Zérdjelentes

A palyazat célja a ndvényi petesejtek ill. zigotak krioprezervalasi modszerének kidolgozasa
volt gabonaféléken.

A krioprezervalas soran kulonb6z6 novényi részeket fagyasztunk és tarolunk folyékony
nitrogénben (-196°C) gy, hogy azok a felolvasztas utan visszanyerik életképességiket.
Ennek érdekében egyfel6l meg kell akadalyozni a fagyaskor bekovetkezd tulzott mértékd
vizvesztést, masfel6l a nagyfoka intracellularis jégképz6dést, mely irreverzibilisen
karosithatja a membranintegritast és ezen keresztill a sejt pusztulasahoz vezethet. Mindezek
elkeriilésére sok esetben még a hiités el6tt egy adaptald el6kezelést is alkalmaznak, ami
egyrészt csokkenti a mintdk relativ szabad viztartalmat, masrészt membrénstabilizald
szerepik is lehet, ill. védelmet biztosithatnak bizonyos fehérjék denaturacidja ellen. A hiités
sordan a kulénb6z6 krioprotektor anyagok (glicerin, DMSO, stb.) alkalmazésaval
megakadalyozhatd a nagyméret(i intracelluléris jégkristalyok képz6dése, ugyanakkor ezen
anyagok bizonyos toxicitassal is rendelkeznek az él6 anyagra nézve. A fagyasztas sebessége
is nagymértékben meghatarozza a sejtek tulélési képességeit. Tulsagosan lassu hiités esetén a
sejtek sok vizet veszitenek es kiszaradnak, mig az optimalisnal gyorsabb fagyaskor olyan
nagyméret( jégkristalyok képz6dnek a sejtekben, melyek mar a membranok karosodasat
idezik el6. Pillanatszerl fagyas (vitrifikacid) soran nincs intracellularis jégképzédés, viszont
nagy koncentréacioju (és emiatt gyakran toxikus) krioprotektor anyagok jelenléte sziikseges. A
krioprezervacio  sikeresség szempontjabdl fontos a felolvasztds és rehidratacio
koralményeinek pontos meghatarozasa is, mert a sejtek karosodasa nagyon gyakran ebben a
fazisban kovetkezik be.

Mivel mindezidaig, ellentétben az allati petesejtekkel, novényi petesejtek ill. zigotak
mélyh(itésére kidolgozott modszer nem allt rendelkezésre, munkank kiinduldsaként a névenyi
szbvet- es sejtszuszpenziokra, protoplasztokra kidolgozott krioprezervacios irodalmi adatokra
hagyatkozhattunk. ~ Sajnos  azonban a  kilonboz6  sejt  ill.  szOvetféleségek
krioprezervalhatésadgaban alkalmazott médszerek igen eltéréek voltak, ezért az ozmotikusan
és a tapkozeg Osszetételére igen érzékeny ndéi gamétak krioprezervaciojanak maodszerének
kidolgozasahoz az egyes lépések (adaptacios kozeg Osszetétele, adaptacio ideje és
korulményei, a fagyasztas és a rehidratacié maodja) hatasait egymas utan tesztelve tudtuk csak
meghatérozni a krioprezervacio optimalis korilményeit.

I. NOvényi petesejtek és zigotak krioprezervacios modszerének kidolgozasa

A protoplasztok ill. névényi sejtszuszpenzidk fagyasztasra torténé felkeészitéséhez adaptacios
kdzegként ill. krioprotektans anyagokként gyakran alkalmaztak prolint, szorbitolt, glicerolt ill.
DMSO-t. Ezek a vegyuletek egyrészt csokkentik a sejtek vizpotencidljat, méasrészt stabilizald
szerepiik révén védelmet biztositanak a jégképz6désekkel szemben. igy elsé Iépésben mi is
ezeket a vegyuleteket probaltuk alkalmazni a ndvényi petesejtek krioprezervéacidjahoz. A
krioprezervacio sikerességét életképességi teszt (FDA festés) segitsegével hataroztuk meg.

Eredmények:
I. 1. Az adaptécios kdzeg dsszetételének optimalizalasa
A petesejtek izolalasara hasznélt oldatban (0.4 M mannitol, 0.2 M gliik6z + 2 mM CaCl,) a

petesejtek 100%-a legalabb 4-6 6ran keresztil életben tarthatd kilondsebb kérosodas nélkl.
24 oranal hosszabb idej in vitro taroldshoz mar megfelelé dajka kultira sziikséges, mely



biztositja a petesejtek ill. zigotdk tapanyagellatasat, anyagcseréjéhez, novekedéséséhez
szlikséges biogén faktorokat.

