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Az alkalmazott biotechnoldgiai eljarasok tobbségének az alapjat a
laboratoriumi korilmények kozott elGallitott embridk adjak, ami jol mikodo
in vitro embridé-el8allité rendszer meglétét feltételezi.

Az értekezés elsG részében in vitro maturdltatott sertés petesejteket
stroncium-kloriddal [SrCl,], cikloheximiddel [CX], 6-dimetil-aminopurinnal
[6-DMAP] és SrCl,+CX [SCX], illetve SrCl,+6-DMAP [SD] kombinacidjaval
kezeltink, majd értékelttk az alkalmazott kemikalidk petesejtek
aktivalédasara és az embridk fejlédésére gyakorolt hatasat. Harom
kisérletsorozatban ¢sszesen 2401 petesejtet vizsgaltunk meg.

Eredményeink szerint az egyes kezelések hatasara a petesejtek a kontroll
csoporthoz képest, szignifikdnsan nagyobb aranyban kezdték meg az
hatdsara aktivalédtak a legnagyobb aranyban a petesejtek. Szintén a
SrCl,+CX-del kezelt petesejtek esetében figyeltik meg a legnagyobb
blasztociszta—aranyt (25,93 %).

7.

kapcsolatban végeztiink vizsgalatokat. A 10 évvel ezel6tt bemutatott
Jnyitott végl muiszalma” (OPS) vitrifikacids eljarast alkalmaztuk sertés
petesejtek  fagyasztdsara/visszaolvasztasara. Két  kisérletsorozatban,
Osszesen 2237 petesejtet vizsgaltunk meg.

A kumuluszsejtek, in vitro maturaltatott petesejtek fagyasztast/
visszaolvasztast kévetd élet- és fejlod6képességére, illetve
termékenyllésére gyakorolt szerepét vizsgalva megallapitottuk, hogy a
kumuluszsejtekkel koérulvett, in vitro maturaltatott (M-Il) petesejtek jobban
toleraltdk a h(ités soran fellép6 karosodasokat; a visszaolvasztott/
termékenyitett petesejtek fertilizacids rataja nagyobb volt, mint a szintén in
vitro maturaltatott (M-II), ugyanakkor a maturacié utan pipettazassal
~lecsupaszitott”, kumuluszsejtek nélkil fagyasztott petesejteké.

A kinyerés utan koézvetlenil fagyasztott, illetve a kinyerést kdvet6en in vitro
maturaltatott petesejtek vitrifikacids eljarassal szembeni érzékenységét
vizsgalva, a kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a petesejtek
fagyasztast/visszaolvasztast kévetd in vitro maturacidja rosszabb hatasfokd,
mint a vitrifikaciét megel6z6 érlelés. Az alkalmazott vitrifikacids eljaras az
éretlen, kumuluszsejtek nélklil fagyasztott petesejtek esetében volt a
legrosszabb hatasfokl, mig a kumuluszsejtekkel koralvett, in vitro
maturaltatott petesejtek esetében volt a leghatékonyabb.

A tanulmany harmadik részében bemutatott vizsgalatok mangalica

kovet6 in vitro fertilizacidjara iranyultak.

Eredményeink mutatjak, hogy a vagodhidi petefészkekbll szarmazo,
mangalica petesejtek (n=658), a nagy fehér sertés (n= 676) petesejtekhez

Varga Erika doktori (PhD) értekezés 6
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hasonldéan, 42 o6ra alatt sikeresen maturaltathatdk in vitro korilmények
kozott.

Megvizsgaltuk tovabba azt is, hogy a mangalica petesejtek a nagy fehér
oocitdkhoz képest hogyan reagalnak a hlités soran fellép6 valtozasokra. Azt
tapasztaltuk, hogy a mangalica petesejtek a nagy fehér petesejtekkel
szemben kevésbé toleraltdk a h(itési eljardas soran bekoOvetkezett
valtozasokat, ami a nagyobb petesejt—degeneralédasban nyilvanult meg.

Az egyes csoportokban értékeltliik a visszaolvasztast/termékenyitést kovetd
embridfejlédést is. Az OPS eljarassal fagyasztott/visszaolvasztott, tovabba
termékenyitett mangalica petesejtek tébb mint 50 %-a megkezdte az
embrionalis fejlédést.

Az eredmények jelzik, hogy a kulénb6zd fajtak esetében sziikség lehet a
vitrifikacids eljards finomitdsara, az ekvilibraciés idok, és az alkalmazott

7.
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In the present study, parthenogenetic development of porcine oocytes
treated with chemical agents, in vitro fertilization and subsequent embryonic
development of vitrified/warmed porcine (Large White and Mangalica)
oocytes were investigated.

The objectives of the first part of the study were first to assess the ability of
strontium-chloride (SrCl,) to induce parthenogenetic development in porcine
oocytes in comparison with cycloheximide (CX) and 6-dimethylaminopurine
(6-DMAP); and second to verify whether the combination of the treatments
improved activation and parthenogenetic development rates. The results
show that porcine in vitro matured oocytes could be artificially activated by
cycloheximide, 6-dimethylaminopurine and strontium-chloride. We find that
the combination of cycloheximide and strontium-chloride were the most
effective on oocyte activation, subsequent parthenogenetic development and
blastocyst rate.

The role of cumulus cells during vitrification was examined in the second
part of the study. The effect of cumulus cells on the viability and fertilization
rate of the vitrified/warmed oocytes was investigated. The results show that
the Open Pulled Straw (OPS) vitrification is the most effective in cumulus
enclosed, metaphase |l stage oocytes. The aim of our second experiment
was to compare immature and in vitro matured porcine oocytes regarding
their viability and the ability to be fertilized after vitrification by the OPS
method. It seems that M-Il stage oocytes surrounded with cumulus cells had
better resistance to cryoinjuries than GV-stage oocytes also surrounded with
cumulus cells. Our result is in accordance with the finding of Rojas (2004),
who described that GV-stage oocytes were more sensitive to chilling injuries
than M-Il oocytes.

The aims of the third part of the study were to mature Mangalica oocytes
from slaughterhouse ovaries and to cryopreserve Mangalica oocytes with the
OPS method. In the first experiment, maturation rate of Mangalica
(Hungarian native pig breed) and Large White porcine oocytes were
compared. No significant difference was observed in the nuclear maturation
rate of Mangalica and Large White porcine oocytes. In the second
experiment, the sensitivity of oocytes to OPS vitrification was examined by
evaluating oocyte morphology after thawing. A higher percentage of Large
White porcine oocytes showed normal morphology compared to Mangalica
oocytes, indicating that Mangalica oocytes are more sensitive to cryoinjuries
than Large White oocytes. However, the OPS vitrification method is suitable
for the preservation of Mangalica oocytes can successfully initiate embryonic
development after in vitro fertilization. Because of the differences between
Mangalica and Large White oocytes, it appears that the information obtained
from experiments using Large White oocytes is not entirely useful for
Mangalica oocytes. Further studies are therefore needed to establish optimal
concentrations for cryopreservation of Mangalica oocytes.

Varga Erika doktori (PhD) értekezés 8
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BSA
cAMP
CB

CG

cocC
CPA

CX
dbcAMP
6-DMAP
DMSO
EDTA
EG

EGF

ER

FCS

FSH
GSH

GV

GV-I
GV-II
GV-IlI
GV-IvV
GVBD
hCG
HEPES
ICSI
IGF-1, IGF-2
IvpP

IVM

IVF

Szarvasmarha szérumalbumin

Ciklikus adenozin monofoszfat
Citohalazin-B

Kortikalis granulum

Kumuluszsejtekkel korilvett petesejt
Krioprotektiv anyag

Cikloheximid

Dibutiril-ciklikus adenozin-monofoszfat
6-dimetil-aminopurin

Dimetil-szulfoxid
Etilén-diamin-tetra-acetat

Etilén-glikol

Hamnovekedési faktor
Endoplazmatikus retikulum

Ujszuldtt borju szérum
Follikulus-stimulalé hormon

Glutation (r-glutamil-ciszteinil-glicin)
Germinalis Vezikulum (Csirahdlyag)
Germinalis Vezikulum-| stadium
Germinalis Vezikulum-Il stadium
Germinalis Vezikulum-Ill stadium
Germinalis Vezikulum-IV stadium
Germinalis Vezikulum lebomlasa
Human chorion gonadotropin hormon
N (2-hidroxietil)-piperazin-N’-(2-etanszulfat)
Citoplazmaba torténd sperma injektalas
Inzulin—szerl ndvekedési faktor 1, 2
In vitro embridel6allitas

In vitro maturacié

In vitro fertilizacid
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IVC In vitro embriétenyésztés

LH Luteinizalé hormon

LN, Folyékony nitrogén

M-I Metafazis-l stadium

M-Il Metafazis-Il stadium

MAPK Mitogén-aktivalt protein kinaz

MVC Minimalis térfogatban valo6 hitési eljaras
NGF Idegi névekedési faktor

OF Petevezetd folyadék

OPS «Nyitott végl miszalma” vitrifikacios eljaras
OoPU Ultrahangos petesejtkinyerés

PFF Sertés follikulus-folyadék

PGM Sertés gamétak szamara kifejlesztett oldat
PMSG Vemhes kanca szérum gonadotropin

ROS Reaktiv oxigén gyok

SSv El6h(itott fellleten torténd vitrifikacios eljaras
TCM-199 Szovettetnyésztd oldat

TGF Szoveti ndvekedési faktor

TALP Tyrode’s albumin-laktat-piruvat oldat

TLP Tyrode’s laktat-piruvat oldat

ZBA ~Peteburok kétédési” teszt

ZpP Zona Pellucida
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1. BEVEZETES

»Ex ovo omnia”

A biotechnoldgia fogalmanak els6é meghatarozasa a magyar Ereky Karoly
nevéhez flizdik. A biotechnoldgia kifejezést 1918-ban, egyik eléadasaban
hasznalta elGsz6r, valamint az elsé kézlemény is az 6 nevéhez fliz6dik
(Ereky, 1919). Ennek megfelel6en vilagszerte Ereky Karolyt tekintik a
biotechnolégia atyjanak. Megfogalmazdsa szerint a biotechnoldgia a
biokémia, a mikrobioldégia és a mérndki tudomanyok integralt alkalmazasa
mikroorganizmusok, allati/névényi sejtek és szOvetek vagy ezek részeinek
technoldgiai felhasznaldsa céljabdl.

Az Eurdpai Biotechnoldgiai Szovetség a biotechnoldgiat a kévetkezbképpen
definidlja: a biotechnolégia a természettudomanyok és a moliszaki
tudomanyok integralasat jelenti annak érdekében, hogy organizmusokat,
sejteket, vagy azok részeit illetve molekula analdgjait alkalmazzak a
termelésben vagy a szolgaltatasban.

A XXI. szazadot a biotechnoldgia forradalmanak tartjak. A biotechnoldgiai
(molekularis bioldgiai, genetikai) tudomanyok fontossaga abban rejlik, hogy
az emberiség globalis problémainak megolddsahoz Ujszer(i mdédon tudnak
hozzajarulni. A biotechnoldgia tudomanyos eredményeit széles korben
alkalmazza a gydgyszeripar (antibiotikumok, vitaminok, hormonok), a
fermentacios ipar (alkohol, szerves savak, biopolimerek), a mez6gazdasag
(n6vénynemesités, allattenyésztés), az élelmiszer- és takarmanyipar
(édesit6k, enzimek, aminosavak, izfokozok), a kérnyezetvédelem (bioldgiai
szennyviz- és levegétisztitas), a vegyipar (biotranszformaciok) és az
orvostudomany (enzimek, gydgyszerek).

A gazdasagi allatok szaporoddasaval kapcsolatos biotechnikai/ biotechnoldgiai
modszerek magukban foglaljdk az asszisztalt reprodukcios technikakat
(mesterséges termékenyités, ivarzasszinkronizalas, @ embridtranszfer,
gamétak és embridk krioprezervaciéja, in vitro embrid-eldallitas,
embridszexalas, magatultetés, DNS mikroinjektalds, klénozasos technikak),
és a molekularis genetikai eljarasokat (genomanalizis, molekularis
diagnosztika, génmodositasok).

Az elmult években tobb atfogd cikk targyalta az in vitro elGallitott
sertésembridk lehetséges gyakorlati felhasznalasat (Faber et al., 2003; Lee
et al., 2005).

Az IVM-IVF szamos el6nyt kindl az allattenyésztés szamara: lehet6ség van
viszonylag olcsoén, révid idé alatt nagyszamd embrid eldallitdsara, melyek
egyéb biotechnoldgiai kisérletek alapanyagaul szolgalhatnak (Braga et al.,
2007).

Varga Erika doktori (PhD) értekezés 11
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Az embrié-el6allitasnak komoly szerepe lehet a kihaldban lévé fajok és
fajtdk megmentésében, a biodiverzitas fenntartasaban és noévelésében, a
génmegdbrzé munkaban.

In vitro el6allitott embridkat hasznalnak sejtmag-atiltetéses kldénozashoz,
illetve génmoddositassal kapcsolatos kisérletekben, transzgénikus sertések
elGallitasahoz. Az els6 kldnozott sertések megsziletését a PPL Therapeutics
2000-ben jelentette be, majd kortlbelll egy évvel késébb |étrehozta az elsd
genetikailag médositott sertés klénokat is.

Az utdébbi évtizedekben megné6tt az érdeklédés a sejtmag-atlltetéses
klénozas irant; ez a technolégia ugyanis a nagy értékl tenyészallatok
tomeges el6allitasanak elméletileg leghatékonyabb kldénozasi formaja (Solti,
1997, Campbell et al., 2007). Ez az eljards azonban megfelel6 in vitro
maturacidos- és kultivaciés rendszert, tovabba mikromanipulaciés és
sejtfuzidés berendezést igényel.

Az els6 transzgénikus sertésekrdl 1985-ben két kutatdcsoport is beszamolt
(Brem et al., 1985; Hammer et al., 1985). A genetikailag mddositott
sertéseket felhasznalhatja a gyogyszeripar, a mezO6gazdasag és a human
gyogyaszat is. Lehet6ség van ritka és draga fehérjék termeltetésére (pl.
inzulin, interferon, véralvadasi faktorok) génmadositott allatokkal, illetve a
génmodositott sertések human betegségek modelljei lehetnek, igy mod
nyilik a kilonb6z6 emberi betegségek tanulmanyozasara és hatékony
kezelés kidolgozasara (Illmensee, 2002). A sertés, mint modellallat alkalmas
lehet példaul az arteriosclerosis tanulmanyozasara (Shimokawa et al.,
1983).

A kutatokat régota foglalkoztatja az allati eredetli sejtek, szovetek emberbe
tortén6 atlltetése. Az egyre sulyosabba valé donorhiany miatt a
xenotranszplantacido, mint lehetséges megoldas kerilt a figyelem
kézéppontjaba (Platt, 1997). Az emberhez filogenetikailag legkdzelebb allo
emberszabasit majmok szervdonorként nem hasznalhatok fel. A
legjelent6sebb ellenérvek, hogy nagyrészt veszélyeztetett fajokrdl van szd,
nehezen szaporithatok, a tudomany jelen allasa szerint nincsenek megfeleld
technikak a genetikai mdédositasukhoz, illetve szerveik mérete az emberétdl
jelentésen eltér, tovabba filogenetikai kdzelségik miatt megbetegedéseket
okozhatnak az emberben. Jelenleg a tudomany a sertést tartja a
xenotranszplantacié legalkalmasabb donoranak (Daar, 1999), mert nagy
szamban hozzaférhet6, a genetikai mdodositas lehetdsége biztositott, illetve
etikai problémak kevésbé merilnek fel. Mivel a felnGtt sertések szervei az
emberénél nagyobbak, egyre tébb kutatdcsoport fordult az Un. torpesertés
tenyésztése felé (Bach, 1997; Cascalho et al., 2006). A minisertés szervei
méretiket tekintve az emberi szerveknek megfeleléek, tovabba
immunbioldgiai szempontbdl is alkalmasak lehetnek a transzplantaciora
(Swindle et al., 1998).
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A sertések genetikai modositasa a szinhlskihozatal és a husmindség
javitdsanak iranyaba, a mez6gazdasag szamara is elényoket jelenthet (Yang
et al., 2000).

~Magyarorszagon rendelkezésre all az a szellemi bazis, amely a
biotechnolégia alkalmazdsaban nemzetk6zi szinvonald tevékenységet
folytat” —mondta Németh Imre, volt foldmUvelésligyi és vidékfejlesztési
miniszter 2003-ban, a Magyar Tudomany Napja alkalmabdl rendezett
tanacskozason.

Hazankban a biotechnoldgia jelent6ségét mar a XX. szazad elején
felismerték a kutaték. Jelenleg tébb hazai kutatocsoport foglalkozik
reproduktiv-biotechnoldgiai kutatasokkal. A Szent Istvan Egyetem,
Allatorvos-tudomdnyi Kardn Pribenszky Csaba és Solti Laszlé egérembridk
vitrifikacids h(itését (Pribenszky et al., 2004), a Debreceni Agrartudomanyi
Egyetemen Nanassy Laszld sertés petesejtek aktivalasat (Nanassy et al.,
2007a), az Allattenyésztési és Takarmanyozdsi Kutatdintézetben Rétky
Jozsef és Egerszegi Istvdan mangalica suldék és kocdk reprodukcids
tulajdonsagait vizsgaljak (Ratky et al., 2005; Egerszegi et al., 2003). A
Mez6gazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdkdézpontban sejtmag-atlltetéses
klénozassal és egérembriok aktivaldsaval kapcsolatban Dinnyés Andras
vezet kutatasokat (Dinnyés et al., 2005), mig Somfai Tamas sertés embridk
vitrifikaciés  hiitésével  foglalkozik  (Somfai et al., 2006). A
Nyugat—Magyarorszagi Egyetem Mezdgazdasag- és Elelmiszertudomanyi
Kardn Bali Papp Agnes kutatdcsoportja sertés petesejtek vitrifikacids
hiitésével és mangalica sertések genomvizsgalataval kapcsolatos
kutatasokat végez (Bali Papp et al., 2005).

1.1. Az értekezés célkitiizései

Az értekezésben bemutatott vizsgalatok céljai a kdvetkezdk voltak:

1. Sertésembridk eldallitdsa in vitro maturaltatott, kémiai Gton aktivalt
petesejtekbdl.

2. Sertés petesejtek vitrifikacios h(itése

= A kumuluszsejtek in vitro maturaltatott sertés petesejtek
fagyasztast/visszaolvasztast kovetd élet- és fejlodOképességére,
termékenyllésére kifejtett hatasanak vizsgalata.

= In vitro maturaltatott, illetve a kinyerés utan kozvetlen
fagyasztott oocitdk ,nyitott végl mulszalma” vitrifikacids
eljarassal szembeni érzékenységének értékelése.

3. Mangalica petesejtek in vitro maturaltatasa, vitrifikacidja, tovabba
visszaolvasztast kdvet6 in vitro termékenyitése és az embriofejlédés
vizsgalata.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. In vitro sertésembrio-eloallité rendszer

2.1.1. In vitro sertésembrié-el6allitas: mult és jelen

Az in vitro embrié-elallitas (IVP) 4 f6 technoldgiai |épést foglal magaban: a
petesejtek Jin vitro maturdltatasat (IVM), a spermiumok in vitro
kapacitaciojat, az in vitro termékenyitést (IVF) és a fejlodé6 embriok
tenyésztését (IVC).

1965-ben Edwards, 1968-ban Donahue, 1972-ben Calarco és munkatarsai
sikeresen maturaltattak egér, juh, szarvasmarha, majom és emberi (!)
petesejteket laboratériumi korilmények kozott. Sertés esetében az elsd
sikeres IVM-rdél Motlik és Fulka szamolt be 1976-ban; in vitro maturalt
petesejteket a beliltetést kovetben sikeresen termékenyitettek in vivo.

A kapacitacié fontossagat Austin és Chang 1951-ben, egymastdl fliggetlen
kutatdsaikban fedezték fel - ez a felismerés a késébbiekben lehetévé tette
in vitro kortlmények kozott termékenyitésre alkalmas spermiumok
elGallitasat. Kés6bb tébb tanulmany is szlletett az in vitro kapacitaciot
biztositd eljarasokkal kapcsolatban (Cross, 1998; Matas et al., 2003).

Az els6 in vitro fertilizaciordl Pincus és Enzmann (1934) szamolt be, azonban
munkajukrol kés6bb kiderllt, hogy a termékenyllés a petesejtek
visszaliltetését kovet6en, Jin vivo tortént meg. Pincus 1934-es
kozleményében jelent meg el8szor az ,in vitro” kifejezés.

Az els6 sikeres IVF végrehajtasa Chang (1959) nevéhez fliz6dik, aki nyul
petesejtekkel kisérletezett.

Edwards és kutatocsoportja (1969) human IVP-rendszer fejlesztésén
dolgozott: a kapacitacids rendszert az oldathoz adott pufferekkel probaltak
tokéletesiteni. Sikerlilt emberi petesejteket termékenyitenitik, belltetetnilik,
végll 1978-ban megszlletett Louise Brown, az els6é ,lombikbébi”. Ezzel (j
korszak vette kezdetét az embriologiaban.

1978-ban Iritani kutatdocsoportja szamolt be az els6 sikeres in vitro maturalt
és in vitro termékenyitett sertés petesejtekrél. Az IVF-hoz a koca nemi
traktusaban inkubalt spermiumokat hasznaltak; megallapitottak, hogy a
mellékherébdl nyert spermiumok nagyobb ardnyban kapacitalédnak, mint az
ejakulalt spermiumok.

Nagai a mellékherébdl szarmazd, fagyasztott/visszaolvasztott kanspermaval
sikeres in vitro fertilizaciét végzett 1988-ban.

Mattioli 1989-ben szamolt be sikeres embridtenyésztésrol: sertés IVM-IVF
petesejteket blasztociszta stadiumig kultivalt.

In vitro eldallitott, klilonb6z6 fejlettségl sertésembridk belltetésével sikerilt
malacokat produkalni: Yoshida (1993a) 2—4 sejtes embridkat, Day (1998)
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moruldkat, Kikuchi (2002) blasztocisztakat Ultetett at recipiens kocakba,
melyekbdl malacok is szllettek.

Napjainkban szamos kutatocsoport végez vizsgalatokat az IVP-rendszer
fejlesztése céljabol (Abeydeera et al., 2001; Gil et al., 2003; Men et al.,
2005; Suzuki et al., 2006), ugyanis az alkalmazott biotechnoldgiai eljarasok
tobbségének az alapjat a laboratériumi koértilmények kozott eldallitott
embridk adjak, vagyis sziikség van jol mikod6 IVP-rendszerre.

A sertésembriok — a bevezet6ben emlitett — sokrétli felhasznalasat,
azonban to6bb tényez6 is limitalja. Az IVP-rendszer t6bb helyen is
maodositasra, fejlesztésre szorul. Ezt jelzi, hogy a petesejtek érése az IVM
soran nem teljes: a sejtmag érését sok esetben nem koveti a citoplazma
maturacidja; nagyfokd a polispermias termékenyllések aranya az IVF
soran; tovabba az IVC alatt az embridfejlédés sem tokéletes: a him
pronukleusz képzddése késik, vagy elmarad; késik az elsGé osztédas is; a
blasztomerek szama pedig altaldban nem éri el az in vivo embridkét.

Az eredmények javitdsa érdekében sziikség van az in vivo és az in vitro
kérilmények &sszehasonlitd vizsgalataira, az alkalmazott protokollok
standardizalasara, a tenyésztboldatok fejlesztésére, a spermium-eldkészités
fejlesztésére, a citoplazmaba tértén6 spermium-injektalas (ICSI) széles korl
alkalmazasara (Coy — Romar, 2002).

2.1.2. Petesejtek kinyerése

Lehet8ség van él6 allatbdl, ciklustdl fliggetlenll kinyerni kumulusz-petesejt
komplexeket (COC) az ,Ovum Pick Up” (OPU) mobdszerrel. Err6l, a
minimalisan invaziv petesejtnyerési technikarél az 1990-es években
szamoltak be els6ként (Brissow et al., 1997; Kihholzer et al., 1997). Az
eljaras lényege, hogy mikrot(, illetve az ahhoz kapcsolodo vakuumszivattyd
segitségével ultrahangos és/vagy szaloptikas ellen6rzés mellett, a
follikulusfolyadék aspiraciéjaval nyerik ki a tiszokbdl a petesejteket. Az igy
nyert COC-k alkalmasak arra, hogy a megfelel6 morfologiai szelektalast
kovetben in vitro termékenyitéssel bel6lik embrid keletkezzen.

Az IVP-hoz szlikséges petesejteket leggyakrabban a vagohidakrdl kénnyen
beszerezhetd petefészkekbdl nyerik. Ezek a petefészkek tébbnyire stild6kbol
szarmaznak, és rajtuk szamos 3—6 mm atmérd6jl follikulus talalhatd, melyek
éretlen petesejteket tartalmaznak — ezért az oocitdkat a kinyerés utan
maturaltatni kell.

A petevezetlé atmosasaval lehet6ség van érett petesejtek kinyerésére is az
ovulaciét koOvet6en. Azonban ezek a sejtek altaldban rosszabb
hatékonysaggal hasznalhatdék IVP eljarasokban, mint az in vitro maturalt
petesejtek, mert ezeknek az oocitdknak a kora nem hatarozhaté meg
pontosan és a sejtciklusuk sincs szinkronban (Rath, 1992).
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1. tablazat: Az in vivo és az in vitro maturaldodott petesejtek életképessége
és felhasznalhatésaga [Laurincik et al., 1994]

. Kumulusz — | Penetracios : . Pronukleusz
Petesejt iy 5 Polispermia Y
expanzio rata képzodes
In vivo Teljes 70 % felett 5,7 % Normalis
maturalddott
In vitro Nem teljes 35 % 18,5 % 2 Oras késés
maturalodott

Liu és Moor (1997) mutattak ra a petesejtkinyerés fontossagara a késobbi
fejlédés szempontjabol.

