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OSSZEFOGLALAS

A szerz8k vizsgaltak a kilonbozd vitrifikacidés technikak (kriocsd és open pulled
straw) hatasat preantralis tiisz8k tGlélésére a felolvasztas utan. A talélési aranyt
a felolvasztott tUszdk in vitro tenyésztésével tesztelték, amelynek sordn nyomon
kovették a tusz8k ndvekedését és dsztradioltermelését. A tUszdk in vitro tenyész-
tése rendkivil jelentés mennyiségli petesejthez biztosithat hozzaférést, amelyek
in vitro maturalhaték és termékenyithetdk, a kifejlddott embridk belltethetdk
vagy fagyasztva tarolhaték. A tanulmany célja a tlsz8éprezervald protokollok fej-
lesztése, amelyeknek potencialis alkalmazasai lehetnek konzervacidbioldgia és
a termékenységmegdrzés terlletén.

SUMMARY

Background: The cryopreservation of preantral ovarian follicles offers an alterna-
tive for extending the reproductive lifespan of animals with high genetic value or
those that are endangered. Additionally, it holds significance in human medicine
for fertility preservation prior to chemotherapy treatments. Since mammalian
ovaries contain a substantial number of preantral follicles, the in vitro culture of
thawed follicles could provide access to a significant quantity of oocytes, which
can be matured and fertilized in vitro. The resulting embryos can either be trans-
ferred or cryopreserved for future use.

Objectives: The aim of the current study is to summarize previous results reg-
arding the in vitro culture of preantral follicles (PAF) in laboratory animals (mice)
and companion animals (dogs), as well as to provide new data on the possibilities
related to PAF in vitro culture (IVC) in livestock animals (pigs).

Materials and Methods: Follicles were isolated from ovaries and divided into
three groups: fresh, OPS vitrified and cryotube vitrified, and cultured in vitro.
Throughout the in vitro growth period, follicle diameter and estradiol production
were monitored.

Results and Discussion: OPS (and open vitrification systems in general) could
be suitable for the simultaneous cryopreservation of a large number of isolated
follicles. The technique ensures viability for short-term in vitro culture after
thawing.
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SZAPORODASBIOLOGIA

Az elmilt évtizedekben az asszisztalt reprodukcios technikak (ART) alkalmazésa
az orvos- és allatorvostudomany egyik leggyorsabban fejlddd terliletévé valt.
A reprodukcid segitése és a termékenység megdrzése (,fertility preservation”)
érdekében alkalmazott, az dssejtek, embridk, ivarsejtek és szdvetek krioprezer-
valasara szolgald Uj technikdk és protokollok fejlesztésével szamos tanulmany
foglalkozik [1]. Emberekben kiemelt jelentGsége van azoknak az ART-knek, ame-
lyek daganatos betegek fertilitdsanak/termékenységének meg8rzését célozzak.
A sugar- és kemoterapia elétt gydjtott ivarsejteket vagy embridkat a kezelések
végéig mélyhltve taroljak, igy elkerilhetd a kezelések okozta karosodas a sper-
miumokban/petesejtekben/embriékban [2]. Allattenyésztési vonalon pedig a
konzervacidbioldgiai szempontok érvényesllnek elsdsorban.

KONZERVACIOBIOLOGIA

A genetikai anyag A genetikai anyag megdrzése és védelme nagyon fontos a veszélyeztetett vagy
megorzése és védelme 8shonos fajok/fajtdk esetében, amelyek ki vannak téve a génerdzidénak és a kihalas
nagyon fontos a kockazatanak. Az ART a konzervacidbiolégiaban is kiemelt jelentdségd, mivel a
veszélyeztetett hazi-, ill. haszonallatokon alkalmazott eljarasok [3] alkalmazhatdk a veszélyeztetett

vagy éshonos fajok/ fajok genetikai anyaganak hosszU tava védelmére, megdrzésére [4]. Jelenleg a
fajtdk esetében nagy genetikai érték(i egyedek megdrzése féként az ejakuladtum, ill. spermiumok

mélyh(itését jelenti, mig a ndéstények esetében gyakran nehézségbe Utkozik
az ivarsejt (petesejt) gyljtése, mélyh(itése. A fajfenntartas torténhet in situ és
ex situ, attdl figgben, hogy az allatokat természetes él6helylikon, vagy mester-
séges kdrnyezetben tartjak-e [5].

Mivel a petefészek kéregallomanyaban tobb szazezer éretlen petesejtet tar-
talmazo tisz8 taldlhatd, ezek gy(jtése, in vitro tenyésztése (in vitro culturing,
IVC), mesterséges termékenyitése (in vitro fertilization, IVF) és/vagy fagyasztasa
(cryopreservation, CP) lehet8vé teszi nemcsak a fajtak drokité anyaganak hosz-
sz( tava tarolasat génbankokban, de a varatlanul elhullott, nagy érték({ ndstény
egyedtdl késébb utddokat is |étre tudunk hozni [6].

PETEFESZEKSZOVET ES PREANTRALIS TUSZOK FAGYASZTASA

A hereszévetek A hereszdvetek fagyasztasdhoz hasonldan a petefészekszovet is mélyhlthetd. A
fagyasztdsdhoz szOvetfagyasztasnal nagy kihivast jelent a jél permeabilizalé (a sejtekbe/szove-
hasonléan a tekbe kdnnyen bejutd) krioprotektansok (védS8anyagok) kivalasztasa, a megfeleld
petefészekszovet hitési sebesség megvalasztasa, valamint a kiilonbozd fejlédési stadiumban 1évé,
is mélyhiitheté felhasznalasra alkalmas tlsz8k el6forduldsa a szovetben [1]. Az eddig elért igé-

retes eredmények ellenére a petefészekszdvet és a preantralis tisz8k (preantral
follicles, PAF) fagyasztasa, valamint a tisz8k in vitro tenyésztése a legtobb fajban
még mindig nem szamit megoldott kérdésnek. Stabilan m{ikoédé protokollok hia-
nyédban az eljaras még messze van a gyakorlati alkalmazastél [6].

A petefészekszovetek fagyasztisat sikeresen alkalmaztak néhany allatfaj
(pl. juh, szarvasmarha, kecske, sertés) esetében [7]. Kutydnal szintén szadmos
kisérlet irdanyult a megfeleld vitrifikacids protokoll kidolgozasara [8-13], valamint
toknak a tapasztalatai azt sugalljak, hogy a kutyak petefészekszovete sikeresen
vitrifikdlhaté [8, 10, 12], azonban a xenotranszplantaciét kovet8en elkerllhetetlen
a fagyasztasbdl adddd kriosérllés és a tuszbveszteség [8].

A human IVF terlUletén a petefészekszovet mélyhitése, valamint a felolvasz-
tott minta autotranszplantacidja hatalmas attérést hozott mint a kemoterapiat
megel5z6 fertilitasmegdrzd eljaras. A modszernek kdszonhetlen az elsd gyermek
2004-ben szlletett [14] és azbta tobb mint 150 gyermek szlletett vildgszerte [15].
Fontos azonban megjegyezni, hogy ennek a mddszernek is vannak korlatai. A
petefészekszdvet begyljtése j6 lehetdségnek tlinik, azonban a kortikalis régié
visszalltetése révén kiGjuld daganat kockazatat jelenleg nem lehet megbecsilni.
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Ennek kovetkeztében a rosszindulatld szisztémas daganatos megbetegedésben
szenveddBk petefészekszdvetének autotranszplantacidja nem javasolt [16]. Tovabbi
hatrany a krioprezervacié miatt bekovetkezd tlisz8veszteség, ill. a tlisz8k petefé-
szekszeleteken bellili egyenldtlen eloszlasa. Emiatt az elmult néhany évben egyre
nagyobb az érdeklédés a preantralis tliszdk felhasznalasa irant. Az izolalt tiszdk
gyUjtése lehetdvé teszi a tlsz8k szamanak pontos regisztralasat és mindségi bira-
latat a fagyasztas elStt, valamint csak meghatarozott szamua tlszd felolvasztasat
[17, 18]. A felolvasztott tlsz8k in vitro tenyésztése (és az ebbdl addédd ellen8rzott
korilmeények) révén elkerilhetd a kildnbozd fert8zések esetleges atvitele [19].

