NYUGAT-MAGYARORSZAGI EGYETEM

MEZOGAZDASAGTUDOMANYI KAR
MOSONMAGYAROVAR
ALLATTENYESZTESI INTEZET
ALLATGENETIKA TANSZEK

Programvezeto €s témavezeto:

DR. DR. h.c. IVANCSICS JANOS

a mezogazdasagi tudomanyok doktora

KISERLETEK SERTES PETESEJTEK IN VITRO
MATURALTATASARA, FERTILIZACIOJARA ES SERTES EMBRIOK
IN VITRO TENYESZTESERE

Készitette:

BALI PAPP AGNES

MOSONMAGYAROVAR

2000



TARTALOMJEGYZEK

BEVEZETES
IRODALMI ATTEKINTES
I. A petefészek
1. A petefészek kialakulasa és fejlodése
2. A petefészek funkcidi
2. 1. N6i gamétdk termelése
2. 2. Hormontermelés és hormonadlis szabalyozas
IL. A petesejt
1. A petesejt novekedése és fejlodése
2. A sikeres fertilizaci6 feltételei
3. A spermium egyesiilése a petesejttel
III. Emlds embridk fejlodése
1. Osztédéas morula allapotig
2. Blastocysta allapot, hatching, elongécié
IV. Embriétenyésztés
1. Az embridtenyésztés torténete
2. Sertés petesejtek in vitro maturdciéja
3. Sertés petesejtek in vitro fertilizdcidja
4. In vitro embri6fejlédés
V. A sertés embri0 in vitro tenyésztés jelentosége
ANYAG ES MODSZER
1. A vizsgalatok helyszine és ideje
2. A laboratérium miiszerezettsége
2. 1. Széndioxid termosztit
2. 2. Mikroszkop
3. A kisérletekhez alkalmazott tdptalajok
3. 1. A maturaltatashoz alkalmazott taptalajok
3. 2. Az in vitro fertilizacidhoz alkalmazott tdptalajok Osszetétele
3. 3. Az embridtenyésztés kozege
4. A petesejtek maturdltatisa
4. 1. A petesejtek nyerése, maturacids koriilmények
4. 2. A petesejtek ellendrzése cumulus sejtek expanzidja alapjan
4. 3. A tiiszofolyadék nyerése és taroldsa
4. 4. A sejtosztodas fazisainak megéllapitasa

5. A petesejtek in vitro fertilizacidja
5. 1. A mélyhiitott kansperma eldkészitése in vitro termékenyitéshez
5. 2. A kansperma életképességének vizsgalata

45
45
45



5. 3. Az in vitro fertilizaci6 koriilményei
5. 4. Petevezetd egyrétegli sejttenyészet készitése
5. 5. A zigétak ellendrzése

6. In vitro embridtenyésztés
7. Statisztikai értckelés o
EREDMENYEK ES MEGBESZELES

1. A meidzis Gjrainduldsa kiillénboz6 in vitro maturécids kozegekben
2. Kiilonbdz6 spermium koncentraciok hatasa a fertilizdcidra
3. Kiilonboz6 tapkozegekben torténd maturaltatds hatdsa a fertilizaciora
4. In vitro fertilizaci6 kiillonbozd kanok sperméjdval
5. Kiilonboz6 in vitro fertilizacids kozegek dsszehasonlitiasa
6. In vitro fertiliz4ci6 alatti kokultivalas
7. Kiilonboz6 novekedési faktorokkal torténd maturdltatds hatdsa
az embriok fejlodésére
8. A maturaltatas alatti kokultivalas FSP-vel, 6sszehasonlitva az
EGF kiegészitéssel
KOVETKEZTETESEK
UJ KUTATASI EREDMENYEK
JAVASLATOK
OSSZEFOGLALAS
SUMMARY
IRODALOMIJEGYZEK

KOSZONETNYILVANITAS

47
47
48
49
49
50
50
56
59
65
68
70

73

81
84
86
87
88
93
98

114



BEVEZETES

Napjainkban, vagyis az ezredfordulén a bioldgiai, és ehhez szorosan
kapcsolddva a biotechnoldgiai kutatdsok ugrasszerti fejlodésének lehetiink tanti. Az
allattenyésztésben a hagyomdnyos eljarasok mellett a korszer(i biotechnol6giai
modszerek jelentdsége folyamatosan nd.

A biotechnoldgia - definiciéja szerint - olyan mezdgazdasagi, ipari dgazatban
haszndlatos eljards, amelyet olyan él6lényekkel folytatnak le, melyek orokitd anyagat
tudatosan modositottak.

A biotechnoldgia lehetdségeit jol illusztrdljdk Dohy [35] szavai: ,,A
molekuldris genetikara felépiil6 uj biotechnoldgia a DNS iranyitott megvaltoztatasira
irdnyul, olyan uj technikdk alkalmazdsdval, melyek kordbban nem &lltak
rendelkezésre, €s amelyek forradalmasithatjdk az alkalmazott genetikdt. A magyar
allattenyésztés gyorsiitemii mennyiségi €s mindségi fejlesztésének, nemzetkozi piac-
€s versenyképességének biztositdsa nemzetgazdasdgi szintll és stratégiai jelentdségli
feladat. Ennek megolddsdhoz az uj biotechnoldgia a fejlodés katalizdtoraként jarul
hozz4a.”

Az elsé sikeres sertés embrié atiiltetést Magyarorszagon az Allattenyésztési
és Takamanyozdasi Kutatéintézet munkatérsai [12] hajtottdk végre 1986-ban. A sertés
in vitro fertilizaciés kisérletek ugyancsak ebben az Intézetben folytak Koppany [87]
vezetésével a nyolcvanas évek végén. Jelenleg Ratky foglalkozik endoszképos sertés
embrié moséssal/beiiltetéssel az ATK-ban. Térsintézetként veliik egyiittmiikodésben
a Nyugat-Magyarorszagi Egyetemen a mi kutatécsoportunk foglakozik sertés in vitro
maturdltatdssal, fertilizacioval és embridtenyésztéssel.

A j6l mikodd in vitro maturdcidés rendszerrel kelld szdmban tudunk

eléallitani secunder oocytdkat, melyek termékenyithetok friss, mélyhiitott,



ivarorientdlt spermdval, v. direkt (ICSI, SUZI) termékenyitési eljardsokkal,
szomatikus sejtek, embriondlis Ossejtek, primordialis csira sejtek v. totipotens
blastomerek recipiensei lehetnek a nukledris transzfernél.

Régota ismert, hogy a filogenetikai tdvolsdg ellenére a sertés anatomiai €s
fiziologiai felépitésében hasonlé az emberhez, ezért johet széba a xeno-
transzplantacios (idegen fajbol szdrmazé szervek emberbe juttatdsa) miitéteknél. A
xenotranszplantacié gatja az idegen fajbol szarmazé szervek vagy szovetek azonnali
kilokédése. Ma mar rendelkezésiinkre dllnak olyan eljarasok, amelyekkel lehetséges
kiillonbozd szoveti sejtek genetikai modositasa. Ezen sejtek nukledris transzferrel
enuclealt secunder oocytaba juttatdsaval 1étrehozhatok transzgénikus édllatok, melyek
szervei alkalmasak a beteg emberi szervek (sziv, mdj, vese ) pétlasara. Eldallithatok
olyan transzgénikus sertések is, melyek kiillonb6zé emberi betegségek modellallatai
lehetnek (arteriosclerosis, sclerosis multiplex, Parkinson kor).

Hazéankban az 4j dllatvédelmi torvény bevezetésével az in vitro eljarasok
jelentdsége 4dllandéan novekedik. A sertés petesejtek in vitro érlelésével
morfoldgiailag latszolag teljesen érett petesejtek dllithatok eld, de az elégtelen mag-
és citoplazmatikus érés kovetkeztében az in vitro fertilizacié hatékonysaga kicsi,
nagyfoki a polispermia és elégtelen az embridk fejlédése. Igazolt, hogy a
tiisz6folyadékban kiillonbozé dgensek halmozddnak fel, melyeket a tiisz0 szomatikus
sejtek termelnek, €s ezek befolydsoljdk a petesejtek érését. Az egyik legizgalmasabb
kutatdsi teriilet napjainkban a kiilonb6z6 novekedési faktorok hatdsanak vizsgalata.

Az ortografikus irasmod kialakitdsdhoz az anatomiai kifejezéseket a latin,

minden mas szakkifejezést a magyar helyesirds szabalyai szerint hasznalom.

Az értekezés célkitiizései:



Célom, hogy a nukledris transzfer és mds in vitro manipulaciés kisérletekhez
rendelkezésre dlljanak érett secunder oocytdk, illetve embridk, ehhez egy in vitro
maturicios, fertilizacids, embridtenyésztési rendszer létrehozasa sziikséges. Elso
Iépésben tanulmdnyozni kell a kiilonb6zd maturdciés kozegekben a meidzis

Ujraindulésat.

Vizsgdlandé a kiilonboz6 spermiumkoncentraciok alkalmazasdnak hatdsa a

fertilizaciora.

Meghatarozand6 a sertés petesejtek kiilonb6z6 in vitro maturdcids kozegekben

val6 érlelésének hatdsa az in vitro fertilizaciés paraméterek alakuldsara.

Vizsgidland6 a  kiillonboz6é  kanoktdl nyert mélyhiitott/visszaolvasztott
spermiumokkal torténd termékenyités hatdsa a fertilizdciés paraméterek

alakulasara.

Osszehasonlitandé az érett petesejtek termékenyiilése kiilonbozo fertilizacids
kozegekben, valamint petevezetd egyrétegli sejttenyésztettel torténd kokulti-

valast alkalmazva.

Meghatarozand6 a kiilonb6z6 novekedési faktoroknak a meidzis ujrainditasdban
jatszott szerepe, kiilonos tekintettel az EGF (Epidermal Gowth Factor) és NGF

(Nerve Growth Factor) szerepének tisztazasara.

Osszehasonlitandé a maturéltatds alatti kokultivalds tiiszéfal-sejtdarabokkal vagy

EGF kiegészitéssel.



IRODALMI ATTEKINTES

A téma irodalmi feldolgozasdndl 1ényegesnek tartottam, hogy attekintsem a
n6i gamétdk és képzOdési helyiik: a petefészek anatomidjanak €s funkcidinak
ismertetését, melyhez az amerikai tanulmanyutamon feldolgozott, 4500 oldalas,
1999.-ben megjelent ,,Encyclopedia of Reproduction” kéteteket is felhaszndltam. A
kovetkezd fontos téma az emlds embridk fizioldgiai és anatomiai tulajdonsdgainak
ismerete, kiilonos tekintettel az embriofejlodés sordn bekovetkezd valtozasokra.
Mindezek alapos tanulmdnyozédsa elengedhetetleniil sziikséges a kozeljovoben
tervezett embridmanipulaciés kisérleteinkhez. Az in vitro embrié kultivacié torténeti
attekintése utan, az in vitro embrio eldallitas fazisainak nemzetkozi irodalmabdl vett
szemelvényeket, végiill a sertés embrid tenyésztés €s manipuldlds néhany fontos

teriiletét érintd kutatasokat ismertettem.

1. A PETEFESZEK

1. A PETEFESZEK KIALAULASA ES FEJLODESE

Ovarium: néi gondd, olyan szerv melyben a néi gamétik (oocytdk)
helyezkednek el, és olyan hormonokat termel, mely a szaporodasbioldgiai funkciok
fenntartdsahoz sziikséges. El0szor Aristoteles irta le ezt a szervet 2000 évvel ezelott.
A petefészek miikodésének attekintése segit benniinket abban, hogy megértsiik azt a

csodat, amely az élet meguajuldsanak hattere.



A gonddok fejlodése fiigg az egyedek genetikai meghatiarozottsagatdl. A

testist meghatdrozé gén az Y kromoszomdn helyezkedik el és miikodése sziikséges a

him nemi mirigyek kialakuldsdhoz. A feltételezett Z-gént, mely az ovarium

differencidlodéasaért felelds szupresszélja az Y kromoszéma génje, igy az csak akkor

tud miikddni, ha az Y kromoszéma nincs jelen. Sajnos eddig a Z-gént nem sikeriilt

izolalni.

A gonddok nemek szerinti differencidléddsa a korai embridfejlédésben

bekovetkezik. Négy f6 1€pést kiilonithetiink el (1. dbra).

1.

Az embri6 sziktomld endodermdjabdl szdrmazoé primordidlis csirasejtek, melyek
ardnylag nagy sejtek, eldszor passziv mozgassal, majd amdboid mozgéssal
haladva a bél mesenteriumdban Osszetomoriilve a genitdlis red6t (lemezt)
alkotjak.

Ezutan kovetkezik a primordidlis csirasejtek €s a bél epithel sejtek proliferacidja,
az ivari kotegek kialakuldsa. Ez a fejlodés egy indifferens gondd kialakuldsdhoz
vezet.

Az eredeti elsddleges kotegek degenerdlédnak, 1j a cortexhez kozeli
kéregallomany alakul ki.

Kialakul a petefészek kéreg és velo (medulla) dllomdnya. Az ivari kotegek
mindegyike nyaldbokat alkot és koriilveszi a csirasejteket. A csirasejtek
oogoniumokka alakulnak és a kornyezd epithelidlis sejtek granulosa sejtekké
differencidlédnak. Az ovarium mezenchimalis sejtjei theca sejtekké alakulnak. A
granulosa €s theca sejtek koriilveszik az oogoniumokat és egyiittesen tiiszoket

alkotnak [212].
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1. dbra. A petefészek kialakulasa (Yao, 1999 nyoman) [211]
2. A PETEFESZEK ANATOMIAJA

Az ovarium egy vér és nyirokerekkel jol ellatott, szamos idegvégzddést
tartalmaz6é szerv. Az ovarialis arteria az abdominalis aortabdl ered és a hiluson
keresztiil 1ép be a petefészekbe, ahol a vénas erek tdvoznak. A szimpatikus és
paraszimpatikus beidegzddés szintén a hiluson keresztiil torténik. Néhany madar és
hiilld kivételével a gerinceseknél a petefészek paros szerv. A petefészek bar
méretében elég nagy vdéltozatossdgot mutat, felépitésében nagyfoki hasonldsig
tapasztalhaté a kiilonboz6 éllatfajokndl [184]. Az ovarium felépitése a kovetkezo:
egy bels6é medulléris és egy kiils6 kéreg részbdl all, ahol a tiiszok elhelyezkednek. A
legkiils6 réteg a peritoneumbdl szarmazé kuboiddlis sejtekbdl 4ll6 germinalis

epithelium. Ez alatt helyezkedik el a tunica albuginea, kotészoveti réteg, amely az



ovarium vildgos szinét adja. A stroma legaldbb hiarom kiilonb6zd sejttipusbol 4ll:
kotdszoveti sejtek (fibroblast) melyek szallité feladatokat latnak el, simaizom sejtek,
melyek szabdlyozzdk a vérerek lumenét, intersticidlis sejtek, melyekhez tartoznak a
differencidlatlan theca sejtek és a degenerdlt tiiszésejtek az atretizdlodott
folliculusbdl és a regresszalddott corpus luteumbdl. A tiiszOk (folliculus - kis zsék) a
legbonyolultabb €s funkciondlisan a legfontosabb egységei a petefészek kéregnek. A
primordialis sejtek mitotikus aktivitdsa nagyon magas a korai embridfejlodés alatt,
egérnél minden 18 6rdban megkétszerezddik a szamuk az embriondlis fejlédés 8.-14.
napja kozott. A folliculusok mikroszkopikus képe kiilonbozd a fejlodési allapotnak
megfelelden, de az alapvetd sejtes szervezddés viltozatlan. A tiisz0 tartalmazza a
petesejtet és az azt koriilvevo tiiszéfalat. Az oocyta €s a tiiszofal kozott elhelyezkedd
vékony dttetsz6 membran a zona pellucida. A tiiszéfal egy belsé granulosa és egy
kiils6 theca rétegbdl all. A granulosa réteg koriillveszi a petesejtet és a bazalis
membrédn vélasztja el a theca rétegtdl. Az érett folliculusban a theca réteg tovabb
oszthaté theca interndra, mely differencidlt szteroid termeld sejteket tartalmaz és
theca externa-ra, amely fOleg kotdszoveti sejtekbdl dll. A theca interna és externa
hatdra nem éles, ugyanez a helyzet a theca externa és a petefészek stroma kozott. Az
ér és idegvégzOdések a theca interndban talalhatok. Bdrmelyik tiiszofejlodési
allapotot tekintjiik, nem taldlhat6 ér és idegvégzddés a granulosa rétegben. Ha az
ovulacié megtortént a vér, amely a felhasadt folliculus fali ereibdl szarmazik,
infiltradlédik az Osszeesett tiiszobe és a ,,corpus hemorrhagium”-ot eredményezi. A
luteinizdlédott granulosa és theca sejtek megkezdik osztéddsukat, és betoltik az
antralis iireget, ,,corpus luteum”-ot (sargatest) formdlva. A vérerek a theca rétegbdl
athdlézzak a lutealis sejtréteget. Ha nem torténik vembhesiilés a sargatest
degeneralédik. A stroma sejtek makrofagként mikodve kialakitjdk a ,,corpus

albicans”-t (fehértest) [212].
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3. A PETEFESZEK FUNKCIOI
3.1. NOI GAMETAK TERMELESE

Oogenezis
A n6i gamétak, vagy oocytdk szolgdltatjdk az anyai Orokitd anyagot és a
tdpanyagokat az embridk korai fejlodéséhez. A petefészek oocytdk ezreit tiplélja
€s szolgdl inkubdtorként a fejlodésiikhoz. (2. dbra) Az oocytik fejlodése
(oogenezis) a primordialis csirasejtekkel kezdddik, melyek az ivari redékben
helyezkednek el és mitotikus osztdddsukkal képzOdnek az oogoniumok. Az
oogoniumok elsddleges oocytikkd (4C DNS, 2n kromoszéma) valnak és
megkezdddik az elsé meidzisos osztédasuk. Az elsddleges oocytdk a meidzis elsd
szakaszanak diplotén fazisdban maradnak mindaddig, mig ovulacio elott a petesejt
magmembran (germinalis vesiculum) dezintegralddik, ezt a folyamatot ,,germinal
vesicle breakdown”-nak magmembridn feloldédasnak nevezziik. A petesejt
citoplazmdjanak megoszldsa nem egyenletes: a citoplazma f6 tomege a
madsodlagos petesejtet alkotja, a citoplazma egy kis része egy sarkitestet képez
(mindkettd 2C DNS-t, 1n kromoszémét tartalmaz). Ez ut6bbi esetleg osztdédik,
majd degenerdlédik. A madésodlagos oocyta megkezdi a meidzis masodik
szakaszdat, de a folyamat a metafazis II szakaszban ledll. A sejtosztédas akkor
folytatédik, amikor a petesejtbe egy spermium penetralodik, ez a folyamat a
fertilizacid, amely a petevezetoben jatszodik le. Az osztédds eredménye egy
haploid petesejt és a masodik sarkitest (1C DNS és 1n kromoszoma). A legtobb
fajban a meidzisok aszinkronban folynak, igy a magzati petefészekben a mitozis
€s meidzis Osszes formdcioi fellelhetok [184]. Végeredményben egy primer
oocytabdl egy petesejt és két esetleg harom polocyta képzddik. A folyamatot a 2.
dbrdn szemléltetem. Ezzel szemben egy primer spermatocyta-bol négy haploid

spermium keletkezik.
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2. dbra. Az oogenezis folyamata / Karp,1999 nyoman/

Minden csirasejt a fejlodo ovariumban déltaldban még a sziiletés eldtt
megkezdi meidzisos osztéddsat, és nem tér vissza a mitézisba. Igy sziiletéskor adott
az oocytdk mennyisége, és szamuk a kor eldrehaladtdval a folyamatos atresidk és
ovulaciok kovetkeztében egyre csokken [11]. A kiindulési petesejtszam €s a valoban
éretté valt petesejtek szama kozotti oridsi kiillonbség mutatja a szelekcié nagysagat,
csak a legkivalébb mindségli petesejtek képesek az érésre. A sertés petefészkében
igen nagy szamu primordialis folliculus talalhaté (210000) tobb mint més éllatfajban,
pl. juh (160000), szarvasmarha (120000), 16 (36000), egér (2000) [69]. Az els6dleges
folliculusokbdl szarmaz6 petesejtek maturdcidjdra és a sperma penetracidra
vonatkozé kutatdsok folynak [80], de tobb kisérleti eredmény azt mutatja, hogy

nehezen oldhaté meg a petesejtek meiotikus €érlelése ilyen forrasbol.
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Folliculogenezis

Az oocytdk éltalaban egyesével tiiszOkben (folliculusokban) helyezkednek el
€s szoros kapcsolatban dllnak a koriilvevd fali sejtekkel. A petesejtek érése
(oogenezis) szorosan Osszefiigg a tiiszok fejlodésével (folliculogenezis). A
folliculogenezis (3. dbra) mindig az emlds petefészek kéreg belsejében kezdddik. A
primordialis folliculusokban az elsddleges oocyta a bazdlis membrdnnal és egy
granulosa réteggel van koriilvéve. Amint a primordidlis folliculus primer folliculussa
fejlodik a granulosa réteg fokozatosan dtalakul kobos sejtekké és az oocyta és a
granulosa sejtek kivalasztjdk a zona pellucidédt. A szoros kapcsolddés (gap junction)
az oocyta és granulosa sejtek kozott biztositja az intercellularis kommunikdcidt és a
kis molekuldk transzportjat, igy a tiisz6 granulosa sejtjei sinticiumként miikodnek, ez
teszi lehetévé a meidzis Ujrainditasat késébb. A primer folliculus fejlodése
folytatodik €s a granulosa sejtek mitotikusan osztédnak, és a szekunder tiiszOben 2-6
réteg granulosa taldlhat6. A theca egyrétegli, és a bazdlis membran vélasztja el a
granulosa sejtektdl. A tercier folliculusok kialakuldsa sordn a granulosa sejtek
folyadékot vélasztanak ki, amely a sejtek kozott felhalmozdédik. Nagy mennyiségii
folyadék diffundal ki a theca réteg véredényeibdl és hozzdadddik az eldbb emlitett
folyadékhoz. Ez a folyadék kitolti az antralis lireget, és ezt hivjuk tiisz6folyadéknak.
A follicularis folyadék szteroid és protein hormonokat, antikoaguldnsokat,
enzimeket, elektrolitokat tartalmaz, hasonlatos a vérszérumhoz, mind
megjelenésében, mind Osszetételében. A tercier folliculusok tobb mint 4 rétegl
granulosat tartalmaznak, és a theca réteg is ekkor differencidlodik: a belsé theca
interndra €s a kiils6 theca externdra a bazdlis membrian kozelében elhelyezkedd

stroma sejtekbdl. A theca interna sejtjei epitheloid jellegliek és

13
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szteroid kivélaszté sejtek. A theca externa sejtjei megdrzik orsé alakjukat és
beleolvadnak a kornyezd stromdba. A theca réteg androgéneket vdlaszt ki, mely a
granulosa sejtek Osztradiol képzésének szubsztritja. A tercier folliculus iirege
follicularis folyadékkal kitoltott, a petesejt a fallal egy granulosa sejtekbdl allo
,ny€él”-en keresztiil kapcsolddik, az oocytat kozvetleniil koriilvevd, a petesejthez
szorosan kapcsolodd granulosa sejtek alkotjdk a ,,corona radiata”-t. Ezt az allapotot
nevezziilk Graaf-féle tiiszOnek, mely egy attetszd holyagnak latszik, és amely
rendszerint az ovarium felszinén kiemelkedik. Azokat a sejteket, amelyek a
follicularis iireg kozelében helyezkednek el ,,antralis granulosa”, mig a bazalis
membran kozeli sejteket ,,muralis granulosa” sejteknek nevezziik. A folliculus
granulosa sejtek nem homogének aktivitisukban és funkcidéikban sem, pl. a muralis
granulosa sejtek szteroidgenezise sokkal aktivabbak, mint a ,,cumulus oophorus”
sejteké. A kis antrdlis tiisz6 gyorsan novekedik, a tiiszonovekedés végso stadiumaban
a preovulécios folliculus erdsen vascularizaltta valik, és 6rdkkal az ovul4ci6 eldtt az
erek behatolnak a granulosa rétegbe is. Bar az ovarium egyik legfontosabb feladata,
hogy oocytdkat termeljen, mint az eldbbiekben emlitettiik a petesejtek tobbsége nem
ovulal. Az oocytdk szama a petefészek kialakuldsa utdn maximalis. A petesejtek 70-
99,9%-a elimindlédik az ovuldcid elérése elott, ezt a degenerdcids folyamatot
atrézidnak nevezziik. Az atrézia univerzalis jelenség az dllatvilagban, emldsokre és
egyéb gerincesekre egyarant jellemzd. A folliculusok a fejlédés barmely
stddiumaban atretizalddhatnak. Néhédny folliculus primer tiisz0 allapotban, masok
tercier tiisz0 korban dezintegrdlédnak. A most foly6 kutatdsok szerint az apoptozis,
vagy programozott sejthaldl az a molekuléris jelenség, mely az atrézia mogott all,
hormondlis szabdlyozasa a jelenségnek nem teljesen ismert. Tisztaztdk mar, hogy az
atretizal6d6 tiiszok follicularis folyadéka sokkal androgenikusabb miliét biztosit,
mint az egészséges folliculusoké. Az egészségesen fejlodd tiiszOkben az

androsztendion Osztradiol ardny alacsony €s a granulosa sejtek aromatdz aktivitdsa
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nagyfokud. Ezzel szemben az atretizalod6 tiiszOkben az androsztendion ardnya
nagyon magas az Osztradiolhoz viszonyitva, és az aromatdz aktivitis nagyon
alacsony vagy teljesen hidnyzik. Amilyen mértékben degenerdlddik a tiisz0, annak
ardnyaban veszti el képességét arra, hogy az FSH és LH hatasara reagdlni tudjon. Az
apoptozis egy aktiv energiaigényes folyamat, amely lehetdvé teszi a sejtek szelektiv
delécidjat. Morfoldgiailag az apoptozist a mag kromatin kondenzicidja vagy
piknotikussa valdsa jelzi. Az apoptozis ugy jellemezhetd, mint a genomidlis DNS
fragmentdci6ja. A granulosa sejtek apoptozisat a gonadotropinok késleltetik, mig az
oxidativ sressz hatdsdra az apoptozis bekovetkezik. A folliculusok fejlddése nem
linedris: mesterségesen hdrom csoportot éllithatunk fel: preantrdlis novekedés a
primordialis folliculus primer follikulussa alakuldsaval kezdddik és a preantralis
tiiszofejlodéssel zarul. A kis tiiszOk novekedése nagyon lassd. A kovetkezd szakasz
az un. tonusos szakasz, mely a kis antralis folliculusoktdl a tercier tiiszokig tart, ez a
fazis 1ényegesen rovidebb. Ezutan kovetkezik az exponencidlis szakasz, amely
hossza megegyezik a ciklus hosszdval, kezdve az egyik ciklus midluteélis fazisatol a

kovetezo ciklusban az ovuléciéig [194].

