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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

COC    Kumuluszsejtekkel körülvett petesejt  

CPA   Krioprotektív anyag   

CSF   Citosztatikus faktor 

CX   Cikloheximid 

6-DMAP   6-dimetil-aminopurin 

GV   Germinális vezikulum (csírahólyag) 

hCG   Humán chorion gonadotropin hormon   

IVC   In vitro embriótenyésztés 

IVF   In vitro fertilizáció 

IVM   In vitro maturáció 

IVP   In vitro embrió-elıállítás 

MPF   Metafázist segítı faktor 

NCSU-23   North Carolnia State University által kifejlesztett oldat 

NCSU-37             North Carolnia State University által kifejlesztett oldat  

OPS   Nyitott végő mőszalma vitrifikációs eljárás 

PMSG   Vemhes kanca szérum gonadotropin hormon 

PN   Pronukleusz 

SrCl2   Stroncium-klorid 

TCM-199   Szövettenyésztı oldat 199 

ZP   Zona pellucida 
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1. CÉLKITŐZÉS 

 

Az alkalmazott biotechnológiai eljárások többségének alapját a laboratóriumi 
körülmények között elıállított embriók adják, ami jól mőködı in vitro 
embrió−elıállító (IVP) rendszer meglétét feltételezi.  

Az in vitro embrió−elıállítás számos elınyt kínál az állattenyésztés számára: 
lehetıség van viszonylag olcsón, rövid idı alatt nagyszámú embrió 
elıállítására, melyek egyéb biotechnológiai kísérletek alapanyagául 
szolgálhatnak (Braga et al., 2007); mint például klónozás (Betthauser et al., 
2000), transzgénikus sertések elıállítása (Brem et al., 1985), 
xenotranszplantáció (Cascalho et al., 2006).  

Az embrió−elıállításnak és a krioprezervációnak komoly szerepe lehet a 
kihalóban lévı állatfajok és fajták megmentésében, a biodiverzitás 
fenntartásában és növelésében, a génmegırzı munkában. 

Sertés petesejtek krioprezervációja napjainkban még nem teljesen 
megoldott, mert a sertés oociták rendkívül érzékenyen reagálnak a 
hımérsékletváltozásra és az alkalmazott krioprotektív anyagokra. 

Az elmúlt évtizedekben számos új eljárás került kidolgozásra az 
IVP−rendszer és a krioprezervációs eljárások fejlesztésével kapcsolatban, 
azonban ezeken a területen a jövıben további kutatások szükségesek. 

 

Az értekezésben bemutatott vizsgálatok céljai a következık voltak: 

1. Sertésembriók elıállítása in vitro maturáltatott, kémiai úton aktivált 
petesejtekbıl. 

2. Sertés petesejtek vitrifikációs hőtése 

� A kumuluszsejtek in vitro maturáltatott sertés petesejtek 
fagyasztást/visszaolvasztást követı élet-és fejlıdıképességére, 
termékenyülésére kifejtett hatásának vizsgálata. 

� In vitro maturáltatott, illetve a kinyerés után közvetlen 
fagyasztott oociták „nyitott végő mőszalma” vitrifikációs 
eljárással szembeni érzékenységének értékelése. 

3. Mangalica petesejtek in vitro maturáltatása és vitrifikációja, továbbá 
visszaolvasztást követı in vitro termékenyítése és az embriófejlıdés 
vizsgálata.
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2. ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

A bemutatott kutatások a Nyugat−Magyarországi Egyetem, Mezıgazdaság- 
és Élelmiszertudományi Kar, Állattudományi Intézet Laboratóriumában és a 
Murciai Állatorvos−tudományi Egyetem (Murcia, Spanyolország) 
Kutatólaboratóriumában készültek 2004 és 2007 között. 

A kísérletekben felhasznált vegyszereket a Sigma−Aldrich (Budapest) Kft-tıl 
és a Werft−Chemie GmbH-(Bécs)-tól vásároltuk.  

Minden vizsgálat háromszor került ismétlésre.  

Az eredmények értékelése a STATISTICA programmal (ANOVA) történt.  A 
csoportok közötti különbségeket Duncan’s teszttel vizsgáltuk. Szignifikáns 
különbség ott állapítható meg, ahol a valószínőség P<0,05 volt. 