A preantralis tisz8kben taldlhatd petesejtek mérete nem éri el az érett pete-
sejtekét, csak néhany granulosa-sejtréteg veszi Gket korul, kicsi a metabolikus
aktivitasuk, valamint kevés intracitoplazmatikus lipidet tartalmaznak. Ebben a
stadiumban a petesejt meiozisa a profazisdban megall, emiatt elméletileg kisebb
a citogenetikai hibak kockazata [20]. A preantralis tlsz8k a térfogatukhoz képest
nagy felllettel is rendelkeznek, ami kivalé diffiziét /[ anyagaramlast (permedbilitasi
viszonyokat) biztosit a kroprotektdnsok szamara, ezért ezek a tlisz8k ellenéllébbak
a fagyasztassal / fagyasztasi sérilésekkel szemben. A preantralis tlisz8k barmely
néstény allatbdl gyljthetdk, fUggetlenul azok koratdl vagy az ivari ciklus szaka-
szatdl, de akar frissen elpusztult allatokbdl is kinyerhetdk [21-23].

A krioprezervacié két mdédszerrel végezhetd: lassi (programozott) mélyh(téssel
(slow freezing, SF) vagy vitrifikacioval (VF). LassU fagyasztas esetén a sejtek, ill. szo-
vetek mélyh(tés okozta sérliléseit a krioprotektansok kis koncentracidjaval, vala-
mint lassU hitési sebesség alkalmazasaval és a jégkristalyképzddés mesterséges
beinditasaval (seeding) igyekeznek elkeriilni. A folyamat meglehet8sen id8igényes
atlagosan 90-120 percet vesz igénybe. A vitrifikacié 1ényege az ultrarapid hitési
sebesség (20 000 °C/perc) és a krioprotektansok nagy koncentraciéban torténd
alkalmazasa, amelyek kombinacidjaval a jégkristalyképz8édés elkerllhetd [24].

Ugyan mindkét technikdnak megvannak a maga elényei és hatranyai, az utébbi
évtizedben a petesejt- és embridmélyh(ités terlletén egyre elterjedtebbé valt a
vitrifikacié rutinszer( alkalmazasa, elsésorban a human klinikai IVF-ben. Azonban
kereskedelmi szarvasmarha ET-ben, a gyakorlatban torténd konnyen alkalmaz-
hatdésag érdekében, valtozatlanul a direkt embriétranszferrel kombinalhaté lassU
fagyasztast alkalmazzak elsésorban. A human IVF-ben a vitrifikdcid térhdditasat
nemcsak munkaszervezési és gazdasagi szempontok, de a vitrifikacié nagyobb
hatékonysagat igazold tanulmanyok is indokoljak. Azonban a mélyh(tés, fugget-
lenll attdl, hogy vitrifikacidval vagy lassU fagyasztassal végezték, a szovetekben
elkerUlhetetlendl ultrastrukturalis karosodasokat okoz. A tisz8kben morfoldgiai
anomalidk, mint pl. abnormalis alak, petesejtet érinté degeneréacid, sejtmag-zsu-
gorodéas (karyopicnosis), vagy kilondsen a preantralis tisz8kben citoplazma- és
sejtmag-expandacid figyelheté meg [25, 26] ami Ures tlszlket eredményezhet
[27]. Ezekkel a hatdsokkal szemben a granulosasejtek kevésbé érzékenyek, de a
cumulus-oocyta komplexek szomatikus és germinédlis kompartmentjei k6zotti
kommunikacié sérllhet [26, 27]. Ebbdl a szempontbdl a primordialis, ill. preantralis
tlszdk a legellenalldbbak, és a késébbi ndvekedéslUk soran is képesek leklizdeni a
subcellularis struktlraikat ért kadrosodasok egy részét [26].

PREANTRALIS TUSZOK IN VITRO TENYESZTESE

A preantralis tUsz8k tenyésztését lehetdvé tévd rendszer kifejlesztésének elsé
lépése a megfeleld tapoldat meghatarozasa, majd a kilonb6z4 kiegészité oldatok
hatdsanak vizsgalata, 6nmagaban vagy kombinacidoban [28].

A petefészektiisz8 az emlGspetefészek szerkezeti és funkcionalis egysége, amely
biztositja a petesejtek ndvekedéséhez és éréséhez szlkséges mikrokdrnyezetet
[29-31]. Follikulogenezis sorédn a petefészkekben nagyszamu primordialis tlszé
van jelen, amelyek tilnyomé részben atretizalédnak és csak néhany fejlddik a
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preovulatorikus, majd ovulatorikus stadiumba, amelyet a petesejt ovulacidja kovet.
AlegUjabb tanulmanyok szerint a tisz8atrézia hatterében apoptdzis mechanizmusa
all [32]. Kimutattak, hogy az apoptdzis szabalyozasaban szerepet jatszanak gona-
dotropinok és a névekedési faktorok. Az FSH jelenléte képes elnyomni a tlsz8sejtek
apoptdzisdt human preantralis tisz6kben [33] valamint a pre- és korai antralis és
preovulatorikus tiszdkben [29, 34-36].

Kulénbozé mébdszereket dolgoztak ki a preantralis tuszdk izoladlasara és tenyész-
tésére egér [37], patkany [38], horcsdg [39], sertés [40], szarvasmarha [41, 42],
és human [33, 43] petefészkekbdl. Eddig egér primordialis tuszd8k [28] és korai
preantralis tlsz8k [29] in vitro tenyésztésébdl nyertek érett, Ml fazisl petesejteket.
A preantralis tlszd8k teljes in vitro fejlédésének feltételeit azonban sem ember-
ben, sem haziadllatokban nem sikerUlt |1étrehozni. Ez a nehézség valdszinlileg a
follikulogenezis hosszanak és a preantralis tisz3- és petesejtndvekedés mecha-
nizmusara vonatkozd fajonkénti kilénbségeknek készonhetd [36].

Minden tlsz8tenyésztS rendszer alapja, hogy nagy szamu, j6 minéségU tuszét
tudjunk izolalini a petefészekszovetbdl. Az egértlszdket lehetséges izolalni tlvel
végzett mikrodisszekcidval [44, 45]. Haziadllatok esetében azonban az egyszerl
mechanikus izoldlas jellemz8en nem mkodik, kdszonhetSen a petefészek nagy
kollagéntartalmanak (szarvasmarha [40, 45] juh [47, 48] sertés [49]). Ezekben a
fajokban a petefészket kollagenazos emésztésnek vetik alad, majd ezt kdvetben
izolaljak a tusz8ket az emlitett mechanikus modszerrel.

Az in vitro tenyésztéshez alapvetSen kétféle rendszert hasznalnak: 2D és 3D
tenyészet [50]. A 2D tenyésztés elénye, hogy viszonylag egyszer(en kivitelezhetd,
akar hagyomanyos sejttenyésztd plate-en vagy extracellularis matrixszal bevont
edényekben [51]. A petesejt mindsége, ill. a fejlédési szakaszok és az antrum meg-
jelenése j6l kdvethets egyszer( szteromikroszkdpos vizsgalattal. A mddszerrel
szembeni legfébb kritika viszont, hogy a tusz6 elveszti eredeti struktlrajat, ami
a gap junction kapcsolatok ritkulasahoz, ill. egyenl&tlen eloszlasahoz vezethet
[51]. Ez a jelenség végss soron a tlszGfejlddés megrekedését, ill. a petesejt nem
megfeleld érését eredményezheti [52]. A 3D tenyésztés leggyakrabban alginat-
hidrogél gyongy alkalmazasat jelenti, amelybe bedgyazzak a follikulust [53].
Ennek eredményeként a tiszd megdrzi eredeti gomb formajat, amely egyes
szerz8k szerint hatékonyabb sejt-sejt kommunikaciot eredményez [54]. Hatra-
nya, hogy a morfoldgiai biralat, ill. a petesejt mindségének ellendrzése rendkivul
nehézkes.