3.2. HORMONTERMELES

Az ovarium masik fontos funkcidja a hormontermelés, amelyet a hipo-
thalamus-agyalapi mirigy rendszer szaporodds szervrendszerre haté hormonjai
(GNRH, FSH, LH) irdnyitanak, és petefészek hormonokkal egyiitt hatva
befolyédsoljdk a szaporodasi szervek funkcidit is. Ez az egyiittmiikodés biztositja a
sikeres tiiszofejlodést, ovulaciot, fertilizaciot és a megfeleld embriondlis fejlodést.
Az ovarium szteroid és nem szteroid hormonokat termel. A szteroid hormonok
zsiroldékonyak €s a koleszterinbdl szdrmaznak, az ivari hormon kété fehérjékhez

kapcsolddnak és a mdjban vagy vesében bomlanak le. A nem szteroid hormonok
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vizoldékonyak, peptid hormonok és novekedési faktorok, befolydsoljadk a
sejtosztodés és differencidlodds folyamatait. Mig a szteroidok a theca, granulosa és
sargatest sejtekben termelddnek, a nem szteroid hormonok elsdsorban a granulosa és

sargatest sejtekben, azaz a theca sejtekben nem [195].

A. Szteroid hormonok
A petefészek a koleszterolt haszndlja prekurzorként a szteroid szintézishez. A

koleszterol progesztinre, androgénre és Osztrogénre bomlik a tiiszOk kiilonb6zd
sejtjei altal.
A.1. Osztrogén

Fiziolégidsan az osztrogének kiilondsen az oOsztron és Osztradiol 17B a
legfontosabb petefészek szteroidok. Az androsztendion és a tesztoszteron a kdzvetlen
bioszintetikus prekurzorai az dsztronnak és a 17 osztradiolnak is. Az 6sztron volt az
elsé szexudl szteroid, amelyet izoldltak €s azonositottak [212]. Az Osztrogéneket
elsdsorban a granulosa sejtek termelik, a theca sejtek éltal termelt androsztendiont
prekurzoként felhasznalva. A granulosa sejtek szamos FSH receptort tartalmaznak,
melyek stimuldcidja segiti a theca androgén aromatizaciéjat osztrogénné. A korai
tiiszofazisban, a granulosa sejtek csak FSH receptorokat tartalmaznak. Amint a tiisz6
novekedik, az Osztrogén termelés is nd az LH theca sejtek altali stimulalasaval
valamint a granulosa sejtekre valdo FSH hatds kovetkeztében. Ez tovdbbi FSH
kivalasztast indukdl, valamint LH receptorok kialakuldsat a granulosa rétegben.
Amint az LH receptorok kialakulnak megkezdddik a progeszteron termelés. Az
ovuldcié utdn a granulosa sejtek sargatest sejtekké alakulnak, az LH stimuldlja a
sargatest sejtek progeszteron és Osztrogén termelését. Mind az LH mind az FSH
specidlis receptorokhoz kotddik és sziikséges egy megfeleld szinti cAMP szint az
Osztrogén termeléshez, amelyet a cAMP proteinkindz szabdlyoz. A termelddott

Osztrogén kb. 60%-a az ivari-hormon-koto-fehérjéhez (sex-hormone-binding
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globulin SHBG) kapcsoltan transzportdlodik, 20% albuminhoz kototten, és 20%
szabadon. Az Osztrogén a mdjban és a vesében bomlik le, és az epével vagy
higysavval iiriil. Az 6sztrogén atjut a sejtmembranon és intracellularis receptorokhoz
kotédik, az aktivalt receptorokhoz kapcsolddd elemek a kivant gén promoter
régidjahoz kotddnek és megindul a riboszomadlis €s mRNS szintézis. Az 6sztradiol
stimuldlja a méh, a petevezetd, a nyakcsatorna, a hiively, az emld fejlédését az
ivarérés alatt €s alakitja a masodlagos nemi jellegeket. A méh endometrium
proliferdcigjat irdnyitja, noveli a miometrium elekromos aktivitasat és ebbdl adéddan
a méh Osszehuzdddsokat €s a méh érzékenységét az oxitocinra. Az Osztrogén
befolyasolja a cervix altal kivalasztott szekrétum Osszetételét, noveli a hiively pH-jat
ezzel nagyobb védelmet nytjt a baktériumokkal szemben. Az Osztrogén hatirozza
meg az allatok ivarzds alatti viselkedését. Az 6sztrogén felelds a zsirlerakodéasért a
bdr alatti szovetekbe, befolydsolja a viz, s6, kdlcium héztartast. Az ovariumon kiviil
a placenta és az adrendlis cortex valaszt ki Osztrogént. A here ardnylag kevés

Osztrogént valaszt ki [214].

A. 2. Androgén

Az ivari hormonoknak azt az osztdlyadt nevezziik igy, amelyet a herék
adrendlis kérge vdlaszt ki, de az ovariumban is torténik androgén kivalasztds. A
petefészekben elsdsorban a preovulécids folliculus theca interna sejtjei termelik. A f6
petefészek androgének az androsztendion és a tesztoszteron. A theca sejtek LH
receptorai altal észlelt magas LH szint hatdsdra termelddik androsztendion és
tesztoszteron (mindkettd Osztrogén prekurzurokbdl), amely aztdn dsztrogénné alakul
at. A ,két sejt, két hormon” elmélet alapjan az LH a theka sejtek specifikus membréan
receptoraihoz kotddik és serkenti a cAMP termelést és a koleszterol androgénekké,
elsésorban androstendiolld és tesztoszteronnd, valé atalakulédsat . Ezek az androgének

a véraramba €s a bazdlis membranon keresztiil a granulosa sejtekbe diffundalnak. Az
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FSH a granulosa sejtek specidlis membran receptoraihoz kotddik és serkenti a cAMP
termelést, amely megnovekedett aromatdz enzim aktivitdst eredményez €s a theca
sejtek altal termelt androgének Osztrogénné val6 alakuldasdhoz vezet (4. dbra). Ha til
nagy mennyiségben van jelen, akkor gitolja a petefészek normadlis mukodését és

madsodlagos him nemi jellegek kialakuldsat eredményezi [214].

LH hormon
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4. dbra. Ivari hormonok termelédése a szomatikus sejtekben (Yao, 1999 nyoman)

[212]

A. 3. Progesztinek

A progesztineket (a progeszteron és 17 hidroxiprogeszteron) elsddlegesen a
sargatest sejtjei termelik. A granulosa sejtek &ltal termelt 6sztrogén az FSH-val
szinergizmusban el0segiti a granulosa sejtek LH receptorainak kialakuldsat. Ezekben

a granulosa sejtekben az LH hatdsara fokozodik a progeszteron termelés [195].
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Ovul4cié utdn a granulosa és theca sejtek sargatest sejtekké valnak. Ezek a sejtek
tartalmaznak LH receptorokat, és az LH stimulus hatdsdra Osztrogént és
progeszteront termelnek. A progeszteron prekurzora az androgénnek és az
Osztrogénnek, amelyet a korai tiisz6 granulosa sejtek kivételével az osszes endokrin
petefészek sejt termel. Az Osztrogénhez hasonléan a progeszteron is kozvetleniil a
sejtmaghoz kotddik, és noveli a cél gén aktivitasit. A méjban és a vesében bomlik le.
A f6 metabolitja a pregnandiol. A progeszteron befolyasolja a proli-ferativ tipusu
endometrium 4talakuldsat szekretoros tipusiva, amely utdbbi optimdlis az embrid
implantacidhoz. A miometrium transmembrdn potencidl novelésével csokkenti a
méhosszehtizodasokat és a méh vdlaszat az oxitocinra. A progeszteron noveli a
viszk6zus, savas cervikdlis nydlka termelést, amely akaddlyozza a spermiumok
haladdsat a petevezetOben. Sertésnél a progeszteron nak legfontosabb szerepe a
vemhesség fenntartdsa, ezen kiviil a progeszteron noveli a testhdmérsékletet, amely
az ovuldci6 meghatdrozdsdnak alapja. Az Osztrogénnel egyiitt felelés az emld
mirigyszovetének fejlodéséért. Progeszteront termel a placenta is, amely a
vemhesség fennmaradasat segiti. A progeszteron el0késziti a méhfalat a blastocysta
implantacidjara és tovabbi fejlodéséhez. Gétolja a méhfal izomzatanak
0sszehuzodasat, amelyet a megtapadni kivané blastocysta valt ki. A vemhesség alatt
a progeszteron stimuldlja az emlomirigyek fejlodését az ellés utdni szoptatdshoz

[214].

B. Fehérje és peptid hormonok
B. 1. Inhibin

To6bb mint 60 éve feltételezték az inhibinnek, mint nem szteroid hormonnak a
jelenlétét, amely befolydsolja a gonadotropin kivdlasztiast. Az inhibin volt a
petefészek folyadékbodl eldszor izoldlt polipeptid hormon 1985-ben. Az inhibin két

oldalldncbdl all (a, B), amelyet diszulfid hidak kapcsolnak Gssze, alapvet6 funkcidja
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, hogy szupresszdlja az agyalapi mirigy FSH termelését[195]. Az inhibint a
petefészek preovulécids tiiszOinek granulosa sejtjei termelik els@sorban, valamint
kisebb mennyiségben a sargatest és a theca sejtek. Az inhibin mennyisége novekedik
a késoi tiiszofazisban és a sdrgatest fazisban a legmagasabb a szintje. Az inhibin
mennyisége megegyezik a progeszteron mennyiségével. Az inhibin szintjét
elsésorban az FSH befolyasolja és ezdltal a tiiszOk fejlddésének szabdlyozasdban
jatszik szerepet. Az inhibin célzottan szupresszalja mind a bazalis mind a GNRH
altal szabdlyozott FSH szintézist és kivalasztast az LH kivélasztds befolydsoldsa
nélkiil. Az inhibin paracrin és autocrin funkciéval egyarant rendelkezik. Bar az
inhibint a granulosa sejtek felszinéhez kototten fedezték fel az inhibin receptorotokat
még nem sikeriilt izoldlni. Az inhibin stimuldlja a luteinizdlédott granulosa sejtek
fejlodését és elnyomja a granulosa sejtek FSH dltal szabdlyozott Osztrogén
termelését. Az androgén termelést is stimuldlja és az LH-val és IGF-I-gyel
egylittmiikodve noveli a theca sejtek androgén termelését. A legujabb kutatdsi
eredmények alapjdn igazolt, hogy az inhibin szerepet jatszik a tiiszofejlodés
szabalyozdsaban, valamint feltételezhetd, hogy tumor szupresszor génként mitkddik

[212].

B. 2. Aktivin

1986-ban felfedeztek egy olyan polipeptidet, amely képes az agyalapi mirigy
FSH szekrécidjat novelni €s ezt a vegyiiletet aktivinnak nevezték el. Ez a hormon két
inhibin B lancbdl 4ll. Membran receptorai ismertek. A granulosa sejtek termelik
foként, de a sdrgatest sejtek nem. Az inhibin/aktivin B alegység expresszié az éretlen
tiiszokben a legnagyobb. Az aktivin szint nem véltozik az ivari ciklus alatt. Az
aktivin hatdsa sokkal Osszetettebb, mint eldszor gondoltak [212]. Amellett, hogy az
aktivin stimulalja az agyalapi mirigy FSH termelését (endokrin hatds), régéta tudjuk,

hogy befolydsolja a petefészek granulosa sejtek differencidléodasat. Az aktivin
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redukélja a HCG altal stimulalt dehidroepi-androszteron akkumuléciét és az IGF-I és
LH éltal stimulalt androgén termelést a theca sejtekben, de noveli a pregnolon és a
dehidroepiandroszteron tesztosz-teronna vald alakuldsat a theca sejtekben (paracrin
hatds). Az aktivin noveli a granulosa sejtek FSH éaltal stimuldlt progeszteron és
Osztrogén termelését, valamint, az FSH 4ltal indukélt aromatdz aktivitast. Az aktivin
csak az alap inhibin szekréciét befolydsolja, nem hat a progeszteron €s Osztradiol
termelésre. Az aktivin indukdlja az FSH receptor expressziét és noveli az FSH
indukdlta LH receptor expressziét a granulosa sejtekben. Aktivin patkidny
petefészekbe injektdldsaval nagymértékii folliculus atrézia kovetkezik be, mig majom
petefészekbe juttatva felfliggeszti a tiiszOérést. Vildgos, hogy az aktivinnak jelentds
szerepe van a folliculogenezisben. Az aktivin szerkezetében hasonld az inhibinhez és
a TGF-B szuperfamilidhoz tartozik, hatdsdban gyakran az inhibin antagonistdja az
agyalapi mirigy és egyéb szervek vonatkozdsdban is. Az aktivin agyalapi mirigyre
gyakorolt hatdsa mellett jelentds szerepe van az eritrocytdk és a megakariocytak
differencidléddsaban, az idegsejtek élettartamdnak befolydsoldsiban és a mesoder-
malis indukcioban. Jelentds szerepe van az embridgenezis és differencidlodds

folyamatédban, a sejtosztddds és daganatos folyamatok befolyédsoldsaban [214].

B. 3. Follisztatin

A follisztatin egy egyldncu polipeptid, eredetileg a petefészek folyadékbol
izoléltak, mint mds FSH szekrécidt befolydsold gitldanyagot. A follisztatin szintézis
a granulosa, theca és sargatest sejtekben folyik. Bar a follisztatin mRNS
expresszalodik mind az egészséges, mind az atretizdlédott tiiszOkben, a follisztatin
fehérje csak a tercier folliculusokban és az Gjonnan alakult sargatestekben taldlhato.
Sok korédbbi kisérlet igazolta, hogy a follisztatin az aktivin inhibitoraként miikodik. A
follisztatin mind az aktivinhoz, mind az inhibinhez képes kot6dni a kozos B lancukon

keresztiil, és az aktivin néhany hatdsat k6zombdositi, de az inhibin hatdsidt nem. A
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follisztatin valdszinli lokdlisan befolydsolja az aktivin hatdsit, ez a magyarizata
annak, hogy az aktivin nem minden hatasat csokkenti, de az aktivin osteoblastokra,

granulosa €s embriondlis karcinoma sejtekre gyakorolt hatdsiat kozombositi [212].

B. 4 Novekedési faktorok
Az ovarium nemcsak endokrin hormonokat termel, hogy szabdlyozza mads

szaporodas szervrendszerbe tartozd szerv mikodését, hanem novekedési faktorokat
is. Sok novekedési faktort, mint az IGF ( insulin like growth factor= inzulin szerti
novekedési faktor), TGF (transforming growth factor= dtalakit6 novekedési faktor),
EGF (epidermal growth factor= hdmnovekedési faktor) a petefészek csirasejtjei és
szoveti sejtjei termelik. Ez a komplex intraovarialis reguldciés rendszer alkalmas

arra, hogy ragyogo6 interaktiv kommunikécio jojjon 1étre a petefészken beliil.

IGF: Inzulin szerli novekedési faktor
Elészor, a novekedési hormon (STH) sejtek novekedésére gyakorolt

hatdsdnak kozvetitjeként fedezték fel és szomatomedinnek nevezték. Az IGF egy
egylancu polipeptid és nagyfokid homoldgiat mutat az inzulinnal, a sejtek felszinén
meghatarozott receptorokhoz kotodik. Az IGF a petefészekben fOleg a theca-
intersticialis sejtekben termelddik. Kimutattdk az uterus szoveti folyadékdban is. Az
IGF expressziét a gonadotropinok és az Osztrogén serkenti. FSH hatdsdra
megnovekedik az IGF receptorok szdma és az IGF kotddése a granulosa sejtekhez.
Az IGF stimuldlja a granulosa és theca sejtek proliferacidjat és szteroid-genezisét az
éretlen tiiszOk preovuldcids tiiszové alakuldsakor [105]. Az IGF mennyisége jelentos
mértékben nd a késdi tiiszofejlodés alatt és csokken az atrézia idején. Az IGF f6
funkcidja, hogy teljessé tegye a gonadotropinok hatdsét a tiiszofejlodésre. Az IGF

szinergizmusban az FSH-val noveli az 0sztrogén progeszteron és inhibin termelést.

23



Az IGF el6segiti a LH receptorok szdmdnak novekedését, valamint az androgén
hormon novekedését. A granulosa sejtek novekedését és differencidlodasat egyarant
serkenti [214]. A kétsejtes egérembridk blastocystdva fejlodését eldsegiti in vitro
[143]. Ugyanezt tapasztaltik szarvasmarha embridk in vitro kultivacids kozegének

IGF kiegészitésével [102, 145].

EGF: Hamnovekedési faktor
Egy 6 kDa molekulastlyd, egylanci polipeptid, amely 53 aminosavbdl all 3

diszulfid hidat tartalmaz, amely meghatdrozza a harmadlagos szerkezetét és
bioldgiai aktivitasat. El6szor egér nydlmirigyébdl izoldltak [27]. Az EGF serkenti a
kiilonboz6 epidermadlis és epithel sejtek, koztiik a fibroblast, glia, eml6 epithel sejtek
osztédasat. Szovettenyészetben alkalmazva csokkenthetd a szerum mennyisége [23].
Az EGF bioldgiai aktivitdsa sokrétli, befolyasolja a sejtek proliferacios, reguldcids és
differencial6dédsi folyamatait. Sejt szinten serkenti az ion transzportot, noveli az
endogén fehérje foszforilaciot, valtozast okozva ezzel a sejtmorfoldgidban és serkenti
a DNS szintézist. A petefészekben csokkenti az FSH granulosa sejtek
differencidloddsara kifejtett hatasat. Az EGF a TGF[-val egyiitt gatolja a granulosa
sejteknek cAMP indukélta LH-receptor expresszdlé képességét [105]. A sertés
petesejtek in vitro maturdltatdsakor a sejtmagérés elosegitése mellett hat a citoplazma
megfeleld fejlodésének biztositdsara is [4, 37]. Egér embridk in vitro fejlodését
biztositd taptalajhoz adva ugy tapasztaltik, hogy nagyobb volt a két sejtes embridk
blastocystivd fejlodésének ardnya, és hatott a blastocysta Osszsejtszamanak
novekedésére is [48, 146]. Az EGF stimuldlta a blastocysta aminosav felvételét és

beépiilését [102, 208].

TGF: Atalakit6é novekedési faktor

24



A TGFp egy 25 kDa molekulasilyd dimer. Két fehérje lancbdl éll, melyet
egy diszulfid hid kapcsol Ossze. A 112 aminosavat tartalmazé monomer egy 390
aminosavbdl 4ll6 inaktiv ldnc proteolitikus bomldsdval jon 1étre. Nem teljesen
tisztazott, hogy a TGFP serkenti vagy gatolja, vagy serkenti és gatolja, vagy nem hat
a sejtosztddasra. Igazoltdk, hogy a legtobb epithelidlis sejt novekedését gatolja
szovettenyészetben, de egyes mezodermdlis sejtek szaporoddsat serkenti. A
petefészekben mind a granulosa, mind a theca sejtek termelik. A granulosa sejtek
érése magdban foglalja a cAMP termelést, a szteroidgenezist és az LH receptorok
szamanak novelését és gy tiinik, hogy ezekre a folyamatokra a TGF[ hatdsa kettGs.
A TGFp alacsony FSH szint mellett serkenti a granulosa sejtek és LH receptorok
termel6dését, mig magas FSH szint mellett szelektiven gdtolja azokat. A TGFf
serkenti az EGF receptorok szdmdnak emelkedését, és ezzel befolydsolja az EGF

granulosa sejtek differencidlodasara kifejtett gatld hatasat [105].

NGF: Idegi novekedési faktor
Az NGF izoldldsa eldszor 1953-ban egér sarcoma sejtekbdl tortént [113].

Mayerhofer [126] igazolta, hogy a tiiszOrepedést megel6z0 oOrdkban jelentds
novekedés tapasztalhatd a trkA (az NGF tirozinkinaz receptora) és az NGF
génexpresszidjdban a theka sejtekben. Azt, hogy a trkA receptor specifikus aktivitdst
mutat az NGF kotésére Kaplan [100] igazolta. Természetesen el0szor azt gondolték,
hogy az NGF csak a kézponti és periferids idegrendszer sejtjeire hat [118], de egyre
nyilvanvalobba valt, hogy a trkA receptoroknak az NGF kozvetitette aktivdlasa nem
neurdlis sejtekre is hat, jelentds szerepe van az endokrin €s immunrendszeri sejtek
differencidl6ddsi és proliferativ folyamataiban [42, 81, 130, 177]. A pontos
hatdsmechanizmus, hogy az NGF miképpen befolydsolja a nem neurdlis sejteket,

egyelore ismeretlen. Annyit tudunk, hogy az NGF-trkA rendszer a theca externa
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sejtjeiben hat [126], ennek hatdsira kezdddik meg a folliculus fal degradacidja, és
valészinli ekkor kezdodik meg a nyugalmi fazisbdl a proliferativ fazisba val6 atlépés,
tehat az NGF-re val6 vélaszadas kiterjedése [38]. Val6szinii, hogy az NGF paracrin
regulatora az ovulacios folyamatnak. Az NGF—-trkA reguldciés komplex ovulacios

folyamatban valé részvétele tijabb bizonyitéka a neuroendokrin integraciénak [126].

FGF: Fibroblast novekedési faktor
Eddig szdmos kiilonb6z6 FGF-t izoléltak, melyek jelentds szerepet jatszanak

a szervezetfejlodési, sériilésrepardldsi, vérsejt elddllitdsi és tumorogenezises
folyamataiban. Szerepiik nem korlatozodik a fibroblast sejtekre, hanem szdmos
sejttipusban befolyasoljdk a mit6zisos, kemotaktikus, idegi és vérsejtképzo aktivitast.
Egyik fajtdja az FGF2 eldsegiti a granulosa sejtek mitézisos osztédasat, gatolja
differencidlodasukat és szabdlyozza a theca sejtek szteroidgenezisét. Az 6sztradiol és
androsztendiol kivélasztast csokkenti, de a progeszteron termelést nem befolyédsolja

[105].

B 5. RELAXIN

A relaxin egy dimer AB ldncbo6l allé peptid, melyet diszulfid hidak
kapcsolnak Ossze, és amelyet a sargatest és a placenta termel. Szerkezetileg az
inzulinhoz hasonld, de kevesebb, mint 20% az aminosav homoldgia a kettd kozott. A
hormon hatédsa és miikddési mechanizmusa 50 évvel ezeldtt ismert volt, de csak 1970
koriil taldltdk meg a relaxin génjét. A relaxin feladata, hogy hatdsara a nyakcsatorna
é€s a hiively ellazul, csokkenti a méhizomzat ténusit és a méh spontdn
osszehtizédasait. Igy megkonnyiti a magzat dthaladdsit a sziilSutakon, valamint
elOsegiti az emld mirigyek fejlodését is. A relaxin hat més szervrendszerekre is, pl.
ham és emésztorendszer. Kétféle relaxin létezik a relaxin HI, melyet a decidua és a

placenta termel €s a relaxin H2, amelyet a menstrudcios ciklus corpus luteum-a és a
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vemhességi sdrgatest termel. A szérum relaxin szintje né az LH hulldm utdn a
ciklusban. Bér a relaxin abszolut szintje alacsony, a vemhesség els6é harmadaban éri
el a legmagasabb szintet és utdna csokken az ellésig. A ciklus alatt a relaxin termelést

az LH stimulélja, mig a vemhesség alatt a hCG [212].