Amikor a 600 mOsmolaritasi izolalé oldathoz 0.3 M prolint adtunk, ezéltal az oldat
ozmolaritasa kdzel 1000 mOsmol-ra névekedett, az izolalt petesejtek viztartalma jelentds
mértékben csokkent (térfogatanak 44 %-t elveszette), mikdzben a petesejtek legaldbb 65%-a
életképes maradt a kezelést kdvetben (1. és 2. abra). A sejtek ozmotikus potencialjanak
novelésére (vizpotencial csokkentésére) hasznalt szorbitol alkalmazdsa a petesejtek
életképességét drasztikusan csokkentette (0.3 M szorbitol kezelést a petesejtek 40%-a, 0.5 M
szorbitol kezelést a petesejtek 30%-a élte tal), igy ezen vegyilet hosszu tava
alkalmazhat6saga a krioprezervacié soran megkérdéjelez6dott a buza petesejtek esetében.

Az adaptalé kozeg Osszetételének megvaltoztatasa (30% glicerolt és 10 % szahardzt
tartalmazo6 oldatra) jelent6s javulast eredményezett a petesejtek tulélését tekintve. Az eddig
elért 65%-os talélési arany 78%-ra emelkedett. Ugyanakkor ezen oldatkombinacié 1ényegesen
nagyobb ozmolalitasd (2000-3000 mOsmol kozé tehetd, de pontos meghatarozéasa ilyen
toménység mellett még ozmométer segitségével is nehézkes), mint a kordbban alkalmazott
prolin ill. prolin-szorbitol keverék. A 30% glicerolt és 10 % szaharozt tartalmazé
oldalkombinacié alkalmazasaval igen jelent6s, 60%-s térfogatcsokkenés volt elérhetd
amellett, hogy a petesejtek dontd tébbségénél a membranok épsége meg6rzédott (9. abra).
Ugyanakkor a rehidratacio sordn ezen sejtek eredeti térfogata jelentds részben visszaallithatd
volt (lasd kés6bb). Mindez arra utal, hogy a glicerol-szacharéz oldat igen hatékony
membranvédo funkciot 1t el a blza petesejtek esetében.

Aszkorbinsav alkalmazdsa az adaptacié soran egyértelmien pozitivan befolyésolta a
petesejtek tulélését ugy a prolint, prolin-szorbitolt, mint a glicerol-szachar6zt tartalmazé
tApkozegben. Az aszkorbinsav védé szerepének felderitésére meghataroztuk, azt az
aszkorbinsav koncentraciot, mely alkalmazasaval a petesejtek tulélési aranya ndvelhetd.
Ennek alapjan a 120-150 mM aszkorbinsav tartalom mellett jelent6s javuléds érhet6 el a
petesejtek talélésében (8-20%-al nétt az életképes petesejtek szama adaptécids kozegtol
eredményezett (2. és 3. abra) egyik adaptéaciés kdzegben sem. Az aszkorbinsav fizioldgiai
hatésanak vizsgalata sordn megéllapitottuk, hogy kedvez6 hatdsa nemcsak az adaptéacio sorén
mutatkozik meg, hanem még kifejezettebb a fagyasztast kovetd rehidratacié folyaman (lasd
kés6bb).

1.2. Az el6kezelés idejének meghatarozasa

Mindezek utdn meghataroztuk az adaptacios kezelés optimalis idejét. Mivel a protoplasztok
esetében az adaptacid akar tdbb napon keresztill is tarthatott, ugyanakkor a petesejtek
izolaltan csak rovid ideig életképesek €hezés és karosodas nélkdil, tgy gondoltuk a petesejtek
esetében a protoplasztokhoz képest sokkal révidebb idejli adaptalast kell alkalmazni.
Tapasztalataink azt mutattdk, hogy a relative kisebb ozmolaritast (1000-1700 mOsmol)
terhelést jelentd kezelések esetében is a petesejtek életképessége 30 perces kezelést kovetéen
mar drasztikusan lecsokken. A kezelés optimalis id6tartama 10-15 min volt (4. abra).
Ugyanakkor a nagyobb ozmotikus terhelést jelent6 glicerol-szachar6z kombinalt oldat
alkalmazasa még ennél is révidebb idejli (1-5 perc) kezelést tett szilkségessé. Eppen ezért ez
utébbi esetben a bar révid idejd, de mégis hirtelen ozmotikus sokkot el6idézd kezelés helyett
a kovetkez0 alkalmazési maddra tértlink at: a petesejteket tartalmazo izolalo oldat 7.5 ul-éhez
2.5 pl glicerol-szachar6z kombinalt oldatot adtunk, igy ennek aranyat 25%-ra emeltiik, majd 1
perc mulva tovabbi 27.5 ul hozzaadaséval a glicerol-szachar6z oldat aranyat 80%-ra noveltik.
Ugyanezt a technikat alkalmaztuk a késébbiekben akkor is, amikor a glicerol-szacharéz
kombinalt oldatot kiegészitettiik killénboz6 krioprotektans anyagokkal (DMSO, PG).



