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MANGALICA PETESEJTEK ES EMBRIOK
KRIOPREZERVACIOJA
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BALI PAPP AGNES

OSSZEFOGLALAS

Az in vitro embri6-elSallitas napjainkra tobb faj esetében rutin eljarassa valt, sertés fajpan azonban
tovabbi alapkutatasokra van sziikség a modszer széles korl gyakorlati alkalmazasa el6tt.

A szerzbk az els6 kisérletben 6sszesen 310 mangalica petesejtet maturaltattak (42 éra) in vitro,
majd fagyasztottak a nyitott vég(, leszikitett keresztmetszet( mlszalma (OPS) vitrifikaciés médszer-
rel. A visszaolvasztast kdvet6en elbiraltak, hogy a petesejtek hogyan reagaltak a fagyasztasra és az
oldatban el&forduld krioprotektiv anyagokra, valamint megvizsgaltak, hogy a termékenyulést kdvetéen
az embri6fejl6dés hogyan alakult.

A masodik vizsgalatban 5 mangalica kocabdl mostak ki embridkat, azokat fagyasztottak, majd a
visszaolvasztast kdvetéen az embridkat nagy fehér sertésekbe Ultették vissza.

Eredményeik azt mutatjék, hogy a vagohidi petefészekbdl szarmazd, éretlen mangalica petesej-
tek 42 6ra alatt sikeresen érlelhet6k in vitro kérilmények kozott. A fagyasztott/visszaolvasztott man-
galica petesejtek termékenyitése sikeresnek mondhat6, mert az embri6fejlédést a termékenyitett pe-
tesejtek 50,62+5,97%-a megkezdte.

A fagyasztott/visszaolvasztott mangalica embridk belltetésébdl malacok nem szilettek; a recipi-
ens allatok vizsgalatakor, a bedltetést kovetd huszonétddik napon nem tapasztaltak vemhesiilést. A j6-
vBben tervezik a vizsgéalatok folytatasat.

SUMMARY

Varga, E. — Egerszegi, |. — Ratky, J. — Tempfli, K. — Pataki, R. — Bali Papp, A.: CRYO-
PRESERVATION OF MANGALICA OOCYTES AND EMBRYOS

The development of our knowledge of maturation, fertilization and cultivation of mammalian
oocytes under laboratory conditions is progressing rapidly, and its results assist in the improvement of
biotechnological methods. Presently, in vitro embryo production has become routine in a range of
animal species. However, in pig, there is need for more research before widespread use of
biotechnological methods may be put into practice.

In the first experiment, 310 Mangalica oocytes were matured in vitro for 42 hours. In vitro matured
Mangalica oocytes were vitrified with the Open Pulled Straw (OPS) vitrification method. The effects of
vitrification and cryoprotectants on oocyte morphology were investigated after warming. Furthermore,
we observed embryo development during cultivation.

In the second part of study, the oestrus of 5 Mangalica sows was synchronized and superovulation
was induced. Embryos were collected from donor sows in median laparotomy on the 5t day after
artificial insemination. The embryos were selected under stereo microscope, and were then vitrified
with OPS method. After warming, the Mangalica embryos were transferred into Large White recipient
SOWS.

The results show that immature Mangalica oocytes could be successfully matured under laboratory
conditions within 42 hours. Vitrified/warmed oocytes were fertilized and therefore 50.62+5.97% of the
oocytes started cleavage.

Implantation of vitrified/warmed Mangalica embryos into Large White sows was ineffective, as none
of the sows was pregnant on the 25t day after transfer. Further experiments are needed to improve
the efficiency of vitrification in the Mangalica breed.
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BEVEZETES

Gamétak- és embridk megG8rzésével kapcsolatos vizsgalatokat mar az 1970-
es években végeztek. A krioprezervacioval — a gamétak, embridk fagyasztva ta-
rolasaval — biztosithat6é az érékitéanyag megdrzése, annak globdlis szallitasa, se-
gitségével méd nyilhat tenyészvonalak Ujrateremtésére és/vagy szaporitasara, a
szelekciés nyomas ndvelésére. A krioprezervacié megvaldsithaté hagyomanyos,
lassu h(itéssel, illetve vitrifikacios technikakkal.