II. A PETESEJT

A szervezet legnagyobb sejtje, mert tdrolnia kell azokat az informacidkat és
tdpanyagokat: fehérjéket, szénhidritokat és lipideket, melyek a zigdta kialakuldsdhoz
€s a korai embridfejlodéshez sziikségesek. Az emlds petesejtek ardnylag kevés
szikanyagot tartalmaznak, méretiik 50-250u. A kétéltliek és madarak tojasa sokkal
tobb szikanyagot tartalmaz, méretiik néhany mm-tdl tobb cm-ig terjedhet [169]. Von
Baer 1825-ben megdllapitotta, hogy a petesejt az 6t koriilvevo szomatikus sejtekkel
egyliitt egy funkciondlis egységet alkot, amelyet tiiszOnek neveziink. Az emldsokben
a petesejt fejlodése, melyet oogenezisnek neveziink a korai magzati életben kezdddik
€s honapokkal vagy évekkel késdbb az ivarérett korban fejezddik be (5. dbra).

I. A PETESEJT NOVEKEDESE ES FEJLODESE
Citoplazma

A novekvd emlds petesejt térfogata 250-300-szorosara nd. JelentOs
véltozasok kovetkeznek be a sejt ultrastrukturdjdban, a sejtorganellumok
szervezddése megvaltozik, €s néhany dj organellum (corticalis granulumok, zona

pellucida) jelenik meg.
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A mitokondriumok szdmdanak novekedése és a Golgi appardtus szerkezeti
véltozasa nagyfoku. A riboszomék abszolut mennyisége 3-4-szeresére novekedik a
citoplazmdban, de relativ mennyiségiik csokken. A legtobb RNS szintézise és
bomldsa viszonylag lassi a citoplazmédban és a meglevd RNS-ek élettartama
szokatlanul hosszu. A szerkezeti fehérjék és enzimek szintézise €s raktdrozdsa
folyamatos a petesejt novekedése alatt €s élettartamuk az RNS-ekhez hasonléan
nagyon hosszud. A petesejt novekedés késobbi fazisaban fejlodik a mikrotubulusok és
a filamentumok azaz a tubulin és aktin hédlézata, a Golgi apparatusbol és a szemcsés
endoplazmatikus retikulumbdl kialakulnak a corticalis granulumok. Mar az

elsddleges folliculusokban kialakul a zona pellucida [201].

Mitokondriumok

A petesejt fejlodése sordn nem csak a mitokondriumok szdma és hozza
kapcsol6d6 sima endoplazmatikus retikulum mennyisége né jelentds mértékben,
hanem szerkezetiik is jelentds valtozason megy keresztiil. A kis oocytdk (20 W) sok
hosszikas mitokondriumot (1,5u) tartalmaznak, melyben szamos keresztirdnyu crista
talalhat6. A teljesen kifejlodott petesejt szdmos gomb vagy ovdlis alakd
mitokondriumot tartalmaz, melyek vakuolizdltak és a cristdk ivesen vagy

koncentrikusan helyezkednek el [189, 202].

Golgi complex
A petesejt fejlddése sordn a Golgi complex dramai valtozason esik at, amely jelzi
miikodésének intenzitdsaban bekovetkez6 nagyfoku véltozast. A kis petesejtekben
a Golgi complex membrdnjai lapos zsdkoknak tlinnek kevés hdlyaggal, vagy
granulummal. A petesejt novekedés késoéi fazisdban a Golgi membranok szdma
megnovekedik a lamelldk egymdéshoz viszonyitott tdvolsdga szintén nd, szamos

vacuolum, granulum, zsircsepp kapcsolddik a membranokhoz. A Golgi apparétus
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részt vesz a zona pellucida glikoproteinek kivélasztdsaban és a cortikalis
granulumok kialakitasaban. A fertilizaci6 utan nagyfokua a Golgi membranok

csokkenése és novekedik a kis membran vesiculumok szama[ 189, 202].

Corticalis granulumok

A corticalis granulumok kicsi, kor alakd, membranhoz kotott organel-lumok
és a termékenyitetlen petesejt feliileti részén taldlhaték [73,175]. Atméréjiik 0.1-0.5
K kozott valtozik €s a késdi petesejt fejlodés soran keletkeznek a Golgi complexbdl.
Mucopoliszacharidokat, protedzokat, szoveti plazminogén aktiva-torokat szerin
protedz aktivitdssal, savas foszfatdzokat és peroxiddzokat tartalmaznak. Jelentds

szerepet jatszanak a polispermia megel0zésében a fertilizaci6 folyamataban [184].

Zona pellucida

A zona pellucida (ZP) egy viszonylag vastag extracelluldris kopeny, amely
koriilveszi az emlds petesejtet, a petesejt fejlddése sordn jelenik meg, és a petesejt
dtméréjének novekedésével arinyosan nd a vastagsiga. Allatfajtél fiiggéen
vastagsdga 7-12, a kisebb virusok és a makromolekuldk szdmdra atjarhat6. A nem
fejlodo petesejt felszinén nem taldlunk ZP-t. A ZP fehérjék megjelenése a petesejt
membranja alatti (perivitellinaris) térben jelzi a petesejt novekedésének kezdetét.
Elészor vékony fonalak jelennek meg a petesejt és a tiiszOsejtek kozott. Ezek a
fonalak egyenletes vastagsdguak és néhany mikron hosszasaguak. A novekedés
sordn egy vastagod6 filamentum halézat alakul ki, mely keresztfonalakat is
tartalmaz. Végiil a ZP teljesen koriilveszi a petesejtet €s elvdlasztja a szomatikus
sejtektdl. Azonban a kapcsolat a petesejt €s a tiiszOsejtek kozott tovabbra is
megmarad a petesejt microvillusok és a folliculus sejtekbdl a zona pelluciddn
athaladé nyulvanyokon keresztiil [71]. A zonanak fontos szerepe van a fertilizacio

alatt és utdn. A ZP tartalmaz spermium kotdhelyeket, amelyek részt vesznek a
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sperma-petesejt interakcidban, amely a fertilizaci6 elsd 1épése. Fontos szerepiik van a

fertilizacié utdni mdsodlagos polispermia elleni blokk kialakitdsdban [49].

Sejtmag

A sejtmag vagy mdas néven germinalis vesiculum atmérdje a petesejt
atméréjének novekedésével parhuzamosan alakul az érett petesejtben 20-30 pn. A
citoplazma/sejtmag arany viszont megvaltozik 8:1 helyett 64:1. A fejlodd petesejtben
a sejtmagvacska vacuolizalt és granulumokat tartalmaz, mivel a novekedés sordn
intenziv riboszomdlis RNS szintézis folyik, az érett petesejtben a magvacska

kompakttd, inaktivva vélik [184].

2. A MEIOZIS UJRAINDITASA

A petesejt novekedése alatt az emlds petesejt az elsé meiotikus osztddasat
felfiiggeszti €s az elsd meiotikus osztédas I. profazisdban marad az ivarérettségig,
amikor a preovuldciés LH hullam hatdsara stimulalodik. Ekkor bekovetkezik a mag
membréanjdnak feloldéddsa a kromoszoémdk kondenzédlédnak és a felfiiggesztett
meiodzis az elsé metafizisig lezajlik. A homol6ég kromoszomak szétvalasaval az egyik
garnitira a kivalo sarkitestbe keriil, mig a masik az oocytdban marad. A meidzis
folyamata ismét megdll, és nem fejezddik be addig, amig a fertilizicié nem
kovetkezik be. A meidzis célja kettds: a kromoszomdk mennyiségének redukdldsa
haploidda és a genetikai informécié rekombindléddsdnak biztositdsa. Csak azok a
petesejtek, amelyek keresztiilmennek ezen az érési folyamaton és a meidzis
metafazis I dllapotdban vannak képesek a termékenyiilésre és az azt kovetd normaélis

embridfejlodésre[ 184].
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Maturacios Promoter Factor (MPF)

A maturécidt eldsegitd faktort eloszor kétéltliekben irtdk le, a citoplazmaban
megjelend enzimaktivitast, amely indukdlja a GV (germinalis vesiculum) lebomldsat.
A késdbbiekben igazoltdk az MPF univerzalis regulator szerepét az élovilagban, az
€lesztotol az emldsokig irdnyitja a sejtciklus G, M fézis kozotti dtmenetet mind a
mitézisban, mind a meiézisban. Az MPF két proteint tartalmaz a protein kindzt és a
ciklint. Az MPF aktivitdsa a protein kinidz foszforildltsagitol fiigg. Aktiv MPF
sziikséges a kromoszomdk kondenzal6dasdhoz és a citoplazma reorganizacidjdhoz.
Az MPF aktivitds a meiotikus érés sordn jelenik meg, legmagasabb a meidzis 1. és I1.

metafazisaban, és csokken az I. és II. anafazisban [184].

Ciklikus Adenozin Monofoszfat (cAMP)

Az a tény, hogy ha a petesejtet a tiiszObdl eltavolitjuk megindul a mitdzis, azt
jelzi, hogy a folliculdris folyadékban olyan anyag van, amely gitolja ezt a
folyamatot. Szdmos tény tdmasztja ald, hogy a cAMP tartja fenn a petesejt meiotikus
késleltetését. A cAMP-t hidrolizalé foszfodiészterdz enzim blokkoldsa gétolja az
izoldlt petesejtek spontdn meidzisdt, ugyanigy, mint a tiiszOben levd petesejt
gonadotropin indukélta meiézisit. A cAMP kisebb koncentracidéban fenntartja a
meidzisos késleltetést, mig magasabb koncentracidoban kozvetiti a gonadotropinok
meidzist Gjraindité hatdsiat. A gonadotropinok indirekt hatdst fejtenek ki a meidzis
meginditdsaban, mivel ekkor nincsenek gonadotropin receptorok az oocytiban. A
protein-kindz-A kozvetiti a cAMP hatdsat a sejtben foszforildlva a célfehérjét. A
cAMP koncentrici6 fiiggése magyarazhaté azzal a ténnyel, hogy a petesejtben csak
PKA 1. taldlhat6, mig a cumulus sejtekben PKA 1.-és II. Mivel a PKA 1. szabalyoz6
alegysége erdteljesebben kotddik a cAMP-hez, mint a PKA II. alegysége, igy a

cAMP alacsony szintje a PKA I. jelenlétét segiti elo, ezaltal fenntartva a meidzisos
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késleltetést. A cAMP szint emelkedése az ovulacié idején, amit a gonadotropinok
indukdlnak a cumulus sejtekben a PKA II: szint emelkedéséhez vezet. Ez egy olyan
jel megjelenését eredményezi, amely legydzi a gatlast és a meidzis folyamata tovabb
folytatédik. Bar az LH tekinthetd az djraindulé meidzis fiziol6giai stimuldtoranak, in
vitro koriilmények kozott az LH és FSH is segiti a meidzis folytatdsat. Amikor izolalt
cumulus-oocyta com-plexet haszndlnak csak az FSH aktiv, ez azzal a ténnyel
magyardzhat6, hogy a cumulus sejtek csak FSH receptorokat tartalmaznak, LH
receptorokat nem. Csak a muralis granulosa sejtek tartalmaznak FSH és LH
receptorokat is. Mindkét gonadotropin az intracelluldris cAMP szint novelésével hat.
Amikor az LH szintje emelkedik a vérben, a granulosa sejtekben emelkedik a cAMP
szint. Valamilyen médon ez a cumulus sejtekben is cAMP szint emelkedést
eredményezi, vagy az FSH kozvetlen hatdsdval ezekre a sejtekre vagy a cAMP
transzportjaval a muralis granulosa sejtekbdl a cumulus sejtekbe a sejtek kozotti

kozvetlen kapcsolatokon keresztiil [184].

Purinok

Szamos kisérlet azt igazolja, hogy a hypoxantin, nagyobb mértékben, mint
egyéb purinok és pirimidinek, szerepet jatszik a meidzisos késleltetésben.
Hypoxantin szdmos emlds tiisz6folyadékdban elég magas koncentriciéban van jelen
ahhoz, hogy fenntartsa a meiotikus késleltetést. A hypoxantin metabolizmusa a
cumulus-oocyta complexben elsdsorban az inozitol monofoszfat adenozin
képzddéséhez vezetd anyagcsere uton zajlik. Az adenozin hatdsa a meiotikus
késleltetésre elhanyagolhatd, szdmos eredmény arra mutat, hogy a hypoxantin a
felelds ennek az 4allapotnak a fenntartdsaért. A hypoxantin valdsziniileg a

foszfodieszterdz gatldsan keresztiil hat [184].
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Meiozist indukalo szterinek

Az egér cumulus sejtek az FSH hatasara kivalasztanak egy meiozist indukal6
anyagot a forskolint vagy dibutiril cAMP-t. Bar a hatds szempontjabdl 1ényeges,
hogy a cumulus oocyta komplex ép legyen a képzddott anyag diffiz dton keriil a
cumulus sejtekbdl a petesejtbe, atjutdsahoz nincs sziikség szoros kapcsolddas (gap
junction) jelenlétére. A meidzist indukdlé anyagot emberi petefészek folyadékbol
ugyanigy kimutattdk, mint bika herébdl és két kiilonbozd, de egymadssal rokon
szterinként azonositottak, mindkettd a koleszterin bioszintézis koztiterméke. A
gonadotropin stimuldlja annak az enzimnek az aktivitisat, amely termeli a meidzis
indukdl6 szubsztratot (MIS)-t. Ez a két szterin serkenti a csupasz hipoxantin altal
késleltetett petesejtek meidzisat csakigy, mint a cumulus oocyta complexekét. A

szterinek hatdsmechanizmusa még nem ismert [184].

A Kkalcium szerepe a meiézisban

A gerinctelenekben és alacsonyabbrendii emldsokben a mitdzis és meidzis
fontos 1€pései eldidézhetdk az intracelluldris kdlcium szint emelésével. Az is ismert,
hogy a szarvasmarhdbdl szarmazé cumulus oocyta komplexet LH-val indukélva a
petesejtben kalcium oszcillaciok figyelhetok meg, de a kiilonb6z6 emldsok nem
egyformén reagdlnak ebben az esetben. Az a tény vitathatatlan, hogy a kalciumnak
fontos szerepe van a meidzis metafazis 1. sarkitest kilokddés folyamataban, valamint

a fertilizacidban [184].

3. AZ OVULACIO
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Az ovuldciét a lutedlis fazis végi LH hulldm véltja ki, amit a preovulécids
folliculusok 0sztrogén termelése indukdl. Az LH hullim nemcsak a meidzis
Ujrainditasat és a magérést eredményezi, hanem a citoplazma valamint a zona
pellucida éretté valasat is. A citoplazmatikus €érés magaban foglalja a corticalis
granulumoknak vandorldsit és a petesejt felszin kozeli elhelyezkedését. Az LH
serkenti a muralis granulosa sejtek O0sztrogén termelésének atalakitasat progesz-teron
termelésre (luteinizdcid), ez utdbbi hormon valik a corpus luteum altal termelt
legfontosabb szteroiddd. Az LH serkenti a tiisz6fal helyi progeszteron termelését és a
fal enzimatikus lebontasat, amely a petesejt kiszabaduldsdhoz vezet kb. 36 6raval
késobb. A citokinek plazminogén aktivator termelésével valamint a cumulus sejtek
expanzidjaval serkenti a gliik6zaminoglikdnok termelését. Az ovuldcié el6tt
kozvetleniil a petesejtek €s a cumulus sejtek kozotti gap junction eltlinik és a
cumulus oocyta complex levdlik a tiiszéfalrél. Amikor kiszabadul a folliculusbdl a
cumulus oocyta complex a petesejt felszinéhez kozel a petevezetd ampulléris
szakaszdban annak red6i kozott tartézkodik. A cumulus sejtek jelenléte segiti a
petesejtet a redOk csill6ihoz val6 tapaddsban. A petesejt életképessége az ovuldcid

utan 12-24 ora [184].

4. A SIKERES FERTILIZACIO FELTETELEI

A spermiumoknak az ejakuldciét kovetden a néi nemi utakba keriilve at kell
esniiik egy sorozat biokémiai és funkcionalis valtozdson miel6tt kapcsolatba
1épnének az érett petesejttel és megtermékenyitenék [14]. Ezt a folyamatot
,Kapacitacié"-nak nevezziik [8]. A spermiumok kapacitidcidja hosszu, tobblépcsds

folyamat, amely magaban foglalja a sperma membran-proteineknek és a membran
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fluiditdsédnak valtozasat, valamint a spermiumok mozgékonysdganak valtozasat,
jelentds novekedését, €s végiil elvezet az acrosoma reakcidhoz [213]. A spermium
kapacitaci6 alatt végbemend eddig ismert funkciondlis valtozdsok a kdvetkezok: az
epididimélis és/vagy szemindlis plazma proteinek, amelyek az ejakulacié alatt
adszorbedlédtak a sperma membranjahoz médosulnak és djjaszervezddnek a
petevezetdben az ottlevd proteoglikdnok (heparin, hyaluronan) hatdsdra. A membréan
lipid-(koleszterin) tartalmédnak valtozdsa vezet a membran fluiditdsdnak
novekedéséhez. Ezen folyamatok hatdsdra médosulnak a membrén ioncsatorndi,
leginkabb a Ca**-csatornak, megnd az intracellularis Ca®* mennyisége és a pH [147],
tovabba indukalodik a hiperaktiv mozgékonysag [34]. Az albumint (a néi nemi utak
6 proteinjét) tartjdk a kapacitaciot eldsegitd egyik faktornak, amely hatdsat ugy fejti
ki, hogy csokkenti a spermamembran koleszterin foszfolipid aranyét [66]. Ugy tiinik:
a bikarbonatnak kulcsszerepe van a sperma membran destabilizdldsdban [75, 193].
Ez a megfigyelés harmonizdl azzal, hogy a bikarbonét szint alacsony a mellékhere
farki részében, az ejakulacio alatt nagy mértékben nd, és magas szinten marad a néi
nemi utakban is [170].

A haziallatokndl relative hosszu ideig tarté preovulacids periodus all fenn, ezalatt az
1d0 alatt képesek a parzdsra (sertésben ez 40-42 6ra). Ebbdl kovetkezden az ejakulalt
spermiumok a n6i nemi utakba keriilve a petevezetd istmus régidjdban hosszabb-
rovidebb ideig tarolédnak (12-24 6rdig). Ezt az ovulacid eldtti taroldst a sperma
rezervodrban tobb tényezd biztositja. E16szor is a sperma apikalis végén az acrosoma
ép és az epithelhez [154] kotddik vékony fehérjefilamentumokkal. Az istmus
szekretoros sejtjei viszkézus, mucinézus szekrétumot (glikozamino-glikdnokat)
véalasztanak ki és alacsony Ca®* szintet biztositanak, amely késlelteti a kapacitaciot
[185]. A spermiumok mozgdsa gatolt €s a petevezetd simaizomsejt-jeinek

Osszehuzddasai kis mértékiiek (6. dbra).
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6. dbra: Spermium az ovulacio el6tt a petevezetoben az epithelhez kototten

(Hunter nyoman készitette Sétonyi L.)

Az ovulaci6 id6pontja koriil a helyzet megvaltozik, valdsziniileg a tiisz6
kozvetleniil ovulaci6 elott megkezdett progeszteron termelése befolyasolja a
folyamatot olymoédon, hogy a progeszteron a véraramon keresztiil az istmus régié
sejtjei altal kivalasztott proteoglikdnok 0sszetételét megvaltoztatja, a petevezetd
atmérdje megnd, a simaizomtonus kifejezettebb [83, 84, 85], hatdsara a spermiumok
mozgésa hiperaktivva valik és ez eldsegiti, hogy az oviductus epithelhez kotott
allapotuk megszlinjon [87] (7. dbra). A gliik6zaminoglikanok kapacitacié késleltetd-
eldsegitd, fent emlitett szerepe még nem teljesen tisztazott, eddig féleg in vitro
eredmények allnak rendelkezésiinkre. Néhany in vivo kisérleti eredmény mar
igazolja az oviductus folyadék Osszetétel valtozas hatdsat a sperma transzportra az
ovulaci6 idépontjaban [164]. Mindezen bonyolult szabalyozasi rendszer azért
sziikséges, hogy az ampulla-istmus hatdron a termékenyités idépontjdban a
spermiumok és az oocytdk ardnya kozel 1:1-nek feleljen meg, ahogy ezt mar tobb
allatfajndl igazoltak, igy sertésnél is [85]. Ha ez nem igy lenne, akkor sokkal

nagyobb lenne a polispermia veszélye, mely azonnali embri6 elhaldashoz vezet.
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Az oviductus altal kivalasztott glikoproteidek versengenek a spermiumokkal
a spermakotdhelyekért a zona pellucida felszinén, és ez tovabb csokkenti a

polispermia veszélyét [93].

7. abra: Hiperaktiv spermium a petevezetében, az ovulacié idopontjaban

(Hunter nyoman készitette Sétonyi L.)

A harmadik mechanizmus, mely a polispermia elkeriiléséhez vezet a
kovetkez0: az érett petesejt membranja alatt soliter helyzetben levo corticélis granu-
lumok exocitozisa kovetkezik be egyetlen spermiumnak a citoplazmaba jutdsa utan.
A corticalis granulumok hidrolitikus enzim és szé€nhidrat tartalmukat a
perivitellindris térbe juttatjak, amely véddburkot alkot a petesejt felszinén,
modosulnak a zona proteinek, oly médon, hogy a spermiumkotd helyek

inaktivalodnak, igy lezdrul az 1t a tovabbi érett spermiumok bejutédsa elott [28].

5. A SPERMIUM EGYESULESE A PETESEJTTEL

Miutén atjutott a zondn, a spermium feje a petesejt plazma membranjahoz
(oolemmahoz) kotédik €s a spermium bejut az ooplazmédba. A spermium farokban
jelenlevd mitokondriumok degraddlédnak és csak a petesejtben levd
mitokondriumok jutnak 4t a kovetkezd generdcidba. Csak azok a spermiumok,

amelyek atestek az akrosoma reakcion képesek fuziondlni az oolemmaval. A fuzi
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utdn azonnal a membrin hiperpolarizdlédik és sorozatos Ca oszcilldcidk kezdddnek.
Az elsO intracelluldris Ca szint emelkedés a spermium behatoldsa utin 10-30
madsodperc mulva torténik és az oszcillacié kb egy 6ran keresztiil folytatédik ezutan.
A spermiumnak azt a fehérjéjét, amely a Ca oszcilliciét meginditja mostandban
azonositottak. A fertilizdci6 megtorténtének korai jele a corticalis granulumok
exocitézisa [31]. Ez néhany perccel a spermium bejutds utdn kezdddik, és

szakaszosan folyik. A Ca oszcillaci6 sziikséges az exocitdzis beinduldsdhoz. [196].

A bejutott spermium nuklearis DNS-e dekondenzaldodik és megkezdddik a sperma
protamin kicserélodése a petesejt altal termelt hisztonokra. Ezalatt megtorténik a
petesejt metafazis II. telofazis II. osztdddsi szakasza, a ndi pronucleus kialakuldsa
[5]. A petesejt aktivdlodas nemcsak a corticalis granulumok felszinre keriilésében, a
sejtosztédas folytatdsaban nyilvdnul meg, hanem abban is, hogy a citoplazméban

mas fehérjék termelése kezdddik meg, mint a fertilizacié kezdete eldtt [40].

III. EMLOS EMBRIOFEJLODES A MEGTERMEKENYITESTOL A
MEGTAPADASIG

1. Oszt6das morula stadiumig
Fénymikroszkopos vizsgdlatok

Az emlOsoknél a ndi €s him gamétak zigdtava val6 egyesiilése nem jelenti a
pronucleusok egy sejtes diploiddd val6 alakuldsdt. A pronuclesok elkiiloniilten
maradnak mindaddig, mig a magmembranjuk feloldédik és az anyai €s apai
kromoszémak keverednek [168]. Azt feltételezték, hogy ovuldcié utdn a petesejten
marad6 corona radiata sejtek hamarosan disszocidlnak a zona pellucida feliiletérdl
[30].Ma mar tudjuk, hogy ez a folyamat sokkal lassaban zajlik le. A zona pellucida

alapvetden sziikséges az emlO0s embridk normalis fejlodéséhez egészen a teljesen
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compaktizdlédott késéi morula stddiumig [191]. Nyilvdnvalé a zona pelluciddnak
azon funkcidja, hogy a blastomereket egyiitt tartja, de valdszinlisithetd az is, hogy

szerepe van abban, hogy konzervélja a perivitellindris tér mikrokdrnyezetét [46].

A nem szuperovuldltatott és a szuperovuldltatott szarvasmarhdndl egyarant Ugy
talaltdk, hogy a zigéta két blastomerre valé osztéddsa ardnylag gyorsan
bekovetkezik, rendszerint 24-28 déraval az ovulacié utdn [132]. In vitro fertilizacid
estében azonban az elsd osztddds rendszerint 44 (legkordbban 33) 6ra milva
kovetkezik be [179].

