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OSSZEFOGLALAS

Az intakt zona pellucida (ZP) atlagos vastagsdga, valamint az ovuldlt oocitdk atlagos
atmérdje nagyobb, mint az in vitro maturédltaknak. A ZP morfoldgia alapjan a sperma
penetracidt kovetd ZP reakcié sokban kiilonbozhet az IVM és ovulalt oocitak kozott. A
petesejtek krioprezervacidjat kovets embrid betiltetéseket kovetSen alacsony a vemhesiilési
arany, amely az embridk limitalt fejlédési, illetve implantacids képességével magyaraz-
haté. Nagy valészintséggel ebben kozrejatszik, hogy a vitrifikdcié soran a ZP sériil. A
sériilés mértéke fiigghet attél, hogy a ZP csupasz vagy kumuluszsejtekkel koriilvett-e a
hiitési folyamat kezdetén. Ezen folyamatok jobb megértéséhez a jelen kisérletsorozatban a
ZP-ban vitrifikdcié utan bekovetkezett valtozasokat hasonlitottuk dssze in vitro és in vivo
érlelt csupasz, illetve kumuluszsejtekel boritott sertés petesejteknél.

A vitrifikalt/visszamelegitett IVM petesejtek degeneralodasi ardnya a csupasz petesejtek
esetében szignifikansan (P < 0,05) nagyobb volt (78,08+1,88%), mint a kumuluszsejtekkel
boritott oocitdk csoportjaban (57,04+1,55%).

Az in vitro maturalt és a preovulaciés petesejtek zondjanak prondz hatdsara bekovetkezd
oldédasat vizsgalva a vitrifikaciot kovetGen megallapitottuk, hogy a kontroll preovulaciés
petesejtek ZP-janak prondzos emésztési ideje szignifikdnsan hosszabb ideig tartott, mint a
vitrifikalt petesejteké. Az in vitro maturaltatott petesejtek esetében hasonlé eltérést tapasz-
taltunk, ugyanakkor szignifikdnsan hosszabb id6 kellett a kumuluszsejtekkel koriilvett pe-
tesejtek zondjanak emésztéséhez, mint a lecsupaszitott petesejtekéhez. A prondzos emésztés
erdménye alapjan megdllapithatd, hogy a kumuluszsejtekkel koriilvett in vivo és in vitro
érlelt oocitdk ZP-ja egyardnt kevesebb karosodast szenvedett a vitrifikdcié sordn. Az in
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vitro érlelt és vitrifikalt csupasz petesejtek emésztési ideje 1ényegesen kevesebb, mint a tobbi
vizsgalt csoporté, ami jelzi a ZP hiités sordn bekovetkez6 karosoddsanak a mértéket.
Kulcsszavak: vitrifikacio, sertés, petesejt, ZP.

BEVEZETES

Ebben az évezredben a sertést dltaldnosan haszndljadk a klénozdsi kutatdsokban, kiilo-
nosen a szervtranszplantdacids hasznositds érdekében. Az in vitro érlelt sertés petesejt
krioprezervacids kutatdsok fejlesztése a klonozasi kutatasok mellett, a transzgenetikus allat
eléallitas és a génmegdrzés — mélyhiitott ivarsejt-bankok létrehozasa — a veszélyeztetett
allatok meg6rzése szempontjabdl is fontos.

A petesejtek krioprezervacidjat kovetd embrid beiiltetések soran napjainkig igen alacsony
a vembhesiilési ardny, amely az embridk limitalt fejlédési, illetve implantacids képességével
magyardzhat6 egérnél (Carroll et al. 1990), sertésnél (Isachenko et al. 1998, Berthelot
et al. 2000, Rojas et al. 2004) valamint humadn vonatkozasban is (Ghetler et al. 2006).
Magyarorszagon a humdn petesejtfagyasztds, -visszaolvasztds, termékenyités modszeré-
nek eredményességét az els6 magyar kisbaba megsziiletése bizonyitja (Konc et al. 2008).
A megfelel§ petesejtek kivalasztdsdban nagyon hasznos az osztéddsi orsé allapotdnak
vizsgalata (Kanyo et al. 2004)