1.3. Krioprotektans anyagok kivalasztasa

Irodalmi adatok azt mutattak, hogy protoplasztok, sejtszuszpenzidk esetében is gyakran
alkalmaztak DMSO-t, PG-t krioprotektans anyagként. Eppen ezért mi is megvizsgaltuk ezen
anyagok hatasat a petesejtek talélésére. Tapasztalataink azt mutatjak, hogy glicerol és prolin
jelenlétében alkalmazott 0.5 M-s DMSO kezelés hatasara az él6 petesejtek szdma a felére
csokkent, ett6l nagyobb koncentraciéju DMSO kezelés mar olyan minimalisra csokkentette a
petesejtek talélési valdszinliségét, hogy alkalmazasuk megkérdéjelezddik. Ezekhez a
vizsgalatokhoz hasonl6an, amikor a 30% glicerol-10% szachardz tartalma oldathoz 5, 10 ill.
15 % DMSO-t is tettlink a petesejtek tulélési képessége drasztikusan csokkent (10% ald).
Ugyanakkor ugyanilyen mérték(i PG alkalmazasa mellett a petesejtek tobb, mint 40%-a
életképes maradt (3. abra). Mindkeét kisérletsorozat eredménye azt mutatta, hogy a DMSO,
ellentétben szamos szomatikus névényi szdvettel és sejttel, igen toxikus hatasu a petesejtekre,
s csak kis koncentracidban és megfelelé korlilmények kozott (lassu fagyasztas, lasd kés6bb)
alkalmazhat6. A PG-nak ilyen drasztikus kedvez6tlen hatasa nincs, bar a PG
koncentraciojanak novelésével 5-t61 15%-ig a petesejtek talélési ardnya a fagyasztast
kdvetlen itt is csokken (8. abra).

1.4. H6mérséklet hatdsa az el6kezelések sikerességére

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az alacsony hémérseklet csokkenheti a krioprotektans
vegyiilet sejtekre gyakorolt toxikus hatésat. Eppen ezért megvizsgaltuk a hémérséklet hatasat
a petesejtek talélésére. A legsikeresebb oldatkombinaciot (30% glicerol+ 10% szacharéz +
5% PG) mutat6 adaptacios kezelést elvégeztik szobahémersékleten, ill. 0 C-on (jégen tartva),
s a kezelések hatdsara megallapithato volt, hogy az alacsony hémérséklet, mintegy 24%- al
megemelte a 10 perces adaptaciot tuléld petesejtek szamat (5. abra).

I.5. Fagyasztasi procedura

Krioprezervalasi folyamatokban altaldban kétféle maodszert ill. ezek kombinécioit
alkalmazzék sikeresen. Az egyik a lassu, programozott hites, a masik egy gyors, hirtelen
folyékony N,-be torténd helyezéssel pillanatszer(i fagyasztas, az un. vitrifikdcié. Gyakran
hasznaljak azt a technikat is, hogy egy kezdeti lassu hiités utan a kritikus fazisatalakulasi pont
ala érve (-8 - -10°C) a mintat folyékony Ny-be (LN,) helyezik. Mindharom maodszer
alkalmazhat6sagat teszteltik.

Lassu programozott h(tés: 0- -8°C-ra h(tés 0.5 °C/perces sebességgel, -8 °C-on taroltuk 20
percig, majd hités 0.5 °C/perces sebességgel —30 °C-ra. Utana azonnal folyékony Ny-be
helyeztiik a mintakat.

Lassu és gyors hités kombinacioja: 0 - -8°C-ra h(ités 0.5 °C/perces sebességgel, majd LN,-be
helyezés

Vitrifikacio: Egy lépésben gyors leh(ités LN,-ben.