A somatikus sejtekre jellemzd sejtciklus (M, Go, Gy, S, Gy) mas a korai embridk
esetében mivel a nucleus citoplazma ardny csak mintegy 120 sejtes korban éri el a
kifejlett kor értéket [181]. Juhokndl a korai osztéddsok rovidebbek, kiilondsen a G,
é€s M fazis az els6 osztddas sordn [173]. In vivo a masodik sejtosztédds a 2. napon
kezddédik. A mésodik osztddas kezdetekor egyes blastomerek egy egész sejtciklussal
megeldzhetik a mdsikat, igy az osztédds aszinkron megy végbe. Azok a sejtek,
melyek kordbban osztddnak, az inner cell mass (ICM) sejteket adjak [44].

Azon kiviil, hogy az osztddasok kezdete nem esik egybe, a blastomerek nem két
egyenld részre osztédnak, igy az egyik lednysejt dltaldban nagyobb, mint a masik
[119]. Ez a jelenség az embridfejlodésben is kiilonbséget hoz létre, az egérnél a
nagyobb sejtek rendszerint a ,,kiils0” sejteket, mig a kisebb sejtek a ,,belsd” sejteket
adjak [219]. A ,kiils6 bels6” hipotézisnek kdszonhetden a blastomerek két csoportra
oszthatok: ICM és trophectoderm (gyakran trophoblast ectodermnek hivjdk), mely

utobbi, amikor kiegésziil az endodermédval a trophoblastot alkotja [127].

Az in vivo embridkndl viszonylag nagy a perivitellindris tér, a nyolcsejtes
moruldk blastomerjei ardnylag szabdlyosak, mig az in vitro fejlédé zigétdban a
perivitellinaris tér rendkiviil kicsi, a 8-sejtes morula blastomerjei nem szabélyosak

[155].
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Kozvetleniil is megfigyelhetok, hogy mely sejtekbdl alakulnak ki az ICM sejtek.
Négy és nyolcsejtes embridk elkiilonitett blastomerjeit hoztdk Ossze, un.
haromnyolcad embridkat 4llitottak eld. Megfigyelték, hogy tilnyomé részben a

jobban fejlett és kisebb blastomerekbdl (nyolcsejtes) lettek az ICM sejtek [44].

16 sejtes allapotig az embridkat a sejtek szdma alapjan csoportositjdk, ezutdn csak
moruldnak nevezik Oket, ezt a fejlettséget fajtdl fiiggden a 3.(pl. juh, sertés), vagy az
5.(pl. szarvasmarha) napon éri el az embrid. Erre az id6pontra a legtobb embri6 az
oviductusbdl az uterusba vandorol. Az egyes blastomerek elvesztik éles konturjaikat,
az un. compactizicié folyamatdn esnek at. Ez nem irreverzibilis atalakulds, mert
mindkét irdnyban lejatszodhat, tehat decompactizdlédds és recompactizalodés
egyardnt lehetséges. A compactizicié a blastocoel 1étrejottének eldfeltétele. Ez a
folyadékkal telt iireg altaldban a 7. napon jelenik meg szarvasmarhdndl (juhnal,

sertésnél az 5. napon) jelezve compact morula korai blastocystava alakuldsat [10].

Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgdlatok

A koraembridk blastomerjei er6s kontirokkal vannak koriilvéve, kivéve ahol
egymashoz érnek. A két- négysejtes dllapotban plazmamembrinjuk microvil-
lusokkal fedett. Nyolcsejtes dllapotban atmeneti fokuszos kapcsolat jon létre a
plazmamembranban, amely lencseszerti extracellularis térrel van elvdlasztva, tizenhat
sejtes dllapottdl nehéz meghatdrozni a kapcsolddas fajtdjat. A blastomerek
Osszetomoriilése, mely a compactizdcidkor bekodvetkezik, Ca fiiggd folyamat, igy a
sejtek viszonylag konnyen szétvalaszthatdk in vitro koriilmények kozott Ca mentes
kozegben [90]. Az eldbbiek mellett az intracelluldris cytosckeletélis rendszer is
fontos foleg a mikromanipulacié szempontjabol (pl. egy blastomer felszini kdrosodés
nélkiil felszivasdhoz). Ehhez olyan dgensek, mint a cytochalasin B (mely relaxdlja a

cytosckeletdlis rendszert) hasznélata elengedhetetlen [173].
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A kozéptest, mely az osztdddsi bardzda maradvdnya, megtaldlhaté a két blastomer
kozott. Ez azt jelzi, hogy mechanikus kapcsolat allhat fenn a lednysejtek kozott egy
bizonyos ideig, valoszinli két sejtciklusig. Centriolumokat nem lehet nyolcsejtes
allapot eldtt megfigyelni [68]. Az osztdddsi folyamatban levd blastomerek
citoplazmdja ugy jellemezhetd, hogy szdmos nagy vesiculum taldlhaté benne, igen
nagy zsirszemcsék, primitiv ,.fedett” mitokondriumok, amelyek néhany periferiélis
lemezt tartalmaznak, €s organellum mentes zona helyezkedik el a citoplazma
corticalis részében. A mitokondriumok a sima endoplazmatikus retikulummal allnak
kapcsolatban. Riboszémdk és poliriboszomdk a sejt kiillonbozd részein
megtaldlhatok, mig a Golgi hélyagok és lemezek csak a sejtmag szomszédsdgdban
[30]. A sejtmagon beliil a magvacskdk Osszetomorodottek a korai osztédasi fazisok
idején, de nyolcsejtes allapotban vacuolizalttd vdlnak és elvesztik compact

szerkezetiiket a juhndl és szarvasmarhanal 107].

A sertésnél a korai embridk magvacskdi szintén 9sszetomorodottek. Miutan a
sertés embrid négysejtes dllapot utdn mir megkezdi az aktiv rRNS (riboszomalis
RNS) szintézist, a magvacskdk szerkezete vagy vakuolizalt, vagy esetleg dtmeneti,
azaz vakuolizalt és compact valtozat egy magvacskdn beliil észlelhetd [156]. A
compactizacié folyamatéat ultrastrukturdlis véltozdsok kisérik. A blasomerek és a
citoplazman beliili alkotorészek elvesztik gombalakjukat. Amint a mitokondriumok
elvesztik ,fedett” megjelenésiiket, keresztlemezek kezdenek kialakulni. A
compactizal6dé morula kiilsé sejtjei polarizdlédni kezdenek, mely folyamat oddig
vezet, hogy jol lathat6 kiilonbség figyelhetdé meg minden sejt kiilsd €s belso fele
kozott. A szarvasmarha embridban ezeknek a polarizdlt sejteknek az oldalsé
plazmamembranjin nincsenek mikrovillusok, viszont apikélisan szoros kapcsolddds
van, amely valdszinli részt vesz a blastocoel {iiregének és belsé milidjének
kialakitdsaban. A szoros kapcsolddds miatt a compact morula sejtjeit rendkiviil nehéz

mechanikailag szétvalasztani [30].
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A korai embrié osztéddsai sordn a kiilonboz6 funkcidk irdnyitdsa atkeriil az
anyai genombdl az embriondlis genomba. Szarvasmarhdban és juhban ez a folyamat
val6szinli a nyolcsejtes embrid tizenhat sejtes embridéva osztéddsa kdzben zajlik le.
Ezt a tényt a nucleolusok citoldgiai és ultrastrukturélis vizsgélatdval dllapitottdk meg
[107]. A nyolcsejtes embridk rRNS és hnRNS vizsgalataval szintén igazoltak [153].
Kecskénél és egérnél tgy taldltdk, hogy mindez kb. a kétsejtes, sertésnél négysejtes
allapot koriil zajlik le. Egérben a négy és nyolcsejtes dllapotban az anyai mRNS maér
nem irédik at [103]. Tulsdgosan leegyszerlsitett lenne azonban az embriondlis
fejlodést szabdlyozdsat ugy tekinteni, hogy mieldtt az embriondlis genom
aktivalodik, azt megeldzden teljesen anyai szabdlyozds alatt 4ll. Pronucleus
allapotban levd egér zigétdk manipuldcids kisérleteivel igazoltdk, hogy a
spermiumbdl szdrmazé kromoszémdknak, nemcsak annyi feladata van, hogy veliik
egyiitt kialakuljon a zigéta diploid szerkezete, hanem a himre jellemzd ,,imprinting”
(amely a spermatogenezis alatt kialakul) kozvetitése is. Ugy tiinik ez alapvetd eleme
a normalis embriéfejlédésnek [187]. A kromoszomak a sziildi eredetre ,,emlékeznek”

az egyedfejlodés sordn és kifejlett korban is [131].

Csak a korai osztédasi periddus alatt aktiv mindkét X kromoszéma a ndivari
embridndl, ezutdn egyik inaktivalddik. Ez a folyamat az elsé két hét alatt lejatszodik
a szarvasmarhanal és kozel hasonlé id6 alatt a 16nal is [171]. A masodik X
kromoszoma inaktivaléddsa el6tt, tehat a ndivard embridkban kétszer annyi aktiv X
kromoszéma gén van, mint a himben, mely metabolitikus tesztekkel mérhetd és az
embrié ivara megdllapithaté [206]. Ma éltalanosan alkalmazott az Y kromoszéma

meghatdrozasa PCR-rel.

43



Egérbol izolaltak olyan gént, mely az implantalodas eldtti embrié fejlodését
meghatdrozza ez a Ped gén (Preimplantation embryo development) [200]. Ide
tartozik még egy érdekes megfigyelés, hogy az osztédéds gyorsabb a himivard, mint a

ndivard egérben [192].

Az is fontos kérdés, hogy az anyai vagy az embriondlis genom irdnyitja-e az embrid
anyagcseréjét mar az egyedfejlodés kezdetén is. Minden sejtosztédashoz sziikséges a
megkivant anyagcseretermékek és energiaforrdsok biztositdsa, tehat az embrié ,tud a
sajat megtermékenyiilésérol”. Ez az un. Early Pregnancy Factor (EPF) azaz a korai
vemhességi faktor, melynek ismerete lehetdséget biztositana a haszondllatok korai
vemhességi diagnosztikdjaban [141]. Izolaltak egy foszfogliceridet PAF (Platelet
Activating Factor), amelyet a koraembridk termelnek. A PAF elengedhetetleniil
sziikséges egérben a vemhesség kifejlodéséhez és az EPF expresszidjat indukélja

[144].

Igazoltdk, hogy a foszfolipid szintézis az elsd osztédds utdn minimadlis, ekkor a
membranfeliiletek €s sejtorganellumok szdma nem nd jelentds mértékben. A
foszfolipid szintézis a kovetkezd sejtosztédasok és a compactizacié folyaman
azonban a 9-13-szorosdra emelkedik. Ezalatt a plazmamembrdn feliiletek
megkettézddnek €s minden sejtben a sejt organellumok szdma Iényegesen emelkedik

[157].

2. Blastocysta stadium, hatching, beagyazodas el6tti elongacio
Fénymikroszkopos vizsgdlatok

A korai blastocysta stddiumban az embrié kb. 100 sejtbdl 4all, amelybe
beletartozik a lencse alaki ICM és a trofectoderma, mely koriilveszi az ICM-et és a
blastocoelt. A trofectoderma minden sejtjében folyik a mitézis és az ICM folotti

sejtek késobb degenerdlddnak. A kozepesen fejlett blastocysta mintegy 120 sejtet
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tartalmaz, majd a teljesen expanddlddott blastocysta 160 sejtet a hatching (kibujas)
idOpontjdban. Ekkor a blastocoel iireg majdnem teljesen kitdlti a zonat. A
trofectoderma és az ICM sejtek kozvetleniil a zona alatt vékony rétegben
helyezkednek el [151]. A hatching aktiv folyamat. A szarvasmarha embri6ban
kimutattak egy enzimet, mely képes a zona pellucida részleges felolddséara és ezaltal
eldsegiti sajat kibujdsat [129]. A kibujt blastocysta eldszor még gombalakban
novekedik tovabb, kb.1000 sejtes dllapotban a sejtek kevesebb, mint 25% ICM sejt.
Megkozelitoleg ekkora nagysdg elérésekor a kibujt blastocysta reexpandédlédik és az
ICM sejtek kidudorodnak, a kiils@ felszinre keriilnek, ezdltal a tisztdn lathat6
embriondlis csomot alkotjak. Ekkor még fedettek trophectoderma réteggel (Rauber’s
layer) kb. 10-12. napig. A gombalak dtmenetileg ovalissa valik, mielStt a jol 1athat6

megnyulds a 12-14. napon megkezdddik [15].

Az elongicié kezdete és mértéke nagyon eltérd az egyes fajokndl. Juhnél
igazoltdk, hogy mely méh faktorok hatnak az elongicids folyamatra [47]. A sertés
blastocysta hosszndvekedése rendkiviil gyors. A 10-12. nap kozott a horizontélis
novekedés 30-35 mm Ordnként [65]. Mindezzel 6sszefiigg, hogy a 12-18.nap kozott
torténik meg az életképes embridk 75%-nak elvesztése [51]. Az intenziv novekedés
miatt nyilvanvald, hogy az uterus kapacitdsa és nem az ovulacios rita befolyasolja
legnagyobb mértékben az alomszdm nagysdgit sertésnél. Mindezt igazoltdk a kinai
meishan sertéssel végzett vizsgdlatok, amely koztudottan 3-5 malaccal nagyobb
alomszamot produkdl, mint az eurdépai vagy amerikai tett kereskedelmi fajtdk. A
meishan embridk trophectodermdja kisebb mitotikus aktivitdst mutat, az elongici6
kisebb mértékli, mint a tobbi tenyésztett fajtanal [50]. A madsik végletet képviseli,
hogy egyes patdsok, mint pl. az 6z képesek a kibujt blastocystat hénapokig ,,téli

alomban” tartani [6].
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Szovettani és elektronmikroszkopos vizsgdlatok

A szarvasmarha embridk szovettani vizsgélatakor megéllapitottdk, hogy az
endoderm sejtek az ICM sejtek aldl szétterjednek a 8. naptdl kezdve és a 10. napra
teljesen befedik a kobos €s poligondlis sejteket, melyek a blastocoelt veszik koriil,
igy alakul ki a trophoblast. Az endoderm sejtek vékonyabbak, mint a trophectoderm
sejtek, kiillonosen az embri6 alatt. A szétterjedésiikben valdszinill szerepet jatszik egy
acelluldris matrix, amelyen a sejtek megtapadnak mozgés kézben. A mesodermalis
sejtek, melyek szintén kiilonboznek az ICM sejtektdl a 14-16. napon szétterjednek a
trophectoderma és az endoderma kozott, €s két réteget alkotnak. A mesoderma kiils
rétege és a trophectoderma alkotjdk a choriont, mig a bels6 réteg és az endoderma a
szikzacsko falat. A két mesodermalis réteg kozotti teret coelomnak vagy egzocoelnek
hivjak. Késobb ebbdl ered az allantois, de csak a 20. nap utdn [92]. Minthogy a
mesoderma expanzidja fokozatosan torténik, az elongdlt blastoderma veziculum
kiilonbozé részei a 14. naptdl kiilonbozo sejtkomponenseket tartalmaznak.
Trophoblast vesiculumok készitésénél figyelniink kell arra, hogy anyagcsere
termékeik eltérnek attdl fiiggden, hogy milyen a sejtfelépitésiik. A trophectoderma a
compact morula kiilsé sejtjeinek a polarizaciéjaval jott létre, és a blastocysta elsd
differencidlodott epitheliumat alkotja, melynek plazma membranja a kovetkezd
alkotorészekbdl all: apikdlisan a felszin microvillusokkal fedett, oldalt tight junction
(szoros kapcsolddds) complex taldlhatd desmosomdkkal és interdigitalis
kapcsolddassal, bazdlisan az endoderma differencidléddsa eldtt sima a membrén,
kivéve egy-két nyudlvanyt, amely a blastocoelbe nyulik. A trophectoderma
citoskeletdlis komponenseket tartalmaz, amely tipikus az epithelidlis sejteknél.
Ezekben taldlhatd koztes filamentum kotegek (tonofilamentumok), amelyek egyik
desmosomatdl a madsikig futnak a citoplazmén keresztiil, boségesen tartalmaznak
microfilamentumokat a microvillusokban €s a corticalis citoplazméban, ezen kiviil

microtubulusokat, melyek keresztiil haladnak a citoplazman és kotegeket alkotnak.
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Késobb ezekben figyelhetd meg leginkdbb a mitotikus aktivitds. A trophectoderma
sejtek felépitésének vizsgdlatdit monoklondlis ellenanyagok felhasznéldsaval

végezték [47].

A trophectodermdlis citoplazma a szokdsos organellumokat tartalmazza:
kereszt-lemezes mitokondriumok, riboszomdk és poliriboszomadk, szemcsés €s sima
endoplazmatikus retikulum és Golgi appardtus. A sok lisosoma és rezidudlis test
jelenléte a citoplazmdban arra utal, hogy az epitheliumban aktiv transzport és
fagocitézis van. A citoplazmaban sok lipidcsepp is taldlhat6, a magok kromatin
tartalma periferidlisan helyezkedik el, ezen kiviil perikromatikus veziculumok és
tipikusan aktiv nucleolusok lathatok. A sejtszdm némi csokkenése - a sejthaldl
(apoptozis) miatt - valdészinli a normdlis fejlédés velejaréja [21]. A trophectoder-
maval ellentétben, az ICM nyilvdnvaléan nem epithelidlis szerkezetli, nincsenek
kiilonboz6d kapcsolatok és nem taldlhaték tonofilamentumok sem, mint az epithel
sejteknél. A plazma membran parhuzamosan halad, hosszu tavolsagon keresztiil gap
junction (rés kapcsolat) van a sejtek kozott, vannak kisebb teriiletek, ahol a
plazmamembran elektrodenzebb, mely valdszintlileg szorosabb kapcsolddést jelol. Az
ICM hasonléan kapcsolodik a trophectodermdhoz is. Microfilamentumok és
mikrotubulusok lathatok az ICM-ben, amelyek késébb a magorsét alkotjdk a
mitotikus sejtekben, mely folyamat meglehetésen gyakori az ICM sejtekben. A
mitokondriumok és az endoplazmatikus retikulum az ICM-ben hasonlé a
trophectodermahoz. A 12. napra az ICM Kkiilsd sejtjei polarizalédnak embrionélis
ectodermdra és az embriondlis csomoé felszini epitheliumara. Ez a differencidlodés
éppen azeldtt torténik, mieldtt a Rauber’s hartyat elveszitené az ICM. Ennek
eredményeként az ICM ugy latszik tobb sejtrétegbdl all. Az endodermalis sejtek
lencse alakuak, igy jol elkiilonithetOk a trophectodermalis sejtektdl. Az endodermalis
sejtek is epithelidlisak és az erre jellemzd alkotdorészek a desmosomdakhoz kapcsolt

tonofilamentumok és mds cytoskeletdlis komponensek megtaldlhatok benniik.
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Szerkezetiikben ezek a sejtek is polarizaltak. A trophoblast oldalon fékuszosan
kapcsolddnak a bazdlis lemezhez, a blastocoel iirege felé es6 oldalon pedig
mikrovillusos a kapcsolat. Citoplazméjukban taldlhaték mitokondriumok, sima és
szemcsés endoplazmatikus retikulum, lisosomdk, Golgi appardtus. Mig a legtobb
endodermdlis sejt lapos és iireges, az ICM alatti sejtek kobosek [125]. A
szarvasmarha trophectoderma figyelemre mélt6 jellemzdje, hogy bar a 12. napig
egyéltalan nem tapasztalhatd, a 18. napon a sejteknek mar 25%-a két nucleust

tartalmaz [74].

Fiziologia

Kimutattdk, hogy a 7 napos szarvasmarha embriéban a Krebs-Szentgyorgyi
ciklus aktiv, az Embden-Meyerhof kor gatolt, és a gliikkéz a pentézfoszfit ciklusban
bomlik le. A 7 napos embri6 fel tudja haszndlni a glutamint, de a propiondt, acetét és
butirat ebben a fejlédési szakaszban nem johet széba energiaforrasként. A hisztidint
szintén képesek felhaszndlni, ez abbdl a szempontbdl érdekes, hogy a hisztamin
valészinli szerepet jatszik az embri6 anyaméh kolcsonhatdsban. A 13. naptdl az
Embden-Meyerhof anyagcsereit is milkddik. Nyilvdnvalé, hogy a blastocysta
minden sejttipusdban aktiv anyagcsere zajlik, erre utal a sejtekben taldlhat6
nagyszamu riboszoma és szemcsé€s endoplazmatikus reticulum jelenléte [167].
Feltételezték, hogy a kialakul6 vehem valamilyen udton jelzést ad le az anyai
szervezet szamara. Valdban taldltak juhok vizsgdlata sordn egy alacsony
molekulasilyud savas proteint, oTP-I-nek ovine Trophoblast Protein 1-nek nevezték
el. Hasonl6 funkci6ju proteint taldltak szarvasmarhénal is. Ezt bovine Trophoblast
Protein-1-nek nevezték el. Ez a fehérje nagyobb molekulasilyd, mint az oTP-1 és
szignifikdnsan bazikusabb és tobb izoformot tartalmaz [77]. Az oTP-1 hatdsainak

egyike, hogy véltozdst okoz a prosztaglandin metabolizmusban [45]. Az oTP-1
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masik Iényeges hatdsa a fehérjeszintézis indukdldsa. Egy savas protein (Ms. 70000,
pH 4.0) kiilondsen érzékeny az oTP-1 jelenlétére, de éltalanosan elmondhatd, hogy
szignifikdnsan nagyobb a fehérjeszintézis a 13 napos vemhes juh méhében, mint a

kontrollként vizsgélt nem vemhesében [67, 174].

Az embridban taldlhaté szamos lipidcsepp is mutatja a zsirok fontossagat az
embrié fejlodésében, mind az anyagcserében, mind a szerkezeti felépitésben,
membrin komponensként jelentdsek. A blastocystdban az 6sszmennyiségiik a 7-10.
nap kozott dllandd és a 11. naptdl novekszik, Osszetételiikben is jelentds véltozas
kovetkezik be, ugyanis a fejlettebb embridkban hosszabb lancu és telitetlenebb
zsfrsavak taldlhatok [128]. A 13. naptdl a kibujt szarvasmarha embrid
prosztaglandint termel, melynek szerepe még nem tisztazott, tobbek kozott az
intercelluldris viz transzportban van jelentésége [115]. Mas fajokndl valdszini a

kibujas folyamataban is szerepe van a prosztaglandinnak [162].

IV. EMBRIOTENYESZTES

1. AZ EMBRIOTENYESZTES TORTENETE

Az in vitro embrié elddllitds allomésai a kovetkezOk: A petefészek folli-
culusaibdl kinyert éretlen petesejtek laboratériumi koriilmények kozotti érlelése, azaz
in vitro maturdci6 (IVM), az érett petesejtek termékenyitése kapacitalt
spermiumokkal, azaz in vitro fertilizicié (IVF), a zigéta fejlédésének biztositdsa
megfeleld kapacitacios feltételekkel, azaz in vitro development (IVD).

Az emlds embridk tenyésztésével eldszor 1913-ban Bracket foglalkozott, aki
nyul blastocystét cultivalt [17]. Ezt kovetéen Lewis, majd Pincus foglalkozott nyul
embridtenyésztéssel kiilonbozd "természetes" kozegeket hasznaltak, mint a szérum

vagy a plazma [114, 152].
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Az in vitro embridkultivalasi kisérletek akkor kezdtek igazan érdekessé valni,
amikor egy "félig meghatdrozott" kozegben, amely egyszerii fiziol6gids séoldatot
tartalmazott borji szérum albuminnal (BSA) és laktéttal kiegészitve, sikeriilt a

kétsejtes egérembrid blastocystava valo fejlodését elérni [203].

Ez a felfedezés inditotta meg a beiiltetés eldtti emlds embrid vizsgalatokat. A
késobbi munkdk erre az egér embridtenyésztésnél haszndlt egyszerli kozegre
Osszpontositottak és ez alapjan olyan eljarasok fejlodése kezdddhetett meg, mint az
embrié mélyhiités, mikroszétosztds, kiméra €s transzgénikus dallatok létrehozasa.
Ezen eljarasok mindegyike jelenleg is édllandéan fejlodik [99]. Szamtalan értékes
kisérleti eredmény sziiletett egérembriok vizsgdlatdval. Nyilvanvald, hogy az
eredmények és tapasztalatok mds fajokndl is felhaszndlhaték, de meg kell
szivlelniink Fehilly és Willadsen megéllapitasat: "Nincs semmi kiilondsebb okunk
arra, hogy azt higgyiik, az egérembri6é sokkal jobban hasonlit a szarvasmarha vagy
emberi embriéhoz, mint amennyire az egér hasonlit a szarvasmarhdhoz vagy az

emberhez."

Szamos kutatéhelyen Brinster [18] tenyésztési rendszerét hasznéljak, mely nem
mads, mint csepptenyésztés paraffin olaj alatt. A megfelel6 vizmindség fontossdgara
hivta fel a figyelmet Chapman [24]. Kétszeresen desztilldlt viz helyett haromszor
desztillalt vizet haszndlva kétsejtes egérembrid blastocystava fejlodése 36%-r6l 93%-
ra nott [205]. A szarvasmarha embridk nyolcsejtes allapottdl blastocysta stadiumig
jol fejloddnek egy ardnylag egyszerii Osszetételi foszfat pufferben (PBS), akar
magzati borji, akdr bardny savéval kiegészitve [209]. Kane a fehérje és szérum
kiegészités hatdsat vizsgdlta az embrié fejlodésére. Az egyébként véltozatlanul
hagyott koriilmények kozott a patkdny moruldk fejlodését kiilonb6z6 idépontokban

gyartott (Sigma) BSA hozzdaddsa mellett tesztelte [96, 97].
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Az egérembrié tenyésztési kozeg energiaforrdsaival foglalkoz6 munkak
legtobbjében kiemelik a piruvat és laktat fontossagat [19, 203]. Leese és Barton

igazolta, hogy az egér granulosa sejtek képesek piruvatot termelni [112].

