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1. CELKITUZES

Az alkalmazott biotechnoldgiai eljarasok tébbségének alapjat a laboratoriumi
koralmények kozott eldallitott embridk adjak, ami jol m(kdédé in vitro
embrié—elBallitd (IVP) rendszer meglétét feltételezi.

Az in vitro embrid—eldallitas szamos eldnyt kinal az allattenyésztés szamara:
lehet6ség van viszonylag olcsén, rovid id6 alatt nagyszamu embrid
el6allitasara, melyek egyéb biotechnoldgiai kisérletek alapanyagaul
szolgalhatnak (Braga et al., 2007); mint példaul kléonozas (Betthauser et al.,
2000), transzgénikus sertések elGallitasa (Brem et al., 1985),
xenotranszplantacié (Cascalho et al., 2006).

Az embrio—elballitadsnak és a krioprezervacionak komoly szerepe lehet a
kihaléban |évd allatfajok és fajtdk megmentésében, a biodiverzitas
fenntartdsaban és novelésében, a génmegG6rz6 munkaban.

Sertés petesejtek krioprezervacidja napjainkban még nem teljesen
megoldott, mert a sertés oocitak rendkivil érzékenyen reagalnak a
homérsékletvaltozasra és az alkalmazott krioprotektiv anyagokra.

Az elmult évtizedekben szamos Uj eljaras kerllt kidolgozasra az
IVP-rendszer és a krioprezervacios eljarasok fejlesztésével kapcsolatban,
azonban ezeken a terlileten a jovoben tovabbi kutatdsok sziikségesek.

Az értekezésben bemutatott vizsgalatok céljai a kovetkez6k voltak:

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

2. Sertés petesejtek vitrifikacios hitése

* A kumuluszsejtek in vitro maturdltatott sertés petesejtek
fagyasztast/visszaolvasztast kovetd élet-és fejléd6képességére,
termékenylllésére kifejtett hatasanak vizsgalata.

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

3. Mangalica petesejtek in vitro maturaltatdsa és vitrifikacidja, tovabba
visszaolvasztast kovetd in vitro termékenyitése és az embridéfejlédés
vizsgalata.
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2. ANYAG ES MODSZER

A bemutatott kutatasok a Nyugat—Magyarorszagi Egyetem, Mez6gazdasag-
és Elelmiszertudomanyi Kar, Allattudomanyi Intézet Laboratériuméban és a
Murciai Allatorvos—tudomanyi Egyetem (Murcia, Spanyolorszag)
Kutatélaboratériumaban késziltek 2004 és 2007 kozott.

A kisérletekben felhasznalt vegyszereket a Sigma—Aldrich (Budapest) Kft-tol
és a Werft—Chemie GmbH-(Bécs)-tdl vasaroltuk.

Minden vizsgalat haromszor kertlt ismétlésre.

Az eredmények értékelése a STATISTICA programmal (ANOVA) toértént. A
csoportok kozotti kilonbségeket Duncan’s teszttel vizsgaltuk. Szignifikans
kulénbség ott allapithatdé meg, ahol a valdszinliség P<0,05 volt.

2.1. Sertés petesejtek aktivalasa

A kisérletekben vagohidrdl szarmazd, nagy fehér fajtacsoportba tartozo,
prepuberdlis sertés petefészkekbdl nyert kumulusz—petesejt komplexeket
(COC) hasznaltunk.

A kinyert COC-ket 42 6ran keresztlil, TCM-199 oldatban maturaltattuk
(IVM), melyet 10 % sertés follikulus—folyadékkal, 0,9 mM Na-piruvattal,
100 pM ciszteaminnal, 0,25 mM glutaminnal, 0,1 mg/ml sztreptomicin-
szulfattal, illetve az érés elsé 20 drajaban 10 NE/ml hCG-vel és PMSG-vel
egészitetttink ki.

Harom kisérletsorozatban 0sszesen 2401 petesejtet vizsgaltunk meg.

1. kisérletsorozat

A kisérlet sordn 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

7.7

e

Az Ot Oras kezelést kovetéen megvizsgaltuk a nem aktivaldédott (M-Il
allapotban maradt), az aktivalédott (pronukleusszal rendelkezg), illetve a
kezelés soran degeneralddott sejtek aranyat.