A legjobb min6ségld COC-k a 3—5 mm atmérdjli follikulusokbdl szarmaznak
(Machatkova et al., 2004). Marchal és munkatarsai (2002) vizsgaltdk a
kilonb6zd méretll tisz6kbol kinyert petesejtek fejlodési képességét in vitro
kéralmények kozott. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a 3 mm-nél
kisebb atmérojl tiuszOkben lévd petesejteknek is megvan a képességuk,
hogy az IVF-t kdvetden blasztocisztava fejlédjenek, hasonléan a 3—6 mm
atmér6jd follikulusokbdl szarmazd petesejteknek; de ezek az embridk
kevesebb blasztomerbdl alltak, illetve szazalékos aranyuk is szignifikansan
alacsonyabb volt.

A tiszOkbol a COC-k a follikulusok felvagasaval (follikulus disszekcid) vagy
azok leszivasaval (aspiracidé) nyerhetdok ki. A két eljaras hatékonysagardl
ellentmondasos eredmények szlilettek.

Nagai és kutatocsoportja (1997) azt tapasztalta, hogy a tiszok felvagasaval
kinyert COC-k nagyobb része rekedt meg az IVM soran csirahdlyag (GV)
stadiumban. Ezzel szemben, Liu és Moor szerint (1997) a sejtmag érése
teljesebb volt, és az embriondlis fejlédés is jobb volt azokban a
csoportokban, ahol a COC-ket a tiszOk felvagasaval nyerték ki.

Az aspiracio torténhet kézifecskendGs eljarassal, illetve aspiracios
készilékek hasznalataval. Somfai (1999) 6sszehasonlitd vizsgalataiban nem
talalt statisztikailag igazolhaté  klilonbségeket a  hagyomanyos,
kézifecskendGs petesejt-kinyerés, és az aspiracios készillékkel torténd
oocitagyljtés IVM-ra gyakorolt hatdasa koz6tt. Human IVP soran
szabalyozhaté vakuummal m(ikod6 aspiracidés berendezéseket alkalmaznak,
mig a sertés IVP esetén a kézifecskendGs aspiracio, illetve a follikulus
disszekcid a legelterjedtebb mddja a COC-k gy(jtésének.
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2.1.3. Petesejtek érése, in vitro maturacidja (IVM)

Az IVP eljaras hatékonysaganak szempontjabdl nagyon fontos a jé minGségu
kumulusz—petesejt komplexek hasznalata. A kinyert COC-k szelektalasa az
IVP sikerére nézve dontd fontossagu (Torner et al., 1998). A vizsgalat
sztereomikroszkop segitségével végezhetd el. Azok a COC-k hasznalhatok
fel az IVM/IVF soran, melyek kompakt, tobb réteg(i kumuluszallomannyal
rendelkeznek, citoplazmajuk sotét szin(i, és homogén. Nagai (1994)
vizsgalatai szerint azok a COC-k a legalkalmasabbak, melyek 15 x 10°
kumuluszsejtet tartalmaznak.

A kumuluszallomany szerepét a petesejtek fejlédésében tobb kutatdcsoport
is megerGsitette (Motlik et al., 1986; Mattioli et al., 1988; Laurincik et al.,
1992; Tanghe et al., 2002; Somfai et al., 2004; Maedomari et al., 2007). A
kumuluszsejtek segitik a sejtmag és a citoplazma érését, ezaltal szerepet
jatszanak a him elémag képzO0désében, a monospermias termékenyllésben
és a korai embrionalis fejl6édésben is (Nagai et al., 1994). A kumuluszsejtek
az ovulaciét kovetéen tobb ellen6rz6 mechanizmusban vesznek részt,
melyek iranyitjdk a spermium petesejtbe hatolasat (Carell et al., 1993),
illetve a termékenylilés soran szelektaljak a morfoldgiailag abnormalis és a
nem kapacitalodott spermiumokat (Cherr et al., 1986). Szerepik van a
kapacitacio folyamataban, ugyanis az altaluk kivalasztott fehérjékkel
specialis mikrokdrnyezetet alakitanak ki a himivarsejtek szamara (Ball et al.,
1985).

Maturaciénak a sejtmagban és a citoplazmaban, a meidzis elsd profazisa és
a meidzis masodik metafazisa kozott felléps valtozasokat nevezik. Az érett,
(metafazis-1l, M-Il) petesejtek alkalmasak a monospermias termékenyllésre
(Wehrend - Meinecke, 2001). Az in vitro embri6-elGallitd rendszer egyik
legfontosabb |épése a petesejtek maturaltatasa (IVM). Az IVM hatassal van
a termékenyllésre, a pronukleusz-képzGdésre és az embrionalis fejlédésre.

Hunter és Polge (1966) irta le els6ként, hogy in vivo kérilmények kozott a
petesejtek 38—42 6raval a preovulaciéos LH—cslcsot kovetéen maturalédnak.
Ez megkdzelitbleg az ovulacid idejével esik egybe - amikor a petesejtek M-Il
stadiumba kerilnek.

In vitro azonban a sertés petesejtek maturacidja 36-50 oOra alatt
kévetkezik be (Yoshida et al., 1990). Ismeretes, hogy laboratériumi
koérialmények kozott a maturacié a legsikeresebben 38—39 °C-on, 5 % CO,
tartalmu Iégtérben megy végbe (Wu et al., 1992).

AZ IVM eredményessége szempontjabdl nagyon fontos az alkalmazott
gazkeverék megfelelé oxigéntartalma. Kikuchi (2002) olyan IVM rendszert
dolgozott ki, melyben a hagyomanyos, 20 helyett, 5 % oxigéntartalmu
gazkeverékben maturaltatta a petesejteket. A magas oxigéntartalom nagy
mennyiség reaktiv oxigéngyokot (ROS) eredményezhet, ami
lipidperoxidaciot, enzimek inaktivalodasat és sejtkarosodasokat okozhat. A
ROS mennyisége azonban kisebb oxigéntartalom mellett cs6kken. Kikuchi
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nem taladlt kilénbséget a sejtmag érése és a blasztociszta arany
tekintetében az 5 % és a 20 % O,—tartalmd légtérben maturaltatott
petesejtek esetében, azonban a blasztocisztak jobb mindségliek voltak 5 %
oxigéntartalom mellett (a blasztomerek szama: 43,5 illetve 37,8 volt).

A sejtmag érése soran bekoévetkezik a germinadlis vezikulum (csirahdlyag,
GV) feloldédasa (GVBD). A petesejtek M-Il stadiumba jutnak és igy
maradnak a termékenyllésig, akkor ugyanis a behatolé spermium hatasara
az oocita aktivalddik, és képes lesz a meidzis folytatasara. A sejtmag érését
koveti a citoplazma érése, és a kumuluszsejtek valtozasai.

In vitro koérilmények kozott a sejtmag érését a petesejtek fixalasaval,
festésével, mikroszkop segitségével, 400 x nagyitdssal lehet meghatarozni.

1. kép: A sejtmag meiotikus érése soran bekévetkez6 valtozasok: GV-I (A),
GV-II (B), GV-IIl (C), GV-IV (D), GVBD (E), M-I (F), A-l(G), M-Il (H).

[Sajat felvétel]

A citoplazma érése jelenleg még nem teljesen ismert folyamat. Annyit
tudunk, hogy a citoplazmaban tébb olyan esemény torténik, melyek
meghatarozo jelentéséggel birnak a petesejtek fejléd6képességére nézve.
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Ilyen folyamatok pl. az mRNS-ek és bizonyos fehérjék felhalmozoddasa, a
citoszkeleton és egyes sejtorganellumok U(jraszervez6dése, a sejtek
anyagcseréjének megvaltozasa, a kortikalis granulumok migracidja a zona
pellucidahoz (ZP), illetve az intracellularis glutationszint megemelkedése.
Osszefoglaléan ezeket a valtozdsokat nevezik a citoplazma érésének
(Krisher et al., 2007).

Coy és munkatarsai (1998) szerint nincs szoros kapcsolat a sejtmag és a
citoplazma érése kozott; a két folyamat egymastdl fiiggetlendl zajlik.

A citoplazma érését az ooplazma megemelkedett glutation (GSH) szintje és
a kumuluszsejtek expandalddasa jelzi (Yoshida et al., 1993b).

A B C

2. kép: Kumuluszsejtek morfoldgiai valtozasa az érés soran: kompakt
kumuluszallomany (A); expandalédd kumuluszallomany az IVM 24. érajaban
(B), expandaldodott kumuluszallomany az IVM 44. érajaban (C)

[Sajat felvétel]

A maturaciés oldat 6sszeteviinek a petesejtek érésére gyakorolt hatasat
tobb kutatdcsoport vizsgalta és vizsgalja ma is (Funahashi — Day, 1993;
Abeydeera et al., 1999; Kikuchi et al., 2002; Marques et al., 2007).

A leggyakrabban alkalmazott IVM—oldatok a kovetkezok: TCM-199 (Mattioli
et al., 1989; Yoshida et al., 1990), Waymouth médium (Yoshida et al.,
1992a), Whitten’s oldat (Funahashi et al., 1994a), TLP (Yoshida et al.,
1993a), NCSU-oldat (Petters — Wells, 1993), NCSU-23 és NCSU-37 médium
(Wang et al., 1997a).

Vannak oldatok, melyek szérum-kiegészitést igényelnek, azonban
Abeydeera (2000) kutatasai szerint a maturacié szérum nélkuli oldatokban a
legsikeresebb.

Mattioli (1989) vizsgalataiban ramutatott a sertés follikulusfolyadék (PFF)
fontossagara. Szerinte a PFF fenntart egyfajta anyagcsere-kapcsolatot a
kumuluszsejtek és a petesejtek kozott, ezaltal segitve a teljes citoplazmas
érést. A PFF-et a tlsz0 sejtjei és a petesejt valasztjak ki; novekedési
faktorokat (EGF, IGF, NGF, TGF), elektrolitokat, hormonokat, aminosavakat,
inhibin, aktivin és eddig ismeretlen egyéb faktorokat tartalmaz (Yoshida et
al., 1992b; Knight — Glister, 2001; Abeydeera, 2002; Hong et al., 2004).
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A maturacio soran alkalmazott EGF-, IGF-, B-merkaptoetanol-kiegészités jo
hatassal volt a termékenyllést kovetd6 embriofejlédésre (Xia et al., 1994;
Abeydeera et al., 1999). Singh és kutatdcsoportja (1997) mutatott ra, hogy
az EGF csokkenti a termékenylléskor el6forduld polispermia aranyat. Bali
Papp (2005) 1 ng/ml NGF kiegészitést alkalmazott az IVM oldatok esetében;
tapasztalatai szerint az NGF gyorsitotta a sejtmag érését, azonban az IVF-t
kovet6 embriondlis fejlddésre nem volt hatdssal.

Feltételezhet6, hogy a PFF petesejtekre gyakorolt hatdsa fligg attdl is, hogy
a follikulusfolyadékot mekkora tlisz6kb6l nyerték ki, illetve attdl, hogy a
petesejtek mekkora follikulusokbol szarmaznak (Machatkova et al., 2004).
Prochazka (2003) kimutatta, hogy az EGF serkent6 hatdssal volt azoknak a
COC-knek a kumulusz—expanzidjara, melyek 6 mm atméréjd follikulusokbal
szarmaztak, azonban a 3 mm atméréjli tlsz6kbdl szarmazé COC-k
kumulusz—expanzidjara nem volt hatassal. A nagyobb (5—6 mm) atmérg6jd
tlsz6kbdl szarmazo PFF szignifikansan gyorsitotta a sejtmag érését, és
javitotta a termékenyllési ratat, mint a kisebb (3—4 mm) atmérgjd
tlisz6kb6l nyert PFF (Yoon et al., 2000). Ito (2007) szerint a nagyobb
tlsz6kb6l szarmazdé PFF-ban vannak bizonyos, 30—100 KDa tomegl
fehérjék, melyek kedvezben hatnak a sejtmag és a citoplazma érésére. A
sejtmag érése és a sarkitest kilokédésének gyorsasaga, tovabba az idg,
melyet a petesejt M-Il stddiumban tolt el, hatassal vannak a petesejt
kés6bbi fejlddoképességére (Krisher — Bavister, 1999; Balakier et al.,
2004). A gyakorlatban az IVM oldatok 10 % PFF-al torténd kiegészitése
terjedt el.

Nagai (1993) follikulusfalbdl szarmazd sejtekkel egészitette ki az IVM-
médiumot, melynek hatasara a rosszabb mindségli COC-k is nagy aranyban
maturalodtak.

A glutation (GSH) fontos bioldgiai funkcidkat lat el a sejtben: részt vesz a
sejtek proliferaciéjaban, az aminosavak transzportjaban, a fehérjék
szintézisében, diszulfidok redukalasaban, a szomatikus sejtek és a gamétak
oxidativ stresszt6l valé védelmében (Kosower et al., 1978; Meister et al.,
1983; Luberda et al., 2005). A GSH-szintézis — a maturacié soran — a
spermium—kromatin dekondenzalédasanak el6feltétele, tovabba szerepe van
a himivarsejt penetralddasat kovetéen a him elémag formalddasaban is
(Nagai et al., 1994; Maedomari et al., 2007). Wang (2002) vizsgalatai
szerint a maturacidés oldatok GSH-val tortén6 kiegészitése nagyobb
blasztociszta aranyt eredményezett. Az IVM-—oldatba adagolt ciszteint,
ciszteamint, glicint és glutaminsavat a kumuluszsejtek képesek glutationna
alakitani, és a gap junction sejtkapcsold rendszereken keresztil a petesejtbe
juttatni, igy novelve az intracellularis GSH—tartalmat (Mori et al., 2000;
Bing et al., 2002). Yoshida (1992a; 1993b) hasonlé GSH-szint emelkedést
tapasztalt, amikor az IVM soran alkalmazott médium NaCl tartalmat
csOkkentette és az oldathoz B-merkaptoetanolt adott.

Kun (2007) legujabb vizsgdlatai az IVM-oldatok leptinnel toérténd
kiegészitését javasoljak. A leptin egyike a nagyrészt a fehér zsirszovet altal
termelt citokinszer(i, 16 kDa méretl protein hormonoknak. Egyik fontos
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élettani szerepe, hogy a metabolikus szignalmechanizmus részeként
tajékoztatja a taplaltsagi allapotrdl az ivari mlkodést centralisan szabalyzd,
a hipothalamuszban lokalizalt GnRH-termel6 neuronokat, tovabba szerepet
jatszik a reprodukciés folyamatokban is (Zhang et al., 1994; Yang et al.,
2006). Laboratériumi ragcsalokon és féeml6sokon végzett vizsgalatok arrol
tanuskodnak, hogy a plazma leptin szintjét az életkor, az ivar, a
szaporodasbioldgiai statusz (ivarérés, vemhesség, laktacid, ellés utani
idészak), tovabba az egészségi allapot is befolyasolja (Kulcsar, 2007). A
leptint kimutattdk emberi petesejtekben, granuldzasejtekben és a
tlszofolyadékban is (Cioffi et al., 1997).

A butirolakton-I (Wu et al., 2002), a cikloheximid (Ye et al., 2005), a
dibutiril-ciklikus-adenozin-monofoszfat (dbcAMP; Somfai et al., 2003), a
rozkovitin (Ju et al., 2003; Romar - Funahashi, 2006) és a 6-dimetil-
aminopurin (Le Beux et al., 2003) hozzdadasa az IVM-oldatokhoz a
maturacio elsé 20 orajaban, alkalmas a maturacié (a petesejtek meiotikus
érésének) szinkronizdldsara. Ezek a vegylletek reverzibilisen gatoljak a
meidzis folytatdsat, nem engedik a csirahdlyag lebomlasat (GVBD). A
butirolakton-l és a rozkovitin azonban nem javitott az oocitak késGbbi
fejlédésén, mig a dbcAMP és a fehérjeszinézis—gatld cikloheximid esetében
nagyobb blasztociszta aranyt jegyeztek fel (Ye et al., 2005).

Az IVM-oldatok hormonokkal torténd kiegészitése dont6 fontossagu a
maturacié szempontjabdl. A kilencvenes években Mattioli (1991) az
IVM—oldatok osztradiol-kiegészitésének petesejtek érésre gyakorolt pozitiv
hatdsarél szamolt be. Az elmdlt id6szakban tébb kutatds iranyult a
kilonb6z6 hormonok IVM-ra gyakorolt hatdasanak vizsgalatara (Meinecke et
al., 1979; Funahashi et al., 1994a; Bruce et al., 2007; Sirard et al., 2007).

Az FSH kedvezGen hat a kumulusz—expanziéra, mig az LH és a hCG nincs
hatdssal a petesejt és a kumuluszsejtek kapcsolatara (Funahashi et al.,
1994a). Az IVM sordn a petesejtek éréséhez sziikséges hormonalis
viszonyok valtozdak. Az érés els6 részében az oldathoz adagolt PMSG, illetve
hCG néveli a maturacios ratat (80—89 %), a penetracios ratat (86-99 %) és
a him pronukleusz-képz6dés aranyat (63—72 %) a kezeletlen csoportokhoz
képest. AZ IVM masodik felében az oldathoz adagolt PMSG azonban nem
volt hatassal a penetracids ratara, s6t a pronukleusz képzGdésre negativan
hatott (34 %). A PMSG a maturaciéo 20. o6rajatél a kumuluszallomany
petesejtrdl vald levalasat indukalta. Ezek alapjan Funahashi és Day (1993)
megallapitottak, hogy az érés els6 20 drajaban a PMSG (FSH) jelenléte
esszencidlis, az érés masodik felében viszont annak hianya valik
|étfontossaguva.
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2.1.4. Spermiumok elGkészitése a termékenyitéshez (in vitro kapacitacio)

A termékenylléshez kapacitaldédott spermiumra és érett petesejtre van
szlikség.

A f6 lépések, melyeken a spermium keresztiilmegy, miel6tt a petesejtbe
hatolna, a kovetkezOk: atjutds a corona radiatan, kapcsolédas a zona
pelluciddahoz (ZP), akroszéma—reakcid, bejutas a perivitellinaris térbe, végll
kapcsolddas és fuzid a petesejt plazmamembranjaval.

Austin (1951) és Chang (1951) fedezték fel, hogy a spermiumok csak akkor
képesek in vitro kisérletekben megtermékenyiteni a petesejtet, ha elGtte
meghatarozott ideig a ndi nemi utakban voltak. Feltételezték, hogy a
spermiumokban végbemennek bizonyos valtozasok, melyek feltétlen
szlikségesek termékenyit6-képességiik elnyeréséhez. A  folyamatot
kapacitacionak (kapacital=rabir, 0sztokél) nevezték el. Ramutattak arra,
hogy a spermiumoknak at kell esnitik ezen a komplex fizioldgiai folyamaton
—ami biokémiai, biofizikai és anyagcsere-valtozasokat foglal magaban-—
miel6tt képessé valnak a petesejthez kapcsoldodasra.

A kapacitaciéo folyamata napjainkban még nem teljesen ismert. Annyit
tudunk, hogy a spermium elveszit bizonyos, a szeminalis plazmabdl és a
mellékherébdl szarmazé gatld fehérjét (Lamirande et al., 1997), tovabba
valtozasok toérténnek a citoszkeletonban is. A membran lipid- és fehérje
szerkezete megvaltozik, aminek kdvetkeztében az akroszéma membranjai
destabilizaléodnak, amely a kés6bb lejatszodo akroszdma—reakcid feltétele. A
spermium és a peteburok kapcsolédasat szolgald kotéhelyek szabadda
valnak a kiilsé akroszéma membranon. A citoplazmaban megné a Ca®* és a
HCO;™ ionok mennyisége. A kapacitacio kulcsmolekulajanak a bikarbonatot
tartjak - valoszin(ileg ez indukalja a membran lipidszerkezetének valtozasait
is (Harrison et al., 1997). N6 az adenil-ciklaz aktivitasa, és novekszik a
sejten bellli ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) mennyisége is, tovabba
csOkken az intracellularis pH. A cAMP a protein kindz-A aktivalason keresztdl
fehérjéket foszforilal, melynek kdvetkeztében megvaltozik a spermiumok
mozgasa. Ugynevezett hiperaktiv mozgas lesz jellemz6 rajuk: a farok gyors,
hullamzd, erGteljes csapasokkal mozgatja elére a spermiumot. Ehhez az
energiat a fokozott glikolizis biztositja;, a himivarsejt metabolikusan
aktivabba valik.

A kapacitacioban fontos szerepe van a petevezet6-epitélium altal termelt
petevezeté—folyadéknak (OF) (Parrish et al., 1989). Az OF Osszetétele nem
allandé a petevezetd kllonb6z6 szakaszain; mennyisége, 0Osszetevai
fajonként valtozdak, sot, ciklustdl figg6en, hormonalis hatasra is eltérGen
alakul. Legnagyobb mennyiségben az 0Osztrusz soran termel6dik (Leese,
1988). Fehérjében gazdag (Killian, 2004), bikarbonat-tartalma 35—-90 mM
(Leese et al., 2001). A sertés és a szarvasmarha OF nagy mennyiségben
tartalmaz glikézamino-glikdnokat, szulfatokat (kondroitin-szulfat, kreatin-
szulfat, heparin-szulfat), heparint, hialuronsavat (Lee et al., 1984) - ezek a
vegylletek nemcsak a kapacitacié folyamataban fontosak, hanem szerepet
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jatszanak a spermiumok életképességének fenntartasaban is (Rodriquez-
Martinez et al., 2001).

Az emlGsallatok petevezet6je megfelel6 kornyezetet biztosit a gamétak
transzportjadhoz, a spermiumok tarolasdhoz és kapacitaciojahoz, a

e 7.7

embrionalis fejlédéshez (Hunter et al., 2004).

In vivo vizsgdlatok alapjan agy tilnik, hogy sertés esetében a kapacitacié a
petevezetd caudalis szakaszan |év6 spermarezervoarban torténik, majd
ovulacidkor a spermiumok folytatjdk Utjukat az ampulla felé a
kapacitacio/hiperaktiv. mozgas kovetkeztében (Hunter - Nichol, 1988;
Yanagimachi et al., 1994). In vivo esetben a folyamat hossza allatfajonként
valtozo, altaldban 5—7 ora (sertés: 3 dra).

In vitro korlilmények kozott a petevezet6hoz hasonld mikrokornyezetet kell
biztositani a spermiumok szamara, mert a kapacitacid a termékenyllés
szempontjabol esszencialis. A petesejtek csak a kapacitalodott spermiumok
felismerésére képesek, és csak a kapacitacion atesett spermiumok tudnak
megfeleld mddon reagalni (akroszdma—reakcid) az oocita jeleire (Topfer-
Petersen et al., 2000). Laboratoriumi kérilmények kozo6tt a kapacitacié pre-
inkubalassal szimulalhaté (Nagai et al., 1984). Centrifugalassal, tobbszori
mosassal a spermiumok felszinérdl eltavolithatok a szeminadlis plazmabdl
szarmazd gatlo fehérjék (Yoshida et al., 1993a), majd altalaban
bikarbonatban gazdag oldatokban inkubdlva stimuldlhatok a kapacitacié
soran zajlo események (Gadella et al., 2004).

Cheng (1986) vizsgalatai szerint a mellékhere farkdbdl szarmazo
himivarsejtek kénnyebben kapacitadlédnak, mint az ejakulalt spermiumok -
ennek az a magyarazata, hogy az epididimalis spermiumok még nem
taldlkoztak a szeminadlis plazmaban jelen lévd dekapacitald faktorokkal.
Azonban, mivel viszonylag nehéz hozzajutni a mellékheréhez, t6bb
kutatécsoport az ejakuladlt spermiumok hasznalata mellett dontoétt (Yoshida
et al., 1993a; Abeydeera — Day, 1997; Suzuki et al., 2005).

Nagai (1988) mellékherébdl szarmazd, fagyasztott/visszaolvasztott
spermiumokkal sikeres IVF-et hajtott végre. Fagyasztott sperma
hasznalatakor rovidebb inkubalasi idére van szlikség, mert a megfigyelések
szerint a elG-inkubacié ideje alatt a himivarsejtek motilitdsa gyorsan
csokken (Clarke — Johnson, 1987).

Zheng (1992) vizsgalatai alapjan javasolja a fagyasztott sperma hasznalatat
az IVF soran. Tapasztalatai szerint a fagyasztott/visszaolvasztott
kanspermaval kozel azonos penetraciés arany, és tobb monospermias
termékenyllés érhet6 el, mint a friss, ejakulalt sperma hasznalatakor.

Sertés esetében az elsd sikeres in vitro penetraciordl Paviok (1981) szamolt
be. A spermiumokat tobbszor centrifugalta, majd nagy koncentracidban el6-
céljabol. Cheng-nek (1985) Pavlok protokolljat némileg moddositva sikertlt
malacokat produkalnia IVF segitségével.
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Az IVF-rendszer hatranya az in vivo termékenylléssel szemben, hogy in
vitro kérilmények kozott a spermiumok szelektalasa elmarad. Erdekes és
sikeresnek t(ind probalkozasokat kozoltek arra nézve, hogy az IVF soran
modellezzék az in vivo viszonyokat, igy a néi nemi traktus szelektald
hatdsat. Példa erre Funahashi és Nagai (2000) ujitdsa. Ok specialis
tenyésztéedényt fejlesztettek ki sertés IVF szamara, melyben fallal
levalasztott részbe injektaltak a himivarsejteket. Onnan csak a megfelel6
motilitassal rendelkez6 spermiumok tudtak eljutni a fal masik oldalan Iévé
érett petesejtekig. Ez a technikai Gjitas nem terjedt el széles kérben, mert a
specialis edény eldallitasa korilményes, nehezen megoldhatd feladatnak
tlinik. Egy masik, konnyebben adaptalhatdé moddszert dolgozott ki 2003-ban
Li és kutatécsoportja. Ok a hagyomanyos sperma-mélyh(itésre hasznalt 0,25
ml-es mlszalmat toltottek meg fertilizacids tapoldattal, majd a szalma egyik
végébe helyezték a petesejteket és a masik végébe a himivarsejteket. A
petevezetd ilyen modellezésével szignifikdnsan csokkent a polispermia
aranya, mig nem tortént valtozds az Osszes termékenylilt petesejt
aranyaban.