KIHIVASOK

EGER

Annak ellenére, hogy elGszor egérben hoztak |étre az elss életképes utddokat [55],
amelyek PAF IVC + petesejt IVM-bdl szarmaztak, a preantralis tliszGk tenyésztése
még mindig a fejlesztés szakaszaban van. Liu és mtsai (2002) vizsgalataikban
UjszUlott egerek petefészek szeleteit tenyésztették, majd a preantralis tUszdket
izolaltak, és tovabbi tenyésztést kovetben életképes utdédokat tudtak Iétrehozni
[56]. Néhany évvel késdbb egy mddositott protokollal ugyanez a kutatécsoport
ismét élveszilésest produkalt. Ezt azonban azdéta nem sikerllt megismételni
mas fajokon.

KUTYA

A kutyak szaporodasbioldgidja meglehetdsen egyedi és eltér a tobbi hazi emlbsfa-
jétdl, emiatt kilondsen nagy kihivast jelent az asszisztalt reprodukcids technikak
(embriétranszfer, in vitro maturacié [IVM], az in vitro termékenyités [IVF], az intraci-
toplazmatikus spermiuminjekcié [ICSI]) alkalmazédsa ennél a fajnal. A sajatossagok
kozé tartozik a szamos polyoocyta tliszd jelenléte, az éretlen petesejt ovulacidja
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(GV stadium, nem megtermékenyithet8) és a periovulacios idészak, amely soran
a progeszteron koncentracidja kilénésen nagy [57].

A primordialis tisz8k szamat petefészkenként kdrilbelll 100 000-re becsilik
[58]. Ebben a stadiumban a petesejt dtmérdje 25-30 um [59]. Ezen petesej-
tek egy része 6sszekapcsoldédva marad, és polyoocyta tlisz8ket hoz létre. Az
ilyen polyoocyta tlsz8k eléforduldsa rendkivil ritka nGkben vagy egerekben
(<0,2%), de szukadkban meglehetésen gyakori, a tisz8populacid akar 15%-at
is érintheti (egy tlisz8ben akar 17 petesejt is lehet; [60]). Szamos tanulmany
szerint a polyoocyta tlisz8k elérhetik a preovuldcids stadiumot, és akar ovu-
lalhatnak is. Az egy adott tUszdn bellli petesejtek minésége azonban eltérg,
és fuggetlenil a petesejtek szamatdl, mindig csak egy lesz j6 mindségl, és
jut el az MII fazisig [61].

Az elsd antrummal rendelkezd tisz8k a ndstény 5-6 hénapos koratdl vannak
jelen a petefészkekben [58]. Ezek még viszonylag kis méretliek, 150-300 um
atmérdjliek, és olyan petesejtet tartalmaznak, amely mar elérte a 90-110 ym-t,
azaz a végleges dtmérdjének 80%-at.

A tUsz8k LH-szenzitivitdsa (az LH-receptorok megléte) kordbban jelenik meg
kutyakban, mint méas fajoknal. Az LH-receptorok akkor valnak kimutathatova, ami-
kor a tlsz8k dtmérdje eléri kb. az 1 mm-t, ami az ovulacidkori atmérd kb. 20%-a.
A legtobb mas fajnal ez a jelenség akkor figyelheté meg, amikor a tiszé atmérdje
eléri az ovulacié idején tapasztalt atmérd kb. 50%-4at [62]. Amikor a kutyaban beko-
vetkezik az ovulacid, a petesejtek még éretlen GV stadiumban vannak (szabadulnak
ki a tUsz8bdl), és a petevezetében vald 48-72 6ras tartdézkodas utan folytatjak a
meidzist, hogy elérjék a Il. metafazist (MIl) [63]. Ez magyarazhatja, hogy in vitro
maturacié esetén, még ha a petesejteket a tlszénovekedés késdi szakaszaban
is gydjtik, nagyon kevés petesejt képes elérni a metafazis Il stadiumot in vitro
kordlmények kozott [64].

Ez a reproduktiv komplexitds szamos megvalaszolatlan kérdést vet fel, igy a
kutya tanulméanyozasa lehetéséget kinal a kutyafélék (Canidae) tlsz8- és pete-
sejtérés-szabalyozdsanak megértéséhez [57, 65, 66].

SERTES

Bar a sertés idedlis kutatasi modell lehetne a mez8gazdasagi és orvosbioldgiai
tanulmanyok szamara, mivel fizioldgiaja, fejlédése és betegségtipusai hasonldak
az emberéhez, mégis, a ndivar fertilitAsmegbrzésére iranyuld krioprezervacids
technikakrél csak kevés tanulmany készilt mas fajokhoz képest [67]. Az emIBsok
kozUl a sertéspetesejt kifejezetten érzékeny az alacsony hémérsékletre [68], ezzel
is magyarazhatd, hogy nem szamoltak be sem tisz8, sem pedig petefészekszdovet
fagyasztasardl [69]. A preantralis tisz8kben 1évd éretlen petesejtek mélyhitése
megfeleld alternativa lehet(ne) a néstény genom megdrzésére sertésben is.
Sertés preantralis tisz8kkel eddig kevés és korlatozott siker( in vitro kisérletet
végeztek [28, 36, 36, 70-74].

CELKITUZES

Az ATE SzUlészeti Tanszékén mikddd Asszisztalt Reprodukcids Kutatdécsoport
az utdébbi években intenziv kutatast folytat a preantralis tlisz8k mélyh(tése és
tenyésztése terlletén. Jelen tanulmanyunk célja, hogy dsszefoglaljuk eddigi
eredményeinket, amelyeket laborallat (egér) és tarsallat (kutya) PAF in vitro
tenyésztésével kapcsolatban értlink el, valamint (j adatokat szolgaltatni a
haszonallat (sertés) PAF IVC-vel kapcsolatos lehet8ségekr8l. Az eredmények
egy része mar megjelent angol nyelvi folydiratokban, teljes egészében magyar
nyelven azonban most ko6zoljuk ket el8szor és tesszik elérhetdvé az érdeklédd
kollegak szamara.
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IZOLALT PREANTRALIS TUSZOK MELYHUTESE ES TENYESZTESE

ANYAG ES MODSZER

A PETEFESZKEK GYUJTESE ES A FOLLIKULUSOK IZOLALASA

Egér

A kisérletekben BDF1-egértorzs (Orszagos Onkoldgiai Intézet, Budapest) 8-12
hetes n8stény egyedeit hasznaltuk. Az egereket 12 6ra sotét/12 bra vildgos fény-
programon tartottuk (21 °C-on, 65%-0s péaratartalom) és a tapot, valamint az
ivovizet ad libitum biztositottuk. A tartasi kérlilmények, az allatok védelmérdl és
kiméletérdl szoélé 40/2013. (1. 14.) korméanyrendelet kritériumainak megfeleltek
(llatvédelmi engedély szama: PE/EA/1101-7/2017. Cervikalis diszlokaciot kovetSen
az egerek petefészkeit eltavolitottuk, és PBS +10% FBS-t (Sigma-Aldrich; Kanada)
tartalmazé tapfolyadékba helyeztik. A masodlagos tisz8ket (80-120 um atmérd,
petesejtatmérd 35-50 um) 28G-s tlivel, mechanikusan nyertik a petefészkekbdl.