Magyarorszagon a human petesejtfagyasztés-visszaolvasztas termékenyités
modszerének eredményességét az els6 magyar kisbaba megsziiletése bizonyitja
(Koncz és mtsai, 2008). A megfelel6 petesejtek kivalasztasaban nagyon hasznos
az osztodasi orso allapotanak vizsgalata (Kanyd és mtsai, 2004)

A sertés gamétak és embridk h(itéssel szembeni érzékenysége korlatozza az
alkalmazhaté technikakat, esetlikben ugyanis a hagyomanyos hdtési eljarasok
alacsony hatasfokuak, a megoldast a vitrifikacio jelentheti. Az eljaras segitségével
kikliszobdlhet§ az intra- és az extracellularis jégkristaly-képz&dés, amivel ndvel-
hetd a sejtek h(itéssel-szembeni tolerancigja.

A mangalica, 8si magyar zsirsertés. Mangalica petesejtek és embridk vitrifi-
DNS-mikroszatellit vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a szinvaltozatok 6néll6 faj-
tak, illetve megallapitottak, hogy egymashoz a sz6ke és a fecskehast mangalica
all a legkdzelebb (Zsolnai és mtsai, 2006). Az Allattenyésztési és Takarmanyoza-
si Kutatéintézetben a mangalica szaporasaganak javitasa céljabdl folynak kutata-
sok (Egerszegi és mtsai, 2003; Ratky és mtsai, 2005). A mangalicatenyésztés
egyik legfontosabb célja a fajta megmentése, megbrzése, ezzel hozzajarulva a
természeti kérnyezet sokszinliségéhez.

A tanulmany célja annak megallapitasa volt, hogy az §shonos mangalica ser-
tés petesejtek milyen moédon alkalmazhatok az in vitro embrié-eléallitd rendszer-
ben; tovabba miképpen lehetséges a mangalica oociték, illetve az embridk nyitott
végli miszalma (OPS) eljarassal térténé megGbrzése.

ANYAGOK, MODSZEREK
Elsé6 vizsgalat: mangalica petesejtek vitrifikacidja

In vitro érlelt mangalica petesejteket OPS-vitrifikaciés modszerrel fagyasztot-
tuk, majd a visszaolvasztast kévetéen elbiraltuk, hogy a petesejtek hogyan rea-
galtak az oldatban el&forduld krioprotektiv anyagokra (CPA), tovabba a terméke-
nyllést kdvetéen megvizsgaltuk az embridk fejlédését.

Alkalmazott vegyszerek

A felhasznalt vegyszereket a Sigma—Aldrich (Budapest) Kft-t6l és a Werft-
Chemie GmbH-tél (Bécs) vasaroltuk. A sziikséges mangalica petefészkeket a Pick
Szeged Rt. és a Labodi Vagohid biztositotta. A szervek laboratériumba szallitasa 38
°C-os fiziologias sooldatot (0,9% [w/v] NaCl) tartalmazd termoszban tortént.
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A petefészkeket CETAB-, majd fizioldgias séoldatban haromszor atmosva fert6tle-
nitettik. A kumulusz-petesejt-komplexek (COC) kinyeréséhez TL-Hepes oldatot
(Hagen és mtsai, 1991) hasznaltunk, melyet 0,1% polivinil-alkohollal egészitettlink
ki (TL-Hepes-PVA). A petesejteket TCM-199-oldatban (Mattioli és mtsai, 1989) ma-
turdltattuk, melyet sertés follikulus folyadékkal, natrium-piruvattal, ciszteaminnal, glu-
taminnal, antibiotikumokkal, és az érés elsd 20 6rajaban hormonokkal egészitettiink
ki. A vitrifikacids eljaras soran hasznalt alapoldat TL-Hepes-TCM-199 volt, melyet 5
mg/ml BSA-val egészitettiink ki. A fagyasztaskor az alapoldathoz krioprotektiv anya-
gokat (CPA) adtunk [etilén-glikol (EG), dimetil-szulfoxid (DMSO)], melyek végsé6 kon-
centracidja 6,5-6,5 M volt. Visszaolvasztaskor a CPA-k kivonasahoz és a
rehidralashoz, az oldatokhoz szaharézt (0,75 illetve 0,5 M) adtunk. Az in vitro ter-
mékenyitéshez médositott TBM (mTBM) oldatot (Abeydeera és mtsai, 1997) hasz-
naltunk. Az embridk kultivalasa NCSU-23 oldatban tértént (Petters és Wells, 1993).