A kontroll csoportban (n=127) a petesejteket maturaltattuk (42 o6ra),
majd 7 éran keresztlil NCSU-37 oldatban inkubaltuk.
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2. kisérletsorozat

A vizsgdlathoz az elsd kisérletsorozathoz hasonl6 mddon 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 keresztiil NCSU-37 oldatban kultivaltuk.

A kontroll csoportban (n=90) a petesejteket 42 o6rat maturaltattuk, majd
48 o6ran keresztil NCSU-37 oldatban inkubaltuk.

Ezt koOvetb6en a petesejteket/embridkat ecetsav és etanol 1:3 aranyu
keverékében fixaltuk, és 0,1 %-o0s ecetsavas—orceinnel festettilk, majd
meghataroztuk, az embriofejlédést megkezdett sejtek aranyat.

3. kisérletsorozat

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

Ezt kovetéen megvizsgaltuk az embridok fejlodését, és meghataroztuk a
blasztocisztdk szamat.

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

o

A

1. kép: 2-sejtes embrid (A), 6—8-sejtes embrié (B), morula (C),
blasztociszta (D,E) [Sajat felvétel]
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2.2. Sertés petesejtek vitrifikacios hitése

A vizsgdlatokban a ,nyitott végli mdlszalma” (OPS) vitrifikacids eljarast
(Vajta et al., 1997) alkalmaztuk vagohidi petefészkekbdl szarmazo sertés
petesejtek fagyasztasara/visszaolvasztasara.

Két kisérletsorozatban, 6sszesen 2237 petesejtet vizsgaltunk meg.

1. kisérletsorozat

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

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

Megvizsgaltuk, hogy a visszaolvasztast kdvet6en a petesejtek mekkora
hanyadanak volt normalis morfologidja, illetve mekkora részik
degenerdlddott a vitrifikacids eljaras soran.

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

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

2. kisérletsorozat

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

A visszaolvasztast kovetéen a korabban maturdltatott petesejteket
(MK—csoport) termékenyitettik, a GV-—petesejteket (GK-csoport, és
GCS—csoport) els6ként maturdltattuk, majd azt kovetéen szintén
termékenyitettik.

A kontroll csoportban (n=130) a petesejteket maturaltattuk, majd
termékenyitettiik és a termékenyitett oocitdkat 24 6ran keresztil NCSU-23
oldatban inkubaltuk.

Megvizsgaltuk a visszaolvasztast koveté morfoldgiai valtozasokat a
petesejtek szerkezetében, tovabba feljegyeztiik a termékenyllési aranyt a
kulénb6z6 csoportokban.
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2. kép: Sertés fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek a ZP eltavolitasa
utan: petesejt intakt plazmamembrannal, lathato sarkitesttel (A), petesejt
ép plazmamembrannal (B), feloldédott plazmamembran, degeneralddott
petesejt (C). [Sajat felvétel]

2.3. Mangalica petesejtek in vitro maturaltatasa és krioprezervacioja

Mangalica petesejtek in vitro maturaltatasdval és vitrifikacidés hitésével
kapcsolatban nem talaltunk publikacidkat a szakirodalomban.

Harom ismétlésben, 6sszesen 658 mangalica és 676 nagy fehér sertés
petesejtet fagyasztottunk az OPS eljarassal.

A vitrifikacios eljardas soran in vitro ~maturaltatott (42 6ra),
kumuluszsejtekkel korllvett mangalica (M-csoport) és nagy fehér
(NF—-csoport) sertés petesejteket hasznaltunk.

A kontroll csoportokban mangalica (KM-csoport) és nagy fehér
(KNF-csoport) petesejteket maturaltattunk, majd termékenyitettiink.

1.kisérletsorozat

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

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

2. kisérletsorozat

Mangalica [M-csoport (n=171)] és a nagy fehér sertés [NF—csoport
(n=183)] petesejtek vitrifikacids eljarassal szembeni érzékenységét
hasonlitottuk 6ssze a visszaolvasztast kdvetd degeneraldédasi arany alapjan.

