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SARRERA

Gaur egun, ugarkotasun ezaren arazoa dela eta, geroz eta gehiago dira haurdunaldia lortzearren

lagunduriko ugalketa tekniketara (ART, assisted reproductive technology) jo behar duten
pertsonak; baina, oraindik, teknika horien arrakasta ez da 0so handia eta batez beste, % 50eko
arrakasta duela esan ohi da (SEF erregistroa 2013). ART guztien artean, obozitoen in vitro heltzea
(IVM, in vitro maturation) oso teknika berria da baina duen arrakasta txikiagatik, gutxien
erabiliena da. Hala ere, in vitro ernalketaren (IVF, in vitro fertilization) hasieran eragingo
litekeenez, ARTen arrakasta asko igoko litzateke.

Obozitoen in vitro heltzea honetan datza: pazienteari estimulazio hormonalik gabe obozito
heldugabeak erauzi egiten zaizkio eta hazkuntza-medio egokian sartuta, kanpo-ingurunean heltzen
dira (Pincus & Enzmann, 1934). Beraz, heltze prozesu horretan parte hartzen duten seinaleztapen
bidezidorrak ezagutuz gero, hainbat molekula gehitu litezke in vitro heltze hori efizienteagoa
izateko. l1zan ere, IVMari esker, ohiko I\VVFen egin behar den hormonazioa ekidin liteke eta,
besteak beste, hiper-estimulazio sindromedun (Halupczok et al., 2015) edota obulutegi polikistikodun
emakumeentzat (Nader 2010) haurdun geratzeko aukera berri bat suposatuko luke.

Ugaztunetan ernalketa gertatu dadin gameto emearen (obuluaren) eta gameto arraren
(espermatozoidearen) arteko fusioa eman behar da. Obuluak obulutegiko folikuluetan eratzen dira,
granulosa zelulen geruza batez edo gehiagoz estalita. Enbrioi emeak 4-5 aste dituenean, zelula
germinal primordialak meiosian sartzen dira eta lehenengo meiosiaren I. profasean etenda
mantentzen dira obulazioa gertatu behar den arte. 1. profasean etenda dauden obozitoak besikula
germinal (GV, germinal vesicle) bezala ezagutzen dira. Guruin pituitarioak jariatutako hormona
folikulu-estimulatzailearen (FSH, follicle-stimulating hormone) eraginez folikuluaren handipena
emango da, obozitoaren tamainaren handipenarekin batera, neurri egokia eskuratu arte (Mehlmann,
2005). Obulazioa gertatzera doan unean, guruin pituitarioak askaturiko hormona luteinizatzaileak
(LH, luteinizing hormone) granulosa zeluletan eragingo du eta oraindik ezezaguna den
seinaleztapenaren bidez obozitoaren meiosiaren berraktibazioa gertatuko da. Une horretan,
obozitoa folikulutik irten eta meiosiarekin jarraituko du lehenengo meiosia bukatuz I1. metafasera
(MI1) heldu arte; izan ere, obozitoa Mll-an etenda geratuko da espermatozoide batek ernaldu arte.
Hori gertatuz gero, 1l. meiosia bukatu eta zigotoaren zatiketa mitotikoen ondorioz lortuko da
indibiduo berria (Adhikari & Liu, 2014).

Jakina da obozitoa meiosiaren |. profasean etenda mantentzearen arduradun nagusiena CAMP-
aren kontzentrazio handia egotea dela hein handi batean (Picton et al., 1998). CAMP-aren ondorioz
1. irudian azaltzen den seinaleztapena jarraituta, obozitoen heltzea sustatzen duen faktorearen
(MPF, Maturation Promoting Factor) inhibizioa gertatuko da, obzitoa meiosian etenda
mantenduz (Adhikari & Liu, 2014). Badirudi, obozitoetan cAMP kontzentrazio altua mantentzea
konstitutiboki aktiboa den GPCR baten (GPR3) ondoriozkoa dela (Mehimann, 2005).



Bestalde, obozitoen heltze prozesuan inplikatuta dauden zenbait proteina eta seinaleztapen
bidezidor deskribatu egin dira, horien artean MAPK bidezidorra. Ikusi da LH estimulazioaren
ondorioz obozitoetan aipatutako bidezidorra aktibatu egiten dela eta aktibazio horren bidez
induzitu egiten dela obozito-granulosa konplexuaren heltzea (Su et al., 2003). Gainera, ikusi da
MAPK bidezidorrean dagoen ERK proteinaren aktibazioa obozitoaren heltze nuklearrerako
ezinbestekoa dela (Sun & Nagai, 2003) eta baita MII fasean aktiboen dagoen bidezidorra dela ere
(Wang et al., 2010).

80. hamarkadan hasi ziren opioide sistemak ugalkortasunean izan zezakeen inplikazioaren
inguruan gogoeta egiten hainbat ebidentzia ikusi ostean (Jin et al., 1988). B-endorfina eta met-
entzefalina opioideak detektatu ziren behiaren ugaltze-aparatuan eta kontzentrazio handiena likido
folikularrean topatu zen (Petraglia et al., 1986). Era berean, obulazioa gertatzerakoan p-endorfinaren
kontzentrazioaren emendioa gertatzen zela antzeman zen (Petraglia et al., 1985). Geroztik, gai honen
inguruan aurkikuntza gehiago egin dira. Opioide-hartzaileak deskribatu dira gizakien
espermatozoide eta obuluetan (Agirregoitia et al., 2006; 2012), mu opioide-hartzailea detektatu da
behien, zaldien eta txakurren obozito-granulosa konplexuan (Dell’ Aquila et al., 2002; 2008; lorga et al.,
2009), saguen enbrioian opioide-hartzaileak deskribatu dira; sagu enbrioiak morfinarekin in vitro
inkubatzean kalteak sortzen direla ikusi da (Chen et al., 2014), eta morfinak saguen umetokian
enbrioiak ezartzea kaltetu egiten duela ikusi da (Tang et al., 2015).

