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Jel6lések és roviditések jegyzéke

IVF - In Vitro Fertilization — in vitro fertilizacio

ET - Embyo Transfer — embridtranszfer

GSH - Glutathione — glutation

FSH - Follicle Stimulating Hormone — follikulus-stimulalé hormon

LH - Luteinizing hormone — luteinizalé hormon

HTF - Human Tubal Fluid — human tubularis folyadék

KOKI - Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet

OGR - Orvosi Géntechnologiai Részleg

PM - Preincubation Medium — preinkubaciés médium

PMI — Pronuclear Microinjection — Pronuklearis mikroinjektalas
PMSG - Pregnant Mare Serum Gonadotropin — vemhes kanca szérum gonadotropin
hCG - Human Chorionic Gonadotropin — human chorion-gonadotropin
SPF - Specified Pathogen Free — specifikalt patogén-mentes

MD - Minimal Disease — alacsony betegségszintii, jarvanyos betegségekt6l mentes



1. Bevezetés és célkitiizések

A témadm megvalasztdsa praktikussdgi szempontok alapjan tortént, emellett fontosnak
tartom, hogy a feladataim soran a t6lem telhet6 legjobb teljesitményt nyljtsam. Jelenleg a
Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézetben (KOKI) dolgozom, 2019 oktoberét6l

tevékenykedem az intézet Orvosi Géntechnoldgiai Részleg embriol6giai laborjaban (1.4bra).

A Kisérleti Orvostudomanyi Kutatdintézet f6 kutatasi témaja az idegrendszer vizsgalata és
megeértése annak érdekében, hogy novelje ismereteinket az agyrdl, és hozzajaruljon a
tarsadalom szdmara hatalmas terhet jelentd, az idegrendszerrel Osszefiliggésbe hozhatd
betegségek gyogyitdsdhoz, valamint elGsegitse az orvos-diagnosztikai és az agykutatasi

moddszerek fejlodését.

Szakdolgozatom kutatasait az Orvosi Géntechnoldgiai Részlegben (OGR) végeztem, ahol
az utobbi 3-4 év munkajanak megfigyelései és tapasztalatai segitettek hozza az embriolégiai
technikdk mddszereinek kifinomitasara és optimalizalasara tett kisérletekhez. A dolgozatomban

ezeknek a megfigyeléseknek az ismertetésével foglalkozom részletesebben.

1. &bra Embrioldgia labor (Forras: sajat fotd)



Munkam soran kisérleti &llatokkal, egerekkel foglalkozom. A dolgozatom szempontjabdl
fontos feladataim kozé tartozik genetikailag modositott allatok eldallitasa kiilonb6zo
modszerekkel, és az ezt 6vezd kiilonbozo tevékenységek. A teljes folyamat hossza id6t és sok
energiat vesz igénybe, ennek tukrében kuléndsen fontos, hogy minden munkafolyamat
zokkenémentesen menjen végbe. Ezek kozott szerepel tobbek kozott az allatok elokészitése,
hormonkezelése, majd természetes paroztatasa, illetve in vitro fertilizcidja, az embridk
elokészitése és mikroinjektalasa, majd az ezt koveté embridtranszfer. Tovabba a belltetett
recipiens allatok folyamatos monitorozasa €s a megsziiletd allatok figyelemmel kisérése olyan
szempontbdl, hogy életképesek-e az utddok, sikeresnek mondhat6-e a mikroinjektalassal
elérhetd génatvitel, illetve képesek-e tovabb Orokiteni a transzgént. Ezen kivil tobb Kisebb-
nagyobb alfeladattal is szamolni kell, amikkel egyttesen 6sszességében tobb heti, havi munkéat
igényel a technologia az elejétél a végéig. Biologiai folyamatok Iévén minden egyes
részfolyamatnak a sikeres végbemenetele szamtalan tényezd hatdsatol fligghet, problémak

szinte barhol felléphetnek, ami az eredményesség szempontjabol hatalmas befolyassal bir.

Szakdolgozatom céljaként a munkak soran felmeriildé problémakorok feltarasat,
adatbazisokba rogzitést, a sziikséges kovetkeztetesek levonasat, majd ennek eredményeként az

embrioldgiai technikék optimalizalasat jel616m meg.

A szakterlilet empirikussaga szempontjabol fontosnak tartom az allatok élettani, biologiai
megfigyelését, az embriok életképességét befolyasold tényezok figyelemmel kisérését, és
dokumentalasat, hogy munkamat segitve ezek alapjan mar tényszerii kovetkeztetéseket
vonhassak le. Olyan vizsgalatok végzését tiiztem ki célul, melyek bizonyitjak a folyamatok
eredményességét, vagy ezzel szemben a negativan hatdé kortlményeket tarjak fel, igy ezek
elkerulésével pozitivan befolyasolhatjuk munkank sikerességét, ezzel meggyorsitva a

genetikailag modositott egerek eldallitasat.

A megfigyelések eredményeit adatbazisokba rogzitettem, és kiértékeltem. Az KOKI OGR
szolgéaltato tevékenységet folytat, ezért az aktualis munkakhoz kellett igazitani a kisérletek
elvégzéset. A projektek adottak voltak a génmaodositott modellek létrehozasét illetéen is. Ezek
kozott voltak Sleeping Beauty transzpozdz és integraz medialt transzgenezis Kisérletek,
CRISPR/Cas9 genom moédositasok, a hasznalt vektorok mérete a kis méretli plazmidoktol a
rekombinans BAC Kklbnig terjedt. Egy-egy kisérlet tobbszdri megismétlése az ajanlott
mintaszamok elérése érdekében emiatt korlatozott volt. Mivel a munkank része a genetikailag

mddositott egérvonalak kérokozémentesitése, vonalak feltamasztasa fagyasztott spermiumbol



és ehhez a mikroinjektalashoz hasonléan sziikséges embriok prepardlasa, majd recipiens

anyakba torténd beiiltetése, ezeket az adatokat is belevettem a dolgozat megirésahoz.

A vizsgélatok targya a folyamatok soran felmeriilé altaldnos problémak és azokra valo
megoldasok keresése. A dolgozatomban arra a kérdésre keresem a vélaszt, hogyan lehet a
modszerek optimalizalésaval, Uj technikdk kiprobélasaval és alkalmazasaval hatékonyabba
tenni a munkafolyamatokat az els6 1épéstél az utolsoig. A hangsulyt arra a kérdésre fektetem,
hogy lehet-e a recipiens anyak vemhesiilési aranyat, valamint a beultetett zigotakbol és kétsejtes
embriokbol megsziletett utodok szaméat az embriol6giai technikédk finomitasaval novelni.
Ehhez a 2022. januart6l 2023. szeptember végéig terjed6é idészak 111 mikroinjektalasi, 26
kérokozomentesitési, 16 vonalfelélesztési munkaink adatait hasznaltam fel. A dolgozatban
szerepld munkak a PE/EA/1561-5/2019 szamu allatkiserletes engedélyben foglaltak szerint

torténtek.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Az egér, mint kisérleti allat fontossaga a kutatasokban

A modellszervezeteknek a kutatdsokban nélkilozhetetlen szerepe van abban, hogy
betekintést nyerhessiink mas szervezetek életfolyamataiba. Ehhez bioldgiai jelenségeket
vizsgalnak rajtuk, és vonnak le ezekbdl kdvetkeztetéseket (Fields és Johnston, 2005). A
modellek alkalmazdsa a tudomanyos fejlédést szolgalja, ezen keresztil emberi gének
miikodését, kifejez6dését, funkciojat tanulmanyozhatjak, €s betegségek okait, vagy lehetséges
gyogymadjait derithetik fel. Bizonyos esetekben ennek sziikségessége elengedhetetlen, foként
akkor, amikor emberkisérletek eredménytelenek vagy etikatlanok lennének. Az életjelenségek
megbizhatdan csak €16 szervezetben tanulmanyozhatdak, tehat a modellszervezetek létrehozasa
és tanulmanyozéasa fontos Iépés a biologia tudomanyanak fejlédésében, azonban figyelembe
kell venniink a fajok kozti genetikai eltéréseket és ebbdl kovetkezden a modellszervezetek és

mas szervezetek kozti altalanositasokat is (Fox, 1986).

A kisérleti allatok akkor hasznalhatéak megbizhat6an emberi szervezet modellezésere, ha
funkcidikban nagymértékii hasonlésag van, és ezek jol mérhetéek. Az egerekben (Mus
musculus) a betegsegekkel 6sszefiiggésbe hozhato gének 90%-a azonos az emberben el fordulo
génekkel, amely alatamasztja az egerek modellszervezetkent valé felhasznalasat az emberi

betegségek vizsgalataban (Mayor, 2002).

Az egér hasznalata kutatasi célokra a biologia, gyogyszerfejlesztés és orvostudomany
teriiletén széles korben elterjedt, mivel szamos eldnyt kinal a kutatok szamara. Az egerek kivalo
modelleket jelentenek a tudomanyos kutatdsban, szamos elénye van az emberrel vald
hasonldésagon Kivill. Régota tenyésztik, ezért szamos jol definialt térzse ismert. Rovid
életciklusuknak és generacios idejiknek koszonhetéen rovid idé alatt nagy populaciot lehet
Iétrehozni, ami lehetévé teszi gyors kisérletek végrehajtasat és a genetikai valtozasok hossza
tavi hatasainak tanulmanyozasat rovid idon beliil. A nagy populacidkkal statisztikailag értékes
eredményeket lehet nyerni. Az egerek genetikai modositdsa hozzajarul ahhoz, hogy
specifikusan manipulaljanak bizonyos géneket, ezaltal megértsék azok szerepét a betegségek
kialakulasédban vagy a normalis biologiai folyamatokban. Kis helyigénytiek, egyszeriien
tenyészthetOk és tartdsan fenntarthatok laboratériumi kérilmények kozott, ami utat enged a

hosszU tavu kisérleteknek és a genetikai vonalak stabil fenntartasanak.



A kisérleti eredményeknek megismételhetének kell lennitik, ezért adott célnak megfelelden,
genetikailag minél inkabb azonos allatok hasznélatat kivanjak meg a kisérletek. A vizsgélat
targykoréhez igazitva pedig genetikailag mas és méas vonalak Iétrenozésara van szikség. A
kisérlet jellegétdl fliggden bizonyos feltételeknek megfelelé modell allatok 1étrehozasat kell
ehhez megval6sitani, emellett torekedniink kell az azonos kérnyezeti feltételek megteremtésére,
és az allatok megfelelé6 gondozasara is, ugyanis az allatok viselkedése nem csak genetikailag

szabalyozott.

Az intézetben szamos egértorzs talalhatdé meg eltéré tulajdonsagokkal, hogy minél
szélesebb kdrben, minél inkabb specifikusan lehessen vizsgalni a betegségeket, vagy élettani
folyamatotokat. A genetikai eltérések a legtobb esetben az allatok kiilénboz6 érzékenységét
vonja maga utan, ezert bizonyos torzsek egy-egy kisérlethez alkalmasak, vagy alkalmatlanok
lehetnek.

A célzott génmodositds modszereinek kifejlesztéséhez nyitott utat a géntechnoldgia
rohamos fejlédése. Ennek sziikségessége kiemelt jelentdséggel bir kiilonb6zé bioldgiai és
élettani folyamatok megismeréeseben, ezaltal a human betegségek tanulmanyozasaban. Egyes
betegségek génmodositdssal modellezhetéek, ami megkonnyiti a kisérleti allatokon valo
tanulmanyozasukat. Ehhez géneket ttnek ki, vagy idegen géneket vihetnek be, majd az immar

maodositott allatokon vizsgaljak a génkifejez6dést és annak hatasait.

Az 0 vonalak el6allitasahoz in vitro fertilizaciot hajtunk végre a hatékonysag novelése
érdekében, ugyanis a természetes paroztatassal szemben itt joval magasabb az embridészamot
érhetink el. Ezzel a modszerrel cldallitott embriok érésiiket kovetéen azonnal, vagy
mikroinjektalast kovetden recipiens néstényekbe belltetve kerlilnek az allathdzba 0j vonalat

létrehozva.
2.2. Egerek szaporodasbiologiai jellemzdi

A laboratoriumi egerek szaporodasbiologiai jellemzoikben egértdrzsenként és vonalanként
eltérést mutathatnak, amit figyelembe kell venniink az embriol6giai munkak soran, és ennek
alapjan kivalasztani a szamunkra idealis torzset. A reprodukcios teljesitményt kiillonb6z6
paraméterek alapjan lehet mérni. llyenek az ivarérettség, elsé parzaskori életkor, nemzett almok
szama, almonkeénti kolyokszam és az, hogy egy tdrzs milyen gyakran parosodik termékenyen,

illetve milyen aranyban nevelik fel sikeresen a megsziletett utédokat.



