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A kutatés célja, a munkatervben vallalt kutatasi program ismertetése

A Kkutatas célja, hogy eredményes vitrifikcios modszereket fejlesszen ki a kiilénbdz6
fajtaju sertés petesejtek, valamint embriok mélyhiitésére. Mivel a sertés faj esetében eltérések
tapasztalhatok a kulonb6z6 fajtdk htithetéségével kapcsolatban fontos a Magyarorszagon
jelentés és az 6éshonos fajtak petesejtjeinek és embridinak hiitésére alkalmas modszerek
Kifejlesztése. El6szor in vitro maturaltatds alatt vizsgaltuk kilénbdz6 novekedési faktorok
kozil az idegi nOvekedési faktor hatasat a maturacié elérehaladasara, valamint az embrio
fejlodésre. Fontosnak tartottuk a killonbdzo6 érettségii petesejtek vitrifikacios hiithetéségének
vizsgalatat. Ehhez kapcsoldddan vizsgaltuk a sertés petesejtek kémiai aktivalhatosagat. A
herceghalmi ATK kutatdinak segitségével in vivo eldallitott embriok vitrifikacios hiitését
kiséreltuk meg. A mangalica és nagy fehér sertés petesejtek kulonbdzo vitrifikacios
maodszerekkel torténd hiitése utdn vizsgaltuk a fertilizacio utani embriofejlédest.

A targykorben alkalmazott médszerek, eljarasok
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gyujtottik dssze. A petesejteket in vitro maturaltattuk 48 oraig 39 °C on, % 5 CO, tartalmazé
gazkeverékben. Kisérleteinkben felhasznalt vegyszereket a Sigma Aldricht Chemical Co
(Budapest, Hungary)-tdl rendeltiik. A petesejtek gytijtéséhez TL- Hepes oldatot hasznaltunk.

A maturacios oldat TCM 199 (M-7528) volt, amit 10 % sertés tiisz6folyadekkal, 1.25 mM
L- glutaminnal (G-3126), 0,9 mM Na- piruvattal (S-3362), 100 uM ciszteaminnal (M-9768),
0,1 mg/ml sztreptomicin- szulfattal, 10 IU/ml PMSG-vel (Werftt- Chemie GmbH), és 10
IU/ml hCG-vel (Werftt- Chemie GmbH) egészitettiink ki.

A petesejtek/embriok fejlettségének megallapitasahoz a petesejteket/embriokat egy
fedélemez segitségével targylemezhez rogzitettiik, majd legaldbb 3 napon &t ecetsav és
alkohol 1: 3 aranyu keverékében fixaltuk. A fixalast kovetoen a petesejteket/embridkat 1%-
0s ecetsavas orceinnel megfestettik 200 és 400x nagyitason fazis-kontraszt mikroszkoppal
(Leica) vizsgaltuk.

A termékenyitéshez Tris Buffer Mediumot (mTBM) hasznaltunk, ami a kovetkezé
komponensekbél allt: 113,1 mM NaCl (S 5886), 3 mM KCI (P 5405), 7,5 mM CaCl, x 2H,0
(C 7902); 20 mM Tris (T 1410); 11 mM glikoz (G 6152); 5 mM nétrium- piruvat (P 2256);
0,1% BSA (A 8022) és 1mM koffein (C 0750).

A fertiliz&cidéhoz 0.25ml-es miszalmékban mélyhitott ejakulalt kanspermat hasznaltunk.
A miiszalmakat parosaval 37 °C-os vizfiurdoben egy percen belil felolvasztottuk majd azok
tartalmat centrifuga csobe, 8 ml eléinkubalt fertilizaciés médiumba helyeztiik és két percen at
2000g/perc fordulatszamon centrifugaltuk. A centrifugalassal kapott pelletet 70 pl eléinkubalt
fertilizaciéos médiumban homogenizaltuk, majd a szuszpenzié koncentracidjat Thoma
sejtszamlalé kamra segitségével meghataroztuk és a kapacitacio elésegitese erdekében 15
percen at inkubaltuk. A termékenyitéshez hasznalt spermiumok koncentracioja
milliliterenként 1 x 10° volt. A petesejteket a spermiumokkal minddssze 3 éran at inkubaltuk
egyutt — ez elegend6 id6 a termékenytiléshez.

