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SUMMARY

Background: Several methods have been developed in the last decades, which
require in vitro manipulation, culture, and fresh or cryopreserved storage of gametes
and embryos. These techniques, like gamete and embryo cryopreservation, in
vitro embryo production and culture, and somatic cell nuclear transfer necessitate
meticulously adjusted conditions to avoid or minimize the harmful effects of
uncontrolled stress. However, several studies in the last ten years indicate that
purposefully applied stress have a positive effect on cells” quality, viability, and
developmental competence.

Objectives: The aim of this review is to summarize research results on the
effects of stress preconditioning on gametes and embryos of several species,
provided that this pretreatment is introduced before various processes of assisted
reproduction.

Materials and Methods: Review of the published literature.

Results and Discussion: If gametes and embryos are subjected to a well-defined
and properly applied stress, it may induce their general adaptation and increase
tolerance to various in vitro procedures, like long-term storage, cryopreservation,
culture, and manipulations. The term “well-defined and properly applied” is of
capital importance; only this type of stress pretreatment may increase the general
tolerance of the cells. Although cellular and subcellular mechanisms supposedly
contributing to these processes require further research, the new principle, i.e.,
to improve the stress tolerance by a defined sublethal stress, instead of passively
satisfying the cells’ physiological needs, may outline a completely new strategy in
mammalian embryology, as well as cryopreservation of other cells and tissues. This
procedure, besides its scientific value, may have significant practical consequences
resulting in tangible economic benefits in many fields.
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Az emlds embridk és ivarsejtek természetes korilmények kézott nem kerllnek
ki a szervezetbdl, hanem in vivo, szamukra biztonsagos, optimalis korilmények
kozott fejlddnek és |atjak el feladatukat. Az embrioldgiai kutatasok fejlédésével
parhuzamosan azonban megszUletett az igény a kiilénb6zd sejtek testen kivili,
in vitro korilmények k6zotti életben tartadsara és manipulalasara is.

A 19. szdzad masodik A 19. szdzad masodik felében kezdddtek meg azok a kutatdsok, amelyek mar a
felében kezdédtek meg szervezeten kivdl, in vitro kérilmények kozott vizsgaltak a kilonb6zd sejtek, szo-
az in vitro embriolégiai vetek, szervek mikodését. Mar ekkor SIDNEY RINGER azt vizsgalta, hogy a szivbe

kutatdsok dramoltatott perfizids oldat iondsszetétele milyen hatdssal van a sziv 6ssze-

hizédasaira (56), WALTER HEAPe pedig sikeresen mosott ki nyllembriékat donor
méhbdl, majd Ultetett at recipiens méhbe (22). 1934-ben GREGORY PINCUS in vitro
termékenyitéssel kisérletezett (43), majd a kdvetkezd évtizedekben HAMMOND
(20), WHITTEN (70) és Abams (1) egymaéasra épild kutatasainak eredményeképpen
szlUlettek meg azok az embridétenyészté oldatok, amelyek az embriolégidban ma
is hasznalt médiumok alapjait képezik. Mivel maguk a kutatasok, késdbb pedig az
ezek eredményeképpen kidolgozott mddszerek pont a kutatasok alanyaira, azaz
az ivarsejtekre, embridkra nézve potencialisan veszélyeket hordoznak magukban
(18, 63), megkezd8dott a kiildnboz8 tenyésztSoldat-gyartd vallalatok kutatdlabora-
tériumaiban az ivarsejtek, embridk igényeit minél jobban kielégitd Gjabb és Gjabb
oldatok fejlesztése. Az ilyen irany( fejlesztések célja tobbnyire az volt, hogy az
atmenetileg in vitro kérilmények kozott tartott ill. tenyésztett sejtek szamara az in
vivo kdrilményeket minél pontosabban lemésolja, imitalja. Mivel az in vivo lezajlé
folyamatokat a legtobb esetben nem ismerjik kell6 mélységben, és ha ismernénk
is, nem tudjuk tokéletesen létrehozni in vitro, mesterséges korilmények kozott,
(4, 37), az embrioldgusoknak tdbbnyire bele kell torédnilk abba, hogy az ilyen
modon tartott ivarsejtek, ill. tenyésztett embriék mindsége némileg karosodik
az eljarasok soran. Ezen tokéletlenségek tetten érhetdk tobbek k6z6tt az élettani
eltérésekben, génexpresszids valtozadsokban, valamint fejlddésbeli zavarokban.
Egy olyan laboratériumi technolégia alkalmazéasa, amely nem csupan passzivan
prébéalja csokkenteni a karos hatasokat, hanem aktivan képes névelni az ivarsej-
tek, embridk ellendllé képességét, termékenyitd vagy termékenylld képességét,
fejlédési potencialjat, korabban a legtébb embrioldgus fejében még elképzelés-
ként sem merdlt fel. A jelen attekintésben csokorba fogott kutatasi eredmények
azonban azt bizonyitjak, hogy az ismert ,Ami nem 61 meg, az megerdsit” FRIEDRICH
NIETZSCHE-idézet nemcsak az egyén, hanem a sejtek szintjén is igaz lehet.

A STRESSZ ES ALKALMAZASA MINT PREKONDICIONALAS

A kbrnyezeti A kornyezeti stressz altal kivaltott reakcidk vizsgalatanak elsd tudomanyos ered-

stressz indukadlta ményeit 1915-ben CANNON, majd 1936-ban SELYE stresszelmélete fogalmazta meg.
szervezeti reakciékat az CANNON felismerte, hogy a kilsé kdrnyezet hirtelen valtozasaira az allati és emberi
1900-as években irtdk le szervezet egy Un. akut stresszreakciéval, a késdbb rdla elnevezett Cannon-féle

vészreakcidval valaszol, amelynek soran a szimpatikus idegrendszer aktivalodik,
és ennek hatasara a szervezet energiatartalékainak mozgdsitasa révén képes lesz
a menekilésre, vagy a karos hatas elharitadsara (8).

SELYE azt vizsgalta, hogy az emberi szervezetre hogyan hatnak a kiilsé kornyezet
valtozasai, és ennek soran felismerte, hogy klilonb6z3 betegségek, ill. kornyezeti
hatasok sokszor hasonlé tineteket is kivaltanak. Ez alapjan feltételezte, hogy ezek
a kozds tlinetek egy altalanos valaszreakcid részét képezhetik, amit generalizalt
adaptacidos szindromanak nevezett el. Az adaptacid elsd fazisa az alarmreakcié,
amely tulajdonképpen a Cannon-féle vészreakcidonak felel meg. A szervezet azonban
nem képes ezen allapot hosszabb tavl fenntartasara, igy tartésabb kornyezeti
hatas esetén a szervezet vagy eljut az aktiv ellenallds fazisaba, amikor is az Uj



1. ABRA. A stresszor hatdsdra
bekévetkezé vdltozds az ellen-
allé képességben

FIGURE 1. Effect of a stressor
on resistance
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viszonyoknak megfelelGen egy Uj egyensdllyi allapot alakulhat ki, vagy pedig tul-
sagosan erds, kivédhetetlen kdrnyezeti hatas esetében a kimerilés szakaszaba
kerdl (1. dbra) (59). Az elébbi fazisoknak megfelel8en az él8lényre hatd stressz
egy bizonyos szintig javitja a reakcidokészséget, az ellendlldé képességet, azaz a
teljesitményt, és csupan akkor lesznek karos hatasai, ha a kdérnyezeti hatas ezen
a szinten tallép. E felismerésbdl eredeztethetd az az elmélet, amely szerint ha ez
a bizonyos koérnyezeti tényez8 nem véletlenszer(lien, kontrolldlatlanul éri a szerve-
zetet, hanem azt tudatosan, pontosan meghatarozott erdsséggel és ellendrzott
modon alkalmazzuk, akkor segitségével novelhetd lehet a teljesitmény akar a
szervezet, akar pedig a sejtek szintjén.