3. kisérletsorozat

In vitro maturaltatott, az OPS eljarassal fagyasztott/visszaolvasztott,
termékenyitett mangalica és nagy fehér sertés petesejtek embriofejlodését
hasonlitottuk G6ssze [M-csoport (n=28); NF-csoport (n=53);
KM-csoport (n=130); KNF—csoport (n=136)], 4 napos kultivacié utan.

Varga Erika doktori (PhD) tézisek 6
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3. EREDMENYEK
3.1. Sertés petesejtek aktivalasa

42 h in vitro maturaciot kovetéen megallapitottuk, hogy a vizsgalt (n=90)
kumulusz—petesejt komplexek (COC) 93,33£1,92 %-a rendelkezett
expandaldédott kumuluszallomannyal, és a petesejtek 77,78+1,92 %-a
metafazis Il staddiumba jutott.

1. kisérletsorozat eredményei

= A CX-csoportban (57,3+1,52 %) szignifikdnsan (P<0,05) nagyobb
volt az elémag—képzbdés (aktivalédas), mint az S—(50,96+3,72 %),
valamint a D—(45,91+3,39 %) és az SD—csoportokban (47,25+1,08
%).

= Az SCX-csoportban (57,19+4,5 %) az aktivalédasi rata
szignifikansan (P<0,05) nagyobb volt, mint az S—(50,96+3,72 %), a
D—(45,91+3,39 %) és az SD—csoportokban (47,25+1,08 %).

= A kezelések petesejtek aktivalodasara kifejtett hatdsa a kontroll
csoporthoz képest statisztikailag igazolhatd; a kezelési csoportok
mindegyike szignifikdnsan (P<0,05) nagyobb aktivalédast mutatott,
mint a kontroll petesejtek. A kontroll csoportban 0,78+0,45 %
spontan aktivalédast jegyeztiink fel.

= A kezelések hatdsara az egyes csoportokban a petesejtek 5—-11 %-a
degeneralddott: 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 %.

2. kisérletsorozat eredményei

= Az aktivalodott petesejtek a kezelési csoportokban a kontroll
csoporthoz képest szignifikansan (P<0,05) nagyobb aranyban
kezdték meg az embridfejlédést. A kontroll csoportban 1,11+1,92 %
spontan embriofejlodést jegyeztiink fel: 90 petesejt kozlil egy
aktivaldodott, és megkezdte az embriofejlédést, azonban 2-sejtes
staddiumban megrekedt.

= A kezelések embriofejlédésre gyakorolt hatdasa ko6zo6tt szignifikans
(P<0,05; P<0,001) kilonbséget nem tudtunk kimutatni.
Megallapithatdé azonban, hogy a kilonb6z6 vegyszeres kezelések
hatdsara az egyes csoportokban, a petesejtek legaldbb 46 %-a
fejlédésnek indult.
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3. kisérletsorozat eredményei

Az IVC hatodik napjan a kllénb6z6 kezelési csoportokban az embridk
10-19 %-a megrekedt a 2—sejtes stadiumban. Szignifikans (P<0,05)
kulénbséget az SD—és az SCX—csoportok kozott figyeltink meg. Az
SD—csoportban (18,75+4,73 %) az embriok nagyobb hanyada
rekedt meg 2-sejtes stadiumban, mint az SCX-csoportban
(9,88+2,42 %).

A 4-—sejtes embridokat vizsgalva, a kezelési csoportok kozott nem
talaltunk szignifikans (P<0,05 és P<0,001) kllonbséget.

Az S—csoportban (36,76+7,41 %) és az SD—csoportban (25+6,44
%) szignifikansan (P<0,05) tébb embrid rekedt meg a 8-sejtes
stadiumban, mint a CX-csoportban (18,95+2,47 %). Az
SCX—csoportban (14,81+7,55 %) szignifikansan (P<0,05) kevesebb
8—sejtes stadiumu embridt jegyeztiink fel, mint a CX—csoportban
(18,95+2,47 %).

Morula embridkat vizsgalva, a kilénb6z6 csoportokban nem talaltunk
statisztikailag igazolhatd klilénbségeket.

