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OSSZEFOGLALAS

A szerz6k VLV (vitroloop vitrifikdacio; VLV) modszerrel és egy
uj Osszetételii, etilén-glikolt (EG) + propilén-glikolt (PG) +
Ficoll-t (F) + szacharozt (SZ) tartalmazo véddoldattal torténd
egér embriok vitrifikaciojarol kézélnek eredményeket. A vitrifikalt
embriok csoportia mellett kialakitottak egy fagyaszto és
felmelegité oldatsorokkal kezelt, de nem vitrifikalt és egy kontroll
embrio csoportot. Kozvetleniil a felolvasztas utin az embriok
mindségét morfologiai bélyegek alapjan elbiralva 202 embrio élte
til a fagyasztast (202/218; 92,7%). A 202 vitrifikaciot tilélé
embriobol 180 fejlédott a blasztociszta stadiumig (180/202;
89,1%). A vitrifikacios és felmelegité oldatsorokkal kezelt, de nem
fagyasztott embriok esetében 86%- os in vitro fejlédési aranyt
(65/75). A kezeletlen kontroll
91,4%-a  fejlodott
blasztocisztava a 48 ords in vitro tenyésztés alatt (75/82).

dllapitottak  meg embriok

csoportiaban  az  embriok expandalt
Eredményeik azt mutatjik, hogy a VitroLoop™ technoldgia és az
uj dsszetételii fagyaszto oldat egyiittes alkalmazasaval magas
tilélési és in vitro tovibbfejlédési ardannyal vitrifikalhatok az

osztoddsi stadiumu egér embriok.
Kulcsszavak: vitrifikdcio, egér embriok, vitroloop
SUMMARY

The objective of the study was to vitrify mouse embryos with
the cryoloop technology using a new combination of vitrification
mediums. Embryos were exposed to a 2- step loading of CPA,
ethylene glycol and propylene glycol, before being placed on the
surface of a thin filmy layer formed from the vitrification solution
in a small nylon loop. After warming, the CPA was diluted out
from the embryos by a 3-step procedure. Our data show that a
high percentage of embryos survived (92.7%) vitrification in the
mixture of EG and PG combined with cryoloop carrier and
developing normally (89.1%) in vitro after thawing.

Keywords: vitrification, mouse embryos, vitroloop
BEVEZETES

A tradicionalisnak mondhat6 ,lassi mélyhfités”
mellett az embrid6 mélyhiités egy masik
valtozata a  vitrifikdci6, amikor a  sejtek
jégkristalyképzédés nélkil fagynak meg. A
vitrifikacio a sejtek mélyhtitésének olcsé és egyszerii
modja. 1985-ben

Rall és mtsai a sejtek mélyhiitésének teljesen 1j
megkozelitésérol kozoltek adatokat; egér embriokat

vitrifikaltak. A sikeres vitrifikaciohoz harom
alapveté  feltételnek kell teljesiilnie: 1. a
fagyasztooldatnak  nagy  mennyiségben  kell

tartalmaznia intra- és extracellularis véddanyagok
keverékét, 2. a sejteket kis térfogati oldatban kell
mélyhliteni (néhany pl), 3. igen gyors hiitési
sebességet kell alkalmazni. A fent emlitett feltételek
teljesiilésekor a véddéoldat viszkozitasa nd, és
jégkristaly-képzodés nélkiil szilardul meg. A
mobdszer alkalmazasa nagy koriiltekintést és kelld
gyakorlatot kivan. A hitési sebesség novelésével
csokkenthet6 a véddanyagok koncentracidja és
ezaltal azok toxicitasa, valamint az altaluk okozhatd
ozmotikus karosodas veszélye. Az utobbi években a
hiitési sebességet sikeriilt nagymértékben novelni,
azaltal, hogy a véddoldat térfogatat csokkentették,
ami annak  koszonhetd, hogy Uj tipusu
szallito/hordoz6 eszkozoket fejleszttettek ki (OPS
straw: Vajta és mtsai, 1997; Oberstein és mtsai,
2001; flexipet-denuding pipetta: Liebermann és
mtsai, 2002; hemi-straw: Kuwayama ¢és Kato, 2000;
nejlonhalé: Matsumoto €s mtsai, 2001; nejlonhurok:
Lane ¢és mtsai, 1999; Oberstein és mtsai, 2001; SSV:
Dinnyés és mtsai, 2000). Ennek eredményeként az
embridk/petesejtek  nagyon  kis  mennyiségii
véddoldatban fagyaszthatok.