Az egerek ivarérettségiiket 5-8 hetes korban érik el. Szaporodasukat ciklikussag jellemzi.
Poliosztrusos faj, egész évben szaporodnak, és az ovulacio spontan torténik. Ciklusok hossza 4
nap, mely sorén 6-16 petesejt érik meg petefeszkeikben. Az dsztrusz kortlbeltl 12 draig tart. A
parzas bekovetkezése megerGsitheté a hiivelyben 1évé kopulacios dugd (Cowper-mirigy
valadék), un. ,plug” jelenlétével, akar 24 oraval a parzas utan is. Vemhességi idejuk 18-21
napra tehetd, ami torzsenként eltérd lehet. Példaul a C57BL/6J egereknél 18,5 nap, a BALB/cJ
egereknél ez 20 nap. Ellés utan 14-24 o6raval Gjra ivarzanak. Utddaik szdma ellésenként 2-16
kolyok. A beltenyésztett (inbred) torzsek atlagos alomnagysaga 5,4 és 7,0 kdzotti értéket mutat.
Az FVBI/N ebben a kategériaban feltilmulja a tébbi térzset, mely 9,5 atlagos alomszammal
rendelkezik, ezzel szemben a BALB/cJ teljesit a legrosszabbul, melynél az atlagos alomméret
minddssze 5,2. A szaporodasi teljesitmény a beltenyésztés altal leginkabb befolyasolt jellemzok
kozé tartozik. A kiilonboz6 reprodukcios és élettani paraméterekben a "hibrid vigor”
kovetkezmenyeként a kiltenyésztett (outbred) allatok és az F1 hibridek minden kategdriaban
felulmaljak az inbred torzseket. Altalanos szabalyként elmondhat6, hogy a beltenyésztett
egereknél altalaban hosszabb a vemhességi id6 és kisebb az alom, mint a killtenyésztett és
hibrid egereknél. A néstény egerek termékenysége 7-8 hdnap, ami az életkorral és a korabbi
vemhessegek szaméaval egyarant csdkken. A him egerek egész életiik soran termékenyek
maradhatnak. Nem beltenyésztett allatok esetében a termékeny parzasok gyakorisaga
megkdzelitheti a 100%-ot, az elsé parosodas akar 6t hetes korban is megtorténhet, és az alom
akar 16 kolyokbol is allhat, illetve 18 honapos korukig termékenyek maradhatnak. A 18-21
napos vemhességi id6 utan a megsziiletett utddok elvalasztasa 21 napos kor koril torténik, és
az anyék ellés utan szinte azonnal képesek Gjra parzani, igy akar 10 almot is sikeresen le lehet
valasztani. A kolykok szuletéskor 0,5-1,5 g sulytak, szortelenek, szemhéjuk és fiiliikk zart. 3
hetes korukban elvalasztjak dket. Ha a ndstény nem parosodik az ellés utani ivarzas alatt, akkor

az elvalasztas utan 2-5 nappal folytatja a ciklust (Silver, 1995).
2.3. Az embrionalis fejlédés korai szakaszai

A kovetkezéekben ismertetem az embriologiai munkadk sordn relevans korai fejlodési
stadiumok idébeli lefolyasat, ami meghatarozza az egy-, illetve tGbbsejtes embriok recipiens
ndstény petevezetéken, vagy méhen beliili transzferének helyét. A kiilonb6zé stadiumokban
1év6 embridk lokalizacidja meghatarozo tényez6 az implantacié eredményesseget tekintve. Az

embriofejlédést a 2. abra szemlélteti.
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2. dbra Az embriondlis fejlédés szakaszai (Forrds: https://stemcells.nih.gov/info/basics/stc-
basics/, modositva Gocza Elen altal)
Az embriofejlédés két szakaszra oszthatd: preimplantacios (3.4bra) és posztimplantacios
iddszakra (Kaufman, 1995). A preimplantacios idészaknak a mikroinjektalasnal és a beultetési
folyamatokban van nagyobb jelent6sége. A posztimplantacios idészak az embriok talélése €s

megsziletése szempontjabdl meghatarozo.

A korilbelul 70 um nagysagu egér petesejtet kiviilr6l plazmamembran (oolemma) boritja,
azt pedig a zona pellucida veszi korul. A plazmamembran és zona pellucida kozott folyadekkal
telt perivitellinaris tér talalhatd. A citoplazméaban kortikalis granulumok formajaban sejtalkotok
helyezkednek el, mint példaul a Golgi-apparatus, mitokondriumok és az endoplazmatikus
retikulum. A perivitellinaris térben talalhatjuk az els6 sarkitestet, melynek jelenléte a peteseijt

érettségére utal (Wilburn és Swanson, 2018).

A petesejtek fejlodése a petefészekben kezdédik, melyet oogenezisnek neveznek. Ez a
folyamat a tiiszOben zajlik, hossza koriilbeliil 4 nap. A differencialodott petesejtek fejlodésiik
elsé szakaszaban mitozissal osztodnak, melyet az FSH (follikulusz-stimulald hormon)
szabalyoz. Ezt kovetéen kovetkezik be a tlisz6érés, a petesejtek meiozis soran diploidbol
haploidda valnak, igy valnak éretté. Ezt a luteinizalé hormon (LH) kivalasztasa inditja be (Abel
et al., 2014).
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A spermatogoniumok osztddasi folyamata és érése a himek heréiben zajlik le (mitdzis és
meiozis). A meiotikus 0sztodastol szamitva 16 nap mulva lesz a spermatidakbdl érett
spermatozoa a spermiogenezis lépésein keresztil, melyek a mellékherékben (epididymis)

tarolodnak, majd az ejakulacid soran tavoznak (Oakberg, 1956).

Az embriondlis fejlodés az oocyta megtermékenyitésével kezdddik. Az egerek
embriogenezisének jellemz6je, hogy az embrid korai fejlédési stadiumai lassabban mennek
végbe, mint mas modellszervezeteknél, igy példaul az ecetmuslicanal vagy a zebradaniénal. E
fajoknal a megtermékenyitést kovetd 24 ora elteltével az embridk jo Uton haladnak afelé, hogy
szabadon €16 taplalkozé larvakka valjanak és tébb, mint 60 000 sejtbdl alljanak. Ellentétben az
egér embriokkal, melyek ezalatt kétsejtes allapotig jutnak el, lassan haladva a petevezetdben a

méh felé, majd a megtermékenyitést kovetd 4,5. napon agyazodnak be (Nagy et al., 2003).

A spermiumok és a petesejt taldlkozasara rendszerint a petevezetékben kertl sor, ahol
megtorténik a megtermékenyités. Ennek soran a spermiumok altal hordozott hialuronidaz teszi
lehetdvé, hogy a cumuluson keresztiil jutva sajat maguknak utat torjenek a zona pellucida felé
(Leonard et al., 1947; Austin és Braden, 1952). A petesejt zona pellucidajahoz kapcsolédnak a
spermiumok, melyek akroszdmaja enzimeket termel, ezek segitik a himivarsejtet a petesejtbe
jutdsban. A spermium beflrodasa utan a petesejt kortikalis szemcseket valaszt ki, melyek
megveédik a petesejtet a tovabbi spermiumok bejutasatol, ezzel elkertlve a polispermia
kialakulasat (Wessel et al., 2001). A zona pellucida vastagsaga is megné és megvaltozik az

elsé spermium bejutasa utan, igy a késébbi behatolas esélye csokken (Braden, 1958).

Az ejakulatumban levé spermiumok a parzéast kovetéen nem termékenyitoképesek
azonnal. Bizonyos id6t kell elt6lteniiik a ndi nemi utakban a termékenyitéképesség eléréséhez.
Ezt az érési szakaszt nevezik kapacitaciénak. A folyamat soran biokémiai valtozasok térténnek
a spermiumban, de morfolégiai azonban nem (Balbach et al., 2020). Az érés pufferoldatban is

hasonloképpen le tud zajlani.

Az ovulacid utan koriilbeliil 2 6raval a petesejtek csomokba rendezddve a petevezetékbe
vandorolnak, melynek fels6, Kkitdgult szakaszaban, az (n. ampullaban torténik a
megtermékenyités (Braden, 1954, 1960).

Edwards és Gates (1959) megallapitottak, hogy az egérspermium korulbelll 1 éra alatt

hatol be a cumulusba és a zdnaba, és 50 percig marad a perivitellinaris térben. A magok 4 éraval
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késdbb képzddnek, és az elsd osztodas koriilbeliil 25 oraval a spermium behatoldsa utan
kdvetkezik be. Szinte kdzvetlenill a behatolas utan, amely a petesejt felszinének barmely részén
torténhet, a vitellus kissé 6sszezsugorodik, a zona pellucida pedig kitagul, igy kozottik
perivitellinaris tér alakul ki (Lewis és Wright, 1935; Pincus, 1936).

Az embriofejlodés stadiumai a vemhességi idé napjaiban hatarozhatd meg, és ennek alapjan
hasznalunk ra jeloléseket. Példaul a 0,5. napot (EO0.5) aznap délre dataltak, amikor az éjszakai

parzast kovetd napon hiivelyi dugot észleltek (Turnbull, 1999).

Zigota 2 sejtes 4 sejtes 8 sejtes

Morula Korai blasztociszta Kozép bl

Sarki test Zona pellucida

Blasztocal

=16 sejt = 32 sejt 64-100 sejt > 100 sejt > 150 sejt

(Megtermékenyiilés utani napok)

I I I I I I I I I
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o
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3. dbra Az egér preimplantacios fejlédésének szakaszai (Forras: Saiz és Plusa, 2013,
szerkesztve)

A megtermékenyitést kovetden 3-4 6raval a zigota (E0-1.0) pronukleuszos allapotban
figyelhet6 meg. Ekkor mar j61 latszodnak az apai is anyai elémagok, ami lehet6vé teszi az
embriok moséasat, valogatasat, elkilonitését a meg nem termékenyitett embrioktol. Ezt
kovetéen egy érési folyamat utan valnak alkalmassa pronuklearis mikroinjektalasra (PMI). A
megtermékenyités utan a pronukleuszok &sszeérnek és korllbelul a zigdta kdzepen
0sszeolvadnak, hogy kialakitsdk a zigota magjat. A megtermékenyitést kovetd 24 ora alatt
bekdvetkezik az embridk osztdédasa, melynek soran kétsejtes allapot (E1.5) alakul ki. Az embrio
ekkor a petevezetékben talalhatd, amint az ampullan tul halad a méh iranyaba. Ebben a fazisban
bizonyos génkonstrukciok beéplilési hatékonysagat figyelembe véve szintén injektalhatdak

kétsejtes allapotban az embriok. Az ezt kovetd osztédasok soran jut az embrid négysejtes
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(E2.0), nyolcsejtes (E2.5), tizenhatsejtes allapotba. Ebben a fazisban a petevezeték méh fel6li
végsb szakaszaban talalhatdak. A kovetkezo fejlodési stadiumok a morula, azaz szedercsira
(E3.0) és blasztociszta, vagyis holyagcsira (E4.0) allapot. Az embriok ekkorra méar a méh
uregében helyezkednek el. A zona pellucidabdl kibujé blasztocisztak (hatching folyamata) a
méhszajon belll talalhatoak (E4). A beagyazddas a 4,5. napon torténik meg (E4.5) (Kaufman,
1995).

Az ezt kovetd embrionalis fejlédési szakaszok technikailag kevésbé befolyasolhatok,
ezért nem térek ki bovebben ezeknek a stddiumoknak a bemutatdsara. Az embriodk in vitro
tarolasa soran az optimalis fejlédés fenntartdsa érdekében biztositani kell a megfeleld
kortlményeket az oxigén és szén-dioxid koncentracid, valamint a hémérséklet és megfeleld
kozeg kialakitasaval (Ali et al., 1993).

2.4. Megtermékenyitett zigdta stadiumu embrio nyerése hagyomanyos

paroztatassal

A mikroinjektalashoz, kérokozomentesitéshez, embriofagyasztashoz sziikséges embridk
cloallitasara két modszer létezik. Az embriok keletkezhetnek természetes paroztatasi
modszerb6l, ahol a petesejtek mar a parzas utan megtermékenyitett allapotban kerilnek
Kipreparalasra, vagy eldallithatoak in vitro fertilizacidval is az oocytdk preparalasaval,
melyeket ezt kdvetden termékenyitenek. A f6 kiilonbség a két modszer kozott a petesejt-donor
ndstényeket illeten az allatok kora, illetve felhasznalt egyedek szdma. Amig az in vitro
fertilizacidhoz ivarérett néstények sziikségesek, a hagyomanyos paroztatds soran fontos, hogy
az allatok elérjék tenyészérettségiiket. Az ivari ciklusuk kiilonb6z6 fazisban lehet, ezért a

paroztatashoz fontos a hormonalisan kivaltott ivarzas-szinkronizalas.

A nagy mennyiségli egyidejii megtermékenyitetlen petesejt Kinyerése érdekében a donor
ndstényeket elézetesen hormonkezelésnek vetjik ald. Hatdsara tobb petesejt valik le
(szuperovulacid). Ezt az allatok tiisz6érésének mesterséges serkentésével érhetjiik el. A
megfeleld életkort (8-10 hetes) ndivart allatokat intraperitonidlisan 5 NE PMSG (Pregnant
Mare Serum Gonadotrophin; vemhes kanca szérum gonadotropin) hormonnal kezelve
tobbsz0rds tliszéérést idéziink eld. Funkcidja megegyezik az FSH-val. Az injekciot kovetd
masodik napon (48 6raval a PMSG utan) a tiiszOk repedését és az ovulaciot 5 NE hCG (human
chorion gonadotropin) hormonnal indukaljuk, melynek hatasa a luteinizal6 hormonnal (LH)

egyezik meg. Az oocytdk szamaban az ivarérettségi kor az egyik legfontosabb befolyasold
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tényez4. Az optimalis életkor a szuperovulaciora torzsenként valtozik, de &ltaldban 3-6 hetes
kor kozott van. Az esetek tobbségében a fiatalabb ndstények tobb petesejtet produkalnak, mint
az id6sebbek. Példaul a BALB/cGa egerek szuperovulacidjanak optimalis kora 21 napos korra
tehetd. Azonban az életkor nem midig megbizhaté mutatéja az ivarerettségenek. Az egér

taplaltsagi és egészségi allapota is befolyasolhatja a tiisz6érést. (Behringer et al., 2018).

Kereskedelmi forgalomban kaphatd egy Japanban kifejlesztett, CARD HyperOva nevii
ultra-szuperovulacios reagens, amely a leirasok alapjan 3-4-szer hatékonyabb az ovulacio
kivaltasaban (80 petesejt/néstény a C57BL/6 tdrzsre vonatkozdan), mint a hagyomanyos
PMSG-hCG mdbdszer (kortlbeliil 20 petesejt/allat). A reagens |6 korion-gonadotropin és kecske
anti-inhibin antiszérum keveréke. Az inhibin csokkenti az FSH termel6dését, az anti-inhibin
hatdsmechanizmusa szerint pedig ezt gatolja, igy az FSH termel6désére serkentbleg hat
(Tsuchida et al.,2021).