Jelen 6sszefoglalé egy olyan in vitro technolbgia fejlesztését és alkalmazasi te-
rileteit mutatja be, amely mar bizonyitott mdédon ndveli az ivarsejtek, embridk és
Gssejtek altalanos ellenalld képességét, és ezaltal a kilonbdzb beavatkozasok utani
felhasznalhatésagat. E mddszer mkodési elve az, hogy egy, a sejtek életképességét
még nem rontd mértékd stresszelbkezelést kdvetden megnd a kezelt sejtek egyéb
stresszorokkal szembeni ellenallé képessége, igy kevesebb alaki és miikodésbeli
kdrosodéast szenvednek el a fagyasztast vagy egyéb beavatkozasokat kévetden.
A kezelés kovekezményeképpen a sejtek megnovekedett termékenyitd, ill. termé-
kenylld képességgel, valamint fejlédési potenciallal rendelkeznek a felhasznalaskor.
Jelen cikk az alkalmazhatd stresszorok kozUl féként a magas hidrosztatikus nyo-
masra fokuszal, amely elsdként kerllt sikeres alkalmazasra, mint szubletdlis - azaz
a haldlosnal kisebb erdsségd, a vizsgalt sejteket nem karosité - stresszelbkezelés.
Ezen kivil megkiséreljik sorra venni mindazokat a tényez8ket, amelyek szerepet
jatszhatnak az ellenallé képesség javitasaban, valamint felvazoljuk, hogy milyen
jov8beni alkalmazasai lehetnek e mdédszernek.

A NAGY HIDROSZTATIKUS NYOMAS MINT
STRESSZELOKEZELES

Azt az Otletet, hogy a nagy hidrosztatikai nyomast mint szubletalis stresszel8ke-
zelést alkalmazzuk embridkon és ivarsejteken az ellenallé képességlk novelése
céljabdl, korabbi élelmiszer-mikrobioldgiai kutatdsok meglepd eredménye adta.
Erdekes médon ez az - élelmiszeripari szempontbdl egyébként kedvezétlen -
eredmény lett az alapja szamos korabbi és jelenleg is folyd kutatasnak.

HITE az 1900-as évek elején a magas hidrosztatikus nyomaskezelést kdvetben
hosszabb eltarthatdésagrdl és jobb mindségrél szamolt be tej és gylimolcsok
esetében. Azt tapasztalta, hogy 450-600 MPa erdsségli nyomas hatasara csok-
kent a kezelt élelmiszerek csiraszadma, viszont az egyéb tartdsitasi mddszerekhez
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hasonlitva az élelmiszerek min8sége csak kisebb mértékben karosodott (23).
Mivel azonban a szikséges mérték( nyomas kialakitasa az élelmiszerek széles
korén és nagyobb mennyiségeken alkalmazva komoly kihivas elé allitotta volna
az élelmiszeripart, kombinalt kezelési eljarasokat hasznaltak, mérsékelt erésségl
nyomas és kisebb mértékl hdkezelés egymast kovetd alkalmazasaval. A két
enyhébb, szubletdlis, azaz a baktériumokat 6nmagéaban el nem pusztitd stressz
egymast kovetd alkalmazasatdl azt vartak, hogy hatasuk dsszeadddik, és ezaltal
elérhetd az élelmiszer-patogén csiraszam kell§ csokkenése az élelmiszerekben.
A vart eredményekkel éles ellentétben azonban WEMEKAMP-KAMPHUIS és mtsai
azt tapasztaltak, hogy a Listeria monocytogenes szaporodasa nemhogy csokkent
volna, hanem szignifikdnsan ndvekedett a h(ités és a nyomaskezelés egymas utani
alkalmazasat kovet8en (69). Ez arra engedett kdvetkeztetni, hogy az els8 szuble-
talis mértékl kezelés felkészitette a baktériumokat arra, hogy jobb hatasfokkal
éljék tul a mésodik, szintén szubletdlis mértékl kezelést.

Erre a megfigyelésre alapozta kutatdocsoportunk azokat a vizsgalatokat, ame-
lyek az asszisztalt reprodukcid soran alkalmazott in vitro eljarasok hatékonysagat
igyekeztek novelni szubletalis mértékl stresszelbkezelés segitségével. De hem
csupan a magas hidrosztatikus nyomas, hanem minden megvaltozott kdrnyezeti
tényezd (h8, hiper- vagy hipoozmotikus viszonyok, éheztetés, mechanikai beha-
tisok, besugarzas stb.) stresszként hat a sejtekre, szervezetre, tehat mindegyik
képes stressz-valaszreakciot kivaltani a sejtekben. Szadmos tulajdonsaga miatt
mégis a magas hidrosztatikus nyomas bizonyult a legalkalmasabbnak a szuble-
talis stresszel6kezelés céljara. Egyik fontos tulajdonsaga, hogy - ellentétben az
Osszes tobbi stresszorral - a nyomas felépulésével egyidejlileg, azonnal és egy-
forma mértékben hat a minta minden pontjan. Ennek kdészonheten nem szUk-
séges azt figyelembe venni, hogy a kezelés mennyi id6 alatt tud a minta minden
pontjan hatast kivaltani — azaz penetralddni -, ill. hogy egyaltalan eljut-e a minta
minden pontjahoz. Ezen tulajdonsagai mellett a hidrosztatikus nyomaskezelés
biztonsdgosan, nagy pontossaggal kivitelezhetd és fenntarthatd az erre a célra
kialakitott berendezésekben. Emellett bizonyitast nyert, hogy — ellentétben pl. a
hdkezeléssel, ozmotikus vagy oxidativ stresszel - a sejtek igen nagy mértékben
képesek a nyomaskezelésnek ellenallni, igy tag hatarok kézotti nyomaskezelést
lehet alkalmazni, anélkll hogy veszélyeztetnénk a sejtek tllélését.

Hogy érzékelhetdvé valjon a sejtek meglepd mértékd alkalmazkoddképessége a
hidrosztatikus nyomassal szemben, érdemes attekinteni a Foldon és féként a tenge-
rekben, kilonb6z8 mélységekben mérhetd hidrosztatikus nyomast. Az atmoszferikus
nyomas nagysaga tengerszint magassagon kb. 1 bar, azaz 0,1 MPa, ez tehat az a
nyomasérték, amelyhez mi, emberek, a névény- és allatvilag jelentds része - kdztlk
a jelen cikk témajaul szolgald haziadllataink —, a minket korilvevd kornyezetben é16
baktériumok alkalmazkodtak az elmult évmilliok soran. 10 MPa nyomas megfelel
az ezer méter magas vizoszlop nyoméasanak, ez az a mélység, ameddig a katonai
céll atom-tengeralattjarok még lemerészkednek. A Marianna-arokban mérhetd
hidrosztatikus nyomas kb. 100 MPa, ebben a nagysagrendben csak egyes barofil
organizmusok képesek tdléIni. Mindezek ismeretében igen meglepd, hogy a pete-
sejtek, a spermiumok, az embridk, az dssejtek kezelésének optimalis tartomanya
- amelyet az 1. tdbldzat mutat be részletesen - a 30-60 MPa értékek kozé esik.

A magas hidrosztatikus nyomaskezelés tulélést és ellenalld képességet javitd
hatasait kutatécsoportunk tiz éve kezdte vizsgalni. Egy-egy (j sejttipus kezelési
paramétereinek meghatarozasara egy altalanos protokollt alakitottunk ki. A kisér-
letek sordn meghatarozzuk és leirjuk az adott minta stressztoleranciajat, majd
ez alapjan kerUl a sejtspecifikus kezelési protokoll meghatarozasra. Az eljarast
PTAT-protokollnak hivjuk, a ,Pressure Triggered Activation of Tolerance” kifejezés
alapjan (jelentése: nyomas altal kivaltott ellendllé képesség novekedése).