Fagyasztas el6tt a petesejteket vékony miszalmaba helyeztiik, majd 0 °C-on taroltuk a
fagyasztasi procedira megkezdese el6tt. Az eljaras végén a miszalmaban lévé petesejteket,
tartalmazo cseppeket LN»-ben taroltuk. A fagyasztas sikeressegét felolvasztas utdn FDA teszt
segitségével vizsgaltuk. Ehhez a LN,-ben tarolt petesejteket, tartalmaz6 miiszalmékat 40 °C-s
vizfurd6be helyeztik 1 percre, majd szobahdémérsékleten taroltuk még 5 percig. Utdna a
petesejteket eltavolitottuk a mlszalmabol, és FDA teszt segitségével meghataroztuk az
életképes petesejtek szamat (7. abra).



Problémat jelentett, hogy a petesejtek a miszalmak faldhoz tapadtak a kezelési-fagyasztasi
folyamat soran, megakadalyozva ezzel azok visszanyerhetdségét. A probléma megoldasa
érdekében 1% borjaszérumot (BSA), illetve 1% PVPP-t adtunk az alkalmazott oldatokhoz.
Ugy tiint, hogy a petesejtek esetében a BSA sikeresebben akadalyozta meg a petesejtek
kitapadasat, mint a PVPP, mivel a borjuszérum hatasara a sejtek mlszalmabol valo
visszanyerhet6sége 65,5 %-kal megnétt.

A miiszalma hasznalata a lassu, programozott és kombinalt h(itési modszernél elengedhetetlen
volt, ugyanakkor a vitrifikacids eljards soran alkalmaztuk azt a technikat is, hogy a
petesejteket tartalmazé oldat cseppjeit kbzvetleniil LN,-be helyeztiik.

A prolint, glicerolt, DMSO-t és aszkorbinsavat tartalmazo el6kezelések soran a lassu htés ill.
a lassu hitést kovetd gyors fagyasztds a petesejtek 8+3% ill. 12+3%-anak tulélését
eredményezte. A vitrifikacio ebben az adaptacios kozegben nem jart sikerrel, 2% koruli
talélést mutatott (7. abra). Ezzel ellentétben az igen nagy ozmolaritasu (glicerol-szacharéz-
PG-Asc) oldat alkalmazasakor a vitrifikacio mutatkozott a leghatékonyabbnak: 1 6raval a
sejtek felolvasztasa és rehidratacioja utan 5% -os PG koncentracio esetén 12.7; 10%-o0s PG
esetéen 7.34%-o0s, ill. 15%-0s PG-nél 3.25% volt a tulélési arany (8. &bra).

1.6. Petesejtek rehidratécioja

Folyékony N»-ben tortént tarolas utan a sejteket tobb Iépesen keresztil rehidrataltuk.

A lassu htési eljarassal fagyasztott sejteket, miutan eltvolitottuk a mlszalmabol, az izolalé
oldat tébb lépésen (4-5, 5 min lépésenként) keresztilli hozzaadasaval rehidrataltuk. Ezt
kdvetben hatadroztuk meg FDA teszt segitségével az életképes sejtek szamat (7. abra).
Vitrifikacidval tortént fagyasztas esetén el6szor 4:1 aranyu ((30% glicerol + 10% szachardz +
120 mM Asc) : izolaldé oldat) elegyet adtunk a petesejtekhez 15 percre a PG eltavolitasa
érdekében, majd az oldat ozmolaritasat izolalo oldat hozzdadasaval csokkentettik 5
percenként 4-6 lépésen keresztil. A folyamat végén, 1 éraval a rehidratalas utan kaptuk meg a
fentebb emlitett 12.7%-os talélési ardnyt. Ugyanakkor meg kell emliteni azt is, ebben az
allapotban a kozeg ill. a petesejtek ozmotikus potencidlja magasabb maradt, mint a
krioprezervalds megkezdése el6tt, de az ozmotikus potencidl tovabbi csokkentése mar
kedvez6tlendl hatott a petesejtek tulélési képességére. Mindezek alapjan nem zarhatd ki, hogy
a krioprezervalas sorén a petesejtekben egy Ujabb ozmotikus egyensuly alakulhatott ki. Ennek
igazolasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

1.7. Zigotak krioprezervacioja

A petesejtek esetében legsikeresebbnek mutatkozd krioprezervacios eljarast adaptaltuk buza
zig6takra is. Ennek soran az adaptécios fazisban, az izolal6 oldatban levd zigétakhoz 25%-
ban 30% glicerolt + 10% szachardzt + 5% PG-t és 120mM aszkorbinsavat tartalmazo oldatot
adtunk 5 percre, majd ennek az oldatnak az aranyat 80%-ra emeltik (+10 min). Ezutan
vitrifikacios eljarassal fagyasztottuk a sejteket, majd rehidrataltuk a fentebb leirt modon.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a zigotak 27.5%-a életképes maradt a felolvasztast kovet6 1
6ra mulva, ami Iényegesen jobb eredmény a petesejtek esetében kapotténal.