Az onddbdl a szeminalis plazma dekapacitalé faktorainak, a higitonak illetve
a krioprotektiv anyagoknak az eltavolitéasara tébb mddszer is rendelkezésre
all: Swim up eljaras, Percoll—kezelés, Sephadex-gél filtracié (Steeno et al.,
1965), Glass bead columns—teszt (Daya et al., 1987).

1989-ben Mattioli a human IVF soran alkalmazott Percoll—kezelést adaptalta
gazdasagi allatokra. A Percoll oldat 15-30 mm atméréjl szilicium-dioxid
kolloid részecskékbdl all, amit polivinil-pirrolidonnal vontak be. Annak
ellenére, hogy napjainkban a human IVP rendszerben mar nem alkalmazzak,
gazdasagi allatok esetében széles koOrben elterjedt a hasznalata a
kapacitacio elGsegitése céljabdl. A Percoll—kezelés lehet6vé teszi ugyanis a
motilis és a kevésbé motilis spermiumok gyors, hatékony szétvalogatasat
(Ng et al., 1992).

A Swim up (felUsztatdsos) modszerrel szintén a spermiumok motilitasa
alapjan végezheté el a szelekci6. A moddszert Parrish és Foote (1987)
dolgozta ki 20 évvel ezeldtt. A himivarsejteket 1 ml TALP oldat ala rétegezik,
majd 1 o6ran keresztil inkubdljdk 38,5 °C-on. A motilis spermiumok
felisznak a TALP oldatba - a termékenyitéshez a feltliszdéban 1évo
spermafrakciét hasznaljak.

A spermiumok termékenyit6-képességének elbrejelzésére hasznalhatd a
~peteburok kotédési teszt” (ZBA). A vizsgalat soran a zona pellucidahoz
két6d6 spermiumok szama allapithaté meg. Sertés esetében a moddszerrdl
els6ként 1995-ben jelent meg kozlemyény (Fazeli et al., 1995).

Napjainkban azonban még mindig sok a meg nem valaszolt kérdés a
legalkalmasabb spermakezelési eljarassal kapcsolatban.
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2.1.5. In vitro termékenyités (IVF)

Az els6 IVP—malac megszliletése (Cheng, 1985) ota eltelt tobb mint 20
évben szamos kutatdcsoport beszamolt mar IVP—malacok sziletésérdl
(Yoshida et al., 1993a; Rath et al., 1996; Abeydeera et al., 1998; Wu et al.,
2004; Suzuki et al., 2006; Katayama et al., 2007).

Napjainkban az IVF fejlesztése érdekében tobb kutatdcsoport végez
vizsgalatokat vilagszerte. A polispermia magas aranya, az IVF—embridk
rossz mindsége (Machaty et al., 1998) jelzi, hogy a rendszer még mindig
nem tokéletes.

A sertés IVF—rendszer hatékonysaga nem éri el a szarvasmarha és a juh
IVF—rendszerekét. Sertés esetében a kiilénb6zd kutatdocsoportok nagyon
valtozatos (20—95 %) penetracidos eredményekrél szamoltak be (Rath —
Niemann, 1997). Hasonldéan valtozatos képet mutat a polispermia
el6fordulasa is: 30—95 % (Gil et al., 2007) - ezek az eredmények szintén
jelzik, hogy a rendszer fejlesztésre szorul.

Az IVF—eljarasban meghatarozé tényez6 az egy petesejtre jutd spermiumok
szama (Xu et al., 1995; Gil et al., 2004), a koinkubacio idejének hossza
(Coy et al., 1993b), a himivarsejtek eredete: ejakulalt vagy epididimalis;
friss vagy fagyasztott/visszaolvasztott (Kikuchi et al., 1998). Mindezek
mellett nagyon fontos a kultivdldshoz alkalmazott oldat 0Osszetétele
(Martinez et al., 2001) és mennyisége (Gil et al., 2003), ami nagy hatassal
van a penetraciéra és a normalis termékenytlésre.

Els6ként Cheng (1986) mutatott ra, hogy a sertés IVF f6 problémaja a
polispermia el6forduldasanak nagy aranya. A kérdést azonban nemcsak a
spermium, hanem a petesejt oldalardl is meg kell vizsgalni.

Az IVM-rendszer meghatdrozé jelentéségli az IVF sikerességét tekintve
(Niwa, 1993). Az in vitro maturalddott petesejtek esetében részben a nem
teljes citoplazma-érés tehetd felelGssé azért, hogy a petesejtekben a
kortikalis granulumok (CG) migracidja a zona pellucida (ZP) alda még nem
fejez0dott be és a CG-k exocitozisa sem tokéletes (Cran — Cheng, 1986).
Azonban a polispermia nagy aranya nemcsak a citoplazma érésének
hidnyossagaival van 0Osszefliggésben, hanem a ZP szerkezetének
megvaltozasaval is kapcsolatban all. In vivo korGlmények ko6zott a ZP
glikoporteinjeinek Osszetétele a petevezetl-transzport soran megvaltozik; a
petesejtek kapcsolatban vannak a petevezetd altal kivalasztott fehérjékkel,
melyek segitik a ZP szerkezetének atalakuldasat a penetraciét kévetden
(Hedrick et al., 1987). Az IVM-petesejtek esetében az oocita egyik
polispermia ellen védé mechanizmusanak, a zona—reakcidnak a késésérdl
szamoltak be (Cheng et al., 1986; Wang et al., 1997b), illetve a ZP
fehérjeszerkezetének megvaltozdsa el is maradhat in vitro koértlmények
kozott (Coy et al., 1992).
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3. kép: Polispermia jelensége: sertés petesejtek harom pronukleusszal (PN),
orcein festést kovetéen (A); Hoechst 33342 festést kévetéen (B)

[ Sajat felvétel]

A nem megfeleld minGségli COC-k hasznalata, a hianyos kumuluszréteg is
szerepet jatszik a polispermias termékenylilésekben (Laurincik et al., 1994).

Napjainkban egyre tobb kutatocsoport vizsgalja a petevezet6-folyadék (OF)
hatdsat a maturacidra és a termékenyllésre. Kim és csoportja (1997) 10 és
30 %-ban sertés OF-t tartalmazd oldatban inkubdlta a petesejteket 90
percen keresztil, az IVF-et megel6z6en. Azt tapasztaltdk, hogy a
penetraciés rata nem csOkkent, ugyanakkor a monospermias
termékenylilések szama nétt. Suzuki és munkatarsai (2000) szerint az OF-
ban legnagyobb mennyiségben jelen Iév6 glukdézamino-glikan, a hialuron
csOkkenti a polispermias termékenyiilések aranyat.

Azonban nemcsak az OF-nak van polispermiat csokkent6é hatasa: a
petevezetd epitelidlis sejtjei szekretalnak bizonyos polipeptideket,
melyeknek hasonld hatasardél Nagai és Moor (1990) szamoltak be. Ok az
IVF-et megel6z6en a spermiumokat petevezetdobdl szarmazd sejtekkel 2,5
oran keresztll egyltt inkubaltdk, és az IVM-petesejteket szintén
petevezetdbdl szarmazo sejteket tartalmazd IVF—oldatban termékenyitették.
A kontroll csoporthoz viszonyitva 40—50 %-kal alacsonyabb polispermiarol
szamoltak be.

B

4. kép: Kortikalis granulumok helyezddése sertés petesejtekben: nem
maturalodott petesejt (A), maturalddott oocita (B) (FITC—PNA fluoreszcensz
festés) [Sajat felvétel]
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A polispermiat befolyasoldé egyéb tényez6k még: az IVF soran alkalmazott
spermium—koncentracié nagysaga, a koinkubalas ideje és az alkalmazott
IVF—médiumcsepp mennyisége.

Az egyes kutatdcsoportok altal hasznalt IVF—rendszerekben nem egységes a
termékenyité médiumcsepp térfogata: 0,1 ml-tdl egészen az 5 ml-ig terjed.
(Mattioli et al., 1989; Laurincik et al., 1994; Ashworth et al., 1994;
Abeydeera — Day, 1997).

Gil (2003) vizsgalatai szerint az alacsony térfogat (0,1-1 ml) IVF oldat és
ebben 30-50 petesejt koinkubalasa, 2000 himivarsejt/petesejt aranyban
eredményezte a legjobb fertilizaciés ratat.

2. tablazat: Az IVF soran alkalmazott médium mennyiségének és a
petesejtek szdmanak hatdsa a termékenyiilésre és az embridk fejlodésére
[Gil et al., 2003]

IVF- Petesejt / Mono,spernjiéls Embrifejlédés Blasztpciszta
oldat IVF oldat | termékenyllés (%+SEM) arany
(ml) (db) (%+£SEM) (%=+SEM)
2 50 50,1 + 4,8 64,3 = 3,1 18,9 £ 2,0
2 30 57,9+5,8 73,1 £4,1 26,4 = 3,6
2 15 64,1 £5,8 66,4 £ 3,7 14,3 + 2,8
1 50 58,8 + 4,4 69,8 + 2,3 22,3+ 0,9
1 30 60,5 £ 5,0 69,8 £ 2,3 26,2 +5,5
1 15 72,2 £5,1 63,5 £ 3,5 21,2 +£0,8
0,1 50 58,2 + 4,8 75,7 £ 6,4 32,5+ 7,1
0,1 30 65,5 = 3,5 71,9+ 1,2 31,8 = 3,1
0,1 15 63,7 £ 8,8 75,7 £1,0 23,8+ 1,4

Ismert, hogy az IVF sordan nagyobb szamu spermium jut el a petesejthez,
mint in vivo korilmények kozott.
csokkentésével a polispermia elofordulasa is mérsékelheté — azonban ebben
az esetben a penetracids rata is alacsonyabb (Coy et al., 1993a).

Sertés spermiumok esetében gyakori a spontan akroszéma-reakcio, ami
tobb spermium petesejtbe vald penetralodasahoz vezethet (Sun et al.,
1992; Wang et al., 1998). A legtobb IVF rendszerben 6 6ras koinkubacids
idével dolgoznak (Kikuchi et al., 2002; Yoshioka et al., 2003).

A koOzelmultban azonban kifejlesztettek egy Uj moddszert, melyben a
petesejteket és a spermiumokat 10 percig egyutt inkubaljak IVF—oldatban,
majd a sejteket koffein-tartalmd IVF—médiumban megkdzelitéleg 5 éran
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keresztul inkubaljak (Grupen — Nottle, 2003). Ezzel a mddszerrel sikerilt
csbkkenteni a polispermia el6forduldasanak aranyat.

A koinkubacié idejének hossza - vagyis a petesejtek és a spermiumok
egyltt inkubdlasa az IVF sordn - 0Osszefliggésben van az alkalmazott
spermium-koncentracioval.

A koinkubacié idejével és a spermium-koncentraciéval kapcsolatban
azonban nincs egységes vélemény: Coy és kutatdcsoportja (1993b) 4 oras
koinkubaciét javasol 2x10° himivarsejt/ml IVF—oldat esetében, ezzel
szemben Koo és csoportja (1997) az 1,2x10° spermium/ml| koncentracidt
talalta a legjobbnak 6 6ras koinkubacido mellett.

Gil (2007) vizsgalatai szerint az IVF soran 500 spermium/petesejt arany
esetén 6 oras koinkubaciora volt szikség, mig 2000, 1500 és 1000 db
spermium/petesejt esetében elegend6 volt a 10 perces koinkubaldas. A
penetracids rata mindegyik esetben kozel azonos volt.

3. tablazat: Spermiumkoncentracio hatasa sertés petesejtek
termékenyllésére [Gil et al., 2007]

2 Polispermias petesejtek szazalékos aranya a penetraldédasi rata
szazalékaban kifejezve.

P Him pronukleusszal rendelkezd petesejtek szazalékos aranya a

penetralédasi rata szazalékaban kifejezve.

FEEsEe Petesejtbe
Sl Penetr,élédési Polispermia® ellt';'::;g rZ?gdeg’;t
il g (%) jelenléte® | spermiumok
(%) (%) széma (db)
0,6 x10° 62,4 £ 1,8 24,4 £ 1,6 95,6 £ 1,7 1,1 £0,2
1,2x10° 90,2 + 1,3 48,3+ 1,5 93,8 + 2,3 1,5+0,2
2,5 x10° 94,5 + 1,3 70,3 £ 2,0 94,1 +1,4 | 2,0+0,3
5 x10° 95,9 + 1,8 85,8 + 1,3 95,6 £ 0,4 | 2,5+0,4

Az IVF-hoz leggyakrabban alkalmazott tapoldatok a kovetkez6k: TCM-199
(Mattioli et al., 1988), TALP—médium (Coy et al., 2000), TBM-oldat (Han et
al., 1999). Az IVF-oldatok tobbsége koffeint tartalmaz, mert a koffein
megemeli az intracellularis cAMP-szintet - a ciklikus-nukleotid-
foszfordiészteraz enzimaktivitds gatlasan keresztil —, és indukalja sertés
himivarsejtek kapacitacidjat (Casillas — Haskins, 1970), ugyanakkor spontan
akroszoma-—reakciot valthat ki. Funahashi és Nagai (2000) megallapitottak,
hogy a koffein-tartalma oldatban torténd hosszu (6 6ras) inkubacié noveli a
polispermias termékenyllések aranyat.
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A koOzelmultban Yoshioka és kutatdcsoportja (2003) kifejlesztett egy Uj
IVF—oldatot (PGM), melyet ciszteinnel, adenozinnal kiegészitve magasabb
monospermias termékenyllési ratat értek el. Az adenozin (koffein
jelenlétében) a hialuronsavhoz hasonléan stimuldlja a kapacitaciot,
ugyanakkor gatolja a spontan akroszOma-reakciét a fagyasztott/
visszaolvasztott és a frissen levett kan spermiumok esetében (Suzuki et al.,
2002). Tatemoto (2005) vizsgalatai szerint, a kondroitin-szulfat A-bdl nyert
bizonyos oligoszacharid - a spermium hialuronidaz-aktivitdas gatlasan
keresztil - noOvelte a monospermias termékenyllések aranyat, és
csokkentette a ZP-hoz kapcsolddoé himivarsejtek szamat.

A rendszer fejlesztésének egyik lehetséges mddja a citoplazmaba torténd
spermainjektalas (ICSI) is, amit human IVP esetében alkalmaznak (Catt -
Rhodes, 1995; Martin, 2000; Garcia-Casello et al., 2006).

2.1.6. In vitro kultivacios rendszer (IVC)

In vivo kérilmények k6zo6tt a termékenyilést kdovet6 5. oraban a petesejtbe
penetralddott spermium kromatinja dekondenzalddik, és a 6. 6raban him
elémagot képez. A fertilizaciét kovetéen 14 Odraval bekovetkezik a
szingdmia, és 14-—24 o6raval a termékenyllés utdan megtorténik az elsé
osztddas, amit szinkron-, késdbb aszinkron osztédasok kovetnek.

Sertésembriok esetében a négysejtes stadium meghatarozo jelent6ségli a
tovabbi embrionalis fejlddés szempontjabdl. Ekkor veszi at az embrionalis
genom az egyedfejlédés iranyitasat az anyai genomtdél. Ebben az idészakban
a sertésembriok fokozott érzékenységliek a kérnyezeti hatasokat tekintve,
igy a tapfolyadék és az inkubaciés gazkeverék Osszetétele és mindsége
meghatarozo jelent6ségd.

4. tablazat: Sertésembridk in vivo és in vitro fejlédése NCSU-37 oldatban
[Romar, 2006]

Feilédési stadium In vivo termékenyllés | In vitro termékenyilés
) utan eltelt id6 (6ra) utan eltelt id6 (6ra)

Zigbta 14 16-24

2—4 sejt 14-24 24—-48

8 sejt 48 48-72

Morula 84 110-112

Blasztociszta 96-110 120-168

Expandalodott 148 168—192

blasztociszta
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A sertés in vitro elGallitott blasztocisztdk mindsége elmarad az in vivo
embridkétdl; kevesebb sejtbdl allnak, tovabba fejlédésiik is lassabb, mint in
vivo kéralmények k6zo6tt (Machaty et al., 1998; Kashiwazaki et al., 2001).
Mindezek jelzik, hogy az IVC soran alkalmazott médiumok szuboptimalisak
az embritfejlédés szempontjabdl. Az eredmények javitdsa érdekében tdbb
kutatécsoport is probalja fejleszteni az IVC—rendszert az alkalmazott
oldatok kiegészitésével (pl. aminosavakkal, fehérjékkel, gliikozzal), illetve
kokulturak (granuldéza vagy petevezetd epitel-sejtek) hasznalataval (Ozawa
et al., 2006; Katayama et al., 2007).

Sertésembridk tenyésztéséhez kilonbdzé tapoldatokat fejlesztettek ki:
NCSU-23 és az NCSU-37 médiumok (Petters — Wells, 1993), Beltswille oldat
(BECM-3, Dobrinsky et al., 1996a), Whitten’s médium (Beckmann - Day,
1993) sertés zigotak részére kifejlesztett oldatok (PZM-3, PZM-4; Yoshioka
et al., 2002). Az IVC rendszerben alkalmazott kulénb6z6 oldatok
embridfejlédésre gyakorolt eltéré hatasardl tobb kutatécsoport is beszamolt
(Machaty et al., 1998; Kikuchi et al., 1999).

Az NCSU-23 oldat taurint és hipotaurint tartalmaz, melyeknek szerepik van
a pH stabilizadlasdban és az ozmodzis szabalyozasaban, tovabba védik a
sejteket a karos oxidacidos folyamatoktdl (Guerin et al.,, 1995). Az
IVC-oldatba adagolt taurin és hipotaurin embriéfejlédésre gyakorolt pozitiv
hatasarél Petters és Wells (1993) szamoltak be.

Az NCSU-37 szorbitolt tartalmaz, melynek embriofejlédésre gyakorolt hatasa
egérembridk esetében mutatkozott meg a legjobban: gyorsitotta az embridk
kompaktalddasi folyamatat, illetve segitette a blasztocisztak expandalodasat
(Wells et al., 1992).

Ugy tlinik, hogy az eddig leginkadbb elterjedt NCSU—oldatok helyett a PZM
médiumok kerlilnek elGtérbe (Okada et al., 2006), mert magasabb
blasztociszta arany érheto el, illetve az embridk fejlédése is kiegyenlitettebb
lehet és a blasztocisztdk kibujasa is korabban torténik, mint az
NCSU-oldatok hasznalatakor (Yoshioka et al., 2002; Agca et al., 2006).
Yoshioka (2003) PZM oldatban tenyésztette a zigétakat 5 napon keresztil.
Az altala alkalmazott PZM médium fehérje- és glukdézmentes volt,
ugyanakkor natrium-piruvatot és natrium-laktatot tartalmazott a petevezetd
fizioldgiai szintjének megfeleld mennyiségben. Az embridtenyésztést
kévetden 25 %-o0s blasztociszta aranyrdl szamolt be; a blasztomerek szama
atlagosan 40 volt. A PZM oldatok embriofejlédésre gyakorolt pozitiv hatasa
els6sorban aminosav—kiegészitésiiknek koszonhetd. Horcség embridkon
végzett vizsgalatok kimutattak, hogy bizonyos aminosavak (pl. aszparagin,
aszpartat, glicin, hisztidin, szerin és a taurin) jelenléte az IVC—oldatban
stimulalja a zigotak fejlédését. Ezzel szemben egyes aminosavak, mint pl. a
cisztein, izoleucin, fenilalanin, treonin és a valin ellenkezbleg hatnak; erdsen
gatoljak a fejlédést (Bavister et al., 1990).

Rizos (2003) vizsgalatai szerint az IVC—oldatban jelen lévé szérum (BSA,
FCS) gyorsitja az embriofejlédést. Tébb embrid fejlodott blasztocisztava az
IVC hatodik napjan a szérummal kiegészitett oldatban kultivalt embridk
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esetében, mint a kontroll csoportban (Langendonckt et al., 1997; Lonergan
et al., 1999). Koo (1997) szerint is szilkség van szérum-kiegészitésre az
NCSU-oldatok esetében a korai morula allapot elérése utan, kulénben
blasztocisztak kibujasa késik, vagy elmarad.

AZ IVC-rendszerben nagyon fontos a fejl6dé embriok energiaigényének
kielégitése. Kikuchi (2002) mutatott ra az IVC-oldatok megfeleld
glikoztartalmanak fontossagara. Az IVC soran alkalmazott oldatok piruvat-
és laktat-kiegészitésének embriéfejlédésre gyakorolt pozitiv hatasardl
szintén Kikuchi (2002) szamolt be: vizsgalataiban az IVC els6é 2 napjaban
alkalmazott oldat natrium-piruvatot és natrium-laktatot, majd a fejl6dés
kovetkez6 4 napjaban glikozt tartalmazott - ezzel a mddositassal
magasabb blasztociszta aranyt (48,7 %) ért el, mint amikor az oldat csak
gllikozt tartalmazott (35,4 %).

Az embridfejlodés szempontjabol az alkalmazott tapoldatokon kivil, fontos
tényez6 még az embridtenyésztd gazkeverék Osszetétele is. EmIGs embridk
in vitro tenyésztése soran az inkubator légterének oxigéntartalma egyes, a
tapkozegben illetve az elhalt embrionalis sejtekben levd szubsztratokat
oxidal, és igy jelentds mennyiségl peroxid-gyok kerilhet a tapkézegbe,
mely az embrionalis fejlédést gatolja (Pabon et al., 1989). A reaktiv oxigén
gyokok (ROS) keletkezésének egyik oka a nem megfeleld oxigén-
koncentracié: a petevezetd oxigéntartalma megkozelitéleg Va-e a légkori
levegé oxigéntartalmanak (Mastroianni - Jones, 1965). A sejtek
O,—tartalma 10 ym/I, azonban a 37 °C-os, légkori leveg6n ekvilibralt oldat
oxigéntartalma 224 um/l (Jones et al., 1985). Kitagawa (2004) szerint az
embridtenyésztés folyaman alkalmazott, 5 %-ra cs6kkentett oxigéntartalom
noveli az embridk fejlédési erélyét, Karja (2004) szerint a blasztocisztak
sejtszamat is.

Az IVC hatékonysagan kokultirak alkalmazasaval is lehet javitani. Tobb
kutatécsoport szamolt be sertés petevezet6bdl szarmazd epitel sejtekkel
valé egyutt kultivalas embriéfejlodésre gyakorolt pozitiv hatasardl (White et
al., 1989; Nagai — Moor, 1990; Romar et al., 2005).

2.2. Partenogenetikus aktivalas

A petesejtek partenogenetikus aktivalasaval kapcsolatos kutatasok kozel
harminc évvel ezel6tt kezdGdtek. Ezeknek a kisérleteknek a célja azonos
ploididju, homogén embriok elGallitasa volt, ugyanis az IVP—embridk
(részben a polispermia nagyfoku el6fordulasa miatt) nagy szérast mutatnak

a ploidia és a fejlodési potencial szempontjabol.

A petesejtek aktivalasaval kapcsolatos vizsgalatok elsdsorban a kldnozasos
technikak terjedésével kerliltek a figyelem kozéppontjaba: sejtmag-
atlltetéses kldénozas sordn nagyon fontos Iépés a donor petesejtek
aktivalasa, mely biztositja a sejtciklus folytatdsat. A moddszer alkalmas
sejttani kutatdsokra is, hiszen a keletkez6 embridkban az anyai
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kromoszémak az apaitdl fliggetlenll vizsgalhatok. Tovabba lehet6ség van —
az IVP technikakhoz hasonléan — a termékenyllés, és a korai embrionalis
fejlédés vizsgalatara is (Lee et al., 2004).

2.2.1. Petesejtek aktivalasanak alapjai

In vivo koralmények kozott a petesejtbe jutd spermium az oocita
aktivalédasat és a meidzis folytatdsat eredményezi; ez a folyamat
tobblépcsds, bonyolult mechanizmus. A partenogenezis soran a keletkez6
embridk azonban kizarélag a petesejtb6l szarmaznak - keletkezésiikben a
himivarsejtek nem vesznek részt (Pather et al., 1999).

Az emlGs petesejtek - a kutya kivételével — ovulaciokor M-Il allapotban
vannak, és maradnak egészen a termékenylilésig; a meiotikus osztédast
csak a fertilizaciot kévetden fejezik be (Ben-Yosef — Shalgi, 1998; Alberio et
al., 2001). A meidzis folyamatdt a metafazist elGsegité faktor (MPF)
aktivitdsanak meghatarozott valtozasai iranyitjak, és szintén az MPF nevdl
fehérje aktivitasa felel6s az oocitdk M-Il allapotban tartasaért is (Nurse,
1990). Az MPF két alegységbdl allé molekula, a cdc2 (ciklin-dependens kinaz
alegység) és a ciklin B (regulator alegység) heterodimerje. Az MPF a Ca®*-
érzékeny citosztatikus faktor (CSF) szabalyozasa alatt all. A CSF-t a M-Il
allapotl oocita folyamatosan szintetizalja (O’Keefe et al., 1989); a CSF
legaldabb harom fehérjébdl épul fel: MOS (Sagata, et al., 1998), MAPK
(Haccard et al., 1993), és a p90®** (Gross et al., 1999). Ezek a fehérjék
felelések a kromoszémak kondenzalt allapotban tartasaért, illetve ezaltal a
DNS—replikacio megakadalyozasaért (Verlhac et al., 1994).