A kisérletek elsé |épéseként definidljuk és standardizaljuk a vizsgalt sejttipus
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1. TABLAZAT. Optimdlis és szubletdlis nyomdskezelés mértéke kilénb6zé emlds ivarsejtek és embriék esetében

TABLE 1. Optimal and sublethal pressure levels for various mammal gametes and embryos

Optimalis Optimélis 2 A szubletalis
nyomaskezelés mértéke ny_orI\askezeIes tartomany
idotartama
Embrié (szarvasmarha, juh, egér) 40-60 MPa 30-60 min £ 80 MPa
Petesejt (sertés, egér, human) 20 MPa 60-90 min £ 60 MPa
Spermium (16, szarvasmarha, sertés, nyul) 10-30 MPa 90-120 min £ 60 MPa
Embrid test 60 MPa 30-60 min £ 80 MPa
Elsé Iépésben azon mérhetd funkcidit, amellyel az adott sejtek in vitro tGlélése, mikodése jel-
meghatdrozzdk a vizs- lemezhetd. Ez jellemz8en a spermiumok esetében a motilitds, a membraninteg-
gdlandé sejttipus ritds, a DNS-fragmentacido és a mitokondriumok aktivitdsanak mértéke. Embridk
in vitro tulélését, esetében vizsgaljuk a reexpanzidt, azaz a mélyh(tést kovetd dsszeesett - vagy
funkcidjat jellemzé, mas néven kollabalt - allapotbdl to6rténd visszaalakulast, a tovabbi osztddasra
mérheté paramétereket valé képességet, a blasztociszta allapotig eljutott embridk aranyat és sejtszamat.
Petesejteknél a termékenyllésre vald képesség, ezt kdvetben a petesejtbdl kelet-
Masodik Iépésben kezett embridk fejlédése és az el6bb emlitett, embridkra vonatkozd vizsgalatok
meghatdrozzak nyUjtanak informaciét.
a mintatarolét, Ezt kbvetden meghatarozzuk, hogy a vizsgalt sejttipus milyen mintatarold-
a tenyésztboldatot és a ban, milyen tenyésztdoldat, ill. higitd hozzdadasaval kezelhetd. A mintataroléval
higitot szemben elvaras, hogy levegébuborékoktdl mentesen feltélthetd legyen, rugal-

mas anyaga révén képes legyen a nyomas atadasara, és hermetikusan lezarhaté
legyen. A gyakrabban alkalmazott mintataroldk a minta térfogatatdl figgden a
0,25 mil-es, 0,5 ml-es és 5 ml-es miszalmak, a Luer lockkal ellatott 2 ml-es, 5
ml-es, 10 ml-es fecskenddk, vagy a 100 ml-es és 500 ml-es transzfluzids zsakok.

A kévetkezd Iépés A minta megfelel§ tenyészt8oldatban vagy higitéban kerll a mintataroléba (emb-
a hidrosztatikus riok esetében pl. TCM-199, M2, G-MOPS; spermiumok esetében spermahigitd).

nyomdskezelés A kovetkezs fazis feladata annak megallapitdsa, hogy a sejt milyen mértékd

beadllitasa hidrosztatikus nyomasra reagal pozitivan, ill. milyen mérték({ hidrosztatikus

nyomast képes még karosodas nélkal tllélni. E 1épés soran matrix rendszerben
vizsgaljuk a h8mérsékletnek (20-24 °C, azaz szobah&mérséklet és 37-38 °C, azaz
testhdmérséklet, emlés sejtek esetében), a nyomaskezelés mértékének (5-80
MPa), valamint a nyomaskezelés idétartamanak (15-120 perc) a hatasat a minta
életképességet jellemzd tulajdonsagain. A nyomaskezelés az erre a célra kialaki-
tott berendezésben (2. dbra; GBOX 2010 ill. GBOX 2140, Applied Cell Technology
Kft., Budapest, Magyarorszag) tortént minden egyes referalt kisérletben. A be-
rendezés a kezelést megeldz8en a kivant hdmérsékletre felmelegiti a desztillalt
vizzel felt6ltott nyomaskamrat, majd a minta behelyezése utan a nyomaskamra
lezarddik, és a bedllitott nyomasprogramot a készulék automatikusan kivitelezi,
a megadott hédmérsékleten, nyomasértéken és id8tartamban. A javitd hatas a
kisérlet végpontjatdl fliggéen mar ebben a fazisban is tetten érhetd a megfeleld
kezelési paraméterek alkalmazasakor.

Ezutan, a kutatas harmadik szakaszaban az el6z6 fazisban megallapitott mér-
tékd, id6tartamU és hémérséklet( PTAT-kezelést kdvetden mar megtorténik az a
beavatkozéas - leggyakrabban mélyh(tés - is, amely hatékonysaganak névelése a
cél. E beavatkozast kdvet8en dsszehasonlitjuk a PTAT-kezelt és az el8kezelésben
nem részesult (kontroll-) mintak életképességét jellemz8 paramétereket in vitro
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korilmények kozott. A PTAT-kezelést szikség esetén a
sejtek feldolgozasi protokolljanak tobb kiilénb6zd pont-
janis elvégezzik, hogy ezaltal megtalédljuk azt a pontot,
ahol a kezelés a maximalis javitd hatast képes nyUjtani.

A kutatdsok utolsd fazisdban a mintak mélyh(tést -
vagy egyéb beavatkozast — kovetd tllélését mar annak
figyelembevételével vizsgaljuk nagyszamud mintan, hogy
a mintak felmelegitése utan az adott sejttipus in vivo
képes-e bioldgiai funkcidinak ellatasara. igy spermiumok
esetében a mesterséges termékenyités soran megfigyelt
termékenyitéképességet, a termékenyitett anyatdl elér-
hetd utddszamot; petesejtek esetében a termékenyl-
lésre, majd az osztédasra vald képességet; embridk —ill.
a kezelt petesejtekbdl keletkezett embridk - esetében a
tovabbi osztdédasokat, az embrid belltetését kovetben
a megtapadast, in vivo fejlGdést és terminusra torténd
megszUletést vizsgaljuk. Végss soron tehat mindharom
esetben az inszeminalast, ill. embridtranszfert kovetéen

2. ABRA. A PTAT-el8kezelés automatikus kivitelezésére szol- a vemhesség és az életképes utdd létrejotte, ill. ennek

galé GBOX 2010 és 2140 késziilék arédnya az a végpont, amelyek segitségével mérjik a

A GBOX 2010 (a képen bal oldalon) nyoméaskamraja 100 PTAT-kezelt és a kontrollmintak kozotti kildnbséget.

cmi-es, és 2-90 MPa k6zotti nyomasértékek elballitasara B .

alkalmas. Kisebb térfogatl mintak, pl. embridk, petesej- A DTAT—KEZELESSEL ELERT

tek, embryoid bodyk kezelhetdek a segitségével. Ezzel EREDMENYEK

szemben a GBOX 2140 (a képen jobb oldalon) nagyobb,

1400 cm3-es nyomaskamrajanak kdészénhetden nagyobb A kovetkez§ alfejezetekben sejttipusonként foglaljuk

térfogatl mintak, pl. bikasperma, kansperma, koldok- 0ssze mindazokat az eredményeket, amelyeket a vilag

zsin6rvér kezelésére is alkalmazhaté, 2-40 MPa kozotti tobb kutatdcsoportja ez idaig elért a magas PTAT-pro-

nyomasértékeken tokoll segitségével a kilénféle asszisztalt reprodukcios
eljardsokban. A kutatasok szamszerld eredményei a 2.

FIGURE 2. GBOX 2010 and 2140 instruments for PTAT pret- tablazatban lathatdak.

reatment

GBOX 2010 (on the left side) contains a 100 ml pressure cham- ~ BLASZTOCISZTA STADIUMU EMBRIOK
ber, and is designed to perform pressure levels between 2 and Tobb flggetlen kutatdécsoport is vizsgalta a PTAT-kezelés

90 MPa, for samples of smaller volume (e.g. embryos, oocytes, egér-, szarvasmarha- és juhembridkra kifejtett hatasat.
embryoid bodies). GBOX 2140 (on the right side) has a 1400 ml A kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a kezelésen
pressure chamber, thus is capable of treatment of large sam- atesett embridk a mélyh{tés utan nagyobb aranyban
ple sizes such as boar and bull semen, or umbilical cord blood, maradtak életben, valamint nagyobb aranyban nyerték

between the levels of 2 and 40 MPa

vissza a fejlddésre vald képességlket, mint az elkeze-
lésben nem részesulé embridk.