Ezt kdvetéen a petesejteket (zigotakat) NCSU 23 tapkdzegben, 0,4 % BSA Kiegészités
mellett, hat napon &t 39°C —on, 5% CO, tartalmu Iégtérben inkubaltuk.

Az OPS (open pulled straw) vitrifikaciot Vajta és mts mddszere szerint (Mol. Rep. Dev.
1998, 51. 53-58) alapjan végeztik. Krioprotektansnak etilén glikolt és dimetil-szulfoxidot
hasznaltunk. A felolvasztas is tobb Iépcsében tortént. Az alkalmazott médium alapja hepes
TCM és 0,13 M szukroz (S 1888) volt, amit kiegészitettiink a kdvetkez6 vegyszerekkel: L-
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glutamin (200 m/M 0.34 ml), + NBCS (10 ml), glutamin (1.36 ml), Gjszilétt szérumalbumin
(20 %).

Az utolso kisérletsorozatban alkalmazott kiillonbdzé vitrifikacids eljarasoknal: az oldatok
vegkoncentracidja OPS 1 -nél 3 M dimetil-szulfoxid (D 2650) és 3 M etilén-glikol (E 4378),.
OPS 2-nél pedig 6 M DMSO és 6 M EG.

Elsd kisérletsorozat

az in vitro fertilizaciot kovet embridfejlédésre

Maésodik kiserletsorozat:

Kovetkez6 kisérleteinkben vizsgaltuk a kumulusz réteggel korilvett illetve kumulusz sejtek
nélkdli eretlen petesejtek tulélé képességét a vitrifikaciot es visszaolvasztast kovetéen.
Harmadik kisérletsorozat:

A sertés petesejtek kémiai aktivalhatdsagat vizsgaltuk olyan modon, hogy egyreszt
0sszehasonlitottuk a stroncium-klorid (S) sertés petesejt aktivalo és partenogenetikus fejlodést
elésegité  kepességet a cikloheximiddel (CX) és a 6-dimetilaminopurinnal (D)
Osszehasonlitva, masrészt igazoljuk, hogy a két kezelés kombinacidja milyen hatassal van az
aktivaciora és az embriofejlodésre.

Negyedik kisérletsorozat:

In vivo termelt mangalica embridk beultetése

Otodik kisérletsorozat:

Ezutan elvégeztik a magyar nagyfehér és mangalica petesejtek kilonb6z6 maddszerekkel
torténd vitrifikacios hiitésének és a visszaolvasztast koveto fertilizacié utani embridfejlodés
0sszehasonlitasat.

Az elért eredmények és értekelésuik
Elsd kisérletsorozat:

Az idegi ndvekedési faktor 1 ng/ml koncentracidjanak hatasat vizsgaltuk a sejtmagi érésre és
az in vitro fertilizaciot kovetoé embridfejlédésre
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1. dbra. A sejtmag allapota 30 6ra maturaltatas utan
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A sejtmagi érés allapotaban szignifikdns kulénbség volt tapasztalhato 30 Ora petesejt
kultivalas utan az NGF és kontroll csoport kdzott. Erre az idépontra szignifikansan tobb
petesejt érte el az érett M-II. allapotot az NGF csoportban, mint a kontrollban (32,0+9,6% és
5,745,7%). A maturaltatds 30. drajaban azok a petesejtek, melyeket NGF hidnyaban
kultivaltattunk féleg a sejtmagi érés M-I. stddiumaban (50,748,1%) voltak és csak kevés
oocita érte el az anafazis I.+ telofazis I. allapotot (5,5+2,9%). Azoknak a petesejteknek az
aranya, melyek a prometafazis 1. allapotban voltak hasonl6 volt mindkét csoportban
(17,6+1,6% és 18,4+2,4%). A degeneralt petesejtek aranya hasonlé volt mindkét csoportban