Kisérletek igazoltdk, hogy mind a hosszu, mind rovid lancu zsirsavak szolgalhatnak
energiaforrasként a kozegben, ha BSA-hoz kotottek. Ez kiillonosen 1ényeges
szarvasmarha embriétenyésztésnél, mert jol ismert, hogy ennél a fajndl az acetat egy
nagyon jelentds energiaforrds a vérben [95]. Megéllapitottdk, hogy a nyul blastocysta
expanzidhoz 11 fajta B vitamin és novekedési faktor sziikséges. Ezek mindegyike
megtaldlhaté a Ham's F 10 kultivacids kdzegben, viszont az ebben a tapoldatban levd
B, mennyisége tul magas, toxikus a nyul blastocysta szdmadra. Igazoltdk, hogy a
nyulembrié blastocysta novekedésénél az inozitol a legfontosabb limitdlé tényezo.
Az optimdlis inozitol szint 7,5x 10 M, amely lényegesen nagyobb, mint amilyen

mennyiségben ez a vegyiilet a Ham's F10-ben megtalalhat6 [98].

Egér embri6é kisérletekben azt tapasztaltdk, hogy CO,/HCO; hidnydban csak egy
vagy két osztédas torténik meg, ezutdn a fejlédés ledll [159]. A nyudlembrid egy
sejtestdl morula stidiumig képes fejlédni CO,/HCO; hidnydban, de blastocystava
nem alakul 4t [94]. Megallapitottdk, hogy a CO, szerepe jelentés lehet a pH
szabdlyozdsaban. Azt taldltdk, hogy a 10%-os CO, gaz fazis alkalmazdsakor
feltinéen tobb nyolc sejtes embri6 fejlodott blastocystivd, mint 5%-os CO,
alkalmazasanal [22]. Az 5%-ra csOkkentett O, elOsegiti az egy sejtes embrid
fejlodését [204]. Igazoltdk, hogy alacsony O, nyomds noveli az osztddasi ratat a
korai egérembrional [160].

Az eddigiekbdl is latszik, hogy a tenyésztési kozeg sohasem reprodukélhatja a
petevezetd vagy a méh természetes kornyezetét, de néhany biokémiai paramétert,

mint az O, tenzidt, vagy az energiaforrdsokat az in vivo tanulmanyok alapjan az

optimalishoz kozelithetjiik.
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Ha az embri6 egy bizonyos fejlettségi édllapotot elér, tovdbbtenyésztése mar
ardnylag egyszerli feltételek mellett is megoldhat6. Nagyon sok laboratériumi
eredmény azt igazolta, hogy a kiilonbozo Aallatfajoknal létezik egy ,,.block to
development” dllapot, mely legydzésének egyik mddja a nyul petevezetObe helyezés
[16]. A petevezetdben in vivo olyan vegyiiletek, kozottiik novekedési faktorok
szabadulnak fel, amelyek sziikségesek az informécidk sejthdrtydn valé atjutdsihoz,
ezek a vegyiiletek nem fajspecifikusak, de nagyon nehéz a tenyésztd kozegbe
helyezni 0ket, mert nehezen oldédnak [99]. Szdmos kutatd foglalkozott a szaporoddsi
szervrendszer kiilonb6zo részeibdl nyert sejtek embridval torténd cocultivéldsaval.
Az egysejtes embridkat méh fibroblast sejtekkel egyiitt tenyésztve néhany osztodast
figyeltek meg [166]. Lényegesen jobb eredményt kaptak a petevezetd monolayeren
(egysejt-rétegen) valé embridtenyésztéssel. A petevezetd sejteket a kettémetszett
petevezetd felszinének lekapardsaval, vagy az embrié mosaskor leszakadt sejtek
Osszegyljtésével nyerték. A sejtpreparatumok mind csillés, mind kivalaszté sejteket
tartalmaztak. A kialakul6 monolayer szerepe valdszinli a kiilonb6z6 nodvekedési
faktorok és a kozeg detoxifikdciéjaban nyilvanult meg [62]. Kimutattdk, hogy a
tenyésztett petevezetd sejtek dltal kivalasztott fehérjék €és az in vivo kivdalasztottak
nagyon hasonléak voltak. Feltételezhetd, hogy a petevezetd sejtek egy mitogént
valasztanak ki, amely stimuldlja az embridfejlodést [63]. Az embridtenyésztés
kezdeti nehézségeihez képest az elongdlédd blastocysta erdteljes osztédasi
képességgel rendelkezik. Igy a 12-14 napos juh és szarvasmarha embri6
feldarabolhat6 és konnyen tovdbb tenyészthet6. Egy nap muilva trophoblast
vesiculumok fejlédnek. Scanning elektronmikroszkopos felvételeket készitetve
ezekrol a képletekrdl, megéllapithaté, hogy szdmos microvillus taldlhaté a
felsziniikon jelezve, hogy intenziv szekretoros tevékenységet folytatnak [78].
Mindezen kisérletek alapjan tovabbi vizsgaléddsokat folytattak egy-nyolcsejtes juh

€s szarvasmarha embridk fejlédését azonos fajbdl szarmazé trophoblast
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vesiculumokkal egyiitt tenyészve [20]. Megallapitottdk, hogy a trophoblast
vesiculumnak nem sziikséges kozvetleniil érintkeznie a korai fejlodési éllapotu
embridval. Valoszinli, hogy ezen képletek segitd hatdsukat kiilonb6zd novekedési
faktoroknak a kozegbe valé kivélasztasival érik el. Szétvélasztva ezeket a
vegyiileteket ultrafiltralast és sephadex gélfiltralast alkalmazva, azt tapasztaltdk,
hogy az alacsony molekulasilyd peptidek (Ms: 180-2500) frakcidjaval egyiitt
embridk sokkal nagyobb ardnyban (61.9%) jutottak tdl a nyolcsejtes dllapoton, mint

a magas (Ms>10000) molekulasulyu frakcidval egyiitt tenyésztettek [79].

2. SERTES PETESEJTEK IN VITRO MATURACIOJA

A sertés ivari ciklusa alatt a tiiszok szdma €s mérete igen jelentdsen valtozik a
16. és 21. nap kozott [82]. A szteroid koncentricid és a gonadotropin kotd képesség
nd a 20. napig és csokken a 21. napon [182]. Ezzel szemben a granulosa sejtek
tiiszonkénti szama nagymértékben névekedik a 20. és 21. nap kozott [70]. Az in vitro
maturdltatdsnak az ivarérés eltti kocasiildok vagéhidi petefészkébdl szarmazé COC
(cumulus oocyta complex: egyenletes citoplazmdju petesejt kompakt cumulus
réteggel koriilvéve) a legdltalanosabban hasznalt forrasa. Kiilonb6zd kutatécsoportok
eltéré méretli secunder (antralis) folliculust tartanak megfeleldnek az in vitro
maturaltatasra. A 8. dbrdrol leolvashaté mérethatarok 1-8 mm kozott valtoznak, a
legtobb kutaté a 2-6 mm kozotti folliculust tekinti megfelelonek. Bizonyitast nyert,
hogy a tiiszok szteroid kivélaszto és petesejt érleld képessége sokkal inkdbb fiigg a
tiisz6 kordtdl, mint méretétdl. A petesejt mindségét befolydsolhatja a kinyerés mddja,
mely kétféle lehet: a tiiszOk szikével valo6 felvdgasa, vagy injekcios tiivel torténd

aspiracio [138].
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tiisz6 atméré (mm)

&= >

A

8. .abra. A Kkiilonb6zo6 kutatécsoportok altal a cumulus-oocyta complex
kinyerésére megfelel6 méretiinek tekintett tiiszok.

A [106] B. [218]C. [28, 111, 140, 165, 180, 198, 216] D. [35] E. [104, 117, 137, 142,
176] F. [54, 59, 121, 138] G. [37] H. [123, 178, 210].

A sikeres petesejt maturéaci6 alapveto feltétele, hogy megértsiik a fiziol6-giai
mechanizmust, mely felfiiggeszti a petesejt meidzisos osztdédasét, majd az ovulicid
kozeledtével Gjrainditja azt. Megéllapitottdk, hogy a sertés petesejt germinalis
vesiculum éllapotban marad a hCG injektélast kovetd 18. 6rdig és a meidzis
metafazis II dllapotat 35-37. drara éri el [86]. Korszerii ultrahangos technikédval az

ovuléci6 atlagat 4413 oréra becsiilték az LH csicsot kovetden [164].
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A luteinizdlé hormon stimulécidjéra a tiiszosejtek felfiiggesztik a meidzist
gatl6 faktorok termelését (pl. TGF ) [26] és megkezdik, illetve folytatjak a stimuldlé
novekedési faktorok termelését a tiiszofolyadékba, ahol azok felhalmozddnak és
bioldgiailag aktiv szintet érnek el. Sokféle novekedési faktort izolaltak a folliculdris
folyadékbol: IGF, EGF, NGF és TGF, valamint ezen faktorok mRNS-ét is
detektaltak a kiilonbozo folliculus sejtekben. Ezek a novekedési faktorok aktivan
befolydsoljdk a szomatikus sejtek novekedését, differencidlodasat és
szteroidgenezisét. Az IGF-I eldsegiti a meiodzis elérehaladdsat metafazis II. allapotig
[116], mig az EGF a cumulus sejtek expanzi6jat befolyasolja [36, 52]. Ujabb kutatési
eredmények szerint az NGF szerepel esetleg secunder messengerként a meidzis
beinditasdban [64]. A novekedési faktorokon kiviil még szamos eddig ismeretlen
faktor halmozddik fel a folliculus folyadékban €s vesz részt az oocyta érésében
[121].

A petesejtek citoplazmatikus érését befolyasolo legfontosabb tényezd a petesejt
belsd glutation szintje, mely szdmos mds hatdsa mellett befolydsolja a spermium
penetraciot kovetd sperma protamin diszulfid hidak redukcigjat €s kicserélodését a
petesejt altal termelt hisztonokra [148]. A kultivacids kozeg komponensei koziil a
natrium-klorid koncentricid véltozédsa van a legjelentdsebb hatdssal a
citoplazmatikus maturdciora. A magas NaCl-tartalom csokkenti a petesejt glutation
szintjét, karosan befolyasolja a mikrofilamentumok rendszerét [32]. A tiisz6folyadék
viszonylag magas NaCl koncentrciéju, de a Na* sejtbe jutdsat és ott az ionerdsség
mértékének a sejtre nézve kdros emelkedését az éllati szervezet a tiisz6folyadékba
szerves ozmolitikumok kivalasztasaval (szorbit, taurin) csokkenti (9. dbra), ebben az
esetben a kdzegben 1étrejové ozmotikus egyensiily hatdsdra a Na*-ionok

sejtmembranon keresztiili passziv transzportja lassul [56].
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Ozmolitikum mentes kézeg Alacsony NaCl koncentraciéju

NacCl

Ozmolitikumok

Szerves ozmolitikumokat
tartalmazoé kozeg

9. dbra. A petesejt viselkedése Kkiilonboz6é NaCl-koncentracioju és ozmolitikum

mentes, tovabba ozmolitikumot tartalmazé kozegben

A kultivaciés kozeg fehérje és hormon kiegészitésének hatdsa a maturdcidra:
Fehérje kiegészitésként fetalis borji savé (FCS) [139], vagy Gjsziilott malac szérum
(NPS) [136], vagy szarvasmarha szérum albumin (BSA) [135] kiegészités lehetséges.
Azonban, amikor a mKRB oldathoz FSH kiegészités mellett FCS hozzdad4s tortént a
sertés petesejtek érése csak kis szdmban tette lehetévé him pronucleusok kialakuldsat
[140]. Valészinti, hogy az FCS vagy NPS jelenlétében a petesejt maturdcids
folyamatok nagyon felgyorsulnak, és ez akadalyozza a him pronucleusok
kialakuldsat [54, 218]. A protein mentes maturaciés kozeg 6sztradiol kiegészitése

megfelelé cumulus expanziét biztosit [161].
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A maturicios kozeg sertés tiiszofolyadékkal és FSH-val val6 kiegészitése
eldsegiti az éretlen petesejtek maturdcidjat, hogy sikeresen eljussanak a metafazis 11
allapotba [140]. Ugyancsak kedvezonek bizonyult a petesejt érlelés szempontjabol a
tdpkozegbe kiforditott folliculus helyezése [120], illetve a folliculus sejtek mellé
kiegészitésként LH adagolédsa [122].

A sertés petesejtek maturdcidjat eldsegiti, ha a 20 6ra PMSG, hCG kezelést
20 6ra hormonmentes érlelés kovet [57]. Megéllapitottdk, hogy a COC-k 12h
inkubdldsa a maturdciés mediumban a hormon-kiegészités elott noveli az IVM/IVF
utdni embri6fejlodés esélyeit [55].

A fertilizaciét kovetd him pronucleus kialakuldsanak valészintisége pozitiv
korreldcidban van a petesejt glutation szintjével a maturdcié végén [216]. A him
pronucleus kialakuldsdhoz hozzdsegit a cisztein hozzdadasa [58, 72, 215], mivel a
petesejt glutation szintje nd a maturacid alatt, ha ciszteint juttatunk az érlelé kozegbe

€s csokken cisztein adagolas nélkiil [217].

3. SERTES PETESEJTEK IN VITRO FERTILIZACIOJA

A legtobb in vitro fertilizacidés rendszerben relative nagy szamu ondosejtet
juttatnak az érett petesejteket tartalmaz6 IVF kozegbe[ 139].
Tobb szerzd javasolta alacsonyabb spermium koncentracié IVF kozegbe juttatisat,
hogy kevesebb spermium €rje el a petesejt felszinét [9, 55].
In vivo kisérletekben polispermiat figyeltek meg, amikor til nagy mennyiségii €16
spermiumot helyeztek a petevezetdbe [88, 89]. Ezért kisérleteket folytattak melynek
célja az volt, hogy megéllapitsdk a kapacitdlt spermiumok optimalis szamat a petesejt

kozelében a fertilizaci6 idépontjdban [29, 163, 211].
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Megdllapitottak, hogy a kiilonbozo sertés kanok spermiumainak a petesejt
membranjan valé athatolé képességében igen nagy kiilonbségek észlelhetok [117,
199]

Bar mind a Tris-puffer kozeg [1], mind a bikarbonat-puffer kozeg [188]
alkalmas in vitro koriilmények kozott a spermiumok penetracidjdnak biztositdsara, de
a legtobb kutatécsoport friss spermét haszndlva a fertilizdcidra a bikarbonéat-puffer
rendszert haszndlja. Megallapitottdk, hogy a bikarbondt a sperma felszini fehérje
struktdrdaban valtozasokat okoz [7] és komoly valtozdsokat okoz a membréan lipid
szerkezetében is [75] amely er6sen befolyasolhatja a kapacitacids folyamatokat.

Ugy tiinik: a bikarbon4tnak kulcsszerepe van a sperma membran destabilizaldsdban
[76, 193]. Ez a megfigyelés harmonizal azzal, hogy a bikarbonét szint alacsony a
mellékhere farki részében, az ejakulécid alatt nagy mértékben nd, és magas szinten
marad a n6i nemi utakban is [170].

Egy tradicionédlis IVF rendszerben, ahol médositott Medium199 kozeget hasznalnak
fagyasztott-visszaolvasztott spermiumokndl lassan jitszédik le a kapacitdcids
folyamat, ennek eredményeként az acrosoma reakcion 4tesett spermiumok szdma
nagyon lassan emelkedik a petesejtekkel torténd cocultivalds sordn a médositott tris-
puffer kozegben megvaldsitott IVF-hez képest [60].

Hasonl6 eredményeket kaptak mélyhtitott-visszaolvasztott spermiumok helyett friss

spermiumokkal torténd IVF esetében is [124].

4. IN VITRO EMBRIOFEJLODES

A sertésembridk in vitro tenyésztésekor a fejlodési blokk négysejtes morula
allapotban kovetkezik be, amikor az anyai genom altal vezérelt irdnyitdst a
fehérjeszintézisben az embrionalis genom veszi at [33, 61]. Az in vivo maturdltatott

és termékenyitett embriok tenyésztéséhez ardnylag egyszeri kémiai Osszetételli
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médiumot haszndlnak. Egysejtes zigétdk blastocysta dllapotd embriovd fejlodését
sikeriilt elérni Whitten's médiumban 5% O,, 5%CO, és 90%N, gazkeverékben [13,
138], illetve ugyanezen médiumban szén-dioxid-termosztatban [129, 154], valamint
NCSU médiumban [150]. A Whitten's médium és az NCSU-médiumok Osszetétele
hasonld. A két tdpkozeg Osszetételében a kiilonbség annyi, hogy az utobbi kozeg
szerves ozmolitikumokat tartalmaz és a NA" koncentrdcié alacsonyabb, mint a
Whitten's médiumban. Mivel Osszetételében jobban hasonlit a sertés petevezetoben
in vivo koriilmények kozott fenndllé viszonyokhoz udjabban tobben foglakoznak
ennek alkalmazasaval [149].

Petesejtek in vitro maturdcidjat in vivo fertilizacié kovette 1974-ben, ez volt az elsd
probalkozas sertés petesejtek érlelésére [134]. Fontos 1épés volt az elsd sikeres in
vitro maturdciét kovetdin vitro fertilizacid, amely ligélt sertés petevezetOben érlelt
spermiumokkal tortént [91].

In vivo maturaltatott embridk in vitro termékenyitése friss sperméval el0szor 1986-
ban eredményezett €10 malacokat [25]. In vitro érlelés és in vitro termékenyitést
kovetden eldszor Mattioli munkacsoportjanak sikeriilt malacokat eldallitania [121].
A mobdszer hatékonysidgdnak  javitisit a  kapaciticiés  koriilmények
megvaltoztatasaval [163], a spermakoncentracié csokkentésével [164], valamint a
spermiumok oviductus folyadékkal val6é cocultivalasaval [138] sikeriilt elérni. Az in
vitro maturdltatott, in vitro fertilizlt embridk blastocystdva fejlodésének, ill.
recipiens allatba iiltetés utdni megsziiletésének hatékonysaga elsdsorban az in vitro
maturacids feltételektdl fiigg. Az in vitro maturéltatds a jol definidlhaté egyszeri
szintetikus kultivaciés rendszerek felé halad [43] a gazdasdgi allatok tilnyomd
tobbségénél. Ugy tint a sertésnél az éretlen petesejt-complex mag- és
citoplazmatikus érése csak tiisz0 somaticus sejtekkel és/vagy folliculus folyadék
kiegészités mellett valdsithaté meg [2, 33, 122,]. Abeydeera kiilonbozé

tdpkozegekben vizsgalta az egyik novekedési faktornak az EGF-nek petesejt érlelésre
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€s a fertilizdcié utdni embridfejléddésre gyakorolt hatdsat és kivdlé eredményeket
sikeriilt elérnie [4].

A novekedési faktorok in vitro maturdcidban betoltott szerepe még részben
tisztazatlan és nagyon igéretes kutatdsi teriilet: EGF[165], IGF [165, 210].

Eddig egyetlen kutatocsoportnak sikeriilt ~—mélyhltott spermaval  torténd

termékenyités €s az embrid recipiens dllatba iiltetése utdn él6 malacot produkdlnia

[1].

V. A SERTES EMBRIO IN VITRO TENYESZTES JELENTOSEGE

Transgenikus éllatokat, a tobbi haszondllathoz hasonldan, sertésbdl is sikeriilt
eléallitani. Pursel [158] csoportjdnak sikeriilt ndvekedési hormon bejuttatdsa
mikroinjektdldssal, mds kutatdcsoportoknak kiilonbozd emberi gydgyaszatban
hasznosithaté fehérjéket sikeriilt termeltetnie a transgenikus sertést bioreaktorként

hasznalva [133, 172].

Az 0Osszehasonlité géntérképezési eredmények alapjan ismertté valt, hogy a sertés

génkészlete mintegy 80%-o0s egyezést mutat az emberével [197].

Viérhatéan novekedni fog a sertés emberi betegségek modelldllataként valo

felhaszndldsanak jelentdsége[190].

Intenziv kutatdsok folynak a xenotranszplaticié /idegen fajbol pl. sertésbdl szarmazé
szervek emberbe juttatdsa / teriiletén. Régdta ismert, hogy a filogenetikai tavolsag
ellenére a sertés anatomiai €s fizioldgiai felépitésében hasonld az emberhez és ezért

jOhet széba szervdonorként [207].

A szervtranszplanticid (sziv, mdj, vese) mellett jelentOs szerep juthat a sejt illetve

szovettranszplantacionak, igy potolhaték lennének a beteg vagy hidnyos szovetek,
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mivel kell6 mennyiségli emberi sejt nem all rendelkezésre. A legmegfelelobb forrast
a primer sejtek szolgéltathatjak. Néhdny probalkozas tortént mar tortént kapszuldzott
sertés pankreas sejtek diabetes, és sertés foetalis neuronok Parkinson kor
gyogyitdsara valé felhaszndldsara [41]. A vildgon eddig végrehajtott

szervatiitetéseket az /. tdbldzat tartalmazza [110].

1. tablazat. A vilagban eddig ismert kisérletek szerv/ szovet transzplantaciora

Sebész/ A beteg élete
miitét éve Donor Transzplantalt db a miitét utan
fajtaja szerv (napok)

Priceteau/
1905 nyul vese szovet 1 16
Jaboulay/ sertés vese 1 3
1906 kecske vese 1 3
Neuhof/ _
1923 juh vese 1 9
Cooley/ _
1968 juh sziv 1 <1
Ross/ b
1968 sertés Sziv 2 <1
Religa/
1992 sertés Sziv 1 1
Makowka/ ]
1993 sertés maj 1 <2

b Egy szivet emberi vérrel feltoltottek, de nem haszndltdk fel

A xenotranszplantdcié gitja az azonnali kilokddés, mely tobb mddszerrel kiilon

kiilon vagy azok kombindlasdval legyézhetd. Ennek moddja pl. olyan sertések
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elddllitdsa, melyek human complement aktivitast késleltetd faktort termelnek [186].
Ilyen sertésszervek pdvidnba iiltetve (2. tabldzat) 2-35 napig életképesek maradtak
[110]. A xenotranszplantacié alkalmazasat kérdésessé teheti, ha bebizonyosodik,
hogy a sertések kiilonb6z6 populédcidiban emberi-tropusi provirusok vannak. Két

emberi retrovirus osztalyrél ezt mar bebizonyitottak [183].

Kidolgozhatok olyan érzékeny moddszerek, amelyekkel az eddig ismert humdan
retrovirusok felismerhetdk, valamint a beiiltetendd sertés szovet vagy szerv reverz

transzkriptdz aktivitdsanak ellenérzése PCR-rel megtorténhet.

2. tdblazat. Transzgénikus sertés szerv xenotranszplataciés eredmények

g“taté/ Sertés szerv n Tilélés
1;@; gurry/ SZIv 3 4,11, 30 éra
Ifgfg;hUS/ sziv 4 <10 nap
Y‘éggewo“h/ sziv 3 2,13, 21 nap
]1-';[;/7 sziv 6 <29 nap
11\190;6“/ tiid§ ? <12 6ra
f;;;maﬂ/ tidd 4 <36ra
11);9g7e“/ tiid8 3 12 6ra (4tlag)
Zaidi/ <35 nap
1997 vese 7 atlag: 13 nap
]1)913r7n0nd/ vese 7 <15 nap
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ANYAG ES MODSZER

1. A VIZSGALATOK HELYSZINE ES IDEJE

A kisérleteket 1998 janudr és 1999 novembere kozott a Pannon Agrartudoményi
Egyetem Mosonmagyarévari Mezbégazdasdgtudomanyi Kara Allattenyésztési
Intézetének laboratériuméban, illetve 1999. 4prilis 19. és mdjus 14. kozott az
Amerikai Egyesiilt Allamokban az University of Missouri Columbia Department of
Animal Sciences-ben, B.N. Day laboratériumaban Lalantha Abeydeera segitségével

végeztem.

2. A LABORATORIUM MUSZEREZETTSEGE

2. 1. Széndioxid termosztat

A Forma Scientific cég 4ltal forgalmazott 120 1 belsé Urtartalmd inkubdtor. A
homérséklet bedllitdsa a sertés petesejtek kultivaldsahoz optimadlis: 38,5 °C-ra tortént.
Az inkubdlashoz 5% CO, tartalom sziikséges, a kivant homérsékleti és CO,
koncentracid értékek beallithatok, és a késziilék automata riasztéval rendelkezik,

mely hanghatéssal jelzi a beallitott értékektdl val6 esetleges eltérést.