ANYAG ES MODSZER

"o

Egér embridk el6allitasa és in vitro tenyésztése

Nyolc  hetes CB6F1 ndstény  egereket
szuperovulaltattunk 10 NE eCG/PMSG-vel (i.p.),
majd 48 ora elteltével (0. nap) az ovulaciot és a
petesejtek végsd érését 10 NE hCG-vel indukaltuk
(i.p.). Kozvetleniil a hCG kezelés utan a ndstény
egereket himekkel raktuk Ossze, majd 20-24 oraval
késébb  kinyertik a zigétakat, amelyeket a
mélyhtitésig G1 médiumban (Vitrolife, Svédorszag),
37,5 °C-on, 6,5% CO2-vel ¢és maximalis
paratartalommal a levegdben 48 oOrdn keresztiil
tenyésztettiik. Az embriok mélyhitését — mindségi
biralatot kdvetden — a 3. napon reggel végeztiik. Csak
a koranak megfelel6 fejlettségi stadiumi, morfologiai
rendellenességeket nem mutatd embridkat (4-8 sejtes
¢és korai/kompakt morula) mélyhiitottiik.

81



AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2009/37.

Az o0sztddasi stadiumu egér embridk vitrifikacidjanal
és a felmelegités utdn a véddanyagok kivonasanal
hasznalt oldatok

Az embriok fagyasztasira a RapidVit Cleave™
(Vitrolife, Svédorszag) oldatsort alkalmaztuk, amely
a kovetkezd oldatokbol all: alap oldat-gentamicin és
human szérum albumin (VIT1 oldat), equilibracios
oldat -7,5% EG, 7,5% PG (VIT2 oldat), vitrifikacios
oldat -15% EG, 15% PG, 10 mg/ml F 400, 0.65 mol/l
SZ (VIT3 oldat).

Az embriok felmelegitésénél a szacharozt
csokkené koncentracioban tartalmazdo G-MOPS
oldatsort alkalmaztuk. G-MOPS+ 0,65 mol/l SZ
(FELMI oldat), G-MOPS+ 0,25 mol/l SZ (FELM2
oldat), G-MOPS+ 0,125 mol/l SZ (FELM3 oldat),
G-MOPS alap oldat (FELM4 oldat) (RapidWarm
Cleave™, Svédorszag). A Gl oldatban vald
tobbszords mosast kdvetden a vitrifikalt/ felolvasztott
embriok életképességét G1 oldatban torténd 48 oras
in vitro tenyésztéssel értékeltiik.

A VitroLoop™ hordozé rendszer

A VitroLoop™ egy nejlon hurok, ami egy fém
p6znahoz van erGsitve. A fém tartét a LN,
hémérsékletét elviseld specialis miianyag tubus zar6
kupakjaba siillyesztett magnes korong tartja. A
magnes korong révén a fém podznat és a hozza
erdsitett nejlon hurkot, egy specialis fém eszkozzel,
konnyen és biztonsagosan csavarassal rogzitjik a
milanyag tubusban.

Osztédasi  stadiumt egér embridk mélyhiitése és
felmelegitése

Az 1Un. négy edényes szdvettenyészté talca
(NUNC 4-well plate, NUNC, Dania) 1-es, 2- es és
3-as edényébe 1 ml-t tettink az alap-, az
equilibracids és a vitrifikacios oldatokbol. Ezutan a
talcat 37 ©°C-ra el6melegitett melegitd asztalra
helyeztiik, és az embriokkal kapcsolatos munkat
folyamatosan ezen a homérsékleten végeztik.
Fagyasztaskor az embriok a fenntartd oldatban 5-10,
az equilibraciés oldatban 2 percig tartozkodtak. Az
equilibracio ideje alatt a vitrifikacios oldatbol egy
20 pl-es cseppet helyeztiink egy szovettenyészto petri
csészébe. A nejlon hurkot ebbe martva film réteget
képeztiink a hurok szarai kozott. Két perc elteltével
az embriodkat athelyeztiik az equilibracios oldatbdl a
20 pl-es cseppbe, ahol max. 30 masodpercet
tolthettek, majd egy mikrokapillaris segitségével
athelyeztik Oket a nejlonhurokra. Ezutan a
nejlonhurkot a folyékony nitrogénnel feltoltott
tartojaba (Nunc Cryovial, Dania) tettilk, majd a
tartoval egyiitt beraktuk a folyékony nitrogéntarold
konténerbe.