Tapasztalataink azt mutattdk, hogy a zigotdk esetében az adaptacids szakasz idejének
névelése (5, ill. 10 min-re) megndvelte a zigdtak tulélési gyakorisagat. Ez valdszinlileg abbol
adadik, hogy a mar sejtfallal rendelkezd zigdtakban a krioprotektdns anyagok bejutasa
lassabban megy végbe, mint a sejtfallal nem rendelkezé petesejtekben.

Ugyanakkor hasonl6an a petesejtekhez itt is megfigyeltik azt a jelenséget, hogy a rehidratacio
soran bar a zigotak sejttérfogata az eredeti 85 %-ara visszatért és a citoplazmaaramlas is



megindult, a zig6tak nagyobb ozmoralitasu tApkozeget igényeltek életben maradasukhoz, mint
izolalasukkor.

Il. Strukturalis vizsgalatok

A sikeres krioprezervalasi modszer kidolgozasa utan megvizsgaltuk, hogy a krioprotektor
anyagok ill. a mélyh(ités el6idéz-e morfogenetikus, finomszerkezeti valtozasokat a petesejtben
ill. zig6takban.

Ennek érdekében nyomon kévettilk a petesejtek térfogatvaltozasait az egyes dehidratacios és
rehidratacios Iépések soran.

Amint azt a 9. dbra is mutatja a 30% glicerolt + 10% szachardzt + 5% PG-t tartalmaz6 oldattal
tortén6é dehidratacié jelentds mérték( térfogatcsokkenést eredményezett, ami lényegében a
kezelést kovetd 2 perc alatt lezajlott. Ezutdn a sejtek térfogata tk. alland6 maradt.
Rehidratacié soran kezdetben egy gyors nagymértéki térfogat-ndvekedés volt a jellemz6 a
sejtekre, majd a térfogat-novekedés 10 perc utan egyenletessé valt, mig a sejtek vissza nem
nyerték eredeti térfogatuk 85-90%-t. Az aszkorbinsav kedvez§ hatdsa a sejtek
térfogatvaltozasaban a dehidratacios szakaszban nem, de a dehridratacié soran egyértelmden
megmutatkozott. A 120 mM aszkorbinsavval kiegészitett oldatokban a sejtek vizvesztésének
mértéke nem tért el szignifikansan az aszkorbinsavat nem tartalmazé oldatoknal
megfigyelteket6l. Ezzel szemben az aszkorbinsav csokkentette a viz bedramlasanak
sebességét a rehidratacid korai szakaszdban, ezzel csokkentve annak lehet6ségét, hogy a
rehidratacio folyamén a kiils6, folyamatosan csokkend ozmolaritast oldatbol a sejtek révid
idd alatt jelent6s mennyiségl vizet vegyenek fel, és membransériléseket szenvedjenek el (9.
abra).

Strukturélis vizsgalatok (10. abra) azt mutattak, hogy a dehidrataciot megel6z6en az izotonias
oldatban a petesejtek alakja gombszer(i, belsé szerkezetik és a citoplazmamozgas
megfigyelhetd. Az adaptalo kozeg ill. krioprotektans anyag (30% glicerol + 10% szacharéz +
5% PG) hatasara a sejtek térfogata jelent6s mértékben lecsokkent, a plazmamembran
feszessege megsz(int, a sejtszervecskek a térfogatcsokkenés és a sejtmembran gy(rtsége miatt
nem voltak tisztan megkilonboztethet6ek és a citoplazma mozgasa is megsz(int. A 15 perces
unloading kezelés, mely soran eltavolitottuk a PG-t nem okozott érdemi stuktruralis valtozast,
hiszen ozmolaritasa lényegében nem valtozott. Az izotonias oldattal torténd rehidratalds soran
a petesejtek a 4.-5. 1épés utan nyerték vissza eredeti gdmbszer(i alakjukat, s a rehidratacid
Végeén a citoplazma mozgasa is Ujra lathatova valt.