2. 2. Mikroszkop

IMT2 inverz mikroszkép fluoreszcens és normdl megvilagitassal faziskontraszt és
Nomarski interferencia feltéttel. A mikroszkép 10x okularok mellett 4x, 10x, 20x,
40x planachromat objektiv lencsék tartoznak. A fényképezéshez egy digitalis kamera
csatlakozik a mikroszképhoz, mely egy DP10-es szines nyomtatéval van elldtva,

illetve a képek kozvetleniil a szamit6gép memoridjaban tarolhatok.
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3. A KISERLETEKHEZ ALKALMAZOTT TAPTALAJOK

3. 1. A maturaltatashoz alkalmazott taptalajok

A petesejtek in vitro érleléséhez haszndlt tiptalajok: NCSU 23 (alkotorészeibdl
osszedllitva), TCM 199 (Sigma M 5017), Waymouth (Gibco MB752/1 51400-018)
OsszetevOinek tdbldzatos Osszefoglaldsat a 2. tdbldzat tartalmazza. Mivel jelentOs
kiilonbség adddott a vizsgdlt taptalajok kozott az aminosav Osszetétel tekintetében,
ezért az NCSU 23 taptalaj 1% esszencidlis aminosav (Sigma M 7020), illetve a TCM
199 és NCSU 23 0,1 mg/ml cisztein (Sigma C 8152) kiegészitését tartottam
sziikségesnek. Minden vizsgalt taptalajnal a 10% folliculus folyadék kiegészités

hatasat is elemeztem.

3. 2. Az in vitro fertilizaciohoz alkalmazott taptalajok osszetétele

A Kkisérletek tobbségénél a mTBM (mddositott Tris Buffer Medium) kozeget
alkalmaztam, mely a kovetkez6 komponensekbdl allt: 113,1 mM NaCl (Sigma S
5886); 3 mM KCl (Sigma P 5405); 7,5 mM CaCl, x2H,0 (Sigma C 7902); 20 mM
Tris (Sigma T 1410), 11 mM gliikéz (Sigma G 6152), 5 mM natrium-piruvat (Sigma
P 2256), 0,1% BSA (Sigma A 8022) és 1mM koffein (Sigma C 0750).

TCM 199 kozeg 1 mM koffein (Sigma C 0750) és 7 mM kalcium-laktit  (Sigma L
4388) kiegészitéssel.

3. 3. Az embridtenyésztés kozege
A megtermékenyiilt zigétak tenyésztése a maturaltatdsnal ismertetett NCSU 23

tdpkozegben tortént, amely 0,4% BSA (Sigma A 8022) kiegészitést tartalmazott.
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2. tablazat. A maturaltatashoz hasznalt taptalajok kémiai 0sszetétele

TAPTALAJ ES OSSZETEVOK

VEGYOLET KONCENTRACIOJA (mM)

Moddositott Waymouth

médium NCsu23

TCM 199 médium
NaCl (Sigma S 5886) 111,36 102,65 108,73
KCl (Sigma P 5405) 5,37 2,01 4,78
CaCl, (Sigma C 7902) 1,80 0,81 1,70
KH,PO4 (Sigma P 5655) | _ 0,59 1,19
NaH,PO4 1,01 _ _
Na,HPO4 _ 2,11 _
MgSO4x7H,0 (S. M 7774) | 0,81 _ 1,19
MgCl, _ 1,18 _
NaHCO; 26,19 26,67 25,07
glukoz 8,61 27,75 5,55
Na-piruvat 0,91 _ _
Ca-laktat _ 1,71 _
cisztein 0,00083 0,83 _
glutation 0,00016 0,05 _
glutamin (Sigma G 9003) |0,68 2,40 1,00
taurin (Sigma T 7146) _ _ 7,00
hipotaurin (Sigma H 1384) | _ _ 5,00
Osszes Na* 144,47 133,54 133,80




4. A PETESEJTEK MATURALTATASA

4. 1. A petesejtek nyerése, maturacios koriillmények

A sertés petefészkek, melyek nagy fehér hissertés fajtacsoportba tartozé egyedektdl
szarmaztak, a helyi véagohidrél termoszban 25 °C-n szallitva Kkeriiltek a
laboratériumba 0,9% NaCl-ban, amely 75 pg/ml penicillin G (Sigma PEN-K) és 50
pg/ml  sztreptomicin szulfatot (Sigma S 6501) tartalmazott. A petefészkek
atvdlogatdsa és a sdrgatestet vagy cystat tartalmazok szelektdldsa utdn, csak a
vélhetden prepuberdlis allatokbdl szarmaz6 petefészkek keriiltek felhaszndlasra. A
petefészkek feliiletén levd szennyezések eltavolitdsa kétszer 200 ml antibiotikum
tartalmu friss fiziol6gids séoldatba helyezéssel, majd kétszeri TL-Hepes—polivinil
alkoholos mosdssal tortént. A petesejteket, tiiszofal-sejtdarabokat és a
tiiszofolyadékot a petefészkek 2-6 mm  atméréji  tiiszéinek 10 ml-es
milanyagfecskenddre csatlakoztatott 18 G jelli injekcids tlivel torténd leszivasdval
nyertem. A kinyert folyadékot hagytam leiilepedni egy 10 ml-es kdénuszos
kémcsOben: a szupernatanst ledntottem, ez tartalmazta a tiiszOfolyadékot (ennek
kezelését késobb targyalom). Az iiledéket TL-Hepes-polivinil alkoholban torténd
reszusz-pendélds utdn ismét hagytam leiilepedni. A folyamat kétszeri ismétlése, majd
az iiledék inverz mikroszkoép alatti dtvizsgdldsa kovetkezett. Kivdlogattam azokat a
petesejteket, amelyek compact cumulus réteggel voltak koriilvéve és a citoplazma
egyenletes denzitdsi volt, valamint kokultivdlashoz 600-700 wm hosszisagu
tiiszofal-sejtdarabokat, és haromszor atmostam hormon kiegészitést tartalmazod in
vitro maturicidés kozeggel. Azutan 30-40 petesejtet helyeztem 400ul maturicids
médiumba, melyhez 10 NE PMSG (Werfaser - WERFFT-CHEMIE GesmbH) és 10
NE HCG (Werfachor - WERFFT-CHEMIE GesmbH) kiegészités sziikséges.
Tiiszofal-sejtdarabokkal torténd kokultivalaskor a 30-40 petesejt mellé hat 6-700 wm
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hosszisagi szomatikus sejt preparitumot helyeztem. Harom 400 ul maturcids
médium cseppet helyeztem el egy 5 cm &tmérdjli milanyag Petri csészében
(Spectrum 3D), melyet dsvanyi olajjal (Sigma M 8410) lefedtem és elézetesen CO,

inkubdtorban equilibraltattam. 44 6rds maturéltatas kovetkezett.

4.2 A petesejtérés ellendrzése cumulus sejtek expanzidjanak becslése alapjan

Inverz mikroszkop alatti szubjektiv birdlat alapjan harom kategériat allitottam fel: 1
kategdria: nincs expanzid; 2 kategoria: csekély expanzid, csak a cumulus sejtek
legkiilsé egy-két rétege lazult fel; 3 kategdria: a cumulus sejtek expanzidja a corona

radiata sejtek kivételével.

4. 3. A tiiszofolyadék nyerése és tarolasa

A petesejt nyerésnél ismertetett moédon a 2-6 mm atmérdjii petefészek tiiszok
leszivasa. Az iilepités utdn a feliiliszo centrifugaldsa 1500 g, 30 perc, 4°C-n az
alakos elemek eltdvolitdsa érdekében. A feliilisz6 baktérium mentesitése 1,2 um

10 ml-s fecskenddre csatlakoztathatd szliron és -20°C-n tarolds felhasznalasig.

4. 4. A sejtosztodas fazisanak megéllapitasa

A petesejteket a sejtmagérés fazisdnak megallapitisdhoz a vizsgalat idOpontjdban a
cumulus sejtektdl valé mentesités érdekében 0,1% hyaluronidase (Sigma H 3757)
enzimmel kezeltem, ezutan targylemezen rogzités kovetkezett, majd fixalas ecetsav:
etanol 1:3 ardnyd keverékében 48-72 o6rdig egy lezarhaté 5x10 cm miianyag
dobozban szobahdémérsékleten. A kovetkezd fazis a targylemezen fixalt petesejtek

45%-o0s ecetsavban oldott 1%-o0s orceinnel (Sigma O 7505) torténd festése volt. Az
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inverz mikroszkép 200x és 400x nagyitisa mellett megvizsgdltam, hogy a
petesejtérés meddig haladt eldre. Osztdlyozas [73, 106] alapjan: GV (Germinalis

vesiculum) Met 1. (metafazis 1.) Met II. (metafazis IL.).
5. A PETESEJTEK IN VITRO FERTILIZACIOJA

5. 1. A mélyhttott kansperma elokészitése termékenyitéshez

A miszalmaban mélyhttott termékenyitd anyag visszaolvasztisa 37 °C vizfiirdoben
40 mdésodperc alatt tortént, majd haromszor 1900 g 4 perc centrifugdldssal Dulbecco
PBS-ben (Sigma D 5773) - amely 0,1% BSA kiegészités mellett 75 pg/ml penicillin
és 50 pug/ml gentamicin szulfatot (Sigma G 1264) tartalmazott (pH 7,2) - torténd
atmosds kovetkezett. A mosasi procedura végén a spermium pellet 100 pl in vitro

fertilizaciés médiumban keriilt Gjraszuszpendalasra.

5. 2. A kansperma életképességének vizsgalata

A kisérletekhez 15 magyar nagy fehér huissertés kan termékenyité anyagat tartalmazo

négyszaz 0,25 ml-es miiszalma volt felhasznalhat6, amelyet az Orszdgos Mesterséges

Termékenyité RT. Debreceni Allomédsa bocsitott az Intézet rendelkezésére. A

kansperma életképességének vizsgalatihoz a motilitdsi birdlatot elvégezve, a vizsgalt

mintdk mindegyikének motilitdsi ért€ke 35-40% volt. A  spermiumok

életképességének birdlahoz ezutdn a Kovécs-Foote [88] spermafestési eljaras keriilt

alkalmazdasra. Az eredmények a 9. dbrdn lathatok.

A festési eljaras:

1. A targylemezre tripinkék és higitott visszaolvasztott sperma csepp (azonos
térfogatu) készitése, 0sszekeverés, kenet készités, szaritas.

2. A targylemezek 2 percre rogzitd oldatba helyezése, ezutan csapvizzel 6blités.

3. A lemezek festése Giemsa-ban 16-24 6réig, ezutan szaritas, értékelés.
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Az él6/elhalt sejtek kimutatdsdra 0,25% tripankék (Sigma T 6164) szolgédl 0,81
NaCl-ben oldva. A rogzit6 oldat 86 ml 1n HCl és 14 ml 37% formaldehid elegyében
oldott 0,2% neutrdlvorés (Sigma N 2880). Az acrosoma festék 7,5% Giemsa

torzsoldat (Sigma GS 500) desztillalt vizben.
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9. dbra. Mélyhiitott/ visszaolvasztott spermiumok él6/elhalt festése
elhalt, sériilt: elhalt spermium, acrosoma sériilt/nincs

elhalt, ép:  elhalt spermium, ép acrosoma

élo, sériilt: €16 spermium,  acrosoma sériilt/nincs

élo, ép: €16 spermium, ép acrosoma
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Az eredmények alapjan a 8. sz kant vdlasztottam ki, és ezt a termékenyitd anyagot
haszndltam az in vitro fertilizacids kisérletek tilnyomo tobbségénél, kivételt képezett
a kiilonboz6 kanok fertilizaciés képességének Osszehasonlité vizsgdlatit célzo

kisérletek, valamint az USA-ban végzett vizsgélatok.

5. 3. Az in vitro fertilizacié koriilményei

A petesejt maturéltatds végeztével a cumulus sejtek eltdvolitisa érdekében 0,1%
hyaluronidase enzimkezelés alkalmazasa volt sziikséges. Ezutan haromszori atmosds
kovetkezett modositott mTBM oldattal, amely 1 mM koffeint és 0,1% BSA-t
tartalmazott. A mosast kovetden 30 denudélt petesejt egy 2 cm atmérdju Petri csésze
elore elkészitett dsvanyi olajjal fedett és CO, termosztitban equilibréltatott 50 ul
fertilizaciés médium tartalmd cseppjébe helyezése kovetkezett. Az in vitro
fertilizacios kozeg equilibraltatdsa feltétleniil fontos, mert a mTBM oldat 9,8-10 pH-
Ju, igy 18-24 6ras eldinkubalasa sziikséges CO, inkubatorban, hogy a megfelelé pH
(7,2-7,3) kialakuljon az oldat felhasznéldsa elott. A petesejteket tartalmazd Petri
csészéket tovabbi kb. 30 percre visszahelyeztem a CO, termosztitba, amig a
spermiumok fertilizaciora torténd eldkészitése tortént. A Dulbecco PBS mosdast
kovetden a spermium iiledéket jraoldottam in vitro fertilizaciés médiumban €s a
spermium koncentraciét ugy 4llitottam be Biirker kamrds spermiumsziam
meghatdrozas utdn, hogy figyelembe vettem, a végso fertilizaciés térfogat 100 pl.
Ezutdn automata pipettaval 50 pl higitott kanspermét helyeztem a 30 petesejtet
tartalmazé 50 pl fertilizacios kozeghez. A petesejtek és onddsejtek 5-6 6rds 38,5 °C-
n CO, inkubatorban torténd koinkubdldsa kovetkezett. A TCM 199 tdptalajban
torténd in vitro fertilizacidkor a végtérfogat 2ml volt, a spermium koncentraciét ugy

kellett beallitani, hogy a végs6 koncentracié megfeleld legyen.
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5. 4. Petevezet6 egyrétegii sejttenyészet készitése

A petefészek szallitdsndl és kezelésnél leirtaknak megfelelen, a szennyezddéseket
eltdvolitd mosasi eljardsokat kovetden, a petevezetok megtisztitdsa sziikséges a
hozzékapcsolddd szovetektdl csipesz és olld segitségével, majd a petevezetd egyik
végének csipesszel torténd lezdrasa, és tripszin EDTA (Sigma T3924) oldattal
torténd feltoltése kovetkezett. Ezt a petevezetd masik végének lezardsa utdn Petri
csészében 45 percig TCM 199 oldat alatti taroldsa kovette. Majd a petevezetd
kiemelése €s dtmosadsa 5 ml tripszin EDTA oldattal, a sejtek Osszegylijtése egy Petri
csészében, a sejtek disszocidldsanak gyorsitisara pipettdzdssal tortént. A tripszin
kozombositését fetdlis borjusavoval (Sigma F 4135) végeztem. Ezutdn a sejteket
Osszegytjtottem egy 10 ml-es centrifugacsében. 1500 g 30 perces centrifugélds utan
a pelletet 10% fetélis borjisavoval kiegészitett TCM 199-ben diszpergdltam. A
sejtszdm bedllitds (110 sejt/ml) utdn 2 cm atmérdjii Petri csészében tenyésztés
kovetkezett, 38,5 °C-on, CO, termosztitban, 2 ml Ossztérfogatban. A tenyésztd
kozeg cseréje két naponként volt sziikséges. A beoltds utdn 7-9 nap mulva alakult ki

az egyenletes oviduct monolayer, azaz egyrétegli sejttenyészet.

5.5 A zigbték ellendrzése

Ha a kisérlet célja nem embriétenyésztés volt, akkor is az in vitro fertilizacié kezdete
utdn hat oOrdval a petesejtek spermium mentes kozegbe helyezése megtortént.
Tizenkét oraval a termékenyités utin a petesejtek, illetve zigétak targylemezre
rogzitése és dllapotuk fixalasa kovetkezett 48-72 ordig, 1:3 ardnyu friss
ecetsav:etanolban, egy 5x10 cm lezdrhaté mlianyag dobozban, szobahdémérsékleten.
A zigétdk festése a petesejtekhez hasonléan 1% orceinnel tortént, mely 45%

ecetsavban volt oldva. A zigétak vizsgalatat inverz mikroszképpal 200x és 400x
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nagyitidson végeztem. A petesejtek akkor tekinthetdk penetrdlédottaknak, ha egy
vagy tobb fellazult spermium fej és/vagy him pronucleus volt liathaté a

citoplazmaban, a hozzatartoz6 spermium farokkal.

6. IN VITRO EMBRIOTENYESZTES

A sperma—petesejt koinkubadltatds utdn a zigdtdk haromszori dtmosdsa kovetkezett in
vitro embridtenyésztd médiummal, 30 zigéta keriilt 400 pl tenyésztd kozegbe, amely
0,4% BSA tartalmazott. A cseppeket 4 cm atmérdji Petri csészében eldzetesen
elkészitettem, 4svanyi olajjal valé lefedés utdn equilibréltatds kovetkezett CO,
termosztatban, 38,5°C-n. Az in vitro fertilizaci6 utdn 48-144 éra muiltan vizsgaltam
az oszt6dd morulédva, illetve blastocystava alakul6 zigdtdk ardanyat inverz mikroszkop
100 és 200x nagyitasandl. Esetenként a blastocystdk sejtszamanak meghatdrozasihoz

az elobbiekben ismertetett moédon orceines festést alkalmaztam.

7. STATISZTIKAI ERTEKELES

A Kkisérleteket 3 parhuzamos ismétlésben végeztem el. A kapott eredményeket
kezelésenként 4tlagoltam és szordsukat az Excel program segitségével kiszdmitottam.
A tovébbiakban x 4tlagtc formdban jelenitettem meg a tdblazatokban és a szoveges
értékelésben. A kapott eredmények egytényezds varianciaanalizisét (F préba P<0,05
valoszinliségi  szinten) a Statistica program ANOVA/NANOVA részének
segitségével végeztem el. Amennyiben a megfeleld eltérésnégyzetek Osszegekbdl
szamitott szordsnégyzetek nagyobbak az F kritikus értéknél (P<0,05) a kezelések
kozott szignifikans kiilonbség van, ellenkez esetben megegyeznek egymadssal. A

kisérleti eredmények értékelésénél felsd index értékekkel jeloltem a szignifikdnsan
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eltérd értékeket. (A Statistica programban szerkesztett diagramokon a szOrds

abrazolésa is megvaldsithatd.)
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EREDMENYEK

1. A meiézis djraindulasa kiillonb6z6 in vitro maturacios kozegekben

Célunk egy megfelden miikddd in vitro maturicids fertilizaciés embrié
tenyésztési rendszer kialakitdsa volt. Ennek érdekében elso kisérletsorozatunkban
arra kerestiink valaszt, hogy az irodalombdl ismert kiilonb6zo tapkozegek koziil
melyik milyen eredményességgel alkalmazhat6 a petesejtek megfelel0 in vitro
maturdltatdsara. A kisérleteket harom in vitro érlelésre alkalmazott taptalaj
Osszehasonlitdsaval végeztiikk. NCSU 23 [1, 3, 150]; TCM 199 [4, 29, 215];
Waymouth [3, 29, 215] tdpkozeg mindegyik tdptalajhoz az anyag és médszer
fejezetben ismertetett modon elkészitett 10% folliculus folyadék kiegészitést
alkalmaztunk. Mivel a Waymouth és TCM 199 taptalaj aminosavakat tartalmaz az
NCSU 23 taptalajt kiegészitettiik 1% esszencidlis aminosavval. Figyelembe vettiik,
hogy a kozeg cystein tartalma nagyon fontos a glutation kialakuldsa szempontjabdl
[58, 216] és ezért a TCM 199 és NCSU 23 t4ptalajokat 0,1 mg/ml koncentraciéju
ciszteinnel egészitettiik ki, amely koncentracié a Waymouth téptalajt jellemzi.

Az érlelés utdn a cumulus expanzié mértéke szerint harom kategoriat allitottunk
fel, és megéllapitottuk a petesejtek meidzisos osztddasi dllapotat. A kisérleteket
harom ismétlésben végeztiik el. Ha 10% folliculus folyadék (FF) kiegészitést nem
alkalmaztunk a cumulus expanzi6 teljes volt a TCM 199 és Waymouth téptalaj
haszndlatakor, azaz a corona radiata sejtek kivételével valamennyi cumulus réteg
expandalddott (3. kategdria), és nagyon csekély mértékii az NCSU 23 taptalaj
alkalmazdasakor. Ez utébbi taptalajban érlelve a petesejteket koriilvevoé cumulus
sejteknek csak a legkiilso rétege lazult fel (1. kategoria). Ez jelezte, hogy a cumulus

sejtek megfeleld fejlddéséhez jobban megfelel a Waymouth és TCM 199 téptala;.
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Folliculus folyadék kiegészités alkalmazdsakor mindhdrom taptalaj esetében teljes
volt a cumulus sejtek expanzidja.

A sejtmagérés (GV=germinalis vesiculum, Met I=metafazis I, Met II metafazis
IT) kovetésére a petesejtek maturdltatds utani fixalasat kovetd aceto-orceines festést
alkalmaztuk. A kapott eredményeket a kdvetkezd tdblazatban foglaltuk 6ssze, ahol n

a vizsgalt petesejtek szdmat jeloli.

4. tablazat. A petesejtek magérése a kiilonb6z6 maturacios tapkozegekben

Maturacios Petesejtek érési allapota (%)

kézeg " GV Met | Met 11
NCSU23 + FF 105 1,90 6,60 91,42
NCSU23 102 28,40 19,60 51,96
TCM 199+ FF 110 2,70 9,09 88,18
TCM 199 102 13,72 26,47 59,80
Waymouth + FF 104 4,80 5,76 89,76
Waymouth 107 19,62 23,36 57,00

A 4. tablazat adatait értékelve megdllapithatjuk, hogy a folliculus folyadék
kiegészités nagymértékben hozzajarul a megfelel6 magérés eléréséhez. Mindhdarom
alkalmazott tdptalaj esetében a metafazis II. dllapot elérésében szignifikans
kiilonbség volt P<0.05 szinten. Ebben valdszinli kozrejatszik, hogy a tiisz6folyadék
hozzdaddsa pozitivan hat a cumulus sejtek proliferacidjara €s tudjuk, hogy a petesejt
és somatikus sejtek Osszehangolt miikodése eredményezi az oocyta fejlodését, és

éretté valasat az ovulaciora.
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A 10. és 11. abra jol szemlélteti a kiilonbozd tdpkozegekben vald oocyta sejtmag

fejlodés kiilonbségeit.

%
100 ENCSU 23

BETCM
OWaymount

GV METI METII sejtmagérés fazisai

10. dbra. Petesejtek fejlodése 10% FF kiegészités mellett Kkiilonb6zo

maturacios kozegekben

ONCSU 23
B TCM
O Waymount

0 sejtmageérés fazisai
GV METI METII

11. abra. Petesejtek fejlodése kiilonb6zé maturacios kozegekben
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A kiilonbdz6 maturiciés kozegekben (FF nélkiil) kozel azonos ardnyban érték
el a fejlédo petesejtek az ovuldcidra alkalmas Met II fejlettségi szintet (51,9; 59,8; 57
%). Jelentds kiilonbség csak az NCSU tdpfolyadékban tiiszéfolyadék kiegészités
nélkiil tenyésztve 4llt fenn, mert ekkor a petesejtek egy tekintélyes mennyisége (a
vizsgdlt petesejtek 28,4%) nem indult fejlddésnek, és minddssze fele valt érett
oocytdvd. A kapott eredmények harmonizdlnak Yoshida és mts. [215]
eredményeivel, akik két tdptalaj (Waymouth és TCM 199) tiisz6folyadék

kiegészitésének hatdsit vizsgaltak.

1. fénykép. Germinalis vesiculum allapoti petesejt

Nagyitds: 200x
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A germinalis vesiculum éllapotu petesejtnél a sejtosztddds folyamata nem indult jra,
a petesejt a meidzis profazisdban maradt. J6l ldathatdé a citoplazmdban a

sejtmagmembran €s az Hsszetomorodott cromatin dllomdny.

2. fénykép Metafazis II allapota petesejt

Nagyitas: 200x
Az equatorialis sikba rendezddott metafdzisos kromoszémak mellett kozvetleniil j61

kivehet6 az 1. sarkitest, mely az érett metafdzis Il.dllapotd (secunder) oocyta

jellemzgje.
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2. Mélyhiitott/visszaolvasztott kansperma életképességének vizsgalata

Az in vitro fertilizacibhoz mélyhtitott sperma alkalmazéasa mellett dontottiink, mert a

mélyhiités megvaltoztatja a sperma membran szerkezetét, mégis jol alkalmazhat6 in

vitro termékenyitésre, mint ezt tobbek kozott Abeydeera [1] kisérletei igazoltdk.

Kisérleteinkben 15 kan termékenyité anyagit tartalmazé négyszdz 0,25 ml-es

miiszalma volt felhaszndlhatd, amelyet az Orszagos Mesterséges Termékenyitd RT.

Debreceni Allomdsa bocsitott a rendelkezésiinkre. A spermiumok életképességének

birdlatit a Kovacs-Foote [109] spermafestési eljardssal végeztiikk el. A vizsgdlati

eredményeket a /2. dbra szemlélteti.