A kezelések szignifikans (P<0,05) hatast gyakoroltak a blasztocisztak
fejlodésére. Blasztociszta embridkat az S—-, CX- és az
SCX—csoportokban tudtunk medfigyelni. Az SCX-csoportban
(25,93%4,26 %) és a CX—csoportban (18,95+2,47 %) szignifikansan
(P<0,05) tobb blasztocisztat tapasztaltunk, 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 fejlodtek
holyagcsirava, mint a CX—csoportban (18,95+2,47 %).

3.2. Sertés petesejtek vitrifikacios hiitése

1. kisérletsorozat eredményei

42 o6ra IVM-t koOvetbéen a vizsgalt (n=75) kumulusz—peteseijt
komplexek (COC) 89,33+6,11 %-a rendelkezett expandalddott
kumuluszallomannyal, és a petesejtek 82,67+6,11 %-a metafazis Il
stadiumba jutott.

A CS-—csoportban (78,08+1,88 %) a petesejtek szignifikdnsan
(P<0,05) nagyobb hanyada degeneralddott 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 pelluciddja szignifikansan (P<0,05) révidebb id6 alatt
bomlott le 0,1 % pronaz hatasara, mint a kontroll csoportban
(255,24 sec).
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A K—csoportban (218,73 sec) a ZP szignifikansan hosszabb id6 alatt
bomlott le, mint a CS—csoportban (83,07 sec).

A kontroll csoportban (93,33+6,67 %), a visszaolvasztast kdvetben
szignifikansan (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 (P<0,05) kilénbség volt a
K—csoport (36,63+4,64 %) és a CS-—csoport (19,66+4,78 %)
fertilizacids rataja kozott is.

2. kisérletsorozat eredményei

Petesejtek vitrifikacids eljarast megel6z6 maturacidja szignifikansan
(P<0,05) jobb hatasfokd volt, mint a fagyasztott/visszaolvasztott
petesejtek maturacioja.

A visszaolvasztast kévetéen 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
degeneralddtak a petesejtek a vitrfikacids eljaras soran - szintén
szignifikans (P<0,05) kiloénbség figyelhet6 meg a GK-és a
GCS—csoportok kdzott.

A kontroll csoportban (51,83+3,55 %), a tObbi csoporthoz képest
nagyobb aranyban termékenylltek a petesejtek, illetve az
MK—csoportban (35,73+2,15 %) szintén tobb oocita termékenyiilt,
mint a GK—csoportban (13,33+2,89 %) és a GCS—csoportban (9,4
0,96 %).

3.3. Mangalica petesejtek in vitro maturaltatasa és krioprezervacioja

1. kisérletsorozat eredményei

Az alkalmazott maturaciés méddszer alkalmasnak bizonyult vagohidi
mangalica petefészkekbdl szarmazo, éretlen mangalica petesejtek in
vitro maturaltatasara.

A 42 6rds IVM soran, a NF—csoportban (87,63+2,13 %)
szignifikansan (P<0,05) nagyobb volt a kumuluszsejtek
expandalédasi aranya, mint a M—csoportban (82,99+2,32 %).
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A sejtmag érésével kapcsolatban tapasztalt kiilonbségek (M—csoport:
71,11+£5,09 %; NF—csoport: 74,44%+1,92 %) statisztikailag nem
igazolhatok.

2. kisérletsorozat eredményei

Az eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a petesejtek h{téssel
szembeni érzékenysége fajon belll is valtozd. Mangalica petesejtek a
nagy fehér petesejtekkel szemben kevésbé toleraltak a hlitési eljaras
soran bekovetkezett valtozasokat, ami a szignifikansan (P<0,05)
nagyobb petesejt—degeneralédasban nyilvanult meg. A
NF—csoportban a petesejtek szignifikdnsan (P<0,05) kisebb hanyada
(56,31+4,89 %) degeneralddott a h(ités/visszaolvasztas soran, mint
az M—csoportban (69,95+3,91 %).

3. kisérletsorozat eredményei

A fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek, a termékenyitést kovetden,
50 %-nal nagyobb aranyban kezdték meg a fejlédést (M—csoport:
50,62+5,97 %; NF—csoport: 63,77%£8,29 %).