 

2.1. Sertés petesejtek aktiválása 

 

A kísérletekben vágóhídról származó, nagy fehér fajtacsoportba tartozó, 
prepuberális sertés petefészkekbıl nyert kumulusz−petesejt komplexeket 
(COC) használtunk.  

A kinyert COC-ket 42 órán keresztül, TCM-199 oldatban maturáltattuk 
(IVM), melyet 10 % sertés follikulus−folyadékkal, 0,9 mM Na-piruváttal, 
100 µM ciszteaminnal,  0,25 mM glutaminnal, 0,1 mg/ml sztreptomicin-
szulfáttal, illetve az érés elsı 20 órájában 10 NE/ml hCG-vel és PMSG-vel 
egészítettünk ki. 

Három kísérletsorozatban összesen 2401 petesejtet vizsgáltunk meg.  

 

1. kísérletsorozat 

A kísérlet során in vitro maturáltatott petesejteket aktiváltunk 10 mM 
stroncium-kloriddal az S−csoportban (petesejtek száma (n)=145), 2 mM 
6-dimetil-aminopurinnal a D−csoportban (n=144) és 0,04 mM 
cikloheximiddel a CX−csoportban (n=143). A kezelést stroncium-klorid 
(15,85 mg/ml) és cikloheximid (1 mg/ml) kombinációjával [SCX−csoport 
(n=142)] illetve stroncium-klorid (15,85 mg/ml) és 6-DMAP (32,36 mg/ml) 
kombinációjával [SD−csoport (n=144)] is elvégeztük.  

Az öt órás kezelést követıen megvizsgáltuk a nem aktiválódott (M-ll 
állapotban maradt), az aktiválódott (pronukleusszal rendelkezı), illetve a 
kezelés során degenerálódott sejtek arányát.  

A kontroll csoportban (n=127) a petesejteket maturáltattuk (42 óra), 
majd 7 órán keresztül NCSU-37 oldatban inkubáltuk. 
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2. kísérletsorozat 

A vizsgálathoz az elsı kísérletsorozathoz hasonló módon kezeltük a 
petesejteket [S−csoport (n=188), D−csoport (n=169), CX−csoport 
(n=159), SD−csoport (n=191), SCX−csoport (n=158)]. 

A kezelés után az oocitákat 48 órán keresztül NCSU-37 oldatban kultiváltuk. 

A kontroll csoportban (n=90) a petesejteket 42 órát maturáltattuk, majd 
48 órán keresztül NCSU-37 oldatban inkubáltuk.  

Ezt követıen a petesejteket/embriókat ecetsav és etanol 1:3 arányú 
keverékében fixáltuk, és 0,1 %-os ecetsavas−orceinnel festettük, majd 
meghatároztuk, az embriófejlıdést megkezdett sejtek arányát. 

 

3. kísérletsorozat 

A kémiai kezelést követıen [S−csoport (n=68), D−csoport (n=97), 
CX−csoport (n=95), SD−csoport (n=80), SCX−csoport (n=81)] a 
petesejteket/embriókat 6 napig 500 µl NCSU-37 oldatban tenyésztettük, 
majd a második kísérletsorozatban leírt módon fixáltuk és festettük.  

Ezt követıen megvizsgáltuk az embriók fejlıdését, és meghatároztuk a 
blasztociszták számát.  

A kontroll csoportban (n=90) a petesejteket 42 órán keresztül 
maturáltattuk, majd 6 napig NCSU-37 oldatban inkubáltuk. 

 

A  B  C   

D  E  
1. kép: 2-sejtes embrió (A), 6−8-sejtes embrió (B), morula (C), 

blasztociszta (D,E) [Saját felvétel] 
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2.2. Sertés petesejtek vitrifikációs hőtése 

A vizsgálatokban a „nyitott végő mőszalma” (OPS) vitrifikációs eljárást 
(Vajta et al., 1997) alkalmaztuk vágóhídi petefészkekbıl származó sertés 
petesejtek fagyasztására/visszaolvasztására.  

Két kísérletsorozatban, összesen 2237 petesejtet vizsgáltunk meg. 

 

1. kísérletsorozat 

In vitro maturáltatott, kumuluszsejtekkel körülvett [K−csoport (petesejtek 
száma (n)=255)], illetve a maturáció után lecsupaszított (kumuluszsejtek 
pipettázásal történı eltávolítása) petesejteket [CS−csoport, n=215] 
vitrifikáltunk.  

A kontroll csoportban (n=217) a petesejteket az IVM után 
termékenyítettük, majd 24 órán keresztül kultiváltuk NCSU-23 oldatban. 