A hCG hormon beadasat kovetden a néstények egyedileg elhelyezett donor himekhez
kertlnek péaroztatasra. Nem minden alkalommal mutatnak a himek nemi aktivitast, amit a
ndstények szamanak kalkulalasakor figyelembe kell venni. A parosodas tényét masnap délelétt
a vaginaban 1évé hivelydugo jelenlétével ellenérizziik. A parzastdl szamitott fel nap utan lehet
egysejtes allapott (EO,5-E1) embriot gyiijteni. A ndstények cervikalis diszlokaciojat kovetden
a petevezet6 ampulla szakaszabol a petecsoméba agyazva talalhaté zigétak kimoshatdak. Ehhez
M2 médiumra van szilkség, melybe a Kkipreparalt petefészkek kertilnek. Ha tiivel megszarjuk
az ampullat, az embriécsomo kiaramlik. Hozzaadott hialuroidaz enzim segitségével a zigdtakat
koriilolelé cumulus sejtek eltavolithatok. Ennél a modszernél a ténylegesen megtermékenyitett
szuperovulalt petesejtek szama a himivara egyedek szaporodasi teljesitményétol fiigg. Az

embriok az injektalasig vagy beultetésig paraffinolajjal fedett M2 médiumban inkubalhat6ak.
2.5. Egér embrio eldallitasa IVF modszerrel

Az ivarsejtek természetes kortlmények kozott az ivarszervek altal védve vannak, ott
fejlodnek és toltik be funkcidjukat. A biotechnologia fejlodésével szikkségessé valt az in vitro
mddszerek kidolgozasa, melyben megvalosulhat az ivarsejtek tenyésztése, mesterséges
termékenyitése. Az in vitro fertilizacio (IVF), az érett petesejtek spermiumokkal vald
megtermékenyitését jelenti laboratoriumi koriilmények kozott (,livegben” — in vitro). Ez a
mesterséges megtermékenyités, mas néven asszisztalt reprodukcié egyik hatékony formaja. A

technikat széles korben alkalmazzak az emberekt6l a laboratoriumi allatokig. Jelentdsége abban
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mutatkozik meg, hogy nagyszdmu embridt lehet létrehozni nagy mennyiségli him egyed
felhasznalasa nélkul (Nagy et al., 2003). Ezaltal kiemelend6 az allatkisérletekre érvényes 3R
szabaly egyik alaptételének (reduction, refinement, replacement), az allatszdm csokkentésének

alkalmazésa (Russel és Burch, 1959). A médszer génmegdrzési célokra is hasznalhato.

Alkalmazéasa a természetes paroztatassal szemben tobb szempontbodl is elonyds lehet.
Bizonyos inkubacids id6t kdvetéen a spermiumok behatolasa az érett petesejtekbe szinkronban
torténik, tehat az embriok fejlédése nagyjabol azonos idében megy végbe, ellentétben az in vivo
megtermékenyitéssel, amikor is a természetes ovulacio altalaban idében elnyulik. A mddszer
hatékony olyan transzgén vonalak fenntartasanal is, melyeknek természetes Gton rosszak a

reprodukcios mutatoi a mutaciok kovetkezményeképpen (Nagy et al., 2003).

Az igy létrehozott embriok szdmos alkalmazasban felhasznalhatok, beleértve a gyors
allomanybovitést, az azonos életkoru kiserleti allatcsoportok létrenozasat, kétsejtes stadiumban
torténé embrid fagyasztast, vagy vitrifikaciot, a korokozOmentesitést, valamint a
mikroinjektalashoz torténé embrio elballitast. A mddszer veégrehajthatd fagyasztott sperma
felhasznalasaval is, ami altal krioprezervalt vonalak éleszthetoek fel. Az optimalis eredmények

a gyakorlaton és a részletekre valdé odafigyelésen mulnak (Taft, 2017).

Ennél a médszernél is a ndstények elézetes szuperovulaltatasara keriil sor. Az IVF napjan
reggel a tiisz6kbdl kiszabadult petesejtek, melyek petecsomoba rendezédve talalhatoak ekkor,
a petefészek kipreparalasat kovetden az ampullabol kimoshatéak. Az oocytakat donor himtél
nyert spermiummal termékenyitjik. 9-18 donor nésténytél megkozelitéleg 300-500 oocytat

tudunk gytijteni.

Maga a megtermékenyiilés az CO? inkubatorban, természetes (ton jon létre a szervezetben
zajlé folyamatokhoz hasonloan. Az optimalis feltételeket ehhez az inkubétor (37 °C, 5% CO?,
>90% relativ paratartalom) és a megtermékenyitéshez sziikséges médiumok biztositjak. Az
embridk glutationt (GSH) tartalmazd HTF tenyésztéoldatban, asvanyi olajjal (Ferticult Mineral
Oil) fedve inkubalédnak.

Az in vitro kezelt petesejtek az in vivo petesejtekhez képest csokkent termékenységi és
fejlédési potencidlt mutatnak. A redukalt glutation (GSH) hozzaadasa a megtermékenyitd
kdzeghez ennek érdekében fontos, ugyanis pozitiv hatassal bir az oocytak termékenységére és

korai embridfejlodésére. Az oocytdk és a friss spermiumok megtermékenyitési aranya nd a
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GSH hozzaadasaval. Mint antioxidans, megvédi az embriokat az oxidativ stresszt6l, ami
karositja a mitokondriumokat és a DNS-t. Az oxidativ stressznek vald kitettség hatranyosan
befolyasolja a petesejtek és az embriok azon képessegét, hogy a blasztociszta stadiumig
fejlédjenek (Ishizuka et al., 2013).

Az embridk megfeleld fejlodése és osztédasa HTF (human tubularis folyadék) oldatban
valésul meg. Ebben a médiumban az embriok blasztociszta stadiumig képesek fejléodni. Az IVF
a kedvez6 hatasai ellenére az ivarsejtek talélésére és embrionalis fejlodésre negativan hathat

szuboptimalis kériilmények kialakulasakor (Quinn et al., 1985).

A gamétak és embriok tenyésztési kortilményei befolyasolhatjak az embridk talélését, ami
az alkalmankénti nagyobb mennyiségli beiiltetett embridk és megsziiletett kolykok ardnyat
emelheti. Emellett meghatarozo jelent6ségli a megfelelé minéségii, mennyiségi, jo motilitasu
sperma hasznalata. A himek fertilitdsa egyénileg valtozhat, amire kihatassal lehet tobbek kozott

a genetikai hattér, az allatok kora és kondicioja, a hdmérséklet, esetlegesen okozott stresszhatas

A megtermékenyiilés hatasfokat tobb tényezé befolyasolhatja. A torzsek kdzott Oridsi
eltérések lehetnek a szuperovulaciora valo reakcio és megtermekenyitési aranyok tekintetében
(Vergara et al., 1997). A homérséklet-ingadozas megzavarhatja a meiotikus orsokat, ezaltal
hozzajarulhat a kromoszomak rendellenes eloszlasahoz és a sikertelen vagy rendellenes
megtermékenyiléshez (Almeida és Bolton, 1995). Fontos tehat az inkubatorok megfeleld
értékeinek ellendrzése az IVF megkezdését megeldzéen. Szobahdmérsékletre keriilve az
embriokat tartalmazd petricsészékben a pH néhany percen belll elkezd valtozni, amely
csokkenti azok tulélési ratajat, ezért korlatozni kell az edények inkubatoron kiviili kezelésének
idejét. Az ivarsejtekkel és embriokkal érintkezésbe keriild reagenseket és oldatokat felhasznalas
elétt meg kell vizsgalni, az eltarthatosagi idokre figyelni kell. A levegé rossz mindsége IS
vezethet gyenge megtermékenyitési aranyokhoz. Légtisztitok hasznalata elényds lehet az IVF-
laboratériumok levegdmindségének javitasara. Néhany tisztito- és fertdtlenitdszer illékony
lehet, amelyek szintén hatranyosan befolyasoljak az IVF sikerét. A siker kulcsa az optimalis
kornyezet kialakitasa, a kozeg mindsége, a hdmérseklet és pH érték ingadozasok elkeriilése az

ivarsejtek kezelése soran (Taft, 2017).

Az embridkat az IVF-et kdvetden alvemhes recipiens anyakba iiltetik embridtranszfer utjan.

Ez torténhet mikroinjektalast kovetden, vagy anélkil, illetve els6sorban egy- és kétsejtes
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allapotban. A kétsejtes allapot elénye, hogy ilyenkor a megindult osztodasi folyamat révén
biztosabb az embridk talélése és szabalyos tovabbfejlodése.

2.6. Mikroinjektalas

A génmiikodések ¢és human betegségek tanulméanyozasara kiilonbdzo genetikailag
modositott egérvonalakat szlikseges létrehozni annak érdekében, hogy egy-egy kisérlet minél
inkabb egzakt és sikereseknek mondhaté legyen. A vonalak kozo6tt vannak olyanok, amelyek
hajlamosak bizonyos genetikai rendellenességekre vagy betegségekre. Ezek kiilonbozo
betegségeket, gének megfeleld és hibas miikodését hivatottak modellezni, hogy a kutatdk minél
jobban megismerjék, feltérképezzék a betegségeket, tanulmanyozzék azok kialakulasét és
hatasait, illetve hatékony terapiat, diagnosztikai eszkdzoket fejlesszenek ki a korok ellen.
Emellett a kutatoknak gyakran sziikségiik van tobb kiilonboz6é genetikai hattérrel rendelkez6
egértorzsre, hogy 6sszehasonlitsak és ellendrizzék az eredményeket, és megbizonyosodjanak
arrél, hogy a megfigyelt jelenségek altalanosithatok-e. A megfelelé modell kivalasztasa fiigg
az adott Kkutatdsi céloktol és a kutatasi koriilményekt6l. Ehhez kilonféle transzgénikus
technikékat kellett kifejleszteni. Szamos fizikai és kémiai mddszert dolgoztak ki a DNS
sejtekbe torténd bejuttatasara, tobbek kozott az embrionalis dssejt €s kiméra egér megkdzelitést,
szomatikus sejtmag transzfert (klonozas), elektroporaciot és retrovirusos transzdukciot. A
népszertivé vald lentivirus transzdukcié magasfoku hatékonysagardl ismeretes, azonban
ezeknek a modszereknek is megvannak a hatranyaik. Példaul a lentiviralis vektor csak 10 kb
vagy annal kisebb transzgéneket képes befogadni, mig a mikroinjekcioval bejuttathatdé DNS
fragment méretének lényegében nincs korlatja. Elonye tovabba a hatékonysaga, valamint az,
hogy citoplazmaban és sejtmagban is egyarant miikodik a géntranszfer. A legszélesebb kdrben
hasznalt modszer emiatt a pronuklearis és kétsejtes sejtmagi (5. dbra) mikroinjektalas. A
metodus a rekombinans DNS technologia fejlodése kovetkeztében valosulhatott meg. A
folyamat a rekombindns DNS technikaval el6allitott DNS-konstrukcid bevitelével torténik a
megtermékenyitett oocitdk pronukleuszaba, vagy kétsejtes embriok sejtmagvaiba (Liu et al.,
2013). A ceél olyan allatok létrehozasa, amelyekben a kivant DNS tartosan beépiil a genetikai
anyagba, tehat a genom visszafordithatatlanul megvaltozik és tovabboroklodik az utod
generéaciokban. Ehhez génkonstrukcio eléallitasara van sziikség, amely in vivo mitkod6képes
(Chaible et al., 2010). A mikroinjektalas elénye a tobbi modszerhez képest a hatékony mivolta,
a célzott génbevitellel kapcsolatos viszonylag gyors transzgénikus ¢161ény elallitas, és a magas

tovabborokitési arany.
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Mozaikossag nelkili transzgénikus egérvonalak létrehozhat6ak vektor altali exogén DNS-t
tartalmazé szurooldat segitsegevel. A metddus zigétak elbsejtmagjaiba injektalasaval torténik
(Gordon et al., 1980). A zigotak kinyeréséhez megtermékenyitett ndstények szilkségesek.
Eutandziajukat kovetéen a petevezeték, petefészek, méhszarv preparalasaval a petesejtek
izolalhatéak (Conner, 2004).

A mikroinjektalds (4. &bra) mivelethez egy mikroszkop és két robotkarral rendelkezd
mikromanipulacids rendszer sziikséges. A két robotkar a hidraulikus, szajjal vezérelhet6 tartd
pipettat és a szUrd pipettat iranyitja (Liu et al., 2013). A mikroinjekcid lényegében egy
mikrosebészeti eljaras, mely sejtenként végezhet6. Mikroinjektor segitségével a genetikai
anyag a sejtekbe jut tivegtin (mikrokapillaris pipetta) keresztul. A struktira részét képezi egy
precizios pozicionald eszkéz (mikromanipulator) is, amely a mikropipetta mozgasat vezérli. A
pronukleéris injektalas igen hatékony, magas szinti génexpressziot eredményezhet, azonban
munkaigenyes, ugyanis egyszerre csak egy sejtet lehet injektalni, és szamos esetben tébb
ismétlésre lehet szilkség a beépulési gyakorisagtol fiiggden. Ez nehany szaz sejt manipulalasat
teszi lehet6vé. A citoplazmatikus injektalas egyszeriibb eljards, de kevesbé hatékony az
enzimatikus (nukledz) citoplazma degradacio miatt. A mikroinjekcié hatdsos maddszer
rekombinans sejtvonalak eléallitasara. Ilyen példaul a zold fluoreszcens fehérje (GFP) mint

riportergén atkertilése kiilonb6zé sejtvonalakba (Maloy és Hughes, 2013).