Petesegjtek kinyerése

A vizsgalatokhoz sargatest és ciszta nélkili petefészkeket hasznaltunk.
A 3—6 mm atmérdjd tiszEkbél, a tliszéfolyadékot, és a benne 1évé COC-ket,
10 ml-es kézifecskendd és a hozz4 csatlakoztatott 18 G-jelli tli segitségével sziv-
tuk le, majd a follikulus folyadékot (benne az oocitakkal) centrifugacsévekbe
gy(jtottik. A sejtek lelilepedése és a fellillszé eltavolitasa utan, a visszamaradt
sejteket Hepes-TCM-199 oldattal reszuszpendaltuk, majd mikroszkop (Nikon) se-
gitségével (40 x nagyitas) megkezdtik a COC-k kivalogatasat.

Petesejtek in vitro maturacidja (IVM)

Az IVM-hoz csak jé min8ségU, tdbbrétegl, kompakt kumuluszallomannyal ren-
delkez8 petesejteket hasznaltunk fel. A COC-ket haromszor atmostuk a
maturaciéhoz hasznalt oldatban, majd ,négylyuku” tenyésztéedényben (NUNC),
50 COC/500 pl oldatban, 42 6ran keresztil, 5% CO,-tartalmu gazkeverékben,
38,5 °C-on érleltik. A maturacié elsé felében (0-20. 6ra) az oldatot hormonokkal
egészitettik ki (10 IU/mI hCG és 10 IU/ml eCG); az IVM masodik részében (20—
42 6ra) a petesejtek tenyésztése hormonmentes oldatban tértént.

A maturacié eredményességének elbirdlasa az expandalddasi arany és a
maturacids rata kifejezésével tértént. Ennek meghatarozasahoz az IVM utan,
30-30 COC-t véletlenszer(en kivalogattunk, majd feljegyeztiik, hogy a sejtek mek-
kora része rendelkezett expandalodott kumuluszallomannyal (1. abra).

Ezt kdvetben pipettazassal eltavolitottuk a kumuluszsejteket a petesejtek fel-
szinérdl, majd az oocitakat ecetsav és etanol 1:3 aranyu keverékében 3 napig fi-
xaltuk. Ezt kbvetGen a sejteket 0,1%-0s ecetsavas-orceinnel festettlk, és mikro-
szkdp segitségével (400xnagyitas) megvizsgaltuk a sejtmagot. Erettnek tekintet-
tik azokat a petesejteket, melyek metafazis Il oszt6dasi stadiumban voltak.

Mangalica petesejtek fagyasztasa és visszaolvasztdsa

A petesejteket a Vajta és mtsai (1997) altal leirt, nyitott végl miiszalma” (OPS)
eljarassal vitrifikaltuk.
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1. abra: Kumuluszsejtek morfoldgiai valtozasa az érés soran

i
kompakt kumuluszallomany (A); expandal6dé kumuluszallomany az IVM 24. 6réjaban (B), expandalo-
dott kumuluszallomany az IVM 42. érajaban (C) (Sajat felvétel)

Fig. 1.: Changing cumulus morphology during maturation: (Self-made photos)
oocyte with compact cumulus (A); oocyte with slightly expanded cumulus at 24 h of IVM (B); oocyte
with expanded cumulus at 42 h of IVM (C)