Bar a blasztociszta allapotl embridk allatfajtdl fug-
getlentl kdrosodas nélkul tulélték a 80-90 MPa erésségli nyomast is, stresszels-
kezelésként alkalmazva a 40-60 MPa erdsségl, 30-70 perc id8tartamu kezelés
birt a legkedvez8bb hatassal. Szintén allatfajtdl fuggetlentl megfigyelhetd volt
a kezelést kovetden az embridk Uregének atmeneti, reverzibilis 6sszeszlkllése,
az embrid kollabalasa.

Az in vivo el8allitott blasztociszta egérembridk esetében a 30 percen at tartd 60
MPa er8sségl behatas bizonyult hatékonynak. Ezen értékekkel végzett PTAT-ke-
zelés gyors mélyh{tést megelézden szignifikdnsan megnodvelte az embridk fa-
gyasztast kovetd tllélését (50).

Az in vitro elGallitott szarvasmarha-embridk nagyobb, 80 MPa erdsségl nyomast
is kdrosodas nélkil elviseltek 45 percen keresztll, és az egérembriékhoz hasonldéan
esetikben is a mélyh(itést kovetd talélés jelentSsen javult (52). Hasonlé eredményt

hozott ugyanebben a fajban a 60 MPa erdsségU, 60 percen at tartdé PTAT-kezelés
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is, amelyet kévet8en hagyomanyos mélyh(ités helyett vitrifikacidt alkalmaztunk
(60). A vitrifikacié alkalmazasaval a kontrollként szerepl8, PTAT-kezelésben nem
részesUlt embridk talélési aranya is javult, de a PTAT-kezelésen atesett embridk
esetében ehhez képest is emelkedett a tlUlélési arany, a re-expandalédott emb-
riok aréanya, és a zona pellucidabdl kibujt, azaz hatchingelt embridék aranya is.
E kedvezd hatas leginkdbb akkor volt tapasztalhatd, amikor a PTAT-kezelést egy
6ra inkubacid kovette a vitrifikdciét megel8z8en (60).

Popovic és mtsai in vitro el8allitott, majd hét napig in vitro tenyésztett szarvas-
marha-embridkat morfoldgiai jellemz8ik alapjan harom - kivald, azaz fagyaszthatd
és bedlltethetd, jO, azaz fagyasztasra a korabbi tapasztalatok alapjan alkalmatlan,
igy csak frissen belltethetd; ill. gyenge, azaz frissen sem belltethetd - mindségi
osztalyba soroltak, alavetették 60 MPa er6sségU, 60 percen at tartd PTAT-kezelésnek,
majd egy 6ra inkubaciét kovetBen vitrifikaltak azokat (44). Az embridk felmelegitése
utan vizsgaltak, hogy az egyes min3ségi csoportokbdl milyen ardnyban keriltek
ki belltetésre alkalmas mindségl blasztocisztak. Az eredmények azt mutattak,
hogy ugyan a kiindulaskor kivald minéségl embridk esetében nem volt kilénb-
ség a belltetheté embridk aranyaban, a jé kategédridba esé embridknal viszont a
PTAT-kezelés szignifikdnsan javitott ezen a mutatén, igy mélyh(itésre alkalmasséa
tette a kezelés nélkll csak frissen felhasznalhaté embridkat. Emellett a jé mindségi
osztalyba sorolt embridk szignifikdnsan nagyobb aranyu é16 sejtet tartalmaztak,
mint a PTAT-kezelést nem kapott csoport. A belltetést kdvetben a vemhességi
aranyban nem volt szignifikans eltérés a PTAT-kezelésen atesett, ill. elGkezelés
nélkili embridk kozott, viszont a PTAT-csoport nagyobb szdmban fagyaszthatdva
és beliltethetdvé valt embridi biztositottak az eljards gazdasagi relevanciajat (44).

TRIGAL és mtsai szintén in vitro elGallitott, majd 7-8 napig in vitro tenyésztett
szarvasmarha-embridkat vetettek ald az el6z8vel megegyezd mérték( PTAT-ke-
zelésnek a vitrifikaciét megel6z8en. Az embridk felmelegitése utan nem volt el-
térés a vitrifikacidot tUlélé embridk aranyaban, azonban a PTAT-kezelésen dtesett
embridk esetében a felmelegités utan 48 oraval szignifikdnsan nagyobb volt az
embridcsomot képezd sejtek szama, amely egyértelm( jele a kezelt embridk
magasabb min8ségének és jobb fejlédési potencialjanak (65).

BoGLioLo és mtsai friss és mélyh(itdtt juh embridkon végzett kisérleteikben
alkalmaztdk a PTAT-kezelést. Tapasztalatuk szerint a 40 MPa erdsségl, 70 perc
id6tartam, testhdmérsékleten végzett PTAT-kezelés hatdsara az embridk jobb
min&ségliek lettek, mint a kezeletlen kontrollembridk, amelyet a nagyobb sejt-
szam és a piknotikus, azaz karosodott magvl sejtek alacsonyabb aranya jelzett
(7). A vitrifikalt blasztociszta embridk esetében is tetten érhetd volt a PTAT-keze-
lés kedvez§ hatdsa, amelyet a nagyobb aranyd tulélés és a piknotikus sejtmagok
kisebb szama jelzett (35).

HIMIVARSEJTEK

Mind a sertés-, mind pedig a szarvasmarhaspermara vonatkozd kisérletek soran a
PTAT-kezelés eredményeképpen a mélyh{itést kdvetden nagyobb aranyu tulélés,
ill. hosszabb eltarthatdsag volt megfigyelheté.

Kutatocsoportunk sertéshimivarsejtek PTAT-kezelésével és rutin inszeminalasaval
vizsgalta, hogy a kezelésnek van-e esetleges negativ hatdsa a vemhességre és az
alomlétszamra. Az ejakulatumokat donoronként felezve a kezelt csoport 30 MPa
er6sségll 90 percen at tartd PTAT-kezelést kapott, mig a kontroll a hagyomanyos
feldolgozasi folyamaton ment keresztUl. A kezelt és kontroll ejakulatumokat 4-24
Ora elteltével mesterséges termékenyités soran felhasznalva az latszott, hogy a
PTAT-kezelés hatasara a vemhességi arany és fialasi arany nem valtozott, azonban
az alomlétszam szignifikdns ndvekedése volt megfigyelhetd a kontroll, kezeletlen
sperméaval inszeminalt csoporthoz képest. Erdekes médon a javité hatast csak
stld8k esetében tapasztaltuk. A PTAT-kezelés kedvez§ hatéasa in vitro kdrilmények
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TABLE 2. Summary of research results obtained following high hydrostatic pressure (PTAT) pretreatment

A kezelt sejt tipusa

A kezeléssel elérni
kivant cél

A magas hidrosztatikus nyomas (PTAT) el6kezeléssel elért
eredmény (kezelt vs. kontroll)

In vitro el&allitott
szarvasmarha-
blasztociszta

a mélyh{tést kovetd
tGlélés javitasa

*81% vs. 41%-a az embridknak élte tll a lassi mélyh(tést (16)

a mélyh(tést kovetd
tGlélés javitasa

*76% vs. 63%-a az embridknak bujt ki az &t kdrllvevd burokbdl a
vitrifikaciot kdvetSen (17)

a mélyh{tést kovetd
tUlélés javitasa

*68% vs. 36%-a transzferdlhatd a kiindulaskor ,jé6” kategériadba
es embridknak a vitrifikacidt kévetden (18)

az embridk
mindségének javitasa

*73% vs. 55% é18 sejt a blasztocisztaban vitrifikaciét kdvetSen (18)

az embridk
mindségének javitasa

*50 vs. 39 sejt az embridcsoméban (19)