In vivo, a spermium penetraldodasa a petesejtbe szignal transzdukcids
folyamatot indit el, minek hatasara az oocita felszabadul a meiotikus
gatlasbdl, és folytatja az osztédast. A mesterséges aktivalas a termékenyit6
spermium altal el6idézett folyamatok szimulalasaval valdsithatdé meg.

Az aktivalédasi folyamat nem teljesen ismert; tobb, bonyolult szignal
transzdukciés mechanizmusbdl all, azonban nyilvanvald, hogy a kalciumnak,
az MPF-nek és egyéb stabilizalé molekulaknak (pl. CSF—fehérjék) a szerepe
meghatarozo.

Természetes korlilmények esetén a spermium elséként a petesejt zona
pellucidajaval (ZP) taldlkozik. A ZP harom glikoproteidbdl épul fel: ZP1, ZP2,
ZP3. A spermium plazmamembranjanak egyik molekulaja kapcsolodik a ZP3
szénhidratlancaihoz, majd a kapcsoldédas kovetkeztében a himivarsejt
citoplazmdjaban megné az intracelluldris  Ca®*'-koncentracié. A
megndvekedett Ca®*-koncentracid okozza az akroszéma exocitdzisat.
Felszabadulnak a penetraciohoz szikséges enzimek, majd a spermium a
perivitellinaris térbe jut, és kapcsolddik a petesejt plazmamembranjahoz
(Schultz — Kopf, 1995). Ez a kapcsolédas a petesejt citoplazmajaban a
szabad Ca®'-szintjének ndvekedését okozza, ami az aktivalédas kisérd
jelensége (Lawrence et al., 1997). Nem egyszeri Ca’*-szint emelkedésrdl,
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7.

hanem a spermium penetracidjanak helyérél meginduld, hullamszerd
terjedésrdl van szé (Jaffe, 1983; Whitaker — Swann, 1993). Sertés esetében
a Ca’*-szintjének valtozasai a citoplazmaban egyszerre térténnek (Machaty
et al., 1997). A kalcium—oszcillacié jelenségét tébb fajban is megfigyelték:
egér (Cuthbertson — Cobbold, 1985), hércség (Miyazaki, 1986), sertés (Sun
et al., 1992), szarvasmarha (Fissore et al., 1992), patkany (Ben-Yosef et
al., 1993), nyul (Fissore — Robl, 1993), ember (Taylor et al., 1993).
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5. kép: Ca’*—oszcillacid in vitro termékenyitett emberi petesejtben
[Ben-Yosef — Shalgi, 1998]

A termékenyitést kdvetben megemelkedett Ca’*-szint hatdsadra az oocita
felszabadul a CSF altal aktivalt MPF gatlasa aldl (az MPF inaktivalodik), és
folytatédik a meidzis: a metafazis-ll-b6l az anafazis-ll stadiumba vald
atmenet (Nixon et al., 2002).

A petesejt aktivalodasa azonban egyéb folyamatokat is magaban foglal. A
felhalmozodott Ca’*-ionok hatdsara megtérténik a kortikalis granulumok
exocitozisa (kortikadlis—reakcio), mely sordan a felszabadulé enzimek
maodositjak a ZP Osszetételét (zona-reakcid), ezaltal védelmet biztositva a
polispermias termékenyliléssel szemben (Ducibella, 1991).

Az aktivalédast kovetben kilokédik a masodik sarkitest, kialakulnak a
pronukleuszok, megtorténik a szingamia, a DNS replikalédasa, majd az els6
mitotikus osztodas (Xu et al., 1994).
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6. kép: Spermium altal indukalt petesejt—aktivalédas folyamata. A

spermium kapcsolddik a G—protein receptorahoz, vagy a tirozin foszforilalt

receptorhoz  (PTK). A kapcsolédds az intracellularis Ca®*-szint
megemelkedését okozza. A Ca’*-szint emelkedése hat a spermiumban 1évd
oszcillin  nev(i fehérjére is. A megndvekedett Ca’'-mennyiség az

endoplazmatikus retikulumbdl (ER) szdrmazik. A Ca®*-oszcillacid a meidzis
folytatdsat, a sejtciklus aktivalasat, a kortikalis granulumok exocitézisat

okozza, ami a polispermia elleni védekezé mechanizmus része. A Ca®*-szint
megemelkedése aktivalja a Ca-figglé enzimeket, melyek segitik a

receptorfehérje nélkili tirozin-kindz (PTK) enzimet, vagy inaktivaljak a
tirozin foszfataz fehérjét (PTPs). [Ben-Yosef — Shalgi, 1998]

2.2.2. Petesejtek mesterséges aktivalasanak maddjai

Az 1990-es években alacsony blasztociszta aranyrdl, lassi embrionalis
fejlédésrél szamoltak be mesterségesen aktivalt petesejtek esetében. A
partenogenetikus embriok blasztomereinek szama is kevesebb volt, mint az
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IVF-embrioké. Zhu és csoportja (2002) volt az elsG, aki elektromos
aktivalast kovetdéen 50 % feletti blasztociszta aranyt ért el. Az elektromos és
a kémiai aktivalasi moédokat kombinalva, hasonldéan nagyszamua hdlyagcsira
embridkrdl szamolt be Lee (2004) is. Vizsgalatai soran nemcsak nagyobb
aranyl, hanem gyorsabb embriéfejlodést is tapasztalt, mint a korabbi
kézleményekben leirtak. Lee mar az aktivalast koveté otodik napon
expandalddott blasztocisztdkat figyelt meg.

A mesterséges aktivalas célja a természetes kortilmények kozotti, spermium
altal kivaltott folyamatok modellezése, vagyis az intracellularis Ca®*-szint
emelése, illetve az MPF-aktivitas csokkentése.

MPF—aktivitds csdkkentése

Az MPF felelGs a petesejtek M-Il allapotban tartasaért; szintjének csdkkenése
a meidzis folytatdsat eredményezi. Az MPF inaktivalédasa szikséges a
masodik sarkitest kilok6déséhez, a kromoszémak dekondenzalédasahoz és a
pronukleuszok kialakulasahoz is (Swann — Ozil, 1994). Az MPF-szint a ciklin
B szintézisének és degradaldodasanak fliggvénye (Kubiak et al., 1993). Ez az
alapja annak, hogy a fehérjeszntézis—gatlok hasznalataval indukalhaté a
petesejtek aktivalédasa. Az MPF-aktivitas gatlasanak egyik lehetséges
maddja tehat a petesejtek inkubdlasa széles spektrumua fehérjeszintézist
és/vagy fehérje-foszforilaciét gatld vegylleteket tartalmazé oldatban
(Machaty — Prather, 1998).

Egér (Moses — Kline, 1995) és human (Balakier — Casper, 1993) petesejtek
esetében sikeresen alkalmaztak két fehérjeszintézis-gatlé vegylletet, a
cikloheximidet (CX) és a puromicint. A CX altalanos fehérjeszintézis—gatlo,
ami nemcsak specifikusan az MPF szintézisét gatolja, hanem a ciklin B
szintézisét is. A ciklin B az MPF szabalyozd alegysége, ami a sejtosztodas
kezdetekor lebomlik (Nurse, 1990). A CX azonban sertés petesejtek
esetében egyes kutatok szerint Onmagaban nem képes kivaltani az
aktivalédast (Nussbaum - Prather, 1995). Yi és Park (2005) sikeres
aktivaciérol szamoltak be cikloheximid alkalmazasakor, de kisérleteikben a
CX-kezelést a petesejtek 8 % etanolt tartalmazé NCSU-23 oldatban térténd
10 perces inkubalasa el6zte meg.

Ismert, hogy a 6-dimetil-aminopurin (6-DMAP), protein szerin/treonin kinaz
inhibitor vegyllet hatasara a meiotikus orsé lebomlik, és a petesejt
interfazisba jut (Schlegel et al., 1990; Navara et al., 1994). A 6-DMAP
specifikusan az MPF-re haté fehérjeszintézis gatlé — az MPF heterodimer
masik alegységét, a cdc2 proteinkinaz alegységet blokkolja. Moses (1995)
és Takahashi (1996) vizsgalatai szerint a 6-DMAP gyorsitotta a pronukleusz
kialakulasat és a partenogenetikus embridk fejlédését egér és szarvasmarha
petesejtek esetében.

A 6-DMAP-hoz hasonld, specifikus protein—foszforilaciot blokkold vegyllet a
butirolakton-I. Dinnyés (2000) és Bing (2003) vizsgalataiban az elektromos
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kezelés és a butirolakton-I kombinacidja alkalmas volt sertés petesejtek
aktivalasara.

Intracelluldris Ca%"—szint emelése

A sejten beliili Ca?*-koncentracié emelése lehetséges az intracellularis Ca®*
raktarak (pl. az endoplazmatikus retikulum) stimulalasaval, illetve az
alkalmazott tapoldatokbdl Ca?*-ionok sejtbe &ramldsaval; de ehhez a
petesejt plazmamembranjat a Ca®*-ionok szamara atjarhatdéva kell tenni.

Lehetéség van tovabba a Ca?*-ionok direkt citoplazmdba injektaldsara is.
Machaty (1996) 25—1000 uM CacCl, citoplazmaba injektalasaval a cdc2 kinaz
aktivitdsanak cstkkenését, pronukleusz—képz6dést és embrionalis fejlodést
indukalt. Okada (2003) stroncium-, barium- és kalcium-ionokat injektalt
sertés (M-Il) petesejtek citoplazmajaba. 168 6ras inkubalast kovetben a
petesejtek 29 %-a (Sr’*), 29 %-a (Ba®') és 51 %-a (Ca®') fejlédott
blasztocisztava.

A plazmamembran Ca®*-ionok szadmara atjarhatéva tétele torténhet
elektromos impulzussal (Collas et al., 1989; Zhu et al., 2002). A nagy
feszultségld (0,05 kV/cm - Lee et al., 2004; 4 V/mm és 120 V/mm -
Nanassy et al., 2007b), rovid ideig tarté (10 s — Lee et al., 2004; 60 ps -
Nanassy et al., 2007b) egyendarammal a plazmamembran reverzibilisen
destabilizalddik. Kovetkeztében a kettOs foszfolipid rétegen porusok nyilnak
meg, amelyeken keresztiil Ca?*—ionok dramlanak be az extracellularis térbdl
az ooplazmaba (Lee et al., 2004).

Az etanolt sikeresen alkalmaztak egér (Cuthbertson et al., 1981),
szarvasmarha (Nagai, 1992) és sertés (Didion et al., 1990a) petesejtek
tartalmazo oldatban 10 percig inkubaltdk a petesejteket. A legnagyobb
aranyl (34,9 %) aktivalédast a 8 % etanolt tartalmazd oldat esetében
jegyezték fel.

Az etanol egyszeri intracelluldris Ca’*-szint emelkedést okoz, ami Sun
(1992) szerint elegendd a kortikdlis granulumok exocitézisanak
kivaltasahoz. Lee (2004) vizsgalatai alatamasztjak ezt az allitast, miszerint
sertés petesejtek mesterséges aktivalasdhoz és a blasztociszta stadium
eléréséhez nincs szikség kalcium—oszcillaciéra. Ugyanakkor tobb
kutatécsoport nem ért egyet ezzel a hipotézissel. Ducibella (2002, 2006)
szerint egyszeri Ca®'-felszabadulds nem képes elSidézni az MPF
inaktivalddasat. Jones (1995) szerint a CSF ismételt Ca*"-jelek hidnyaban
Ujraszintetizalédik, és ezaltal az MPF aktivitasa is visszaall. Az MPF
Ujraaktivalodasa fehérjeszintézis és/vagy protein—kinaz gatldk hasznalataval
elkertilhetd.

Az ooplazma Ca®*-tartalma ndvelhetd a petesejtek inkubalasaval is ionofor-
okat és ionomicint tartalmazd oldatban (Tesarik — Sousa, 1995). A Ca’*-,
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H*-, Mg?*-ionofor A23187 stimulalja a kortikalis granulumok kiliriilését és
az elémag-képzédést (Wang et al.,, 1999). Az ionomicin—kezelés a
petesejtek intracellulris Ca®*-raktarainak kiliriilését okozza (Alberio et al.,
2001; Che et al., 2007).

7. kép: Kalcium—ionoforral aktivalt petesejtek: normalis (A), abnormalis (B)
orsoval. [Funahashi et al., 1994b]

A stroncium-klorid emlGs petesejtek aktivalasahoz széles kérben alkalmazott
vegyllet (Otaegui et al., 1999; Meo et al., 2004, Tomashov-Matar et al.,
2005). Megfigyelték, hogy egér petesejtekben a stroncium Ca®*—oszcillacidt
okoz, de a stroncium altal kivaltott Ca’*-szint-emelkedések alacsonyabb
rezgésszamuak, mint amiket termékenyiléskor figyeltek meg (Kline — Kline,
1992). A stroncium petesejtbe juttatdsaval kivalthaték a penetralédott
spermium altal elGidézett folyamatok (Zhang et al., 2005). A stroncium a
sejten belilli ioncsatornakat a Ca®" szamara atjarhatéva teszi, és segiti az
ER-b8l a Ca®'-ionok felszabaduldsat. Egér petesejtek esetében a
legnagyobb aktivalodasi aranyt akkor érték el, amikor a petesejteket 10 mM
koncentraciéju stroncium-kloridot tartalmazé oldatban inkubaltak 2,5-3
oran keresztil ( Ma et al., 2005; Loren — Lacham, 2006).

Az aktivalddasi rataval és az azt kovetd partenogenetikus embriéfejlodéssel
kapcsolatban, a legjobb eredmények altalaban a kilonb6z6 aktivalasi moédok

« 7.7

et al., 2003; Kragh et al., 2005; Yi — Park, 2005).

Varga Erika doktori (PhD) értekezés 37



In vitro sertésembrio-el6allité rendszer vizsgalata i .
IRODALMI ATTEKINTES

2.3. Génmegorzés — Gamétak vitrifikacios hlitése

2.3.1. A mangalica sertés

A mangalica, 6si magyar zsirsertés az 1800-as években jelent meg.
Kialakulasaban a magyar parlagi fajtanak és a délvidéki sumadia sertésnek
volt nagy szerepe. T6bb szinvaltozatban tenyésztették: fekete, fecskehasu,
vOros vagy rot, sz6ke és ordas. Napjainkban csak a fecskehasu, a voros és a
sz0ke mangalicdk tenyésztése folyik. A leglujabb DNS—mikroszatellit
vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a szinvaltozatok o©nallé fajtak, illetve
megallapitottak, hogy egymashoz a sz6ke és a fecskehasi mangalica all a
legkdzelebb (Zsolnai et al., 2006).

A XIX. szazadban nagy népszerlségnek Orvendett ez a zsirsertés tipus,
azonban a madsodik vildghdborut kdvetden kiszorult a kdztenyésztésbil és
elvesztette gazdasagi jelent6ségét. Kicsi szaporasaga, alacsony évenkénti
felnevelt malacszam/koca arany, tulzott zsirosodasa és a fogyasztdi igények
megvaltozasa miatt bekovetkezd fajtavaltds kovetkeztében szamuk
lecsbkkent (Szabd, 2006a).

A fajta megmentése érdekében 1976-tél allami tamogatas segiti a
génrezervatumokban a tenyészt6i munkat.

1994-ben alakult meg Debrecenben a Mangalicatenyészték Orszagos
Egyesiilete, amely az Orszagos MezOgazdasagi Mindsitd Intézettel egyitt
elkészitette a harom mangalica sertésfajta térzskonyvét.

Az Allattenyésztési és Takarmanyozdsi Kutatdintézetben a mangalica
szaporasaganak javitasa céljabdl folynak kutatasok (Egerszegi et al., 2003;
Ratky et al., 2006)

Taplalkozasbioldgiai szempontbdl a mangalica hldsa nagyobb zsirtartalmu,
mint a hlssertéseké - az atlagos izomkézi zsir 7,5 %, ami lapaly esetében
mindbéssze 1,1 %. A nagyobb zsirtartalom - ami taplalkozas—élettani
szempontbdl nem elény6s - azonban finom eloszlassal parosul, ezaltal a
mangalica hidsa alkalmas steak—jellegli hasok, szalamifélék és érlelt sonka
készitésére (Zelendk et al., 2006).

Tobb kutatécsoport vizsgalta a mangalica zsirjanak zsirsavOsszetételét, a
kapott eredmények azonban nem egyértelmlek. Szabd (2006b) szerint a
mangalica zsir 12-16 %-kal kevesebb telitett és 8-10 %-kal tobb telitetlen
zsirsavat tartalmaz, mint a modern sertésfajtak. Csapd (1999) vizsgalatai
szerint a mangalica zsirjdnak zsirsavosszetétele gyakorlati szempontbdl
teljesen azonos érték(i a magyar nagy fehér x magyar lapaly és a mangalica
x duroc sertések zsirjaval. Szerinte nincs alapja azoknak a
feltételezéseknek, melyek szerint a mangalica zsirja kedvezGbb
zsirsavosszetételénél fogva kdnnyebben emészthetd és egészségesebb, mint
a modern fajtaké.

A mangalicatartas el6nyei a kovetkez6kben foglalhatok Ossze: tartasi-,
takarmanyozasi koltségei alacsonyabbak, mint az intenziv fajtaké; tartasa
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harmonizal az Eurdpai Unio kérnyezetvédelmi, allatvédelmi eldirasaival; a
mangalica alkalmas mocsarak rekultivaldsara, a termelésbdl kivont teriletek
hasznositasara; okotermékek eldallitasara; Serrano—tipuslt sonka készithetd
a husabol; tovabba tenyésztése a falusi turizmust is szolgalhatja. (Szabd,
2006a).

A mangalicatenyésztés egyik legfontosabb célja azonban a fajta
megmentése, meglOrzése, ezzel hozzajarulva a természeti kornyezet
sokszinliségéhez.

8. kép: Szbke mangalica koca malacaival [Sajat felvétel]

2.3.2. Gamétak, embridk krioprezervacioja

Gamétak és embridk krioprezervacidjaval kapcsolatban a kutatasok az
1970-es években kezdb6dtek meg. Napjainkban a kilonféle fagyasztasi
technikakat széles kérben alkalmazzak szarvasmarha, kecske, juh, sertés és
egyéb modellallatok gamétainak és embridinak megbrzésére (Niemann,
1991). A krioprezervacio lehetévé teszi az 6rokitbanyag megdbrzését, annak
globalis szallitasat, tovabba segitségével mdd nyilhat tenyészvonalak
Ujrateremtésére vagy szaporitasara, és az eljarassal a szelekcidos nyomas is
novelhetd (Dobrinsky, 2002).

A sikeres krioprezrvacié tobb tényezd fliggvénye: a gamétak, embridk
fejlettségi allapota, krioprotektiv anyagok alkalmazasa, a fagyasztas és
tarolds moddja, hitési sebesség, felolvasztdas mddja, krioprotektiv anyagok
eltavolitasa (Liebermann et al., 2003).

Embridk és gamétak krioprezervacidja torténhet hagyomanyos, lassu
hltéssel, illetve vitrifikacidos technikakkal. Mindkét eljaras alapja az, hogy
alkalmazasuk soran a sejtek elveszitik az intracellularis viztartalmuk nagy
részét.
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5. tablazat: A vitrifikacido és a hagyomanyos hlitési eljaras 6sszehasonlitasa
[Forras: Moore — Bonilla, 2006]

Vitrifikécié ARIg eIl Tyes
hiteés
Direkt kontaktus a
; ! q Igen Nem
folyékony nitrogennel
Jégkristaly—képzddés Nincs Van
Krioprotektiv anyagok _fno 1m0
koncentraciéja Magas (40-60 %) Alacsony (8-10 %)
H(itési sebesség 15.000 - 30.000 °C/perc | 0,3 - 0,6 °C/perc
Koltségek Olcso Draga
Direkt embriétranszfer Lehetséges Lehetséges

Hagyomanyos hitési eljaras

A hagyomanyos, lassu hltési eljarast elsé6ként egérembridkon alkalmaztak
sikerrel 1972-ben (Whittingham et al., 1972), majd 1973-ban, 10-13 napos
fagyasztott embridobol megsziletett az els6 borju (Wilmut — Rowson, 1973).
1983-ban human embriét is sikerilt lassu hitésel fagyasztani,
visszaolvasztani, belltetni, melyb6l egészséges csecsemé szlletett
(Trounson — Mohr, 1983).

Napjainkban a hagyomanyos h(itési eljarasokat rutinszerlen alkalmazzak,
azonban a kapott eredmények - pl. a visszaolvasztast/belltetést kovetd
vemhestulési szazalék — nagy szérast mutatnak. Rall (1992) szarvasmarha
esetében 14 %-o0s, mig Van Wagtendonk (1997) 45 %-o0s vemhesllési
aranyrol szamolt be.

Hagyomanyos hltési eljarasokkal az alkalmazott krioprotektiv anyagok
alacsony (1-2 M) koncentracidja miatt a toxicitds is minimalisra
csOkkentheté (Campos-Chillon et al., 2006). A hagyomanyos h{itési
eljarasok lehet6vé teszik az intracellularis és az extracellularis folyadékterek
kozti ionaramlast, igy az ozmotikus stressz csOkkentését is (Vajta -
Kuwayama, 2006).

A lassu h(itési eljards esetén a dehidralds tobb Iépcs6ben, végsé
toménységben, a sejtek 10-11 % permeabilis krioprotektiv anyagot
tartalmazo oldatban torténé inkubalasaval oldhatd meg. A hémérséklet
fokozatos csokkentését kovetben kivaltjak a  jégkristalyképz6édést
(,seeding)”, amit szabalyozott Gtem(, lassu h(ités kovet (Visintin et al.,
2002).
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Embriok hagyomanyos h(itésére a leggyakrabban alkalmazott eljaras a
anyagokat tartalmazd oldatban, 20-25 °C-on ekvilibraltatjak; -5 és -9 °C
kozott (az alkalmazott h(it6kézeg izoelektromos pontjatdl fliggben)
jégkristalyképzO6dést valtanak ki. Ezt kovetéen 0,3-0,6 ©C/perc hitési
sebességgel -33 és —-40 °C koOzO6tti homérsékletre hltik, végul folyékony
nitrogént (LN,) tartalmazé (-196 °C) tartalyokba helyezik az embridkat (Fair
et al., 2001; Nedambale et al., 2004).

Vitrfikacio

A vitrifikacids eljarast eleinte egyes szervek fagyasztasara hasznaltak (Fahy
et al., 1984). Egérembridkon els6ként 1985-ben Rall és Fahy alkalmazta
sikeresen, majd ezt kovetéen a modszert patkany, nydl, juh és
szarvasmarha embridkon is kiprébaltdak az 1980-as években (Massip et al.,
1986; Smorag et al., 1989). Az els6 sikeres sertésembrid vitrifikaciérol
Yoshino szamolt be 1993-ban.

Uj mddszer, mellyel kikiiszébdlhetd az intracelluldris és az extracellularis
jégkristaly—képz6dés. A vitrifikdcié Uvegesedést jelent - utalva az
Gvegszer( allapotra, melyben a sejtek megszilardulnak az eljaras soran. A
vitrifikacié az oldat viszkozitdsanak nagymértékl novelését igényli, ami a
eljaras kritikus pontja azonban a krioprotektiv anyagok magas
koncentraciéja, ami ozmotikus és toxikus artalmakat jelenthet az embridk
szamara. Masrészrol a gyors h(itési sebesség lehet6vé teszi a
sejtek/embridk kritikus hémérsékleti zonan (+15 °C és -5 °C kozott) valo
gyors athaladasat, ezzel csokkentve a fagyasztas soran fellépo
karosodasokat (Rall, 1987; Weber et al., 1992). A fagyasztast koévetd
visszaolvasztas technikaja alapvetéen nem kulonbézik a hagyomanyos
hlitést kovet6 visszaolvasztas modjatol: a krioprotektiv anyagok kivonasara
altalaban szaharoéz (sucrose)-oldatot hasznalnak.

A sertés gamétdk és embridk rendkivil érzékenyen reagdlnak a hitésre
(Polge et al., 1974; Didion et al., 1990b). Ez az érzékenység korlatozza az
alkalmazhatd h(itési technikakat; esetiikben a hagyomanyos h(itési eljarasok
alacsony hatasfokkal birnak; a megoldast a Vvitrifikacié alkalmazasa
jelentheti (Dobrinsky, 1997).

Az elmult évtizedben tobb vitrifikacids moddszert dolgoztak ki, melyek
sikerrel alkalmazhatdk sertés embridk (Yoshino et al., 1993; Kuwayama et
al., 1997; Esaki et al., 2004) és petesejtek (Didion et al., 1990b; Isachenko
et al., 1994; Fujihara et al., 2004a) fagyasztasara.

A klasszikus vitrifikacios eljarasndl hagyomanyos m(iszalmakban torténik az
embridok fagyasztasa, ami megkézelitéleg 2500 °C/perc hlitési sebességet
eredményez (Rall — Fahy, 1985).
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A hitési sebesség tobb tényezd fliggvénye: oldatmennyiség a
petesejt/embrié koril, a hordozd atmérGje, falanak vastagsaga, direkt
kontaktus a folyékony nitrogén (LN,) és a gamétakat/embridkat tartalmazo
oldat kozott.

A, nyitott végl milszalma” (OPS) Vvitrifikaciés eljaras ezeknek a
paramétereknek a redukalasat teszi lehetévé. A technikat 1997-ben Vaijta
mutatta be - az elsé megsztiletett malacrél, mely OPS eljarassal fagyasztott
blasztociszta embridbdl szarmazott, Berthelot szamolt be (2000). Az OPS
vitrifikdci6 esetében a hordozd egy nyitott végli mdlanyag- vagy
Uvegkapillaris, melynek térfogata 0,25 ml, atméréje pedig a hagyomanyos
mUiszalmanak a fele. Az Giveg jo hOvezetd képessége miatt gyorsabb h(itési
és felmelegedési sebességet tesz lehetévé (akar 20.000 °C/perc is lehet). A
petesejteket/embriokat 1-2 ul oldatban, kapillaris-elven szivjak fel a
specidlisan kialakitott m(iszalmdkba, majd kozvetlen LN,-be martjak. Az
ekvilibracié/hltés és a visszaolvasztas/dehidralas 7 illetve 15 percet vesz
igénybe (Vajta et al., 1997).