Kutya
A petefészkek az Allatorvostudomanyi Egyetem Szllészeti Tanszék és Haszonal-
lat-gydgyaszati Klinika, Kisallatklinikdjanak menhelyi kutyak ivartalanitasat célzoé
programjabdl szarmaztak (n = 17; meghatarozatlan keverék fajtak). Az ovariohys-
terectomiakat tobb napon keresztil (10 figgetlen tenyésztési kisérlet), a klinika
beosztasa szerint végezték. A petefészkeket a gyljtést kovetden steril 50 ml-es
centrifugacsodvekbe helyeztik, amelyek PBS + 10% FBS-t tartalmaztak. A minta-
kat szobahdmérsékleten taroltuk és 2 6ran belll a laboratériumba szallitottuk.
A petefészkek cortexét sebészi pengével kb. 1 mm? -es darabokra szeleteltik,
majd kollagenazos emésztSoldatba (HEPES-t tartalmazd, mddositott Medium
199 + 3 mg/ml kollagenaz) helyeztik, és 90 percig 37 °C-on inkubaltuk (DURRANT
et al., 1998 mddszere alapjan) [59]. Az enzimes emésztést kdvetéen a preantralis
tiszbket 1 ml-es fecskenddre erdsitett 28 G tlkkel izolaltuk.

Sertés

A sertéspetefészkeket vagdhidon gydjtottik és magyar nagy fehér fajtaji serté-
sekbdl szarmaztak (ATK Vagdhid, Herceghalom). A mintakat a gyljtés helyszinén
500 ml PBS-be helyeztik, majd 2 6ran belll a laboratériumba szallitottuk. A
preantralis follikulusok izoladldsa a kutyanal leirtak szerint tortént.

PREANTRALIS FOLLIKULUSOK MELYHUTESE
ES IN VITRO TENYESZTESE
A mélyh(tés és IVC esetén minden fajnal ugyanazt a protokollt alkalmaztuk:

Az izolalds utan a morfoldgiailag normalis masodlagos tlszdket kivalogattuk,
és véletlenszerlien harom csoportba osztottuk 8ket: friss kontroll, OPS (open
pulled straw) vitrifikacid és kriocs8 (cryotube, CT) vitrifikacié. Csak olyan tiisz8ket
vontunk be a tovabbivizsgalatokba, amelyek legaldbb két granulosasejt-réteggel,
centralizalt, kor alakd, s6tét oocitaval, ép alaphartyaval rendelkeztek, és még nem
tartalmaztak antrumszer( struktlrat. Az egész eljarast sztereomikroszkop alatt
végeztik (Olympus SZX7, Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

Vitrifikacio

Kriocsd (Cryotube) vitrifikdcid

A tUsz8ket szobahdmérsékleten 4 percig inkubaltuk az Un. equilibraciés oldatban
(ES), amely alapmédiumot (HEPES-médositott Medium199 + 10% FBS) + 10% EG
+10% DMSO + 0,3 M szacharéz (minden reagens a Sigma-Aldrich-tél szarmazik;
Kanada) tartalmazott. Ezt kévet8en a mintakat athelyeztik a vitrifikaciés oldatba
(alapmédium + 25% EG + 25% DMSO és 0,3 M szachardz), amiben 45 masodpercig
inkubaltuk Sket. A vitrifikacids oldatban torténd equilibraciot kévetSen a tluszdket
200 pl vitrifikaciés oldatot tartalmazd kriocsdvekbe helyeztik (10 tisz8/cs8), majd
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a kriocsoveket kozvetlenll folyékony nitrogénbe meritettlk, és 1 hétig abban
taroltuk. Felolvasztaskor a kriocsGveket 1 percre 37 °C-os vizfurdGbe meritettlk.
Ezutdn a felmelegitett tiisz8kbdl a krioprotektiv anyagokat (EG és DMSO) foko-
zatosan, harom Iépésben vontuk ki, gy, hogy a szachardzt csokkend koncentra-
ciéban tartalmazé oldatokba helyeztik 8ket (alap médium + 0,3 M; 0,15 M; 0,075
M szachardz). Minden 1épés 5 percig tartott.

OPS-vitrifikacio

A tisz8ket els8 |épésben Holding Mediumban (HM) (HEPES-mddositott Medium
199 (Sigma-Aldrich; Kanada) + 20% FBS) ,atmostuk”, majd 3 percig inkubaltuk az
equilibraciés oldatban (ES) (Holding Medium + 7,5% EG + 7,5% DMSO). Az ES-ben
torténd inkubaciét kdvetden a tlisz8ket 30 masodpercre vitrifikacids oldatba (VS)
(HEPES-mddositott 199-es médium + 20% FBS + 16,5% EG + 16,5% DMSO + 1 M
szachar6z) helyeztik, majd OPS szalmaba toltottik Sket (Open pulled straw) a
kapillariserd segitségével (10 tiisz8/szalma). Végiil a tisz8ket tartalmazé OPS
szalmakat folyékony nitrogénbe (LN2) meritettik. Az LN2-ben toltott 30 s utdn az
OPS-t 0,5 ml-es szalmaba helyeztlk, amelyeket lezartunk és egy hétig LN2-ben
taroltunk. A felolvasztashoz az OPS-t eltavolitottuk a 0,5 ml-es szalmaszalbdl és
5 percre HM + 33% w/v szachar6z médiumba (HEPES-mé&dositott 199-es médium
+1 M szachardéz + 20% FBS) meritettik, majd 3 G4n. ,moséasi” |épést végeztink,
amelyek soran a felolvasztott tiisz8ket a szachardzt egyre kisebb koncentraciéban
tartalmazo oldatsoron ,vittik” keresztil (0,3 M; 0,15 M; 0,075 M szachardz), annak
érdekében, hogy a védBanyagokat (EG és DMSO) fokozatosan tudjuk eltivolitani
a tlszBkbdl.

In vitro tenyésztés

A friss, ill. mélyh{itott/felolvasztott tlisz8ket sejttenyészté médium 20 ul-es
cseppjeiben (1db tiisz8/ csepp), olajjal lefedve (OVOI™ - CULTURE OIL, Vitrolife;
Goteborg, Svédorszag), inkubatorban tenyésztettik (Ultra-MEM + 5% FBS+100
mIU/ml eCG; Liu és mtsai 2002 nyoman [56]). A tapfolyadék felét (10 ul) minden
masodik nap frissre cseréltik.

Az in vitro tenyésztett tUszdk fejlédését kétféle tulajdonsag értékelésével elle-
nériztlk: 1) méretndvekedés és 2) dsztrogén- (17-beta-odsztradiol, E2) terme-
lés. A tenyésztett tlisz8k ndvekedési stadiumairdl fotédokumentaciot (Olympus
SZX7mikroszkép, Canon EOS2000D fényképez8gép) készitettiink, majd a képek
alapjan Image) (NIH, Bethesda MD, USA) képelemz8 programmal meghataroztuk
az azonos stadiumu tlsz8k méretét. A képek 200x-0s nagyitason készlltek. Az
Osztradiolvizsgalathoz a tenyésztés soran kétnaponta lecserélt tapfolyadékokat
Osszegyjtottik az azonos stadiumu tlsz8kbdl. A tlisz8k fokozatos ndvekedésével
ardnyos E2-termelés mértékét ELISA-mébdszerrel hataroztuk meg (DE2693, Deme-
ditec Diagnostics, Kiel, Germany; analitikai szenzitivitds 10,6 pg/ml; intra-assay
CV<5%; inter-assay CVs 14,9% és 6,9%, az alacsony, ill. magas kontrollokra).

A megadott paraméterek mellett vizsgaltuk a tusz8k tulélési aranyat. Ennek
soran a normal morfoldgiajd, atréziat nem mutatd képletek aranyat szamoltuk ki
a tenyésztési periddus végén (1. dbra).

STATISZTIKAI ELEMZES

A statisztikai elemzést az R szoftver 3.6.2 verzidjaval végeztik (R Core Team, 2019).
A kiértékelést minden esetben megelSzte a normalitasvizsgalat.

A tulélési arany csoportok kozotti eltérését minden faj esetében Khi-négyzet
probaval ellendriztik.

Egérmintak esetében a tUsz8k atmérdinek, valamint dsztradioltermelésének
novekedését paros t-probakkal vizsgaltuk az 5. és 3., ill. a 11. és 5. napon mért
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1. ABRA. Reprezentativ
mikroszképos felvételek a
kutyattisz6krél az 1., 2., 5.

