbm26

Tjpl

3110062MO04Rik

Slc25a33

Slc34a2
2fp677
Wdr38

Zbtb11
Rpl7a
GIrx5

Tmem50b
Slc31al

Syngrl

BC048355
Dgat2
Rnf130
Sp110
Rafl
Rps28

Clgb
Rmnd5a

2610020H08Rik
Syn3
Osgepll
Ppic
Zbtb8a
LOC100047599

Cdc25a

Pml
Rps21
6330416L07Rik

Nisch

0,04390

0,04392
0,04415

0,04440

0,04453

0,04462

0,04483

0,04501

0,04501

0,04502
0,04506

0,04518

0,04531
0,04597
0,04599

0,04611
0,04619

0,04620

0,04620
0,04621
0,04648
0,04660
0,04675
0,04692

0,04696

0,04699

0,04700
0,04713
0,04714
0,04716

0,04717

0,04719

0,04728

0,04737
0,04742
0,04750

0,04759

nétt

csokkent
csokkent

nétt

nétt

csokkent

nétt

nétt

nétt

nétt
nétt

nétt

nétt
csokkent
nétt

csokkent
nétt

csokkent

csokkent
nétt
csokkent
csokkent
nétt
csokkent

nétt

nétt

nétt

nétt
csokkent
csokkent

csokkent

nétt

csokkent

csokkent
csokkent
nétt

nétt

3,68

1,87
1,76

2,18

2,10

1,76
2,38
2,94

1,78
2,43

2,59

3,58
2,46
3,00
2,00
1,88
1,84

1,52

Mus musculus LIM domain and actin binding 1 (Limal), transcript variant b,
mRNA [NM_023063]

Mus musculus mitochondrial fission regulator 1 (Mtfrl), nuclear gene encoding
mitochondrial protein, mRNA [NM_026182]

Mus musculus ribosomal protein S3A (Rps3a), mRNA [NM_016959]

Mus musculus signal transducing adaptor molecule (SH3 domain and ITAM
motif) 1 (Stam), mRNA [NM_011484]

Mus musculus adult male hypothalamus cDNA, RIKEN full-length enriched
library, clone:A230106M15 product:hypothetical Pleckstrin homology (PH)
domain containing protein, full insert sequence. [AK039192]

Mus musculus adult male testis cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:1700009P03 product:RIKEN cDNA 1700009P03 gene, full insert sequence.
[AK005802]

Mus musculus tight junction protein 1 (Tjp1), transcript variant 1, mRNA
[NM_009386]

Mus musculus RIKEN cDNA 3110062M04 gene (3110062MO04Rik), transcript
variant 1, mRNA [NM_199145]

Mus musculus solute carrier family 25, member 33 (Slc25a33), mRNA
[NM_027460]

Mus musculus solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2 (Slc34a2),
mRNA [NM_011402]

Mus musculus zinc finger protein 677 (Zfp677), mRNA [NM_172486]

WD repeat domain 38 Gene [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:1923896]
[ENSMUST00000039535]

Mus musculus zinc finger and BTB domain containing 11 (Zbtb11), mRNA
[NM_173026]

Mus musculus ribosomal protein L7A (Rpl7a), mRNA [NM_013721]

Mus musculus glutaredoxin 5 homolog (S. cerevisiae) (GIrx5), nuclear gene
encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_028419]

Mus musculus transmembrane protein 50B (Tmem50b), mRNA [NM_030018]
Mus musculus solute carrier family 31, member 1 (Slc31al), mRNA [NM_175090]
Mus musculus synaptogyrin 1 (Syngrl), transcript variant 1b, mRNA
[NM_009303]

Mus musculus cDNA sequence BC048355 (BC048355), mRNA [NM_207161]
Mus musculus diacylglycerol O-acyltransferase 2 (Dgat2), mRNA [NM_026384]
Mus musculus ring finger protein 130 (Rnf130), mRNA [NM_021540]

Mus musculus Sp110 nuclear body protein (Sp110), mRNA [NM_175397]

Mus musculus v-raf-leukemia viral oncogene 1 (Rafl), mRNA [NM_029780]
Mus musculus ribosomal protein S28 (Rps28), mRNA [NM_016844]