Wu et al. (2006) kisérleteikben 58 kontroll petesejtet vizsgalva megéllapitottak, hogy 79,5%
normal morfol6gidt mutatott, és a kromoszomdak az equatoridlis sikba rendezddtek. A
vitrifikalt éretlen (germindlis vezikulum dllapotd; GV) és az érett, metafazis II (MII) pete-
sejteknél egyarant szignifikdnsan (P < 0,05) csokkent (10,1 és 12,9%) a normalis magorso
szervez8dés. A normal F-aktin megoszlasu vitrifikalt GV és MII petesejtek ardnya joval
alacsonyabb volt, mint a kontrollé (16,9; 37,2 és 72,3%)

Egy évvel késGbb Shi et al. (2007) a vitrifikdcié utan el6fordulé normal osztédasi kon-
figuracid tekintetében 1ényegesen jobb eredményket kaptak (43,5%) de még igy is szigni-
fikdnsan (P < 0,05) alacsonyabb volt ez az arany a kontrollénal (81,0%).

Juh petesejtek ,,hiit6kacs” technikaval végzett vitrifikacidja sordn a petesejtek kozvetleniil
a visszamelegités utan szintén alacsonyabb normal magorsé és kromoszéma konfiguraciét
mutattak a kontrollal 6sszehasonlitva (59,1 és 83,3%; P < 0,01) majd két 6ra kultivalds utan
vizsgdlva a vitrifikélt petesejteknél ez a paraméter tovabb csokkent (Succu et al. 2007a).
Néhdny kutaté gy taldlta, hogy az emlds petesejtek mélyhttésének hatdsara a kortikalis
granulumok exocitézisa a petesejt érése el6tt megtorténik (Vincent et al. 1990). A
bekovetkezd zona keményedés megakadalyozhatja a spermiumbehatoldst és a fertilizaciot.
Azonban mas kutatok vizsgdlatai nem igazoltdk, hogy ilyen véltozds lenne a kortikalis
granulumok viselkedésében (Van Blerkom és Davis 1994). A kumuluszsejteket tartalmazé
vagy csupasz in vitro maturaltatott petesejteket elemezve azt tapasztaltdk, hogy a kortikalis
granulumok (CG) megoszldsaban és denzitdsdban nem volt szignifikans kiilonbség. Azon-
ban szignifikdns denzitdscsokkenést figyeltek meg (P < 0,01) a fertilizalt és az in vitro
maturaltatott petesejteket 6sszehasonlitva (Romar et al. 2005).
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A kiilonboz6 fejlettségi stadiumu sertés petesejtek masképpen reagdlnak a krioprezer-
véciéra: az MII stddiumu oocitdk ellendllébbak a mélyhiitéssel szemben, mint a GV
stddiumdak. A GV oocitdkat etilénglikol (EG) vagy vitrifikacié hatdsdnak kitéve a
kromoszéma konfigurdcidban és a magors6fonalak dllapotdban dradmai valtozasokat
tapasztaltak és az in vitro fertilizacio sikertelen volt. Amikor az MII oocitdk voltak EG
hatdsdnak vagy vitrifikdcionak kitéve 18%, illetve 11%-ban maradt fenn a megfeleld
magorso szerkezet. Az EG onnmagédban vagy a vitrifikacids eljards sordn a legtobbszor
maradandé véltozasokat idézett el§ a mikrofilamentumok szerkezetében. Az EG kezelé-
sen dtesett vagy vitrifikdlt érett petesejtek osztédoképessége 14%, illetve 13% volt, ami
szignifikdnsan kevesebb volt, mint a kontroll (69%) (Rojas et al. 2004).
Transzmissziés elektronmikroszkopos vizsgdlatok eredményei azt mutattdk, hogy a
vitrifikéci6 kiilonbozd fokd karosoddsokat okozhat a GV petesejtekben. Néhdny petesejtnél
a kumuluszsejtek kiilonvaltak a kumulusz-oocita komplextSl (COC), és a ZP sériilt volt a
kumuluszsejtekkel hatdros részeken. A kumuluszsejtek kozotti szoros kapcsolddas (gap
junction) is roncsolddott, és sok mikrovillus sériilt volt vagy hidnyzott, és csak homogén
lipidcseppek voltak megfigyelhet6k. Az MII petesejteknél a kortikalis granulumok az
oolemma alatt sorakoztak. Csak morfolégiailag rendezetlen heterogén lipidcseppek és
koriilottiik nagy vakudlumok voltak jellemzsk (Wu et al. 2006).