* Petesejtek fagyasztasa

A fagyasztast megel6z8en, a petesejteket krioprotektiv anyagokat (CPA) tar-
talmazé oldatokban, 2 Iépcsbben, ekvilibraltattuk. Az elsé ekvilibracié (3 perc) so-
ran alkalmazott oldatban a CPA-k (EG és DMSO) koncentracidja 2—2 M volt, mig
a masodik ekvilibracié (1 perc) 6,5-6,5 M EG-t és DMSO-t tartalmaz6 oldatban tor-
tént. Ezt kdvetben a petesejteket tartalmazé, korilbeldl 10 pl nagysagd médium-
cseppeket nyitott végd, leszlikitett keresztmetszetl mliszalmakba szivtuk fel ka-
pillaris elven, majd azonnal folyékony nitrogénbe martottuk azokat.

* Petesejtek visszaolvasziasa

A petesejtek visszaolvasztasa harom lépcsében tortént. A miiszalmakat ujjaink
kbzé fogva (~36°C) felmelegitettiik 0,5—1 perc alatt. Visszaolvasztaskor a pete-
datokban ekvilibraltattuk, végul az oocitakat szahar6z-mentes alapoldatba he-
lyeztuk.

* A petesejtek vizsgalata a visszaolvasztast kévetden

A visszaolvasztas utan mikroszkoppal (40 x nagyitas) megvizsgaltuk a pete-
hasznaltuk, melyek ooplazmaja s6étét €és homogén volt, a zona pellucida nem sé-
rilt, illetve a petesejtek alakja is normalis volt.

In vitro termékenyités (IVF)

A visszaolvasztas utan a morfoldgiailag normalisnak itélt oocitdkat haromszor
atmostuk a termékenyitéshez hasznalt mTBM oldatban, majd asvanyi olajjal fedett
90 pl-es, mTBM médiumcseppbe helyeztik (30 petesejt/90ul mTBM) és a termé-
kenyitésig termosztatban taroltuk. Az IVF-hez fagyasztott/visszaolvasztott kan-
spermat hasznaltunk. A miiszalmakat 37 °C-os vizflird6be helyezve, 1 perc alatt
visszaolvasztottuk, majd a spermat 8 ml elSinkubalt mTBM-be helyeztik, és két
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percig 3000/perc fordulatszamon centrifugaltuk. A kapott pelletet 70 yl mTBM ol-
dattal reszuszpendaltuk. Thoma-sejtszamlalé kamra segitségével megallapitottuk
10 pl spermium-szuszpenziét adtunk a 90 pl-es médiumcsepphez (melybe el6z6-
leg a petesejteket tettiik), majd a petesejteket és a spermiumokat 4 éran keresz-
tdl termosztatban egyitt inkubaltuk.

Embriok tenyésztése (IVC)

A termékenyitést kdvetben, a petesejteket haromszor atmostuk az embridte-
nyésztéshez hasznalt oldatban, majd 30 petesejt/500 ul NCSU-23 oldatban te-
nyésztettlik 4 napon keresztil 38,5 °C-on, 5% CO,-tartalmu gazkeverékben.

Kisérleti terv

A vitrifikacids eljaraskor in vitro maturaltatott (42 h), kumuluszsejtekkel korl-
vett mangalica (M-csoport) sertés petesejteket hasznaltunk. Kontroll csoportként
mangalica (KM-csoport) petesejteket maturaltattunk (42 h), majd termékenyitet-
tink.
konysagéat az expandalddasi arany és a sejtmag érése alapjan.

2. A vitrifikaciot kdvet6en megallapitottuk a petesejtek eljarassal szembeni
érzékenységét a visszaolvasztast kovetd degeneralddasi arany alapjan.