Mus musculus complement component 1, g subcomponent, beta polypeptide
(C1gb), mRNA [NM_009777]

Mus musculus required for meiotic nuclear division 5 homolog A (S. cerevisiae)
(Rmnd5a), mRNA [NM_024288]

Mus musculus RIKEN cDNA 2610020H08 gene (2610020HO08Rik), transcript
variant 2, mRNA [NM_028129]

Mus musculus synapsin Il (Syn3), transcript variant 1, mRNA [NM_013722]

Mus musculus O-sialoglycoprotein endopeptidase-like 1 (Osgepl1), mRNA
[NM_028091]

Mus musculus peptidylprolyl isomerase C (Ppic), mRNA [NM_008908]

Mus musculus zinc finger and BTB domain containing 8a (Zbtb8a), mRNA
[NM_028603]

PREDICTED: Mus musculus similar to gag protein (LOC100047599), mRNA
[XM_001478148]

Mus musculus cell division cycle 25 homolog A (S. pombe) (Cdc25a), mRNA
[NM_007658]

Mus musculus promyelocytic leukemia (Pml), transcript variant 1, mRNA
[NM_008884]

Mus musculus ribosomal protein S21 (Rps21), mRNA [NM_025587]

Mus musculus RIKEN cDNA 6330416L07 gene (6330416L07Rik), mRNA
[NM_176962]

Mus musculus nischarin (Nisch), mRNA [NM_022656]
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Uspd

MIlt3

Mef2b

Pacs2

Pthih
Lstl

Mrpl35

Dnajb9
Kif16b

Rpl35a

1700120K04Rik
Rpl5

Skap2
Rab1l1b

Sys1

Gstol
Oospl

Gls2

Fam13c

Naa50
Synpo
Mastl

Wdr92
Dubl
Gsdmc3

Ss18
Ano6

C030046E11Rik

Nipsnap3b

0,04790

0,04803

0,04806

0,04807

0,04812
0,04831

0,04853

0,04857
0,04864

0,04876

0,04877

0,04882
0,04884

0,04886

0,04889

0,04899

0,04904
0,04907

0,04909

0,04923

0,04932
0,04933
0,04934

0,04941
0,04959
0,04970

0,04975

0,04981
0,04981

0,04991

0,04998

nétt

nétt

nétt

nétt

nétt
csokkent

csokkent

nétt
csokkent

csokkent

nétt

nétt
csokkent

nétt

csokkent

nétt

csokkent
nétt

csokkent

nétt

nétt
nétt
csokkent

nétt
nétt
nétt

nétt

csokkent
csokkent

nétt

csokkent

3,88

1,79

1,81

2,51

1,78
1,97

1,54

1,55
3,14

1,84

1,68

1,51
2,28

3,00

1,87

2,01

3,22
2,88

1,97

1,60

1,82
1,54
4,77

1,69
1,97
2,72

1,78
1,74
1,78

1,99

1,64

Mus musculus ubiquitin specific peptidase 4 (proto-oncogene) (Usp4), mRNA
[NM_011678]

Mus musculus myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog,
Drosophila); translocated to, 3 (MIIt3), transcript variant 1, mRNA [NM_027326]

Mus musculus mRNA for myocyte enhancer factor 2B type B-3, complete cds.
[D87834]

Mus musculus phosphofurin acidic cluster sorting protein 2 (Pacs2), mRNA
[NM_001081170]

Mus musculus parathyroid hormone-like peptide (Pthlh), mRNA [NM_008970]
Mus musculus B144 mRNA, m17r splice variant, complete cds. [AF000427]

Mus musculus mitochondrial ribosomal protein L35 (Mrpl35), nuclear gene
encoding mitochondrial protein, mRNA [NM_025430]

Mus musculus DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9 (Dnajb9), mRNA
[NM_013760]

Mus musculus kinesin family member 16B (Kif16b), mRNA [NM_001081133]

Mus musculus ribosomal protein L35A (Rpl35a), transcript variant 1, mRNA
[NM_021338]

Rho family GTPase 1 Gene [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:2444878]
[ENSMUST00000120997]