100% 171l (1l [F
90%
80% 1
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%+

1 2 3

12. dbra. Mélyhiitott/ visszaolvasztott spermiumok élé/elhalt festése

4 5

6

7

elhalt, sériilt: elhalt spermium, acrosoma sériilt/nincs

elhalt, ép:
€10, sériilt: €16 spermium,

élo, ép: €16 spermium,

elhalt spermium,

ép acrosoma

acrosoma sériilt/nincs

ép acrosoma

8

9

10

11

12

13

14

15

O elhalt,séralt
Oelhalt,ép

W 86, sérlt
D él6,ép

Az eredmények alapjan a 8. sz kant vdlasztottuk ki, és ezt a termékenyitd anyagot

hasznaltuk az in vitro fertiliz4cids kisérletek tilnyomo tobbségénél, kivételt képezett
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a kiilonbozd kanok fertilizacids képességének Osszehasonlité vizsgdlatat célzo

kisérleteink, valamint az USA-ban végzett vizsgalatok.

3. Kiilonb6z6 spermiumkoncentraciok alkalmazasanak hatasa a fertilizaciora

A sertés in vitro fertilizaci6 egyik legnagyobb problémdja a [32] polispermia
kialakulasa. Feltételezhetoen az in vitro termékenyitésre alkalmazott spermium
koncentraci6 is befolydsolja a fertilizdcids paraméterek alakuldsiat. Maturdcids
kozegnek 10% folliculus folyadék kiegészitést tartalmazé NCSU 23 tapkozeget
vdalasztva kiillonbozd spermium koncentracidk osszehasonlitd vizsgalatat végeztiik el:
1x106, 5x105, 2,5x105, koncentraciéji spermiumok in vitro fertilizaciés kozegbe
juttatdsaval. Az egyenként 50 ul mTBM kozegbe elhelyezett 30 hialuronidaz kezelt
érett petesejthez 50 ul kiillonbozd koncentracidju spermiumot adtunk, és vizsgaltuk a
kiilonboz6 spermiumkoncentraciok petesejtek fertilizdcids értékeire kifejtett hatdsat.
A penetraci6 (PEN) megéllapitdsa mellett megvizsgéltuk, hogy azokba a
petesejtekbe, amelyekbe spermium bejutott, milyen ardnyban fordul el6, hogy egynél
tobb spermium keriilt be, és ennek meghatarozasaval adatokat kaptunk a polispermia
(POL) aridnyara vonatkozéan, a him pronucleus kialakuldsdnak ardnyat (MPN) és
meghatdroztuk a petesejtekbe jutott dtlagos spermium szdmot (spermium/oocyta
=S/0). Az eredményeket az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze. Lathatd, hogy valéban a
polispermia ardnydnak csokkenéséhez vezet a kisebb spermium koncentracié
alkalmazasa (81,79; 58,18; 52,94%), de a kis spermium koncentracié haszndlata
egylitt jar a penetracié ardnydnak csokkenésével is, tehat a vizsgalt petesejtek egy
jelentds részébe (46.,9%) nem jut be spermium 2,5x 10° spermium koncentracio
alkalmazdsakor. A penetrdldédott petesejtekben a him pronucleusok kialakuldsanak
ardnydban nincs szignifikans kiilonbség P<0,05 szinten egyik spermakoncentracionél

sem (57,51; 63,63 53,24%), de az 5x10° koncentracié alkalmazdsa abszoldt értékben
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tobb zigbtit eredményezett. Feltlinden nagy kiillonbség tapasztalhat6 a petesejtekbe
juté atlagos spermium szdmot vizsgalva. Lathatjuk, hogy 1x10° spermakoncentraciét
alkalmazva ez az érték nagyon magas, kozel nyolc spermium jutott minden
petesejtbe, tehdt a polispermia igen nagy mértékii. A masik két alkalmazott sperma
koncentracionadl ez az érték lényegesen alacsonyabb 1,89 ill. 1,35. A vizsgdlt
fertilizaciés eredmények alapjan a tovdbbi kisérletekben az 5x10° koncentrici6

alkalmazasat lattuk megfelelonek.

5. tablazat. A fertilizaciés paraméterek aranyanak valtozasa Kkiilonbozo

spermium koncentraciéknal

Sp/ml n PEN % POL% HPN % S/0
1x10° | 94 | 90,03+3,3" 81,79+5,58" | 57,5146,54* | 7,7+0,37°
5x10° | 89 | 80,904,220 | 58,18+4,15° | 63,8743,27%° | 1,89+0,13"
2,5x10° | 90 | 53,10+4,90° 49,8612,56° 53,25+4,42* | 1,2240,11°

Sp/ml: alkalmazott spermium koncentracié

n: vizsgalt petesejtek szdma

PEN%: penetralodott petesejtek aranya

POL%: azon penetrdlédott petesejtek ardnya, melyekbe egynél tobb spermium jutott be

HPN%: azon penetralédott petesejtek ardnya, melyekben him pronucleus taldlhaté

S/0 étlagos spermiumszam/ petesejt

Minden oszlopban a kiilonb6zd felsé index értékek szignifikdnsan kiilonbozd értékeket jeldlnek (P<

0,05)

A kapott eredmények Osszevethetdek Abeydeera [1] kisérleteivel, bar abban a

kisérletsorozatban a legkisebb alkalmazott spermiumkoncentricié nem 2,5X105,
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hanem 1x10° volt. Az amerikai kutat6k kisérleteiben a him pronucleusok
kialakuldsdnak ardnya Ilényegesen magasabb volt, és a petesejtekbe jutd

spermiumszam atlaga lényegesen alacsonyabb.

4. Kiilonbo6z6 tapkozegekben torténé maturaltatas hatasa a fertilizaciora

A kovetkezd kisérletekben arra kerestiink valaszt, hogy a kiilonb6z6 tapkozegben
val6 maturdltatdis milyen mértékben befolydsolja az in vitro fertilizicié
eredményességét. Az elsO kisérletsorozatban kapott eredmények alapjan, ahol a
kiilonbozé maturdciés kozegek 10% folliculus folyadék kiegészitése jo
eredményeket hozott a petesejt magérés tekintetében, tovabbiakban is alkalmaztunk
tiiszofolyadék kiegészitést és azt vizsgéltuk, hogy a petesejtek citoplazmatikus érése
mindegyik alkalmazott taptalajndl egyardnt megfelelonek tekinthetd-e. Ennek
érdekében az elsd kisérletsorozatban emlitett médon az NCSU 23 taptalaj 1%
aminosav és 0,1 mg/ml cystein, mig a TCMI1 99 tiptalaj 0,Img/ml cystein
kiegészitést kapott, igy egyenlové valt mindharom alkalmazott tdptalaj cystein
tartalma. Maturéltatds utdn az érlelt petesejtek (a TCM 199 kozegbdl 91, NCSU 23-
bol 94, a Waymouth kozegbdl 95 petesejt) in vitro termékenyitését végeztiik el,
melyhez ugyanazon kantél szarmaz6 mélyhtitott visszaolvasztott spermét hasznéltuk.
A termékenyitd anyagot 5x10° végsd koncentracidéban juttatunk az mTBM

fertilizacids kozegbe.
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NCSU23
TCM
PEN% POL% MPN% WAYMOUNT

13. abra. Kiilonbozo taptalajokban torténé maturaltatas hatasa a fertilizacios

paraméterek alakuldsara

A termékenyitési paraméterek koziil a penetraciéra (PEN%), polispermidra (POL%)
€s him pronucleus (MPN%) kialakuldsdra vonatkoz6 adatokat a Statistica
programban szerkesztett diagramokon a standard hiba dbrdzolédsa is megvaldsithat6
volt. A kapott eredmények varianciaanalizisét elvégezve azt tapasztaltuk, hogy a
penetracid, valamint a polispermia viszonylatdban P<0,05 szinten nincs szignifikans
kiilonbség a maturéltatdsra haszndlt tdptalajok kozott, azaz a citoplazmatikus érés
feltételei egyarant adottak mindharom vizsgélt taptalajndl. A him pronucleus
kialakuldsdnak valészinlisége P<0,05 szinten szignifikdnsan kisebb Waymouth
taptalajban érlelésnél (56,2%) a kisérletben kapott eredmények alapjén, mint az

NCSU23 (68,7%) és TCM 199 (66,6%) tiptalajokndl. A jelenség magyardzata
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valdszinll az, hogy bér a kiindulasi cystein koncentracié mindhdrom tiptalajnél
azonos volt, valamilyen okndl fogva a him pronucleus kialakuldsahoz fontos GSH
tartalom (melynek mennyiségét jelen kisérletben nem hatdroztuk meg) kisebb volt a

Waymouth tdptalajban, mint az NCSU23 ill. TCM 199 kozegekben.

3. fénykép. Erett secunder oocytak

Nagyitds:100x

A képen lathat6, hogy hyaluroniddz enzimkezelés utdn petesejtek zona pelluciddjin
csak néhany cumulus sejt taldlhat6. Az érett (metafdzis II. dllapoti) petesejtek
citoplazmdja egyenletes denzitdsu, a perivitellindris térben mindegyik oocytandl jol

lathaté a sarkitest.

84



4. fénykép. Termékenyiilt zigota

Nagyitds: 100x

A fertilizéci6 utén a zona pellucida kiils6 felszinén lathat6é szdmos spermium, amely
nem tudott dtjutni a zondn. A fertilizicié eredményességét jelzi, a perivitellindlis
térben lathaté harom sarkitest. A  fertilizciés paraméterek pontosabb

meghatarozasdhoz azonban nem elég csak sarkitesteket jelenlétérol meggydzodniink,

hanem tisztaban kell lenniink azzal is, hogy fellépett-e polispermia, 1étrejottek-e a
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him és noi pronucleusok. Ennek meghatdrozasdhoz sziikséges a fertilizdcié utdni

zigbtak orceines festése.

5. fénykép. Termékenyiilt, festett zigota

Nagyités:300x

A citoplazmdban a ndi pronucleus mellett az alakulé him pronucleus latszik a

hozzatartozé spermium farokkal
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5. In vitro fertilizacié kiillonb6z6 kanok spermajaval

Az in vitro fertilizdciés rendszerek egyik jelentds felhaszndlasi teriilete lehet a
kozeljovoben, hogy a kiilonbozé termékenyitdé anyagok in vitro tesztelésére
szolgédlhatnak. Kisérleteket terveziink annak megallapitasdra, hogy az in vitro
fertilizacidés eredmények milyen Osszefliggésben vannak az in vivo fertilizacios
képességgel. A spermafestési eljardsokkal kombindltan alkalmazva felvalthatjdk a
ma még 4ltaldnosan alkalmazott motilitdsi birdlatot, bar megvaldsitasuk sokkal
bonyolultabb anndl. Az éretlen petesejtek sperma termékenyitOképességének
tesztelésére E. Martinez [117] eredményeit ismerjilk. A spermafestési értékelések
alapjan kivalasztottunk hdrom kant, amely varhatéan j6 fertilitasi ért€kekkel
rendelkezik (1.-8. sz., 2.-1.sz, 3.-15. sz. kan). A maturaltatast 10% folliculus
folyadék kiegészités mellett NCSU 23 kozegben végeztiikk. A hormon-kiegészitést
kovetd 44 6ra mulva a fertilizaciét a mar ismertetett médon végeztiik el a harom
kiilonbozé kan spermdjat egyardnt 5x10° végsé koncentriciéban jutattuk a

fertilizaciés médiumba. A kapott eredményeket a 6. tdbldzatban foglaltuk 6ssze:

6. tablazat A fertilizaciés paraméterek alakulasa kiilonb6zo kanok spermajaval

végzett IVF utan

Kan n PEN % POL% HPN % S/0
1 97 80,4143,87° 61,38+2,43% 63,85+4,03* [2,0140,16°
2 92 51,96+2,66° 60,22+3,24% 70,44+4.97* [2,5240,37°
3 93 76,16+4,83% 80,19+4,85° 49,36+6,05° |7,7340,49°

Minden oszlopban a kiilonb6zé felsé index értékek szignifikdnsan kiilonbozd értékeket jelolnek

(P<0,05)

87



Az adatokat értékelve megéllapithatjuk, hogy az éltalunk kivalasztott és a kisérletek
tilnyomé tobbségénél alkalmazott 1. kan spermdja, a nagy penetrdld képesség
mellett (80,41%) aranylag nagy a him pronucleus kialakuldsanak ardnya (63,85%) és
a sejtenkénti spermiumszam nem magas, atlag 2 spermium petesejtenként. A 2. kan
penetrdld képessége szignifikansan kisebb (51,96%) a bejutd kevesebb spermiumbdl
azonban az el0bbihez kozeli ardnyban alakultak ki a him pronucleusok (70,44%). Az
eldmag kialakuldsa az els6 kan esetében abszolit értékben magasabb, mint a
madsodikndl. A harmadik kan penetrdlé képessége kozel azonos az elsével (76,16%),
viszont szignifikdnsan tobb petesejt polispermikus (80,19%), mint az elsé és masodik
kan spermdjaval termékenyitve, és a petesejtenkénti spermiumszdm is sokkal
magasabb (7,73). A kisérletbdl latszik, hogy ebben a rendszerben vizsgalva lényeges
kiilonbség adddik a kiilonbozd spermiumok kozott, de annak igazoldsdhoz, hogy ez
milyen mértékben fligg Ossze az in vivo termékenyitOképességgel tovabbi

vizsgélatok sziikségesek

6. Kiilonb6z6 in vitro fertilizacios kozegek osszehasonlitasa

A sertés in vitro fertilizacioval foglakozé laboratériumokban a kiilonb6zd érleld
médiumok alkalmazdsa mellett mas és mas fertiliziciés kozeget haszndlnak a
termékenyitésekhez is. A kovetkezd kisérletekben arra kerestiink vélaszt, hogy
befolyédsolja-e a kiilonb6z0 in vitro fertilizacios kozegben torténd termékenyités a
fertilizaciés eredmények alakuldsat. Mindezek vizsgdlatdhoz két kiilonb6zo
kozegben (mMTBM és TCM 199) végeztiik el a mdédositott NCSU 23 taptalajon
torténd maturdltatds utdni termékenyitést. A kisérlet sordn kapott eredményeket a 7.

tdbldzatban kozoljik.
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7. tablazat. A fertilizaciés paraméterek alakulasa két kiillonbozé IVF kozegben

IVF n PEN % POL % HPN % S/0
kozegek

mTBM 90 81,2043,69 56,2813,24 69,9813,94 | 2,0410,14

TCM199 | 90 84,43%3,15 76,19+£3,91 70,91£3,12 | 2,47%0,27

A két kiilonbozé IVF kozegben torténd termékenyités eredményeit Osszevetve
lathatjuk: annak ellenére, hogy a két kozeg kémiai 6sszetétele 1ényegesen kiilonbozik
és jelentds a térfogat kiillonbség is a két modszer alkalmazasakor (mTBM esetében
30 érett petesejtet dsszesen 100 pl oldatban tenyésztiink, mig TCM 199-nél 2 ml
oldatban van ugyancsak 30 petesejt), szignifikdns kiillonbség (P<0,05) csak a
polispermia értékében adddott (56,28% az mTBM, mig 76,19% a TCM 199
fertilizaciés kozegben). Mindkét fertilizdcidés kozegben a 8 sz. kan mélyhiitott
spermdjdt hasznaltuk, a végsé koncentricié 5x10° spermium/ml volt. A kisérleti
eredményekbdl kovetkezéen mindkét termékenyitd kozeg jol alkalmazhat6 in vitro

fertilizaciora.

7. In vitro fertilizacio alatti kokultivalas

Spanyolorszdgban az University of Murcia Department of Animal Biotechnology
fakultdsan eltoltott tanulmanyutam sordn sikeriilt egy petevezetd kokultivicids
modszert elsajatitanom. Az ott végzett kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy a
polispermia csokkentheté az oviductus sejtekkel torténd egyiitt tenyésztéssel. Ennek
magyardzata, hogy a petevezetoben levl proteoglikdnok vetélkednek a petesejt

feliiletén levd spermiumkotd helyekért, €s ez tovdbb csokkenti a behatolni képes
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spermiumok szdmdt, és igy kozelithetnek a Hunter [85] 4ltal idedlisnak tartott
ardnyhoz. Mindezek igazolasdra a kovetkezd kisérletekben megvaldsitottuk a
petevezetd egysejt-rétegen (oviductus monolayeren) valé termékenyités, vele
parhuzamosan kontrollként kokultivacié nélkiili fertilizaciot hajtottunk végre TCM

199 termékenyitd kozegben. A kisérletek eredményeit a 8. tabldzat mutatja.

8. tablazat. A fertilizacios paraméterek alakulasa kokultivalassal/kokultivalas

nélkiil

n PEN % POL % HPN % S/O0

POEC+ 98 90,91%2,04 51,84£3,80 76,785, 74 | 1,63£0.15

POEC- 96 79,22%3,63 63,553,07 75,01+2,32  |2,29+0,26

POEC+: oviductus sejtekkel torténd cocultivalds

A kisérlet eredményeit értékelve megéllapithatjuk, hogy cocultivalt oviductus
sejteket tartalmazé kozegben végrehajtott fertilizdcidkor a spermiumok penetricids
képessége nott (90,91% ill. 79,21) a polispermia szignifikdnsan csokkent P<0,05
szinten (51,84% ill. 63,55%). A cocultivilds nem befolyasolta a him pronucleusok
kialakuldsanak aranyat (76,78% ill. 75,01%), jelentésen csokkent az egy petesejtbe
jutott spermiumok ardnya (1,63 ill. 2,29). Az oviductus sejtekkel val6 cocultivilas
eldnyos a fertilizacié sikeressége szempontjabol, de elég bonyolult eljards, nehéz a
petevezetd monolayer létrehozédsa, fenntartisa, valamint annak biztositdsa, hogy
megfeleld kord egyrétegli sejttenyészet dlljon rendelkezésiinkre a fertilizaci6

idépontjdban.
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8. Kiilonb6z6 novekedési faktorokkal torténé maturaltatas hatasa az

embriok fejlodésére

A Missouri-Columbia Egyetemen B.N. Day laboratériumédban eltoltott
tanulmanyutamon gy6zddtem meg eldszor , hogy a szarvasmarha in vitro
fertilizacios rendszerekben fellelhetd tendenciahoz hasonldéan [43], a sertésnél is
lehetdség lehet a maturacié sordn, az addigi gyakorlatban a legtobb laboratériumban
(igy a mi kisérleteinkben is) alkalmazott, kokultivacié kikiiszobolésére. Tudvalevo,
hogy ezeket a kisérleteket megel6zden a maturiciés rendszerekben vagy tiiszo fal-
sejtekkel vald egyiitt tenyésztést alkalmaztak [2, 120], vagy folliculus folyadék
kiegészitést [1, 55, 140, 216]. A Columbia Egyetemen maturaltatisra TCM 199
taptalajt hasznéltak. Tudva azt, hogy a kiilonb6z6 novekedési faktoroknak milyen
nagy szerepe van a petesejtek érésében [4, 23, 36, 105, 126] kiilonb6z6
koncentraciéji EGF kiegészitést alkalmaztak, €s nagyon jO embridtenyésztési
eredményeket kaptak . Bekapcsolddva a laboratériumban folyé munkdkba kiilonb6z0
koncentraci6ji EGF kiegészitést alkalmaztam a maturidciés kozegbe, és ennek
hatdsat vizsgaltam a sertés zigétdk fejlodésére. Az in vitro fertilizici6 mTBM
kozegben tortént granuldlt és visszaolvasztott 2x10°/ml koncentrcidji kansperma
felhaszndlasdval. A petesejtek 6 6rdt voltak coincubdlva a spermiumokkal, majd hat
napos tenyésztés kovetkezett 400 pl NCSU 23 médiumban 0,4% BSA kiegészités
mellett. Az eredményeket a [4. dbrdn jelenitettem meg, melyet a Statistica

programban szerkesztettem meg.
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14. dbra Maturaltatas alatti killonb6zé6 EGF koncentraciok hatasa az embriok in

vitro fejlodésére

Az y tengelyen a fertilizalt zigtdk %-ban dbrdzoltuk a 6 napos tenyésztés végére morula, illetve

blastocysta (blasto) dllapotot elért embridk ardnyat.

A kontroll esetében n=93, 10ng/ml-nél n=89, 20ng/ml-nél n=92 és 30ng/ml esetében
n=91 volt a felhaszndlt fertilizalt zigétak szdma Osszesen. A kisérlet adatait értékelve
megallapithatd, hogy az alkalmazott EGF koncentricidk eldsegitették az embridk in
vitro fejlédését. A kontrollhoz (35,48) viszonyitva, mind a moruldk kialakuldsanak
ardnya (56,66; 58,06; 45,35), mind a blastocystdk ardnya (16,66; 19,35; 13,33)
magasabb volt. Ez utébbi esetben a kontroll értéke 3,03 volt, amely P<0,05 szinten

szignifikdns kiilonbséget jelent. Az eredmények Osszevetheték a B.N. Day
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laboratériumban dolgoz6é L. Abeydeera [4] kisérleti adataival, azonban abban az
esetben a blastocystak ardnya Iényegesen magasabb volt kozel 40%.

Olvasva az EGF novekedési faktorral végzett kisérleti eredményeikrdl [4], a
tulajdonképpeni oka, hogy felkerestem B. N. Day laboratériumat az volt, hogy
szerettem volna, és tovdbbra is egyik fontos kutatdsi célom, behatébban
tanulmanyozni az NGF novekedési faktor in vitro maturdciora fertilizicidra és
embridfejlodésre gyakorolt hatdsat. Ezen az tton az inditott el, hogy a milan6i ICAR
konferencidn hallottam Mattioli feltételezését, hogy az NGF szerepelhet secunder
messengerként az LH hulldmot kdvetd petesejt meiotikus osztddds Ujrainditdsaban.
Akkor vetddott fel bennem a gondolat, hogy legegyszeriibben tigy lehetne a feltevést
igazolni, ha kozvetlenil a maturdciés kozegbe kiillonbozé koncentraciéji NGF
alkalmazasdval vizsgédlndnk ennek hatdsat a petesejt érlelésre €s a zigdta tovdbbi
fejlodésére. A kisérleteket az amerikai laboratériumban megkezdtem, és mivel nem
allnak rendelkezésre megfeleld adatok arra vonatkozéan, hogy milyen koncentracio
lehet hatdsos, el6szor a kontroll mellett az 1, 5, 10 ng/ml koncentracié alkalmazdsa
mellett dontdttem. Az eredmények a 15. dbrdn lathatok. A kontrollndl n=96, 1
ng/ml-nél n=89, 5 ng/ml-nél n=95 és 10 ng/ml esetében n=96 volt a felhasznalt

fertilizalt zigétdk szdma Osszesen.
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15. dbra. A maturaltatas alatti kiilonb6z6é NGF koncentraciok hatasa az embriok
in vitro fejlodésére
Az y tengelyen az Osszes termékenyiilt zigéta %-ban dbrazoltuk a fejlédott moruldk ill. blastocystdk

(blasto) ardnyait.

A 15. dbra adatait értékelve ugy tlinik, hogy a kontrolllal 8sszehasonlitva mind a
fejlddé moruldk szdmaban (kontroll:37,32; 1 ng/ml:47,23; 5 ng/ml:41,15; 10ng/ml:
31,06%), mind a blastocystak aranyaban (kontroll: 2,94; 1 ng/ml: 13,33; 5 ng/ml:
9,67; 10 ng/ml: 4,06) az alkalmazott NGF koncentricidk eldmozditottdk a petesejt
érését, és ennek kovetkeztében az embridfejlodés hatékonysagat. A kiillonbségek
azonban nem szignifikdnsak. Sajnos a kiilf6ldon toltott id6 csak az eredetileg

véalasztott koncenracidval végzett kisérletek haromszori ismétlését tette lehetové.
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Mivel a ndvekedési faktorok, és kiilondsen az NGF, rendkiviil dragak a kisérletek
folytataséra csak a jovO évben nyilik lehetdségem, amikor egy, a csoportunk altal
elnyert, 4 éves OTKA pélydzat anyagi keretei lehetdvé teszik a vegyszer

megvasarlasat.

6. fénykép Orceinnel festett két compact morula

Nagyitds: 100x

A Kkicsit tilfestett preparaitumon nehezen ismerhetok fel a blastomerek konturjai,

megnehezitve ezzel a sejtek szamolasit.
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7. ténykép. Hatching elott 1évé, orceinnel festett, blastocysta

Nagyitas: 100x

A compact morula és blastocysta dllapot morfoldgiai kiillonbségei jol lathatok a két
fénykép Osszevetésével. A sejtek konttirjai élesek, a prepardtum nem festddott tul. A
sejtek pontos szdmdnak meghatarozdsdhoz természetesen kiilonbozd mélységekben

levd sejtek Osszeszamoldsa sziikséges.
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9. A maturacié alatti cocultivalas FSP-vel osszehasonlitva az EGF kiegészitéssel
A kisérleteket olyan irdnyban folytattuk tovdbb, hogy megvizsgéltuk, az EGF

kiegészités valdban helyettesitheti-e a tiiszdsejt darabokkal (FSP= Follicular Shell

Pieces) végzett kokultivaciot. A kisérlet eredményeit a kovetkezokben mutatom be.