Az embriok felmelegitésénél a négy edényes
szOvettenyészté talca 1-es, 2-es, 3-as 4as 4-es
edényébe 1-1 ml-t tettiink a felmelegitd oldatokbol,
majd a talcat a 37 °C-ra elomelegitett melegitd
asztalra helyeztiik, és az embriokkal kapcsolatos
munkat folyamatosan ezen a hdomérsékleten

végeztik. A tart6jabol  kivett  VitroLoop ™
nejlonhurkot azonnal az 1-es felmelegité oldatba
meritettiik kb. 10-20 sec-ra. Ezutan az embriokat
athelyeztilk a 2-es oldatba 1 percre, majd a 3-as
oldatba 2 percre. A 4-es oldatban az embridk 5 percet
toltottek. Végiil az embriokat a tobbszords mosast
kovetden 48 oran keresztiil G1 oldatban 37 °C-on in
vitro tenyésztettiik és csak azokat az embridkat
tekintettik a fagyasztast taléloknek, amelyek
tovabbfejlodtek, €s a 48 oras in vitro tenyésztés ideje
alatt elérték az expandalt blasztociszta stadiumot.

Kisérleti elrendezés

A 3. napos osztodasi stadiumu embriokat 3
csoportba soroltuk.

Vitrifikalt csoport: az embriokat a vitrifikacios
oldatsorral torténd kezelést kovetden fagyasztottuk.
A 24 6ras LN,-ben torténd tarolds utan az embridkat

felmelegitettik és  végigvittik a felmelegitd
oldatsoron.

Fagyaszto és felmelegitd oldatsorokkal kezelt, de
nem vitrifikdlt csoport: az embriokat nem
vitrifikaltuk, de a vitrifikdcios és felmelegitd
oldatsorokkal kezeltiik.

Kontroll csoport: in vitro tenyésztett kezeletlen
kontroll embriok.

Statisztikai elemzés

A csoportok kozotti  kiilonbség  statisztikai
elemzését x négyzet probaval végeztik (StatSoft,
Chicago, USA).

EREDMENYEK

kozilik 11-et a felolvasztas utan nem talaltunk meg
(11/229; 4,8%).

A 218 megtalalt embriobol az embridk mindségét
morfologiai bélyegek alapjan megitélve 202 élte tal a
fagyasztast (202/218; 92,7%). A 202 tulélo embriod
koziil 180 fejlodott a blasztociszta stadiumig a
felolvasztast kovetd 48 oras in vitro tenyésztés alatt
(180/202; 89,1%).

A vitrifikaciés és felmelegitd oldatsorokkal
kezelt, de nem fagyasztott embriok esetében az in
vitro fejlodési arany 86%-os volt (65/75).

A kezeletlen embridk csoportjaban az embriok
91,4%-a fejlodott expandalt blasztocisztava (75/82).

MEGBESZELES

Eredményeink azt mutatjak, hogy a VitroLoop ™
technologia és az uj Osszetételii fagyasztd oldat

1712 0

fejlodési arannyal vitrifikalhatok osztodasi
stadiumu egér embriok.

Szamos irodalmi adat tdmasztja ala a vitrifikacio
elényeit, miszerint 1ényegesen kisebb stresszt jelent a
sejtek szamara, mint a hagyomanyos fagyasztasi
moédszerek  (Stachecky és  Cohen, 2004

Leibo ¢és mtsai, 1996; Massip, 2001; Tucker és

az

82



AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2009/37.

Liebermann, 2008; Dinnyés és mtsai, 2000; Fahy és
Rall, 2008).

A CLV (nejlonhurok) technikat sikeresen
alkalmaztak human, horcség, egér, szarvasmarha és
16 embridk, valamint human, 16 és szarvasmarha
petesejtek vitrifikacigjara. Lane és mtsai (1999) egér

blasztocisztakat vitrifikdlva 100%-0s in vitro
tovabbfejlodési aranyt figyeltek meg.
Jelen kisérletsorozatban alkalmazott 1jszerii

Osszetételii oldatsor esetében a DMSO-nak PG-lal
torténd helyettesitését az indokolta, hogy az utdbbi
kevésbé toxikus és régota eredményesen alkalmazzak
a human embriok lassu fagyasztasanal (Kasai, 2004).
A két népszerti krioprotektiv anyag hatékonysagat és

PG esetében a tovabbfejlodési arany nagyobbnak
bizonyult (Nowshari és mtsai, 1995).

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a

VitroLoop™ modszer biztonsagos, jo
hatékonysaggal alkalmazhato vitrifikacios eljaras.
Az 0j Osszetételi vitrifikaciés oldat, amelyben a
DMSO-t PG helyettesiti, a korabbi véddoldathoz
hasonldéan nagy tulélési és tovabbfejlodési aranyt
biztosit. Tudomasunk szerint osztodasi stadiumu egér
embrioknak az un. Vitroloop™  vitrifikacios
fagyasztasi technoldgiaval és az j 6sszetétell etilén-
glikol-t (EG), propilén-glikolt (PG), Ficoll-t (F) és
szachar6zt (SZ) tartalmazd védodoldattal torténd
vitrifikaciojarol még nem kozoltek adatokat.

toxicitdsat egér embridokon Osszehasonlitva a
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