és 10. napon

A csillag 36 6raval

az rLH-kezelés utan ovulalt
petesejtet mutat. Somoskdi és
mtsai (2023) alapjan [87]

FIGURE 1. Representative
photomicrographs of the canine
follicles on Day 1, 2, 5 and 10
Asterisk shows an extruded
oocyte 36 hr after rLH
treatment. Based on Somoskdi
et al. (2023) [87]

értékek logaritmusat paronként 6sszehasonlitva. Figyelembe véve, hogy tobb-
szOrbs 6sszehasonlitdsokat végeztink, a kapott p-értékeket Bonferroni-Holm-,
a kapott konfidencia intervallumokat Bonferroni-maddszerrel korrigaltuk.

A kutya mintak esetében az adatok nem mutattak normalis eloszlast, ezért

A kapott nem paraméteres probakat alkalmaztunk a csoportok 6sszehasonlitasadhoz, a
eredményeket median értékeket alapul véve mind a névekedés, mind a hormontermelés esetén.
statisztikai Ennek megfelelGen a csoportok kozotti eltérést Kruskal-Wallis-teszttel ellendriz-
mddszerekkel tik, a paronkénti kiildnbségek vizsgalatara Dunn-tesztet alkalmazva (Benjamini/
elemezték Hochberg korrekciéval.) A csoportokon bellli kildonbségeket Friedman-teszttel
vizsgaltuk, Wilcoxon-féle rangprébat alkalmazva a paronkénti 6sszehasonlita-

sokhoz.

A sertésmintak esetében a tisz6ndvekedési adatok nem mutattak normalis
eloszlast, ezért nem paraméteres prébakat alkalmaztunk a csoportok 6ssze-
hasonlitdsdahoz. Ennek megfelel8en a csoportok kozotti eltérést Kruskal-
Wallis-teszttel ellendriztlk, a paronkénti kiilénbségek vizsgalatara Dunn-tesztet
alkalmazva (Benjamini/Hochberg korrekcidval). A csoportokon belili kildnbségeket
Friedman-teszttel vizsgaltuk, Wilcoxon-féle rangprobat alkalmazva a paronkénti
Osszehasonlitadsokhoz. Az dsztradioltermelés kilonbségeit ANOVA-teszttel vizs-
galtuk, a paronkénti 6sszehasonlitast Tukey-teszttel végeztiik. A csoporton bellli
kilonbségeket paros T-probaval értékeltik.

Szignifikans eltérésnek minden esetben a p < 0,05 értéket tekintettik.

EREDMENYEK

TULELESI ARANY
OPS-vitrifikaciéval Megvizsgéalva a harom fajban tapasztalt tGlélési ardanyt elmondhatd, hogy
minden esetben jobb a CT-vitrifikdcié minden esetben kisebb mértékd tulélést biztositott, mint az

eredményeket kaptak OPS-vitrifikacid, ill. az izolalast kovetd tenyésztés (1. tdbldzat).
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1. TABLAZAT. Preantralis tiisz8k tdlélési ardnya az egyes kezelési csoportokban, kiilénb6z8 fajokban

(a;,b) p < 0,05, Khi-négyzet préba. A kiildnbségek fajon bellil, kezelési csoportok kozott értendd

TABLE 1. Survival rate of in vitro cultured PAFs of different species in each treatment groups
(a;,b) p < 0.05, Chi-squared test

Mélyhiités Faj
Egér Kutya Sertés
Friss (kontroll) 93 % (42/43)? 98 % (96/98)2 97,4 % (75/77)2
OPS 81 % (50/62)° 95 % (55/58)? 94,4 % (17/18)?
CT 66 % (25/38)° 81 % (72/89)° 83,3% (15/18)°

IN VITRO TUSZONOVEKEDES

Egér

Az in vitro tenyésztett tisz8k (n = 24) ndvekedési fazisait a 3. 5. és 11. napon elle-
ndriztik. A 3 napos tusz8k atmérdje: 81,36 £ 9,24 um; 5 napos tusz8k atmérdje:
272,4 + 64,92 uym; 11 napos tisz8k atmérdje 830,4 £ 172,8 um (dtlag + SD) volt. Az
atmérdket paros t-préobaval 6sszehasonlitva szignifikans, atlagosan 2,4x-es ndve-
kedést tapasztaltunk a harmadikrol az 6todik napra (korrigalt p-érték < 0,0007%;
95%-0s szimultan konfidenciaintervallum [K.1.]: 1,8-3,1) . Az 6todikrél a tizenegyedik
napra bekdvetkezett ndvekedést megvizsgalva is szignifikans eredményt kaptunk
(korrigalt p-érték < 0,0001). A tlisz8k dtmér8je ebben az idészakban atlagosan
3,2x-esére (95%-o0s szimultan K.l.: 2,3-4,3) n8tt (2. dbra).
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2. ABRA. A preantralis tiszék névekedése in vitro (log[um])
(A) Tisz8novekedés az egyes mérési idépontokban; (B) az egyes tiisz8k novekedése az elsd méréstdl (3. nap)
a 1. napig. Somosk8I és mtsai (2021) alapjan [85]

FIGURE 2. In vitro growth of preantral follicles
(A) In vitro growth in each sampling time; (B) in vitro growth of each folicles from the first sampling time (Day 3)
to Day 11. Based on Somoskél et al. (2021) [85]
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Osszehasonlitottuk a friss és az OPS-vitrifikdlt mintdk felolvasztas utani
in vitro névekedését. Mindkét csoportban tébb, mint 0tszords kerlletndvekedést
tapasztaltunk a 0. naptél a 9. napig (3. dbra).
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3. ABRA. A friss és az OPS-vitrifikdlt tiisz6k atlagos kertiletének vdltozdsa a tenyésztési idészak alatt
(A) és (B) egy preantralis tisz8 az IVC kezdetén, ill. egy antrélis tlisz8 az IVC végén. BorDAS és mtsai (2023) alapjan [86]

FIGURE 3. Change in the mean perimeter of fresh and OPS-vitrified follicles during the culture period
(A) and (B) represent a preantral follicle at the beginning of IVC, and an antrum-like cavity forming follicle at the
end of IVC, respectively. Based on BorDAs et al. (2023)[86]

Kutya

A 10 napos IVC alatt a tiszénovekedésben a kovetkezd klUlonbségeket figyeltik
meg a kezelési csoportok k6zott: a 2. napon a CT és az OPS csoportban a vitrifikalt
tiisz6k median terilete kisebb volt a friss tlisz8khodz képest (0,287 mm? [range:
0,1-0,61] [p < 0,005] és 0,271 mm? [range: 0,07-1,5] [p < 0,05], ill. 0,507 mm? [range:
0,12-3,04] a friss kontroll csoportban) (4. dbra). A vitrifikalt tisz8k median terllete
(CT vs. OPS) azonban nem kulénbozott egymastdl (p = 0,5).

Az 5. napon az OPS médszerrel vitrifikalt tisz8k median terlilete nagyobb volt a
friss kontroll csoporthoz képest (3,79 [range: 0,1-8,5] vs. 0,86 mm? [range: 0,12-13,8],
p < 0,001), azonban az interkvartilis terjedelmek atfedik egymast (6,01 és 6,45).
A CT csoport tiisz8inek median terllete kisebb volt (0,25 mm? [range: 0,07-0,5]),
mint az OPS (3,79 mm?2) és a friss kontroll csoporté (0,86 mm?2).

A 10. napon a friss kontroll csoport tlisz8inek teriilete volt a legnagyobb (9,78
mm? [range: 1,2-14,2]), a vitrifikalt (CT vs. OPS) tisz8k median terlletei kdzott
pedig szignifikdns kiildnbség volt (0,24 mm? [range: 0,14-0,33] a CT és 2,11 mm?
[range: 0,01-13,8] az OPS csoportokban) (p < 0,05).