90

percentage

PEN% POL% MPN%

16. dbra. A maturacié alatti kokultivalas és az EGF Kkiegészités hatasa a

fertilizacios paraméterek alakulasara

Ebben a kisérletben a maturiciés kozeg TCM 199 volt, melyet vagy 6 folliculus
somatikus sejtdarabbal (FSP) vagy 10 ng/ml EGF-fel egészitettiink ki. A petesejtek
sejtmagérésének ellendrzésére a kiinduldsi petesejtek 20%-at hasznaltuk fel.
Megillapitottuk, hogy a két eltérd kezelés nem okozott szignifikans kiilonbséget a
sejtmagérésben, mivel a kokultivdlds 90% ban eredményezett Met II. allapoti
oocytdkat, mig az EGF kiegészités 87%-ban. A maturdltatds utdn (somaticus
sejtekkel egyiitt tenyésztve n=92, tiiszésejtek nélkiil n=89) a fertilizdciét mTBM

kozegben valositottuk meg. A fertilizaciés paraméterek meghatarozdsa orceines
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festés utdn tortént. Az eredményeket értékelve megdllapithatjuk, hogy a somatikus
sejtekkel torténd kiegészités hatdsara a penetrdlodott petesejtek ardnya 78%, mig
EGF kiegészitéssel 65,5%; mig a polispermia 45,26% illetve EGF kiegészitéssel
62,1% volt, az eredmények P<0,05 szinten szignifikdns eltérést mutatnak. A him
pronucleusok ardnyaban a somatikus sejtekkel torténd egyiitt tenyésztés 73,3%, mig

EGF kiegészités mellett 60,35%, mely kiilonbség nem szignifikans.
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KOVETKEZTETESEK

A petesejtek NCSU 23, TCM 199 és Waymouth maturdcids kozegekben torténo
érlelésekor a folliculus folyadék kiegészités nagymértékben hozzdjarult a
megfeleld6 magéréshez. Ennek magyarazata, hogy a tiisz6folyadék hozzdadasa
pozitivan hat a cumulus sejtek proliferdcidjara és a petesejtben lejatszodd

folyamatokra, melyek végiil az oocyta éretté valasit eredményezik.

A kiilonb6z6 spermiumkoncentriciok fertilizdciés paraméterekre gyakorolt
hatdsat tekintve megéllapithaté, hogy a polispermia csokkenéséhez vezet a
vizsgalt legalacsonyabb 2,5x10° spermiumkoncentracié alkalmazésa, de ez egyiitt
jar a penetrici6 mértékének csokkenésével is. A vizsgdlt legmagasabb
spermiumkoncentrdciénal (1x10°) a polispermia nagyfokd volt, és ezzel
Osszefiiggésben a petesejtekbe juté atlagos spermiumszdm is magas volt. A
tovdbbi kisérleteknél az 5x10° spermiumkoncentricié alkalmazdsa latszott

célszertinek.

Kiilonboz6 tdpkozegekben valé maturdltatds fertilizaciés paraméterekre
gyakorolt hatdsat vizsgélva csak a him pronucleus kialakuldsanak ardnydban volt
lényeges eltérés a vizsgdlt taptalajok kozott. A vizsgalt maturdciés kozegek
kindulési cisztein koncentraciéja azonos volt, a Waymouth tdptalajban a him
pronucleus kialakuldsa szempontjdbol fontos GSH tartalom valdszinli mégis

kisebb volt, mint az NCSU 23 és TCM 199 téptalajokban.

In vitro fertiliziciét végezve kiilonb6z6 kanok spermiumaival megéllapithato,

hogy az adott kisérleti elrendezésben vizsgalva kiilonbség adddott a kiillonbozd

99



kanok termékenyitd anyagai kozott, de tovabbi vizsgélatok sziikségesek annak
igazolasdra, hogy ez dltalanosnak tekinthetd-e €s milyen szoros az Osszefiiggés az

in vivo termékenyitoképességgel.

A vizsgdlt TCM 199 és mTBM kozeg egyarant alkalmasnak bizonyult

fertilizaciés kozegként valo felhasznaldsra.

A petevezetd egyrétegli sejttenyészeten megvaldsitott in vitro fertilizacio
esetében a vizsgalt zigbtdkban a polispermia €s a petesejtenkénti spermiumszam

csokkent a kontrollhoz viszonyitva.

Kiilonb6z6 koncentraci6ji EGF és NGF novekedési faktorokat a maturdcios
kozegbe juttatva és a fertilizdci6 utdn az embriok fejlodését vizsgalva azt
tapasztalhatd, hogy az alkalmazott koncentrdcidok eldsegitették az embridk

fejlddését.

A maturacios kozeg FSP, illetve EGF kiegészitésékor bar mindkét maturacids
kozeg alkalmas volt a petesejtek érésének biztositdsdra, a tapkozeg tiiszofal-
sejtekkel torténd kiegészitésekor a petesejtek maturdciés és fertilizacids

képessége nagyobb volt.

100



UJ KUTATASI EREDMENYEK

A petesejtek maturdltatds alatti kokultivdlasa tiisz0 szomatikus sejtekkel
Osszehasonlitva az epidermal growth factor (EGF) kiegészitéssel azt mutatja,
hogy az EGF-nek jelentds szerepe van a petesejtérés és késobbi embridfejlodés
szempontjdbol, de a folliculus fali sejtek még egyéb novekedési faktorokat (IGF,
NGF) és mas, az érés szempontjabdl fontos anyagokat is kivalasztanak, amely

teljesebbé teszik az érési folyamatot.

A kiilonboz6 novekedési faktorokkal torténd maturdltatds hatdsa a sertés embridok
fejlodésére igazolta, hogy az EGF kiegészités eldsegiti a petesejtek

citoplazmatikus és magérését.
Az NGF novekedési faktor a kisérleti eredmények alapjdn szintén eldsegiti a

petesejtek maturdcidjat. Amennyiben beigazolddik az NGF szerepe a meidzis

Ujrainditasdban ez Gjabb bizonyitéka lesz a neuroendokrin integracidnak.
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JAVASLATOK

A sertés petesejtek maturdci6janak tovabbi tanulmédnyozédsa, az érésben részt

vevO faktorok szerepének vizsgalata.

A polispermia elkeriilésének egyik mddja a spermium petesejtbe juttatisa
manipuldciés dton. A spermiumot a petesejt zona pellucidija ald a petesejt
sejthartydjanak felszinére, vagy kozvetleniil a citoplazmdba juttathatok.

Csoportunk megkezdte kisérleteit ezen a teriileten.

A polispermia kikiiszobolésének egy mdésik lehetdsége a fertilizacids 1d0 jelentds
csOkkentése. Tovabbi vizsgalatokat terveziink a fertilizdcié hatékonysdganak

javitasdra ezen az tton.

A jol miikddo in vitro fertilizacios rendszer hasznosithaté kiilonboz6 kanok friss
€s mélyhltott termékenyitd anyaginak varhat6 fertilizdcids értékének in vitro

becslésre.

Az in vitro eldallitott secunder oocytdk forrdsai lehetnek a nukledris transzfer
kisérletekhez sziikséges enukledlt petesejteknek. Kisérleteket terveziink a

germindlis Ossejtek transzferének megvaldsitasara.

Az NGF novekedési faktor szerepének mélyebb vizsgalata.

A Kkisérleti eredmények, illetve az Uj tudomdnyos eredmények lehetdséget
kindlnak a torzstenyészetek allatdllomdnyanak nemesitéséhez és nukleusz tenyé-

szetek kialakitasahoz.
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OSSZEFOGLALAS

Bevezetés

Az dllattenyésztésben egyre boviil azon teriileteknek az ardnya, ahol a
korszerti biotechnoldgiai modszerek alkalmazdsa sziikséges. Az 0Osszehasonlitd
géntérképezési eredmények alapjan felértékelodott a sertés in vitro embrid
manipuléciés kutatdsok jelentosége. Vildgszerte szamos kutatocsoport probalkozik
transz-génikus sertés eldallitdssal xenotranszplanticiés, emberi betegségek

modellallataiként val6 hasznositasa érdekében.

A sertés petesejtek in vitro érlelésével morfoldgiailag latszolag teljesen érett petesejtek
allithatok eld, de az elégtelen mag és citoplazmatikus érés kovetkeztében az in vitro fertilizacié
hatékonysdga kicsi, nagyfoku a polispermia és elégtelen az embridk fejlédése. Igazolt, hogy a
tiisz6folyadékban kiilonbdzd dgensek halmozddnak fel, melyeket a tiiszé szomatikus sejtek termelnek,
és ezek befolydsoljdk a petesejtek érését. Az egyik legizgalmasabb kutatési teriilet napjainkban a

kiilonboz6 novekedési faktorok hatdsdnak vizsgélata.

Célkitiizés
Egy m{ik6dd in vitro fertilizacids rendszer 1étrehozdsa, a meidzis Gjrainditdsi folyamatdnak

mélyebb megértése.

Anyag-mddszer:

A vizsgdlatokhoz vagoéhidi petefészkekbdl nyert cumulus-oocyta complexeket (COC)
haszndltam, amelyeket mikroszképos birdlat és szelekci6 utdn kiilonbdzd maturdcids kozegekben
(TCM 199, Waymouth, NCSU 23) érleltem. Az NCSU 23 taptalaj 1% esszencidlis aminosavas, illetve

aTCM 199 és NCSU 23 médiumok 0,1 mg/ml ciszteines kiegészitése volt sziikséges. Minden vizsgalt
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taptalajndl a 10% folliculus folyadék kiegészités hatdsit is elemeztem. A TCM 199 tiptalaj
szomatikus sejtdarabokkal (FSP) torténd kokultivalasat is vizsgaltam. Az érlelés eldsegitéséhez 10 NE

PMSG és 10 NE HCG hormon kiegészitést alkalmaztam.

Maturaltatds utdn a cumulus sejteket 0.1% hyaluronidase enzim segitségével tavolitottam el.
Az érett petesejteket mTBM, illetve TCM 199 kozegben fertilizaltattam mélyhfitott/visszaolvasztott
termékenyitdanyaggal 1mM koffein és 0,1% BSA, vagy kalcium laktét kiegészitése mellett. TCM 199
kozegben termékenyitve értékeltem a petevezetd egyrétegli sejttenyészeten torténd kokultivalds

hatdasat is.

A maturaltatas, majd az in vitro fertiliz4ci6 utdn 12 draval a petesejteket illetve zigbtdk
targylemezen voltak rogzitve és fixdlva 48-72 6rdig friss 1:3 ecetsav:etanolban, szobahdmérsékleten,
1% orceinnel festve, melyet el6zetesen 45% ecetsavban oldottam. Inverz mikroszképpal 200-400x
nagyitds mellett vizsgéltam a sejtmagérés fazisait, illetve a fertilizcids paraméterek alakuldsat. A
petesejtek akkor tekinthetk penetrdlédottaknak, ha egy vagy tobb fellazult spermium fej és/vagy him
pronucleus taldlhat6 a citoplazmdban, a hozzatartozé spermium farokkal. A penetracié (PEN)
megallapitdsa mellett meghataroztam, hogy azokba a petesejtekbe, amelyekbe spermium bejutott,
milyen ardnyban fordult eld, hogy egynél tobb spermium keriilt be és ezzel adatokat kaptam a
polispermia (POL) ardnydra vonatkozdan. Meghatdroztam a petesejtekbe jutott dtlagos spermium

szamot (spermium/oocyta =S/0), és a him pronucleus kialakuldsdnak ardnyat (HPN).

A kisérleteket hdrom ismétlésben végeztem el. Az adatok dtlagértékeit és szordsat az Excel
program segitségével hatdroztam meg. A kapott eredmények egytényezds varianciaanaliziséhez a

Statistica program ANOVA/NANOVA részét hasznaltam fel.

Eredmények és tovdbbi feladatok
A vizsgélt kiilonb6z6 maturacios kozegekben érlelt petesejtek orceines festésével

igazolddott, hogy a folliculus folyadék kiegészités esetében, mindegyik vizsgalt

104



maturdciés médiumban a petesejtek kozel 90%-a elérte metafdzis II 4dllapotot.
Tiiszofolyadék kiegészités nélkiil a vizsgélt petesejtek 52,0%-a (NCSU 23), 57,0%-a
(Waymouth) illetve 59,8%-a (TCM 199) érte el ugyanezt a fejlettségi dllapotot. Az
NCSU 23 kozeg alkalmazasakor a petesejtek kozel 30%-a germinalis vesiculum
fazisban maradt.

Vizsgilva a 2,5x10°, 5x10°, 1x10°, koncentraciéji spermiumok petesejtek
fertilizacids értékeire kifejtett hatdsat megdallapithatd, hogy a kisebb spermium
koncentracié alkalmazdsa a polispermia ardnydnak csokkenéséhez vezet (49,9%;
58,2%; 81,8 %). Mivel az alacsony spermium koncentracié haszndlata egyiitt jart a
penetrdcié ardnydnak csokkenésével is, ezért a tovdbbi kisérletekben az 5x10°
spermakoncentracio alkalmazdsa volt megfeleld.

A 10% folliculus kiegészités mellett vizsgadltam a petesejtek kiilonb6zo
(NCSU 23, TCM 199 Waymouth) médiumokban érlelésének hatasét a fertilizdcids
paraméterek alakuldsdra. Penetrdcid, valamint a polispermia viszonylatdban P<0,05
szinten nincs szignifikans kiilonbség a maturdltatasra hasznalt taptalajok kozott, azaz
a citoplazmatikus érés feltételei egyarant adottak mindhdrom vizsgélt taptalajnal. A
him pronucleus kialakuldsdnak valdszintisége P<0,05 szinten szignifikdnsan kisebb
Waymouth (55,5%) téaptalajon érlelésnél a kisérletben kapott eredmények alapjén,
mint az NCSU 23 (68,2%) és TCM 199 (66,3%) taptalajoknal.

Kiilonb6zd kanok spermdjat haszndlva a fertilizacidhoz kisérletek tilnyomo tobbségénél
alkalmazott 1. kan spermaval termékenyitve, a nagy penetral6 képesség mellett (80,4%) ardnylag
nagy a him pronucleus kialakuldsdnak ardnya (63,9%). A 2. kan penetrdl6 képessége
szignifikdnsan kisebb (52,0%) a bejutd kevesebb spermiumbodl azonban az 1. kan termékenyitd
anyagat hasznalthoz kozeli ardnyban alakultak ki a him pronucleusok (70,4%). A harmadik kan
penetrdl6 képessége kozel azonos az elsdvel (76,2%), viszont (P<0,05 szinten) szignifikdnsan tobb
petesejt volt polispermikus (80,2%), mint az 1. (61.4%) és 2. (60.2%) kan spermdjaval
termékenyitve, valamint a petesejtenkénti spermiumszdm is sokkal magasabb (7,73) volt a 3.
kanndl. Az eredményekbdl latszik, hogy ebben a rendszerben vizsgédlva kiilonbség adddott a
kiilonboz6 kanok spermiumai kozott, de annak igazoldsa, hogy ez milyen mértékben fiigg 6ssze az
in vivo termékenyitoképességgel tovabbi kutatdsokat igényel. A polispermia csokkentésére
intracitoplazmas injektalasi kisérleteket is terveziink, valamint a fertilizaciés id6 jelentOs
csokkentésének hatdsat is vizsgalni fogjuk.
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A kisérleti eredmény szerint az in vitro fertilizdci6hoz a TCM 199 és mTBM kozeg egyarant
alkalmazhat6. Szignifikdns kiilonbség (P<0,05) csak a polispermia értékében adddott 56,3% az
mTBM kozeg alkalmazasakor, mig 76,2% a TCM 199 fertilizaciés kézegben. A penetraciéban és a

him pronucleusok kialakuldsdban nem volt szignifikans kiilonbség.

Oviduct monolayeren (egyrétegli sejttenyészet) végzett fertilizaciot kontrollal osszevetve
megallapithatd, hogy a spermiumok penetraciés képessége nétt (90,9%, illetve 82,3%) a polispermia
szignifikdnsan csokkent P<0,05 szinten (52,7%, illetve 67,0%). A kokultivdlas nem befolyasolta a him

pronucleusok kialakuldsanak ardnyét (73,8%, illetve 71,0%),

Missouri-Columbia Egyetemen bekapcsolédva a laboratériumban folyd
munkdkba a maturdcios kozeg kiilonbozé koncentraciéja (0, 10, 20, 30 ng/ml) EGF
kiegészitését valositottam meg, €s ennek hatdsat vizsgédltam a sertés zigdtdk
fejlodésére. A kontrollhoz (37,5%) viszonyitva, mind a moruldk kialakuldsdnak
ardnya (53,9; 56,7; 45,4%), mind a blastocystdk aranya (15,5; 19,5; 12,3%)
lényegesen magasabb volt, mint a kontroll értéke (3,0%), amely P<0,05 szinten
szignifikdns kiillonbséget jelent. A kiilonb6z6 koncentracidju EGF hozzdadésa az in
vitro maturdcié alatt az eredmények alapjan eldsegitette a petesejtek érését és az
embridk fejlodését.

Az eddig még nem vizsgalt NGF novekedési faktor petesejt maturdciora €s
ezzel Osszefiiggésben a zigétdk fejlodésére kifejtett hatdsdnak vizsgalatit is
megkezdtem. Mind a fejlodé moruldk szdméban (kontroll: 37,3%; 1 ng/ml: 47,2%; 5
ng/ml: 41,2%; 10 ng/ml: 31,1%) , mind a blastocystdk ardanyaban (kontroll: 3,0% ; 1
ng/ml: 11,2%; 5 ng/ml: 6,3%; 10ng/ml: 4,1%) a kontrollal 6sszehasonlitva az
alkalmazott NGF koncentriciok elomozditottdk a petesejt érését és ennek
kovetkeztében az embridfejlodés hatékonysdgat, a kiilonbségek azonban nem

szignifikdnsak
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Tovédbbi feladataink, hogy jobban megértsik a kiillonbozd novekedési
faktoroknak a meidzis djrainditdsdban jatszott szerepét, kiillonos tekintettel az NGF
szerepének tisztdzdsdra. Ha az idegi novekedési faktor szerepe igazolhaté a
maturiciés folyamatokban, ez a tény ujabb bizonyitéka lesz a neurohumoralis
rendszer szoros kapcsolatdnak, és az életfolyamatok irdnyitdsdban betoltott

szerepének.
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SUMMARY

Introduction

There is a revolution of biotechnology in animal breeding nowadays. The
results of comparative genome mapping improved the importance of pig in vitro
embryo manipulation. There are a lot of trials to create transgenic pig for xeno-
transplantation or human diseases models all over the world.

With the maturation of pig in vitro oocytes we can get morphologically
apparently mature oocytes, but in consequence of the insufficient nucleus and
cytoplasmic maturation the fertilization efficiency is low, the polispermic oocytes
rate is very high and the development of embryos is insufficient. It is justified, that
different agents accumulate in the follicular fluid, which are produced by somatic
follicular cells and they influence the maturation of oocytes. One of the most exciting

fields of research nowadays is examining the effects of different growth factors.

Aim
To create a new pig in vitro maturation fertilization system, and to improve

the knowledge about meiosis resumption.

Material and methods

The Cumulus-Oocyte-Complexes (COC) were gathered from slaughterhouse
ovaries, after microscopic evaluation and selection they were matured in different
maturation mediums (TCM 199, NCSU 23, Waymouth). The NCSU 23 medium was
supplemented with 1% essential amino acid; and the and NCSU 23 TCM 199
mediums were supplemented with 0.1 mg/ml cystein. The effects of the

supplementation of 10 % follicular fluid TCM 199 were examined in case of each
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mediums. The cocultivation with Follicular Shell Pieces (FSP) of TCM 199 medium
also was examined. The mediums contain 10 IU HCG and 10 IU PMSG for help the
maturation.

After maturation the cumulus cells were removed with 1% hyaluronidase in
TCM 199. Cumulus free oocytes were coincubated with frozen-thawed spermatozoa
in modified Tris-buffered (mTBM) or TCM 199 ImM caffeine and 0.1% BSA or
calcium-lactate supplementation. The effect of Porcine Oviduct Epithelial Cells
(POEC) coincubation in TCM 199 on fertilization was examined also.

12 hr after the IVM culture (nuclear maturation and fertilization) oocytes
were mounted, fixed for 48-72 hr in 25% (v/v) acetic acid in ethanol at room
temperature, and IVF fertilization parameters were evaluated. The oocytes were
stained with 1% (v/v) orcein in 45% acetic acid (v/v) and examined under invert
microscope at 200x and 400x magnification. Oocytes were considered to be
penetrated (PEN) when they had one or more [polispermic (POL)] swollen sperm
head(s) and/or male pronuclei with their corresponding sperm tails. The average
number of spermium/oocyte = S/O what penetrated into oocytes and the rate of male
pronucleus (MPN) were defined.

Experiments were repeated three times. Data (mean = SEM) were pooled and
analysed by Excel program. ANOVA/ NANOVA part of Statistica program was

applied for the one way variance analysis.

Results, conclusions and further tasks

The rate of oocytes reaching the MIIL. stage of meiosis is an adequate
parameter for assessing nuclear maturation. In case of follicular fluid
supplementation 90% of the oocytes reached the MII: stage in each examined
maturation mediums, it was verified by orcein staining of maturated oocytes. 52.0%

(NCSU23), 57.0% (Waymount) and 59.8% (TCM 199) of the oocytes reached the
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MIL. stage without follicular fluid supplementation, and 30% of the oocytes remain
in GV stage in NCSU 23 medium

The effects of 2,5)(105 , 5x10° , 1x10° sperm concentrations were examined to
in vitro fertilization parameters. The polispermic rate was lower at lower sperm
concentration (49.9, 58.2 81.8%), but the low sperm concentration caused low
penetration rate, so the middle sperm concentration (5x10°) was chosen for
fertilization examinations.

The influence of applying of 10% follicular-fluid supplementation of different
maturation mediums to in vitro fertilization parameters was examined. The rate of
male pronucleus was significantly (P<0.05) lower in Waymouth medium (55.5%),
than in NCSU 23 (68.2%) or TCM 199 medium (66.3%) and there was no significant
difference between penetration and polispermic rate, consequently the condition of
citoplasmic maturation are the same all of the three mediums.

The results of fertilization with semen of different boars show that the
penetration rate (80.4%) and formation of male pronucleus (63.9%) were relatively
high using the 1% boar’s semen. The penetration rate was significantly (P <0.05)
lower (52.0%) at the 2" boar, but the rate of male pronucleus formation (70.4%) was
nearly similar to the first boar. The penetration rate of the 3™ boar (76.2%) was
nearly similar to the 1% one, but the polispermic rate was significantly (P <0.05)
higher at the 3" boar (80.2%) than at the 1* (61.4%) or at the 2" (60.2%). The mean
number of spermatozoa per oocyte was much more higher (7.7) using the 3" boar.
There were differences between the effects on the fertilization parameters during the
examination of the tree boars, but to justify the correlation of the in vitro and in vivo
fertility results, some more experiments should be done. Intracytoplasmic injections
experiments will be done to decrease the polispermic rate. Further on there will be
examinations concerning the effects of significant decrease in the fertilization time-

period.
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According to the results of experiments both TCM 199 and mTBM mediums
can be used to in vitro fertilization. There was significant difference only polispermic
rate when apply TCM 199 (76.2%). No differences were observed between
penetration, polispermic rate and male pronucleus formation at using mTBM and
TCM 199 for in vitro fertilization mediums.

Comparing control and oocyte cultured with Porcine Oviduct Epithelian Cells
(POEC)= oviduct monolayer under maturation the results show higher penetration
rate (82.3 vs 90.9%) and significantly (P <0.05) reduced polispermic rate (67.0 vs
52.7%). The cocultivation did not influence the male pronucleus formation (71,0 vs
73.8%).

Participating in the research at University of Missouri Columbia I examined
the effects of maturation medium supplementation with different concentrations (10,
20, 30 ng/ml) of EGF to pig embryo development. The rate of formation of morulas
was higher (53.9, 56.7, 45.4%) than in the control (35.5%) and the rate of blastocysts
(5.5, 19.5 12.3% ) were also significantly (P<0.05) higher than in the control (3.0%).
Adding the different concentrations of EGF during IVM enhanced the maturation of
oocytes and subsequent embryo development.

Our group was the first who examined the effects of maturation medium
supplementation with different concentrations (1, 5, 10 ng/ml) of NGF to pig embryo
development. The rate of formation of morulas were control: 37.3%; 1 ng/ml:
47.23%; 5 ng/ml: 41.2%; 10 ng/ml: 31.1% . The rate of blastocysts developing were:
control: 3,0% ; 1 ng/ml: 11.2%; 5 ng/ml: 6.3%; 10 ng/ml: 4,1%. The results show
that some NGF (1, 5 ng/ml) concentrations during maturation enhanced the oocyte
maturation and embryo development, but the differences were not significant.

Our aim is to improve understanding the processes of oocyte meiosis
resumption. It is possible that the different growth factors play important roles in the

regulation of these processes. Participation of the NGF in the ovulatory process
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appears to provide a unique example for the neuroendocrine integration and to its

role in controlling living processes.
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KOSZONETNYILVANITAS

Eziton szeretnék koszonetet mondani IVANCSICS JANOS professzor trnak,
program- és témavezetémnek, DOHY JANOS akadémikus trnak, opponen-seimnek
RATKY JOZSEF tudomédnyos igazgaté urnak és KOVACS ANDRAS
szaporoddsbiolégus osztilyvezetd turnak, valamint az ALLATTENYESZTESI
INTEZET kollektivdjinak munkdamhoz nydjtott értékes segitségiikért.
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