A maturaltatas alatti NGF kezelés nem volt hatassal az embriok osztddasara és a fragmentacio
aranyara. Az osztddott embridk kdzel fele 2 sejtes allapotban rekedt, attdl fiiggetlenil, hogy a
kultivaciés médium tartalmazott-e NGF-et vagy nem, és az embriok elég jelentos része 3-4
sejtes allapotban volt mindkét csoportban. A morula allapoti embridk aranya 10,2 % volt a
kontroll csoportban és kdzel ennyi volt a kezelt csoportban is. Az NGF csoportban az embriok
egy nagyon Kis mennyisége elérte a blasztociszta allapotot, mig a kontroll csoportban ilyen
mérteki embrio fejlédés nem volt tapasztalhatd
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2. abra. Az osztodott embridk allapota 6. napos kultivalas utan

Mésodik kisérletsorozat:

Kisérleteinkben vizsgéltuk a kumulusz réteggel korilvett illetve kumulusz sejtek nélkdli
éretlen petesejtek tulélé kepességét. Kozvetlenil a petesejt gyajtés utan minden petesejt
germinalis vezikulum (GV) allapotban volt, intakt GV membrannal. A vitrifikacié utan
szignifikansan kevesebb petesejt rendelkezett normal morfoldgiaval (intakt plazmamembran)
mind a kumulusz sejt nélkili, mind a kumulusz sejtes csoportban (4,7% és 8,5%) mind a
fagyasztas nélkili kontrolnal (95,0% és 92,0%).
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3. abra. A normal morfoldgiaval rendelkezé petesejtek aranya a vitrifikacio utan
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4. dbra. A petesejtek sejtmagi allapota az in vitro érlelés utan

Az in vitro maturdltatas utan, a COC petesejtek kozul tobbnél kdvetkezett be a sejtmembran
feloldodas, mint a kumulusz sejtek nélkili kontrolban (95,0% és 78,2%) és a metafazis II.
allapoty petesejtek aranya is magasabb volt a COC sejtek kdzoétt, mint a kumulusz sejtek
nélkili kontrollban (80,0% és 54,5% ). A vitrifikacio szignifikdnsan csokkentette azon
petesejtek aranyat, melyben végbement a magfeloldddas folyamata (2,0 és 7,0%) és azokét is,
melyekben végbement a metafézisos 2. osztodas (0,6% és 2,8 %). A legtdbb vitrifikalt oocita
germinalis vezikuluma seérllt volt, mely membran sérulésekben, a kromatin allomany
Osszecsapodott vagy szétszérddott elhelyezkedésében nyilvanult meg mind a kumulusz sejtes
mind az anélkul érlelt petesejtekben (90,7 és 96,4%).
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Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a kumulusz sejtekkel korilvett petesejtek
eredményesebben vitrifikalhatok, mert a kumulusz sejtek segitségével konnyebben
folytatodik bennlik a meiozis folyamata, mint azokban a petesejtekben melyekhez nem
kapcsolddtak kumulusz sejtek.

Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a vitrifikaciés eljaras hogyan hat a
kumuluszsejtekkel korllvett és a lecsupaszitott petesejtek termékenyiilésére (2. kisérlet) és
megfigyeltlk, hogy a vitrifikacios eljaras hogyan befolyasolja az éretlen és az érett petesejtek
in vitro fejlédését és termékenyulését (3. kisérlet).

1. tabldzat. Kisérleti csoportok az alkalmazott modszer és a petesejtek morfoldgiai
allapota alapjan

Petesejtek morfolégiai allapota Alkalmazott modszer
1. csoport CcoC Vitrifiké&cié- IVM-IVF-1VC
2. csoport Csupasz Vitrifikécio- IVM-IVF-IVC
3. csoport CcoC IVM- vitrifikacio- IVF-1VC
4. csoport Csupasz IVM- vitrifikacio- IVF-IVC

A kovetkezo kisérletben megvizsgaltuk, hogy a vitrifikécids eljaras hogyan befolyésolja
az érett és éretlen petesejtek morfoldgiajat és termékenyuilését.