Zona pellucida

,\ = Pronukleusz

Holder pipetta Mikroinjektalo pipetta

Nukleélusz Egysejtes embrio

4. abra Mikroinjektalas sematikus rajz (Forras: Chaible et al., 2013, szerkesztve)

A mikroinjektéalashoz altalaban egy kb. 100x-0s nagyitasu inverz mikroszképot hasznalnak.
Az injektalds mikroszkop alatt torténik mikromanipulator segitségével. Az embrid

szerkezetének lathatova tételéhez differencialis interferencia kontraszt (DIC) optikara van
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szlikseég. Az embriok M2 médiumban olaj alatt vannak targylemezre helyezve, igy csokkenthet6
a folyadek parolgasa. A mikroszkdphoz csatlakozo6 két mikromanipulator két oldalrdl régziti a
kapillaris tiiket, melyek kozil az an. holder kapillaris helyben tartja az embriokat, a szar6
kapillaris (altalaban 0,5 és 5 um ko6zotti atmérdjil) pedig a génkonstrukcié felvételére képes,
kihasznalva annak kapillaris hatasat. Ez a kis atmérdjii iiveg kapillaris teszi lehet6vé a DNS
sejtbe vald bejuttatasat. Az szuré kapillarist azonos fékuszsikba kell allitani a pronukleusszal,
majd a tarto pipettaval torténdé embrio felvétel és rogzités utan a szuro6 kapillaris behatol a zona
pellucidan és sejtmembranon keresztiil a pronukleuszba vagy sejtmagba és befecskendezi a
vektort. Az apai pronukleusz nagyobb, mint az anyai, a sejt perifériajan helyezkedik el, a
masodik poléris testhez kdzelebb, altaldban ez keril injektalasra. A nyomas szabalyozasat
injektor végzi. Nagysagrendileg 1-5 pL konstrukcid jut egy-egy sejtbe. A sikeres bejutast a
pronukleusz megduzzadasa jelzi, de keriilni kell az eldsejtmag hartyajanak felhasadasat. Az
erds fizikai hatasnak kitett embriok egy része visszafordithatatlanul karosodik és a lizis

kdvetkeztében elpusztul.

5. dbra Kétsejtes embrié mikroinjektalasa (Forras: sajat foto)

A tulélt embridk beiiltetésre keriilnek az injektalast kovetden, vagy HTF taptalajban
inkubéljuk éjszakara, 37 °C-on, 5% CO2 mellett. Ezeknek az embrioknak egy része az éjszakai
inkubdciot kdvetden kétsejtes stadiumig osztddik, néhdny azonban megall egysejtes allapotban,

vagy rendellenes fejlodést, fragmentaciot (sejttormelék-képzodést) mutat. Az embriok
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osztodasanak detektaldsa bizonyossagot adhat életképessegiikrél, ezért a masnapra osztddott és

transzferalt embridk szlletési rataja magasabb.

A szabalyosan osztodott embriokat alvemhes recipiens béranyak petevezetékébe (ltetik,
ahol ¢életképes egyedekké fejlodhetnek. A megsziiletd utodok egy része hordozza a beépiilt
DNS szakaszt, vagyis a transzgént, a transzgén jelenlétének detektalasa genotipizalassal

torténik. A beépllés hatékonysaga konstrukcionként eltér6 lehet (Liu et al, 2013).

2.7. Embrio belltetés

Az embri6belltetés, mas néven embribtranszfer (ET), elterjedt eljaras a rederivalasi
protokollokhoz, a fagyasztott embriokbol vagy spermabdl torténd vonal felélesztéshez és a
génmanipulalt allatok el6allitisdhoz. Az eljards soran egérembridkat visznek at alvemhes
ndstények petevezetékébe, hogy a transzfert kovetéen ezek a recipiens anyak (6. abra) hordjak

Ki az utddokat (Lamas et al., 2020).

l ) - - ?}s o [A.? 3 o )

Y/

6. abra B6FVB/ANtF1 recipiens anya kdlykeivel (Forras: sajat fotod)

Csak alvemhes egyedekkel érthetjiik el, hogy a vemhesség sikeresen fennmaradjon és az
belltetett embriok megfeleld fejlodésnek induljanak, mivel ezek a néstények hormonalisan és
fiziologiailag kompetens befogaddként szolgalnak a megtermékenyitett petesejtek szdmara
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(Murphy és Carter, 1993). Az alvemhesség egy neuroendokrin reflex, amely kiilsé ingerekre
(vaginocervikalis stimulacid) torténd reakcio altal megvaltoztatja a reproduktiv fiziologiat,
hasonldan a korai terhességhez (Yang et al., 2009). Azonban a hormondlisan kivaltott ivarzés-
szinkronizélads hatranyosan befolyasolhatja a belltetett embridk implantacidjat, ezért
hormonkezelést nem alkalmazunk. Ehelyett a megfelelé ivari ciklusban 1év6 ndstények
kivalasztasara vazektomizalt himeket hasznalunk. A vazektomia soran az ondovezetéket
sebészeti Uton megszakitjak, igy a spermiumok nem juthatnak a néi nemi utakba. A here
tovabbra is meg6rzi spermiumtermelé képességét, de a mellékherékben a spermiumok elhalnak
és felszivodnak. A mitéten atesett himek meg6rzik szexualis potencidjukat, és parzas utan
kopulacios dugot hagynak, de az ond6valadék spermiumot nem tartalmaz, ezért a himek nem
képesek a néstényeket megtermékenyiteni. A miitétet fiatal, ivarérett, egészséges himeken kell
elvégezni. A beavatkozast kovetéen az egereket ketrecekben egyedileg elhelyezve 3 hét
regeneracios id6 utan lehet a néstényekkel paroztatni. Barmely magas szexualis potenciaju torzs
hasznalhaté ilyen célra. A Swiss himek jol teljesitenek, ezért altalaban FVB/AntJ hatterti F1
hibridek hasznélatosak erre a célra. Egyes laboratoriumok genetikailag steril himeket
hasznalnak (Murphy és Carter, 1993). Ezekkel a himekkel paroztatott néstények kozll csak az
prodsztruszban levék mutatnak hajlanddsagot, melyet a parzast kovetd napon nyomon
kovethetiink a ndstények vagindjaban megszilarduld plug jelenlétével (Hasegawa et al., 2017).
Ellentétben a patkdnyok alvemhességének kivaltasaval, amely egyszertien indukalhat6 a
méhnyak mesterséges mechanikai ingerlésével, az egereknél ehhez a him ejakulacioja

szlikséges (Yang et al., 2009).
2.8. Korokozdmentesités embriotranszferrel (rederivalas)

Az OGR-ben hirom kiilonboz6 higiéniai stituszii szintet alakitottak ki. Ezek a
konvencionalis tér, MD (Minimal Disease) és SPF (Specified Pathogen Free) tér. A
konvencionalis térben atlagos higiénés szabalyok kerllnek betartasra, mig az SPF részben

magas higiénés statuszl transzgénikus allatok vannak.

A publikéaciok eredményeinek reprodukalhatésaga érdekében meghatarozo jelentGségii a
genetikailag azonos egértdrzsek hasznalatan kivil az a jelenség, hogy az allatok bizonyos
betegségektdl mentesek legyenek. Ugyanis a kiilonbozd korokok, parazitdk, betegségek
kihatnak az allatok viselkedésére, tehat stresszfaktorok lehetnek, vagy a bioldgiai funkcioik

nem megfeleld mikodését idézhetik eld, ami nagymértékben eltorzithatja egy kisérlet
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kimenetelét. Tehat a laboratoriumi allatok mikrobiologiai mindsége igen fontos tényezd a
kisérleti létesitményekben a kutatasi adatok validitasa érdekében. Ezért fontos, hogy az allatok
egészségi allapotanak nyomon kdvetesére olyan programot hozzanak létre, amely egyben a
mindségbiztositasi rendszer szerves részét képezi. Ennek érdekében a génmaodositott allatokat
eléallitd SPF allathaznak meghatarozott fert6z6 betegségektdl mentesnek kell lennie. Ez nem a
teljes csiramentességet (gnotobiota) jelenti, ugyanis a szervezetben tobbek kozott az
immunrendszer ¢és emésztés megfeleldé mikodéséhez sziikkség van  kiilonbozo
mikroorganizmusok jelenlétére, de kizarhatjuk azoknak a patogén mikrobédknak és parazitdknak
az elofordulasat, amelyek az allatok megbetegedését idézik eld. Ezen allapot fenntartasahoz
Utmutatokeént szolgal az Eurdpai Laborallat Szovetség (FELASA) ajanlasa, hogy mely
korokozoktol és betegségektdl kell mentesnek lenni az allomanynak (Mahler et al., 2014). A

statusz ellendrzésehez negyedévenkénti vizsgalatok sziikségesek.

Amennyiben egy allomany ezektdl a betegségektdl nem mentes, indokolt a patogének
atvitelének elkeriilése érdekében mentesitést végezni. Ilyenkor fertdzott anyaktol
fert6zésmentes utddokat kapunk. A folyamat neve rederivalas, korokozd mentesités. Ennek
egyik modszere a hysterectomia, és a csaszarmetszés, ami kozvetleniil ellés el6tt torténik,
ugyanakkor ezek invaziv és kevéshé biztonsagos modszerek. Alternativ eljaras az
embriotranszfer, amikor vagy hagyomanyos megtermékenyitést kovetéen zigdta stadiumu
embridkat preparalnak, vagy a fert6zottnek mindsiilé vonal himjeit felhasznalva in vitro
fertilizaciot (IVF) végeznek, majd az embriokat tiszta, alvemhes recipiens ndtényekbe Ultetik
be (Suzuki et al., 1996).

Ezt megel6zden a donorok egy hormonalis kezelésen esnek tul, melynek kovetkeztében
szuperovulaciot valtunk ki a néstényekben, ezzel novelve az embridszamot, €s a rederivalas
hatékonysagat. A recipiens ndstények vazektomizalt himekkel valé paroztatisa
nélkilozhetetlen az embridtranszfer végrehajtasdhoz, ugyanis ahhoz, hogy szervezetik képes
legyen befogadni a beiiltetend6 embriokat, a parzas altal alvemhességet kell kialakitanunk
benniik. A tiszta recipiens ndstényekbe beiiltetett embriokbol megsziiletett kolykok egyedileg
szelldztetett ketrecekbe keriilnek. A sziiletés utan 3 héttel a dajka anyabol levett vérmintabol
végzett szeroldgiai vizsgalat negativ eredménye esetén a korokozomentes egyedek atkerilnek
a torzstenyészetbe tovabbtartasra és szaporitasra. Ezaltal SPF higiéniai statuszban nevelhetd

tovabb az egér vonal.
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3. Alkalmazott anyagok és modszerek

3.1. A munkahoz felhasznalt génmaodositott és genetikailag nem maédositott

egértorzsek

Az embrioldgiai és asszisztalt reprodukciés munkalatok sordn tébbféle egértdrzset
sziikséges hasznalni attdl fliggden, hogy milyen célra hasznositjuk 6ket. A tdrzsek genetikailag
kilénbdznek egymastdl, ezért tulajdonsagaik eltéréek. Ahhoz, hogy a folyamatok sikeresen
végbemehessenek, az adott beavatkozéashoz optimalis torzset kell kivalasztanunk. Az egyes
torzseket az alapjan valasztjuk meg, hogy az egyes procedurak mit kivannak meg. Példaul
fontos, hogy az embridkat olyan recipiens béranyakba ultessiik, amelyek azonfelil, hogy
képesek nagyobb szamu embrid kihordasara, j6 anyak, stabilan fel tudjak nevelni a kdlykoket.
A kovetkezbekben az embrioldogiaban hasznalatos torzseket €s vonalakat mutatom be

felhasznalasi teruletiik és jellemvonésaik alapjan.
3.1.1. C57BL/6

A legszelesebb korben alkalmazott beltenyésztett egertorzs, szamos vonal genetikai
hatterét adja, ugyanis altalanos tobbcélu modell, szamos kisérlet épithetd ra, a legtobb mutacid
megnyilvanul benne. A legtobb rederivaland6 vonalhoz felhasznalhatd, illetve idealis transzgen
modellek kidolgozasadhoz. A torzs két kiilonboz6 vonalaval dolgoztunk, melyek elnevezés
szerint: C57BL/6J és C57BL/6NTac. A C57/BL egerek beltenyésztett torzsét 1921-ben az
Egyesiilt Allamokban C.C. Little hozta létre, majd a Jackson Laboratériumba -melynek alapit6
tagja volt- kerlltek az allatok. A legnépszeriibb altorzs a "6-0s" volt, ezért ez maradt fent az
altorzsek kozul. A C57/BL6J nevében a ,.J” betli a Jackson Laboratérium nevére utald kod,
amely az eredeti torzset jeloli. Késobb mas intézetekben, egymastol elszigetelten elkezdték
tenyészteni a torzset. Ezekbél a koloniakbol tovabbi altorzsek fejlédtek ki a genetikai
variabilitas kovetkeztében. A C57BL/6N altorzset a C57/BL6J-bdl hoztak létre 1951-ben az
Orszagos Egészségligyi Intézetben (National Institutes of Health, réviden NIH) innen ered az
Taconic Biosciences vallalat tartja fent, a ,,Tac” jelzés innen szarmazik a C57BL/6NTac
elnevezéshen. A szétvalt torzsek kozott jelentOs eltérések vannak a genetikai sodrodas miatt.
Példaul a C57BL/6N egy retina-degenerécidért felelés Crbrd8 allélt hordoz, mig a C57BL/6J
allatokban az allél vad tipusa talalhaté meg (Mattapallil et al., 2012). Az intézetben a legtdbb
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idegrendszeri, viselkedésvizsgalati kisérlethez C57/BL6J hatterti egereket hasznalnak a
kutatok. Ezért a rederivalando vonalak embridtranszferét az ilyen tipusi donor néstényektdl
nyert petesejtekkel végezziik, és ezeket kiilonboz6 genetikailag modositott himek sperméjaval
termékenyitjik meg. A C57/BL6J zigétak azonban tdrékenyek, emiatt mikroinjektélasra

alkalmatlanok, ennélfogva a génmodositasokat C57BL/6NTac embridkon végezziik.
3.1.2. FVB.129P2-Pde6b+ Tyrc-ch/AntJ (FVB/Ant)