A csoportokon bellli terlletvaltozasokat a kovetkezd tablazat foglalja 6ssze
(2. tabldzat).
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4. ABRA. A tiisz8terlletek medidnjdnak vdltozdsa az egyes csoportokban az IVC-id8szak alatt
(a,b) p < 0,05, Kruskal-Wallis-teszt. Somoskél és mtsai (2023) alapjan [87]

FIGURE 4. Changes in the median follicular area in each group during the IVC period
(a,b) p < 0.05, Kruskal-Wallis test. Based on Somoskdi et al (2023) [87]

2. TABLAZAT. Tusz6méretek vdltozdsai csoporton bellil
p < 0,05, Friedman-teszt, Wilcoxon post-hoc teszttel a paronkénti 6sszehasonlitashoz

TABLE 2. Changes of the median follicular area within the different treatment groups
P-values in italics indicate significant difference (p < 0.05). Friedman test with post-hoc Wilcoxon rank sum test
for pairwise comparison

Kezelés IdSintervallum p-érték Valtozas
Day 0-2 p < 0,001 novekedés
Friss Day 2-5 < 0,001 ovekedé
ay 2- b névekedés
(kontroll) v P
Day 5-10 p < 0,01 novekedés
Day 0-2 p < 0,001 novekedés
CT Day 2-5 p=0,12 -
Day 5-10 p =0,68 -
Day 0-2 p < 0,001 novekedés
oPS Day 2-5 p < 0,001 novekedés
Day 5-10 p = 0,76 -
Sertés

Az in vitro tenyésztés 10 napos idészaka alatt a tUlélési arany kisebb volt a CT
csoportban (83,3%), mint a kontroll és az OPS csoportokban (97,4% és 94,4%).

A 2. napon a CT és az OPS csoportban a vitrifikalt tlszdk terllete kisebb
volt a friss tUsz8khoz képest (0,314 = 0,92 mm? (&tlag = SD) [p < 0,001] és
0,328 £ 0,11 mm?2 [p < 0,001], ill. 0,512 = 0,18 mm?2a friss kontroll csoportban).
A vitrifikalt tisz8k terllete (CT vs. OPS) azonban nem klldnbdzott egymastdl
(p = 0.78). (5. dbra)
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5. ABRA. Sertés preantralis tisz6k teriletének vdltozdsa az egyes csoportokban az IVC-id8szak alatt
(a,b) p < 0.05, Kruskal-Wallis-teszt

FIGURE 5. Changes in the median follicular area in each group during the IVC period
(a;b) p < 0.05, Kruskal-Wallis-test

A 7. napon a vitrifikdlt csoport (CT: 0,21 £ 0,08 mm? valamint OPS: 0,2 t 0,07
mm?3) tiszd teriiletei kisebbek voltak a friss kontroll csoporthoz képest (0,33 +
0,94 mm?) [p < 0,001]. Nem volt kiilénbség azonban a vitrifikalt csoportok (CT vs.
OPS) kozott. (p = 0,69)

A 10. napon szintén csdkkent a novekedés intenzitdsa a vitrifikalt csoportok-
ban (CT: 0,215 0,09 mm?2 és OPS: 0,177 + 0,07 mm?2) a kontroll csoporthoz képest
(0,282 + 0,12 mm?2).

A csoportokon bellli terlletvaltozasokat a kdvetkezd tablazat foglalja 6ssze
(3. tabldzat).

OSZTRADIOLTERMELES

Egér

A 3. és 5. napon mért E2-koncentraciok kd6zott nem talaltunk kildnbséget, szem-
ben az 5. és 7. napon mért E2-koncentracidkkal, ahol szignifikdns klldnbség
adddott (dtlagosan 1,68-szoros ndvekedés; korrigalt p-érték < 0,01; 95%-o0s szi-
multan K.l.: 0,79-2,58). A tusz8k E2-termelése szignifikdnsan n8tt az 5. naprdl a
11. napra, atlagosan 2,14-szeresére (korrigalt p-érték = 0,003; 95%-0s szimultan
K.l.: 0,94-3,33) A7. napot kdvet8en az egyes id8pontok kdzott nem taladltunk szig-
nifikdns kulonbséget (6. dbra).

Kutya

A 2. napon a friss kontroll csoport tlisz8i tébb dsztradiolt termeltek (41,58 [range:
28,8-55,8] pg/ml), mint a CT és az OPS csoportok képletei (28,2 [range: 16,1-48,7]
pg/ml [p < 0,001] és 371 [range: 15,4-45,7] pg/ml [p < 0,05]. A vitrifikdlt tUusz8k
E2-termelése azonban - a kezeléstdl fliggetlenil — nem kilonb6zott egymastdl
(p = 0,48) (7. dbra).
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3. TABLAZAT. Sertéstiiszéméretek vdltozdsai csoporton beldil
p < 0,05, Friedman teszt, Wilcoxon post-hoc teszttel a paronkénti 6sszehasonlitashoz

TABLE 3. Changes of the median follicular area within the different treatment groups in swine
P-values in italics indicate significant difference (p < 0.05). Friedman test with post-hoc Wilcoxon rank sum test
for pairwise comparison

Kezelés Iddintervallum ‘ p-érték ‘ Valtozas
D2-7 p < 0,001 csOkkenés
Friss B B
D7-10 p < 0,001 csokkenés
(kontroll)
D2-10 p < 0,001 csOkkenés
D2-7 p < 0,001 csOkkenés
CT D7-10 p=0,8 -
D2-10 p < 0,001 - csOkkenés
D2-7 p < 0,001 csokkenés
OPS D7-10 p < 0,05 csokkenés
D2-10 p < 0,001 csOkkenés
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6. ABRA. A tdpfolyadék E2-koncentrdcidjdnak (log[nM/I]) véltozdsa egérben
Somosk8I és mtsai (2021) alapjan [85]

FIGURE 6. Changes of the E2 concentration in the culture medium (log[nM/I]) in mouse
Based on Somoskdl et al. (2021) [85]
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7. ABRA. Osztradiol-termelés vdltozdsai az egyes csoportokban az IVC-id6szak alatt kutya preantralis tiszbkben
(a;b) p < 0,05; Somosk8I és mtsai (2023) alapjan [87]

FIGURE 7. Changes in the estradiol production in each group during the IVC period in canine PAFs
(a,b) p < 0.05; Based on Somoskdl et al. (2023) [87]

Az 5. napon az E2-termelés kisebb volt a CT-vitrifikdlt csoportban (20,3
[range: 7,8-33,5] pg/ml) a friss kontrollhoz és az OPS csoporthoz képest: 54,7
[range: 26,9-128,7] és 44,37 [range: 25,6-59,5] pg/ml, p < 0,001).

A 10. napon szignifikdns kllénbségek voltak az E2 termelés tekintetében a
kezelési csoportok kozott (105,11 [range: 64,5-266,2], 27,9 [range: 16,1-48,7] és 42,4
[range: 24,8-89,6] pg/ml a friss kontroll, CT és OPS csoportban).

A legnagyobb mértékd E2-termelést a friss kontroll csoportban talaltuk (26,9-
266,2 pg/ml). A két vitrifikalt csoportot 6sszehasonlitva a CT csoportban kisebb
dsztradiolkoncentracié-tartomanyt mértink (7,8-48,7 pg/ml vs. 15,4-89,6 pg/ml,
7. Gbra)

Sertés

A 2. napon nem volt szignifikdns kllénbség a CT és a kontroll csoport E2-terme-
lése kozott (22,42 £ 6,6 vs. 22,69 + 4,6 pg/ml, atlag £ SD). Az OPS és a kontroll
csoport kozott azonban (16,33 £ 6,9 vs. 22,69 + 4,6 pg/ml, p = 0,006), valamint
az OPS és a CT csoport kozott is szignifikans eltérés volt (16,33 £ 6,9 vs. 22,42 +
6,6 pg/ml, p = 0,0088).

A 7. napon nem volt kildnbség a csoportok k6zott.