Opioideak izaera peptidikoa duten ligandoak dira eta okorrean Gi proteinetara lotutako hartzaileak
aktibatu egiten dituzte (Madishetti et al., 2014). Estekatzaileekiko duten afinitatearen arabera, hiru
motatako opioide hartzaileak daude nagusiki: mu opioide-hartzailea (MOR, mu opioid receptor),
delta opioide-hartzailea (DOR, delta opioid receptor) eta kappa opioide-hartzailea (KOR, kappa
opioid receptor). Hartzaile guzti horiek mintz plasmatikoa zeharkatzen duten 7 a-helizez eratuta
dauden hartzaile metabotropiko monomerikoak dira. Horiek aktibatzerakoan, besteak beste Gia
proteinaren bidez adenilato ziklasa inhibitu eta By azpiunitateen bitartez MAPK zein PISK/AKT
bidezidorrak aktibatu egiten dira; orokorrean cCAMP-aren kontzentrazioa murriztea eraginez.

Opioideek zeluletan aktibatzen dituzten seinaleztapen bideak obozitoen heltze-prozesua
gertatzeko aktibatzen direnen antzekoak direnez eta B-endorfina eta met-entzefalina bezalako
peptido opioideek ugal-aparatuan zehar kontzentrazio handiena likido folikularrean dutenez,
interesgarria izango litzateke aztertzea hozi-zeluletan opioide-hartzaileak presente ote dauden eta
opioide sistemak obozitoen heltze prozesuan parte hartzen baduen. lzan ere, hori egia balitz,
metabolismo opioidea itu farmakologiko egokia litzateke in vitro heltzeko medioan opiazeoak
gehitzeko eta obozitoa meiosian berriro sartzera bultzatzeko (1. irudia).
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l.irudia: Obozitoen meiosiaren etetean eta meiosiaren berrekitean inplikatuta dagoen seinaleztapen zelularraren eskema
(MehIlmann, 2005etik moldatua). Hipotesi opioidea. Konstitutiboki aktibatuta dagoen GPR3ak Gs proteina aktibatzen du,
zeinak adenilato ziklasa (AC) estimulatuta cAMP-aren igoera eragiten duen. cCAMP-ak PKA aktibatzearen ondorioz ziklo
zelularra erregulatzen duen konplexua (MPF) fosforilazioz inhibitu egingo du, PKA proteinak eragindako fosforilazioen
bitartez MPF fosforilatzen duen kinasa (WEE1/MYT1) aktibatuz eta MPF defosforilatzen duen fosfatasa (CDC25b)
inhibituz. Horrela, MPF konplexua inhibituta egotearen ondorioz oozitoak meiosian etenda daude. Gainera, GPR3
hartzailearen ondorioz ERK eta PI3K inhibituta daude. Meiosiari berrekiteko, ezezaguna den seinaleztapenaren bitartez
CAMP Kkontzentrazioa gutxitu, PKA inhibitu eta CDC25b-k bideratutako MPFaren desfosforilazioa gertatuko da. Meiosiaren
berrekite horretan ere ERK eta Akt-k parte hartuko dute, ERKren aktibazioaren ondorioz WEE1/MYT1 inhibituz eta Akt-ren
aktibazioaren ondorioz cAMP kontzentrazioa txikiagoa izatea baimenduz.

HELBURUAK

Sarreran aztertu ditugun aurrekari guztiak kontuan hartuta, gure helburu orokorra izango da

opioide sistemak ugaltze-sisteman duen eragina sakonago aztertzea jarraian azaltzen diren azpi-
helburuak gauzatuz.

Lehenik, opioide sisteman parte hartzen duten hartzaileen (MOR, DOR eta KOR) mRNA-ren
detekzioa eta proteinen immunolokalizazioa egingo da obozitoen heltze-fase ezberdinetan (GV,
MI, MII) zein espermatozoide helduetan. Jarraian, obozitoak in vitro heltzerakoan opioideek
duten eragina aztertuko da: alde batetik, heltze-medioan opiazeoak gehitzerakoan fosforilazioz
aktibatzen den ERK aztertuz eta bestetik, opiazeoekin heldu diren obozitoek in vitro ernalkuntzan
eta enbrioiaren in vitro garapen goiztiarrean izan dezaketen portaera behatuta.

Ikerketa hau egiteko sagua erabiliko da animalia eredu bezala behar adina obozito zein
espermatozoide osasuntsu kantitate egokian lortzeko. Dena den, kontuan hartu behar dugu saguak
erabiltzea era berean muga bat suposatu dezakeela eskuraturiko datuak gizakietara estrapolatzea
ahaleginduz gero. lzan ere, sagu eta gizakien ugaltze-aparatua, hozi-zelulen heltze prozesua,
ernalketa eta enbrioiaren garapena ez dira guztiz berdinak (Gosden & Lee, 2010).



MATERIAL ETA METODOAK

1) Animaliak
Erabilitako animalia guztiak C57BL/6NXDBA2 sagu helduak izan dira, animaliategian baldintza

kontrolatuetan mantenduta: 23-24 °C-ko tenperaturan, 14 h argi / 10 h iluntasuneko
fotoperiodopean eta behar adinako ur eta elikagaiekin. Animaliekin burututako prozedura
esperimental guztiek UPV/EHU-ko Animalien Ongizaterako Etika Batzordearen (AOEB)
onespena dute, CEEA M20/2015/016-173 zenbakidun baimenarekin.

2) Sagu emeen super-obulazioa
8-10 asteko sagu emeak in vivo super-obulatzeko, injekzio intraperitonealak eman zitzaizkien:

PMSGren 7,5 Ul (pregnantmare's serum gonadotropin, behor haurdunen gonadotropina serikoa)
(Folligon, Intervet, Castle Hill, Australia) injekzio bakarrean folikuluen estimulaziorako eta,
obulazioa behar izanez gero, 48 ordura hCG hormonaren 7,5 Ul (human chorionic gonadotropin,
giza gonadotropina korionikoa) (Veterin Corion, Equinvest), biak gatz-serum fisiologikoan
disolbatuta. Azkeneko hormona injektatu eta 12 ordura gertatuko da sagu emeen super-obulazioa.