In vitro elGallitott
juhblasztociszta

az embridk
mindségének javitasa

*161 vs. 124 blasztociszta sejtszam;
*1,3 vs. 3,8 piknotikus index (20)

a mélyh(tést kovetd
tUlélés javitasa

*2,3 vs. 4,8 piknotikus index (21)

In vivo el8allitott
egérembridk

a mélyh(tést kovetd
tGlélés javitasa

*94% vs. 46%-a az embriéknak nyerte vissza eredeti formajat
vitrifikaciot kovetéen (15)

a génexpresszios
valtozasok vizsgalata

*a kivalasztott gének magasabb expresszidja 0-120 perccel a
nyomas el8kezelést kévetSen (57)

Ejakulalt
szarvasmarhasperma

a mélyh{tést kovetd
tUlélés javitasa

*21% névekedés a motilitdsban lassl fagyasztast kdvetSen (27)

*62% vs. 54% motilitds lassld fagyasztast kovetSen (28)

Ejakulalt sertéssperma

a mélyh(tést kovetd
tUlélés javitasa

*59% vs. 37% motilitds lassU fagyasztast kdvet8en (23)

az alomlétszam
novelése mélyh(tott

spermas inszeminalast

koveten

*9,4 vs. 4,4 é18 alomlétszam (termékenyiilési arany ~70% mindkét
csoportban) (25)

a vemhességi arany
és az alomlétszam
novelése mélyh(itott

spermas inszeminalast

kovetéen

*82% vs. 61% vemhességi arany

*78% vs. 59% fialdsi arany

*10,8 vs. 8,0 alomlétszam

*9,4 vs. 7,3 élve sziletett malac/alom

*8,0 vs. 6,2 él6 malac/alom 42 napos korban

(szlletési suly ~1,7 kg mindkét csoportban, 42 napos testtdmeg
~13,3 kg mindkét csoportban) (26)

az alomlétszam
novelése friss spermas

inszeminalast kovetden

*12,4 vs. 11,4 alomlétszam (termékenyulési arany ~80% mindkét
csoportban) (22)

fehérjeprofil valtozasok

vizsgalata

*egyes, a megtermékenyllésben szerepet jatszo fehérjék
megndvekedett termelédése (24)

(folytatds a kévetkezd oldalon)

k6zott is tapasztalhatd volt; a kezelt sperma rutin kdrilmények kdzotti eltartha-
tésdga megnodvekedett (53).

Tovabbi kutatasok kimutattak, hogy a PTAT-kezelésen atesett sertéssperma
kevésbé karosodott a mélyh(tés kdovetkeztében, mint a kezelésben nem része-
stlt kontrollminta (26, 49). Ezen eredmények tikrében a PTAT hatékony médszert
jelenthet a mélyh{tott sertésspermaval végzett termékenyitések esetében,
megnodvelve az eljards meglehetdsen gyenge hatasfokat (32).

HORVATH és mtsai mar in vivo vizsgalatokkal igazoltak a mélyh{tott sertéshimi-
varsejtekkel végzett termékenyités Iétjogosultsadgat. A kutatécsoportPTAT-keze-

oy 2

|ést, majd mélyh{itést kdovetSen a felolvasztott drokitGanyagot kocak inszemi-
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A magas hidrosztatikus nyomas (PTAT) el6kezeléssel elért

In vitro maturacion
atesett sertéspetesejtek

kivant cél
a mélyh(tést kovetd
tUlélés javitasa

eredmény (kezelt vs. kontroll)

*15% vs. 1%-a a petesejteknek fejl6dott blasztocisztava
vitrifikdciét, majd parthenogenetikus aktivalast kdévetden (29, 30)

a szomatikus
sejtmagatiltetéses
klonozas
eredményességének
javitasa

*57% vs. 28%-a a petesejteknek fejlédott blasztocisztava
(Yucatan sejtvonal) (31)

*68% vs. 48%-a a petesejteknek fejlédott blasztocisztava (Large
white sejtvonal) (32)

*56 vs. 49 blasztocisztasejtszam (Large white sejtvonal) (32)

a szomatikus
sejtmagatiltetéssel
|étrehozott embridk
mélyh(tést kovetd
tUlélésének javitasa

*62% vs. 30%-a az embriéknak talélte a vitrifikaciét (32)

Eretlen sertéspetesejtek

az in vitro maturacié
és parthenogenetikus
aktivalas
eredményességének
névelése

*54% vs. 39%-a a petesejteknek fejlédott blasztocisztava
*60 vs. 47 blasztociszta sejtszam a petesejtbdl fejlédott
embridoban (33)

Egér érett petesejtek

a mélyh{tést kovetd
tUlélés javitasa

*51% vs. 42%-a a petesejtekbdl fejlddott embridknak osztédott a
vitrifikaciot kovetéen (34)

*27% vs. 12% sziletési arany a petesejtekbdl fejlédott embridk
belltetése utan (34)

a génexpresszios
valtozasok vizsgalata

*250 gén magasabb expresszidja a petesejtbdl fejlddott
négysejtes embriéban (59)

*255 gén alacsonyabb expresszidja a petesejtbdl fejlédott
négysejtes embriéban (59)

Human érett petesejtek

a mélyh(tést kovetd
tUlélés javitasa

*87% vs. 73%-a a petesejteknek élte tUl a mélyh(tést (34)
*50% vs. 32%-a a petesejteknek osztédott a mélyh{tést majd
parthenogenetikus aktivalast kévetden (34)

Egér embrionalis &ssejtek

a mélyh{tést kovetd
tulélés javitasa

*75% vs. 37% in vitro differencialédas szivizom iranyaba (35)

* Szignifikans kiilénbség (p < 0,05); statisztikai médszer: generalizalt linearis modell.

nalasara hasznalta fel. A PTAT-kezelésben részesilt spermiumok progressziv és
totdl motilitdsa a felolvasztas utan jobb volt, mint a kezeletlen kontrollmintaé.
A vemhességi arany, a fialasi arany, az alomlétszam, az élve sziletett malacok
és a valasztott malacok szama nagyobb volt a PTAT-kezelésen atesett sejtekkel
tortént termékenyitést kévetden, mint a kontrollcsoportban. A sziletéskori és a
42 napos kori testtomeg, ill. takarmanyhasznositads nem kilonbozott a kezelt és
a kontrollcsoport esetében (25).

Bikaspermaval végzett kutatadsok eredménye szerint PTAT-kezelést kovetben
mind a mélyh{tést és felolvasztast kdvetd motilitds, mind a membranintegritas,
mind pedig a fertilitds nagyobb volt (33, 51).
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PETESE)TEK
Tobb kutatdécsoport vizsgalatai is kimutattak, hogy sertés-, egér- és human pete-
sejtek PTAT-kezelése a mélyh(itést kdvetden nagyobb tllélési aranyt eredményez.
Ezen tldlmenden szomatikus sejtmag-atiltetéses kldnozas elbtt alkalmazva a
PTAT-kezelés szintén szignifikdnsan javitotta a mddszer eredményességét. Az
elvégzett kisérletek azt igazoltdk, hogy petesejtek esetében a PTAT-kezelés op-
timalis mértéke 10-20 MPa, 30-60 percen keresztil alkalmazva.