Mus musculus RIKEN cDNA 1700120K04 gene (1700120K04Rik), non-coding RNA
[NR_027915]

Mus musculus ribosomal protein L5 (Rpl5), mRNA [NM_016980]

Mus musculus src family associated phosphoprotein 2 (Skap2), mRNA
[NM_018773]

Mus musculus RAB11B, member RAS oncogene family (Rab11b), mRNA
[NM_008997]

Mus musculus SYS1 Golgi-localized integral membrane protein homolog (S.
cerevisiae) (Sys1), mRNA [NM_025575]

Mus musculus glutathione S-transferase omega 1 (Gstol), mRNA [NM_010362]
Mus musculus oocyte secreted protein 1 (Oospl), mRNA [NM_133353]

Mus musculus glutaminase 2 (liver, mitochondrial) (Gls2), nuclear gene encoding
mitochondrial protein, mRNA [NM_001033264]

Mus musculus family with sequence similarity 13, member C (Fam13c), transcript
variant 1, mRNA [NM_024244]

Mus musculus N(alpha)-acetyltransferase 50, NatE catalytic subunit (Naa50),
mRNA [NM_028108]

Mus musculus synaptopodin (Synpo), transcript variant A, mMRNA [NM_177340]
Mus musculus microtubule associated serine/threonine kinase 1 (Mast1), mRNA
[NM_019945]

Mus musculus WD repeat domain 92 (Wdr92), mRNA [NM_178909]

Mus musculus deubiquitinating enzyme 1 (Dub1), mRNA [NM_007887]

Mus musculus gasdermin C3 (Gsdmc3), mRNA [NM_183194]

syntrophin, gamma 1 Gene [Source:MGI Symbol;Acc:MG1:1918346]
[ENSMUST00000140295]

Mus musculus synovial sarcoma translocation, Chromosome 18 (Ss18), transcript
variant 1, mRNA [NM_009280]

Mus musculus anoctamin 6 (Ano6), mRNA [NM_175344]

Mus musculus RIKEN cDNA C030046E11 gene (C030046E11Rik), mRNA
[NM_001081319]

Mus musculus nipsnap homolog 3B (C. elegans) (Nipsnap3b), mRNA
[NM_025623]
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9.4. A négysejtes embriokban DAVID programmal végzett funkcionalis kategorizalas soran
azonositott szignifikans Gene Ontology kategoriak részletes bemutatasa
GO elnevezés: Gene ontology elnevezés és azonositd. Db: a szignifikans expressziovaltozast adod

gének szama, amelyeket adott kategdoridhoz rendelt az elemzés. %: az adott kategoriahoz sorolt

gének ardnya az ugyanezen kategéridba tartozé 6sszes génhez viszonyitva.

Kategoria

GO elnevezés

db

%

P-érék

Gén azonositok

Bioldgiai folyamat

Molekularis funkcio

Molekularis funkcid

Molekularis funkcid

Molekularis funkcid

Seijt alkotérész

transzlacio:
G0:0006412~translation

a riboszoma szerkezeti
alkotorésze:
G0:0003735~structural
constituent of ribosome

szerkezeti épités:
G0:0005198~structural
molecule activity

RNS kotés:
G0:0003723~RNA binding

nukleotid kotés:
GO0:0000166~nucleotide
binding

riboszoma:
G0:0005840~ribosome

37

33

39

34

78

38

8,0

7,2

8,5

7,4

16,9

8,2

117

6,55E-15

4,96E-22

4,77E-12

4,01E-05

7,34E-05

5,42E-24

76808, 105083, 20103, 56347, 19934, 268449,
279067, 57808, 16898, 67160, 20005, 54217,
20091, 54127, 20068, 19921, 19988, 22186,

66483, 64660, 270106, 108989, 19989, 14109,
66481, 27050, 66845, 66489, 19983, 68735,
27207, 20055, 68193, 68436, 59054, 27393,

67427

76808, 20103, 19934, 268449, 279067, 16898,
57808, 20005, 54217, 20091, 54127, 20068,
19921, 19988, 22186, 66483, 64660, 270106,
19989, 14109, 66481, 27050, 66845, 66489,
19983, 68735, 20055, 27207, 68193, 68436,