Az MVC (minimalis térfogatban torténé hiités) technikat Hamawaki (1999)
szarvasmarha embridkra dolgozta ki. Az eljaras lényege, hogy specialisan
kiképzett, megkdzelitbleg 1 mm széles mlanyag lemezre helyezik 5 pl-es
cseppben a sejteket, haromlépcsds ekvilibraciot kévetéen. A lemezt azutan
LN,-ben hitik, majd az erre a célra kialakitott m{ianyag hengerbe helyezik.
A kis térfogat és a kozvetlen érintkezés a LN,-el, rendkivil gyors hdatadast
tesz lehetévé. Hamawaki 75,8 %-0s embriotulélést tapasztalt a
visszaolvasztast kovetden.

Az SSV (Solid surface) eljaras esetében a sejteket 1-2 pl-es cseppben,
eléh{tott (-150 °C) fém fellileten fagyasztjak (Dinnyés et al., 2001, Somfai
et al., 2006).
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9. kép: Hagyomanyos h(ités és a vitrifikacié hiitési sebességének
0sszehasonlitasa [Moore — Bonilla, 2006]

2.3.3. A vitrifikacié soran alkalmazott oldatok

A vitrifikdcido soran alkalmazott oldatok k&zos tulajdonsaga, hogy nagy a
viszkozitdsuk, ami a magas koncentracioban alkalmazott krioprotektiv
anyagoknak ko6szonhet6. A médiumok tartalmazhatnak még cukrokat,
fehérjéket és egyéb makromolekulakat.

Krioprotektiv anyagok (CPA-k)

Védobanyagok. Az oldat fagyaspontjat csokkentik, és eddig ismeretlen médon
stabilizaljak a sejtmembrant. Alacsony homérsékleten noévelik az oldat
viszkozitdsat, amivel elkerlilhet6 a fagyasztas soran a jégkristalyok
képzb6dése. Vitrifikaciot segité hatasuk azzal fliigg Ossze, hogy képesek a
vizmolekuldkhoz koétédni, illetve a sejten belll helyettesiteni a vizet. A CPA-k
azonban magasabb hémérsékleten toxikusak, de ez a tulajdonsaguk
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kikliszobolhet6 alacsony hémérsékleten és rovid ideig tartd, tobblépcsts
ekvilibraltatassal (Agca et al., 1998). Els6 I|épcs6ében alacsonyabb
CPA-kat tartalmazé meédiumban torténik az ekvilibraltatds, ezt kovetben
kerilnek a mlszalmak a LN,-be. Valdez (1992) egérembridkat vitrifikalt az
egylépcs6s és a kétlépcsGs technikaval - tapasztalatai szerint nem volt
lényeges kllénbség a blasztociszta—arany tekintetében (45 illetve 54 %),
azonban tobb megszlletett utddot jegyzett fel a kétlépcsds ekvilibraltatast
kovetben.

» Permeabilis (intracellularis) krioprotektiv anyagok

Az intracellularis folyadék dehidraldsdhoz a permeabilis CPA-k
nélkulézhetetlenek. Ezek az anyagok passziv Uton, a viz kidramlasanal
lassabban jutnak be a sejtbe; emiatt els6ként a sejtek zsugorodnak a CPA-k
bedramlasa utan, végul elnyerik megfelel6 alakjukat.

A permeabilis CPA-k sejthartyan vald athaladasa figg a CPA permeabilitasi
egyltthatéjatél, hémérséklettdl, molekulatomegtdl, a petesejt/embrid
felliletének nagysagatol.

Az intracellularis CPA-k k6zé tartoznak a kovetkez6k (kevésbé toxikustol a
legmérgezObb felé haladva): etilén-glikol (EG), propandiol, glicerin, dimetil-
szulfoxid (DMSO), acetamid.

Az EG-t sikeresen alkalmaztak petesejtek és embridk fagyasztasakor
(Dobrinsky — Johnson, 1993). Az EG az egyik legpermeabilisabb CPA (Széll
et al., 1989). Ez a tulajdonsaga rovidebb ekvilibraciét és gyorsabb
visszaolvasztast tesz lehetévé a fagyasztas el6tt (Kasai — Mukaida, 2004).

A permeabilitdas azonban fligg a petesejtek és az embridk fejlettségi
allapotatol is: a kibujt blasztocisztaba kéonnyebben bejutnak a permeabilis
CPA-k, mint a zona pellucidaval rendelkezé petesejtbe/embridba. Pedro
(2005) mutatott ra, hogy a csirahdlyag (GV)-stadiumul sertés petesejtek
kevésbé permeabilisak az EG-lal szemben - ez lehet a magyarazata annak,
hogy ezek a petesejtek a hitésre rosszabbul reagalnak, mint az M-Il allapotu
oocitak.

* Nem permeabilis (extracellularis) krioprotektiv anyagok

Nagyobb molekuldak, mint a permeabilis CPA-k, ezért a sejt passziv
diffazidval nem képes felvenni ezeket az anyagokat. Ide tartoznak a cukrok
(pl. szahardz, trehaldz) és bizonyos makromolekulak (pl. Ficoll).

Cukrok

A cukrok, mint a monoszaharidok (pl. glikéz, fruktéz, szorbitol, mannitol),
diszaharidok (pl. szahardz, trehaldz), poliszaharidok (pl. raffindz, dextran)
részt vesznek a sejtek dehidralasaban: novelik az ozmolalitdst, mikozben
segitenek megdrizni a sejt struktirajat.
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A fagyasztas elGtti ekvilibralas kilonb6z6 cukrokat tartalmazd oldatban,
lehetévé teszi a gyors vizkidramlast a sejtb6l — ezaltal csokkenthetd az
ekvilibracié ideje.

A cukrok ozmotikus egyensulyt is fenntartanak: oldathoz adagolasukkal

csOkkenthet6k a  visszaolvasztaskor fellép6  ozmotikus  artalmak
(Leiebermann et al., 2003).

Tapasztalatok szerint a monoszaharidok jobban alkalmazhatdk a vitrifikacids
oldatokban, mint a di- és poliszaharidok. Utdébbiakkal az a gond, hogy
felolvasztaskor és szobah6mérsékleten kicsapdodhatnak az oldatbdl, és az
embridkra nézve toxikusabbak, mint a monoszaharidok (Kuleshova et al.,
1999).

Fehérjék

Ismert, hogy a szérumnak (FCS, BSA) membranvédo hatasa van, azonban a
vitrifikacios  oldatok  szérum-—kiegészitésével  kapcsolatos  kutatasi
eredmények nem egységesek.

Men (2005) szerint az ekvilibraciohoz hasznalt oldatok kiegészitése
szérummal elénydsen hatott az embridk tulélésére és az embridfejlédésre a
visszaolvasztast kovetden.

Vajta (1999) szintén a szérum-—kiegészités (20 % FCS vagy 20 % BSA)
pozitiv hatdsarél szamolt be szarvasmarha blasztociszta embriok OPS
vitrifikaciojakor.

Ezzel szemben Mucci (2006) vizsgalatai szerint (szintén szarvasmarha
embridk esetében) a szérum—kiegészités nélklli csoportban az embridk jobb
tulélési aranyt mutattak.

Abe (2002) a szérum negativ hatdasat azzal magyarazta, hogy a
szérum—kiegészitést tartalmazd oldatban ekvilibralt szarvasmarha embridk
lipidcseppjeinek szama és mérete megndtt, ami kézismerten kedvezGtlen
hatdsu a vitrifikacio sikerességére nézve.

Egyéb makromolekuldk

A kilénb6z6 makromolekuldk a fagyasztas soran névelik a viszkozitast, és
segitik az extracellularis jégkristaly—képz6dés elkerlilését.

A nem permeabilis makromolekuldk kevésbé toxikusak, mint a CPA-k
(Liebermann et al., 2003).

A vitrifikaciés oldatokban leggyakrabban alkalmazott makromolekuldk a
koévetkezdk: polietilén-glikol 8000, polivinil-pirrolidon 360.000, Ficoll 70.000
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vagy 400.000, polivinil-alkohol, dextran. Ezek a vegylletek védik a zona
pellucidat és segitik az embridk fejlédését (Doumoulin et al., 1994).

Novekedési faktorok

Desai (2000) vizsgalatai szerint az EGF-t, az IGF-1-t és az IGF-2-t
tartalmazd oldatokban torténd ekvilibraltatas javitja a sejtek tulélését a
visszaolvasztast kévetden.

2.3.4. Visszaolvasztas

A vitrifikacios eljards sikerességét a fagyasztashoz hasonldéan, a
visszaolvasztas mddja is befolyasolja.

A milszalmdk visszaolvasztasa torténhet 10 masodpercig szoba-
homérsékleten tartassal, majd fél percig 35 °C-os vizfurdobe helyezéssel
(Fair et al., 2001). Az OPS eljaras esetében a miiszalmak visszaolvasztasa
néhany masodpercig térténd kézben-tartassal, majd ekvilibracios oldatba
(37 °C) martassal torténik. Ebben az esetben a visszaolvasztas sebessége
tobb mint 4460 °C/perc (Liebermann et al., 2002). A szobahémérsékleten
torténd visszaolvasztas percenként kevesebb, mint 196 °C/perc sebességet
tesz lehetévé, ami a ZP karosodasat eredményezheti (Shaw et al., 1997).

A visszaolvasztas soran a krioprotektiv anyagokat (CPA) ki kell vonni a
sejtekbdl, mert azok magasabb hémérsékleten toxikusak lehetnek — ehhez a
sejteket tobb Iépésben, az adott krioprotektiv anyagokra nézve egyre kisebb

. s

A rehidralast megfeleld sebességgel kell elvégezni, mert a sejtbe gyorsan
bedramlé viz miatt sérlilhetnek a sejtorganellumok. A sejtek tual gyors
vizfelvételének megakadalyozasa érdekében az oldatokhoz nem permabilis
CPA-t (leggyakrabban szahardzt) adnak — ezzel névelve az ozmolalitast, ami
egyben a CPA-k sejtbdl kidramlasat segiti (Hochi et al., 2001).

2.3.5. Sejtkarosodasok a hiités/visszaolvasztas soran

Sertés gamétak/embridk homérséklet—valtozassal kapcsolatos rendkivili
érzékenységének okait tébb kutatdcsoport is vizsgalta.

A nagy koncentraciéban alkalmazott CPA-k toxicitdsa az ekvilibracio
kéralményeinek (hémérséklet, id6) helyes megvalasztasaval csokkentheto.
Az ekvilibraciét lehet6leg szobahdmérsékleten, tébb lépcsbben, révid id6
alatt (néhany perc) kell elvégezni (Isachenko et al., 1998).
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Ghetler (2006) emberi petesejtek vitrifikacidja soran, a ZP szerkezetének
be - melyek felelések lehetnek a felolvasztast kovet6 alacsony
termékenyUlési aranyért.

e 7.

valtozast figyeltek meg. A h(itési eljaras soran a petesejtekben cstkkent a
plazmamembran szelektiv permeabilitdsa, megvaltozott a meiotikus orso
mikrofilamentumainak, mikrotubulusainak a szerkezete, sérliltek a sejteket
0sszekotd strukturak, a mitokondriumok mérete megnétt, a membranok
depolimerizalédtak és kromoszomak szétesésérdl szamoltak be (Johnson —
Pickering, 1987; Aman — Parks, 1994; Diez et al., 2005)

7.

figyeltek meg (Dobrinsky, 1996b). Az intracellularis lipidmolekulak
kapcsolatban vannak a sejtvaz elemeivel; h(ités soran ezek a kapcsolatok
sérilhetnek, ami a petesejt/embrié citoszkeletonjanak irreverzibils
valtozasait okozhatja (Fujihara et al., 2004b).

Ismert, hogy a sertés gamétak és embridk citoplazmajanak lipidtartalma
nagyobb, mint egyéb gazdasagi allatoké. A magas lipid/fehérje arany
meghatarozoé a sejt hipotermias érzékenységére nézve (Dobrinsky, 1997). A
korai embriokban nagyobb lipidtartalmat figyeltek meg, mint a késobbi
stadiumban |év6 embridk esetében; sertés embridk citoplazmajaban a
blasztocisztak kibujasat kovetéen csdokken a neutrdlis zsircseppek mérete.
Ugy tlinik, hogy a lipidekre a kibljashoz és az embrié normalis fejlddéséhez
van szlikség (Nagashima et al., 1996).

Mikromanipulaciéval és centrifugdldssal a petesejtben/embridban 1évd
lipidcseppek eltavolithatdk, illetve polarizalhatok. Mindkét eljaras javitotta a
petesejtek/embridk tulélési aranyat a felolvasztast kdvetéen (Nagashima et
al., 1996, 1999; Esaki et al., 2004).

A kulénbozd fejlettségli embriok eltérden toleraljak a hiitési hémérsékletet.
Megfigyelték, hogy 5 napos morula embridk nem élték tul az eljarast, mig az
expandalddott blasztocisztdk 30 %-a, a kibujt blasztocisztdk 40 %-a
életképes volt a felolvasztast kovetéen (Dobrinsky, 2002). Nagashima
(1996) szerint a vitrifikacidhoz optimalis embrioméret kibujt blasztocisztak
esetében 150-300 pm; szerinte minél nagyobb az embrié mérete, annal
rosszabb az eljaras hatékonysaga.

A krioprezervacié soran reaktiv oxigén gyokok (ROS) alakulhatnak ki,
melyek meghatarozé tulajdonsdggal birnak a petesejtek/embridk
visszaolvasztast kovetd élet- és fejléd6képességére nézve (Kelly et al.,
2006). Ez a karos hatas azonban kiklisz6b6lhetd, ha a vitrifikacios oldatokat
EDTA-val (0,1 mM) és/vagy GSH-val (1 mM) és/vagy B-merkaptoetanollal
(100 mM) egészitik ki (Aksoy et al., 1999, Nedambale et al., 2006).

A krioprezervacié eredményességének javitdsa érdekében lehetGség van
citoszkeleton-, membran- és fehérjestabilizatorok alkalmazasara is. A
petesejtek/embridok  sejtvazanak épsége esszencidlis a cito- és
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kariokinézishez, az embrié alakjanak fenntartasaban, a sejtciklus normalis
lezajlasahoz és a sejten bellili kommunikacidhoz.

Petesejtek/embridk hiités soran fellépo karosodasokkal szembeni ellenalld-
képessége novelhets citohalazin—B-t (CB) tartalmazd oldatban térténd pre-
ekvilibraltatassal. A CB a citoszkeletont reverzibilisen rugalmasabba teszi,
igy védve azt a hités soran (Dobrinsky et al., 2000).

Pribenszky (2004) és Molnar (2002) a fagyasztasi eljaras soran megnovelt
hidrosztatikai nyomassal javitottdk egér blasztocisztak tulélését.

Az embridk krioprezervaciéval szembeni toleranciaja névelhetd kokulturak
alkalmazasaval. Ugy tlnik, hogy a petesejtek/embridk granuldzasejtekkel
valé egyitt—inkubaldsa jobb hatdsfokld, mint a petevezet6bdl szarmazd
epitel sejtekkel vald kokultivacié (Leibo — Loskutoff, 1993).
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3. ANYAG ES MODSZER

A dolgozatban bemutatott kutatasokat a Nyugat—Magyarorszagi Egyetem,
Mezégazdasag- és Elelmiszertudomanyi Kar, Allattudomanyi Intézet
Laboratériumaban és a Murciai Allatorvos-tudomanyi Egyetem (Murcia,
Spanyolorszag) Kutatdlaboratériumaban végeztik el 2004 és 2007 kozott.

3.1. Sertés petesejtek aktivalasa

Vizsgalataink célja sertés petesejtek kémiai Uton, kilonb6z6 vegyszerekkel
tortén6é aktivalasanak kivaltasa, illetve az alkalmazott kemikaliadk
embridfejlédésre gyakorolt hatdasanak vizsgalata volt.

3.1.1. Alkalmazott vegyszerek

A kisérletekhez sziikséges vegyszereket a Sigma—Aldrich (Budapest) Kft-tol
és a Werft—Chemie GmbH-tol (Bécs) vasaroltuk.

A vizsgalatokhoz szliikséges petefészkeket a janossomorjai vagodhid
biztositotta. A petefészkek laboratoriumba szallitdasa 38 ©C-os fizioldgias
sooldatban (0,9 % [w/v] NaCl) tortént.

Ezt kovette az ovariumok fertétlenitése haromszori, CETAB-oldatban
(hexadecil-trimetil-ammodnium-bromid; H-5882) és haromszori, fizioldgias
sooldatban tértén6 atmosassal.

A kumulusz—petesejt komplexek (COC) kinyeréséhez Hepes—PVA oldatot
hasznaltunk (1. melléklet).

A petesejteket TCM-199 oldatban maturaltattuk, melyet sertés
follikulusfolyadékkal (PFF), natrium-piruvattal, ciszteaminnal, glutaminnal,
antibiotikumokkal, és az érés els6 20 érajaban hormonokkal egészitettiink ki
(2. a, b, c melléklet).

Az aktivalas soran alkalmazott alapmédium natrium-laktattal, és piruvattal
kiegészitett, Ca**—mentes NCSU-37 oldat volt (3. melléklet), melyet a
kezelési csoportoknak megfelel6 vegyszerekkel (stroncium-kloriddal, 6-

dimetil-aminopurinnal, cikloheximiddel, illetve ezek kombinacidjaval)
egészitettlink ki (4. melléklet).

Az embriotenyésztés NCSU-37 oldatban (5. melléklet) tortént.
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3.1.2. Petesejtek gyUjtése

Kisérleteinkben vagodhidrdl szarmazd, nagy fehér fajtacsoportba tartozo,
prepuberdlis sertés petefészkekb6l nyert COC-ket hasznaltunk. A
petefészkeket, a fertétlenitést kovetéen, 38 ©C-os vizflirdében, fizioldgias
sooldatban tartottuk a felhasznalasig, amely egy 6ran belll megtértént.

Vizsgalatainkhoz sargatest és ciszta nélkilli petefészkeket hasznaltunk. A
3—6 mm atmérdjl follikulusokbdl a tlisz6folyadékot és a benne Iévé COC-
ket 10 ml-es kézifecskendd és a hozza csatlakoztatott 18G—jeld td
segitségével szivtuk le, majd mlanyag centrifugacsébe gy(jtottik.

Miutan a sejtek lelilepedtek, a felllUszo eltavolitdsa utan a visszamaradt
sejteket Hepes—TCM-199 oldattal reszuszpendaltuk, és megkezdtik a COC-k
kivalogatasat.

10. kép: Sertés petefészkek az aspiralas el6tt
[Sajat felvétel]

3.1.3. Petesejtek in vitro érlelése

A COC-ket sztereomikroszkép (Nikon) segitségével (40x nagyitas)
kivalogattuk. Az IVM-hoz j6 minOségl, tobbrétegli, kompakt
kumuluszallomannyal rendelkezd petesejteket hasznaltunk fel.

A COC-ket ezt kdovetben haromszor atmostuk az IVM-hoz hasznalt oldatban,
majd  ,négylyukd” tenyésztbedényben (NUNC), 50 COC/500 i
IVM—oldatban, 42 éran keresztul, 5 % CO,—tartalmi gazkeverékben, 38,5
0C-on maturaltattuk. A maturacio els6 20 6rajaban az IVM—oldatot 10 IU/ml
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hCG-vel és PMSG-vel egészitettik ki; ezt kovetéen az érlelés hormonmentes
oldatban tortént (2. a, b, c melléklet).

3.1.4. Az in vitro maturacio sikerének értékelése

A maturacié sikerességének elbirdlasa a sejtmag érésének vizsgalataval
(metafazis-Il osztddasi stadiumu petesejtek szamanak meghatarozasa),
illetve a kumuluszallomany morfologiai értékelésével (expandalodasi arany
kifejezése) tortént.

A  maturacié végén, ismétlésenként 30-30 COC-t, véletlenszer(ien
kivalogattunk. Feljegyeztik az expandalédasi aranyt, majd pipetta
segitségével eltavolitottuk a kumuluszsejteket a petesejtek felszinérdl. Ezt
kévetéen az oocitdkat ecetsav és etanol, 1:3 aranyu keverékében 3 napig
fixaltuk, majd 0,1 %-o0s ecetsavas—orceinnel festettik, és mikroszkop
segitségével (400x nagyitas) meghataroztuk, hogy a petesejtek mekkora
része érte el a M-Il allapotot.

3.1.5. Petesejtek aktivalasa

42 6ra maturaciot kovetéen az expandalt kumuluszallomannyal rendelkezg,
j6 minGségl (egyenletesen sotét ooplazmaval, és lathatd sarkitesttel
rendelkez6) petesejtek felliletérél  pipettazassal eltavolitottuk a
kumuluszsejteket.

A petesejteket haromszor atmostuk (a csoportnak megfeleld vegyszer-
kiegészitést tartalmazd) 2-2 ml Ca**—mentes NCSU-37 oldatban.

Ezt kovetéen csoportonként 90—120 petesejtet, a csoportnak megfeleld
vegyszer-kiegészitést tartalmazo, aktivalashoz hasznalt Ca®*—mentes NCSU-
37 oldatban 5 éran keresztil, 38,5 °C-0s, 5 % CO,-tartalmu gazkeverékben,
termosztatban inkubaltuk.

3.1.6. Az aktivalédas meghatarozasa

Az aktivaldodas eredményességét az o6t o6ras kezelést kévetd inkubacid 7.
orajaban hataroztuk meg. A petesejteket ecetsav és etanol 1:3 aranyu
keverékében fixaltuk, 0,1 %-o0s ecetsavas—orceinnel festettlik, majd
mikroszkopban vizsgaltuk.

Aktivaltnak tekintettik azokat az oocitakat, melyekben pronukleusz(oka)t
tudtunk megfigyelni.
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Egyes petesejteket — az elémagok szemléletesebb bemutatdsa érdekében —
Hoechst 33342 (B—2261)-vel festettliink meg.

3.1.7. Az embridk in vitro tenyésztése

Az Ot Oras kezelést kovetOen, a petesejteket 2-2 ml NCSU-37 oldatban
haromszor atmostuk, majd 500 upl nagysagu, asvanyi olajjal (M—8410)
fedett NCSU-37 oldatba (30 petesejt/500 ul médium) helyeztik.

Az embridkat 6 napon keresztil, 38,5 ©°C-0s, 5 % CO,—tartalmu
gazkeverékben, termosztatban inkubaltuk.

3.1.8. Az embridfejlédés eredményességének meghatarozasa

48 oraval (2. kisérletsorozat), illetve 6 nappal (3. kisérletsorozat) az
aktivalast kévetden a petesejteket/embridkat ecetsav és etanol, 1:3 aranyu
keverékében 3 napig fixaltuk, majd 0,1 %-o0s ecetsavas—orceinnel festettlik,
és mikroszkdp segitségével meghataroztuk az embridk fejlettségi allapotat.

3.1.9. Kisérleti terv

Az in vitro maturaci6 (42h) hatékonysaganak meghatarozasahoz
ismétlésenként 30—30 petesejtet vizsgaltunk meg (értékeltik az
expandalddasi aranyt és a sejtmag érését).

1. kisérletsorozat

A kisérlet soran in vitro maturaltatott petesejteket aktivaltunk 10 mM
stroncium-kloriddal az S—csoportban (petesejtek szama (n)=145), 2 mM
6-dimetil-aminopurinnal a D-csoportban (n=144) és 0,04 mM
cikloheximiddel a CX—csoportban (n=143).

A kezelést stroncium-klorid (15,85 mg/ml) és cikloheximid (1 mg/ml)
kombinaciéjaval (SCX—csoport; n=142) illetve stroncium-klorid (15,85
mg/ml) és 6-DMAP (32,36 mg/ml) kombinaciéjaval (SD—csoport; n=144)
is elvégeztlk.

Az Ot O6ras kezelést kovet6en megvizsgaltuk a nem aktivalodott (M-I

allapotban maradt), az aktivalédott (pronukleusszal rendelkezg), illetve a
kezelés soran degeneralodott sejtek aranyat.

A kontroll csoportban (n=127) a petesejteket 42 déran keresztil
maturaltattuk, majd 7 éran keresztlil NCSU-37 oldatban inkubaltuk.
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2. kisérletsorozat

A vizsgalathoz az els6 kisérletsorozathoz hasonlé modon kezeltik a
petesejteket [S—csoport (n=188), D-csoport (n=169), CX-csoport
(n=159), SD-csoport (n=191), SCX-csoport (n=158)].

A kezelés utan az oocitakat 48 6ran keresztll NCSU-37 oldatban kultivaltuk.

A kontroll csoportban (n=90) a petesejteket 42 6rat maturaltattuk, majd
48 o6ran keresztil NCSU-37 oldatban inkubaltuk.

Ezt kovetben a petesejteket/embridkat ecetsav és etanol 1:3 aranyu
keverékében fixaltuk, és 0,1 %-o0s ecetsavas—orceinnel festettik, majd
meghataroztuk, az embridfejlédést megkezdett sejtek aranyat.

3. kisérletsorozat

A kémiai kezelést kovetéen [S—csoport (n=68), D-—csoport (n=97),
CX-csoport (n=95), SD-csoport (n=80), SCX-csoport (n=81)] a
petesejteket/embriokat 6 napig 500 pl NCSU-37 oldatban tenyésztettiik,
majd a masodik kisérletsorozatban leirt modon fixaltuk és festettiik.

Ezt kbvetéen megvizsgaltuk az embriok fejlodését, és meghataroztuk a
blasztocisztdk szamat.