A kontroll csoportokban a termékenyitett petesejtek tobb mint 60 %-
a megkezdte az embrionalis fejlédést (KM—csoport: 64,52+4,18 %;
KNF—csoport: 71,22+5,82 %). Az NF-csoportban szignifikansan
(P<0,05) alacsonyabb volt a fejlédésnek indult sejtek szama, mint a
kontroll NF—csoportban.

A csoportokban megfigyelt fejlédési stadiumok kozott szignifikans
(P<0,05) kulénbséget nem tapasztaltunk.

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

Varga Erika doktori (PhD) tézisek 10



In vitro sertésembrio-el6allité rendszer vizsgalata

JAVASLATOK

4. U1, TUDOMANYOS EREDMENYEK
4.1. Sertés petesejtek aktivalasa

Minden egyéb el6-kezelés nélkil alkalmazott stroncium-klorid, 6-
dimetil-aminopurin, cikloheximid, illetve ezeknek a vegylleteknek a
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 %).

4.2. Sertés petesejtek vitrifikacios hiitése

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

e 7.7

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

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

4.3. 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 szarmazd, éretlen mangalica petesejtek 42
ora alatt sikeresen maturaltathatok in vitro kortilmények 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 mlszalma” vitrifikacids eljarassal fagyasztott mangalica
petesejtek tobb mint 50 %-a megkezdte az embrionalis fejlodést az
in vitro termékenyitést kdvetben.
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5. JAVASLATOK
5.1. Sertés petesejtek aktivalasa

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

A modszer alkalmas sejttani kutatasokra is, hiszen a keletkez6 embridkban
az anyai kromoszomak az apaitdl fliggetlenlil vizsgalhatok. Tovabba
lehet6ség van — az IVP technikakhoz hasonldéan — a termékenyiilés, és a
korai embrionalis fejlédés vizsgalatara is (Lee et al., 2004).

In vivo koralmények kozott a petesejtbe jutd spermium az oocita
aktivalédasat és a meidzis folytatdsat eredményezi.

s 7.7

fehérjeszintézis gatlok alkalmazasara, illetve etanol, stroncium-klorid és
ionofor vegylletek hasznalatara, melyek a petesejt plazmamembranjat a
Ca’*—ionok szdmara reverzibilisen atjarhatéva teszik, illetve a sejten belili
Ca’*—raktarak stimuldldsaval 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 vegyliletek (stroncium-klorid,
cikloheximid, 6-dimetil-aminopurin és ezek kombinacioi) képesek kivaltani in
vitro maturaltatott sertés petesejtek aktivalodasat.

A vizsgalatok soran alkalmazott vegyszerek kozil 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 aktivaldédas érheté el, azonban
egyszerlisége, olcsdsaga, és minimalis eszkdzigénye miatt a dolgozatban
bemutatott kémiai moddszer alkalmazasat javasoljuk sertés petesejtek
aktivalasara.
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5.2. Sertés petesejtek krioprezervacioja

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

Vizsgalatainkban megallapithatd, hogy az expandalt kumuluszallomannyal
rendelkez6 petesejtek jobban toleraljak a hités soran fellépd karosodasokat
és a visszaolvasztast kovetéen magasabb termékenyllési aranyt mutatnak,
mint a kumuluszsejtek nélkil fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek.

Eredményeink alapjan sertés petesejtek ,nyitott végld miszalma” (OPS)
vitrifikacidjakor in vitro maturaltatott kumulusz—petesejt komplexek (COC-
k) hasznalatat javasoljuk.

Jelenleg a legtobb petesejt—vitrifikacidos kutatds az érett (M-Il) oocitdkra
fokuszal. Azonban ismert, hogy a M-Il allapotl petesejtek meiotikus orséja —
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
fejlodoképessége hogyan alakult.