Izolalt blza petesejtek és zigétak miolgyantdba torténd beagyazasa utan végzett
finomszerkezeti vizsgalatok egyrészt megerdsitik a prompt vizsgalatok eredmeényeit, masrészt
tovabbi informéacidkkal szolgalnak: a kezeletlen petesejtek az izolalas utdn gdmbszer(i alakot
mutattak, sejtmagjuk viszonylag nagy, kdzponti helyzet(i volt, benne er6teljesen fest6d6
sejtmagvacskaval (11. abra). Citoplazmajuk denz, sotéten és egyenletesen fest6dd. Benne az
organellumok (lipidtestek, mitokondriumok, amiloplasztok) egyenletesen helyezkedtek el. A
citoplazma, f6ként annak kiils, sejthartya felé esd része gazdagon vakuolizalt.

Az él6, teljes krioprezervaciés proceddran (adaptacid, uploading, fagyasztas,
downloading, rehidratalds) atesett petesejtek finomszerkezeti képe azonban kissé eltért a
fagyasztas nélkili sejtekétél. A sejtek gobmbszer(i alakja a rehidratacié utan beagyazott mintan
tobbé-keveésbé ismét megfigyelhetd, a sejthartyan sériilések nyoma nem lathat6. Ugyanakkor
a sejtek citoplazmajanak szerkezete megvaltozott: az organellumok a plazma sejtmag korili
részén koncentralédtak, mig a periféridlis részen megjelent egy vildgosabban fest6dd,
organellumokat és vakuolumokat alig tartalmazo, vilagosabban fest6dd citoplazmarégio. A
jelenség oka valdszinlileg a krioprezervacidos folyamat soran lejatszédott nagymértéki
vizvesztésben keresendd: a dehidratacié sordn a citoplazma igen koncentraltta valik, majd a



rehidratacio alatt nagymértéki vizfelvétel mintegy kihigitja a plazma kiils6, sejthartya felé es6
részeét.

A krioprezervacidt tal nem él6 sejtek finomszerkezete jelent6s karosodasokat mutat (11. ¢
abra): a rehidratacio soran gémbszer( alakjuk nem allt helyre, sejthartyajuk sériilések nyomait
mutatta, a citoplazmaban egyenletes eloszlasban szamtalan kisméret(i vakuolum jelent meg. A
mag és a magvacska kevéshé fest6dott.

Lényegében hasonl6 tapasztalataink voltak a zig6tak vizsgalata soran is.
I11. Hidegérzékenység hatéasa a buza krioprezervalhatdsagara

Kisérleteink tovabbi szakaszaban arra voltunk kivancsiak, hogy a kilénbdzd
hidegérzékenységgel rendelkez6 buzafajtak genetikai tulajdonsagai hatassal vannak-e a
petesejtek  krioprezervalhatosagara. Ennek érdekében @sszehasonlitottuk  kilénb6z6
hidegérzékenységl, hidegérzékeny - Siete Cerros (tavaszi buza) ill. hidegtlré -
Mironovszkaja 808 (6szi buza) blza genotipusok petesejtjeink krioprezervalhat6sagat.
Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a hidegtiir6 Mironovszkaja esetében ugy a lassu
hltéses eljarassal, min a vitrifikacio soran lényegesen nagyobb tulélési % érhetd el, mint a
Siete Cerros genotipussal. Ez utébbi genotipus esetében ugy tlint, hogy mar az adaptacid
soran alkalmazott ozmotikus kezelés is nagy megterhelést jelentett szamukra. Lassu €s gyors
hitéses kombinalt eljarassal 10% alatti talélés meg elérhetd volt, de a relative nagy ozmotikus
terhelést jelentd vitrifikdcids el6kezelés mar olyan drasztikus stukturalis és funkcionalis
valtozast idéztek eld a petesejtekben (lasd 11. abra C kép), hogy felolvasztas utan a petesejtek
jelentds része (95%) életképtelen volt. Ugyanakkor ugyanezen eljards még 12,7-20% kozotti
tulélést biztositott a hidegt(ir6 Mironovszkaja esetében. Mindezen eredmények azt mutatjak,
hogy a genetikailag determinalt hidegtlirés és az ozmotikus érzékenység kozott szoros
korrelacio all fenn még az ivarsejtek szintjén is.

IV. Egyéb eredmények

Mindezek mellett vizsgélataink sordn azt is megéllapitottuk, hogy a petesejt
krioperzervalhatsadga nagymértékben fiigg:

- a petesejt koréatdl és fizioldgiai allapotatol: Ugy tiinik, hogy az idedlis allapotu (antézis
kor0), ill. a fiatal, még kissé éretlen petesejt (antézis el6tt 3 nappal) alkalmas petesejtek
fagyasztasara, de az Oregedés jeleit mutatd, az antézis utan 3 nappal 1évd petesejtek
fagyasztast kovetd tulélése jelent6sen csokken, ami arra utal, hogy az éregedd petesejt mar
igen érzékeny az ozmotikus valtozasokra.