A kontroll csoportban (n=90) a petesejteket 42 oéran keresztil
maturaltattuk, majd 6 napig NCSU-37 oldatban inkubaltuk.

3.1.10. Statisztikai vizsgalat

A vizsgalatokat haromszor ismételtilk meg.

A maturacios ratat, a pronukleusz—képz6édést, az embriofejlédés aranyat
tobbtényezds varianciaanalizissel, a STATISTICA program ANOVA
rendszerével, Duncan’s-teszt segitségével elemeztik. Szignifikans
kulonbségként értékeltlik, ahol a valdszinliség P<0,05.
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3.2. Sertés petesejtek krioprezervacioja

Az elsO kisérletsorozatban megvizsgaltuk, hogy a kumuluszsejteknek milyen
hatdsa van az érett (M-ll) petesejtek vitrifikacios eljarassal szembeni
érzékenységére.

Masodik kisérletsorozatunkban értékeltik, hogy az éretlen (csirahdlyag; GV-
allapotu), illetve az in vitro maturaltatott (M-Il) petesejtek hogyan reagalnak
a vitrifikacios eljarasra.

3.2.1. Alkalmazott vegyszerek

A kisérletekhez sziikséges vegyszereket a Sigma-Aldrich (Budapest) Kft-tol
és a Werft—Chemie GmbH-to6l (Bécs) vasaroltuk.

Vizsgalatainkhoz a petefészkeket a janossomorjai és a mariakalnoki
vagohidak biztositottak.

A petefészkek laboratériumba szallitdsa 38 °C-os fizioldgids séoldatot (0,9
% [w/v] NaCl) tartalmazo6 termoszban tortént.

Az ovariumok fertGtlenitése CETAB, illetve fizioldgias sooldatban torténd
haromszori atmosassal tortént.

A kumulusz—-petesejt komplexek (COC) kinyeréséhez Hepes—PVA oldatot
hasznaltunk (1. melléklet).

A petesejteket TCM-199 oldatban maturaltattuk, melyet sertés
follikulusfolyadékkal (PFF), natrium-piruvattal, ciszteaminnal, glutaminnal,
antibiotikumokkal, és az érés elsd 20 6rdjaban hormonokkal egészitettiink ki
(2. a, b, c melléklet).

A vitrifikacids eljaras soran hasznalt alapoldat Hepes—TCM-199 médium
(M-7528) volt, amit 5 mg/ml BSA-val egészitettlink ki (HM).

A fagyasztas soran alkalmazott oldatok Osszetételét a 6. a, b mellékletek
tartalmazzak. Krioprotektiv anyagként etilén-glikolt (EG) és dimetil-
szulfoxidot (DMSO) hasznaltunk.

A visszaolvasztashoz sziikséges oldatok Osszetétele a 7. a, b mellékletben
talalhatd. A krioprotektiv anyagok kivonasahoz és a rehidralashoz az
oldatokhoz kil6nb6z6 koncentraciéban szahardzt adtunk.

Az in vitro termékenyitéshez modositott TBM (mTBM) oldatot (Abeydeera et
al., 1997) hasznaltunk (8. melléklet).

A termékenyitést kovetd 24 o6ras kultivacio NCSU-23 oldatban (9. melléklet)
tortént.
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3.2.2. Petesejtek gyljtése

A petesejtek gyUjtését a 3.1.2. fejezetben leirtakkal azonos modon végeztik
el.

3.2.3. Petesejtek in vitro érlelése

Az IVM kivitelezése a 3.1.3 fejezetben bemutatott médon tortént.

3.2.4. Az in vitro érlelés sikerének értékelése

Az IVM hatékonysaganak meghatarozasa a 3.1.4. fejezetben alkalmazott
fixalasi és festési eljarast kovetd mikroszkdpos vizsgalattal tértént.

3.2.5. Petesejtek vitrifikdlasa OPS modszerrel

A petesejteket ,nyitott végl miszalma” (OPS) eljarassal vitrifikaltuk (Vajta
et al., 1997).

A petesejtek fagyasztast megel6zd ekvilibraltatdsa krioprotektiv anyagokat
tartalmazo oldatokban 2 IépcsGben tortént. Az els6 ekvilibraltatas (3 perc)
soran alkalmazott oldatban a krioprotektiv anyagok (EG és DMSO)
koncentraciéja 2-2 M volt (6. b melléklet), mig a masodik ekvilibracio (1
perc) 6,5-6,5 M EG-t és DMSO-t tartalmazé oldatban tortént (6. c
melléklet).

A masodik ekvilibraciot kévetdéen a petesejteket tartalmazd, 10 ul nagysagu
médiumcseppeket nyitott végli miszalmakba szivtuk fel (kapillaris elven),
majd azonnal folyékony nitrogént (—196 °C) tartalmazé tartalyba helyeztik.

3.2.6. Petesejtek visszaolvasztasa

A fagyasztashoz hasonldan a petesejtek visszaolvasztasa is tobb |épcsGben
tortént. A miszalmakat a folyékony nitrogénbdl vald eltavolitast kovetben,
ujjaink kozé fogva (~36 °C) melegitettik fel fél perc alatt. Ezutén a
petesejteket 5 percre, a felolvasztdshoz hasznalt Ml-oldatba (7. a
melléklet) helyeztik. A masodik ekvilibraci6 (5 perc) kisebb

TR

a petesejteket HM—oldatba (6. a melléklet) helyeztik szintén 5 percre.
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3.2.7. Petesejtek vizsgalata

A visszaolvasztast kovetéen mikroszkdp segitségével (400x nagyitas)

7.

s s

IVF-hez — azokat a petesejteket, melyek citoplazmaja egységesen sotét és
homogén volt, a zona pellucida (ZP) nem sérllt, illetve a petesejt alakja
normalis volt. A vildgosbarna citoplazmaval vagy sérilt ZP-val rendelkezé
oocitakat abnormalisnak tekintettik.

A visszaolvasztdst kovetGen tortént a petesejtek ZP-janak, és
plazmamembranjanak a vizsgalata is. 0,1 % pronaz oldatba helyeztink
csoportonként 30—40 petesejtet, és megmértiik, hogy a ZP mennyi id6 alatt
bomlott le, tovabba megfigyeltik (400x nagyitds) a plazmamembran
szerkezetét is.

3.2.8. In vitro termékenyités

Miutdn a morfoldgiailag normalis petesejteket haromszor atmostuk a
fertilizacidhoz hasznalt (mTBM) oldatban, majd 90 ul nagysagu, asvanyi
olajjal (M—8410) fedett mTBM médiumcseppbe helyeztik (30 petesejt/90 ul
mTBM) és a termékenyitésig termosztatba (5 % CO,, 38,5 °C) tettuk.

A termékenyitéshez fagyasztott/visszaolvasztott kanspermat hasznaltunk. A
m(iszalmakat 37 °C-os vizflirdében, 1 perc alatt felolvasztottuk, majd 8 ml
el6inkubalt mTBM-be helyeztik a spermat, és két percen keresztll
3000/perc fordulatszamon centrifugaltuk. A kapott pelletet reszuszpendaltuk
70 ul mTBM oldattal. Thoma-sejtszamlalé kamra segitségével
meghatdroztuk a koncentraciét, majd bedllitottuk 1x10° spermium/ml-re.
Ezt kovetéen 10 pl spermium-—szuszpenziot adtunk a 90 pl nagysagu
Jtermékenyit6”—médiumcsepphez, majd a petesejteket és a spermiumokat
4 o6ran keresztll termosztatban egyutt inkubaltuk.

3.2.9. Termékenyitett petesejtek kultivalasa

A termékenyités utan pipettazassal eltavolitottuk a petesejtek felszinérdl a
spermiumokat és — amelyik csoportokban az oocitdk még nem voltak
korabban lecsupaszitva — a kumuluszsejteket.

Ezutan a petesejteket haromszor atmostuk 2-2 ml NCSU-23 oldatban, majd
500 ul elGinkubalt NCSU-23 médiumba helyeztlik, amit 24 6ras kultivalas
kovetett (38,5 °C, 5% CO,).
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3.2.10. Termékenyllési rata meghatarozasa

Az IVF utan 24 6ran keresztil kultivaltuk a petesejteket, majd ecetsav és
etanol 1:3 aranyu keverékében fixaltuk, és 0,1 %-o0s ecetsavas—orceinnel
festettlk.

Mikroszkdp segitségével (400x nagyitds) megvizsgaltuk az oocitakat:
termékenylltnek  tekintettik  azokat, melyekben pronukleuszokat,
kondenzalt/dekondenzaldédott kromatinnal rendelkez6 himivarsejtet, vagy a
perivitellinaris térben a masodik sarkitestet tudtuk megfigyelni.

3.2.11. Kisérleti terv

1. kisérletsorozat

In vitro maturaltatott, kumuluszsejtekkel korllvett [K—csoport (petesejtek
szama (n)=255)], illetve a maturacido utan lecsupaszitott (kumuluszsejtek
pipettazasal torténd eltavolitdsa) petesejteket [CS—csoport, n=215]
vitrifikaltunk.

A kontroll csoportban (n=217) a petesejteket az IVM utan
termékenyitettlik, majd 24 éran keresztll kultivaltuk NCSU-23 oldatban.

Megvizsgaltuk, hogy a visszaolvasztast kdvet6en a petesejtek mekkora
hanyadadnak volt normadlis morfoldgidja, illetve mekkora részik
degeneralddott a vitrifikacids eljaras soran.

A visszaolvasztast kdvetben, a K— és a CS—csoportokban, illetve a kontroll
csoportban, a petesejteket 0,1 % pronazzal kezeltiik, és megmértik a zona
pellucida feloldédasanak idejét, tovabba megfigyeltltk az ooplazma
membranjanak épségét is.

Az IVF utan feljegyeztiik, hogy mekkora volt a fertilizacios rata.

2. kisérletsorozat

Eretlen [kumuluszsejtekkel korllvett = GK-csoport (n=510) illetve
pipettazassal lecsupaszitott = GCS—csoport, n=560)] és in Vvitro
maturaltatott, kumuluszsejtekkel korilvett [MK-csoport (n= 350)]
petesejteket vitrifikaltunk az OPS eljarassal.

Megvizsgaltuk, hogy a petesejtek fagyasztassal kapcsolatos érzékenysége
hogyan valtozik az éretlen és az in vitro maturaltatott petesejtek esetében.

A visszaolvasztast kovetéen a M-Il petesejteket (MK-csoport)
termékenyitettiik, a GV—petesejteket (GK-csoport, és GCS-—csoport)
els6ként maturaltattuk, majd azt kovetéen szintén termékenyitettik.
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A kontroll csoportban (n=130) a petesejteket maturaltattuk, majd
termékenyitettiik és a termékenyitett oocitakat 24 éran keresztlil NCSU-23
oldatban inkubaltuk.

Megvizsgaltuk a visszaolvasztast koveté morfologiai valtozasokat a
petesejtek szerkezetében és a sejtmag érését a vitrifikacids eljaras elGtt
(MK—csoport), illetve a vitrifikdcidé utan (GK-csoport és GCS-—csoport)
maturaltatott petesejtek esetében, tovabba feljegyeztiik a termékenyllési
aranyt a kulénb6z6 csoportokban.

3.2.12. Statisztikai vizsgalat

Mindkét kisérletsorozatot haromszor ismételtiik meg.

A kapott eredményeket a STATISTICA programcsomag ANOVA rendszerével,
Duncan’s multiple range test segitségével elemeztik. Szignifikans
kulonbségnek tekintettlk, ahol a valészinliség P<0,05 volt.

3.3. Mangalica petesejtek in vitro maturaltatasa és krioprezervacidja

Tudomasunk szerint mangalica petesejtek vitrifikacids h(itésével eddig nem
foglalkozott egy kutatdcsoport sem.

Ertékeltik, hogy a mangalica petesejtek milyen hatékonysaggal
hasznalhatdk az in vitro maturacios rendszerben.

Tovabba megvizsgaltuk, hogy a mangalica petesejtek hlitéssel szembeni
tolerancidja a nagy fehér petesejtekhez képest hogyan alakul, illetve a
visszaolvasztast kdvets IVF segitségével sikeres embridfejlédés indukalhato-
e a mangalica esetében.

3.3.1. Alkalmazott vegyszerek

A kisérletekhez szlikséges vegyszereket a Sigma-Aldrich (Budapest) Kft-tol
és a Werft—Chemie GmbH-tol (Bécs) vasaroltuk.

A vizsgalataink soran felhaszndlt mangalica petefészkeket a Pick Szeged Rt.
és a labodi vagoéhid biztositotta, mig a nagy fehér sertés ovariumokat a
janossomorjai vagohidrdl szereztik be.

A petefészkeket 38 ©C-os fizioldgias sodoldatot (0,9 % [w/v] NaCl)
tartalmazd termoszban szallitottuk a laboratériumba, majd CETAB-, illetve
fiziologids s6oldatban haromszor atmosva fert6tlenitettik.
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A kumulusz—petesejt komplexek (COC) kinyeréséhez Hepes—PVA oldatot
hasznaltunk (1. melléklet).

A petesejteket TCM-199 oldatban maturaltattuk, melyet sertés
follikulusfolyadékkal (PFF), natrium-piruvattal, ciszteaminnal, glutaminnal,
antibiotikumokkal, és az érés elsd 20 6rdjaban hormonokkal egészitettiink ki
(2. a, b, c melléklet).

A vitrifikacids eljaras soran hasznalt alapoldat Hepes—TCM-199 médium
(M-7528) volt, melyet 5 mg/ml BSA-val egészitettiink ki (HM).

A fagyasztas soran alkalmazott oldatok Osszetételét a 6. a, b mellékletek
tartalmazzak. Krioprotektiv anyagként etilén-glikolt (EG) és dimetil-
szulfoxidot (DMSO) hasznaltunk, melyek végsé koncentraciéja 6,5-6,5 M
volt.

A visszaolvasztashoz szikséges oldatok Gsszetétele a 7. a, b mellékletben
talalhatd. A krioprotektiv anyagok kivonasdhoz és a rehidralashoz az
oldatokhoz kiilonb6z6 koncentracidoban szahardézt adtunk.

Az in vitro termékenyitéshez modositott TBM (mTBM) oldatot (Abeydeera et
al., 1997) hasznaltunk (8. melléklet).

A termékenyitést kovetd, 4 napig tartd kultivacid NCSU-23 oldatban (9.
melléklet) tortént.

3.3.2. Petesejtek gylijtése

A petesejtek gylijtését a 3.1.2. pontban leirtakkal megegyezéen végeztik
el.

3.3.3. Petesejtek in vitro érlelése

Az IVM Kkivitelezése a 3.1.3 fejezetben bemutatott mddon tortént.

3.3.4. Az in vitro érlelés sikerének értékelése

Az IVM hatékonysagat a 3.1.4. fejezetben alkalmazott fixalasi és festési
eljarast koveté mikroszkopos vizsgalattal hataroztuk meg.

3.3.5. Petesejtek vitrifikalasa

A petesejtek fagyasztasa a 3.2.5. fejezetben leirt mddon tortént.
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3.3.6. Petesejtek visszaolvasztasa

A visszaolvasztas mddja megegyezett a 3.2.6. pontban leirtakkal.

3.3.7. Petesejtek vizsgalata a visszaolvasztast kdvetden

A visszaolvasztas utan mikroszkdp segitségével megvizsgaltuk a petesejtek

e 7

-7

azokat a petesejteket, melyek citoplazmaja egységesen sttét és homogén
volt, a zona pellucida (ZP) nem sérilt, illetve a petesejtek alakja normalis
volt. A vilagosbarna citoplazmaval, illetve fragmentalddott ZP-val rendelkez6
oocitakat abnormalisnak tekintettik.

3.3.8. In vitro termékenyités

A visszaolvasztott és a kontroll csoportban 1évl petesejtek termékenyitése a
3.2.8. fejezetben bemutatott mddon tortént.

3.3.9. Az embridk in vitro tenyésztése

A termékenyitést kovetéen, a petesejteket haromszor atmostuk az
embridtenyésztéshez hasznalt oldatban, majd 30 petesejt/500 pyl NCSU-23
oldatban tenyésztettik 4 napon keresztil, 38,5 °C-on, 5% CO,—tartalmu
gazkeverékben.

3.3.10. Az embriéfejlédés eredményességének meghatarozasa

Az embriofejlédést 4 napos kultivacido utan hataroztuk meg. Az embriokat a
kévetkezd csoportok szerint osztalyoztuk: embriéfejlédés nem indult el,
illetve fejlédést megkezdett petesejtek (2—sejtes, 4—sejtes, 8-—sejtes,
morula embrid).
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3.3.11. Kisérleti terv

1. kisérletsorozat

Mangalica [M-csoport (n=310)] és nagy fehér sertés [NF-csoport

(n=330)] petesejtek maturacidéjanak hatékonysagat értékeltik az
expandalddasi arany és a sejtmag érése alapjan.

2. kisérletsorozat

Mangalica és a nagy fehér sertés petesejtek vitrifikacids eljarassal szembeni
érzékenységét hasonlitottuk 0ssze a visszaolvasztast koveté degeneralddasi
arany alapjan.

A vitrifikacids eljaras soran in vitro maturaltatott (42 h), kumuluszsejtekkel
korilvett mangalica [M—csoport (n=171)] és nagy fehér [NF—csoport
(n=183)] sertés petesejteket hasznaltunk.

Kontroll csoportként mangalica [KM—csoport (n=202)] és nagy fehér
[KNF—csoport (n=193)] petesejteket maturaltattunk, majd
termékenyitetttink.

3. kisérletsorozat

In vitro maturaltatott, az OPS eljarassal fagyasztott/visszaolvasztott,
termékenyitett mangalica és nagy fehér sertés petesejtek embriofejlédését
hasonlitottuk 0ssze [M-—csoport (n=28); NF-csoport (n=53);
KM-csoport (n=130); KNF—csoport (n=136)], 4 napos kultivacié utan.

3.3.12. Statisztikai vizsgalat

Minden vizsgalatot haromszor megismételtiink.

Az eredmények értékelése a STATISTICA programmal (ANOVA) tortént. A
csoportok kozotti kiilonbségeket Duncan’s teszttel vizsgaltuk. Szignifikans
kilonbségnek azt tekintettlik, ahol a valdszinliség P<0,05 volt.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. Sertés petesejtek aktivalasa
4.1.1. Eredmények

Kisérleteinkben in vitro maturaltatott (IVM) petesejteket (M-1l) hasznaltunk,
0sszesen 2401 petesejtet vizsgaltunk.

42 6ra IVM-t kOvetéen meghataroztuk a maturacids rendszer hatékonysagat
az expandalodasi arany és a sejtmag érése alapjan.

Ismétlésenként 30-30 petesejtet vizsgalva a kovetkezd eredményeket
kaptuk: az expandalodasi arany 93,33+1,92 %, mig a sejtmag érése (M-I
petesejtek aranya) 77,78+1,92 % volt.

C s el
11. kép: Sertés petesejtek 42 6ra IVM utan: expandalodott COC (A);
petesejt sarkitesttel [ZP eltavolitva] (B); M-Il petesejt [KS: kumuluszsejt, K:
M-Il kromoszomak; S: sarkitest](C)

[Sajat felvétel]
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1. kisérletsorozat eredményei

Az aktivalast kovet6 inkubalas 7. érajaban megvizsgaltuk, hogy a petesejtek
mekkora része aktivaldédott (rendelkezett pronukleusszal) és a kezelések
milyen hatassal voltak a petesejtek aktivaléodasara. Megallapitottuk a
kezelés soran degeneralddott oocitédk aranyat is (1. abra).

n B Aktivalodott

IVC 7. 6ra @ Degeneralédott

70 d,e,f
a,b,c
60 | 2d
50 -
40 -
3
30 -
20 -
10 -
0 - ‘ ‘
S D CX Kontroll SD SCX
(n=145) (n=144) (n=143) (n=127) (n=144) (n=142)

1. abra: A kulonb6zé kezelések hatdsa a petesejtek aktivalodasara és
degeneralédasara. Zardjelben a kezelt petesejtek (n) szama. ><def9 a7
oszlopok kdzo6tti, statisztikailag igazolhatd kiulonbségeket jeldlik (P<0,05).

Az aktivalodasi ratat vizsgalva megallapitottuk, hogy a CX-—csoportban
(57,3%1,52 %) és az SCX—csoportban szignifikansan (P<0,05) tobb petesejt
aktivalédott, mint az S—(50,96+3,72 %), a D—(45,91+3,39 %) valamint az
SD—csoportokban (47,25+1,08 %).

A kezelések petesejtek aktivalédasara kifejtett hatdsa a kontroll csoporthoz
képest statisztikailag igazolhaté: a kezelt csoportok mindegyike
szignifikansan (P<0,05) nagyobb aktivalédast mutatott, mint a kezeletlen
petesejtek.

A kontroll csoportban 0,78+0,45 % spontan aktivalodast jegyeztiink fel.

A Kkezelések hatasara az egyes csoportokban a petesejtek 5—11 %-a
degeneralédott: S—csoport: 6,89+3,18 %,; D-csoport: 8,4%+2,44 %;
CX-csoport: 5,71+3,48 %; SD-csoport: 6,95%+1,22 %; SCX-csoport:
10,63%+2,42 %.
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A csoportokat Gsszehasonlitva megallapitottuk, hogy az SCX-—csoportban
(10,63+2,42 %) szignifikdnsan (P<0,05) nagyobb aranyban degeneralddtak
a petesejtek, mint a CX—csoportban (5,71+3,48 %).

12. kép: Sertés petesejt 1 pronukleusszal [PN](A); a kezelés hatasara
degeneralddott petesejt (B) [Sajat felvétel]

2. kisérletsorozat eredményei

Az aktivalédott petesejtek inkubalasanak 2. napjan feljegyeztik az
embridfejlodést megkezdett petesejtek szamat (2. abra).

IVC 48 6ra H Embriéfejlédést megkezdett
petesejtek
70 [
e
a
d
50 T
40
S
30
20
10
a,b,c,d.e
T
o : :
S D CX Kontroll SD SCcX
(n=188) (n=169) (n=159) (n=90) (n=191) (n=158)

a,b,c,

2. abra: A kezelések hatasa az embriofejlédésre. deAz oszlopok kozotti

szignifikans kilénbséget (P<0,05) jelolik.
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A kezelési csoportok a kontroll csoporthoz képest szignifikansan (P<0,05)
nagyobb aranyban kezdték meg az embridfejlédést. A kontroll csoportban
1,11+1,92 % spontan embriofejlédést jegyeztlink fel: 90 petesejt kozll egy
spontan aktivaldédott, és megkezdte az embriéfejlodést, azonban 2—sejtes
stadiumban megrekedt.

A kezelések embriofejlédésre gyakorolt hatdasa kozott szignifikans
kilénbséget (P<0,05; P<0,001) nem tudtunk kimutatni.

Megallapithaté azonban, hogy az egyes kezelések hatasara a petesejtek
legalabb 46 %-a fejlédésnek indult.

Ertékeltiik 48 6ra kultivalast kovetéen az embridfejlédés elérehaladottsagat
is (6. tablazat).

6. tablazat: Aktivalt petesejtek fejlddése 48 éras inkubdlds soran. P A
csoportok kozotti, statisztikailag igazolhato szignifikans kilonbségeket jeldlik
(P<0,05).

Fejlettségi allapot, IVC 48 o6ra
db (%/+SEM)

Csoportok 2 sejt 4 sejt 8 sejt
S 58 (56,86+16,0) |31(30,39+11,94) | 13(12,75+4,33)°
D 45(56,96+7,15) 23(29,11+7,22) | 11(13,92+0,72)°
CX 47(53,41+2,62) 28(31,82+4,91) | 13(14,77+2,29)
Kontroll 1(100£57,74) 0 0
SD 42(46,67+2,55) 28(31,11+4,09) |20(22,22+6,38)*°
SCX 40(48,19+8,24) 27(32,53+4,41) | 16(19,28+8,18)

A 2-sejtes embridokat tekintve nem taldltunk szignifikdns kllénbségeket
(P<0,05; P<0,001) a csoportok koézott.

A kontroll csoportban nem tudtunk megfigyelni 4—sejtes embridkat.
Megallapitottuk, hogy a kezelési csoportok a kontroll csoporthoz képest
szignifikansan nagyobb (P<0,05) ardnyban tartalmaztak 4—sejtes embridkat
az embriéfejlédés masodik napjan.

A kezelések kozott szignifikans (P<0,05) kilonbséget (az embridfejlédés
masodik napjan megfigyelt 8—sejtes embridk tekintetében) az SD— és az
S—; illetve az SD— és a D—csoportok k6zétt figyeltiink meg.

Megallapitottuk, hogy az embridéfejlédés (az IVC masodik napjan)
elérehaladottabb volt az SD-csoportban (22,22+6,38 %), mint az
S—(12,75+4,33 %) és a D-csoportokban (13,92+0,72 %).
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3. kisérletsorozat eredményei

Az IVC hatodik napjan a kezelési csoportokban az embridok 10—19 %-a
megrekedt a 2—sejtes allapotban. Szignifikans kllonbséget (P<0,05) az
SD— és az SCX-—csoportok kozott figyeltink meg. Az SD-csoportban
(18,75+4,73 %) az embriok nagyobb hanyada rekedt meg 2-sejtes
allapotban, mint az SCX—csoportban (9,88+2,42 %).

4-sejtes embridkat tekintve a kezelési csoportok kozott nem volt
szignifikans (P<0,05 és P<0,001) klilonbség (7. tablazat).

7. tablazat: 2—sejtes és 4—sejtes allapotban megrekedt embridk aranya az
IVC 6. napjan. 2 Csoportok kdzotti szignifikdns kilonbséget jelsli (P<0,05).