5. abra. GV allapotu petesejt vitrifikacid elétt (400x nagyitas)
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Eretlen petesejtek vitrifikacioja
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6. abra. Eretlen (germinalis vezikulum allapotaban 1évé) petesejtek vitrifikacioja

7. dbra. Erett petesejt (M11 &llapot) vitrifikacio el6tt (400x nagyitas)
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Erett petesejtek vitrifikacioja
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8. abra. Erett (metafazis 11 allapottl) petesejtek vitrifikécioja

Megvizsgaltuk, hogy a vitrifikacid hogyan befolyasolja a kompakt kumuluszsejtekkel
korilvett (1, 3. csoport) és a lecsupaszitott petesejtek (2, 4. csoport) termékenylését.

Kompakt kumuluszsejtekkel korilvett petesejtek
vitrifikacidja
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9. abra. Kumulusz sejtekkel korilvett petesejtek (COC) vitrifikacioja

Lecsupaszitott petesejtek vitrifikacioja
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10. dbra. Lecsupaszitott petesejtek vitrifikacidja
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A vitrifikacids eljaras soran a petesejtek nagy része degradalodott (1. csoport 81,0%, 2.
csoport 86,7%, 3. csoport 78,6 %, 4. csoport 80%). Megallapithatd azonban, hogy a
kumulusszal korulvett petesejtekben nagyobb a normal morfologiaja petesejtek aranya, mint a
csupasz petesejtek esetében. A maturacié illetve a vitrifikdcid sorrendje és a sejtek
morfologiai allapota k6zétt nem talaltunk 6sszefiiggést.

A Kisérletek soran a petesejteknek kevesebb, mint 13,0 %-a termékenyiilt. A legnagyobb
termékenyilési szazalék a 3. csoportban (COC) volt, 12,9%.

3. kisérletsorozat:

El6szor Osszehasonlitottuk a cikloheximid(CX), a 6-dimetilaminopurin(D) és stroncium-
klorid(S) hatasat a petesejt aktivalasra és embriofejlodésre. Az aktivalddas mértékét a petesejt
pronukleusz  képz6 hatdsa alapjan allapitottuk meg. A kovetkezé  kisérletben
0sszehasonlitottuk a stronciumklorid (S) a stroncium-klorid és cikloheximid (SX) és a
stroncium-klorid és a 6-dimetilaminopurin (SD) hatasat az in vitro érlelt petesejtek
aktivalasara.
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11. dbra. Kulénb6zé kémiai aktivalas hatasara kulonbozé fejlettseget eléré petesejtek:

Mindegyik csoportban a petesejtek tobb,mint 45 %-a aktivalddott.
Az aktivalddas a kullonbdz6 csoportokban a kovetkezéképpen alakult: S — 53,29+5,39%, D-
48,09+3,43%, SD-49,13+,89 %, CX - 57,37+4,21%, SX — 54,3 7,29, kontroll-1,67 £1,67%.

Az aktivacios rata a CX csoportban (57,37+4,21%) szignifikansan nagyobb volt (P<0,05)
szinten, mint a D csoport (48,09+3,43%).
A tdbbi csoport koz6tt nem talaltunk szignifikans kilonbségeket.
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Embrionalis fejlédés a kezelés utani 6. napon |m Fragmentalédottak
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12. dbra. Embrionalis fejlédés a kezelést kdveté 6. napon

6 napos kultivalas utani eredményeink a kdvetkezok:

Nem kezdte meg az embrionalis fejlédést S-14,71+7,02%, D — 9,28+6,85%, SD -
21,25+1,61%, CX — 11,58+11,89%, SX — 9,88+2,84%.