3) Laginen lorpena

3.1) Sagu emeen obozitoen erauzketa
Sagu emeen obozitoak lau helburu nagusitarako erauzi ziren: hainbat heltze-fasetan dauden
obozitoek espresatzen duten mRNA aztertzeko, immunozitokimika bidez opioide hartzaileen
kokapen zelularra behatzeko, obozitoak morfinarekin in vitro heltzerakoan ERKren fosforilazioa
aztertzeko eta azkenik, obozitoak in vitro heldu ostean FIV burutzeko.

Sagu emea dislokazio zerbikalez hil ostean, sabelaldea zabaldu eta obulutegia edota obiduktua
ebaki eta M2 mediorekin 37 °C-an zegoen plaka batera pasatu ziren. Esaterako, in vitro heltze-
prozesua egiteko obozitoak obulutegitik erauzi ziren eta in vivo heltze-prozesua egiteko, ordea,
obiduktuaren anpulutik. Behin intereseko ehuna edukita, obulutegia edo anpulua 30 G-ko orratz
batekin urratu zen eta, hurrenez hurren, heldu gabeko eta in vivo heldutako obozito-granulosa
konplexuak eskuratu ziren. Obozitoak soilik eskuratu nahi zirenean, obozitoen RNA purifikatzeko
kasu, 300 pg/mL hialuronidasarekin kontaktuan jarri ziren granulosa zelulak obozitoetatik
baztertzeko. Jarraian, pipeta baten laguntzaz obuluak heltze-fasearen arabera eppendorf-etan
hogeinaka banatu eta -80 °C-an gorde ziren.

3.2) Sagu arren espermatozoideen erauzketa
Esperimentua hasi baino aurreko egunean, plaka batean HTF (Human Tubal Fluid) medioaren

500 pl-ko tanta eratu, olioz estali eta inkubagailuan sartu zen pHa egonkortu zedin (37 °C eta % 5
CO,). Esperimentuarekin hasteko, sagu arra hil eta sabelaldea zabaltzerakoan isats-epididimoa
hodi deferente zati batekin isolatu eta M2 medioa 37 °C zuen plaka batean ipini zen. Jarraian,
isats-epidimoa HTF tantara pasa eta gainean presioa eraginez sagu arraren espermatozoideak hodi
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deferentetik aterarazi ziren. Orduan, espermatozoideak zuzenean immunozitokimika zein in vitro
ernalketa esperimentuak egiteko erabili ziren edota 600 g-an 10 minutuz zentrifugatu eta
eskuratutako hauspeakina -80 °C-an izoztu, bestelako prozesuetan erabili arte.

4) mRNA-ren erauzketa
Saguen zeluletan dagoen RNA mezularia erauzteko bi protokolo jarraitu ziren; hozi-zelulen

mRNA erauzteko Dynabeadse mRNA Direct™ Micro Kit-a (Life Technologies, Oslo, Norvegia)
erabili zen eta sagu kortexean dagoena erauzteko, ordea, TRIzole-kloroformo metodologia.
Dynabeadse Kit-aren bidezko RNA erauzketa produktuaren argibideak jarraituta egin zen.
TRIzole-kloroformo bidezko RNA erauzketan aldiz, eppendorf batean zegoen saguaren kortex
zatiari 1 mL TRIzole gehitu zitzaion eta enbolo baten laguntzaz homogenizatu. Jarraian,
kloroformoa gaineratu zen kloroformo:TRIzole 0,2:1 proportzioan eta 10.000 g-an zentrifugatuta
10 minutuz faseen banaketa lortu zen. RNA dagoen goikaldeko fase urtsua eskuratu, isopropanola
(1:1) gehitu eta baldintza berdinekin zentrifugatuta, RNA hauspeatzea lortu zen. Segidan,
hauspeakinari % 70ean dagoen etanola gaineratu ostean, zentrifugatu eta azken hauspeakin horri
ura gehitu zitzaion, jada isolatutako RNA eskuratu zelarik. Lortutako RNA-ren kontzentrazioa
NanoDrop (ThermoScientific) gailua erabilita kuantifikatu zen.

5) RT-PCR
Isolatutako mMRNA-ren alderantzizko transkripzioa (RT) burutu zen cDNA sortzeko; obozitoen

kasuan, aldez aurretik hogeinaka elkartutako zelula guztiekin eta, garun Kkortex eta
espermatozoideen kasuan, ostera, erauzitako RNAren 1 pg-rekin. Oligo(dT)-ak erabilita RNAren
cDNA osagarria lortu zen, oligoak RNAra lotzeko lehenik 10 minutuz 65 °C-an berotuta. Segidan,
RNAsa inhibitzailea, dNTPak, alderantzizko transkriptasa (Promega, USA), MgCl, eta erreakzio-
indargetzailea zituen nahasketa gehitu zen eta jarraian azaltzen diren baldintzen bitartez cDNA
sortu zen: 25 °C-an 10 minutuz, 42 °C-an 60 minutuz cDNA eratzeko eta azkenik, 65 °C-an 10
minutuz alderantzizko transkriptasa entzima inhibitzeko.

Lortutako cDNAren integritatea PCR bidezko saguen histonaren (H2azf) eta aktinaren (ACTB)
anplifikazioaz baieztatu zen; aldez aurretik egindako tenperatura-gradienteko PCRan hautatutako
hasleen hibridazio tenperaturatan (1. taula). Behin hori eginda, opioide hartzaileen presentzia
karakterizatu zen lortutako obozito eta espermatozoideen cDNA erabiliz, kortexeko cDNA
kontrol positibotzat hartuta eta 1. taulan azaltzen diren hasleak erabilita. PCRak baldintza hauetan
burutu ziren: lehenik 95 °C-an 2 minutuz; jarraian 35 ziklo, ziklo bakoitza 95 °C-an 15 segunduz,
30 segunduz hasleen hibridazio tenperaturan (1. taula) eta 72 °C-an 35 segunduz izan zen; eta
azkenik 72 °C-an 5 minutuz egindako amaierako luzapena.