3. Osszehasonlitottuk a termékenyitést kévetd in vitro embriéfejlédést a
vitrifikalt és a kontroll csoportok kdzott.

Statisztikai vizsgalat

Minden vizsgalatot haromszor megismételtiink. Az eredmények értékelése a
STATISTICA programmal (ANOVA) tértént. A csoportok kdzétti kilénbségeket
Duncan’s teszttel vizsgaltuk. Szignifikdns kilénbségnek azt tekintettik, ahol a
valészinlség P<0,05 volt.

Masodik vizsgalat: Mangalica embriok vitrifikacidja

A vizsgalat soran embridékat mostunk ki el6zetesen szuperovulaltatott manga-
lica kocakbol, majd az embridkat OPS eljarassal vitrifikaltuk, és recipiens nagy
fehér fajtacsoportba tartozé kocakba Ultettik.

Alkalmazott vegyszerek

Az ivarzas szinkronizalas és a szuperovulaltatas soran felhasznalt vegyszerek
a kovetkezdk voltak: Regumate®, eCG, GnRH. Az allatok altatasa ketaminnal
(SBH-Ketamin) és xylazinnal tértént. Az embridk kimosasahoz és gyljtéséhez
PBS-oldatot hasznaltunk.
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A donor kocak hormondlis kezelése

Az embri6-atlltetési programba bevont 5 kocanal ivarzas szinkronizalast vé-
geztlnk: 15 napon keresztil, napi 5 ml/allat adagoltunk p.os progesztagén hata-
st Regumate®-ot (Hoechst-Roussel), a 16. napon 1000 NE eCG-t (Folligon,
Intervet) injektaltunk (tiszénévekedés stimulédlasa), ezutdan 50 pg GnRH-t
(Fertagyl, Intervet) applikaltunk (ovulacié indukcid). Az allatokat a 20. illetve a 21.
napon mesterségesen termékenyitettik.

Embridk in vivo kinyerése, és az embridk vizsgalata

Az embriokat el6zetesen 24 éran at koplaltatott donor mangalicakbél median
laparotomiaban mostuk ki az els6 termékenyitest kbveté 5. napon (2. abra).
Az invaziv allatkiserleteket a Pest megyei Allategészsegugyi eés Elelmiszerellen-
6rz6 Allomas 205/024/Pest/2006 etikai bizottsagi engedélyével végeztiik.

A m(téti narkézist 100 testsuly kg-onként 10 ml ketaminnal (SBH-Ketamin,
SelBruha) és 4 ml xylazinnal (Xylavet, Lavet) intravénasan biztositottuk. A hasureg-
bdl kiemelt méh kranidlis 15 cm-es szakaszabdl mindkét méhszarvbdl 50-50 ml PBS
oldattal mostuk ki az embridkat. A m(itét utan, a donor kocéak egyedi kutricdban, 2—-3
napig, kimél6 takarmanyozas mellett, nydjtott hatdsu antibiotikumos kezelést kaptak.

2. abra: Sargatestek ellenérzése (A) és az embridk-kinyerése a méhszarv atmosasaval (B)
(Sajat felvétel)

Fig. 2.: Controlling the corpus luteum (A), embryo recovery by washing uterine horn (B) (Self-made
photos)

Az embridk fagyasztasa és visszaolvasztasa

Az embridkat mikroszkdp segitségével valogattuk ki, majd a Vajta féle OPS-
vitrifikaciés protokoll szerint fagyasztottuk és olvasztottuk vissza.

Az embridk beliltetése

A nagy fehér fajtacsoportba tartozé recipiens kocadk hormonkezelése a donor
mangalicakéval megegyezett, de a recipienseket nem szuperovulaltattuk, ezért
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mindéssze 800 NE eCG-vel kezeltilk, a Regumate® etetést kdvetden. A m(itéti els-
készités is hasonlo volt, mint a kimosashoz; a petefészek vizsgalatokat kdvetéen
Ultettlik az embridkat a méhszarv csicsi szakaszaba.

A vemhesség vizsgalata

A korai vemhesség megallapitasa a Pie Medical® (Maastricht, Hollandia) altal
gyartott Falco 100 tipusu készulékkel tértént. Az 5—7,5 MHz—es konvex vizsgalé-
fejjel a bedltetést kdvets 25. napon (30. napos magzat) végeztik a szkennelést.