Fragmentalodtak: S -30,8,8+3,18%, D- 34,02+0,84%, SD — 31,25+10,75%, CX -2
sejtes allapotig fejlodtek: S — 19,12+3,37%, D- 11,34+2,13%, SD — 23,75£6,51%,
CX-12,63+7,86%, SX —12,35+4,51%

4 sejtes embridk: S- 8,82+9,56 %, D - 17,53+2,29%, SD - 8,75+7,5%, CX —
20,00£3,14%, SX — 24,69+5,05%

8 sejtes embriok: S — 11,76+2,07%, D — 18,56V6,04%, SD — 8,75+4,05%, CX —
18,95+10,29%, SX —12,35+3,58%. A kdvetkez6 szignifikans kilonbségeket talaltuk
(P<0,05) : D szignifikansan nagyobb, mint az S és az SD csoport; a CX szignifikansan
nagyobb Sx —nél és D —nél; az SX pedig szignifikansan nagyobb, mint S és SD.
Morula allapot: S — 11,76+5,93%, D — 9,28+2,55%, SD- 6,25+4,52%, CX —

12,63+8,24%, SX — 9,88+2,84%. Az eredmenyek nem szignifikansak.
Blasztociszta allapotot csak az S (2,94+2,56%), CX (3,16+4,12%) és az SX
(8,64+8,07%) csoportokban tudtunk megfigyelni. A kulonbségek nem szignifikansak.
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13. abra. 2 sejtes embri6 az SX csoportbdl (200x nagyités)

14. abra. 8 sejtes embri6 az SD csoportbdl (200x nagyitas)

dr. Bali Papp Agnes
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15. dbra. Morula embri6 az SD csoportbol (200x nagyitas)

16. 4bra. Blasztociszta embrio a CX csoportbdl (200x nagyitas)

dr. Bali Papp Agnes
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4. Kisérletsorozat

Az Allattenyésztési Kutatointézet munkatarsainak segitségével 5 mangalica koca
szuperovulaltatasa utani lehet6ség volt az in vivo eléallitott embriok mitéti kimosasara

2. tablazat. Az embriémosas soran a mangalica petefészkek allapota, valamint a kinyert
embriok fejlettsége

Allatok Petefészkek allapota Kinyert embriok
0CL,0
1. ciszta 3CL 1 db, 4 sejtes embrid
2. ciszta ciszta 0
3. 24 CL 26 CL 2db 4 sejtes, 2 blasztociszta, 1 petesejt
ciszta, 3
4. ciszta CL 0
5. 13 CL 16 CL 5 peteseijt, 5 db 4-8 sejtes, 6 morula

Az dsszes fejlédésnek indult embriot: 8 db 4-8 sejtes, 6 morula, illletve két blasztociszta
embriot matéti uton bedltettlink egy recipiens anyaba, mely visszaivarzott.

5. kisérletsorozat

Mangalica és nagy fehér petesejtek kiillonb6z6 mddszerekkel tértend vitrifikacioja
Vitrifikécids eljardsok:

OPS 1 : Krioprotektiv anyagok aranya: 3 M dimetil-szulfoxid, 3 M etilén-glikol.
OPS 2: A krioprotektiv anyagok aranya: 6 M dimetil-szulfoxid, 6 M etilén-glikol
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17. dbra. Expandalodasi arany

A petesejtérés végere az expandalodasi arany 83,1+2,1, mig a nagy fehér esetében 86,4 £1,1
% volt, amely kulonbség szignifikans P<0,05 szignifikancia szinten.
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Normalis morfolégiaju sejtek aranya a felolvasztas utan
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A két modszerrel vitrifikalt petesejtek kdzil normalis morfologiat mutatott az OPS1 eljarast
kdvetéen a mangalica petesejtek 23,28 + 2,43 %, ezzel 6sszehasonlitva az OPS 2 eljarassal
26,98 £ 0,21%. A kuldnbseg nem szignifikans.

A nagyfehér petesejtek esetében az OPS1 eljarast kovetd visszaolvasztds utan a petesejtek
30,85 £1,92 % illetve az OPS2 eljarast kdvetéen 40,88 +0,71 %-a kilonbség szignifikans
P<0,05 szignifikancia szinten.