Genea Sekuentzia (5°- 3”) Anplikoia (bp) hibridazio-tenperatura (°C) Erreferentzia
Hoazt | O oo A AT TG TAGOCTIG 209 50,7 de Frutos et al., 2016
roe | SSRGS | g -
o | (ASCICIeTCTeccTesT - ol
mDOR ((rf;)) BN AL 320 55 Wang et al., 2010
mKOR (f()r)Cg%g?Tcéff:GAGG‘:gf‘:é%@C 342 53,8 Fuetal., 2014

1.taula: PCR bidez aztertuak izan ziren saguen hasleak, duten sekuentzia, lortzen den anplikoiaren tamaina, hibridazio-
tenperatura eta haslea hautatzeko erabilitako artikulua.

Lortutako anplikoiak % 1,5eko agarosa-gel elektroforesiaren bidez banandu eta argi ultramoreko
gailuan (ChemiDoc, Bio-Rad) aztertuak izan ziren.

6) Immunozitokimika
MOR, DOR eta KOR opioide-hartzaileek heltze-fase ezberdinetan dauden obozito zein

espermatozoideetan duten kokapen zelularra aztertzeko eta pERK aztertzeko immunozitokimika
egin zen. Laburki, laginetan PBS garbiketa bat egin ostean, % 4ean dagoen paraformaldehidoa
(PFA) (Panreac, Barcelona, Spain) gehituta zelulak finkatu ziren. Laginak iragazkortzeko X-100
Tritoia % lean eta blokeorako FCS (Fetal Calf Serum) % 10ean (v/v) PBS soluzioan sartu ziren
45 minutuz. Jarraian, opioide-hartzaileekiko afinitatea duten antigorputz primarioak gehitu egin
ziren 1:200 diluzioan edo pERK-rentzako antigorputza (1:400). Untxiaren antigorputz poliklonal
primarioak izan ziren erabilitakoak: anti-MOR, anti-DOR, anti-KOR (Millipore, UK) eta anti-
pPERK (Cell Signalling; Danvers, MA, USA). Antigorputz sekundario berdina erabili zen lagin
guztietarako: 1gG-en aurkako ahuntzaren Alexa Fluor® 488 antigorputza (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA), 1:500 diluzioan. Zelulen DNA Hoechst 33342 (0.01 mg/mL)-rekin tindatu
zen. Amaitzeko, espermatozoide zein obozitoak Fluoromount G (EMS, Hatfield, UK) tantetan
muntatu ziren kristalezko portetan eta Zeiss Axio Observe ApoTome 2 mikroskopio konfokalean
aztertu UPV/EHU-ko SGiker mikroskopiako zerbitzu orokorrean. Antigorputz sekundarioaren
kontrol negatiboa berdin egin zen baina antigorputz primarioa gehitu gabe.

7) Invitro heltzea (IVM)
In vitro heltzea TCM-199 (Sigma, St. Louis) medioari % 0,5 (v/v) gentamizina, 10 ng/mL EGF

(epidermal growth factor) eta % 10 (v/v) FCS gehituta egin zen. Medio hau inkubagailuan sartu
egin zen 4 orduz 37 °C, % 5 CO, eta % 95eko hezetasunean pHa egonkortzeko. Ondoren, 48 ordu
lehenagotik PMSG hormona ziztatuta zuten sagu emeetatik hasieran azaldutako prozedura
jarraituz obozitoak erauzi eta in vitro heltze-medioan sartu ziren, hainbat baldintzatan: PBSan
disolbatutako morfinaren 3 kontzentrazio (1 nM, 10 nM eta 100 nM) eta PBSan soilik, in vitro
heltzearen kontrol bezala.



8) In vitro ernalketa (1VF)
Ernalketarako, 6-24 asteko sagu arren espermatozoideak pH egonkortua zuen HTF mediora

erauziak izan ziren, Makler kamera kontagailua erabilita espermatozoide kantitatea kuantifikatu
eta ordubete itxaron egin zen espermatozoideen gaitzea gertatu arte. Ondoren, obozitoak 500 pl-
ko HTF medioa eta olioko estalkia zuten 4 putzuko NUNC plaketara pasarazi ziren eta beharrezko
espermatozoide kantitatea gehitu, espermatozoide kontzentrazioa 1x10° espermatozoide/mL izan
zedin. 5-6 orduko inkubazioaren ondoren, ernalketa gertatua izango zen.

9) Enbrioien kultiboa
IVFaren ondoren, ustezko zigotoak HTF medioan garbitu egin ziren inguruko espermatozoideak

baztertzeko eta olioz gaineztatuta zeuden 20 pl-ko KSOM tantetara igaro, enbrioia garatu ahal
izateko. Enbrioiak 5 egunez kultibatu ziren eta egun horietako bakoitzean enbrioi bakoitzaren
zatitze-tasaren kuantifikazioa egin zen, 2 zelulatik hasita blastozistoa eskuratu arte, morfinak
obozitoen heltze-prozesuan izan dezakeen eragina aztertzeko.

10) Datuen analisia
In vitro heltze-fase eta enbrioiaren garapen fasearen kuantifikazioak estatistikoki analizatuak izan

ziren. Taldeen arteko emaitzen analisi estatistikoak eskatzen zuen aldagai anitzeko analisia bi
faktorezko bariantza-analisia (ANOVA, analysis of variance) eta jarraian post-hoc Bonferroni
testa erabilita egin zen, taldeen arteko batez bestekoak konparatuta, errore estandarra kontuan
hartuta (£ SEM, standard error of the mean). Adierazgarritasunaren muga minimoa p<0,05-ean
ezarri zen, analisi estatistikorako GraphPad Prism 5 softwarea erabilita.

EMAITZAK

1) Opioide-hartzaileen mMRNA-ren espresioa saguen espermatozoideetan eta obozitoetan

Saguen espermatozoideetatik erauzitako RNArekin egindako PCR bidez kappa opioide-hartzailea
detektatu da, espermatozoideetan zein kontrol positibo moduan erabilitako saguen garunaren
kortexean, espero zen bezala, 342 bp-ko banda lortuta. Mu eta delta hartzaileentzat, espero
genituen 290 eta 320 base paretako anplikoiak saguaren kortexean aurkitu genituen baina ez ordea
espermatozoideetan. Hala ere, barne-kontrol moduan erabilitako histona eta aktina (ACTB) lagin

guztietan anplifikatu ziren (2. irudia).