Mindezek a kisérleti eredmények igazoljak, hogy a hiitési mddszer fejlesztése sziikséges,
melyre tjabban, tobbek kozott a kdvetkezd probalkozasok torténtek:

Du et al. (2008) a kriotolerancia noveléséhez magas hidrosztatikus nyomdsos el6kezelést
alkalmaztak IVM oocitdknal. Fejl6déképességiik eldsegitésére a partenogenetikus akti-
valas utdn 20 MP nyomadskezelést alkalmaztak 70 percig 25, illetve 37 °C-on, az ut6bbi
hémérsékleten elGkezelt petesejtek esetében szignifikdnsan magasabb blasztociszta
(14,1£1,4%) arany alakult ki, mint 25 °C-on el6kezelteknél (5,3+1,1%; P < 0,01).

Mais kutaték egyéb dj utakat keresnek. El&szor nyert igazoldst Wu et al. 2004-ben vég-
zett kisérletei alapjan, hogy normdl embridk 4llithaték el6 ZP-mentes petesejtek in vitro
fertilizacidja sordn a kultivalasi feltételek optimalizdlasaval. Az akroszoma statusz specifikus
fluoreszcens jelolésével (FITC-PNA) igazolddott, hogy a fagyasztott/visszaolvasztott sertés
spermiumban lejatszédhat az akroszéma reakcio és penetralédhat a petesejtbe zona reakcid
nélkiil is. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az akroszéma reakcié indukaldsira mas
anyagcsereutak is létezhetnek a fertiliz4cié folyamatdban, a széles korben elfogadott sper-
mium-zéna receptor modellen kiviil, bar ezen eredmények tovabbi igazoldsa sziikséges.
Bizonyos hiitési és visszamelegitési koriilmények kozott az emlds petesejtek ZP-janak
tobb, mint 50%-a karosodast szenvedhet (Schiewe et al. 1991). A ZP karosodast kiilonb6zs
emldsallatokndl megfigyelték (Dumoulin et al. 1994, Van den Abbeel é€s Van Steirteghem
2000, Silva et al. 2005, Ko et al. 2008) és szamos tanulmanyban beszdmoltak arrél, hogy
azilyen kdrosodasok befolyasoljak a késGbbi in vitro és in vivo fejlédést (Kasai et al. 1996,
Mavrides és Morrol 2005).

A jelen kisérletsorozatban a ZP-ban vitrifikdci6 utdn bekovetkezett valtozdsokat hason-
litottuk 6ssze in vitro €s in vivo érlelt csupasz és kumuluszsejttel koriilvett sertés pete-
sejteknél.
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ANYAG ES MODSZER

Vegyszerek

A felhaszndlt vegyszereket a Sigma-Aldrich Kft-t61 (Budapest) és a Werft-Chemie GmbH-
t6l (Bécs) vasaroltuk. A szervek laboratériumba szallitdsa 38 °C-os fizioldgids séoldatot
(0,9% [w/v] NaCl) tartalmaz6 termoszban tortént. A petefészkeket CETAB-, majd fizio-
16gids s6oldatban haromszor dtmosva fertStlenitettiik.

A kumulusz-petesejt komplexek (COC) kinyeréséhez TL-Hepes oldatot (Hagen et al. 1991)
hasznaltunk, melyet 0,1% polivinil-alkohollal egészitettiink ki (TL-Hepes-PVA).