Az FVBI/N torzsbe tartozd egerek egy tirozinaz génhiba kdvetkeztében albindk (Tyrc/c),
emellett retina-degeneraciéban (Pde6brd1/rdl) szenvednek, ami elvalasztasi korra vaksagot
okoz. Ez nyugtalan természetiiket, szorongasukat eredményezi. A mutéacié negativ hatasanak
kikliszobolesére kitenyésztették az FVB/N lato valtozatat. Az FVB/Ant egerek a 129P2/OlaHsd
vad tipusu Pde6b allélra homozigétak, igy nem szenvednek vaksagban, amit a retina-
degeneracio okoz. Ennek kdvetkeztében olyan vizsgalatokban hasznalhatdak, ahol FVB hattert
egereket hasznalnak kontrollként, de sziikség van az egerek latasara, mint példaul a viselkedési
vizsgalatokban. A Tyrc-ch allél homozigozitasanak eredményeként az egerek pigmentalt,
chinchilla szintiek. Stresszhatasra el6fordulhat a megsziiletett almok eltaposasa és
elfogyasztasa, emiatt kevésbé alkalmas recipiens anyanak. Azonban széles korben hasznalt
beltenyésztett torzs, mikroinjektaldshoz elsérangli a megtermékenyitett petesejtekben 1€vo
nagymeéretl, jo1 lathat6 pronukleuszok ¢€s sejtmagok miatt. A donor ndstények sok esetben tolitk

kerulnek ki. Nagy alomszam jellemzi (Errijgers et al., 2007).
3.1.3. B6BALBI/cF1

C57BL/6J anyai és BALB/c apai vonalak keresztezésébdl szarmazé els6é generacios hibrid
utodai. Ezek a hibridek genetikailag azonosnak tekinthetoek. A beiiltetésekhez hasznaljuk ket
recipiens anyaként jo utdodnevel6 képességeik és kannibalizmusra vald alacsonyabb hajlamuk
miatt, valamint vazektomizalt himek el6allitisara. Ebben az esetben a heterdzishatas is
érvényesul, a beltenyésztett torzsekkel ellentétben, melyek szaporodoképessége és aktivitasa
alacsonyabb. Ezenkivil tovabbi variacidkban hozhatunk létre F1-es utddokat az apai partner
megvalasztasaval. Az anyai partner mindegyik esetben C57BL/6J volt. Béranyaként a
kovetketd hibridek keriilnek még felhasznalasra: B6FVB/AntF1, B6CBAFI.
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3.1.4. Génmodositott vonalak

Kiilonb6zé  genetikailag modositott  allatok, melyek vonalak felélesztéséhez,

rederivalashoz, koloniaalapitdshoz és fenntartadshoz sziikségesek.
3.2. Az allattartas korulményei

A kisérletek és publikaciok hitelességének megdrzéséhez nélkiilozhetetlen a megfeleld
mikrobiologiai mindségli egerek folyamatos eldallitasa. Ezt az SPF allathdz biztositja a kutatok
szamara a FELASA utmutatasa alapjan. Az eldirasok szerinti megfeleléshez és magas szintli
higiéniai statusz fenntartdsdhoz néhany oOvintézkedest be kellett vezetni az &llathaz
miikodésében. A patogének bejutasat tobb gat (in. barrier) védi. A beléptetés zsiliprendszeren
keresztul torténik. Ehhez hozzatartozik dolgozoi oldalrél a korlatozott bejarés,
fert6tlenitészeres bemosakodas, légzuhany, aszeptikus védbéruhazat (szkafander, kesztyi,
szajmaszk hasznélata) és az otthoni allattartas korlatozésa. Az allatok kozvetlen védelmét
ezenkiviil az ultrasziirt ivoviz, autoklavon keresztil bejuttatott steril tap, alomanyag, allattartasi
eszkozok és felszerelések (ketrec, itato, stb.) biztositjak. A nem autoklavozhaté anyagok
formalin kamraban torténd sterilizalas utan keriilnek be az SPF térbe. Az korokozok kiviilrdl
valé bejutasanak megakadalyozasat ezenkiviil a szelldzokre felszerelt HEPA szlirék altal
csiramentessé sziirt levego és a légnyomas szabalyozasa segiti el6. A légnyomas a szoba-Kiltér
irdnyaba csokken, tehat atérben enyhe tulnyomas uralkodik, mely megakadalyozza a levegében
1év6 korokozok befelé dramlasat. Az esetleges fertdzések kimutatasara az allattartd szobakban
allvanyonként elhelyezett ,sentinel” &llatokat hasznalunk. BALB/c torzsbdl szarmazé
ndstények toltik be ezt a szerepet, melyek a korokozokra rendKivil érzékenyek. A ketreciikbe
a szoba 0sszes allatanak szennyezett alomanyagabdl, hasznalt tapjabol keril egy kevés, hogy
fertdz¢s esetén a leghamarabb mutassédk a betegség jeleit. A kérokozoémentesség folyamatos
ellendrzése bélsarmintajuknak PCR alapu vizsgalataval torténik, valamint negyedévente a
sentinelek vérébdl és bélsarabol vett mintdk teljeskorli laborvizsgélataval valosul meg. Az
embridtranszferen atesett, mikroorganizmusokkal vald fert6z6dés kockézatanak nagyobb
eséllyel kitett allatok és utodaik egyedileg szelloztetett ketrecrendszerben (7. &bra) vannak
elhelyezve az allathaz egészétol elzart szobaban, csak a recipiens ndstények negativ szeroldgiai
vizsgalati eredménye utan kertilhetnek ki az SPF tér tenyészt6 szobaiba. A tenyészetek is zart
ketrecekben kapnak helyet. Az allatimport megbizhaté vendoroktdl szarmazik. Karantén és

higiéniai statuszvizsgalat utan keriilnek be az allathazba, illetve génmddositott allatok csak
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embriotranszferes korokozdmentesités Gtjan. A donor és vazektomizalt himek egyesével

vannak tartva nyitott ketrecekben.

1. abra Szelloztetett ketrecrendszer (Forras: KOKI)

A tér légmentesen zart, klimatizalt. Alland6 22-24°C-os hémérséklet, 40-60%-0s relativ
paratartalom jellemz6. A megvilagitas fényintenzitasa 1000 lux mennyezetmagassagban, a

fenyciklus 12-12 ora.
3.3. Alkalmazott anyagok, oldatok, hormonok

M2: MERCK EmbryoMax® folyékony M2 médium fenol-vordssel, USA
KSOM: CARD KSOM, Cosmo Bio Co., Ltd., Japan

HTF: HTF Cosmo Bio Co., Ltd., Japan

GSH: 0,0307 g L-Glutathione reduced (Sigma-Aldrich) 1 ml HTF-ben feloldva, majd

ezutan 0,22 pm poérusméreti Millex membranon atszlirve
Asvanyi olaj: FertiCult™ Mineral Oil (paraffn olaj), FertiPro, Belgium

PMSG: Prospec PMSG 50001U, fiziologias s6oldattal 501U/ml-re higitva
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hCG: Prospec HCG Protein 5 mg, fizioldgias sooldattal 501U/ml-re higitva
CARD FERTIUP Preincubation Medium (PM)

Avertin: torzsoldalt: 10 g Sigma-Aldrich 2,2,2-Tribromoethanol feloldva 10 ml Sigma-
Aldrich 2-Methyl-2-butanol-ban; higitas: 400 ml tdrzsoldatot fizioldgias

sooldattal felonteni 20 ml-re

Meloxicam tabletta: Bio-Serv Mouse MD’s™ — Meloxicam (0,125 mg/tabletta)
3.4. Alkalmazott protokollok

3.4.1. Hormonkezelés

A 2022. januarja eés oktobere kozott alkalmazott protokollt kovetve az in vitro
fertilizaciohoz felhasznalt donor ndstények szuperovulaltatasa SNE intraperitonealis PMSG
injekcidval tortént 17:00-kor. Az elsé injekcio utan 49 Oraval, 18:00-kor 5 NE hCG
hormonkezelést kaptak. A folyamathoz 4-6 hetes allatokat hasznaltunk. Ez a kor a C57/BL6
torzsnél fontos, ugyanis érzékenységuk fiatalabb korban magasabb, az idésebb allatok kevésbé
reagalnak jol a hormonkezelésre. 2022. oktoberétdl Lamas altal alkalmazott médszer (Lamas
et al., 2021) alapjan az oltasok idépontja modosult, melyben a PMSG és hCG injekcio is 15:00
orakor kertlt beadasra. A protokoll a tobbi proceduraban egyezést mutatott a korabbival. Az

IVF id6pontjat egyik modszernél sem valtoztattuk meg, csupan a hormonkezelés idejét.

Hagyomanyos paroztatasndl a PMSG beadasa 14 oOrakor, majd ezt kovetéen a hCG
injektalasa 47 ora elteltével, 13 drakor tortént. A néstények életkora ebben az esetben magasabb

volt (8-10 hetesek), ugyanis a természetes paroztatashoz tenyészérettnek kellett lennitk.
3.4.2. Hagyomanyos paroztatas

Hagyomanyos paroztatas soran a ndstényeket elzetesen szuperovulaltattuk a magasabb
oocyta-szam érdekében, majd egyesevel keriltek donor himekhez a hCG beadasat kovetden,
hogy bekdvetkezzen a kopulacio. Minden esetben a ndstények keriiltek a himek ketrecébe egy
teljes éjszakara. Az ovulacié korllbelul 12 éraval a hCG injekcié beadasa utan kdvetkezik be,
ekkor a petesejtek megtermékenyithetdk. A ndstények bar azonosnak tekinthetd ivari ciklusban

voltak, de a himek szexualis aktivitasa valtozd lehetett, ezért nem minden ndstény parzott. A
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modszer alacsonyabb hatékonysaga miatt a donor ndstények szdma koriilbeliil kétszerese, mig
a donor himekeé Kilenc-tizennyolcszorosa is lehet az in vitro fertilizacioval 6sszehasonlitva.
Tulnyomorészt FVB/Ant himeket hasznaltunk fel donorként, emellett a létrehozand6 Uj vonalak

genetikai hatterének figgvényében mas torzsekkel is dolgoztunk.
3.4.3. Invitro fertilizacio

A Naomi Nakagata-féle (Department of Reproductive Engineering, Center for Animal
Resources and Development - Kumamoto Egyetem, Japan) (Takeo és Nakagata, 2018) CARD-
modszernek és a Jackson Laboratorium protokolljanak (Low et al., 2016) kombinécidjaval

végeztik az in vitro fertiliz&ciot.

A sperma gyiijtéséhez 35x10mme-es petri-csészében egymas alatt egy 100 pl-es és egy 200
pl-es PM cseppet készitettlink, amit paraffinolajjal (~3ml) lefedtiink. Az oocyta gyiijtéshez 3-4
allatonként 1db megtermékenyit6 cseppet készitettiink 35x10mm-es petri-csészében, amelybe
90 pl-es HTF médiumot 0,9 ul 1mM-o0s GSH koncentréacidéval tettiink olaj ala. A sperma és
petesejtek inkubacidjahoz sziikséges médiumokat az IVF elott fél 6raval az inkubatorba
helyeztiik a kivant gazkoncentracié eléréséhez. Az embriok mosasahoz (8. abra) 60x15mm-es
petri-csészében 3 db 100 pl-es és 1db 200 ul-es HTF cseppet készitettiink olaj (~5ml) ala
helyezve.

8. &bra Embriok mosasa SPF 6ltozékben (Forras: KOKI)
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Tdbbnyire C57BL/6NTac, C57BL/6J, FVB/ANtJ vonalak keriltek felhasznélasra petesejt
prepardlashoz a kisérletek altal megkivant genetikai hattér alapjan. A donor himek foként
kiilonbo6z6 transzgenikus allatok voltak a céltél fiiggden. Vonalanként 1-2 himet hasznaltunk
fel. A terminalast cervikalis diszlokacidval végeztik. Az allatok alhasi tajékat 70%-os etanollal
lefert6tlenitettiik. A here folotti béron bemetszést ejtettiink, majd a hasfalat és hashartyat
atvagva csipesszel a zsirparnakat megcsipve kiemeltik a mellékheréket és elvagtuk az
onddvezetékeket. A mellékheréjuket és onddvezetékilk egy szakaszat papirvattan leitattuk,
hogy minél kevésbé legyenek vérrel szennyezettek, majd ezt kovetéen a 200 pl-es PM cseppbe
helyeztik. Az epididymiseket és vezetékeket mikrosebészeti olléval 6sszevagdostuk, hogy
ezzel a spermiumok kidramlasat biztositsuk. A szOveteket a médiumbol eltavolitottuk. A
sperma kapacitacidja itt tortént 35 percig. A spermat 10 perc mulva Kihigitottuk a 100 pl-es
cseppbe, ahova a nagyobb csepp szélén 1évo legmotilisabb spermiumokbol pipettaztunk at ~10
pI-t. Mikroszkop alatt vizsgaltuk a sperma mindségét. Megfigyeléseink alapjan, FVB hatterii
himek hasznalatakor a spermiumok PM oldatba keriilve hamar 6sszecsapzddtak, ami a
megtermékenyités hatasfokat negativan befolyasolta. Az ilyen spermaval termékenyitett
petesejtek alacsony termékenyulési ratat mutattak. Ezt elkerllve, a protokolltdl eltérve
korabban végeztiik el a kihigitast ezekben az esetekben. A sperma mindsége vonalanként és
egyedenkent is eltért. A spermiumszam ¢és motilitdas meghatarozé tényezé az IVF
sikerességében. Ezt kovetdéen az oocyta gyljtéshez 9-18 db 4-6 hetes donor néstényt
terminaltunk a himekhez hasonl6 médon. A hasukon ejtett bemetszésen keresztil szedtiik ki a
petefészkeket a meh egy szakaszaval egyutt. A preparalas utan leitattuk a szdveteket és a
megtermékenyité cseppben a HTF-et koriilvevo olajba helyeztik. Tiivel megszirva az ampullat
kimostuk az ovulalt petesejteket, majd a HTF cseppekbe hiztuk a cumulus felh6kbe agyazott
oocytakat. Az inkubacios idok letelte utan a petesejteket tartalmazé cseppekhez ~10 pl spermat
adtunk, és  tovabbi 3-4  oran keresztul itt  zajlott az inkubacio

(https://medschool.vanderbilt.edu/vemr/recovery-protocols/ivf-card-protocol/).