Kisérleti terv

A vizsgalatokhoz 6t mangalica koca ivarzasat szinkronizaltuk, majd tlisz6né-
vekedést indukaltunk, és mesterségesen termékenyitettiink. M{téti iton mostuk
ki az embridkat a donor allatokb6l, majd mikroszkép alatt kivalogattuk, meghata-
roztuk fejlettségi allapotukat. OPS—vitrifikacios eljarassal fagyasztottuk/visszaol-
vasztottuk az embridkat, melyeket nagy fehér sertésekbe (ltettiink. Az embrio-
transzfert kdvetd 25. napon ellendriztik a vemhességet.

EREDMENYEK
Els6 vizsgalat: mangalica petesejtek vitrifikacidja
Mangalica petesejtek maturacidja

A kisérlet soran (harom ismétlésben) ésszesen 310 mangalica petesejtet ma-
turaltattunk. A 42 6ras IVM utan 82,99+2,32% expandalédasi aranyt tapasztaltunk.
A kumuluszsejtek expandalédasa a citoplazma érésének egyik mutatéja. A sejt-
mag érésének vizsgalatakor megfigyeltiik, hogy a vizsgalt 90 petesejt
71,1115,09%-a, 42 6ra maturacio alatt, a metafazis |l osztddasi stadiumaig jutott
(3. abra).

Mangalica petesejtek vitrifikacidja

Harom ismétlésben 6sszesen 171 petesejtet fagyasztottunk az OPS mddszer-
rel. A visszaolvasztast kdvetd morfoldgiai vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy az
oocitak atlagosan 69,95%-a degeneralédott az eljaras soran (4. dbra).

Az embridfejlédés vizsgalata

A fagyasztott/visszaolvasztott mangalica petesejtek a termékenyitést kévetéen
50,62 +5,97%-ban kezdték meg az embridfejl6dést, mig ez az arény a kontroll
csoportban (melyben a petesejteket nem vitrifikéltuk, hanem az IVM utan azonnal
termékenyitettlik) 64,52+4,18% volt. A két csoport kdz6tti kildnbseg statisztikailag
(P<0,05) nem igazolhaté (5. abra).
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3. dabra: Az IVM eredményességét jelz6 mutatok: a sejtmag érése és az expandalddasi arany
42 6ra IVM utan
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Fig. 3.: Nuclear maturation and cumulus expansion rate after 42 h IVM
Nuclear maturation (1), expansion rte (2)

4. abra: Normalis morfoldgiaju COC-k a visszaolvasztast kovetéen (A); a vitrifikacios eljaras
soran degeneralodott petesejt (B) (Sajat felvétel)

Fig. 4.: COC-s with normal morphology after thawing (A); degenerated oocyte during vitrification
(B) (Self-made photos)

A fagyasztott/visszaolvasztott, termékenyitett petesejtek 4 napig tarté kultiva-
lasa kapott eredményeinket a 6. abra szemlélteti. A csoportokban megfigyelt fej-
I6dési stadiumok kézétt szignifikans kilénbséget (P<0,05) nem tapasztaltunk.
Morula embridkat csak a kontroll csoportban tudtunk megfigyelni, 16,72+4,8%
aranyban.
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5. dbra: Az embriofejlédést megkezdett sejtek aranya (IVC 4 nap)
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KM (n=130) M (n=28)
Mangalica (1)
KM: kontroll, M: vitrifikalt (2)

Fig. 5.: Cleavage rte of embryos (IVC 4 days)
Mangalitca (1), KM: vitrified, M: control

6. abra: Mangalica [kontroll (KM) és vitrifikalt (M) csoportok] embridk fejlettségi stadiuma
az embridtenyésztés 4. napjan

M (n=28) OKM (n=130)

80

70

60

50

i

40

%

HH

20

H

10 1 I

2 sejtes (1) 4 sejtes 8 sejtes morula

Fig. 6.: Status of development of Mangalica embryos [control (KM) and vitrified (M) groups] on day
4 of embryo cultivation
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Masodik vizsgalat: mangalica embridk vitrifikacioja

A donor mangalica kocak petefészkein megfigyelt képletek, illetve a kinyert
embridk szamat, fejlettségi allapotat mutatja be az 1. tablazat.