MOR DOR KOR Histona ACTB
(290bp) (320 bp) (342bp) (209 bp) (490 bp)
o Ktx Sp | Ktx Sp | Ktx Sp | Ktx Sp | Ktx Sp 2. irudia: MOR, DOR, KOR, Histona eta ACTB-ren
= e PCR produktuen % 1,5 agarosa-gelaren elektroforesia,

s SYBR bidez tindatuta, saguen espermatozoide (Sp) eta

garun-kortexarentzat (Ktx). Ezkerrean, pisu
molekularreko markatzailea (bp=base pare) agertzen
da.n=5
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300

100




Saguen GV, MI eta Ml faseetan dauden obozitoetatik erauzitako RNArekin egindako PCR bidez
ez da opioide-hartzaileen RNArik detektatu, kontrol positibo bezala erabilitako saguen garun-
kortexean opioide-hartzaile guztiak detektatu arren dagokien tamainarekin. Dena den, barne-
kontrol moduan erabilitako bi RNAKk (Histona eta ACTB) lagin guztietan detektatu dira (3.irudia).

MOR DOR KOR Histona ACTB
(290 bp) (320 bp) (342 bp) (209 bp) (490 bp)
bp Ktx GV Ml MIl| Ktx GV MI MIl [ Ktx GV Ml Mil bp Ktx GV Ml MIl| Ktx GV MI MIl

1000
1000

500
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100

3. irudia:MOR, DOR, KOR, Histona eta ACTB-ren PCR produktuen % 1,5 agarosa-gelaren elektroforesia, saguen besikula
germinalean (GV), . metafasean (MI) eta Il. metafasean (MII) dauden obozito eta garun-kortexarentzat (Ktx). Ezkerrean,
pisu molekularreko markatzailea (bp=base pare) agertzen da. n =5

2) Opioide-hartzaileen kokapen zelularra saguen espermatozoideetan eta obozitoetan

Azterketa immunozitokimikoen bidez, hiru opioide-hartzaileen (MOR, DOR eta KOR) presentzia
baieztatu da bai espermatozoide eta baita obozitoen heltze-fase guztietan (GV, Ml eta MII) (4

irudia).

Espermatozoideei dagokionez, MOR espermatozoideen buruan zein isatsean azaltzen da, buruaren
eskualde ganbilean mu hartzaileen dentsitate zein intentsitatea nabarmenki handiagoa izanik (3.A
irudia). DORen distribuzioa espermatozoide heldu guztian zehar ematen da, buruaren zonalde
ganbilean ere dentsitatea handiagoa delarik (4.F irudia). KOR, ordea, batez ere
espermatozoidearen buruaren kako apikalean dago nabarmenki lokalizatuta, espermatozoide
osoan zehar kappa hartzaileak azaltzen diren arren (4.K irudia).

Obozitoetan opioide-hartzaileek duten kokapena ezberdina da obozitoa GV, Ml edo MII heltze-
fasean dagoenaren arabera, baina opioide-hartzaile ezberdinek fase bakoitzean lokalizatzeko duten
joera antzekoa dela ikusten da. MOR, DOR zein KOR hartzaileak GV fasean zitosolean zehar era
nahiko homogeneoan banatuta daude (4.B, G eta L irudia); MI fasean kokapen periferikoago bat
aurkezten dute (4.C, H eta M irudia) eta MII fasean mintz plasmatikoan kokatuta daude nabarmenki
(4.D, 1 eta N irudia). Obozitoak inguratzen dituzten granulosa zelulei dagokionez, zelula hauek
inguratzen ari diren obozitoaren fasea ezberdina izanda ere, hiru opioide-hartzaileak nagusiki

mintzean kokatuta dituzte (4.E, J, eta N irudia).



Granulosak

MOR
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KOR

4. irudia: Opioide-hartzaileen azterketa immunozitokimikoa saguen espermatozoideetan, A, MOR; F, DOR; eta K, KOR.
Eskala-barra, 10 um. Opioide-hartzaileen azterketa immunozitokimikoa saguen obozitoen heltze-fase ezberdinetan, besikula
germinala (GV), I. metafasea (MI) eta 1. metafasea (MlIl). B, C, D, MOR; G, H, I, DOR; eta L, M, N, KOR. Eskala barra, 25
um. Opioide-hartzaileen azterketa immunozitokimikoa saguen granulosetan, E, MOR; J, DOR; eta N, KOR. Eskala-barra 10
um. Egoera bakoitzaren irudi adierazgarri bat ikusgai. Opioide-hartzaileak berdez (Alexa 488) eta nukleoak urdinez (DAPI).
n=3

3) Morfinaren eragina obozitoen in vitro heltzean eta pERKren dinamikan

Morfinarik gabe in vitro heltze medioan egon diren obozitoen nukleoak aztertuta ikusten da 30
minutura GV fasean jarraitzen dutela eta 17 ordu igaro ostean hasi direla Ml faseko morfologia
eskuratzen. Morfinarik gabe kultibatu diren zelula horien ERKren fosforilazioa aztertuta esan
dezakegu obozitoaren ERK fosforilatzeko 17 ordu pasa behar direla, eta detektatzen den pERKren
seinalea gainontzeko baldintzekin alderatuta ahulagoa dela. Granulosa zelulen kasuan, ordea,
hasiera batetik pERK agertzen da, eta aztertutako heltze-denbora osoan zehar seinalea konstante

mantentzen da. (5. irudia)

Obozitoak heltzeko medioan 1 nM morfina eta 10 nM morfina gehitu diren kasuetan, antzeko
efektua ikusi da. Nukleoak aztertuta ikusten da 30 minututan obozitoak GV fasetik MI fasera
igaro direla, morfinarik gabeko egoera baina madurazio-nuklear azkarrago baten ondorioz (10
nM-ekin 17 ordutara Mllan sartzen ari da). pERKren presentzia handia hautematen da zelula
osoan zehar, 10 minututatik 17 ordutara ere mantendu egiten delarik. Granulosen kasuan ordea, 30
minutuz in vitro heltze-medioan mantentzen direnean, granulosak ERKren fosforilazioa galtzen

hasi dira, eta 17 ordu igaro ostean ez dute pERK seinalerik aurkezten. (5. irudia)

Obozitoak 100 nM morfinarekin kontaktuan egon direnean, obozitoetan ez da ERK fosforilatuta
azaltzen 17 ordu igaro arte, granulosa zeluletan denbora guztian zehar agertzen diren bitartean.