3.4.4. Rederivalas

Szintén a CARD féle mddszerrel végeztiik a rederivalashoz sziikséges IVF-et, azzal a
kiilonbséggel, hogy a fert6zottnek mindsiilé tenyeszérett (legalabb 9-12 hetes) him egyedek a
Befogadd allathdzban (konvenciondlis tér) voltak elhelyezve, melyekb6l csak a kipreparalt
epididymisek és ondovezeték keriiltek fel az SPF-tér melletti laborba. Az ezekb6l Kinyert

spermaval termékenyitettiik a korokozoktdl mentes donor ndstényekbdl szarmazo petesejteket.
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Az embriok maceracio (mikroinjektalas) nélkil kerlltek paraffinolaj alatt HTF vagy KSOM
oldatba, majd masnap, kétsejtes allapotban lettek beliltetve az SPF-térben é16 alvemhes

recipiens ndstényekbe.
3.4.5. Alvemhes néstények létrehozasa

Erre a célra a 3 kiilonboz6 hibrid vonalat hasznaltunk: B6BALB/cF1, B6FVB/ANtF1,
B6CBAF1. Hormonkezelés utan a szintén hibrid vazektomizalt himekkel raktuk 6ssze dket. A
néstények kiilonboz6 tipusait idérél idére valtogattuk a himeknél a magasabb aktivitds

érdekében. Masnap reggel a plugok alapjan valogattuk ki az tiltetend6 egyedeket.
3.4.6. Belltetés

Az embridk beiiltetése a megtermékenyitést kdvetd elsé, vagy masodik napon tortent.
Ilyenkor egy-, illetve kétsejtes allapotu embriokkal dolgoztunk. Az embrid belltetéshez
elokészitettlik a kijelolt allatokat, és miitéti steril eszk6zoket. A transzfert megeléz6 napon a
vazektomizalt himekkel parzott néstények kozil kivalogattuk a pluggal rendelkez6 egyedeket,
melyeket a mitéthez hasznaltunk. A recipiens néstényeket intraperitonealis Avertinnel
(tribrom-etanol) elaltattuk. Ekozben az iiltetd kapillarisokba rendeztik az embriokat. A
kapillarisokba kis térfogatd médiumot szivtunk fel, ezutan légbuborékot, majd Gjra médiumot,
ezt kOvetéen az embriokat, majd a végét buborékkal zartuk. A belltetést szajpipetta
segitségével végeztik. Az egeret a hasi oldalara fektetve a gerincoszlop mentén 4-6 mm hosszu
bemetszést ejtettiink, majd atvagtuk a bort és kotdszovetet. Apro rést vagva kiemeltlk a
hasiiregb0l a petefészket, petevezetdket és a méhszarv végét a zsirszovetnel fogva, majd un.
bulldog csipesszel stabil pozicidba rogzitettik. A petevezeték infundibulumot kovetd
szakaszan 27G méreti tiivel szurast ejtettlink, majd a szdrasi csatornan bevezettiik az {ilteté
kapillarist. A méh iranyanak megfeleléen az ampullaba dévatosan bejuttattuk az embriokat. A
petefészkeket visszahelyeztilk a hastiregbe. A sebet Michel sebkapoccsal zartuk. Az alvd
recipienseket ébredésig a testhoémérséklet kontrollalasara fiitélapon tartottuk. Posztoperativ
fajdalomcsillapitasként Meloxicam fajdalom- és gyulladascsokkentd tablettat adtunk az

allatoknak. Masnap ellen6riztlk egeszségi allapotukat.

A betiltetést kovetden az anyak szelléztetett ketrecben karanténba keriiltek, ahol az
utddok elvalasztasaig tartozkodtak. A higiéniai statuszvizsgalat ellenérzése utan az ujonnan

Iétrejott transzgénikus allatok kolonia alapitoként keriltek at tenyészetekbe.
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4. Eredmények és ertéekeléestik

4.1. IVF-hez hasznalt donor néstény egerek szuperovulaltatasa

A hormonkezelés optimalis idépontjanak €s dozisanak beallitasa kovetkeztében megfigyelt

embriészam ndvekedés:

A vizsgalatok megkezdésekor azt tapasztaltuk, hogy az IVF-hez hasznalt néstényektdl
nyert megtermékenyithetd oocytdk szama atlagosan jelentdsen alacsonyabb az elvarhato
mennyiséghez kepest. Ezért az addig hasznalt, a Jackson Laboratory-ndl beallitott médszerhez
képest kiprobaltuk a Lamas-féle id6zitést és emelt PMSG ddzist. 2022 oktdberében tértiink &t
az Uj mddszerre, ezert a vizsgalatokban a 2022. januar és szeptember kozotti, illetve 2022.
oktober és 2023. szeptember kdzotti idészakot vetettiik dssze. Osszehasonlitva a kordbban
hasznalttal Iényeges kiillonbségeket véltink felfedezni a szuperovulacioé utani oocyta-szamban.
Az 0j modszerrel nagyobb mennyiséget értiink el a korabbi értékekhez képest. Az in vitro
fertilizacids eseményeknél nem kerilt ezelott dokumentalasra a néstényekbdl kinyert 6sszes
ovuldlt petesejt-szam, mert nem volt szamunkra relevans adat, ugyanis csak a

megtermékenyitett petesejteket hasznaltuk fel, igy ezeket az adatokat tudtam alapul venni.

975 donor ndstényt vetettiink 6ssze masik 874 egyeddel, ahol az els6 csoport 975 egyede
17 érakor lett hormonkezelve 5 NE PMSG injekcioval, majd az ezt koveté masodik napon 18
orakor 5 NE hCG injekcidval. A masik csoport 874 nésténye 15 orakor kapott 7,5 NE PMSG
és 5 NE hCG injekciot is 48 oOra eltéréssel. Az els6 csoporttol Osszesen 9637 db
megtermékenyitett petesejtet kaptunk, ami atlagosan 10 kordli zigotat jelent allatonként. A 15
orakor, emelt PMSG hormonnal szuperovulaltatott ndstényt61 6sszesen 20878 zigotat tudtunk
kinyerni, amely pedig megkdzelitdleg 24 db ndstényenként. Az eredményeket az 1. tablazat

szemlélteti.

1. tAblazat Hormonkezelés hatasa a petesejtszamra (Forras: sajat munka)

IVF

Hormonkezelés ; N&stények | Megtermékenyitett Egy allatra jutd atlagos
g események , i J uto:
ideje . szama petesejtek szdma petesejtszam
szama
5 NE PMSG 17:00, o
5 NE hCG 18:00 > 975 9637 9,9 100%
7,5 NE PMSG 15:00, .
5 NE hCG 15:00 88 874 20878 23,9 241%
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A megtermeékenyitett oocytak szdma eseményenkeént eltéré volt. Ebbél adédnak a nagy
szoras értékek. Az atlag értékek alapjan elmondhatd, hogy kiilonbség figyelheté meg az egyes
genetikai hatterek kozotti petesejt megtermékenyilés kapcsan, valamint az ¢16 allatbol
szarmazo friss spermaval és fagyasztott spermaval tortén6 termékenyitési aranyok kozott (2.

tablazat).

2. tablazat Genetikai hatterek kozott megfigyelheto kiilonbségek a megtermékenyitett
petesejtszam tekintetében (Forras: sajat munka)

Megtermékenyitett
Ndstény (genetikai hattér) Események szama petesejt/néstény Sz06ras értéke
(atlag)

5 NE PMSG: 17:00 — 5 NE hCG: 18:00
C57BI/6) (fagyasztott sperma) 1 8,9 -
C57BI/6) (friss sperma) 11 10,2 53
C57BL/6NTac 59 9,9 4,2
FVB/Ant) 6 12,9 4,2
Génmadositott 8 6,8 8,2

7,5 NE PMSG: 15:00 — 5 NE hCG: 15:00
C578Bl/6) (fagyasztott sperma) 8 14,4 5
C57BI/6) (friss sperma) 8 25,7 12,9
C57BL/6NTac 33 26,5 33
FVB/Ant) 6 29,8 10,7
Génmodositott 33 24,7 9,5

A C57BL6J hatteri ndstények esetében a fagyasztott spermaval termékenyitett
petesejtek Iényegesen rosszabbul termékenyiltek a friss spermaval szemben. A tobbi hattérnél
nem alkalmaztunk spermafelolvasztast az IVF-hez, ezzel a mddszerrel csak a rederivalt vonalak
készliltek, melyek genetikai hattere minden esetben C57BL/6J volt. Ugyanakkor az Gj modszer
Kiprobalasa petesejtszam novekedést eredményezett. A zigbtak szamaban befolyasold tényez6
lehetett példaul, hogy a donor allatok melyik térzshéz vagy vonalhoz tartoznak, a mutaciok
jellege, hogy ez kihatassal van-e a szaporodasi mutatokra, az allatok kora, szuperovulaciora

adott valaszreakcio, a himek spermdjanak mindsége, az oldatok mindsége.

A PMSG dozisanak eltéré adagolasaval a korabban beadott 5 NE/allat mennyiségii
PMSG hormont 7,5 NE-re emeltik, majd figyeltik a kezelésre adott valaszreakciét és az
oocytak szamaban torténd valtozast. A PMSG dozisat 1,5-szeresére novelve a szuperovulacio
nagyobb hatékonysagot mutatott, ami szintén hozzajarulhatott az egyedenkénti életképes
oocyta mennyiségének novekedéséhez. FVB/Ant) hattéren &sszehasonlitd vizsgalatot

végeztiink, hogy milyen hatdssal van a petesejt termelésre az eltéré idében torténé azonos
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PMSG mennyiség beadas (3. tablazat), valamint az azonos id6ében torténd eltéré PMSG

mennyiség, de 6nmagukban ezek nem okoztak szignifikans kilonbséget.

3. tablazat Hormonkezelés hatdsa az embridszamra (Forrés: sajat munka)

Hormonezelés | Genetikai | NGstények o EmbridelGallitas
o ix . s , Embriészdam )
id6pontja hattér szama maodszere

PMSG: 17:00,
hCG: 18:00 FVB/AntJ 5 167 IVF

PMSG: 15:00,
hCG: 15:00 FVB/AntJ 5 187 IVF

A megfigyelések alapjan a két modositas egyuttes hatdsara szamottevé mértékben
megemelkedett az ampullabol kimoshatd oocytak szama. Ezek a valtozasok magaval hoztak a
donor néstények szamanak csokkentési lehetdségét (3R reduction), ugyanis kevesebb allatbdl
tudtunk azonos, illetve nagyobb szamu petesejtet eléallitani. Az ezel6tt egy eseményhez

felhasznalt korilbelil 18 db donor ndstény szamat 9-12 allatra tudtuk csékkenteni.

4.2. Belltetés

Vazektomizalt himek nemi mitkodésének figyelemmel kisérése, a plugok alapjan

dalvemhességet mutato nostények szelektdlasa:

A recipiens néstényeket vazektomizalt himekhez raktuk ki egyesével az embriotranszfert
megel6zo napon délutan. A kopulacio leggyakrabban az ¢jszakai 6rakban kovetkezik be, emiatt
altalaban nem kisérhetd figyelemmel. Masnap déleltt a parzasra utald plugok alapjan
szétvalogattuk a néstényeket a parzast nem mutatd egyedektél. A himekhez heti egy-két
alkalommal raktunk ndstényeket. A plugot ado, illetve nem ad6 egyedeket jeloléssel lattuk el.
Az egymast kovetd nemi aktivitast tobbszor nem mutatd himeket frissen vazektomizalt himekre
cseréltik. A pluggal rendelkez6 néstényeket ezutan el6készitettiik embridtranszferre és

vizsgaltuk az alvemhességet mutatd egyedeket a kovetkezéekben leirtak alapjan.

Ndstény egerek petevezetékének ampulla szakaszanak megfigyelése, és a belltetések

sikeressége kozotti 0sszefliggések:

Mikroszkop alatt figyeltiik meg a ndstények petefészkeit és petevezetékeit. A petefészek

allapota, petevezeték tagulata és ampulla atlatszosdganak megfigyelése arra engedett
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kovetkeztetni, hogy a pluggal rendelkezé ndstények bizonyos szazaléka nem mutatott
alvemhességet. Ezek az allatok nem estek at embridtranszferen, csak a megfeleldonek itélt
egyedek. Csak azokba a recipiens néstény egyedekbe iiltettiink embriokat, amelyek az

ampullgjuk alapjan receptivnek mutatkoztak (9.abra).