A 10. napon a CT és a kontroll csoport kdzott szignifikans kilonbséget mértink
(26,17 £ 8,42 vs. 37,3 £ 9,85 pg/ml, p = 0,001). Az OPS és a kontroll csoport k6zott
nem volt szignifikdns kildnbség, de az OPS és a CT csoport kdzo6tt szignifikans
eltérés volt (34,7 + 10,17 vs. 26,17 £ 8,42 pg/ml, p = 0,02).

Az egyes kezelési csoportokban a kiilonb6zd idGintervallumokra vonatkozd val-
tozasok és azok szignifikancia szintjei a kdvetkez8képpen alakultak (4. tdbldzat).
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4. TABLAZAT. Sertés tiisz8k E2 termelésének vdltozdsai csoporton beldil
p < 0,05, Friedman teszt, Wilcoxon post-hoc teszttel a paronkénti 6sszehasonlitashoz

TABLE 4. Changes of the estradiol production of PAFs within the different treatment groups in swine
P-values in italics indicate significant difference (p < 0.05). Friedman test with post-hoc Wilcoxon rank sum test

for pairwise comparison

D2-7 p=0,8 -

Friss . .
(kontroll) D7-10 p < 0,001 novekedés
D2-10 p < 0,001 novekedés
D2-7 p < 0,001 novekedés
CT D7-10 p = 0,06 -
D2-10 p =0,18 -
D2-7 p < 0,001 novekedés
OPS D7-10 p=0,13 -
D2-10 p < 0,001 novekedés

A kontroll csoportban dsztradiolszint-ndvekedés volt megfigyelhetd a
2-10., valamint a 7-10. nap kozott. Az OPS csoportban szintén ndvekedett
az E2-szintje a kiindulasi értékhez képest a 2-7. nap, valamint a 2-10. nap
k6zott, mig a CT csoportban nem volt valtozas az dsztradioltermelésben a
7. napot kdvet8en (8. dbra).

MEGVITATAS

Jelen tanulmanyban attekintettik az eddigi (kordbban méar publikalt) ered-
ményeinket, amelyekben kilonbdz8 mélyh(tési / krioprezervaldsi mddsze-
reknek (kriocsd /CT/ és OPS vitrifikacid) az egér és kutya preantralis tlisz8k
életképességére gyakorolt hatasat vizsgaltuk és az igy szerzett tapasztalatok
alapjan teszteltlk a sertés preantralis tUsz8k felolvasztas utani életképes-
ségét in vitro tenyésztéssel.

A PAF IVC igéretes megkozelités a termékenység megdrzésében, ill. a gén-
megdrzésben. Szamos kihivast kell azonban megoldani, mieldtt a technika
a gyakorlatban is alkalmazhatd lenne. Minden fajnak megvannak a sajatos-
sagai, amelyek befolyasoljak az in vitro tenyésztés sikerességét és a kutatasi
eredmények alkalmazhatdésagat. A tenyésztrendszernek tdmogatnia kell a
tUsz8k megfeleld struktdrdjanak és funkcidéjadnak megdrzését, és biztositania
kell a kUl6nb6z46 tapanyagok, antioxidansok, hormonok és ndvekedési faktorok
jelenlétét optimalis koncentracidban és kombinacidéban [75].

EGER

A preantralis tlUsz8k mélyhlthetdék lassU fagyasztassal vagy vitrifikacio-
val, azonban ezek hatékonysaga eddig nem teljesen tisztdzott. CARROLL
(1990) kutatécsoportja szamolt be az els8 sikeres kisérletr8l, amelyben izolalt
egér primer tlUsz8ket fagyasztotta. Ebben a vizsgalatban az izolalt tiszbket
0,25 ml-es mUszalmakba gydjtotték és programozott mélyh(tést alkalmaztak. A
fagyasztas utan felolvasztott tiszdket in vitro tenyésztettek, majd az érett pete-
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8. ABRA. Osztradioltermelés véltozdsai az egyes csoportokban a 10 napos tenyésztési idészak alatt
(a,b) p < 0,05, Kruskal-Wallis-teszt

FIGURE 8. Changes in the oestradiol production in each group during the 10-day IVC
(a,b) p < 0.05, Kruskal-Wallis-test

Az OPS-technika jol
alkalmazhaté egér
preantralis tliszék

mélyhlitésére

sejteket in vitro termékenyitették, az embridkat recipiens allatokba Ultették és éI§
utédokat kaptak [76]. CorTvIDT (1996) kutatécsoportja szintén sikeresen krioprezer-
valt izolalt egér PAF-ot, amelyekbdl in vitro tenyésztéssel petesejteket gyUljtottek.
A petesejteket in vitro termékenyitették és az igy elballitott embridk ndovekedtek.
Azonban &k is lassU fagyasztast alkalmaztak [19]. KLocke és mtsai (2015) human
petefészekszoveteket mélyh{tottek és nem talaltak kilonbséget a morfoldgiai
integritas, az dsztradiolfelszabadulas, a tlszbfejlédés és az apoptotikus sejtek ara-
nya tekintetében az in vitro tenyésztés soran, 6sszehasonlitva a lassl fagyasztast
és a vitrifikaciot [77]. Egy masik tanulmanyban a szerz8k nem talaltak apoptdzisra
utalé jelet kdzvetlenll a felolvasztas utan a vitrifikalt egérpetefészkekben [78],
de a lassan fagyasztott mintdkban megnodvekedett apoptdzisaranyt mértek [79].
Eredményeink azt mutatjak, hogy az OPS-technika jél alkalmazhatd egér PAF-ok
mélyh(tésére, ami megmutatkozik az igy mélyh{tott mintak nagy talélési ara-
nyaban is (81,5+15,32%). Eredményeink 6sszhangban vannak XING és mtsainak
adataival, akik patkdny PAF-okat mélyh{itottek OPS, SSV (solid surface vitrification),
ill. programozott mélyh{téssel (SF). Az OPS-fagyasztott tlisz8k 62,38%-0s talélést
mutattak, ami szignifikdnsan nagyobb volt, mint az SF csoport eredményei, ill. nem
kildnbozott az SSV csoport értékeitdl (64,76%) [80].

KUTYA

Tudomasunkszerintkutatécsoportunkvégezteazelsétanulmanyt,amelyakulon-
b6z8 mdbdszerekkel krioprezervalt, izolalt kutya preantralis tlszd8k kriotolerancia-
jat és a felolvasztas utani in vitro ndvekedését, ill. hormontermelését vizsgalja.
Mas fajokrél azonban szamos - de még mindig korlatozott — adat all rendelke-
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zésre. Egy 2018-as tanulmanyban NikiIForRov és mtsai (2018) a lassl fagyasztas és
4 féle vitrifikacids technika izolalt juhtlUsz8kre gyakorolt hatasat vizsgaltak
[81]. A felolvasztott tiszbket 10 napig tenyésztették. Tapasztalataik szerint a
kontroll csoport tlsz8iben szignifikdnsan nagyobb dsztradiolkoncentracié ter-
mel8dott, mint a krioprezervalt/vitrifikdlt csoportok tisz8iben. Eredményeink
dsszhangban allnak velik, mivel a kontroll PAF-ok a 2., 5. és 10. napon tobb
E2-t termeltek, mint a CT- vagy OPS-vitrifikalt mintadk. Adataink a kontroll és
OPS tUsz38k esetében az 6sztradiolszint folyamatos emelkedését mutatjak a
2. naptdl a 10. napig, ami arra utal, hogy a granulosasejtek hormontermeld
funkcidéja megmaradt. A kriocsé csoportban azonban a hormonszekrécid
stagnalast mutatott. Ez ellentétes NikIFOrROV és mtsainak (2018) eredménye-
ivel, ahol a juh tUusz8k a 6. napra érték el az dsztradioltermelésik cslcsat,
majd a hormonkoncentracié minden kezelési csoportban csdkkenni kezdett
[81]. Eredményeink azt mutatjak, hogy az OPS-ben vitrifikalt tlsz8k az in
vitro tenyésztési rendszerlinkben képesek eljutni a tlszb&fejlédés 10. napjaig.