Beraz, morfinarik gabeko baldintzek zein morfina 100 nM-ean dituztenek oboztito zein
granulosen ERKren fosforilazio-patroiean berdin eragiten dute. (5. irudia)

Oh 10 min 30 min 17 h

PERK  pERK/DA  PERK pERK/DA  pERK pERK/DA  PERK  pERK/DA

Morfina
0nM

Morfina
1nM

Morfina
10 nM

Morfina
100 nM

5. irudia: pERKren azterketa immunozitokimikoa saguen obozitoen heltze-prozesuan: 0, 1 nM, 10 nM eta 100 nM

morfinako baldintzatan. pERK berdez (Alexa 488) eta nukleoak urdinez (DAPI). 0 ordutan (0 h), 10 minututan (10 min), 30
minututan (30 min) eta 17 ordutan inkubatutako obozitoen egoera bakoitzeko irudi adierazgarri bat. Eskala-barra, 25um. n=3

4) Morfinaren eragina in vitro ernalkuntzan

Morfinarekin kontaktuan egon diren obozitoen heltze-tasa aztertu da. Obozito horiekin in vitro
ernalkuntza egiterakoan, heltze-fase bakoitzera heldu diren obozitoak eta enbrioiaren garapen
goiztiarreko fase ezberdinera heldu direnak kuantifikatu dira (6. irudia).

Saguetan in vivo heldu diren obozitoak heltze- zein enbrioi-fase guztietan % 90etik gora
mantendu dira (% 96,55 + 0,5 blastozistorarte iritsita), in vitro ernalkuntza era egoki batean eman
denaren seinale. Gainera, argi ikusten da obozitoak in vivo heltzerakoan askoz ere emaitza hobeak
lortzen direla, blastozisto egoerara ia enbrioi guztiak heltzen baitira, in vitro hazten direnekin
gertatzen ez den bezala. In vitro heldu diren obozitoen artean, morfinarik gabe zein morfinarekin
tratatzerakoan ez da ezberdintasun handiegirik detektatu, obozito gehienak heldu baitira MII
fasera. Gainera, ernaldu eta blastozisto egoerara 0so gutxi heltzen dira, morula eta blastozisto
faseen artean jaitsiera nabaria da eta morfinarekin tratatu zein tratatu gabekoen artean antzeko
balioak lortu dira. Egia da ezberdintasun esanguratsu batzuk ikusi direla enbrioiaren garapenean
erabilitako morfina kontzentrazioaren arabera. Nolanahi ere, blastozistora heltzen direnen artean
desberdintasunik ez dagoela azpimarratu behar da.
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6. irudia: Obozitoak in vitro 17 orduz heltzean zehar eginiko morfinaren dosi-erantzun analisia fase bakoitzean dagoen
obozito/enbrioiaren portzentajetan neurtuta: besikula germinala (GV), I. metafasea (M), 11. metafasea (MII), ernaldutako
obozitoa, 2 zelulako enbrioia, 8 zelulako enbrioia, morula eta blastozistoa, in vitro ernalketa egin ostean. IVF kontrolaren
enbrioiaren garapena erakusten da (marradun barrak), morfinarik gabeko obozitoen in vitro inkubazioa (barra zuriak), 1 nM
morfinarekin inkubatutako obozitoak (barra arrosak), 10 nM morfinarekin inkubatutako obozitoak (barra gorriak) eta 100 nM
morfinarekin inkubatutako obozitoak (barra marroiak). Emaitzak aparteko hiru esperimenturen arteko batez bestekoa + SEM
bidez adierazten dira. Tratamenduen arteko ezberdintasun adierazgarriak letra ezberinekin (a, b) aurkezten dira; kasu
guztietan p<0,05 izanik.

EZTABAIDA

Lan honen helburu orokorra izan da opioide-hartzaileen espresio dinamika aztertzea saguaren

gametoetan, halaber, opiazeo batek obozitoen heltze-prozesuan zehar izan dezakeen eraginaren
inguruko jakintza handitzea. Zehazki, heldu gabeko obozitoetan morfina bezalako opioidearen
dosiaren menpeko erantzuna aztertu zen ERKren fosforilazio dinamika eta IVF ondorengo
enbrioien garapen-tasa behatuz. Izan ere, opioide sistemak ugalkortasunean eragina baduela
aspaldi ezagutzen da baina, obozitoen madurazioan duen eraginari buruz lan oso gutxi daude
(Agirregoitia et al., 2012).

Opioide-hartzaileen RNA mezulariaren espresioari dagokionez, saguen espermatozoideen KORen
mRNA-ren espresioa detektatu zen, baina ez ordea MOR eta DORena. Gaur egun arte, beste
animalia-espezieetan ere detektatu da opioide-hartzaileen espresioa. Kappa eta delta hartzaileei
dagokionez, soilik gizakien espermatozoideetan aztertu dira, guk lortutako emaitza berdinekin;
hau da, saguetan bezala, gizakietan kappa opioide-hartzailearen mRNA dagoela eta ez ordea delta
opioide-hartzailearena (Agirregoitia et al., 2006). Mu opioide-hartzaileari dagokionez, gizaki
(Agirregoitia et al., 2006), zaldi (Albrizio et al., 2005) eta arrainetan (Albrizio et al., 2014) detektatu da
haren espresioa, saguetan detektatzeko gai izan ez garen arren. Bestalde, saguen obozitoen heltze-
fase bakoitzean egindako RT-PCRtan ez genuen opioide-hartzaileen mRNA-rik detektatu. Kasu
honetan ere, DOR eta KOR hartzaileak soilik gizakien obozitoetan aztertuak izan dira, hartzaile

horien mMRNA obozitoetan ez dagoela ondorioztatuta (Agirregoitia et al., 2012). MORen espresioa
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nahiz eta saguetan ez genuen hauteman, gizaki, behi zein zaldien (Dell’Aquila et al., 2002; 2008)
obozitoetan identifikatua izan da.