A mangalica és nagyfeheér petesejetek a vitrifikacio es visszaolvasztas folyamatat kdvetéen a
OPS 1 eljarast kdvetéen nem szignifik&nsak, azonban az OPS 2 eljarast kdvetéen a mangalica
(26,98 +0,21%) és a nagyfehér (40,88 +0,71 %) petesejtek kozotti kilénbségek P<0,05
szinten szignifikansak.

A normal morfologiai aranyt vizsgalva, ez igazolja, hogy a killénb6zé fajtak esetében sziikség
van a vitrifikacios mddszerek finomitasara

Embri6fejlédés a 4. napon
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19. abra. In vitro embrio-fejlédés a 4. napon
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Az 0sszehasonlitott két OPS eljards embridfejlodésre gyakorolt hatasat vizsgalva
megéllapithatd, hogy a mangalica esetében az in vitro petesejt maturéltatast koveto
vitrifikaltatas visszaolvasztas utani fertilizacidé kéveté embriofejlédés megtorpant a 8 sejtes
allapotban, ezt is az embridknak csak 6,3 £8,8% érte el OPS1 és OPS2 esetében.

A nagy fehér embrioknal az OPSL1 eljarast kdvetéen az embridk 5,3£7,5 % illetve az OPS
eljards utan 4,2+ 5,9 % a morula &llapotot elérte. A morulafejlédés a nagyfehér kontroll
csoportban 7,9 £ 0,3 % volt. A kilénbségek P<0,05 szinten nem szignifikansak.

A vitirfikaltatas nélkdli in vitro embriofejlédést vizsgalva a mangalica embridk 11,37 + 0,56
%, mig a nagy fehér embriok 7,87 + 0,25 %-a fejl6dott morulava. A kilonbségek P<0,05
szinten szignifikansak.

Nagy feher embrioknal OPS 1 esetén az embriok 9,62 +1,29 % érte el, az OPS 2 eljarasnal
pedig 6,15 + 4,77% érte el a 8 sejtes allapotot. A kiillénbségek nem szignifikansak.

Mangalica embriok esetében OPS 1 eljarasnal 49,1 + 7,6%, OPS 2 -nél 50,8 £7,6%, a
kontroll csoportban pedig 34,9 +58% nem kezdte meg az embrionalis fejlédést. A
kilonbségek nem szignifikansak.

Nagy fehér embridknal ez az arany a kovetkez6képpen alakult: OPS1 - 48,1 +6,5%, OPS2 —
59,1+ 3,1%, a kontroll csoportban pedig 32,1+0,8%. A kilonbségek OPS 1 és a kontroll
csoport kozott P<0,05 szinten szignifikansak

Osszefoglalas:

Elsd kisérletsorozat

Az idegi novekedési faktor (NGF) 1 ng/ml koncentricidjanak hatasat vizsgélva a sejtmagi
érésre megallapithatd, hogy szignifikans kildnbseg volt tapasztalhato 30 Ora petesejt
kultivalas utan az NGF és kontroll csoport kdzott. Erre az idépontra szignifikansan tobb
petesejt érte el az érett M-II. allapotot az NGF csoportban, mint a kontrollban (32,0+9,6% és
5,745,7%). A maturaltatds alatti NGF kezelés nem volt hatdssal az embridk osztodasara. Az
osztédott embriok kozel fele 2 sejtes allapotban rekedt, attdl fiiggetlenil, hogy a kultivacids
médium tartalmazott-e NGF-et vagy nem. Az NGF csoportban az embridk egy nagyon Kkis
mennyisége elérte a blasztociszta allapotot, mig a kontroll csoportban ilyen mertékii embrio
fejlédes nem volt tapasztalhato

Maésodik kiserletsorozat:

Vizsgaltuk a kumulusz réteggel korilvett illetve kumulusz sejtek nélkili éretlen petesejtek
tulélé  képességét a vitrifikaciot és visszaolvasztast kovetéen. A vitrifikdcidé utan
szignifikansan kevesebb petesejt rendelkezett normal morfoldgidval (intakt plazmamembrén)
mind a kumulusz sejt nélkili, mind a kumulusz sejtes csoportban (4,7% és 8,5%) mind a
fagyasztas nélkili kontrolnal (95,0% és 92,0%). A vitrifikéacios eljaras soran a petesejtek nagy
része degradalddott. Megéllapithatd azonban, hogy a kumulusszal korilvett petesejtekben
nagyobb a normal morfoldgiaju petesejtek aranya, mint a csupasz petesejtek esetében. A
maturacid illetve a vitrifikacio sorrendje és a sejtek morfoldgiai allapota kdzott nem talaltunk
Osszefliggeést.

Harmadik kisérletsorozat:

A sertés petesejtek kémiai aktivalhatdsagat vizsgaltuk olyan modon, hogy egyrészt
0sszehasonlitottuk a stroncium-klorid (S) sertés petesejt aktivalo és partenogenetikus fejlodést
elésegité kepességet a cikloheximiddel (CX) és a 6-dimetilaminopurinnal (D). Megallapithato
hogy, minden csoportban a petesejtek tobb, mint 45%-a aktivalddott. A CX csoport aktivalasi
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ratdja (57,3+4,2) a P< 0,05 szignifikancia szinten magasabb volt, mint a D (48,1+3,4)
csoporté.

Vizsgaltuk, hogy a ket kezelés kombinacidja milyen hatdssal van az aktivaciora es az
embridfejlodésre. Az (S) és (SX) csoportban a petesejtek tobb, mint 50%-a aktivalddott
(53,3+5,4 illetve 54,3£7,3). Az SD csoportban az aktivacios rata 49,1+1,9 volt. A
blasztociszta képzodési ardny SCX csoportban a P< 0,05 szignifikancia szinten magasabb
volt, mint a kontrollé (8,6+8,1%; 0,00£0,00%). Azonban a legtdbb embrido megéllt a
fejlodésben a 2 vagy 4 sejtes Aallapotban. Ez val6szini a 4 sejtes sertés embrid
érzékenysegének kdszonhets, mivel az anyai genom iranyitasat ezutan az allapot utan kell
atvenni az embriondlis genomnak.

Az eredmeényeink azt mutatjak, hogy az in vitro érlelt petesejtek aktivalhatok
cikloheximiddel, 6-dimetilaminopurinnal és stronciumkloriddal.

Negyedik kisérletsorozat:

Az Allattenyésztési Kutatointézet munkatarsainak segitségével 5 mangalica koca
szuperovulaltatdsa utan, az in vivo elGallitott embridok matéti kimosasat kdvetéen az 0sszes
fejlédesnek indult embriot matéti aton belltettiink egy recipiens anyaba, mely visszaivarzott.

Otodik kisérletsorozat:

A magyar nagy fehér és mangalica petesejtek kiilonb6z6 modszerekkel torténé vitrifikacios
mutattak. A kilonbségek OPS 1 eljaréast kdvetéen nem szignifikansak, azonban az OPS 2
eljarast kovetéen a mangalica (26,9 +0,2%) és a nagy fehér (40,8 £0,7 %) petesejtek kozotti
kilénbségek P<0,05 szinten szignifikansak

A visszaolvasztast koveto fertilizacid utani embridfejlodést sszehasonlitva megallapithato,
hogy a mangalica esetében az embriofejlodés megtorpant a 8 sejtes allapotban, ezt is az
embrioknak csak 6,3 +8,8% érte el OPS1 és OPS2 esetében.

A nagy fehér embrioknal az OPS1 eljarast kovetéen az embriok 5,3+7,5 % illetve az OPS
eljaras utan 4,2+ 5,9 % a morula allapotot elérte. A morula fejlédés a nagy fehér és kontroll
csoportban 7,9 + 0,3 % volt. A kiilonbségek P<0,05 szinten nem szignifikansak.
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