A sertéspetesejtek esetében a 20 MPa erdsségU, 60 perces PTAT-kezelés bizonyult
a legkedvez8bbnek (45). E kezelés hatasara a vitrifikacioét, majd parthenogenetikus
aktivalast - amelynek soran arra késztetjik a petesejtet, hogy megtermékenyt-
1és nélkll kezdje meg az egyedfejlédést - kovetSen tobb mint tizszeresére ndtt
a blasztocisztaarany a kontrollcsoporthoz képest (15, 45). Egy masik kutatasban
PTAT-elGkezelésen atesett petesejtek sejtmagjanak eltavolitasa utan, az igy kapott
citoplasztot hasznaltak fel recipiensként szomatikus sejtmag-atiltetéses klénozas
soréan. Mind a blasztocisztaarany, mind pedig e blasztocisztak vitrifikaciot kovetd
tUlélése szignifikdnsan megemelkedett a PTAT-kezelt csoportban. A javitd hatas
akkor volt a legjelent8sebb, ha a PTAT-kezelés vége és a vitrifikacid ill. a sejtmag-
eltadvolitds megkezdése k6zott 1-2 dra inkubacios idS telt el. A PTAT-kezelésen atesett
petesejtekbdl szarmazd kldnozott embridk belltetésébdl két egészséges malac
szuletett (13, 14). Hasonl6képpen, egy masik tanulmany eredményei alapjan éretlen
(GV stadiumu) sertéspetesejtek in vitro maturacidja, parthenogenetikus aktivalasa
és in vitro tenyésztése magasabb blasztocisztaaranyt és blasztociszta-sejtszamot
eredményezett, amennyiben a petesejtek elé§zetesen PTAT-kezelésen estek at (46).

Az egérpetesejtek stresszel szembeni tolerancidja a sertéspetesejtekéhez ha-
sonlénak bizonyult. Termékenyitésre mar alkalmas, érett (MIl stadiumu) egérpete-
sejteknek a vitrifikaciét megelsz6 20 MPa erdsségli, 60 perces PTAT-kezelésének
hatasa a vitrifikacié utani magasabb tllélési aranyban, majd az intracitoplazmatikus
spermium injektalassal torténd termékenyitést kdvetSen szintén nagyobb tllélési
aranyban, az embridtranszfert kovetSen pedig nagyobb vemhességi aranyban és
sziletési aranyban volt tetten érhetd (48). Az el8bbi biztatd eredményeket kdvetd-
en human petesejteket is aldvetettlink az egérnél mar eredményesnek bizonyult
mérték( PTAT-kezelésnek. LassU fagyasztas utan a talél5 petesejtek aranya szig-
nifikdnsan magasabb volt a kezeletlen kontrollpetesejtekkel 6sszehasonlitva (48).

EMBRIONALIS 6SSEJTEK

DINNYES és mtsai szamoltak be elsGként a PTAT-kezelés segitségével elért ered-
ményekr8l egér embrionélis &ssejtek esetében (12). Az embrionélis 8ssejtekbdl
Un. embryoid bodyt hoztak Iétre, amely néhdny szdz embrionalis 8ssejtbdl allé
sejtaggregatum. Ezen embryoid bodyk létrehozasa utani negyedik napon a sej-
taggregatumot 60 MPa erdsségli, 30 perces PTAT-kezelésnek vetették ald, amely
kezelés megegyezik a blasztociszta stadiumui egérembridknal hatasosnak bizonyult
kezeléssel (50). A kezelés utan az embryoid bodykat vitrifikaltak, majd a felmelegité-
sk utan vizsgaltak a szivizomsejtté differencidlddas mértékét mind mikroszképos
vizsgélat, mind pedig a szivizomsejt-specifikus immunhisztokémiai festési eljaras
segitségével. Az eredmények azt mutattak, hogy a PTAT-kezelésnek nem volt
hatasa a vitrifikalast kovetd talélési aranyra, ellenben a szivizom irdnyaba torténd
differencialédas mértéke szignifikdnsan megemelkedett a kezelt csoportban (12).

IN VIVO EREDMENYEK

A PTAT-kezelésen atesett friss sertésspermaval végzett termékenyitésekbdl 491,
a PTAT-kezelt mélyh({itott spermaval végzett inszeminacidokbdl pedig 531 egész-
séges malac sziletett (25, 32, 53). A malacok ivararanya, szliletési testtdmege,
a koraellések és malformaciok aranya nem kildnbozik a PTAT-kezelésben nem
részesilt spermaval végzett termékenyitésekbdl szarmazd kontrolimalacokétdl.
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A PTAT-kezelésben részesilt mélyh{tott-felolvasztott sertésspermaval végzett
termékenyitések utan a vemhességi arany, a fialasi arany, az alomlétszam, az élve
szlletett malacok és a valasztott malacok szama szignifikdnsan nagyobb volt,
mint a kezelésben nem részesllt sperma esetében. A sziletéskori és a 42 napos
kori testtomeg nem kllonbdzott a kezelt és a kontrollcsoport esetében (25).

PTAT-kezelésen atesett sertéspetesejt — sejtmagrecipiensként torténd - felhasz-
nalasaval végzett klénozasbdl az embridk belltetését kovetden két egészséges
malac sziletett (14).

PTAT-kezelésben részesllt egérblasztocisztak recipiensbe Ultetését kdvetden
240 egészséges UjszUlott szlletett, ebbdl 12 egyedet kdvettlnk két generacion
keresztUl: vizsgaltuk az élettartamot, valamint paroztatast kévetéen az allatok sza-
porodasbioldgiai tulajdonsagait és utddait. Ezen tulajdonsagok tekintetében nem
volt eltérés a kezeletlen embrié belltetésébdl megsziiletett &llatokhoz képest (50).

HATASMECHANIZMUS

Szamos kutatécsoport foglalkozott az elmUlt években a PTAT-kezelés hatasme-
chanizmusanak feltarasaval (47, 54, 55).

Az é16 sejtekben és szervezetekben - a baktériumoktdl a tébbsejtes organizmu-
sokon at, beleértve az emberi szervezetet is - megfigyelhetd az a jelenség, hogy
a kUlénféle stresszorok egy atmeneti, altalanos ellenalldképesség-novekedést val-
tanak ki (59). A sejtszintl mechanizmusok a stresszhatas érzékelésébdl, a stressz
hatasanak elemzésébdl, kiértékelésébdl, valamint a karos hatas ellensllyozasabdl,
k6zombasitésébdl alinak, ilyen mddon novelve a sejt ellenalld képességét a hasonld
hatasokkal szemben (30). Amennyiben az adott stresszor er8sebb, mint a sejt
ellendllé képessége, programozott sejthalédl (apoptosis) vagy necrosis kdvetkezik
be (21). A stressz hatasara termelt fehérjék, az Un. stresszfehérjék csdkkenthetik
vagy erdsithetik az apoptosist kivaltd sejten bellli folyamatokat (3, 19).

A stresszfehérjék tobbsége a chaperon csalddba tartozik. E fehérjék szamos
sejtfolyamatban részt vesznek, tdbbek kdzott a fehérjelancok, a DNS és a kromatin

ban (10, 31). A stresszre adott valasz soran e fehérjék termelésének szabalyozasa
transzkripcids, transzlacidés és poszttranszlaciés szinten valésul meg (29, 62).

A fehérjék szerepe a stresszre adott valaszreakcid soran elséként a hdsokk esetében
(57), a h8sokkfehérjék (heat shock protein, HSP) felfedezésekor keriilt megfigyelésre
(64). Késébbi kutatasok eredményeképpen fény derlilt arra, hogy a hésokkfehérjék az
egyéb, hirtelen felléps kornyezeti hatdsokkal szembeni ellenallas soran is szerepet
jatszanak. HORMANN és mtsai a Lactobacillus sanfranciscensis esetében vizsgaltak
a nyomaskezelés, a hd, a hideg, az ozmotikus eltérések, a savas kémhatas és a ta-
panyagmegvonas hatasara felléps fehérjeszint( valtozasokat, és azt tapasztaltak,
hogy bizonyos fehérjék e kllonféle stresszhatasok mindegyike esetén termelddni
kezdenek (24). Ennek oka, hogy a kildnféle stresszhatdsok egymashoz nagyon hasonlé
reakciét okoznak annak kdszéonhet8en, hogy az altaluk a makromolekuldak (membran
lipidek, fehérjék, DNS) szintjén kivaltott hatds hasonlé (30). Ezaltal, amennyiben a
sejt egy bizonyos tipusl kdrnyezeti hatassal szemben védekezik, amelynek soran a
sejt homeosztazisanak fenntartasat segitd stresszfehérjék termelédnek, e védekezés
egyéb tipusl karos kornyezeti tényezdk ellen is hatasos lesz. A stresszelSkezelés
hatdsara termel8dott stresszfehérjék ilyen mddon biztosithatnak keresztvédelmet
a késdbbi rutin feldolgozas soran fellépd karos behatasokkal szemben.