Megvizsgáltuk, hogy a visszaolvasztást követıen a petesejtek mekkora 
hányadának volt normális morfológiája, illetve mekkora részük 
degenerálódott a vitrifikációs eljárás során.  

A visszaolvasztást követıen, a K− és a CS−csoportokban, illetve a kontroll 
csoportban, a petesejteket 0,1 % pronázzal kezeltük, és megmértük a zona 
pellucida feloldódásának idejét, továbbá megfigyeltük az ooplazma 
membránjának épségét is.  

Az IVF után feljegyeztük, hogy mekkora volt a fertilizációs ráta. 

 

2. kísérletsorozat 

Éretlen [kumuluszsejtekkel körülvett = GK−csoport (n=510) illetve 
pipettázással lecsupaszított = GCS−csoport, n=560)] és in vitro 
maturáltatott, kumuluszsejtekkel körülvett [MK−csoport (n=350)] 
petesejteket vitrifikáltunk az OPS eljárással. 

A visszaolvasztást követıen a korábban maturáltatott petesejteket 
(MK−csoport) termékenyítettük, a GV−petesejteket (GK−csoport, és 
GCS−csoport) elsıként maturáltattuk, majd azt követıen szintén 
termékenyítettük.  

A kontroll csoportban (n=130) a petesejteket maturáltattuk, majd 
termékenyítettük és a termékenyített oocitákat 24 órán keresztül NCSU-23 
oldatban inkubáltuk. 

Megvizsgáltuk a visszaolvasztást követı morfológiai változásokat a 
petesejtek szerkezetében, továbbá feljegyeztük a termékenyülési arányt a 
különbözı csoportokban. 
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A  B  C  

2. kép: Sertés fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek a ZP eltávolítása 
után: petesejt intakt plazmamembránnal, látható sarkitesttel (A), petesejt 
ép plazmamembránnal (B), feloldódott plazmamembrán, degenerálódott 

petesejt (C). [Saját felvétel] 

 

2.3. Mangalica petesejtek in vitro maturáltatása és krioprezervációja 

 

Mangalica petesejtek in vitro maturáltatásával és vitrifikációs hőtésével 
kapcsolatban nem találtunk publikációkat a szakirodalomban.  

Három ismétlésben, összesen 658 mangalica és 676 nagy fehér sertés 
petesejtet fagyasztottunk az OPS eljárással.  

A vitrifikációs eljárás során in vitro maturáltatott (42 óra), 
kumuluszsejtekkel körülvett mangalica (M−csoport) és nagy fehér 
(NF−csoport) sertés petesejteket használtunk.  

A kontroll csoportokban mangalica (KM−csoport) és nagy fehér 
(KNF−csoport) petesejteket maturáltattunk, majd termékenyítettünk. 

1.kísérletsorozat 

Mangalica [M-csoport (n=310)] és nagy fehér sertés  [NF−csoport 
(n=330)] petesejtek maturációjának hatékonyságát értékeltük az 
expandálódási arány és a sejtmag érése alapján. 

2. kísérletsorozat 

Mangalica [M-csoport (n=171)] és a nagy fehér sertés [NF−csoport 
(n=183)] petesejtek vitrifikációs eljárással szembeni érzékenységét 
hasonlítottuk össze a visszaolvasztást követı degenerálódási arány alapján. 

3. kísérletsorozat 

In vitro maturáltatott, az OPS eljárással fagyasztott/visszaolvasztott, 
termékenyített mangalica és nagy fehér sertés petesejtek embriófejlıdését 
hasonlítottuk össze [M−csoport (n=28); NF−csoport (n=53); 
KM−csoport (n=130); KNF−csoport (n=136)], 4 napos kultiváció után. 
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3. EREDMÉNYEK 

3.1. Sertés petesejtek aktiválása 

 

42 h in vitro maturációt követıen megállapítottuk, hogy a vizsgált (n=90) 
kumulusz−petesejt komplexek (COC) 93,33±1,92 %-a rendelkezett 
expandálódott kumuluszállománnyal, és a petesejtek 77,78±1,92 %-a 
metafázis ll stádiumba jutott.  

 

1. kísérletsorozat eredményei 

� A CX−csoportban (57,3±1,52 %)  szignifikánsan (P<0,05) nagyobb 
volt az elımag−képzıdés (aktiválódás), mint az S−(50,96±3,72 %), 
valamint a D−(45,91±3,39 %) és az SD−csoportokban (47,25±1,08 
%). 