Embridfejlédés stadiumai, IVC 6 nap
db (%+SEM)

Csoportok 2—sejt 4—sejt
S 8 (11,76+7,25) 8 (11,76+5,93)
D 15 (15,46+5,2) 21 (21,65+2,53)
CX 12 (12,63£1,45) 13 (13,63+£8,5)
SD 15 (18,75+4,73)? 12 (15+2,66)
SCX 8 (9,88+2,42) 11 (13,58+11,94)
Kontroll 0 0

Az S—csoportban (36,76+7,41 %) és az SD-csoportban (256,44 %)
szignifikansan (P<0,05) tobb embrid rekedt meg a 8-sejtes stadiumban,
mint a CX-csoportban (18,95+2,47 ©%). Illetve az SCX-csoportban
(14,81+7,55 %) szignifikansan (P<0,05) kevesebb 8-sejtes embriot
figyeltliink meg, mint a CX—csoportban (18,95+2,47%).

Morula embriok k&zott az egyes csoportokban nem talaltunk statisztikailag
igazolhaté kulénbségeket (P<0,05 és P<0,001).

A kulénboz6 kezelések szignifikans (P<0,05) hatast gyakoroltak a
blasztociszta embridk fejlédésére. Blasztociszta embridkat csak az S—, CX—
és az SCX—csoportokbanfigyeltiink meg.

Az SCX—csoportban (25,93+4,26 %) és a CX—csoportban (18,95+2,47 %)
szignifikansan (P<0,05) tobb blasztociszta embrié volt, mint az
S—csoportban (13,24+5,12 %). Az SCX—-és a CX-—csoportokat vizsgalva
megallapitottuk, hogy az SCX-csoportban (25,93+4,26 %) az embridk
szignifikansan (P<0,05) nagyobb aranyban fejlédtek hdlyagcsirava, mint a
CX—csoportban (18,95+2,47 %). (8. tablazat)
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8. tablazat: Embridtenyésztés 6. napjan 8-sejtes/morula/blasztociszta

embridk aranya. ab.cdef csoportok kozotti szignifikans kilonbséget jelzik
(P<0,05).
Embridfejlédés stadiumai, IVC 6 nap
db (%=+SEM)
8—sejt Morula Blasztociszta
S 25(36,76+7,41) 18(26,47+2,24) | 9(13,24+5,12)%¢
27(27,84+1,67) 34(35,05+2,1) 0

CX 18(18,95+2,47)*P¢ | 34(35,79+14,48) | 18(18,95+2,47)%f

SD 20(25,0+6,44)° 33(41,25+4,55) 0

SCX 12(14,81+7,55)°¢ 29(35,8+17,39) | 21(25,93+4,26)%F

Kontroll 0 0 0

4.1.2. Eredmények értékelése, kdvetkeztetések

Kisérleteinkben in vitro maturaltatott (42 h) sertés petesejteket kezeltiink 5
oran keresztll kilénb6z6 vegyszerekkel (10 mM stroncium-kloriddal; 0,04
mM cikloheximiddel, és 2 mM 6-dimetil-aminopurinnal, illetve ezek
kombinacidival). Megvizsgaltuk, hogy ezek a vegyszerek ©6nmagukban
milyen hatasfokkal képesek a petesejtek fejlodését elinditani egyéb el6-
kezelések nélkil; illetve hogyan hatnak a kés6bbi embrionalis fejlédésre.

Az altalunk alkalmazott vegyszerek aktivaldé hatasarol tobb kutatdcsoport is
beszamolt (Clarke et al., 1983; Roh et al., 2002). Ugyanakkor a legtdbb
kisérletben ezeket a vegyszereket elektromos aktivalassal, vagy
ionoforokkal kombindlva hasznaltadk, illetve koézvetlenil az ooplazmaba
injektaltak (Okada et al., 2003; Meo et al., 2004).

A kémiai és az elektromos aktivalast kombinalva Kragh (2005) 49 %-os
blasztociszta—aranyrél szamolt be.

A kisérleteinkben alkalmazott vegyszerekkel torténd 5 oras kezelések
hatdsdra az in vitro maturdltatott sertés petesejtek 45,91-57,3 %-a
aktivalédott. Az altalunk elért aktivacios rata hasonld képet mutat, mas
kutatécsoportok eredményeivel (Meo et al., 2004; Yi — Park, 2005).

A cikloheximid fehérjeszintézist gatld vegyulet. Siracusa (1978) egér, Sirard
(1989) szarvasmarha petesejteket aktivalt sikeresen 10 upg/ml CX
alkalmazasaval.

Presicce és Yang (1994) etanol és cikloheximid kombinalt kezelés hatasat
vizsgalva bemutatta, hogy az etanol altal megemelt Ca®*—szint inaktivalta a
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citosztatikus faktort (CSF), a cikloheximid pedig a CSF Gjratermel6désének
gatlasaval csbkkentette az MPF aktivitasat.

A CX azonban sertés petesejtek esetében egyes kutatdk szerint 6nmagaban
nem képes kivaltani az aktivalodast (Nussbaum - Prather, 1995). Ezzel
szemben, Yi és Park (2005) sikeres aktivaciorél szamolt be cikloheximid
alkalmazasakor, azonban kisérleteikben a CX—kezelést a petesejtek 8 %
etanolt tartalmazé NCSU-23 oldatban torténé 10 perces inkubaladsa el6zte
meg — mint Presicce és Yang (1994) fent emlitett kisérleteiben.

Vizsgalatainkban a CX-csoportban 0,04 mM cikloheximiddel, az
SCX—csoportban 1mg/ml CX és 15,85 mg/ml stroncium-klorid
kombinacidjaval kezeltilk a petesejteket. Mindkét csoport esetében
szignifikansan nagyobb (P<0,05) pronukleusz-képzddést (57,3—-57,19 %)

mutattak a petesejtek a tobbi kezeléshez (45,91-50,96 %) viszonyitva.

A kombinalt kezelésre (SCX—csoport) azonban a petesejtek nagyobb része
reagalt érzékenyebben (degeneralddott), mint az egyéb kombinacid nélkul
alkalmazott cikloheximid-kezelésre; ez a klilonbség statisztikailag igazolhatd
(P<0,05) volt. Eredményeink hasonldéak Lee (2005) megallapitasaival; 10

-7

aktivalodast figyelt meg.

A 6-DMAP protein szerin/treonin kinaz gatlo vegyllet. Egér és szarvasmarha
petesejtekkel folytatott kutatdsok ravilagitottak aktivaléodast indukdld és
pronukluesz-képz6dést gyorsité hatdasara (Moses — Masui, 1994). Grupen
(2002) elektromos aktivalassal kombindlva az 5, illetve 2 mM
koncentraciéoban alkalmazott 6-DMAP—kezelést, 47 %-o0s blasztociszta-
aranyrol szamolt be sertés esetében. Kisérleteinkben a 6-DMAP-t 2 mM
koncentraciéban alkalmaztuk (D-csoport), illetve stroncium-kloriddal
kombinaltuk (15,85 mg/ml SrCl, + 32,36 mg/ml 6-DMAP). Mindkét kezelés
hatdsara a petesejtek tobb mint 45 %-a aktivalddott, illetve az aktivalddott
petesejtek szintén tobb mint 45 %-a megkezdte az embrionalis fejlédést.

A vizsgalatok eredményei alapjan azonban elmondhatd, hogy az
embridfejlédés hatasfoka a 6-DMAP-val kezelt petesejtek esetében volt a
legrosszabb; a D—és az SD-csoportokban blasztociszta embridkat nem
tudtunk megfigyelni, az embridfejlédés morula allapotig jutott az IVC 6.
napjan.

Egér, patkany és szarvasmarha petesejtek sikeres aktivalasarol stroncium-
kloriddal tébb kutatdcsoport is beszamolt (Roh - Hwang, 2002; Meo et al.,
2004). Krivokharchenko (2002) 2 mM, Lei (2002) 10 mM koncentracidban
alkalmazott stroncium-kloriddal sikeresen aktivalt patkany petesejteket.
Okada (2003) stroncium-klorid sertés petesejtek citoplazmajaba
injektalasaval 64 %-os pronukleusz-képzddést ért el.

Meo (2004) szarvasmarha petesejteket aktivalt 10 mM stroncium-kloriddal,
5 oras kezelést koévetden. 26,6—53,3 %-o0s pronukleusz-képz6désrdl, és 6,3
%-0s blasztociszta-aranyrél szamolt be.
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Vizsgalatainkban a Meo altal alkalmazott koncentraciot, és kezelési idot
alkalmazva aktivaltunk sertés IVM-petesejteket.

Az S—csoportban 50,96 %-0s pronukleusz-képzédést, és 13,24 %-os
blasztociszta-aranyt jegyeztlink fel.

Kisérleteinkben ezen kivil megvizsgaltuk a stroncium-klorid és cikloheximid,
illetve 6-DMAP kombinacidk aktivalédasra és embriofejlédésre gyakorolt
hatasat is.

Eredményeink alapjan ugy tlnik, hogy az altalunk vizsgalt vegyszerek kozUl
a stroncium-klorid és a cikloheximid kombinaciéja (SCX) a legalkalmasabb
sertés petesejtek aktivalasara. Szintén az SCX—csoportban figyeltiik meg a
legnagyobb blasztociszta-aranyt is (25,93 %).

Ugyanakkor, tovabbi 6sszehasonlitd vizsgalatokra lenne szilkség arra nézve,
hogy a petesejtek szerkezetét és késdbbi fejlddoképességét az alkalmazott
fehérjeszintézist gatldé vegyuletek milyen modon befolyasoljak.

13. kép: 2—sejtes embrid (A), 6—8-sejtes embrid (B), morula (C),
blasztociszta (D, E) [Sajat felvétel]
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4.2, Sertés petesejtek krioprezervacioja
4.2.1. Eredmények

1. kisérletsorozat eredményei

A vizsgalat soran in vitro maturaltatott (M-Il), kumuluszsejtekkel kortlvett
(K—csoport) és a maturacié utdn pipettazassal lecsupaszitott (CS—csoport)
petesejteket vitrifikaltunk OPS eljarassal.

Ismétlésenként 25 petesejtet (n=75) fixaltunk és 0,1 %-o0s ecetsavas-
orceinnel festettlink, majd meghataroztuk a sejtmag érését (M-Il petesejtek
aranyat), illetve a kumuluszsejtek expandalédasa alapjan az expandalodasi
ratat. Eredményeinket a 9. tablazat szemlélteti.

9. tablazat: A vizsgalt petesejtek in vitro maturacidjanak eredményességét
jelz6 mutatok

Petesejtek Sejtmagi érés Expandalédasi rata
szama db (%=SEM) db (%+SEM)
n=75 62 (82,67%6,11) 67 (89,33%6,11)

A CS-—csoportban (78,08+1,88 %) a petesejtek szignifikansan (P<0,05)
nagyobb hanyada degeneradldodott a vitrifikacids eljaras soran, mint a
K—csoportban (57,04+1,55 %).

A K—csoportban (218,73 sec) és a CS—csoportban (83,07 sec) a petesejtek
zona pellucidaja szignifikdnsan (P<0,05) révidebb id6 alatt bomlott le 0,1 %
prondz hatasara, mint a kontroll csoportban (255,24 sec).

A K—csoportban (218,73 sec) a ZP szignifikansan hosszabb id6 alatt bomlott
le, mint a CS—csoportban (83,07 sec).

14. kép: Sertés fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek a ZP eltavolitasa
utan: peteseijt intakt plazmamembrannal, l1athatd sarkitesttel (A), peteseijt
ép plazmamembrannal (B), feloldédott plazmamembran, degeneralddott
petesejt (C). [Sajat felvétel]
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A kontroll csoportban (93,33+6,67 %) szignifikdnsan (P<0,05) nagyobb
aranyban rendelkeztek a petesejtek intakt plazmamembrannal, mint a
K—csoportban (68,89+10,18 %) és a CS—csoportban (60+6,67 %).

A fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek szignifikdnsan (P<0,05) kisebb
hanyada (K-csoport: 36,63%+4,64 %; CS—csoport: 19,66%+4,78 %)
termékenyllt, a kontroll csoporthoz képest (57,89+3,13 %). Ugyanakkor
szignifikans kllonbség mutathatdé ki a K-csoport (36,63+4,64 %) és a
CS—csoport (19,66+4,78 %) fertilizacids rataja kozoétt is (3. abra).

Fertilizacids rata

70

a,b
60 T

50 -

40 -

%

30

20 -

10 -

Kontroll (n=97) K (n=90) CS (n=38)

3. 4bra: Termékenyilési arany a kiilénb6z6 csoportokban. *®€ Az oszlopok
kozotti szignifikans (P<0,05) kulonbséget jelolik.

A- B-

15. kép: Termékenyllt sertés petesejtek: kompakt spermium-kromatin [K]
az ooplazmaban (A); 2 pronukleusszal [PN: pronukleusz; SF: spermium
farok] (B) [Sajat felvétel]
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2. kisérletsorozat eredményei

Kisérletiinkben Jjn vitro maturdltatott, kumuluszsejtekkel kortlvett
(MK—csoport) és éretlen, lecsupaszitott (GCS—csoport), illetve éretlen,
kumuluszsejtekkel korilvett (GK—csoport) petesejteket fagyasztottunk az
OPS vitrifikacids eljarassal.

A kontroll csoportban a petesejteket maturadltattuk (42 h), majd
termékenyitettik — esetlikben vitrifikacids hitést nem alkalmaztunk.

Az éretlen petesejtek fagyasztast/visszaolvasztast kovetdé maturacidjakor
szignifikansan (P<0,05) kevesebb petesejtben figyeltiink meg M-Il osztddasi
stadiumot a kontroll csoporthoz viszonyitva (10. tablazat).

10. tablazat: A sejtmag érésének alakuldsa a vitrifikacids eljarast kovetd
IVM soran. P A sorok koézétti szignifikans kiilénbséget jelentik (P<0,05).

Csoportok Sejtmag érése
db (%=£SEM)
Kontroll 58 (77,33+2,31)®P
GK—csoport 5(16,70+3,61)
GCS—csoport 3 (10,83%1,44)°

A visszaolvasztast kovetéen a GK-—csoporthoz (78,57+2,04 %) és a
GCS—csoporthoz (85,71+1,31 %) képest az MK—csoportban (62,5+3,63 %)
szignifikansan (P<0,05) kisebb aranyban degeneraldodtak a petesejtek a
vitrfikacidés eljaras soran - ugyanakkor szintén szignifikdns (P<0,05)
kulonbség volt a GK—és a GCS—csoportok kozott is.

A B

16. kép: GV-| petesejt a fagyasztas/visszaolvasztast kovetben [festés
propidium-jodiddal] (A); a vitrifikacids eljaras soran degeneralédott peteseijt
[FITC-PNA fluoreszcensz festés](B)[Sajat felvétel]
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A kontroll csoportban, a tObbi csoporthoz képest nagyobb aranyban
termékenylltek a petesejtek, illetve az MK—csoportban szintén nagyobb volt
a fertilizacids rata, mint a GK-és a GCS—csoportokban (11. tablazat).

11. tdblazat: Termékenyiilési ardny az egyes csoportokban. P A sorok
kozotti szignifikans (P<0,05) kulénbségeket jeldlik.

Csoportok Fertilizacids rata
db (%+SEM)
Kontroll 67 (51,83+3,55)?
GK—csoport 8 (13,33+2,89)>°
GCS—csoport 4 (9,4 0,96)*¢
MK —csoport 27 (35,73+2,15)*P<

4.2.2. Eredmények értékelése, kovetkeztetések

Sertés gamétak és embridk hitéssel szembeni rendkivili érzékenysége
korlatozza az alkalmazhatd h(itési eljarasokat; esetiikben a hagyomanyos
h(itési eljarasok alacsony hatasfoklak; a megoldast a vitrifikacids technikak
alkalmazasa jelentheti (Dobrinsky, 1997).

Kisérleteinkben a nyitott végld mdlszalma (OPS) vitrifikaciés eljarast
alkalmaztuk a petesejtek fagyasztasara.

Két kisérletsorozatban, 6sszesen 2237 petesejtet vizsgaltunk meg.

1. kisérletsorozat

A kumuluszallomany szerepét a petesejtek fejlédésében tobb kutatdcsoport
is megerdsitette. A kumuluszsejtek segitik a sejtmag és a citoplazma érését,
ezaltal szerepet jatszanak a him el6mag képz6désében, a monospermias
termékenyllésben és a korai embrionalis fejlodésben is (Nagai et al., 1994).

A kumuluszsejtek az ovulaciét kovetéen tébb kontroll mechanizmusban
vesznek részt, melyek iranyitjak a spermium petesejtbe hatolasat (Carell et
al., 1993), illetve a termékenyllés soran szelektdljak a morfologiailag
abnormalis és a nem kapacitalédott spermiumokat (Cherr et al., 1986).

Vizsgalatainkban arra kerestik a valaszt, hogy a kumuluszsejtek segit6
hatdsa a vitrifikacids eljaras soran is érvényesil-e.

In vitro maturaltatott, kumulusz—petesejt komplexeket (K—csoport), illetve
a maturaciot  kovet6en, pipettazasal lecsupaszitott petesejteket
(CS—csoport) fagyasztottunk, majd a visszaolvasztast kovetéen Ossze-
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hasonlitottuk a két csoportban a petesejtben bekdvetkezett valtozasokat, és
a termékenydulési ratat.

A hltési eljaras soran a petesejtekben csokkenhet a plazmamembran
szelektiv permeabilitdsa, megvaltozhat a meiotikus orsé mikro-
flamentumainak, mikrotubulusainak a szerkezete, sériilhetnek a
sejtkapcsold strukturak, a membranok depolimerizalédhatnak, (Johnson —
Pickering, 1987; Aman — Parks, 1994; Diez et al., 2005).

Napjainkban még nem szliletett egységes vélemény azzal kapcsolatban,
hogy a vitrifikdcid soran szikség van-e a kumuluszsejtek jelenlétére a
petesejt kortl (Modina et al., 2004).

Fujihara (2005) szerint klilébnbség van a csupasz és a kumuluszsejtekkel
korulvett petesejtek krioprotektiv anyagokkal szembeni permeabilitasa
kozott.

Tobb, korabbi tanulmany szamolt be arrdl, hogy a csirahdlyag
(GV)—stadiumu petesejtek sokkal érzékenyebben reagalnak a hitésre, mint
a M-Il allapotu oocitadk. Rojas (2004) szerint ennek az az oka, hogy a még
nem maturalodott oocitdk és a kumuluszsejtek k6z6tt szoros kapcsolat all
fenn, azonban a Vvitrifikdcid sordn ezek a sejtkapcsold strukturak
sérlilhetnek, ami a petesejtek csokkentett életképességében nyilvanulhat
meg.

A kapott eredmények szerint a kumuluszsejtekkel korllvett petesejtek
szignifikansan kisebb része degeneralddott a vitrifikacié soran, mint azok a
petesejtek, melyek kumuluszadllomanyat a vitrifikdciot megel6zéen
eltavolitottuk. Kisérleteinkben a kumuluszsejtekkel korllvett oocitak (COC-
k) jobban toleraltak a h(ités soran fellép6 karosodasokat.

A visszaolvasztast/termékenyitést kovetéen magasabb termékenydllési
aranyt tapasztaltunk a kumuluszsejtekkel kortlvett oocitak csoportjaban,
mint a kumuluszsejtek nélkil fagyasztott petesejtek esetében.

A B

17. kép: Termékenyllt petesejt 2 pronukleusszal (A); 3 pronukleusszal -
polispermias termékenyllés (B) [Sajat felvétel]
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2. kisérletsorozat

Megvizsgaltuk, hogy az éretlen (GV) és az in vitro maturaltatott (M-Il),
vitrifikalt petesejtek visszaolvasztast kovetd élet- és fejlédbképessége
hogyan alakult.

Napjainkig a legtobb petesejt—vitrifikacidos kutatds az érett oocitakra
fokuszalt. Ismert azonban, hogy a M-Il petesejtek meiotikus orsdja — a
gazdasagi allatok tobbségében — rendkiviil érzékenyen reagal az alacsony
hémérsékletre (Aman — Park, 1994), ugyanakkor a meiotikus orso sértilése
kovetkeztében gyakori a kromoszémak, mikrofilamentumok és a kortikalis
granulumok szerkezetének irreverzibilis megvaltozasa is (Rojas et al.,
2004).

Kisérleteink eredményei aldtamasztjak azt az allitast, miszerint a GV-
stadiumu petesejtek reagalnak a legnagyobb érzékenységgel — eddig nem
teljesen tisztazott okokbdl - a h(itési eljarasokra (Nagashima et al., 1995).
Lehetséges okként emlitik a csirahdlyag szerkezetének irreverzibilis
megvaltozasat, és a kumuluszsejtekkel kapcsolodo struktarak (gap junction-
ok) sériléseit.

Pedro (1996) szerint a szarvasmarha GV-allapotl petesejtek kevésbé
permeabilisak az etilén-glikollal szemben, ami szintén az alacsony tulélési
arany okozdja lehet.

Didion (1990) szerint a GV-stadiumu sertés petesejtek nem élik tul a +15°C
alatti hémérsékletre hiitést.

Kisérleteinkben nagy degeneralddasi aranyt jegyeztink fel a GV-allapotu
petesejtek esetében, ugyanakkor az oocitdk 15-20 %-a normalis
morfoldgiat mutatott a visszaolvasztast kévetden.

Eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy az éretlen petesejtek érzékenyebben
reagalnak a vitrifikaciéra, mint az in vitro maturaltatott oocitak. Klilonésen a
kumuluszsejtek nélkili, éretlen petesejtek mutattak nagy degeneraldodasi
aranyt a vitrifikacié hatasara.

Osszefoglaldsképpen elmondhatd, hogy a vitrifikdciés eljards a
kumuluszsejtekkel korllvett, in vitro maturaltatott (M-ll) petesejtek
esetében volt a leghatékonyabb.
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4.3. Mangalica petesejtek maturaltatasa és krioprezervacioja
4.3.1. Eredmények

1. kisérletsorozat eredményei

A 42 ¢6ras IVM soran, a NF—csoportban (87,63+2,13 %) szignifikdnsan
(P<0,05) nagyobb expandalddasi aranyt tapasztaltunk, mint a M-csoportban
(82,99+£2,32 %).

A sejtmag érésekor fellép6 kulonbségek (M—csoport: 71,1145,09 %;
NF—csoport: 74,44+1,92 %) statisztikailag nem igazolhatok (4. abra).

In vitro maturécié (42 h) M: mangalica NF: Nagy fehér

100

* *

M (n=90) NF (n=90) M (n=220) NF (n= 240)

Erett (M II) petesejtek aranya Expandalédasi arany

a7

4. abra: Mangalica és nagy fehér sertés petesejtek maturacidjanak
0sszehasonlitasa. Zardjelben a vizsgalt petesejtek elemszama (n) talalhato.
* Az oszlopok kdzétti szignifikdns kiildnbséget jelenti (P<0,05).
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2. kisérletsorozat eredményei

A NF-csoportban a petesejtek szignifikdnsan (P<0,05) kisebb hanyada
(56,31+4,89 %) degeneralédott a hltés/visszaolvasztds soran, mint az
M—csoportban (69,95+3,91 %). Eredményeinket az 5. abra szemlélteti.

Vitrifikacids eljaras soran degradalédott petesejtek

- aranya

*

70

60

50 -

%

40
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20 -

10

M (n=171) | NF (n=183)

5. abra: Mangalica és nagy fehér sertés petesejtek visszaolvasztast kévetd
degeneralédasanak aranya. Zarojelben a vizsgalt petesejtek szama (n)
taldlhaté. * Az oszlopok kozétti szignifikdns (P<0,05) kiilénbséget jelenti.

3. kisérletsorozat eredményei

A visszaolvasztott/termékenyitett csoportok mindegyikében 50 %-nal
nagyobb aranyu embridfejlédést tapasztaltunk (M—csoport: 50,62+5,97 %;
NF—csoport: 63,77+£8,29 %).

A kontroll csoportokban a termékenyitett petesejtek tébb mint 60 %-a
megkezdte az embriondlis fejlédést (KM-—csoport: 64,52+4,18 %;
KNF—csoport: 71,22+5,82 %).

Az NF—csoportban szignifikdnsan (P<0,05) kisebb volt az embridfejlédést
megkezdett sejtek aranya, mint a kontroll NF—csoportban (6. abra).
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Embridfejlodés aranya
90
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70 T
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50
40
30
20
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%

KM(n=202)‘ M (n=55) KNF (n=193) NF (n=83)
Mangalica Nagy fehér

6. abra: Embridfejlédés aranya a kllénb6z6 csoportokban. Zardjelben a
vizsgalt petesejtek/embriok szdma (n) taldlhaté. *Az oszlopok kozotti
szignifikans (P<0,05) klilonbséget jelenti.

A fagyasztott/visszaolvasztott, termékenyitett petesejtek kultivaldsa soran
kapott eredményeinket a 7. dbra szemlélteti.

B 2 sejtes O 4 sejtes

Embriofejlédés )
O 8 sejtes B morula

70

KM (n=130) M (n=28) KNF(n=136)  NF (n=53)

7. abra: Embriofejlédés az egyes csoportokban az IVC 4. napjan. Zardjelben
a vizsgalt embridk szama (n) talalhato.
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A csoportokban megfigyelt embriofejlodési stadiumok kozott szignifikans
kilonbséget (P<0,05 és P<0,001) nem tapasztaltunk.

Morula embridkat a mangalica esetében csak a kontroll csoportban tudtunk
megfigyelni (16,72+4,8 %).

4.3.2. Eredmények értékelése, kovetkeztetések

Az embrié—elGallitadsnak és a krioprezervacios eljarasoknak komoly szerepe
lehet a kihaldéban |évd allatfajok és fajtak megmentésében, a biodiverzitas
fenntartasaban és novelésében, a génmegd6rz6 munkaban.

Az altalunk alkalmazott maturacidés rendszer alkalmasnak bizonyult a
vagohidi mangalica petefészkekbdl szarmazd, éretlen mangalica petesejtek
in vitro maturaltatasara.