1. tablazat
Donor allatok petefészek-képletei és a kinyert embriok fejlettségi allapota
Allatok (1) Petefészkek allapota (2) Kinyert embridk (3)
1. 0 sargatest, 0 ciszta 3 sargatest 1 db 4-sejtes embrié (6)
2. 6 ciszta (4) 9 ciszta 0

2 db 4-sejtes, 2 db
blasztociszta, (7) 1 db petesejt (8)

4. 14 ciszta 3 ciszta, 3 sargatest 0

5 db petesejt, 5 db 4-8 sejtes
embrid, 6 db morula

3. 24 sargatest (5) 26 sargatest

5. 13 sargatest 16 sargatest

Table 1: Ovarian features of donor sows and the state of development of the recovered embryos
sows (1), ovarian features (2), recevered embryos (3), cysta (4), corpus luteum (5), embrio with 4 cells
(6), blastocyst (7), ova (8)

A Kkisérlet soran beultetésre kertlt: 3 db 4-sejtes, 5 db 4-8-sejtes, 6 db morula
és 2 db blasztociszta embri6. A transzfert kévet6 25. napon, sajnalatos modon,
nem tapasztaltunk vemhesulést.

KOVETKEZTETESEK
Elsé vizsgalat: mangalica petesejtek vitrifikacidja

A htés soran fellépd karosodasok csékkentheték a kilénb6z6 krioprotektiv
anyagok kombinalasaval, tébblépcsds ekvilibraltatassal a h(ités elétt; a petesejtek
lipidtartalmanak eltavolitasaval vagy polarizéldsaval, el6hitétt oldatok hasznala-
taval (Isachenko és mtsai, 1998; Hochi és mtsai, 2001, Esaki és mtsai, 2004).
Vizsgalataink soran krioprotektiv anyagként (CPA) etilén-glikolt és a dimetil-
szulfoxidot hasznaltunk, és a CPA-k ndvekvé koncentraciojara nézve, tdbblépcsés
ekvilibraciot alkalmaztunk. A mangalica petesejtek esetében a visszaolvasztast ko-
vetd embriofejlédés megtorpant a 8-sejtes stadiumban, de a kontroll mangalica
csoportban az embridk 16,72%-a, a négy napos kultivalas alatt eljutott a szeder-
csira allapotig.

Avizsgalat eredményeibdl az alabbi kdvetkeztetések vonhaték le:

* Mangalica petesejtek sikeresen maturaltathaték in vitro.

+ A mangalica petesejtek rendkivil érzékenyen reagalnak a hdtésre. A visz-
szaolvasztast koveté morfolégiai vizsgalat alapjan, az oocitak atlagosan
69,95%-a degenerdlddott az eljaras kézben.

« Afagyasztott/visszaolvasztott mangalica petesejtek in vitro termékenyitése
sikeresnek mondhaté.
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* Az embri6fejl6dés, a négy napos kultivacio soran a vitrifikalt csoportban a
8-sejtes stadiumig jutott, de a kontroll csoportban morula allapotd embrié-
kat is meg tudtunk figyelni.

Javaslataink a kdvetkezdk:

* A mangalica petesejtek OPS-vitrifik4cios eljarassal szembeni nagyfoku ér-
zékenysége miatt a vitrifik4cids eljards mddositasa javasolt.

+ Feltételezzik, hogy az oocitak hltéssel szembeni tolerancigja névelhets az
oldathoz adagolt fehérje- és membranstabilizatorokkal, melyeket a jovében
tervezink kiprobalni. Sziikség van azonban a mikrofilamentumok és egyéb
sejtorganellumok szerkezetének elemzésére és kromoszdéma-vizsgalatok-
rais.