- a kalasz tipusatol: Tapasztalataink szerint a bokrosodott buzanak csupan a f6 kalaszabol
izolalt petesejtek alkalmasak krioprezervaciéra, mert a masod- ill. harmad-kalaszbol nyert
petesejtek életképessége igen alacsony (20-30%) mar az adaptéalési fazis utan is. E tény
jelent6s mértékben korlatozta a kisérletek elvégzését. (A mellékkalaszokbdl izolalt petesejtek
nem alkalmasak krioprezervaciora)



Eredmények dsszefoglalasa es értékelése

A palyazat célja a ndvényi petesejtek ill. zigdtak krioprezelvalasi médszerének kidolgozasa
gabonaféléken.

Munkank soran kidolgoztuk azokat a mddszertani feltételeket (adaptacios kdzeg dsszetétele,
adaptacio ideje és kortlményei, krioprotektans anyagok minésége, a fagyasztas menete és a
rehidratacio kortlményei), melyek segitségével tobbféle krioprezervaciés modszert is
sikeresen alkalmaztunk novényi petesejtek és zigbtak krioprezervacibjara.

lgy, bér kisebb hatékonysaggal, de sikeres krioprezervaciot valésitottunk meg izolalt buza
petesejteken hosszabb idejl (10-15 perces), kis ozmotikus terhelést (1000-1400 mOsmol)
jelentd el6kezelés, ill. lassabb, programozott hitési eljaras segitségével ugy a hidegérzékeny
Siete Cerros, mind a hidegt(ir6 Mironovskaja 808 fajta esetében (12. és 13. &bra). Ez ut6bbi
fajta esetében nagyobb hatékonysagu krioprezervacio valosithatd meg az an. vitrifikacios
modszer segitségével, melynél egy rovid ideji (1-5 perces), nagy ozmotikus terhelést jelent6
(2000-3000 mOsmol) glicerol-szacharéz oldat gradiens-szer(i alkalmazésa utan a petesejteket
hirtelen folyékony N,-be helyeztik. E modszer azonban sikertelen volt a hidegérzékeny Siete
Cerros esetében. Vizsgalataink ramutattak arra, hogy a genetikailag determinalt hidegt(irés és
az ozmotikus érzékenység kozott szoros korrelacio all fenn, ami még az ivarsejtek szintjén is
megmutatkozik.

Munkéank soran Kkimutattuk tovabba, hogy az aszkorbinsav kedvezden befolyasolja a
petesejtek ill. zigotak tulélési képessegét. Hatdsa egyértelmien megmutatkozik a dehidratacio
és a rehidraticid soran is. Ez utobbi esetben az aszkorbinsav jelent6sen csokkentette a viz
bedramlasanak sebességét a rehidratacio korai szakaszaban, ezzel csokkentve annak
lehet6ségét, hogy a rehidratacio folyaman a kils6, folyamatosan csdkkené ozmolaritasu
oldatbol a sejtek rovid id6 alatt jelentds mennyiségl vizet vegyenek fel, és
membransériléseket szenvedjenek el.

Megéllapitottuk, hogy a krioprotektans anyagok kozil a DMSO, ellentétben szamos
szomatikus novényi szovettel és sejttel, igen toxikus hatasu a petesejtekre, s csak Kis
koncentracioban és megfeleld kortilmények kodzott (lassu fagyasztas) alkalmazhatd. A PG-nak
ilyen drasztikus kedvez6tlen hatasdt nem tapasztaltuk, bar 5% folotti koncentracionél a
petesejtek talélési aranya mar csokken.

Kimutattuk, hogy amennyiben az el6kezeléseket alacsony hémérsékleten (T=0°C) végezzik a
krioprotektans anyagok kedvez6tlen hatdsa mérsékelhetd.

A petesejtekre kidolgozott krioprezervacidés madszer kisebb moédositassal (adaptacio idejének
novelése) alkalmazhaté volt a zigotak krioprezervacidjara is. E technikdval a zigdtak
krioprezervacioja 10-15%-al nagyobb hatékonysaggal hajthaté végre, mint a petesejteké, ami
valdszinlileg abbol kovetkezik, hogy a mar sejtfallal rendelkez6 zigotak kevéshé
sérilékenyek, mint a petesejtek.