Az eredmények alapjan — a meiotikus orsé érzékenysége ellenére — in vitro
maturaltatott petesejtek hasznalatat javasoljuk sertés petesejtek
vitrifikacios hltésekor. A GV-stadiumu petesejtek fagyasztasakor
szignifikansan magasabb  petesejt—degeneralédast és alacsonyabb
termékenyllési aranyt mutattak, mint a M-Il petesejtek. Valdszin(, hogy a
csirahodlyag allapotl petesejtek kevésbé permeabilisak az etilén-glikollal
szemben, igy a krioprotektiv anyag nem tudja kifejteni véd6é hatasat az
eljaras soran.

5.3. Mangalica petesejtek maturaltatasa és krioprezervacioja

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

A mangalica petesejtek OPS vitrifikacidos eljarassal szembeni nagyfoku
érzékenysége miatt javasoljuk a vitrifikacids eljaras mddositasat.

Ugy véljiik, hogy a petesejtek hiitéssel szembeni érzékenysége nemcsak
fajok kozott, hanem fajon belll is valtozé.
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Az eredmények javitéasa érdekében tervezzik citohalazin-B kezelés
alkalmazasat a fagyasztas el6tt - ezzel novelve a mangalica petesejtek
h(itéssel szembeni toleranciajat.

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

3. kép: Mangalica koca malacaival

Varga Erika doktori (PhD) tézisek 14



In vitro sertésembrio-el6allitas vizsgalata

HIVATKOZASOK

6. HIVATKOZASOK

Aman RR, Parks JF (1994): Effects of cooling and rewarming on the meiotic
spindle and chromosomes of in vitro matured bovine oocytes. Biol. Reprod.
50: 103-110.

Betthauser J, Forsberg E, Augenstein M, Childs L, Eilertsen K, Enos J,
Forsythe T, Gloueke P, Jurgella G, Koppang R, Lesmeister T, Mallon K, Mell
G, Misica P, Pace M, Pfister-Genskow M, Strelchenko N, Voelker G, Watt S,
Thompson S, Bishop M (2000): Production of cloned pigs from in vitro
systems. Nat. Biotech. 18: 1055—-1059.

Braga DPAF, Pasqualotto FF, Madaschi C, Carvalho T, Bonetti S, Rodriguez
D, Iaconelli A, Borges E (2007): Use of pig oocytes for training new
professionals in human assisted reproduction. Fert. Ster. Megjelenés alatt

Brem G, Brening B, Goodman HM, Selden RC, Graf F, Kruff B, Springmann
K, Hondele ], Meyer ], Winnaker EL, Krausslich H (1985): Production of
transgenic mice, rabbits and pigs by microinjection into pronuclei. Zuchthyg.
20: 251-252.

Cascalho M, Ogle BM, Platt JL (2006): The future of organ transplantation.
Ann. Transplant. 11: 44—-47.

Fraser LR (1987): Strontium supports capacitacion and the acrosome
reaction in mouse sperm and rapidly activates mouse eggs. Gamete Res.
18: 363-374.

Grupen CG, Mau JC, MclLlfitrick SM, Maddocks S, Nottle MB (2002): Effect
of 6-dimethylaminopurine on electrically activated in vitro matured porcine
oocytes. Mol. Reprod. Dev. 62: 387—-396.

Lee WJ, Tian CX, Yang X (2004): Optimization of parthenogenetic activation
protocol in porcine. Mol. Reprod. Dev. 68: 51-57.

Machaty Z, Funahasi H, Mayes MA, Day BN (1996): Effects of injecting
calcium chloride into in vitro matured porcine oocytes. Biol. Reprod. 54:
316-322.

Meo SC, Leal CL, Garcia JM (2004): Activation and early parthenogenesis of
bovine oocytes treated with ethanol and strontium. Anim. Reprod. Sci. 81:
35-46.

Modina S, Bretta M, Lodde V, Laurina A, Luciano AM (2004): Cytoplasmic
changes and developmental competence of bovine oocytes cryopreserved
without cumulus cells. Eur. ]J. Histochem. 48: 337—-346.

Nussbaum DJ, Prather RS (1995): Differential effects of protein synthesis
inhibitors on porcine oocyte activation. Mol. Reprod. Dev. 41: 70-75.

Ozil JP, Huneau D (2001): Activation of rabbit oocytes: the important of the
Ca’* signal regime on development. Dev. 128: 917-928.