A hésokkfehérjéknek nagy szerepe van a spermiumok és a petesejtek kdrnyezeti
tényezbkkel szembeni védekezése, valamint késGbb az embridfejlédés soran is
(42). Emelkedett Hsp70-szint figyelhet8 meg eml8s embridkban az embrionalis
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genom aktivalédasat megel8z8en fellépd kdrnyezeti stresszek hatasara (9, 16, 40).
Antioxidans hatasanak kdszonhet8en az emelkedett glutationszintézis is fontos
szerepet jatszik az embridk stresszre adott valaszreakcidéjaban (17).

A PTAT-KEZELES HATASA, A STRESSZFEHER)JEK SZEREPE

A SEJTSZINTU VEDEKEZESBEN

Tobb kutatdcsoport is foglalkozik kifejezetten a PTAT-kezelés hatdsainak moleku-
|&ris hatterével a klUlonbozd fajok ivarsejtjeiben és embridiban.

A baktériumok a PTAT-kezelésre cstkkent fehérjetermeléssel reagaltak, azonban
Otvenot, fGként a stresszfehérjék csaladjaba tartozd fehérje aranya megnovekedett
(68). Ugyanezen kezelés hatasara a chondrocytdkban nagyobb h&sokkfehérjeszint
volt mérhetd, tllnyomorészt transzlacids folyamatok hatasara, az mRNS stabili-
tasanak novelése révén (29, 34).

Bar a spermiumok transzkripcids szempontbdl inaktiv sejtek, a PTAT-kezelésen
dtesett sertésspermiumok esetében is megfigyelhetd volt a fehérjeszintbeli k-
|6nbség a kontrollcsoporttal 6sszehasonlitva, ami a szubletalis kezelésre adott
valaszreakcidval fligg 6ssze, és feltehetden a csdkkent lebomlasnak készénhetd
(26). E nagyobb mennyiség(i fehérjék a lipidek metabolizmusat, a redoxfolyamatok
vannak a kllénbozd védekezd mechanizmusokra, amelyek megnovekedett felen-
gedés utani motilitasban és magasabb alomlétszamban érhetbek tetten. Mind-
ezek mellett a Hsp70 és Hsp90 szintjében nem volt valtozds megfigyelhets (26).

A PTAT-kezelésen atesett egér- és szarvasmarha-embridk génexpressziés ered-
ményei is elGsegithetik a stressz hatasara fellépd sejtciklus szabalyozas megisme-
rését. A PTAT-kezelés kovetkeztében dtmenetileg gatlédnak a sejtek ndvekedéssel,
osztddassal 6sszefliggd folyamatai, az oxidativ stresszre adott sejtszintl reakcidkkal
dsszefliggd génmiikddései viszont aktivalédnak (5). Hasonléképpen, a PTAT-kezelésen
dtesett szarvasmarha-embridk esetében er8sebb génexpresszid volt megfigyel-
hetd az antioxidans védelemmel, a koleszterinszintézissel és a stresszel szembeni
ellenédlldssal 6sszefiiggd gének miikodésében (61). Az oxidativ stresszel 0sszefliggd
gének erbteljesebb expresszidja mind az egér-, mind a szarvasmarha-embridkban
egy, a stresszre adott altaldnos valaszra utal, ahol a sejtszint{ redoxpotencial a
sejtek stresszre adott valaszreakcidjanak f& szabalyozdja lehet.

WELCH és mtsai azt figyelték meg, hogy az Escherichia coli baktériumok kilondsen
érzékenyek a kornyezeti tényezdlkre életlik gyors novekedéssel és osztddassal jard
szakaszaban, ennek megfelelen a védekezd mechanizmusok egyike az osztédas
dtmeneti, reverzibilis lealldsa (68). Ezzel parhuzamba allithaté az az eredmény,
amely PTAT-kezelésen atesett egérpetesejtek esetében mutat rd a riboszomat
alkotd fehérjék szintézisének atmeneti gatlédasara (6). Szintén az anyagcse-
re-folyamatok atmeneti gatlédasanak kedvezsd hatasat bizonyitja az in. csendes
embrié hipotézis. E hipotézis kimondja, hogy annak oka, hogy az embrionalis
fejlédés elsd napjai soran visszafogottabb, ,csendesebb” anyagcseréjli embridk
nagyobb ardanyban érik el a blasztociszta allapotot, az lehet, hogy az alacsonyabb
szint( anyagcserével az anyagcseretermékek kozott keletkezd szabad gyokok
mennyisége - és ezaltal azok karositd hatasa - is kisebb lesz. A makromolekulak,
sejtorganellumok épsége, karositd hatasokkal szembenivédelme az embrionalis
fejlédés elsd napjaiban, az embrionalis genom aktivalddasanak komplex folyamatai
soran pedig kiemelt jelent8ségl (36).

Az el8kezelésként alkalmazott stresszhatas tipusa és mértéke nemcsak a ter-
melt stresszfehérjék fajtajara és mennyiségére van befolyassal, hanem a sejtek
életképességére is. A stresszfehérjék legkifejezettebb termel8dése azonban olyan
mérték{ stresszkezelést kdvetben figyelheté meg, amely mar jelentds mértékben
karositja a sejtek életképességét (11). Emiatt a stresszel6kezelés mértékének a
stresszfehérjék termel8désére alapozott meghatarozasa nem megfeleld mddszer.
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Emellett a tapasztalatok arra utalnak, hogy a stresszel8kezelés akkor a legkedve-
z8bb hatasU, ha az el6kezelés (hidrosztatikus nyomas vagy akar ozmotikus kezelés)
utadn 1 vagy 2 6ra mulva kdvetkezik a sejteket ér8 masodik behatas (pl. mélyh(-
tés, parthenogenetikus aktivalas, sejtmagatiltetés). Ez 6sszhangban van azzal a
megfigyeléssel, hogy a stresszreakcidval 6sszefliggd gének legnagyobb mérték(l
kifejez8dése a PTAT-kezelés utadn 1 6raval volt mérhetd szarvasmarha-embridk
esetében (61). Hasonld eredményeket hozott egy masik kordbbi kutatas is, mely
szerint a stresszreakcid soran szerepet jatszdo fehérjék termelédésének a cslcsa
sejttipusonként és alkalmazott stresszhatasonként némileg eltérhet, azonban az
els8 stresszfehérjeszint-emelkedés 1-2 éraval a kezelést kdvetéen mérhetd (11).