� Az SCX−csoportban (57,19±4,5 %) az aktiválódási ráta 
szignifikánsan (P<0,05) nagyobb volt, mint az S−(50,96±3,72 %), a 
D−(45,91±3,39 %) és az SD−csoportokban (47,25±1,08 %). 

� A kezelések petesejtek aktiválódására kifejtett hatása a kontroll 
csoporthoz képest statisztikailag igazolható; a kezelési csoportok 
mindegyike szignifikánsan (P<0,05) nagyobb aktiválódást mutatott, 
mint a kontroll petesejtek. A kontroll csoportban 0,78±0,45 % 
spontán aktiválódást jegyeztünk fel. 

� A kezelések hatására az egyes csoportokban a petesejtek 5−11 %-a 
degenerálódott: S−csoport: 6,89±3,18 %; D−csoport: 8,4±2,44 %; 
CX−csoport: 5,71±3,48 %; SD−csoport: 6,95±1,22 %; 
SCX−csoport: 10,63±2,42 %. 

 

2. kísérletsorozat eredményei 

� Az aktiválódott petesejtek a kezelési csoportokban a kontroll 
csoporthoz képest szignifikánsan (P<0,05) nagyobb arányban 
kezdték meg az embriófejlıdést. A kontroll csoportban 1,11±1,92 % 
spontán embriófejlıdést jegyeztünk fel: 90 petesejt közül egy 
aktiválódott, és megkezdte az embriófejlıdést, azonban 2−sejtes 
stádiumban megrekedt. 

� A kezelések embriófejlıdésre gyakorolt hatása között szignifikáns 
(P<0,05; P<0,001) különbséget nem tudtunk kimutatni. 
Megállapítható azonban, hogy a különbözı vegyszeres kezelések 
hatására az egyes csoportokban, a petesejtek legalább 46 %-a 
fejlıdésnek indult. 
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3. kísérletsorozat eredményei 

� Az IVC hatodik napján a különbözı kezelési csoportokban az embriók 
10−19 %-a megrekedt a 2−sejtes stádiumban. Szignifikáns (P<0,05) 
különbséget az SD−és az SCX−csoportok között figyeltünk meg. Az 
SD−csoportban (18,75±4,73 %) az embriók nagyobb hányada 
rekedt meg 2−sejtes stádiumban, mint az SCX−csoportban 
(9,88±2,42 %). 

� A 4−sejtes embriókat vizsgálva, a kezelési csoportok között nem 
találtunk szignifikáns (P<0,05 és P<0,001) különbséget. 

� Az S−csoportban (36,76±7,41 %) és az SD−csoportban (25±6,44 
%) szignifikánsan (P<0,05) több embrió rekedt meg a 8−sejtes 
stádiumban, mint a CX−csoportban (18,95±2,47 %). Az 
SCX−csoportban (14,81±7,55 %) szignifikánsan (P<0,05) kevesebb 
8−sejtes stádiumú embriót jegyeztünk fel, mint a CX−csoportban 
(18,95±2,47 %). 

� Morula embriókat vizsgálva, a különbözı csoportokban nem találtunk 
statisztikailag igazolható különbségeket. 

� A kezelések szignifikáns (P<0,05) hatást gyakoroltak a blasztociszták 
fejlıdésére.  Blasztociszta embriókat az S−, CX− és az 
SCX−csoportokban tudtunk megfigyelni. Az SCX−csoportban 
(25,93±4,26 %) és a CX−csoportban (18,95±2,47 %) szignifikánsan 
(P<0,05) több blasztocisztát tapasztaltunk, mint az S−csoportban 
(13,24±5,12 %). Az SCX− és a CX−csoportokat vizsgálva 
megállapítottuk, hogy az SCX−csoportban (25,93±4,26 %) az 
embriók szignifikánsan (P<0,05) nagyobb arányban fejlıdtek 
hólyagcsírává, mint a CX−csoportban (18,95±2,47 %). 

 

3.2. Sertés petesejtek vitrifikációs hőtése 

 

1. kísérletsorozat eredményei 

� 42 óra IVM-t követıen a vizsgált (n=75) kumulusz−petesejt 
komplexek (COC) 89,33±6,11 %-a rendelkezett expandálódott 
kumuluszállománnyal, és a petesejtek 82,67±6,11 %-a metafázis ll 
stádiumba jutott. 