A sejtmag érését vizsgalva megallapitottuk, hogy a mangalica petesejtek
IVM-ja sikeres volt; a mangalica oocitdk 42 6ra alatt hasonld aranyban
maturalodtak, mint a nagy fehér sertés petesejtek.

A génmegOlrzés fontos eszkdze a gamétak/embridk fagyasztva tarolasa,
azonban sertés esetében a hagyomanyos hiltés hatasfoka rendkivl
alacsony, ezért a lassu h(tési eljarasokkal szemben Uj moddszerekre van
szlikség.

Sertés esetében — a hOmérséklet-valtozassal kapcsolatos rendkiviili
érzékenység ellenére — tobb kutatécsoport sikerrel alkalmazza a kiilonb6z6
vitrifikacios technikakat (Dinnyés et al., 2000; Somfai et al., 2006).

A vitrifikacids eljarasok hatasfoka azonban kiilonb6z6.

Dinnyés (2000) SSV eljarassal fagyasztott/visszaolvasztott petesejteket
termékenyitett, és az IVC soran 20 %-o0s blasztociszta aranyt ért el.

Esaki (2004) sertés embriokat fagyasztott az MVC technikaval, és 41 %-os
embrid—tulélési aranyrol szamolt be.

Rojas (2004) sertés petesejteket vitrifikalt az OPS eljarassal, és 14 %-os
embridfejlédést tapasztalt.

A h(tés soran fellépd karosodasok csokkenthetok a klilonb6z6 krioprotektiv
anyagok kombinalasaval, tobblépcs6s ekvilibraltatassal a h(ités el6tt; a
petesejtek lipidtartalmanak eltavolitasaval vagy polarizalasaval, el6h(itott
oldatok hasznalataval.

Vizsgalataink soran ezért krioprotektiv anyagként (CPA) etilén-glikolt és a

Y

tobblépcsiOs ekvilibraciot alkalmaztunk.

Azt tapasztaltuk, hogy a petesejtek hiitéssel szembeni érzékenysége fajon
belll is valtozo.
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Mangalica petesejtek a nagy fehér petesejtekkel szemben kevésbé toleraltak
a h(itési eljaras soran bekoOvetkezett valtozasokat, ami a szignifikdnsan
nagyobb petesejt—degeneralédasban nyilvanult meg.

Allitdsunk megerdsitésére tovabbi vizsgalatokra (mikrofilamentumok-,
sejtorganellumok-, kromoszdma-vizsgalatok) van sziikség.

A mangalica petesejtek esetében a visszaolvasztast kdveté embriofejlédés
megtorpant 8—sejtes stadiumban, mig a nagy fehér embridk 14 %-a eljutott
a szedercsira allapotig a négy napos kultivalas soran.

Ugyanakkor a kontroll csoportokban kevesebb, mint 1 % kllonbséget
tapasztaltunk a moruldk aranyat tekintve a mangalica és a nagy fehér
embridk kozott.

Ez is indokolja, hogy a kllonb6z6 fajtdak esetében szliikség lehet a
vitrifikacids eljarasok finomitédsara, az ekvilibraciés idék, és az alkalmazott
krioprotektiv anyagok mddositasara.
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5. UJ, TUDOMANYOS EREDMENYEK

5.1. Sertés petesejtek aktivalasa

Minden egyéb el6-kezelés nélkll alkalmazott stroncium-klorid, 6-
dimetil-aminopurin, cikloheximid, illetve ezen vegylletek
kombinacidja alkalmas sertés petesejtek aktivalasara, tovabba a
stroncium-kloriddal, a cikloheximiddel és a stroncium-klorid +

cikloheximid kombinacidjaval aktivalt petesejtek képesek eljutni
blasztociszta stadiumig (13,24 %, 18,95 % és 25,93 %).

5.2. Sertés petesejtek krioprezervacioja

Az in vitro maturaltatott, kumuluszsejtek nélkil fagyasztott oocitak
kevésbé toleraljak a hltés soran fellép6 karosodasokat, és zona
pelluciddjuk is rovidebb id6 alatt bomlik le 0,1 % pronaz hatasara,
tovabba termékenytlési aranyuk is alacsonyabb, mint a szintén in
vitro  maturaltatott, = kumuluszsejtekkel boritott, fagyasztott
petesejteké.

-7

hatasfoka szignifikdnsan rosszabb, mint a kdzvetlen a kinyerés utan
maturaltatott petesejteké.

A ,nyitott végl mdiszalma” (OPS) vitrifikaciés eljaras az in vitro
maturaltatott kumulusz—petesejt komplexek esetében a
leghatékonyabb.

5.3. Mangalica petesejtek maturaltatasa és krioprezervacioja

-7

Mangalica petesejtek in vitro maturacidjaval és vitrifikacids hltésével
tudomasunk szerint még nem foglalkozott egy kutatocsoport sem.
Kisérletiinkkel kapcsolatos eredmények az alabbiakban foglalhatok Gssze:

Vagohidi petefészkekbdl szarmazo, éretlen mangalica petesejtek 42
ora alatt sikeresen maturaltathatok in vitro korilmények kozott.

Mangalica petesejtek a nagy fehér petesejtekkel szemben kevésbé
toleraljak a hdtési eljaras soran bekovetkezett valtozasokat, amit a
szignifikansan nagyobb petesejt degeneralddas, és a visszaolvasztast
kéveté alacsonyabb termékenyllési arany jelez, ugyanakkor a
LNyitott végli milszalma” (OPS) vitrifikacidos eljarassal fagyasztott
mangalica petesejtek tébb mint 50 %-a megkezdte az embrionalis
fejlédést az in vitro termékenyitést kévetben.
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6.1. Sertés petesejtek aktivalasa

Petesejtek aktivalasa rendkivuli jelentGséggel bir a sejtmag-atlltetéses
klénozas soran.

7.

« 7

fehérjeszintézis gatlok alkalmazdasara, illetve etanol, stroncium-klorid és
ionofor vegylletek hasznalatara, melyek a petesejt plazmamembranjat a
Ca’*—ionok szdmara reverzibilisen atjarhatéva teszik, illetve a sejten beliili
Ca’*—raktarak stimuldlasaval emelik az ooplazma Ca’*—tartalmat.

Az elektromos aktivalashoz azonban specidlis és draga miuszerek
szlikségesek, igy célunk egy megbizhatd és olcsé kémiai aktivalasi rendszer
kidolgozasa volt.

Eredményeink mutatjak, hogy az alkalmazott vegylletek (stroncium-klorid,
cikloheximid, 6-dimetil-aminopurin és ezek kombinacioi) képesek kivaltani in
vitro maturaltatott sertés petesejtek aktivalodasat.

A vizsgalatok soran alkalmazott vegyszerek koézll a stroncium-klorid és a
stroncium-klorid altal megemelt Ca®*—szint inaktivalta a citosztatikus faktort
(CSF), a cikloheximid pedig a CSF Ujratermel6désének gatlasaval
csOkkentette az MPF aktivitasat.

Az elektromos aktivalassal nagyobb aranyu aktivalédas érheté el, azonban
egyszerlisége, olcsdsaga, és minimalis eszkdzigénye miatt a dolgozatban
bemutatott kémiai moddszer alkalmazasat javasoljuk sertés petesejtek
aktivalasara.

6.2. Sertés petesejtek krioprezervaciodja

1. kisérletsorozat

Napjainkban még nem sziiletett egységes vélemény azzal kapcsolatban,
hogy a vitrifikdcid soran szikség van-e a kumuluszsejtek jelenlétére a
petesejt koril, vagy nincs (Modina et al., 2004).

Megallapitottuk, hogy az expandalt kumuluszallomannyal rendelkez6
petesejtek jobban toleraljak a hités soran fellép6 karosodasokat és a
visszaolvasztast kovetéen magasabb termékenyllési aranyt mutatnak, mint
a kumuluszsejtek nélkil fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek.
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Eredményeink alapjan sertés petesejtek ,nyitott végl miuszalma” (OPS)
vitrifikacidjakor in vitro maturaltatott kumulusz—petesejt komplexek (COC-
k) hasznalatat ajanljuk.

2. kisérletsorozat

Napjainkig a legtobb petesejt—vitrifikacios kutatds az érett (metafazis-Il)
oocitakra fokuszalt. Azonban ismert, hogy a M-Il dllapotl petesejtek
meiotikus orsdja — a gazdasagi allatok tobbségében - rendkiviil érzékenyen
reagal az alacsony hémérsékletre.

Kisérletinkben megvizsgaltuk, hogy a csirahdlyag [GV] és metafazis-II
allapotban vitrifikdlt petesejtek visszaolvasztast kovetd élet- és
fejléd6képessége hogyan alakult.

A  GV-stadiumU petesejtek fagyasztasakor szignifikansan magasabb
petesejt—degeneralddast és alacsonyabb termékenyilési aranyt figyeltiink
meg, mint a M-Il petesejtek esetében. Valdszinli, hogy a csirahdlyag allapotu
petesejtek kevésbé permeabilisak az etilén-glikollal szemben, igy a
krioprotektiv anyag nem tudja kifejteni véd6 hatasat az eljaras soran.

Az eredmények alapjan — a meiotikus orsé érzékenysége ellenére — sertés
petesejtek vitrifikacios hltésekor in vitro maturaltatott (M-ll) petesejtek
hasznalata javasolt.

6.3. Mangalica petesejtek maturaltatasa és krioprezervaciéja

Megvizsgaltuk, hogy a mangalica petesejtek milyen hatékonysaggal
hasznalhatok az in vitro maturacids rendszerben.

Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a nagy fehér petesejteknél
alkalmazott maturaciéos protokoll sikeresen adaptalhatdé mangalica
petesejtek szamara.

A mangalica petesejtek OPS vitrifikacidos eljarassal szembeni nagyfoku
érzékenysége miatt javasoljuk a vitrifikdcids eljards modositasat. Ugy
véljik, hogy a petesejtek hiitéssel szembeni érzékenysége nemcsak fajok
kozott, hanem fajon belul is valtozd.

Allitdsunk megerdsitésére azonban tovabbi vizsgélatokra (sejtorganellumok,
mikrofilamentumok szerkezetének elemzése, kromoszéma-vizsgalatok) van
szlikség.
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Az alkalmazott biotechnoldgiai eljarasok tébbségének alapjat a laboratoriumi
koralmények kozott eldallitott embridk adjak, ami jol m(kdédé in vitro
embrid-elGallité rendszer (IVP) meglétét feltételezi.

Az elmult évtizedekben szamos Uj eljaras kerllt kidolgozasra az
IVP-rendszer fejlesztésével kapcsolatban, azonban ezen a terlileten a
jovében tovabbi kutatasok sziikségesek.

Kisérleteinket harom kiilonb6z6 — ugyanakkor alapjaiban 6sszekapcsoldédd —
témaban végeztik el.

ElsO vizsgalatunk célja sertés petesejtek kémiai Uton, vegyszerekkel
tortén6é aktivalasanak kivaltasa, illetve az alkalmazott kemikalidk
embridfejlédésre gyakorolt hatasanak vizsgalata volt.

Harom kisérletsorozatban 6sszesen 2401 petesejtet vizsgaltunk meg.

Kisérleteinkben in vitro maturaltatott sertés petesejteket kezeltiink 5 éran
keresztul kulénb6z6 vegyszerekkel (10 mM stroncium-kloriddal; 0,04 mM
cikloheximiddel, 2 mM 6-dimetil-aminopurinnal, illetve ezek kombinacidival).

Egyes kutatdk szerint a cikloheximid 6nmagaban nem képes kivaltani sertés
petesejtek aktivalodasat (Nussbaum — Prather, 1995). Vizsgalataink soran
azonban azt tapasztaltuk, hogy a 0,04 mM koncentracidoban alkalmazott
cikloheximid — egyéb elG-kezelés nélkul - elinditja a sertés petesejtek
aktivaldédasat, és az ily mddon aktivalt petesejtek eljutnak a blasztociszta
stadiumig (18,95 %).

Eredményeink alapjan a stroncium-klorid és a cikloheximid kombinacidja
tlinik a legalkalmasabbnak — az altalunk vizsgalt vegyszerek kézul — sertés
petesejtek aktivalédasanak kivaltasara.

Szintén ebben a csoportban figyeltik meg a legnagyobb
blasztociszta—aranyt is (25,93 %).

Az altalunk elért aktivacids rata hasonld képet mutat mas kutatdécsoportok
kémiai Uton torténd aktivalasi eredményeivel (Meo et al., 2004; Yi — Park,
2005).

Masodik kisérletiinkben a tiz évvel ezel6tt bemutatott (Vajta et al., 1997)
Jnyitott végl muiszalma” (OPS) vitrifikacids eljarast alkalmaztuk sertés
petesejtek fagyasztasara.

Két kisérletsorozatban, 6sszesen 2237 petesejtet vizsgaltunk meg.

Az els6 kisérletsorozatban értékeltik, hogy a kumuluszsejteknek milyen
hatdsa van az in vitro maturaltatott petesejtek fagyasztast/visszaolvasztast
kovets élet- és fejléd6képességére, illetve termékenyllésére.
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A vizsgadlat soran in vitro maturaltatott, kumulusz—petesejt komplexeket,
illetve a maturacié utan pipettazassal lecsupaszitott petesejteket
vitrifikaltunk, majd 6sszehasonlitottuk a két csoportban a visszaolvasztast
kévetéen, a petesejtben bekodvetkezett valtozasokat, és a termékenyllési
ratat.

Napjainkban még nem szlletett egységes vélemény azzal kapcsolatban,
hogy a vitrifikdcid soran sziikség van-e a kumuluszsejtek jelenlétére a
petesejt korll (Modina et al., 2004; Fujihara et al., 2005).

Eredményeink jelzik, hogy a kumuluszsejtekkel korllvett petesejtek
szignifikdnsan kisebb része degenerdlddott a vitrifikdcié soran, mint a
kumuluszsejtek nélkil fagyasztott petesejtek.

Az expandalt kumuluszallomannyal rendelkez6 petesejtek jobban toleraltak
a h(tés soran fellép6 karosodasokat, amit az alacsonyabb degeneralédasi és
a magasabb termékenytlési rata mutat.

A masodik kisérletsorozatban megvizsgaltuk, hogy az éretlen (GV) és az in
vitro maturaltatott (M-ll) petesejtek h(itése milyen mddon befolyasolja az
oocitak OPS vitrifikacios—eljarassal szembei érzékenységét.

Napjainkig a legtobb petesejt—vitrifikaciés kutatas az érett (M-Il) oocitakra
fékuszalt. Azonban ismert, hogy a M-Il stadiumu petesejtek meiotikus orsoja
— a gazdasagi allatok tobbségében - rendkivil érzékenyen reagal az
alacsony hémérsékletre (Aman — Park, 1994), ugyanakkor a meiotikus orsd
sériilése kovetkeztében gyakori a kromoszomak, mikrofilamentumok és a
kortikalis granulumok szerkezetének irreverzibilis megvaltozasa is (Rojas et
al., 2004).

Kisérleteink eredményei alatdamasztjak azt az allitast, miszerint az éretlen
petesejtek reagalnak a legnagyobb érzékenységgel — eddig nem teljesen
tisztazott okokbdl - a hltési eljarasokra (Nagashima et al., 1995).
Lehetséges okként emlitik a germinadlis vezikulum (csirahdlyag)
szerkezetének irreverzibilis megvaltozasat és a kumuluszsejtekkel
kapcsolddé struktirak (gap junction-ok) sértiléseit.

Pedro (1996) szerint a szarvasmarha GV-stadiuml petesejtek kevésbé
permeabilisak az etilén-glikollal szemben, ami szintén az alacsony tulélési
arany okozoja lehet.

Munkank soran azt tapasztaltuk, hogy az éretlen petesejtek érzékenyebben
reagaltak a vitrifikaciéra, mint az in vitro maturaltatott oocitak. Kilondsen
nagy aranyban degeneraléodtak a kumuluszsejtek nélkili, GV-allapotu
petesejtek a vitrifikacios eljaras soran.

Osszefoglaldsképpen elmondhatd, hogy az OPS vitrifikdcids eljards a
kumuluszsejtekkel kortlvett, M-Il allapotl petesejtek esetében volt a
leghatékonyabb.
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3 kisérletsorozatban Osszesen 658 mangalica és 676 nagy fehér sertés
peteseijtet vizsgaltunk.

Vagohidi petefészkekbdl szarmazé mangalica petesejteket maturaltattunk in
vitro kérilmények kozott.

Megvizsgaltuk, hogy a mangalica oocitdk milyen hatékonysaggal
hasznalhatok az in vitro maturacidos rendszerben. Eredményeink alapjan
elmondhatd, hogy a mangalica petesejtek sikeresen maturaltathatok
laboratériumi korlilmények kozott.

A kisérletsorozat masodik részében in vitro maturaltatott mangalica és nagy
fehér fajtacsoportba tartozd sertés petesejteket fagyasztottunk a ,nyitott
végl mUiszalma” vitrifikacids eljarassal.

Ertékeltik, hogy a mangalica petesejtek hiitéssel szembeni tolerancidja a
nagy fehér petesejtekhez képest hogyan alakul, illetve a visszaolvasztast
kévetd in vitro termékenyités segitségével sikeres embridfejlodés
indukalhaté-e a mangalica esetében. A visszaolvasztast/termékenyitést
kévetéen meghataroztuk az eljards soran degenerdlodott petesejtek
aranyat, tovabba megvizsgaltuk, hogy az embridfejlédést a sejtek mekkora
része kezdte meg.

A kapott eredmények mutatjak, hogy a mangalica petesejtek érzékenyebben
reagaltak a hémérsékletvaltozasra, mint a nagy fehér petesejtek; ez alapjan
ugy véljuk, hogy az oocitak hlitéssel szembeni érzékenysége nemcsak fajok
kozott, hanem fajon belll is valtozd.

Mangalica petesejtek a nagy fehér oocitakkal szemben kevésbé toleraltak a
hiitési eljards soran bekovetkezett valtozasokat, ami a szignifikdnsan
nagyobb petesejt-degeneraldédasban nyilvanult meg.

Allitdsunk megerdsitésére azonban tovabbi vizsgélatokra (sejtorganellumok,
mikrofilamentumok szerkezetének elemzése, kromoszéma-vizsgalatok) van
szlikség.

A kapott eredmények jelzik, hogy a kiilénb6z6 fajtak esetében sziikség lehet
a vitrifkacids eljarasok finomitasara, az ekvilibracios idok, és az alkalmazott
krioprotektiv anyagok maédositasara.
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1. melléklet

Petesejtek gy(lijtéséhez hasznalt oldat 6sszetétele: TL-Hepes—PVA oldat

Megnevezés Mennyiség g/500 ml Katalogusszam
CaCl, x 2H,0 0,1470 C-7902
Gentamicin 0,0125 G—-1272
Hepes 1,1915 H-3375
KCI 0,1193 P—-5405
MgCl, x 6 H,0 0,0508 M-2393
NacCl 3,3316 S—-5886
NaHCO3 0,0840 S-5761
NaH,;PO4 0,0204 S-5011
Na-piruvat 0,0110 P-2256
Penicillin 0,0325 P—-3539
PVA 0,5000 P—-8136
Szorbitol 1,0930 S—-1876
Na-laktat 0,7 ml L—4263
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2. a melléklet

Az in vitro maturacié soran alkalmazott alapoldat: TCM-199
Megnevezés Mennyiség g/100ml Katalogusszam
D-gliikoz 0,0550 G-6152
M-199 0,9900 M-7528
NaHCO; 0,2200 S-5761
Na-piruvat 0,0100 P-2256
Penicillin 0,0065 P—-3539
PVA 0,0100 P-8136

2. b melléklet

A maturacio elsé 20 drajaban alkalmazott oldat
Megnevezés TCM-199 Katalégusszam
Ciszteamin 100 uM M-9768
hCG 10 1IU/ml Werft-Chemie Gmbh
L-glutamin 0,25 mM G—-8540
Na-piruvat 0,90 mM P—-2256
PMSG 10 IU/ml Werft-Chemie Gmbh
Sertés follikulusfolyadék 10 % *
Sztreptomicin-szulfat 0,1 mg/ml S-6501

* A sertés follikulusfolyadékot 3—6 mm atmérdji tlszokbdl kézifecskendd
segitségével nyertiik ki, majd 3000g/perc fordulatszamon, 1 éran keresztll
centrifugaltuk. Ezt kovetéen szlirtik (22 p), és a felhasznalasig
fagyasztdszekrényben taroltuk.
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2. c melléklet
A maturaciéo masodik felében (20-42h) alkalmazott oldat

Megnevezés TCM-199 Katalogusszam

Ciszteamin 100 uM M-9768

L-glutamin 0,25 mM G—-8540

Na-piruvat 0,90 mM P—-2256

Sertés follikulusfolyadék 10 % *

Sztreptomicin-szulfat 0,1 mg/ml S-6501

* A sertés follikulusfolyadékot a 2. b mellékletben leirt mddon nyertlk ki.
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3. melléklet

Aktivalashoz hasznalt alapoldat: Ca®*—mentes, piruvat—laktdt—NCSU-37
oldat (Kikuchi et al., 2002)

Megnevezés Mennyiség (mM/I) Katalogusszam
D-glikéz 5,55 G—-6152
D-szorbitol 12,00 S—-1876
Glutamin 1,00 G—-8540
KCI 4,78 P—-5405
KH,PO4 1,19 P—-5655
MgSO, 1,19 M-7774
NaCl 108,73 S-5886
NaHCO; 25,07 S-5761
Na-laktat 2,73 mM L—-4263
Na-piruvat 0,17 mM P-2256
Penicillin 0,0065 g/100ml P—-3539
Sterptomicin-szulfat 0,005 g/100ml S-6501
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4, melléklet

A kilonboz6 vegyszerekkel torténd kezelések soran alkalmazott oldatok.
Az alapoldat Ca**—mentes (piruvattal, laktattal kiegészitett) NCSU-37 oldat

volt (3. melléklet)

Kiegészités

Kezelési csoportok Megnevezése Mennyisége Katalogusszam
S—csoport Stroncium-klorid 10 mM 255521
D—csoport 6-DMAP 2 mM D—-2629
CX—csoport Cikloheximid 0,04 mM C-7698
Stroncium-klorid | 15,85 mg/ml 255521
SD—csoport
6-DMAP 32,36 mg/ml D-2629
Stroncium-klorid | 15,85 mg/ml 255521
SCX—csoport
Cikloheximid 1 mg/ml C-7698
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5. melléklet
Embridtenyésztéshez hasznalt oldat: NCSU-37 Osszetétele
Megnevezés Mennyiség (mM/I) Katalogusszam
CaCl, x7H,0 1,70 C-7902
D-szorbitol 12,00 S-1876
Glutamin 1,00 G—-8540
Glikoéz 5,55 G-6152
KCI 4,78 P—-5405
KH,PO4 1,19 P—-5655
MgS0O,4 x7H,0 1,19 M-7774
NaCl 108,73 S-5886
NaHCO; 25,07 S-5761
Na-piruvat 0,17 P—-2256
Na-laktat 2,73 L-4263
BSA 3 mg/ml A-9418
Penicillin 0,0065 g/100ml P—3539
Szterptomicin-szulfat 0,005 g/100ml S-6501
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6. melléklet

Fagyasztas el6tti ekvilibracié soran hasznalt oldatok dsszetétele

a, Alapoldat (HM)

Kiegészités

Hepes—TCM-199-oldat
(M-7528)

Katalogusszam

BSA

5 mg/ml

A—-9418

b, Az els6 ekvilibracidhoz hasznalt médium (V1)

o Hepes—TCM-199-oldat ) ;
Kiegeszites Katalégusszam
(M-7528)
Etilén-glikol 2M E-9129
Dimetil-szulfoxid 2 M D-2650

¢, Masodik ekvilibracio soran alkalmazot oldat (V2)

o Hepes—TCM-199-oldat ) ;
Kiegeszites Kataléogusszam
(M-7528)
Etilén-glikol 6,5M E-9129
Dimetil-szulfoxid 6,5M D-2650
Szaharoéz 0,4 M S—-1880
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7. melléklet
A visszaolvasztas soran alkalmazott oldatok ¢sszetétele
a, Els6 ekvilibraciokor alkalmazott oldat (M1)
o Hepes—TCM-199-oldat ) ;
Kiegeszites Katalégusszam
(M—7528)
Szahardz 0,75 M S—-1880
b, Masodik ekvilibracié soran alkalmazott oldat (M2)
o Hepes—TCM-199-oldat ) ;
Kiegeszites Katalégusszam
(M—7528)
Szahardéz 0,5M S—-1880
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8. melléklet

IVF soradn alkalmazott oldat, mTBM (moddositott Tris Buffered Medium)
Osszetétele

Megnevezés g/100ml Katalogusszam
CaCl, x 2 H,O 0,1102 C-7902
Glikéz 0,1982 G—-6152
KCI 0,0224 P—5405
NaCl 0,6610 S—-5886
Na-piruvat 0,0550 P-2256
TRIS 0,2422 T-1410
Penicillin 0,0065 P—-3539
BSA 0,1% A—-9418
Koffein 2,5 mM C-0750
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9. melléklet

Az embridtenyésztéshez hasznalt NCSU-23 médium dsszetétele

Megnevezés g/100 ml Katalogusszam
CaCl, x2H,0 0,0256 C-7902
Glutamin 0,0146 G—-8540
Glukoz 0,0999 G-6152
Hipotaurin 0,0546 H-1384
KCI 0,0356 P—-5405
KH,PO4 0,0162 P—-5655
MgS0O,4 x7H,0 0,0293 M-7774
NaCl 0,6361 S-5886
NaHCO; 0,2108 S-5761
Na-piruvat 0,01 P-2256
Penicillin 0,0065 P—-3539
Taurin 0,0876 T-8691
Na-laktat 0,1 ml L—4263
Mem amino acid 1 mil M-7020
BSA 0,4 % A-9418
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