A petesejteket NCSU-37 oldatban (Petters és Wells 1993) maturaltattuk, melyet 0,57 mM
ciszteaminnal, ImM dibutiril ciklikus adenozin monofoszfattal cCAMP), 5 g/mg inzulinnal,
50 mM merkaptoetanollal, 1 mM glutaminnal, 10 NE/ ml eCG-vel, 10 ng/ml EGF-el, és
10% sertés follikulus-folyadékkal egészitettiink ki.

A vitrifikéciés eljards sordn hasznalt alapoldat Hepes/TCM-199 volt, melyet 5 mg/ml
szarvasmarha-szérumalbuminnal (BSA) egészitettiink ki.

A fagyasztaskor az alapoldathoz krioprotektiv anyagokat (CPA) adtunk [etilén-glikol (EG),
dimetil-szulfoxid (DMSO)], melyek végsd koncentracidja 6,5-6,5 M volt.

A visszamelegités sordn a CPA-k kivondsahoz és a rehidrdldshoz az oldatokhoz csokkend
koncentraciéban (0,75, illetve 0,5 M) szahardzt adtunk.

Kisérleti elrendezés

A tanulmany két kisérletsorozatot mutat be.

Az elsé kisérletben a kumuluszsejtek in vitro maturalt (IMCOC-csoport = kumuluszsejtekkel
koriilvett IVM petesejtek; MD-csoport = lecsupaszitott IVM petesejtek) és preovulacids
(POCOC-csoport = preovulacids, kumuluszsejtekkel rendelkezd petesejtek; POD-csoport =
preovulacids, lecsupaszitott oocitdk) petesejtek életképességére gyakorolt hatdsat vizsgaltuk
a vitrifikéci6 soran.

A masodik kisérletsorozatban az in vitro maturalt (MCOC-, MD-csoport) és a preovulacios
(POCOC-, POD-csoport) petesejtek zéndjadnak prondz hatdsiara bekovetkezd oldodédsat
hasonlitottuk Ossze.

Petesejtek kinyerése és in vitro érlelése (IVM)

A vizsgalatokhoz sargatest és ciszta nélkiili petefészkeket hasznaltunk. A 3—6 mm atmérdjt
tiisz6kbdl a tiisz6folyadékot és a benne 1évé kumulusz-petesejt komplexeket (COC) 10
ml-es kézifecskendd és a hozza csatlakoztatott 18 G-jeld td segitségével szivtuk le, majd
a follikulus folyadékot (benne az oocitdkkal) centrifugacsovekbe gytjtottik. A sejtek
letilepedése és a feliiliszo eltdvolitdsa utdn a visszamaradt sejteket T1-Hepes-PVA oldattal
reszuszpendaltuk, majd mikroszkép (Nikon) segitségével (40x nagyitds) megkezdtiik a
COC-k kivalogat4sat.
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Az IVM-hoz csak j6 mindségt, tobbrétegti, kompakt kumuluszdllomédnnyal rendelkezé
petesejteket hasznaltunk fel. A COC-ket haromszor atmostuk NCSU-37 oldatban, majd
»négylyukd” tenyésztdedényben (NUNC), 50 COC/500 ul NCSU-37 oldatban, 42 éran
keresztiil, 5% CO,-tartalmu gazkeverékben, 38,5 °C-on érleltiik. A maturécio elsd felében
(020 6ra) az oldatot hormonnal egészitettiik ki (10 NE/ml eCG); az IVM masodik részében
(20-42 6ra) a petesejtek tenyésztése hormonmentes oldatban tortént.

A maturacié eredményességének elbirdldsa az expandalodasi ardny és a maturdcios rata,
kifejezésével tortént. Ennek meghatdrozdsahoz az IVM utédn, 30-30 COC-t, véletlenszer(ien
kivalogattunk, majd feljegyeztiik, hogy a sejtek mekkora része rendelkezett expandalédott
kumuluszalloménnyal. Ezt kdvetSen pipettazdssal eltavolitottuk a kumuluszsejteket a pete-
sejtek felszinér6l, majd az oocitdkat ecetsav €s etanol 1:3 ardnyu keverékében 3 napig
fixaltuk, majd a sejteket 0,1%-o0s ecetsavas-orceinnel festettiik, és mikroszkop segitségével
(400x nagyitds) megvizsgltuk a sejtmagot. Erettnek tekintettiik azokat a petesejteket,
melyek metafazis II osztédasi stddiumban voltak.