Opioide-hartzaileen proteinaren kokapen-zelularrari dagokionez, saguen espermatozoideetan
MOR, DOR eta KOR opioide-hartzaileak detektatu ziren; MOR eta DOR batez ere
espermatozoide-buruaren alde ganbilean eta KOR nabarmen saguen espermatozide-buruko kako
apikalean. Aurreko ikerketetan, beste espezieko espermatozoideen opioide-hartzaileen kokapena
ere ezagutu da: hiru opioide-hartzaileak gizakian (Agirregoitia et al., 2006), MOR eta DOR zaldietan
(Albrizio et al., 2005; 2010) eta MOR arrainetan (Albrizio et al., 2014). Espermatozoideetan molekula
bakoitzak duen kokapena funtzioarekin erlazionatuta dagoenaren teoriarekin jarraituz (Turner,
2006), esan dezakegu MOR eta DOR hartzaileek kokapen o0so antzekoa dutenez funtzio antzekotan
parte hartuko dutela eta KORek ordea, sagu espermatozoideen kako apikala inplikatuta dagoen
funtzio espezifikoagoetan. Hartzaile bakoitzari funtzio bat esleitzekotan, esan genezake MOR eta
DOR hartzaileak eskualde akrosomikoan daudenez nagusiki, erreakzio akrosomikoan parte hartu
lezaketela (Satouh et al., 2012); eta kako apikalak espermatozoideen ernaltzeko gaitasuna errazteko
obiduktuko epiteliora atxikitzea laguntzearen funtzioa duela uste denez (Firman & Simmons, 2009),
KOR horretan egon liteke inplikatuta. Dena den, saguen espermatozoideen morfologia bereizgarri
horrek zein funtzio duen frogatuta ez dagoenez, ezin dezakegu ziurtatu aipaturikoak duen
egiazkotasuna.

Era berean, saguen obozitoetan, heltze-fasean zehar opiode-hartzaileek lokalizazio ezberdina
zutela ikusi genuen, baina hartzaile guztiak joera berdinarekin: GV fasean kokapen zitoplasmatiko
homogeneoa zuten, MI fasean periferikoagoa, eta MII fasean mintz plasmatikoan kokatzen ziren.
Ezaguna da GPCRak zelula mintzean direla funtzionalak (Cahill et al., 2007). Beraz, opioide-
hartzaileak saguen obozitoetan aktibo egon litezke batez ere MI-MII faseen trantsizioan.
Granulosa zeluletan, ordea, hartzaileak obozitoen heltze-fase guztietan zehar agertzen dira,
kokapen periferikoarekin. Granulosetan GV fasetik MII fasera opioide-hartzaileak presente
daudela ikusteak pentsarazi ahal digu obozitoen heltze prozesuan zehar opioideek eraginen bat
eduki dezaketela, granulosetan eraginez. Orduan, horrela balitz, opioideek granulosa zeluletako
hartzaileetara batu eta seinalea oraindik ezezaguna den mekanismoen bitartez obozitoetara
igaroko litzateke, adibidez, obozito eta granulosa zelulen arteko GAP loturen bitartez (Conti et al.,
2012).

Beste hainbat espezietan ere aztertu da opioide-hartzaileek obozitoetan duten kokapena, hala nola,
gizaki (Agirregoitia et al., 2012) eta zaldian (Dell’Aquila et al., 2008). Espezie bakoitzean deskribatu
diren desberdintasunak espezie bakoitzean opioide sistemak eduki dezakeen portaera
desberdinagatik azaldu genitzazke edo, behintzat gizakiaren kasuan, obozitoak ugalkortasun-
ezako Kklinika batetik datozenez, obozito horien osasun-estatusa agian onena ez dela. Hala ere,
sagu enbrioietan ere garapen faseetan zehar aztertu dituzte opioide-hartzaileak eta zelula
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bakarreko zigotoak duen opioide-hartzaileen patroia nahiko periferikoa dela deskribatu dute (Chen
et al., 2014). Horrek gure emaitzen MIl-arekin bat egiten du, obozitoa ernaldu aurreko fasea den
Mll-an ere periferian agertzen baitira.

Zeluletan RNA ez egon eta proteinak azaltzea kontraesan bat dirudien arren, kontuan hartu behar
dugu lanean erabili ditugun zelulak germinalak direla. Espermatozoide eta obozitoak oso zelula
desberdintzatuak dira baina, aldi berean, izaki bat sortuko duen zelula totipotentzialaren gurasoak.
Beraz, argi dago zelula horien portaera zelula somatikoekiko ezberdina izan behar dela.
Espermatozoideetan, deskribatu da hain zelula espezializatuak izanda ez dituztela ez transkripzio
eta ezta itzulpen prozesurik egiten (Flesch & Gadella, 2000), eta espermatogenesi prozesuan
zitoplasmaren zati handi bat (RNA barne) galdu egiten dela (Miller et al., 2005). Era berean,
deskribatu da espermatozoide helduetan RNA populazio batzuk besteekiko kantitate handiagoan
agertzen direla, RNA horiek enbrioiaren garapenerako garrantzitsuak izan daitezkeela iradokiz
(Ostermeier et al., 2005). Obozitoetan, transkripzio prozesua isilduta dagoela ikusi da, I. profasetik
irten eta meiosiarekin jarraitzen duenetik, saguen kasuan 2-4 zelulako eta gizakien kasuan 4-8
zelulako enbrioia garatu arte (Gosden & Lee, 2010). Gainera, obozitoen RNAren % 50a baina
gehiago degradatu egiten da madurazio meiotikoan (Paynton et al., 1988).