Masodik vizsgalat: mangalica embridk vitrifikacioja

Fagyasztott mangalica embridkbdl szarmazé malacok megsziletésérdl még
nem szamolt be egyetlen tanulmany sem. Kisérletiinkben, a recipiensekbe Ultetett
fagyasztott/visszaolvasztott mangalica embridkkal vemhesulést nem tapasztal-
tunk. Ennek oka egyrészt az, hogy a belltetett embriék szama kevés volt (kilén-
b6z6 kutatdcsoportok atlagosan 50 embriét Ultetnek be egy-egy recipiensbe, ese-
tiinkben a belltetett embridék szama dsszesen 16 volt). Masrészt abban keresen-
dé, hogy tdbbnyire korai fejlettségi stadiumban lévé embridk kerlltek beliltetésre,
ezek az embriok pedig fokozottan érzékenyek a hiitéssel szemben, ami elsGsor-
ban nagy lipidtartalmuknak készdnhetd. A korai embriék esetében ugyanis na-
gyobb lipidtartalmat allapitottak meg, mint az el6rehaladottabb fejlettségl embri-
okban (Nagashima és mtsai, 1996). A lipid ndveli a petesejtek hipotermias érzé-
kenységét és visszafordithatatlan kdrosodast okoz a membran struktiraban +10
°C és -5 °C kozott. A petesejtek/embridk sejtvazanak épsége létfontossagu a cito-
és kariokinézishez, az embri6 alakjanak fenntartdsdban, a sejtciklus normdlis le-
zajlasdhoz, kromoszéma-szegregacidohoz és a sejten bellli kommunikaciéhoz
(Dobrinsky, 1996). Petesejtek/embridk hiités soran fellépd karosodasokkal szem-
beni ellenallé-képessége ndvelhetd citohalazin-B-t (CB) tartalmaz6 oldatban tér-
ténd el6-ekvilibraltatassal. A CB hatasara a blasztomerekben a mikrotubulusok ka-
rosodasa a fagyasztas és a visszaolvasztas soran nem valik irreverzibilissé;
ugyanis a CB a citoszkeletont rugalmasabba teszi, igy védve azt a hiités soran.
A fetuin egy borjésavoban talalhat6 glikoprotein, mely a vitrifikacié soran keletke-
z8 membrankarosodasok kivédésére sikeresen alkalmazhatd (Horvath és mtsai,
2008). A jov6ben tervezzik a vizsgalat megismétlését, amely soran citohalazin-B
el6kezelést szeretnénk alkalmazni, ezzel parhuzamosan fetuin hozzaadasat ter-
vezzik a vitrifikaciés kézeghez a jobb eredmények elérése érdekében. Reméljik,
hogy a vitrifikacios kdzeg tovabbi médositasaval (névekedési faktorok hozzaada-
sa) hamarosan malacok sziletésérdl is be tudunk szamolni.

A vizsgalataink soran fagyasztott/visszaolvasztott embriékb6l malacok nem
szllettek. A recipiens allatok vizsgalatakor, a beultetést kdvetd 25. napon nem ta-
pasztaltunk vemhesitilést. Ez nem feltétlendl jelenti azt, hogy a mangalica embri-
okbdl ilyen uton nem lehet utédokat produkalni — a kozeljovében a kisérlet megis-
métlését tervezzik. Feltételezhetéen a citohalazin-B el6kezelés alkalmazasakor
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az embrid blasztomereiben a mikrotubulusok karosodasa a fagyasztas és vissza-
olvasztas soran nem valik irreverzibilissé. Az okok felderitésére a jov6ben tovab-
bi vizsgalatok szikségesek.

KOSZONETNYILVANITAS

A vizsgalatok koltségeit a ,Kisérletek sertés petesejtek és embriok in vitro €s in
vivo termeltetésére és hiitéseére vitrifikacioval” T43131 OTKA palyazat biztositotta.
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