9. dbra Plugos recipiens sziik (balra) és kitagult (jobbra) ampullaval (Forras: sajat foto)

A harom kiilonb6z6 tipust recipiens ndstény petevezetéke mutatott nemi eltérést, ami az
eltéré genetikai hattér kovetkezménye. A petevezetd ampulla szakaszanak volt a legnagyobb

jelentésége az implantacio tekintetében.

Azok a ndstények, melyek ampullaja atlatszonak és tagnak bizonyult, a parzasra
alvemhességgel reagaltak, és vemhesedési aranyuk magas volt. Az ampulla ezeknél az
egyedeknél tobbszords vastagsagu volt a petevezetd tovabbi szakaszainak atméréjéhez képest.
A plugos néstényeknek Kicsit tobb, mint harmada (39,9%) az ampullajuk alapjan nem mutatott
hormonalis valtozast, kdzel kétharmada (60,1%) pedig alvemhességgel reagalt a parzasra. A
valtozast nem mutatd ndstények a ciklus prodsztrusz szakaszaban lehettek. Ampullajuk nem
volt 4ttetszd, a petevezetd petefészek feldli kezdeti szakasza vékony, gyakran fehér szinii volt.

Az eredményeket a 4. tablazaton mutatom be.
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4. tablazat Alvemhességet mutato recipiens ndstények ardnya 2023. jilius-szeptember
idoszakaban (Forras: sajat munka)

2023
Osztrus N < .
- Z usz Prodsztrusz Alvemhességet
Recipiens fazisban ‘. .| ox P p
. s . fazisban l1év6 | Alvemhes néstények mutatd Osszes
Hoénap néstények l[évé yoas . et .
. ot néstények aranya ndstény aranya
szama ndstények , ;
. szama atlagosan
szama
JUnius 90 55 35 61,1
Julius 44 25 19 56,8
— 60,1
Augusztus 43 28 15 65,1
Szeptember 104 61 43 58,7

A recipiens ndstények plugok alapjan valé Kkivélasztidsa és az alvemhesség kozotti
Osszefliiggések megfigyelésével, valami a petevezetok és ampulla atmérdjének, szinének ¢€s
atlatszosaganak figyelemmel kisérésével, majd ez alapjan torténd szelektalassal javultak az
anyak vemhesedeési aranyai (melyet a 4.4 fejezet 5-6. tablazata szemléltet), és a megsziiletett

utodok szama is novekedett (1-2. melléklet).

Az utddok szdmanak ndvekedése az 6t kategdria kozil haromnal volt megfigyelhetd
(rederivalt vonalak 6,5%, felolvasztott spermaval termékenyitett petesejtekb6l szarmazo
embriok 17,9%, felolvasztas utan belltetett embriok 11,9%) a mikroinjektalt embridknal
ugyanez nem mondhaté el, mert ezeknél minimalis csokkenéseket (1,7% hagyomanyos
paroztatassal eldallitott embriok és 1,9% in vitro fertilizacioval el6allitott embriok)
tapasztaltunk. A mikroinjekalt embridk tulelési aranyaira, ezzel bedgyazodasukra és

megszilésiikre hatassal lehettek az ebben az idészakban alkalmazott génkonstrukciok.
4.3. Recipiens néstényekkel valéo banasmod

Recipiens néstények fajdalomcsillapitasa:

A recipiens ndstények embridtranszfert kovetd fajdalomesillapitasara a bacon izesitésii
Meloxicam tablettat hasznaltuk. A valasztasunk azért esett erre a fajdalomcsillapité mddszerre,
mert ezek az egerek szaméra izletes tablettdk 6sztonzik az étvagyat a beavatkozas utani
iddszakban, eldsegitve a gyorsabb felépiilést. Idealis fajdalommentes alternativat jelentenek a
stresszes miitét utani injekciok helyett, helyet adva a 3R szabaly refinement alapelvének, hogy

a lehetd legkisebb fajdalmat és szenvedést okozzunk az allatnak.
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4.4. Vemhesulés, sziletés

Vemhesulés:

A 4.2. fejezetben emlitést tettem a recipiensek vemhesilési ardnyanak novekedésére,

amely a kovetkezOképpen alakult:

5. tblazat Recipiensek vemhesulési %-a 2022. januar-szeptemberi idészakdaban
(Forras: sajat munka)

2022 Vembhesiilési %
PMI PMI nélkiili
IVE hag’yoményos rederivilss felolvasztott feIoIvas?t’ott
paroztatas sperma embrio
januar 50 - 100 - =
februar 19 - - 0 33
marcius 58 67 - - =
aprilis 50 - 100 - =
majus 75 71 - - =
junius 100 50 89 - =
julius 100 50 89 - 67
nem i i i 0
augusztus | osztodott
szeptember 100 100 100 100 -
atlag 69,1 67,6 95,6 50,0 33,3
szoras 29,8 20,5 6,1 70,7 33,3

6. tablazat Recipiensek vemhesulési %-a 2023. januar-szeptemberi idészakdban
(Forrés: sajat munka)

2023 Vembhesiilési %
PMI PMI nélkili
IVE hag’yoményos rederivalss felolvasztott felolvant’ott
paroztatas sperma embrio
januar 76 100 100 - 0
februar 89 100 100 - -
marcius 73 100 88 100 -
aprilis 76 67 - - 100
majus 76 83 - - -
junius 80 - 100 100 -
jalius 86 - - 100 -
augusztus 88 100 S = =
szeptember 88 - 100 = =
atlag 81,3 91,7 97,6 100,0 50,0
szoras 6,4 13,9 5,4 0,0 70,7
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A téblazatbdl leolvashatd, hogy a tavalyi évhez képest minden kategériaban javultak az
eredmények. Azok a recipiens néstények, melyekbe in vitro fertilizacioval eléallitott,
mikroinjektalt embridkat dltettink, a vemhesilési arany 18%-kal, hagyomanyos paroztatashol
szarmazo mikroinjektalt embriok esetében pedig 17,7%-kal nétt. A kérokozomentesitést és
vonalfelélesztést illetden a rederivalashdl szarmazo embriok esetében 2,1%-kal, a felolvasztott
spermaval termékenyitett petesejtek esetében 32%-kal, mig embridfelolvasztasbol torténd

belltetés soran 16,7%-kal n6tt a recipiens anyak vemhesiilési aranya a tavalyi évhez képest.

Az el6z6 tablazatot tovabb elemezve két kategériara bontottuk, és vizsgaltuk a
recipiensek vemhesulési aranyat annak a tényezének a figyelembevételével is, hogy egyes
embriok mikroinjektalds utan kerlltek belltetésre, mig masok anélkul rederivalas vagy
vonalfelélesztés céljabol, melyet kilon grafikonon szemléltetek (10.abra). Az injektalt embriok
ennél a vizsgalatnal is rosszabb eredményeket adtak, ami szintén az injektalassal sszefliggésbe

hozhatd lizis kovetkezménye.

Vembhesiilési %
(2022. januar - 2023. szeptember)

100
80
60 I
) |i I
% ¥l |
0 - L e
X x V VUV VOV WVEEXEILEIEE-EODD N VD VO B
S <2I322p4Hdus252322p 4
S 3 = = 5 S S50 = o
ZxegalZsHNsSs0>S>Szzegal3s NS
T s g22>8 L =22>90
= S OgoagﬁuE (DE
D w =) S
< N =z < N

E Mikroinjektdlt B Nem injektalt

10. dbra Recipiens ndstények vemhestilési %-a mikroinjektalt és nem injektalt embriok
tekintetében (Forras: sajat munka)

Vemhesedés és szilletés kozotti 0sszefliggések:

Az embriétranszfert kovetden a belltetett embridk és a megsziletett kolykdk szama

kozott probaltunk dsszefliggéseket keresni. Korabban az anyankénti alomszam nem volt
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meghatarozo jelent6ségii, ezért csak az egy-egy rederivalasi vagy mikroinjektélasi eseményhez

kothetd osszes ndsténybdl szarmazo utdd keriilt dokumentélasra.

Az utobbi idészakban az allatonként beultetett embridszam és utédszam elemzésével is
prébaltunk Kisérletet tenni a belltetés tovabbi optimalizalasara. Bar viszonylag még kevés adat
gyllt 6ssze, az a tendencia latszik érvényesiini, hogy a recipiensenként 20 beliltetett embrio
szaméanak csokkentésével ndvekszik a megsziletett utddszam (7. tablazat). Az megsziletett
utddok aranyaban jelentés kiillonbség a mikroinjektalt és anélkil betltetett embriok kozott volt,

ami az injektalas soran fellépd embriot éré fizikai karosodas kovetkezménye.

7. tblazat Belltetett embridszam és megsziletett utddok dsszefliggései (Forras: sajat munka)

Megsziiletett utédok aranya (%)
Embrioszam Mikroinjektalt 5:;::’: Mikrrc:;rlmlj(zll(ita’la’s Esetek szama

25 9,7 7 36 2
24 - . - -
23 15,2 2 - -
22 13,6 2 - -
21 11,9 2 52,4 1
20 20,1 38 33,9 46
19 10,5 1 44,7 2
18 22,9 10 44,4 1
17 25,0 7 24,3 5
16 25,0 8 37,5 2
15 27,0 11 28,3 3
14 = - 42,9 2
13 - - - -
12 8,3 1 75 2
11 - - - -
10 - - - -
9 - - - -

- - 56,25 3

Figyelemmel kisértiik a recipiens anyak belltetés utani vemhestilési aranyat is a 2022.
szeptember és 2023. szeptember kozotti idészakban, az in vitro fertilizacioval eléallitott és
mikroinjektalt embridkra vonatkozoan is. Ezt kovetéen a beiltetett embriokbol megsziletett

utddok aranyaval prébaltunk parhuzamot vonni. Az eredményeket a 11-12. abran mutatom be.
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PMI-IVF vemhesllési %
(2022. szeptember - 2023. szeptember)

11. abra Recipiens néstények vemhesiilési %-a mikroinjektalt, IVF-fel elddllitott embriokra
vonatkoztatva (Forras: sajat munka)

PMI-IVF megsziiletett utdd/beliltetett embrid
% (2022. szeptember - 2023. szeptember)
30
25
20
15
10

”or

12. &bra IVF-fel eléallitott és mikroinjektdlt beiiltetett embriok megsziiletési aranya (Forras:
sajat munka)

A grafikonrél leolvashatd 2022. oktoberében egy drasztikus vemhesedési csokkenés,
amit valdsziniileg egy 0j tenyészté médium kiprobalasa okozott. Ezt az id6szakot megel6zéen
az embridk osztddasa idonként alacsony értékeket mutatott, ezért masik gyartotol szarmazo
HTF-ben teszteltiik és inkubaltuk az embridkat. Az embriok szabalyos osztédasa in vitro
megfeleléen milkodott, azonban in vivo valamiféle hiba kovetkeztében nem a vart eredményt
hozta. A kis aranyu vemhesedés ellenére a beagyazddott embridk szliletési aranya nem mutatott
jelentds csokkenést az el6z6 honapokhoz képest. A teljes iddszakot feloleléen a megsziiletési

ardnyok kozotti nagy szordsértékek Osszefuggésben lehetnek az embriok kiilonb6z6
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génkonstrukciokkal torténd modositasaval és ezeknek eltéré mortalitdsdval. A marciusi

kimagaslé megsziletési aranyok a februéari magas vemhesulési ardnnyal is magyarazhat6ak.

A vemhesiilési és ellési ardnyokat kulon is vizsgaltuk attol fliggben, hogy a recipiens
néstényekbe milyen embriok lettek belltetve (8. tablazat). Az egyes ardnyszdmokra
vonatkozéan 2023. aprilist megel6z6en nem volt elég adatunk, emiatt csak az ezt kovetd
id6szakra tudtuk az 6sszehasonlitast elvégezni. A legmagasabb aranyok a rederivalt vonalaknal
és felolvasztott spermaval termékenyitett petesejteknél volt megfigyelhetd, ami azzal
magyarézhatc’), hogy az embri6t nem érintette fizikai kérosodés, mint a mikroinjektélt zigéték

/////

8. tblazat Vemhestilési és ellési aranyok dsszehasonlitasa (Forréas: sajat munka)

Vemhesiilési és ellési ardanyok kategéridnként
(2023. aprilis - 2023. szeptember)

120

100 =
80
60
40
20
0

Mikroinjektalt (IVF) Mikroinjektalt Rederivalt (friss Felolvasztott spermaval
(hagyomanyos spermaval termékenyitett
paroztatas) termékenyitett)

B Vemhes/recipiens ndstény % M Leellett/recipiens ndstény % Leellett/vemhes nstény %

Vemhesség alatti sulygyarapoddsbol levont kovetkeztetések a sziiletendd alomszam

meghatarozasara, vemhesség alatt fellépo komplikaciok figyelemmel kisérése:

A vemhesedés detektalasa korabban szemreveételezés alapjan tortént a vemhesség
kdzépso idészakaban, a masodik hét kornyékén, altaldban a 10-14. napon, mikor mar szabad
szemmel is jol lathaté a has megnagyobbodasa. Ezzel a mddszerrel nem mindig lehetett
egyértelmiien megallapitani a kis alomszamu néstények vemhesedését, mas esetben pedig
nyilvanval6an csak az ellés el6tt lehetett latni. A recipienseknél eléfordulhat vetélés, illetve a
megsziletett alom elfogyasztasa. Azzal a szandékkal, hogy biztosabb eredményekkel

szolgalhassunk, bevezettik az allatok sulymérését (13. abra).
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13. abra Recipiens néstények sulygyarapoddsa a megsziiletett utbdok szamanak fliggvényében
(Forras: sajat munka)

A méréseket a belltetés utan, a vemhesség kdzepén a tizedik nap kornyékén, és ellést
megel6zéen végeztik. A sulygyarapodas mérésével a vemhesség korabbi fazisaban
hatarozottan meg tudtuk allapitani az anydk vemhesedését, ami szabad szemmel csak kés6bbi
idépontban lett volna detektalhatd. A normalis stlygyarapodas a teljes vemhességi id6 alatt
hozzavetblegesen 2-3 gramm korili volt allatonként. Amennyiben a 8-10. nap kérnyékén ennél
magasabb értékeket észleltiink, az allatokat vemhesnek itéltik meg. A sulygyarapodasbol
ezaltal kovetkeztetni tudtunk az embriok nem megfeleld fejlédésére is. A harmadik méres
alkalmaval néhany esetben a suly visszaesését tapasztaltuk a méasodik méréshez képest.
Ilyenkor a vemhesség alatt fellép6 spontan vetélés megallapithato volt. Ez j61 elkiilonitheté volt
az alom elfogyasztasatol, ugyanis az ellések tobbnyire abban az iddszakban torténtek, mikor az
anyak nem észleltek mozgast, igy altaldban nem tudtunk jelen lenni az ellés koriili idében.