� A CS−csoportban (78,08±1,88 %) a petesejtek szignifikánsan 
(P<0,05) nagyobb hányada degenerálódott a vitrifikációs eljárás 
során, mint a K−csoportban (57,04±1,55 %).  

� A K−csoportban (218,73 sec) és a CS−csoportban (83,07 sec) a 
petesejtek zona pellucidája szignifikánsan (P<0,05) rövidebb idı alatt 
bomlott le 0,1 % pronáz hatására, mint a kontroll csoportban 
(255,24 sec).  
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� A K−csoportban (218,73 sec) a ZP szignifikánsan hosszabb idı alatt 
bomlott le, mint a CS−csoportban (83,07 sec). 

� A kontroll csoportban (93,33±6,67 %), a visszaolvasztást követıen 
szignifikánsan (P<0,05) nagyobb arányban rendelkeztek a petesejtek 
intakt  plazmamembránnal, mint a K−csoportban (68,89±10,18 %) 
és a CS−csoportban (60±6,67 %). 

� A fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek szignifikánsan (P<0,05) 
kisebb hányada (K−csoport: 36,63±4,64 %; CS−csoport: 
19,66±4,78 %) termékenyült,  a kontroll csoporthoz képest 
(57,89±3,13 %). Ugyanakkor szignifikáns (P<0,05) különbség volt a 
K−csoport (36,63±4,64 %) és a CS−csoport (19,66±4,78 %) 
fertilizációs rátája között is. 

 

2. kísérletsorozat eredményei 

� Petesejtek vitrifikációs eljárást megelızı maturációja szignifikánsan 
(P<0,05) jobb hatásfokú volt, mint a fagyasztott/visszaolvasztott 
petesejtek maturációja. 

� A visszaolvasztást követıen a GK−csoporthoz (78,57±2,04 %) és a 
GCS−csoporthoz (85,71±1,31 %) képest, az MK−csoportban 
(62,5±3,63 %) szignifikánsan (P<0,05) kisebb arányban 
degenerálódtak a petesejtek a vitrfikációs eljárás során – szintén 
szignifikáns (P<0,05) különbség figyelhetı meg a GK−és a 
GCS−csoportok között. 

� A kontroll csoportban (51,83±3,55 %), a többi csoporthoz képest 
nagyobb arányban termékenyültek a petesejtek, illetve az 
MK−csoportban (35,73±2,15 %) szintén több oocita termékenyült, 
mint a GK−csoportban (13,33±2,89 %) és a GCS−csoportban (9,4± 
0,96 %). 

 

3.3. Mangalica petesejtek in vitro maturáltatása és krioprezervációja 

 

1. kísérletsorozat eredményei 

� Az alkalmazott maturációs módszer alkalmasnak bizonyult vágóhídi 
mangalica petefészkekbıl származó, éretlen mangalica petesejtek in 
vitro maturáltatására. 

� A 42 órás IVM során, a NF−csoportban (87,63±2,13 %) 
szignifikánsan (P<0,05) nagyobb volt a kumuluszsejtek 
expandálódási aránya, mint a M−csoportban (82,99±2,32 %).  
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� A sejtmag érésével kapcsolatban tapasztalt különbségek (M−csoport: 
71,11±5,09 %; NF−csoport: 74,44±1,92 %) statisztikailag nem 
igazolhatók. 

 

2. kísérletsorozat eredményei 

� Az eredmények alapján úgy tőnik, hogy a petesejtek hőtéssel 
szembeni érzékenysége fajon belül is változó. Mangalica petesejtek a 
nagy fehér petesejtekkel szemben kevésbé tolerálták a hőtési eljárás 
során bekövetkezett változásokat, ami a szignifikánsan (P<0,05)  
nagyobb petesejt−degenerálódásban nyilvánult meg. A 
NF−csoportban a petesejtek szignifikánsan (P<0,05) kisebb hányada 
(56,31±4,89 %) degenerálódott a hőtés/visszaolvasztás során, mint 
az M−csoportban (69,95±3,91 %).  

 

3. kísérletsorozat eredményei 

� A fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek, a termékenyítést követıen, 
50 %-nál nagyobb arányban kezdték meg a fejlıdést (M−csoport: 
50,62±5,97 %; NF−csoport: 63,77±8,29 %).   