Preovuldcios (in vivo maturdlodott) petesejtek kinyerése

Négy magyar nagy fehér x lapaly kocasiilds (8—9 hénapos, 110—120 kg-os) ciklusét szinkro-
nizéltuk progesztagén hatdsi Regumate® etetésével. Az dllatok naponta 16 mg Regumate®-t
kaptak 15 napon keresztiil. Huszonnnégy 6réval az utols6 Regumate® etetést kovetSen az
allatoknak 1000 NE eCG-t (tiiszénovekedés stimuldldsa), majd 72 6raval késébb 50 ug
GnRH-t applikaltunk (ovuldcié indukcid). A GnRH kezelés utdn 34 éraval kezdtiik meg a
COC-k gy(jtését, laparotdmids eljardssal. Az invaziv dllatkisérletek végzése a Pest Megyei
Allategészségiigyi és Elelmiszerellenrz Allomds 205/024/Pest/2006 etikai bizottsagi
engedélye alapjan tortént. A mitéti narkoézist 100 testsuly kg-onként 10 ml ketaminnal
(SBH-Ketamin, SelBrutta) és 4 ml xylazinnal (Xylavet, Lavet) intravéndsan biztositottuk.
Az 5 mm-nél nagyobb follikulusokbdl kézifecskendd és a hozzd kapcsolt ti segitségével
nyertiik ki a petesejteket.

Petesejtek vitrifikdcidja

A petesejteket a Vajta et al. (1997) édltal bemutatott ,,nyitott végii miszalma” (OPS) el-
jarassal vitrifikaltuk. A fagyasztast megel6zGen a petesejteket krioprotektiv anyagokat
(CPA) tartalmaz6 oldatokban, 2 1épcsében ekvilibréltattuk. Az elsg ekvilibracié (3 perc)
soran alkalmazott oldatban a CPA-k (EG és DMSO) koncentracidja 2—2 M volt, mig a
masodik ekvilibracio (1 perc) 6,5-6,5 M EG-t és DMSO-t tartalmaz6 oldatban tortént. Ezt
kovetGen a petesejteket tartalmazé, koriilbeliil 10 pl nagysagi médiumcseppeket nyitott
végl, lesztkitett keresztmetszeti miiszalmékba szivtuk fel kapilldris elven, majd azonnal
folyékony nitrogénbe martottuk azokat.
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Visszamelegités

A petesejtek visszamelegitése harom lépcsGben tortént. A miszalmakat ujjaink kozé fogva
(=36 °C) felmelegitettiik 0,5-1 perc alatt. A melegités sordn a petesejteket 5-5 percig,
csokkend szaharéz-koncentraciéju (0,75 M, majd 0,5 M) oldatokban ekvilibraltattuk, végiil
az oocitdkat szahar6zmentes alapoldatba helyeztiik.

A petesejtek vizsgdlata a visszamelegitést kovetéen

A visszamelegités utdn mikroszkop segitségével (40x nagyitds) megvizsgéltuk a petesejtek
morfoldgidjat. Azokat a petesejteket, melyek ooplazmadja sotét €s homogén volt, a ZP-juk
nem sériilt, illetve a petesejtek alakja nem valtozott meg, normdlisnak tekintettiik. Abnor-
madlisnak tekintettiik azokat az oocitdkat, melyekben strukturalis valtozasokat figyeltiink
meg, sériilt a ZP-juk, citoplazmdjuk vildgos, toredezett volt.