A recipiens néstények egyutt voltak tartva a nevelési idészak el6tt és utan is, csupan az
ellés idejére helyeztiik el 6ket egyedileg. Az anydknak a szoptatas és nevelés alatt igyekeztink

nyugodt kérnyezetet biztositani.

4.5. Szlletett allatok felnevelése

Béranyak hasznéalata a felnevelés segitése szempontjabdl:

A recipiens anyak nevelési képességét figyelembe véve, a nem szoptatd anyak
helyettesitésére béranyakat hasznaltunk, hogy a rosszul nevel6 anyaktol szarmaz6 almokat
¢letben tudjuk tartani. Ehhez bigam tenyészetektdl valo anyak ala tettik be a kdlykoket, melyek
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sajatjukként befogadva szoptattak és nevelték fel 6ket. Emellett azokat a néstényeket, melyek
nem vemhesedtek, elkiilonitettiik a vemhes néstényektdl, ugyanis azt tapasztaltuk, hogy ezek

az allatok stresszelik az ellésre késziilé anyakat.

42



5. Kovetkeztetések és javaslatok

Szamos tényez6 befolyasolhatja a kiilonb6z6 embriologiai munkak, tobbek kozott az in
vitro fertilizacié és embriotranszfer sikerességét, a megsziiletendé alomszamot. Ilyen példaul a
petesejtek és sperma megfeleld kezelése, az embridk és recipiensek genetikai hattere, a
genetikai mddositasok hatdsai. A genetikai hattér eltérést mutatott a petesejtszamban és

megtermékenytilésben. A génmaddositas szintén negativan hatott ezekre a mutatoszdmokra.

Az alvemhesség kialakulasat nagymértékben befolyasolhatja a ndstények himek irdnti
fogékonysaga, valamint az, hogy a nemi ciklus melyik szakaszéban torténik a parzas.
Megfigyeléseink alapjan a pluggal rendelkez6 ndstények koziil csak az §sztrusz fazisban 1évo,

tag, atlatszé6 ampullaju egyedekbe Ultetett embridk agyazdodtak be.

A hormonkezelésre adott valaszreakcio meghatarozza az ovulélt oocyta-szamot, ezert
fontos a hormonok megfelelé dozisanak és kezelés idépontjanak bedllitdsa. A szuperovulacio
kivaltasanak PMSG és hCG altali 17:00 és 18:00 orai id6zitését 15:00-ra modositottuk, illetve
a PMSG 5 NE dozisat 7,5 NE-re emelve sikerult az néstényenkénti atlagos ovulalt és
megtermékenyitett petesejtek szamat 241%-ra névelni. Ennek hatdsara a felhasznalt allatok

szamat csokkenteni tudtuk.

A meh receptivitasa és a beagyazodas fligg az embrio és a méhnyalkahartya
kolcsonhatasatol, valamint a transzferalt embrioszamtdl, illetve azok minéségétdl. A beultetett
embriok megsziletési aranyaban az a tendencia mutatkozott meg az eddigi elemzések alapjan,
hogy mikroinjektalt embriok esetében a 15-17, mig injektalds nélkul belltetett embriok
esetében a 20-21, vagy azalatti embriészam magasabb sziiletési aranyokat mutat az esetek

tobbségében. Azonban a nagy szérasi ertékek kdvetkeztében tovabbi vizsgalatok szlikségesek.

A mitéti technika és a beavatkozasok alatti sterilitas is kulcsfontossagl tényez6. Az
embridtranszfer eltéréseket mutathat a belltetés anatomiai helyét illetéen, amit az embrid
fejlettségi allapota hataroz meg, emiatt fontos az embriotranszfer alatti preciz munkavégzés. Az
érzéstelenités és fajdalomcsillapitas meghataroz6 a béranyak felépulésében és stressz

csokkentésében. A vemhesség fenntartasa az allatjoléttel is dsszefliggésbe hozhatd.

Fontos tehdt az IVF és embridbelltetés sikereségét befolyasold tényezok folyamatos
ellendrzése, esetlegesen fellépé problémék észlelése soran a hibak feltardsa es azonnali

megoldas keresése, vagy a modszeren valé valtoztatas. Ehhez nélkilozhetetlen a
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munkafolyamatok folyamatos és részletes dokumentalasa az értékes adatokat Kinyerése

érdekében, melyekb6l elemzések utan kovetkeztetéseket vonhatunk le.

Az ezt kovetd idészakban hasznos lehet az eddig nem dokumentélt adatok tovabbi
tablazatokba rogzitése, és kiértékelése, ugyanis szamszerii adatokkal ravilagitva hatékonyabba
tehetjuk az embriologiai folyamatok végkimenetelét, ezzel meggyorsitva az Ujabb

transzgénikus allatok eldallitasat.

Késbbbi terveink kozott szerepel a CARD HyperOva nevii ultra-szuperovulacios reagens
Kiprébalasa is, amely a tiiszérepedés utan akar 80 db ovulalt petesejtetet is eredményezhet az

ajanlas alapjan. Ez a felhasznalt allatok szamanak tovabbi csokkentését tudna lehetévé tenni.
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6. Osszefoglalas

A tudomanyos publikaciok hitelességéhez sziikséges reprodukalhaté kisérleti eredmények
felmutatadsahoz nélkuldzhetetlenek a kutatasok targykoréhez igazitott genetikailag médositott
allatmodellek. A Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet idegrendszeri és viselkedésvizsgalati
kutatasaihoz az Orvosi Géntechnoldgiai Részleg szolgéltatd tevekenysegevel allitja el6 ezeket
az egérmodelleket. Egy-egy uj vonal elballitasa jellemzéen tobb honapokat vesz igénybe. A
teljes folyamat a génkonstrukciok elkészitésétol a génmaodositott allatok megsziletéséig tobb
1épésbdl all, melyek kulon-kildn is hosszu id6t 6lelnek fel. Ekdzben szamos probléma Iéphet
fel, melyek kihatassal lehetnek a rendszer egészére, és visszafordithatatlan kdvetkezményekkel

jarhatnak. Ez a kisérletek megkezdését is akadalyozhatja és késleltetheti.

Célunk a mikroinjektalassal mddositott zigotak és kétsejtes embriok tulelési ratajanak
novelése, illetve az embridkat kihordd béranyak vemhestiilési szazalékanak javitasa, ezzel az
embriok megszuletési aranyanak emelése volt, ami az 0j vonalak minél gyorsabb létrehozasat
teszi lehetévé. Ennek érdekében az embriologiai munkak monitorozasaval és részfolyamatok
kielemzésével Kisérletet tettink az addig alkalmazott protokollok felulvizsgalatara és uj
maodszerek Kiprobalasara, amely neéhany esetben javitotta a korabbi eredményeket. A
kovetkeztetéseket a 2022. januartdl 2023. oktdberig terjedé idészak 111 mikroinjektalasi, 26
korokozomentesitési, 16 vonalfelélesztési munkéinak adataibol vontam le. Ez idGszak alatt
2022-ben 3821, 2023. oktoberéig pedig 5357 embriot Ultettink be.

A Kkoradbbi alacsonyabb ovulalt és megtermékenyitett petesejtek mennyiségének
korrigdlasara véltoztattunk a magasabb oocyta-szamot el6idéz6 szuperovuléciot kivaltd
hormonkezelések id6zitésén, és a hormonok ddzisanak optimalis beallitasan. A PMSG és hCG
17:00 és 18:00 orai id6zitését 15:00-ra modositottuk, a PMSG 5 NE dézisat pedig 7,5 NE-re
emeltik. A két valtoztatas egyittes hatasaval sikeriilt az néstényenkénti atlagos ovulalt és
megtermékenyitett petesejtek szamat 241%-ra novelni. Ennek hatdsara a felhasznalt allatok

szamat csokkenteni tudtuk.

A recipiens anyak nagyobb ardnyd vemhesedésere a pluggal rendelkezé néstényeket
tovabb szelektaltuk a petevezeté és annak ampulla szakaszanak szemrevételezésével, amely
megfigyelésekkel el tudtuk kuléniteni az alvemhesség fennallasat a parzas utan annak
hianyatdl, mely az embriok implantacioja szempontjabol meghatarozo tényezo volt. Ennek

eredményeként megemelkedett a recipiens néstények vemhestilési aranya. A vemhesilésre
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kihatédssal volt az embridk mindsége és genetikai hattere, a génmddositas tipusa, €s az embridk
beultetéskori &llapota is, ezért a kiilonb6z6 technikakkal eléallitott embriokat kilon kezeltik,
melynek az eredményei a kdvetkezoek lettek: azok a recipiens ndstények, melyekbe in vitro
fertilizacioval elballitott, mikroinjektalt embridkat Ultettink, a vemhesulési arany 18%-kal,
hagyomanyos péroztatasbol szarmaz6 mikroinjektélt embriok esetében pedig 17,7%-kal nétt.
A koérokozdmentesités, vonalfelélesztés aranyai a kovetkez6képpen alakultak: a rederivalasbél
szarmazo embridk esetében 2,1%-kal, a felolvasztott spermaval termékenyitett petesejtek
esetében 32%-kal, mig embriéfelolvasztasbol torténd betiltetés soran 16,7%-kal ndtt a recipiens
anyak vemhestilési aranya a tavalyi évhez képest. A legkisebb névekedés a rederivalt embridk
esetében figyelheté meg, azonban a vemhesedés ardnya ennél a kategdrianal volt korabban is a
legmagasabb aranyu (atlagosan 95,5%), igy a tobbi csoportnal nagyobb jelent6ségli volt a

javulas mertéke.

A vemhesulés javulasaval 3 kategorianal ekképpen nétt a megsziiletett utodok aranya:
rederivalt vonalaknal 6,5%-0s, felolvasztott spermaval termékenyitett petesejtekbdl szarmazo

embrioknal 17,9%-o0s, felolvasztas utan beiltetett embridknal 11,9%-0s emelkedést értiink el.

A megfigyelések soran figyelembe vettilk az allatok kiilonboz6 genetikai hattereit és

génmadositasait, ami a leginkabb befolyasold tényez6 volt a vizsgalatok soran.

A modszerek finomitasaval javitani tudtunk az embrioldgiai technikak hatékonysagan
bizonyos terlleteket illetéen, tovabbéa a kisérleti allatok kutatasi céld felhasznalasara vonatkozo
3R szabaly reduction-csokkentés es refinement-tokéletesités alapelvét is adaptalni tudtuk a

munkafolyamatokba.
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7. Koszonetnyilvanitas

Ezuton szeretném kifejezni halds kdszonetemet Dr. Erdélyi Ferencnek, aki végig
tdmogatta egyetemi tanulmanyaimat, szakmai tudasa és segitsége nélkil nem jott volna létre
ez a dolgozat. Kiilon kdszéndm Dr. Gocza Elen szakmai segitségét, hasznos gyakorlati
tanacsait, szakadatlan tiirelmét az utols6 pillanatokban is, valamint, hogy elvallalta belsé
konzulensem szerepét. Koszonettel tartozom segitokészségéért és odaadod tamogatasaért
Erdélyi Zsuzsénak. Szeretném megkdszonni Geszlerné Ecsédi Marianak a dolgozatban
szerepl6 adatokhoz sziikséges gyakorlati segitséget €s tamogatast, tovabba munkatarsaim

segitségét, amely hozzajarult a szakdolgozatom elkésziiléséhez.
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10. Mellékletek

1. sz. melléklet

2022 Megsziiletett utédok aranya (%)
PMI PMI nélkiili
, s felolvasztott felolvasztott
IVF hagyomanyos | rederivalas L .
sperma embrié
januar 13 - 14 - -
februar 31 - 14 0 18
marcius 22 9 - - -
aprilis 13 - 14 - =
majus 8 28 - - -
junius 18 9 46 - =
julius 21 9 51 - 28
augusztus [ nem osztdédott - - - 0
szeptember 20 30 17 34 =
oktdber 20 40 36 - -
november 21 12 26 25 =
december 21 - - 18 =
atlag 19,1 19,7 27,3 19,3 15,1
szoras 6,0 13,0 15,2 14,4 14,0

2. sz. melléklet

2023 Megsziiletett utédok aranya (%)
PMI PMI nélkiili
IVF hagyomanyos | rederivalas felolvasztott felolvas%tlott
sperma embrid
januar 16 28 33 0
februar 14 18 45
marcius 28 18 24 27
aprilis 14 7 - 54
majus 11 12 -
janius 17 - 29 54
julius 15 - - 31
augusztus 19 25 -
szeptember 22 - 38
atlag 17,2 18,0 33,8 37,2 27,0
szoras 51 7,8 8,1 14,5 38,2
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