� A kontroll csoportokban a termékenyített petesejtek több mint 60 %-
a megkezdte az embrionális fejlıdést (KM−csoport: 64,52±4,18 %; 
KNF−csoport: 71,22±5,82 %). Az NF−csoportban szignifikánsan 
(P<0,05) alacsonyabb volt a fejlıdésnek indult sejtek száma, mint  a 
kontroll NF−csoportban. 

� A csoportokban megfigyelt fejlıdési stádiumok között szignifikáns 
(P<0,05) különbséget nem tapasztaltunk. 

� Morula embriókat a mangalica esetében (az IVC 4. napján) csak a 
kontroll csoportban tudtunk megfigyelni (16,72±4,8 %). 
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4. ÚJ, TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

4.1. Sertés petesejtek aktiválása  

 

� Minden egyéb elı-kezelés nélkül alkalmazott stroncium-klorid, 6-
dimetil-aminopurin, cikloheximid, illetve ezeknek a vegyületeknek a 
kombinációja alkalmas sertés petesejtek aktiválására, továbbá a 
stroncium-kloriddal, a cikloheximiddel és a stroncium-klorid + 
cikloheximid  kombinációjával aktivált petesejtek képesek eljutni 
blasztociszta stádiumig (13,24 %, 18,95 % és 25,93 %). 

 

4.2. Sertés petesejtek vitrifikációs hőtése 

 

� Az in vitro maturáltatott, kumuluszsejtek nélkül fagyasztott oociták 
kevésbé tolerálják a hőtés során fellépı károsodásokat, és zona 
pellucidájuk is rövidebb idı alatt bomlik le 0,1 % pronáz hatására, 
továbbá termékenyülési arányuk is alacsonyabb, mint a szintén in 
vitro maturáltatott, kumuluszsejtekkel borított, fagyasztott 
petesejteké. 

� A fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek in vitro maturációjának 
hatásfoka szignifikánsan rosszabb, mint a közvetlen a kinyerés után 
maturáltatott petesejteké. 

� A „nyitott végő mőszalma” (OPS) vitrifikációs eljárás az in vitro 
maturáltatott kumulusz−petesejt komplexek esetében a 
leghatékonyabb. 

 

4.3. Mangalica petesejtek maturáltatása és krioprezervációja 

 

Mangalica petesejtek in vitro maturációjával és vitrifikációs hőtésével 
tudomásunk szerint még nem foglalkozott egy kutatócsoport sem. 
Kísérletünkkel kapcsolatos eredmények az alábbiakban foglalhatók össze: 

� Vágóhídi petefészkekbıl származó, éretlen mangalica petesejtek 42 
óra alatt sikeresen maturáltathatók in vitro körülmények között. 

� Mangalica petesejtek a nagy fehér petesejtekkel szemben kevésbé 
tolerálják a hőtési eljárás során bekövetkezett változásokat, amit a 
szignifikánsan nagyobb petesejt degenerálódás, és a visszaolvasztást 
követı alacsonyabb termékenyülési arány jelez, ugyanakkor a 
„nyitott végő mőszalma” vitrifikációs eljárással fagyasztott mangalica 
petesejtek több mint 50 %-a megkezdte az embrionális fejlıdést az 
in vitro termékenyítést követıen. 
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5. JAVASLATOK 

5.1. Sertés petesejtek aktiválása 

 

Petesejtek aktiválása rendkívüli jelentıséggel bír a sejtmag-átültetéses 
klónozás során. 

A módszer alkalmas sejttani kutatásokra is, hiszen a keletkezı embriókban 
az anyai kromoszómák az apaitól függetlenül vizsgálhatók. Továbbá 
lehetıség van − az IVP technikákhoz hasonlóan − a termékenyülés, és a 
korai embrionális fejlıdés vizsgálatára is (Lee et al., 2004). 

In vivo körülmények között a petesejtbe jutó spermium az oocita 
aktiválódását és a meiózis folytatását eredményezi. 

Az aktiválás történhet a petesejtek elektromos stimulációjával és vegyszeres 
kezeléssel, vagy ezek kombinációjával: lehetıség van széles spektrumú 
fehérjeszintézis gátlók alkalmazására, illetve etanol, stroncium-klorid és 
ionofor vegyületek használatára, melyek a petesejt plazmamembránját a 
Ca2+−ionok számára reverzibilisen átjárhatóvá teszik, illetve a sejten belüli 
Ca2+−raktárak stimulálásával emelik az ooplazma Ca2+−tartalmát. 