59054, 27393, 67427

76808, 20103, 19934, 268449, 279067, 50797,
57808, 16898, 16905, 20005, 54217, 20755,
20091, 54127, 20068, 19921, 19988, 22186,
66483, 64660, 270106, 19989, 14109, 66481,
27050, 66845, 66489, 19983, 71995, 68735,
27207, 20055, 68193, 68436, 67300, 59054,

18256, 27393, 67427

20534, 53379, 70044, 56200, 19934, 268449,

16898, 100535, 74213, 72692, 20005, 70930,

68564, 11428, 66660, 66094, 230082, 66249,

67197, 56403, 19989, 67710, 27050, 59013,

18813, 74778, 22608, 19983, 116848, 18459,
27207, 69724, 81897, 67427

72162, 53379, 19877, 70044, 56200, 108143,
268449, 76108, 228012, 74213, 170755,
72692, 26425, 70930, 15259, 216877, 69737,
192292, 217718, 333789, 110157, 74117,
14676, 14186, 74355, 16574, 56403, 67834,
11821, 53323, 380664, 59013, 70218, 236539,
19356, 18459, 67487, 218214, 268756, 67184,
217342, 73804, 107476, 230661, 100535,
56228, 69719, 19326, 71389, 67089, 66660,
110208, 11512, 18103, 22235, 12465, 56520,
67197, 19769, 29869, 108989, 12144, 70099,
57815, 106344, 229841, 56527, 105787,
16886, 18080, 16558, 13139, 268930, 15519,
27393, 67121, 27204, 69159

76808, 20103, 19934, 268449, 279067, 57808,
16898, 20005, 57312, 54217, 68564, 20091,
54127, 20068, 66223, 19921, 19988, 22186,
66483, 64660, 270106, 19989, 27176, 14109,
66481, 27050, 66845, 66489, 19983, 75617,
68735, 27207, 20055, 68193, 68436, 59054,

27393, 67427
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A négysejtes embriokban végzett funkcionalis kategorizalas részletes adatai

Sejt alkotérész

Seijt alkotérész

Seijt alkotérész

Seijt alkotérész

Sejt alkotérész

Seijt alkotorész

Seijt alkotérész

Seijt alkotérész

ribonukleofehérje egység:

G0:0030529~ribonucleoprotein

complex

nem-membran kapcsolt
szervecske:
G0:0043228~non-membrane-
bounded organelle

sejten beliili nem-membran
kapcsolt szervecske:

G0:0043232~intracellular non-

membrane-bounded organelle

riboszéma alegység:
G0:0033279~ribosomal
subunit

riboszoma kis alegység:
G0:0015935~small ribosomal
subunit

citoplazmatikus riboszoma:
G0:0022626~cytosolic
ribosome

sejtmagvacska:
GO0:0005730~nucleolus

citoplazmatikus riboszéma
nagy alegység:

G0:0022625~cytosolic large
ribosomal subunit

51

86

86

12

20

11,1 1,73E-20

18,7 5,35E-10

18,7 5,35E-10

2,6 2,79E-07

1,5 4,31E-05

1,3 4,19E-05

4,3 1,03E-04

0,9 3,95E-04

118

76808, 53379, 269470, 20103, 19934, 268449,
16898, 72692, 20005, 54217, 20091, 67973,
230082, 19921, 56403, 66483, 22186, 270106,
27176, 14109, 66481, 59013, 66489, 66845,
75617, 55989, 68735, 68193, 68436, 59054,
52830, 279067, 57808, 57312, 68564, 54127,
66094, 20068, 66223, 67197, 64660, 19988,
19989, 20901, 27050, 18813, 19983, 27207,
20055, 27393, 67427