SERTES

A sertés preantralis tUsz8k in vitro tenyésztése, hasonldan a kutyadhoz, jelen-
leg még nagy kihivast jelent. A sertésben a tusz8érés idétartama az egérhez
képest rendkivil hosszU [82], altalaban 80-100 napig tart. Ez a folyamat
magaban foglalja a tisz8k ndvekedését és fejlddését a primordialis stadi-

In vivo vizsgalatok kimutattak, hogy a korai antralis tiszének korUlbelUl
40 napra van sziksége ahhoz, hogy a preovulatorikus stadiumba fejlédjon
[82]. Ez azt jelenti, hogy a nagyobb sertés preantralis tlsz8k tenyésztése
tobb hetet is igénybe vehet, mig a kisebb preantralis tiszdk tenyésztése
honapokat igényelhet a teljes érettség eléréséhez.

Mao és mtsai (2002) kisérleteikben azt figyelték meg, hogy a tlisz6ndvekedés
mértéke a tenyésztés elsd 2 napja alatt nagyobb volt, mig a tenyésztés utolsd
2 napja alatt fokozatos cs6kkenést tapasztaltak az altaluk hasznalt TCM199, ill.
NCSU23 tenyészt8oldatban ( ami arra utal, hogy ezek a tenyésztési kdrilmények
nem voltak idealisak a hosszabb tava tisz8tenyészet fenntartdsahoz) [36]. Ez
osszhangban all az dltalunk tapasztalt in vitro fejlddéssel, ami az elsé két napon
intenzivebb volt a kontroll csoportban és a vitrifikalt csoportokban is, azonban
csOkkenésnek indult a tenyésztés 7. napjatdl és tovabb csékkent a 10. napig.

ROCHA és mtsainak (2021) vizsgalataban csdkkent a morfolégiailag norma-
lis tisz8k aranya (p < 0,05) a 2. naptdl a 4. napig, két tapoldat esetében is,
azonban a tenyésztési id6tdl fiuggetlenll mindkét médiumnal hasonlé aranyt
tapasztaltak. Az antrumképz8dés szazalékos aranya a 2. napon az a-MEM-ben
dtlagosan nagyobb (p < 0,074) volt, mint az NCSU23 oldatban. A tiszéndve-
kedés azonban nem klldnbozétt (p > 0,05) a vizsgalt tapfolyadékok kozott.
Tovabbad mindkét tapfolyadék esetében a tlszd atmérdje szignifikansan ndtt
a tenyésztés 0. napjatdl a 4. napig [28]. Az altalunk hasznalt tenyészts-
rendszerben a tisz8k 97,4%-a és 94,4%-a morfoldgiailag épek maradtak és
thlélték a tenyésztés 10. napjat a kontroll és az OPS csoportban, azonban
kifejlett antrum és ovulacié nem volt detektalhatd.

Wu és kutatdécsoportja (2001) arrél szamolt be, hogy sertés preantralis
tUsz8kbdl nagy szammal sikerUlt antralis stadiumot elérnitk, ha intakt pre-
antralis tisz8ket ép thecasejtekkel NCSU23 tapoldatban, 1,5 ng/ml| FSH-val és
7,5% szérummal kiegészitve, hdrmasaval tenyésztettek. Négy napos tenyész-
tés utadn ezekbdl a tlsz8kbdl 68%-0s eredménnyel cumulusos petesejtet
nyertek, és a petesejtek 51%-a befejezte a meiotikus érést a metafazis
II. stadiumig. Az érett petesejtek 53%-a termékenyllt, a termékenyitett pete-
sejtek 43%-a osztddott, és 13%-a fejl8dott a blasztociszta stadiumig [49].
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DRIANCOURT és mtsai (1995)va gonadotropinok szerepét vizsgaltak a ser-
tések follikulogenezis-szabalyozasaban és kimutattak, hogy a 0,219-1,1 mm
méret( tUsz8k ndvekedése gonadotropin-fliggetlen, mig az 1,1-2 mm k&zotti
novekedés FSH-fliggd, a 2 mm-nél nagyobb tiszdk névekedése pedig
LH-flggd. Biokémiai szempontbdél, amikor a tisz8kben 2-3 réteg granulo-
sasejt fejlédik, és a theca interna és externa sejtek differencialédni kez-
denek, sertésben a preantralis tisz8k granulosasejtjein megjelennek az
FSH-receptorok, igy a tisz8k gonadotropin-figgdvé valnak [83, 84]. Kisér-
letek kimutattadk, hogy a preantralis tUsz8k képesek reagalni a ndovekvd
mennyiségl FSH-ra, ami azt jelenti, hogy a tlusz8k tenyésztése hatékony
és egyszerl megkodzelitést biztosit a korai tisz8szabalyozas FSH altali
tanulmanyozasara [36].

Wu kutatécsoportja (2007) egy masik kisérletben a tlsz8k 6sztradiolszek-
récidjat vizsgaltak harom tenyésztési csoportban: FSH-val, LH-val (30 ng/
ml) és FSH-val kombinaltan, ill. kezeletlen kontroll csoporttal. FSH- vagy LH-
(30 ng/ml) kiegészités nélkil a tiisz8k fokozatosan kisebb mennyiségli E2-t ter-
meltek. Ezzel szemben az FSH- vagy LH+FSH- kiegészitéssel tenyésztett tlisz8k
egyre nagyobb mennyiségben termeltek E2-t. Tovabbéa, a tenyésztés 2. és 3.
napjan az FSH-val (48,75 + 17, 70,5 + 14 pg/ml) vagy LH-val + FSH-val (63,25 + 16,
72,5 £ 12 pg/ml) kiegészitett médiumban tenyésztett tisz8kben az E2 meny-
nyisége jelent8sen nagyobb volt, mint a kontroll csoportban (16 + 10, 5,66 *
4 pg/ml). Nem volt azonban szignifikans kildnbség az FSH-val és az LH-val
+ FSH-val végzett tenyészet E2 termelése kozott [71]. Kisérletinkben FSH-ki-
egészitést alkalmaztunk a tiszdlk in vitro tenyésztéséhez. Hasonléképpen Wu
és kutatdécsoportjanak (2007) eredményeihez a tiisz6k E2-termelése fokoza-
tosan novekedett a kontroll és OPS csoportban. A CT csoportban azonban
nem volt valtozads hormontermelésben a kiindulasi értékhez képest. Ez arra
enged kbvetkeztetni, hogy a CT csoport tlszdit ért kriosérilés kbvetkeztében
a granulosasejtek hormontermelése megszint.

KONKLUZIO

Eddig csak néhany tanulmany foglalkozott az izolalt PAF-ok krioprezervala-
sara hasznalt technikak 6sszehasonlitadsaval, és még kevesebb példat tala-
lunk olyan tanulmanyokra, amelyek gyakorlati szempontbdl, az eszkdzok
fel8l kozelitik meg a kérdést. A fenti kisérletekben a mintakat a sejtkultdrak
fagyasztasara altalanosan hasznalt kriocsdvekben és az embriolégidban szé-
les korben alkalmazott OPS-ben fagyasztottuk. A follikulusokon tapasztalt
eredmények alapjan az OPS (és ezzel egyltt a nyitott vitrifikaciés rendszerek)
alkalmas lehet nagy szamu izolalt follikulus egy idében torténd mélyhitésére.
A technika megfeleld életképességet biztosit a felolvasztas utani rovid tava
in vitro tenyésztéshez. A tovabbiakban kutatdcsoportunk célul tlizte ki az
IVC-rendszer finomitasat, ezaltal a hosszUtavl tenyésztés megalapozéasat.
Az igy nyert eredmények hozzajarulnak nemcsak a génmegdrzési mddszerek
fejlesztéséhez, de a tisz8novekedéssel kapcsolatos ismereteink bdvitéséhez
is, kilono6s tekintettel a fajok k6zotti kilénbségekre.
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