Varga Erika doktori (PhD) tézisek 15



In vitro sertésembrio-el6allitas vizsgalata

HIVATKOZASOK

Pedro PB, Kasai M, Mammaru Y, Yokoyama E, Edashige K (1996): Changes
in the permeability to different cryoprotectants of bovine oocytes and
embryos during maturation and development. In: 31" Int. Congr. Anim.
Reprod. 3: 15-19.

Rojas C, Palomo MJ], Albarracin JL, Mogas T (2004): Vitrification of
immature and in vitro matured pig oocytes: study of distribution of
chromosomes, microtubules, and actin microfilaments. Cryobiol. 49:
211-220.

Vajta G, Holm P, Greve T, Callesen H (1997): Vitrification of porcine
embryos using the Open Pulled Straw (OPS) method. Acta. Vet. Scand. 38:
349-352.

Wang WH, Machaty Z, Abeydera LR, Prather RS, Day BN (1998):
Parthenogenetic activation of pig oocytes with Ca-ionophore and the block to
sperm penetration after activation. Biol. Reprod. 58: 1357—-1366.

Varga Erika doktori (PhD) tézisek 16



In vitro sertésembrio-el6allitas vizsgalata

A DOLGOZAT TEMAJABAN MEGJELENT PUBLIKACIOK

7. A DOLGOZAT TEMAJABAN MEGJELENT PUBLIKACIOK

7.1. Lektoralt lapokban megjelent tudomanyos kozlemények

Varga E, Makkosné Petz B, Gajdocsi E, Salamon I, Bali Papp A
(2007): Vitrification of in vitro matured oocytes of Mangalica
(Hungarian native pig breed) and Large White pig. Acta Veterinaria
Hungarica. Beadva.

Varga E, Lérincz Zs, Koltai 3, Bali Papp A (2007):
Parthenogenetic development of in vitro matured porcine oocytes
treated with chemical agents. Animal Reproduction Science. [IF:
2,18]. Megjelenés alatt.

Varga E, Gardon JC, Bali Papp A (2006): Effect of Open Pulled
Straw (OPS) vitrification on the fertilization ability and developmental
competence of porcine oocytes. Acta Veterinaria Hungarica.
54: 107-116. [IF: 0,535]

Varga E, Matas C, Ruiz S, Bali Papp A (2006):,Sertés petesejtek
vitrifikdlasa nyitott végl muiszalma eljarassal. Allattenyésztés és
Takarmanyozas. 55: 475-481.

Bali Papp If\, Somfai T, Tartaglione M, Varga E, Gardon JC
(2005): The effect of nerve growth factor on nuclear progression of
porcine oocytes during in vitro maturation and embryo development.
Acta Veterinaria Hungarica. 53: 91-101. [IF: 0,535]

Bali Papp A, Varga E, Kiss V (2004): Sertés embridk
mélyhltésének lehet6ségei. Allattenyésztés és Takarmanyozas. 53:
167—-168.

7.2. Lektoralt lapokban megjelent 6sszefoglalok

Varga E, Romar R, Garcia-Vazquez FA, Coy P, Bali Papp A,
Grulléon L, Ruiz S, Matas C (2007): Influence of the vitrification
procedure on zona pellucida solubility in pig oocytes. Reproduction in
Domestic Animals. 42: 77. [IF: 1,503]

Matas C, Garcia-Vazquez F, Varga E, Gadea J, Coy P, Ruiz S
(2006): Sperm source and sperm treatment affect the IVF yield in
pigs. Reproduction in Domestic Animals. 41: 299. [IF: 1,503]

Bali Papp A, Varga E (2006): Chemical activation of in vitro
matured porcine oocytes. Reproduction Fertility and Development.
18: 263-264. [IF: 2,542]

Gardén JC, Varga E, Rita M, Foldes F, Bali Papp A (2005):
Morphological classification of the ovaries in relation to the
fertilization ability and the rate of polispermy of in vitro fertilized