66884, 18541, 76808, 269470, 19877, 70044,
201083, 19934, 56200, 268449, 268996, 16898,
16905, 70930, 20005, 216877, 54217, 69737,
20091, 67973, 230082, 74117, 66249, 74355,
65970, 19921, 27362, 16574, 67936, 234865,
22186, 66483, 270106, 14109, 27176, 66481,
24000, 67938, 70218, 20962, 66845, 66489,
55989, 75617, 68734, 68735, 68193, 68436,
59054, 240514, 73804, 279067, 57808, 57312,
71389, 53598, 20755, 104027, 68564, 68040,
54127, 20068, 66223, 18854, 19988, 231452,
64660, 19989, 12144, 70099, 229841, 106344,
27050, 30932, 56527, 18813, 12315, 18080,
16558, 19983, 116848, 20055, 27207, 20019,
27393, 67427

66884, 18541, 76808, 269470, 19877, 70044,
201083, 19934, 56200, 268449, 268996, 16898
16905, 70930, 20005, 216877, 54217, 69737
20091, 67973, 230082, 74117, 66249, 74355
65970, 19921, 27362, 16574, 67936, 234865
22186, 66483, 270106, 14109, 27176, 66481
24000, 67938, 70218, 20962, 66845, 66489,
55989, 75617, 68734, 68735, 68193, 68436,
59054, 240514, 73804, 279067, 57808, 57312
71389, 53598, 20755, 104027, 68564, 68040
54127, 20068, 66223, 18854, 19988, 231452
64660, 19989, 12144, 70099, 229841, 106344
27050, 30932, 56527, 18813, 12315, 18080,
16558, 19983, 116848, 20055, 27207, 20019,
27393, 67427

20005, 20103, 19921, 20055, 64660, 68193,
19989, 16898, 20068, 27393, 67427, 27050

20103, 20055, 64660, 16898, 20068, 67427,
27050

20005, 20103, 19921, 68193, 19989, 20068

66249, 269470, 70044, 56200, 27362, 67936,

18854, 231452, 19988, 30932, 18813, 70930,

216877, 19983, 116848, 55989, 68040, 67973,
20019, 230082

20005, 19921, 68193, 19989
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A négysejtes embriokban végzett funkcionalis kategorizalas részletes adatai

Sejt alkotérész

Sejt alkotérész

Sejt alkotérész

Seijt alkotérész

Sejt alkotérész

Sejt alkotérész

Sejt alkotérész

mitokondrium:
G0:0005739~mitochondrion

membrannal-koriilzart
lumen:
G0:0031974~membrane-
enclosed lumen

citoszol: GO:0005829~cytosol

sejtmag lumen:
G0:0031981~nuclear lumen

szervecske lumen:
G0:0043233~organelle lumen

sejten beliili szervecske
lumen:
GO0:0070013~intracellular
organelle lumen

riboszoma nagy alegység:
G0:0015934~large ribosomal
subunit

49

45

26

36

43

43

10,6

9,8

5,6

7,8

9,3

9,3

1,3

9,29E-04

8,20E-04

9,14E-04

1,12E-03

1,42E-03

1,35E-03

1,90E-03

72320, 217893, 66536, 66077, 66834, 68493,
72692, 70556, 68021, 212647, 11428, 67834,

66845, 216456, 210148, 68735, 68436, 59054,
11957, 67300, 12261, 68197, 67472, 228033,
67184, 52123, 107476, 57808, 19326, 57312,
66916, 16832, 66594, 216151, 18103, 78830,
66223, 56520, 53381, 74239, 64660, 67892,

57815, 52637, 14707, 66925, 72085, 27393,

73046

53379, 269470, 70044, 67184, 21416, 56200
108143, 12812, 217893, 13819, 16905, 20020
14712, 70930, 15259, 212647, 216877, 67500
68040, 67973, 230082, 66249, 67197, 56520
100683, 27362, 56406, 18854, 67936, 19988,
231452, 64660, 67710, 30932, 69920, 18813
59013, 76199, 19983, 116848, 55989, 66967
20019, 27393, 12261

68440, 21416, 20103, 26440, 66536, 64652,

69719, 72692, 26425, 20005, 19188, 67089,

20091, 26446, 11428, 74155, 18576, 20068,

110157, 12465, 19921, 19989, 26430, 13139,
68193, 15519

53379, 269470, 70044, 67184, 21416, 56200,
108143, 12812, 13819, 16905, 20020, 70930,
15259, 216877, 68040, 67973, 230082, 66249,
67197, 100683, 27362, 56406, 18854, 67936,
19988, 231452, 67710, 30932, 59013, 69920,
18813, 76199, 19983, 55989, 116848, 20019