Strukturalis vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a krioprezervalas soran a petesejtek ill. zigotak
citoplazmaszerkezete jelent6s mértékben atrendezddik: az organellumok a plazma sejtmag
korali részén koncentralodtak, mig a periférialis részen megjelent egy vilagosabban fest6d6,
organellumokat és vakuolumokat alig tartalmazo citoplazmarégio.

Vizsgalataink, Gjszerliségébdl kovetkezden (ezidaig ndvényi petesejteket, zigbtakat még nem
krioprezelvaltak), szamos 0j és hasznos informéacidval szolgédlnak az alapkutatas szdméara a
novényi petesejtek és zigotak krioprezervacidja tekintetében, és hasonléan a pollenekhez,
megteremti a lehet6ségét a petesejtek és zigotdk hosszutavu tarolasahoz, génbanki
megdrzéséhez.



1. abra: Buza petesejtek FDA teszt segitségével meghatarozott tulélési %-s kilonbdz6
adaptacios kozegben. A kezelés id6tartama 10 perc.
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1. lIzolal6 kdzeg + 0.3 M Prolin + 2uM ABS

2. 1zolal6 koézeg 0.3 M Prolin + 0.3 Szorbitol +

2uM ABS

3. lzolal6 kozeg 0.3 M Prolin + 0.5 Szorbitol +

2uM ABS

4. lzolalé kozeg + 0.3 M Prolin + 60 mM

Aszkorbinsav + 2uM ABS

5. lzolalé kozeg 0.3 M Prolin + 0.3 Szorbitol +

60 mM Aszkorbinsav + 2uM ABS

2. abra: Kilonb6z6 aszkorbinsav
koncentraciok hatasa az 1. adaptald
kdzegben torténd talélésre.

3. abra: Kulonboz6 aszkorbinsav
koncentraciok hatasa a petesejteknek a
glicerolt + szachardzt tartalmazé
kdzegben torténd talélésére.

VOO0: 30% glicerol + 10% szachar6z
VO4: 30% glicerol + 10% szachar6z +
5% PG

VO1: 30% glicerol + 10% szachar6z +
5% DMSO
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gg 6. abra: Tulélési % alakulasa a kiilénbdz6
gy krioprezervalo oldatok alkalmazasa utan. A
< 60 - kezelés id6tartama 10 perc.A kezelést 10
G 50 - perces prolin + aszkorbinsav el6kezelés el6zet
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S
F 304 0. Kezelés nélkiil (csak adaptacios el6kezelés
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101 1. 0.5M DMSO + 0.5 M glicerol +0.7 M
04 o R ) 2 szorbitol + 0.08 M Prolin

2. 0.5M DMSO + 0.5 M glicerol +1.0 M Prolin
3. 1M DMSO + 1M glicerol + 2M sucrose + 0.09
M Prolin
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9. dbra: Az aszkorbinsav hatésa a de- és rehidratacio folyamatéara. VVS4: 30% glicerol + 10%
szachardzt tratlamazé oldat. VS4A: VVS4+120 mM aszkorbinsav.



10. &bra: A petesejt méret- és alakvaltozasai a de- és rehidratacio folyaman. a) kezeletlen
petesjt, b) dehidratalt petesejt, c-g) petesejt a rehidratacio kilonboz6 fazisaiban. Az abrasor
bemutatja, hogy hogyan nyeri vissza fokozatosan gémbszer( alakjat az é16 petesejt a
rehidratalas soran.




11. &bra. A: kezeletlen, B: él6, teljes krioprezervéicids procedlran Aatesett, beagyazott
Mironovszkaja 808 petesejt. C: kezeletlen, D: elhalt, teljes krioprezervacios proceduran

atesett, beagyazott Siete Cerros petesejt. Bar = 10 ym.
Jelmagyarazat: N:nukleusz, n: nukleolusz, V: vakuolum, v: vildgosan fest6d6
citoplazmarégio, d: denz citoplazmarégio, ss: sérilt sejtmembran




12. 4bra Vitrifikacids proceduran atesett, majd felolvasztott és rehidratalt életképes blza
(Mironovszkaja 808) petesejtek.

(a) fénymikroszkdpos felvétel, (b) a vitrifikaciot talélt sejtek FDA jel6lédése. Bar = 20 um.
A sejtek dehidratécioja és fagyasztasa soran a VO4A fagyasvedd oldatot alkalmaztuk.

13. abra: krioprezervalt Siete Cerros petesejtek.

FDA festés utan