Varga Erika doktori (PhD) tézisek 17



In vitro sertésembrio-el6allitas vizsgalata

A DOLGOZAT TEMAJABAN MEGJELENT PUBLIKACIOK

bovine oocytes. Reproduction in Domestic Animals. 40: 373. [IF:
1,503]

Bali Papp A, Somfai T, Varga E, Marosan M (2005): Survival of
porcine oocytes at germinal vesicle stage after vitrification with Open
Pulled Straw method. Reproduction Fertility and Development. 17:
189. [IF: 1,515]

7.3. Eléadasok

Varga E (2007): Master Program. ,Biology and technology of
reproduction in domestic animals”. Cryopreservation of gametes and
embryos in domestic animals. Murcia, Spain, 22 Jan-2 Febr.

Varga E (2006): Master Program. ,Biology and technology of
reproduction”: Preservation of gametes and embryos in domestic
animals. Murcia, Spain. 13—17 March.

Varga E, Bali Papp A (2006): Néhany biotechnolégiai médszer a
sertésnemesitésben.  Xlll. Szaporodasbiolégia Taldlkozé: Az
allattenyésztés szaporodasbioldgiai vonatkozasai”. Budapest, junius
26-27.

Varga E, Gajdécsi E, Bali Papp A (2006): Kiil6nbdzd fajtaju sertés
petesejtek vitrifikacids hltése, visszaolvasztas utani fertilizacidja és
az embridk fejlédése. Allatbiotechnoldgiai kutatdsok Magyarorszagon.
Budapest, MTA Székhaz, szeptember 29.

Bali Papp A, Varga E (2005): Sertés petesejtek vitrifikalasa nyitott
végl miszalma (OPS) eljarassal. Xll. Szaporodasbioldgia Talalkozd:
»~Szaporodasbiolégiai gondozas a fenntarthatd allattenyésztésben”.
Hajduszoboszld, november 4-5.

7.4. Konferencia-kiadvanyokban megjelent k6zlemények

Varga E (2006): Mangalica sertés génmegorzésének egyik
lehetséges Utja: a  vitrifikacids h(tés. XlIl. Nemzetkozi
Kérnyezetvédelmi és Vidékfejlesztési Didkkonferencia, Mez6tur, julius
5-7.

Varga E, Gajdécsi E, Bali Papp A (2006): In vitro maturalt sertés
petesejtek aktivalasa. XXXI. Ovari Tudomanyos Nap: ,Elelmiszer-
alapanyag el6allitds - Quo vadis?”. Mosonmagyarovar, oktéber 6.

Varga E, Gardon JC, Bali Papp A (2005): Effect of Open Pulled
Straw (OPS) vitrification on fertilization ability and developmental
competence of in vitro matured and immature denuded or cumulus
covered porcine oocytes. 21" Scientific meeting of European Embryo
Transfer Association. Keszthely, Hungary. 9—10 Sept.

Varga Erika doktori (PhD) tézisek 18



In vitro sertésembrio-el6allitas vizsgalata

A DOLGOZAT TEMAJABAN MEGJELENT PUBLIKACIOK

Bali Papp A, Varga E, Kiss V (2004): Sertésembriok vitrifikacios
hitése XXX. Ovari Tudomanyos Napok: ,Agrartermelés —
harméniaban a természettel”. Mosonmagyaroévar, oktéber 7.

Varga E, Somfai T, Tartaglione M, Gardén JC, Bali Papp A
(2004): Az idegnovekedési faktor hatdsa sertés petesejtek
meiotikus osztédasdra az in vitro érlelés sordn. XXX. Ovari
Tudomanyos Napok: ,Agrartermelés — harmodniaban a természettel”.
Mosonmagyardvar, oktober 7.

Bali Papp A, Somfai T, Varga E, Tartaglione M, Gardén 31C
(2004): How can influence nerve growth factor the in vitro
maturation of pig oocytes 15™ International Congress on Animal
Reproduction. Porto Seguro, Brazil. 8—12 August.

Bali Papp A, Makkosné Petz B, Varga E (2003): Evaluation of
boar semen quality by different staining methods. 15" European A.I.
Vets Meeting. Budapest, oktdéber 8—11.

Varga Erika doktori (PhD) tézisek 19