53379, 269470, 70044, 67184, 21416, 56200,
108143, 12812, 217893, 13819, 16905, 20020,
14712, 70930, 15259, 212647, 216877, 68040,
67973, 230082, 66249, 67197, 100683, 27362,
56406, 18854, 67936, 19988, 231452, 64660,
67710, 30932, 69920, 18813, 59013, 76199,
19983, 116848, 55989, 66967, 20019, 27393,
12261

53379, 269470, 70044, 67184, 21416, 56200,
108143, 12812, 217893, 13819, 16905, 20020,
14712, 70930, 15259, 212647, 216877, 68040,
67973, 230082, 66249, 67197, 100683, 27362,
56406, 18854, 67936, 19988, 231452, 64660,
67710, 30932, 69920, 18813, 59013, 76199,
19983, 116848, 55989, 66967, 20019, 27393,
12261

20005, 19921, 64660, 68193, 19989, 27393
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Koszonetnyilvanitas

10. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetet mondok témavezetémnek Dr. Dinnyés Andrasnak, hogy megteremtette a
lehetdséget a kutatdsaimhoz és, hogy munkam soran végig timogatott.

Koszonom Dr. Pribenszky Csabanak, hogy megismertette velem taldlmanyat, az
ivarsejteken és embriokon alkalmazott magas hidrosztatikus nyomaskezelést, uj otleteket adott és
kutatdsaim soran rengeteg segitséget nyujtott.

Koszonom Dr. Fehér Anitanak, a folyamatos tamogatast a kisérleteim soran és a Sok
szakmai segitséget, amellyel hozz4jarult a sikeres eredményekhez.

Ko6szonom Dr. Solomon Mamonak, hogy nélkiilozhetetlen segitséget nyujtott a real-time
PCR mérések elvégzéséhez.

Koszonom Dr. Polgar Zsuzsanna, Dr. Losonczi Eszter és Dr. Ana Claudia Carstea
rendkiviil hasznos segitségét a kisérleti minta eléallitasahoz.

Kosz6ném Dr. L. Eder Katalin értékes munkéjat a microarray kisérletek soran. Tovabba
koszonom Dr. Johannes Beckersnek, Dr. Martin Irmlernek és Barbara Susanne Fridrichnek,
hogy részletesen megismertették velem a génexpresszios microarray technikat, mind elméleti, mind
gyakorlati téren.

Koszondm munkatarsaimnak: Dr. Kobolak Juliannanak, Dr. Hadas Raveh-Amitnak, és
Tolnainé Csakany Hajnalkanak a sok tamogatast, amellyel hozzéjarultak munkam elvégzéséhez.

Végiil, de nem utolsé sorban koszonom feleségemnek Dr. Csadé Kinganak és lanyaimnak,
Bock Enikdnek és Tiindének, amiért tdmogatd és inspirativ kornyezetet nyudjtottak nekem, és
sziileimnek, akik szintén mellettem alltak és tamogattak, hogy munkamat sikeresen befejezhessem.

Kiilon koszonet illeti az alabbi projekteket, amelyek anyagi és képzési segitséget nyujtottak
munkam soran: OMFB-00364/2007, NKFP07_1-EGG_CARE-HU - OM-00069/2008, NKTH/KPI
Kozma F. TUDAS-1-2006-0005, EU FP6 CLONET (MRTN-CT-2006-035468), EU FP6 MED-
RAT (LSHG-CT-2006-518240), Research Centre of Excellence - 8526-5/2014/TUDPOL, Bonus-
Resolve OMFB-01660/2009, EpiConcept COST Action FA1201, EU FP7 Anistem PIAPP-GA-
2011-286264, EU FP7 EpiHealth HEALTH-2012-F2-278418, EU FP7 EpiHealthNet PITN-GA-
2012-317146, EU FP7 IDPbyNMR PITN-GA-2010-264257, EU FP7 RESOLVE FP7-HEALTH-
F4-2008-202047.
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