A zona pellucida szerkezetének vizsgdlata

A visszamelegitést kovet§en csoportonként 30—40 petesejtet PBS oldatba (Kim et al. 1997)
helyeztiik, majd pipettdzassal eltdvolitottuk felsziniikr6l a kumuluszsejteket (MCOC,
POCOCQ), végiil 100 pul 0,1% (w/v) prondz oldatot adtunk az alap PBS oldathoz. Mikroszkép
segitségével (400x nagyitds) folyamatosan figyeltiik a petesejteket és feljegyeztiik, hogy
mennyi id6 alatt emészt6dott meg a ZP.

Statisztikai vizsgdlatok

Minden vizsgédlatot hdromszor megismételtiink. Az eredmények értékelése a STATISTICA
programmal (ANOVA) tortént. A csoportok kozotti kiilonbségeket Duncan’s teszttel vizs-
galtuk. Szignifikdns kiilonbségnek azt tekintettiik, ahol a valészintiség P < 0,05 volt.

EREDMENYEK

A petesejtek életképessége a vitrifikdciot kovetden

In vitro érlelt, kumuluszsejtekkel koriilvett [MCOC csoport (n = 255)] és szintén in vitro
maturalt, de a kumuluszsejtekt6l a maturaciot kovetGen teljesen lecsupaszitott petesejteket
[MD csoport (n =215)] vitrifikéltunk a nyitott, kihizott végli miiszalma (OPS) mddszerrel.
Kontrollcsoportként (n =217) sertés petesejteket maturaltattunk in vitro, 42 6ran keresztiil.
Megvizsgéltuk a petesejtek szerkezetében bekovetkezd és a sejtmag érését jelz6 morfologiai
véltozasokat a visszamelegités utdn (1. kép).

42 éra in vitro maturaciét kovetGen megallapitottuk, hogy a vizsgalt kontroll petesejtek ese-
tében a kumuluszsejtek expandalodasi rataja 89,33+6,11% volt, mig a sejtek 82,67+6,11%-a
elérte a metafézis II allapotot. Ez alapjan a maturacids rendszer megfelelének bizonyult
a petesejtek mesterséges érleléséhez.

A vitrifikalt/visszamelegitett petesejtek degeneralddési ardnya az MD-csoportban szignifi-
kansan (P < 0,05) nagyobb volt (78,08+1,88%), mint az MCOC csoportban (57,04+1,55%).
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1. kép (A) Kumulusz-petesejt komplex expanddlédott
kumuluszallomannyal az IVM 42. érdjaban
(B) érett, MII petesejt az IVM 42. 6rdjaban
M = kromoszomak metafazisban, 1. st. = els§ sarkitest

Picture 1. (A) Cumulus-oocyte complex with expanded cumulus cells at 42 h of IVM
(B) matured, metaphase II stage oocyte at 42 h of IVM
M = chromosomes at metaphase, 1 st.= first polar body

A ZP oldioddsdnak vizsgdlata (2. kép)

2. kép Sertés fagyasztott/visszamelegitett petesejtek a ZP eltavolitdsa utdn
(A) petesejt intakt plazmamembrannal, lathaté sarkitesttel,
(B) petesejt ép plazmamembréannal,
(C) felolddédott plazmamembran, degenerdalédott petesejt

Picture 2. Porcine vitrified/warmed oocytes after ZP digestion
(A) oocyte with intact plasma membrane, with visible polar body,
(B) oocyte with intact plasma membrane,

(C) degenerated oocyte with dissolved plasmamembrane
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1. Preovuldcios (in vivo maturdlt) petesejtek
A preovulécids petesejtek esetében a prondzos emésztési idd 295,60+46,11 masodperc
volt, ami szignifikdnsan tobb, mint az POCOC- (225,25+32,69 mdasodperc) és az
POD-csoportban (217,5+29,06 mésodperc).

2. In vitro maturdlt petesejtek
Az in vitro maturalt kontroll csoportban a ZP emésztési ideje szignifikdnsan hosszabb
ideig tartott (252,52+37,4 masodperc), mint az MCOC- (213,34+98,42 masodperc)
és az MD-csoportokban (118,54+73,98 madsodperc). Ugyanakkor megallapithat6
az is, hogy az MD-csoportban a ZP szignifikdnsan gyorsabban bomlott le, mint az
MCOC-csoportban.