Zentzu horretan, mezulari guztietatik KORen papera ikertzea garrantzitsua izan daiteke; izan ere,
espermatozoide helduetan agertzen den baina obozito helduetan agertzen ez den bakarra baita
(saguetan behintzat), beraz, enbriogenesiaren lehen faseetan garrantzitsua izan liteke,
transkripzioa oraindik isilduta dagoenean (Picton et al., 1998). Dena den, opiode-hartzaile guztien
proteinak adierazita daudenez oboziten heltze-fasean zein enbrioiaren garapen goiztiarrean
eragina izan dezakete, eta horietatik lehenengoa da zehazki egindako lan honetan frogatutakoa.

Obozitoen heltze-prozesua egoki gauzatzeko heltze-nuklear zein zitoplasmatikoa eman behar da.
Heltze-nuklearra obozitoak lehenengo gorputz polarra kanporatu eta MIl-an meiosia etetean datza
(Sun & Nagai, 2003). Obozitoen helze-zitoplasmatikoa gertatzeko deskribatuta dago ERK
fosforilatu behar dela (Gosden & Lee, 2010; Conti et al., 2012), eta gainera, Mll-an pERK maila
altuena dela (wanget al., 2010). Era berean, jakina da opioideek MAPK bidezidorra aktibatu eta
ERKTren fosforilazioa eragiten dutela (Al-Hasani & Bruchas, 2013).

Guk egindako ikerketan, ikusi zen morfina 1 nM eta 10 nM-ekin obozitoak in vitro heltzerakoan
madurazio nuklear zein zitoplasmatikoa aurreratuta zihoala morfinarik gabeko kasuarekin
alderatuta, izan ere, meiosiari lehenago berrekiten zioten eta pERK 10 minututan agertzen hasten
zen. Morfina 1 nM eta 10 nM-ekin tratatutako granulosetan ERK fosforilatuta zegoen,
desfosforilatuz zihoan eta 17 ordutarako seinalea guztiz galtzen zen. Gainera, morfina 100 nM-ek
morfinarik gabeko egoeraren patroi berdina aurkezten zuen, hau da, madurazio nuklearra
astiroago ematen zen eta ERKren fosforilazioa beranduago ematen zen, granulosetan ERK uneoro

13



fosforilatuta zegoen bitartean. Beraz, obozitoen zitoplasman pERK azaltzea eta granulosetan
desagertzea obozitoen heltzea gertatu denaren seinale izan daiteke (Su et al., 2003).

ERKTren fosforilazioaren azterketan lortutako emaitzak bat datoz hartzaileen kokapena behatzeko
egindako immunozitokimika esperimentuekin. Izan ere, opioide-hartzaileak MI- MII faseetan
kokatzen dira mintzean, obozitoak heltzen ari diren bitartean. Horrek esan nahi du, opioideek
obozitoen MI-MII trantsizio horretan parte hartzen dutela ERKren fosforilazioa eraginez. Gainera,
granulosa zelulek opioide-hartzaileak fase guztietan edukitzeak eta pERK galtzeak iradoki dezake
hasieran opioideek obozitoen heltzean lagundu egiten dutela granulosetan dituzten hartzaile
funtzionalen bitartez eta, behin heltze-prozesua gauzatu denean, granulosetan ERK gehiago ez
dela fosforilatzen obozitoek eragindako atze-elikadura negatibo baten ondorioz akaso.

Beraz, argi geratzen da morfinak obozitoen heltzean lagundu egiten duela, baina kontzentrazio-
tarte batean. Kontzentrazioaren araberako efektua ere txerri eta behiaren obozitoak naloxona
opioide antagonistarekin heltzerakoan deskribatu da, naloxonak kontzentrazio txikian antagonista

bezala jokatzen baitzuen baina, kontzentrazio handian, ordea, agonista partzial bezala (Dell’ Aquila
et al., 2002).

IVF egiterakoan, ikusi genuen in vivo heldu ziren obozitoen efizientzia askoz ere handiagoa zela
in vitro heltzen zirenekin alderatuta. In vitro helduak izan ziren obozitoen artean, badirudi Mll-ra
gehienak heltzen zirela, haien artean ezberdintasun esanguratsurik egon gabe. Beraz, esan
dezakegu morfinak heltze-nuklear zein zitoplasmatikoaren abiadura handitzen duen arren,
morfinarik gabekoen antzeko efizientziarekin heltzen direla MIl fasera. In vitro ernalkuntza
egiterakoan ikusi zen obozito batzuk morfinarekin heldu diren arren, 1\VVFen horrek eraginik ez
duela izan, antzeko proportzioarekin ernaltzen baitira. Jarraian, ikusi zen IVMen artean
blastozistora proportzio bertsuan heltzen zirela. Beraz, ezin dezakegu ondorioztatu in vitro
obozitoak morfinarekin heltzeak in vitro ernalkuntzan eraginik duenik, enbrioia blastozisto
egoeran dagoenean soilik ezarri egiten baita umetokian.

Dena den, datuak aztertzeko orduan, kontuan hartu behar da soilik hiru ernalketa-esperimentu
egin zirela, eta beraz, emaitza esanguratsuak lortzeko erreplika kopurua handitu behar litekeela.
Gainera, normalean in vitro heltzen diren obozitoen % 20a blastozisto egoerara heltzen denez
(Epigg JJ. et al., 1992), argi dago teknikak oraindik optimizazioaren beharra duela, in vitro
heltzearen efizientzia gutxienez % 20ra heldu eta morfinaren eraginpean ezberdintasunik ote
dagoen aztertzeko.

ONDORIOAK

Ikerketa-lan hau burututa, orokorrean hauek dira atera ditzakegun ondorio nagusiak: lehena,

MOR, DOR eta KOR opioide-hartzaileak saguen espermatozoide, obozito zein granulosa
zeluletan daudela; bigarren, obozitoen heltze-fasearen arabera opioide-hartzaileek kokapen zelular
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ezberdina dutela; hirugarren, obozitoetako opioide-hartzaileak funtzionalak direla (morfinarekin
ERK fosforilatu); laugarren, opioide-hartzaileen morfina bidezko aktibazioak obozitoen in vitro
heltze-nuklear zein zitoplasmatikoa azkartu egiten duela; eta azkenik, obozitoak morfinarekin in
vitro heltzeak ez duela eraginik in vitro ernalkuntzan.
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