Az elektromos aktiváláshoz azonban speciális és drága mőszerek 
szükségesek, így célunk egy megbízható és olcsó kémiai aktiválási rendszer 
kidolgozása volt. 

Eredményeink mutatják, hogy az alkalmazott vegyületek (stroncium-klorid, 
cikloheximid, 6-dimetil-aminopurin és ezek kombinációi) képesek kiváltani in 
vitro maturáltatott sertés petesejtek aktiválódását. 

A vizsgálatok során alkalmazott vegyszerek közül a stroncium-klorid és a 
cikloheximid kombinációjával értük el a legnagyobb blasztociszta arányt. A 
stroncium-klorid által megemelt Ca2+−szint inaktiválta a citosztatikus faktort 
(CSF), a cikloheximid pedig a CSF újratermelıdésének gátlásával 
csökkentette az MPF aktivitását. 

Az elektromos aktiválással nagyobb arányú aktiválódás érhetı el, azonban 
egyszerősége, olcsósága, és minimális eszközigénye miatt a dolgozatban 
bemutatott kémiai módszer alkalmazását javasoljuk sertés petesejtek 
aktiválására. 
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5.2. Sertés petesejtek krioprezervációja 

 
Napjainkban még nem született egységes vélemény azzal kapcsolatban, 
hogy a vitrifikáció során szükség van-e a kumuluszsejtek jelenlétére a 
petesejt körül, vagy nincs (Modina et al., 2004).  

Vizsgálatainkban megállapítható, hogy az expandált kumuluszállománnyal 
rendelkezı petesejtek jobban tolerálják a hőtés során fellépı károsodásokat 
és a visszaolvasztást követıen magasabb termékenyülési arányt mutatnak, 
mint a kumuluszsejtek nélkül fagyasztott/visszaolvasztott petesejtek. 

Eredményeink alapján sertés petesejtek „nyitott végő mőszalma” (OPS) 
vitrifikációjakor in vitro maturáltatott kumulusz−petesejt komplexek (COC-
k) használatát javasoljuk. 

Jelenleg a legtöbb petesejt−vitrifikációs kutatás az érett (M-ll) oocitákra 
fókuszál. Azonban ismert, hogy a M-ll állapotú petesejtek meiotikus orsója − 
a gazdasági állatok többségében − rendkívül érzékenyen reagál az alacsony 
hımérsékletre.  

Kísérletünkben megvizsgáltuk, hogy a csírahólyag [GV] és metafázis-ll 
állapotban vitrifikált petesejtek visszaolvasztást követı élet-és 
fejlıdıképessége hogyan alakult.  

Az eredmények alapján − a meiotikus orsó érzékenysége ellenére − in vitro 
maturáltatott petesejtek használatát javasoljuk sertés petesejtek 
vitrifikációs hőtésekor. A GV-stádiumú petesejtek fagyasztásakor 
szignifikánsan magasabb petesejt−degenerálódást és alacsonyabb 
termékenyülési arányt mutattak, mint a M-ll petesejtek. Valószínő, hogy a 
csírahólyag állapotú petesejtek kevésbé permeábilisak az etilén-glikollal 
szemben, így a krioprotektív anyag nem tudja kifejteni védı hatását az 
eljárás során. 

 

5.3. Mangalica petesejtek maturáltatása és krioprezervációja 

 

Eredményeink alapján elmondható, hogy a nagy fehér petesejteknél 
alkalmazott maturációs protokoll sikeresen adaptálható mangalica 
petesejtek számára. 

A mangalica petesejtek OPS vitrifikációs eljárással szembeni nagyfokú 
érzékenysége miatt javasoljuk a vitrifikációs eljárás módosítását.  

Úgy véljük, hogy a petesejtek hőtéssel szembeni érzékenysége nemcsak 
fajok között, hanem fajon belül is változó.  
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Az eredmények javítása érdekében tervezzük citohalazin-B kezelés 
alkalmazását a fagyasztás elıtt – ezzel növelve a mangalica petesejtek 
hőtéssel szembeni toleranciáját. 

Állításunk megerısítésére azonban további vizsgálatokra (sejtorganellumok, 
mikrofilamentumok szerkezetének elemzése, kromoszóma−vizsgálatok) van 
szükség. 

 

 

 

3. kép: Mangalica koca malacaival
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