3. A preovuldcios és az IVM petesejtek ZP-vdltozdsainak dsszehasonlitdsa
A kontroll preovulaciés petesejtek prondzos emésztési ideje 295,6+46,11 masodperc
volt, ami szignifikdnsan tobb, mint a kontroll in vitro maturalt oocitdk esetében
(252,52+37.4 masodperc). A prondzos emésztési kisérletek alapjan megallapithatjuk,
hogy a kumuluszsejtekkel koriilvett in vivo és in vitro érlelt oocitdk ZP-ja egyarant
kisebb karosodast szenvedett a vitrifikaci6 sordn. A csupasz petesejtek esetében latszik,
hogy az in vitro érlelt és vitrifikalt petesejtek emésztési ideje Iényegesen révidebb, mint
a tobbi vizsgélt csoporté, tehat ebben az esetben sériilt legjobban a ZP (/. dbra).

1. dbra In vitro maturalédott és az ovulalt oocitdk zéndjanak emésztése prondzzal
* Az azonos bettk jelolik a szignifikdns kiilonbségeket (P < 0,05)

Figure 1. ZP digestion of in vitro matured and ovulated oocytes
*The same letters indicate significant differences (P < 0.05)
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KOVETKEZTETESEK

Funahashi et al. (2000) szkenning elektron mikroszképos (SEM) vizsgédlatokkal meg-
allapitotta, hogy az intakt ZP dtlagos atmérdje és annak atlagos vastagsdga nagyobb volt
az ovulalt oocitdknak, mint az in vitro maturaltaknak. A ZP vastagsdga nagyobb volt az
in vivo zigbtaknak, mint a petesejteknek, mig az IVM-IVF zigétdk nem kiilonboztek az
IVM petesejtektSl. Ez az eredmény azt jelzi, hogy a ZP morfoldgia és a sperma penetraciot
kovetd ZP reakcei6 jelentGsen kiilonbozik az IVM és ovulalt oocitdk kozott.

Michelmann et al. (2007) vizsgaltak a zonamorfoldgiat és a spermakotd mintdzatot ser-
tésnél. A petesejtek négy csoportjat kiilonboztették meg: éretlen, in vivo érlelt, in vitro
maturaltatott 24, vagy 48 h-ig. Ezen kiviil in vivo vagy in vitro fejlédott korai embridk
zénamorfologidjat is elemezte. Azt tapasztalta, hogy négy kiilonb6zé zénamorfoldgia
hatdrozhat6 meg. A kategdridk a porézus halészerd struktiratél a megkozelitSleg sima és
kompakt felszinig terjedtek. Az el6z6 szerz6kkel nem egyezd eredményeket kapott, ugyanis
nem talalt kiilonbséget az in vitro és in vivo érlelt petesejtek és a zoéna szerkezete kozott.
Vizsgdlatai szerint az 0sszes petesejtcsoport nagyon heterogén zénamorfoldgiat mutatott, és
nem volt tisztan értékelhetd Osszefiiggés a kategéridkon beliil. Az embridfejlédést vizsglva
azt tapasztalta, hogy in vivo embriéfejlédés sordn a zénafelszin a porézus struktiratdl a
kompakt felszin felé valtozott, addig az in vitro embridk kompaktak maradtak a fejlédés
Osszes stddiumaban.

Succu et al.(2007b) kettds fluoreszeens festést alkalmazva vizsgaltak a vitrifikacié hatasat
juh petesejtek ZP integritdsara, és az eredményeik azt mutattdk, hogy visszamelegités
utdn alacsonyabb membranintegritds volt megfigyelhetd a vitrifikalt csoportndl (P < 0,01),
mint a kontrollnal.