EGYEB KORNYEZETI STRESSZOROK HATASAI

A PTAT-tel folytatott kisérletek eredményeinek hatasara tobb kutatdcsoport is célul
tlizte ki az ozmotikus, az oxidativ, ill. a hdstressz alkalmazhatdsaganak vizsgala-
tat a sejtek ellenallé képességének novelése érdekében. E kutatdsok szamszerl

Szdmos egyéb eredményeit a 3. tdbldzat foglalja 6ssze.
kérnyezeti stresszor LIN és mtsai kisérleteikben sertéspetesejteket kezeltek nem fizioldgias kon-
hatdsat vizsgdltdk az centraciéji NaCl-oldatokkal (593 és 1306 mOsm). Az ezt kdvetd regeneracids
embriolégusok id6 utan a petesejteket vitrifikaltak, majd a felmelegitést kdvetden e sejtek

parthenogenetikus aktivalason vagy szomatikus sejtmagatiltetésen estek at. A
hiperozmotikus oldatban el8kezelt petesejtekbdl szignifikdnsan nagyobb arany-
ban keletkeztek blasztocisztak, mint a nem kezelt sejtekbdl (38). Egy tovabbi
kutatdsban az ozmotikus hatast kifejté kllonb6z5 dgensek hatasat vizsgaltak. A
petesejteket 588 mOsm-os NaCl-, szachardz-, ill. trehaldzoldatba helyezték egy
ora id6tartamra, majd egy Ujabb éranyi regeneracids idé utan vitrifikaltak, majd
parthenogenetikusan aktivaltak Sket. Mindharom el8kezelés hatasara nagyobb
blasztocisztaarany volt megfigyelhetd a kezeletlen csoporthoz képest. Amennyiben
a parthenogenetikus aktivalas helyett szomatikus sejtmagatlltetést alkalmaztak,
szintén mindharom szubletélis hiperozmotikus kezelés megnbvekedett blaszto-
cisztaaranyt eredményezett, azonban a trehaldz- és szacharbzkezelés esetében
a blasztociszta embridk sejtszama szignifikdnsan lecsokkent (39).

VANDAELE és mtsai a rovid (67) ideig tarté hidrogén-peroxid- (H,0,) kezelés
hatasait vizsgaltadk szarvasmarha in vitro érlelt, kumuluszsejtekkel boritott pete-
sejtek esetében. A termékenyitésre kész, érett petesejteket elékezelés céljabdl

3. TABLAZAT. Ivarsejtekkel és embriékkal elért kutatdsi eredmények hiperozmotikus, ill. oxidativ stresszelSkezelést kévetden

TABLE 3. Summary of research results obtained following hyperosmotic or oxidative stress pretreatment

A kezeléssel elérni A hiperozmotikus ill. oxidativ stresszel8kezeléssel elért

A kezelt sejt tipusa

kivant cél eredmény (kezelt vs. kontroll)

*6%, *6%, *7% (sorrendben: NaCl, szacharéz, trehaléz) vs. 1%-a
a petesejteknek fejlddott blasztocisztava vitrifikacidot, majd
parthenogenetikus aktivalast kovetden (63)

*64%, *69%, *65% (sorrendben: NaCl, szacharéz, trehaldz) vs.
47%-a a petesejteknek fejl6ddtt blasztocisztava (Large white
sejtvonal) (63)

In vitro maturdcién dtesett | a mélyh{tést kovetd
sertéspetesejtek tGlélés javitasa

a szomatikus sejtmag-
atlltetéses klénozas

eredményességének " P P
[ - 62, *48, *47 (sorrendben: NaCl, szacharéz, trehaléz) vs. 62
blasztociszta sejtszam (Large white sejtvonal) (63)
In vitro maturacion az in vitro tenyésztés » - NP
B p y p *47% vs. 32%-a az embridknak fejlédott blasztocisztava a H.O
atesett szarvasmarha- eredményességének P P . P 272
) R el8kezelést kdvetSen (64)
petesejtek novelése

* Szignifikans kilénbség (p < 0,05); statisztikai médszer: generalizalt linearis modell.
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0,01-100 pl/l kd6z6tti koncentraciéja hidrogén-peroxid-oldatba helyezték, majd a
termékenyitést kovetden in vitro tenyésztették a blasztociszta allapot eléréséig. Az
50-100 ul/l kdz6tti koncentrdcidjl oldatban el8kezelt petesejtekbdl szignifikdnsan
nagyobb aréanyban fejlédtek blasztocisztadk, mint a kezelésen 4t nem esettekbdl,
kezelt embriékban alacsonyabb volt (67).

Isom és mtsai a hGmérséklet hatasait vizsgaltak. Megnovekedett fejlddési po-
tenciadlt tapasztaltak azoknéal a parthenogenetikusan aktivalt sertéspetesejtek-
nél, amelyeket az aktivalds utan 9 6ran keresztul 42 °C-ra emelt hémérsékletl
tenyésztdoldatban tartottak (27).

A fenti eredményekkel ellentétben tobb tanulmany is bizonyitotta, hogy a
petesejtek és embridk igen érzékenyek, igy gyengébb fejlddéssel reagalnak a
hémérséklet valtozasaira (28, 58, 66). Hasonldéképpen, tobb kutatds soran is
karosnak bizonyult a LIN és mtsai altal alkalmazotthoz hasonldé mérték{, bar
eltérd idétartami hiperozmotikus kezelés petesejtek esetében (2, 41). Erdemes
azonban figyelembe venni, hogy ezen kutatédsokban a szerz8k nem szandékoztak
a hdstresszt és az ozmotikus stresszt mint tovabbi ellendlld képességet javitd
el6kezelést felhasznalni, ezért nem is tettek eréfeszitést abba az iranyba, hogy
megtalaljak az optimalis mérték( kezelést. Tovabba: ezek a valtozatos eredmények,
amelyek esetenként a fent emlitett kdrnyezeti stresszoroknak nemhogy a kedvezd,
hanem éppen a karositd hatasat bizonyitjak, részben a sejtek fenti tényezdlkre
val6 érzékenységének lehetnek kdszénhetSek. Ezen kdrnyezeti hatasok esetében
ugyanis igen szlk az az alkalmazhatdsagi zéna, amely az in vivo tapasztalt, azaz
optimalis, és a sejtek, ill. embridék szempontjabdl letalis értékek k6zott talalhatd.
Ugyanez a tartomany a PTAT-kezelés esetében igen tag, amelynek kdszénhetben
konnyen lehetséges olyan kezelési protokoll kivalasztasa, amely a kedvezd hatasok
kivaltasara képes, de a sejteket nem kéarositja.

A KUTATASOK PERSPEKTIVAI

A jelen attekintésben felsorolt kutatasok az embriolégidban hasznalatos in vitro
mobdszerek mellé egy alapjaiban Gj eszkdztarat kinalnak fel. Eszerint nem csupan
passziv mdédon elégithetjlk ki a sejtek igényeit és védhetjlik meg Sket a szamukra
potencialisan karos hatdsoktél a feldolgozasuk sordn, hanem - kontrollalt kor-
nyezetben kontrolldlt mddon alkalmazott stresszelGkezeléssel - aktivalhatjuk a
sejtek sajat védekez8 mechanizmusait. A stresszreakcié eredménye igy a karositéd
hatdssal szemben megnoévekedett ellenalld képesség lesz. Ez a védekezd reakcid
azonban jellegébdl addéddéan nem specifikus a kivaltd stresszorra vonatkozdan,
hanem keresztvédettséget biztosit egyéb tényezbkkel szemben is. Ez adhat
magyarazatot arra, hogy a magas hidrosztatikus nyomas el8kezelés miként bizto-
sithat védelmet egy gyokeresen mas jellegl, a sejtek feldolgozasaval egyltt jard
stresszel szemben, mint amilyen a mélyh{tés és a kiilonb6z3d in vitro manipuléaciok.

Az itt bemutatott Uj mddszer, amelynek segitségével javithatd az ivarsejtek és
embridk minésége - ezen belll a mélyh{itést kdvetd tulélése, termékenyité ké-
pessége, fejlddési potencialja - Uj tavlatokat nyithat meg az embrioldégidban. Bar
a jelenség pontos molekularis bioldgiai hatterének felderitése még tovabbi kuta-
tasokat igényel, az eddigi eredmények azt mutatjak, hogy egy bizonyos, pontosan
meghatarozott mérték(l stresszelbkezelés - a PTAT - alkalmas lehet a sejtek élet-
képességének novelésére. A kezelés segitségével a jovBben esély van arra, hogy
gazdasagi szempontbdl is jelentds teljesitményndvekedés legyen elérhetd az emlds
asszisztalt reprodukcid, ezen belll pedig a sertés, szarvasmarha, |16 mesterséges
termékenyités és spermamélyh(tés, in vitro embrid-el3allitds és embridtranszfer,
a sejtmagatiltetéses kldnozas, de akadr a human medddségi kezelések terlletén is.
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