Az invivo és in vitro érlelés kozotti kiilonbséget igazolja, hogy megéllapitottak, a petevezetd
specifikus glikoprotein (OGP) az ivari ciklus soran helyileg és id6ben kiilonbozSképpen
expresszalddik és lokalizalodik az érett petesejtek és az embriok ZP-jan, a perivitellinalis
terében és plazmamembranjan. McCauley et al. (2003) kisérleteikben az in vitro matu-
raltatott sertés petesejtekhez, vagy a kapacitacion atesett spermiumokhoz OGP-t adva azt
tapasztaltdk, hogy csokkent a polispermia, valamint a spermiumok kot6dé képessége a
z6nahoz, de magas penetraciés ardnyt sikeriilt elérniiik.

Sziikség van az in vitro és in vivo érési folyamatok, valamint a vitrifikacié sordn létrejott
véltozasok pontosabb feltdrasara. Megéllapitottuk, hogy a vitrifikalt/visszamelegitett IVM
petesejtek degenerdlddasi ardnya a csupasz petesejtek esetében szignifikdnsan (P < 0,05)
nagyobb volt (78,08+1,88%), mint a kumuluszsejtekkel boritott oocitdk csoportjdban
(57,04+1,55%).

A vitrifik4ci6 sordn a ZP sériil és a sériilés mértéke fiigg attél, hogy a ZP csupasz vagy
kumuluszsejtekkel koriilvett-e a hitési folyamat kezdetén. Az in vitro maturalt és a
preovulacids petesejtek zondjanak prondz hatdsira bekovetkezd oldodéséat vizsgdlva a
vitrifikaciot kovetéen megdllapitottuk, hogy a kumuluszsejtekkel koriilvett in vivo és in
vitro érlelt oocitdk ZP-ja egyarant kisebb mértékben karosodott a vitrifikdcidé soran, mint
a lecsupaszitott petesejteké.
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Az in vivo és in vitro maturdlt petesejtek zona pelluciddjanak szerkezete eltérd, szignifi-
kans kiilonbséget taldltunk a prondzos emésztési id6 tekintetében, mind a kontroll, mind
a vitrifikdlt/visszamelegitett csupasz petesejteknél. Laboratériumi vagy természetes dton
éretté valt kumuluszsejtes vitrifikalt/visszamelegitett petesejtek zondjanak prondzos emész-
tési idejében azonban nem volt szignifikans kiilonbség, ez jelzi, hogy a kumuluszsejtek
ZP-t védé szerepe jelentSs a hités/visszamelegités folyamatdban.

Az in vitro érlelt és vitrifikalt csupasz petesejtek emésztési ideje 1ényegesen kevesebb, mint
a tobbi vizsgélt csoporté, ami jelzi a ZP hiités sordn bekdvetkezd kdrosodasanak mértéke
ebben az esetben a legjelent&sebb.

Study of zona pellucida modifications in in vitro and in vivo matured
porcine oocytes after vitrification with or without cumulus cells
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SUMMARY

The morphology of zona pellucida (ZP) and the ZP reaction at sperm penetration appears
to be quite different between IVM oocytes and preovulatory ones. Unfortunately, the
cryopreservation of oocytes has been associated with low pregnancy rate after embryo
transfer, which could be originated from limited developmental and implantation compe-
tence of these embryos. ZP damage has been determined in different mammalian species
and several studies have reported an detrimental effect of these injuries on further in vitro
and in vivo development of the embryos. The degree of cryoinjuries could be depend on
the presence or absence of cumulus cells around the ZP during vitrification.

The objective of the present study was to assess the zona pellucida modifications in in vitro
and in vivo matured porcine oocytes after vitrification with or without cumulus cells.
The degeneration rate of denuded vitrified/warmed oocytes (78.08+1.88%) was significantly
(P < 0.05) higher than in oocytes with cumulus cells (57.04+1.55%).

Our results suggest that the digestion time of the control preovulatory oocytes’ ZP was
significantly longer than vitrified ones’. It was found the same result in the in vitro matured
groups too, furthermore an effect of cumulus cells was observed on the digestion results.
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Oocytes surrounded with cumulus cells needed significantly more time to dissolve the
ZP than for denuded oocytes.

The results demonstrated that the in vitro matured and denuded vitrified/warmed oocytes
need the least time to dissolve the ZP, consequently in this group were the biggest cryo-
injuries of the ZP.
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