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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

., Bolondnak tartottak. Senki sem akarta véllalni az etikai kockdzatot. En azonban
sosem aggodtam, a kutatasaim bebizonyitottak, hogy az IVF ugyanugy miikodik, mint

’

a természetes megtermékenyiilés.’
ROBERT G. EDWARDS
(fiziologiai és orvostudomanyi Nobel-dij, 2010)

A gazdasagi allatok szaporodasbiologiai gondozasa Osszetett feladat, amely feldleli a ndivart
egyedek szaporitdsa soran alkalmazott biotechnikai eljarasokat. Osszetett feladat, hiszen sok
esetben talalkozhatunk a nem ivarzd, a csendesen ivarzd és az észre nem vett ivarzo allatok
fogalmaval. Allattenyésztoként a szandék ugyanaz, hogy a kivald genetikaval rendelkezd
néivaru allatok potencialjat kihasznaljuk oly médon, hogy a lehetd legtobb utddot nyerjiik

toliik.

Ahhoz, hogy a hazai és nemzetkdzi allattenyésztés megdrizhesse a versenyképességét,
elkertilhetetlen az asszisztalt reprodukcids technikdk (ART) alkalmazasa. Az asszisztalt
reprodukcios technologidk csoportjaba kiilonbozd eljarasok tartoznak, mint a mesterséges
termékenyités, az 1ivarzas -és ovuldcid szinkronizalasa mellett ezek indukalasa, a
szuperovulacios kezelések, az embridatiiltetés (ET) és nem utolsé sorban az embridk és
petesejtek fagyasztdsa. Ezen technoldgidk alkalmazasa az emberben €s a gazdasagi allatokban

egy célt szolgal, tamogatni az adott faj szaporodasat és fennmaradasat (Szabari et al., 2008).

Ellenben kell tenniink némi kiilonbséget human és allati szempontbol. Embernél az ART-nak
koszonhetden sziiletett meg az els6 lombikgyermek 1978-ban, Anglidban. Robert Edwards
eredményei tették lehetdvé a terméketlenség kezelését, amely orvosi allapot, az emberiség
jelentds részét, az dsszes par tobb mint 15 szazalékat érinti vilagszerte. Magyarorszagon 1987-
ben végeztek eldszor sikeres beiiltetést, egy olyan meddé nénél, aki 10 éven keresztiil vart a
gyermekaldasra. Az in vitro termékenyitésnek (IVF) kdszonhetéen 1978 6ta megkozelitdleg
kb. 8 milli6 gyermek jott vilagra. Hazankban évente mintegy 6000 — 7000 IVF eljarast végeznek
el (Cseh et al., 2019). Ennek alapjan elmondhatd, hogy embernél az ART-t kizarélag olyan
esetekben alkalmazhatjuk, amikor egy adott hazaspar valamelyik vagy mindkettd tagjanal

csokkent reprodukciot vagy stilyosabb esetben teljes infertilitas, azaz medddség all fenn.

Az allatorvosi asszisztalt reprodukcios eljarasok soran a legjobb anyakbol (donor), melyek
szaporodasbioldgiai szempontbol egészségesek, azaz fertilisek, az embridkat kinyerjiik és

betiltetjiik 6ket egy genetikailag gyengébb, azonban kivalo anyai tulajdonsagokkal rendelkez6
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egyedbe (recipiens). Ebben az esetben nem gyogykezelési protokollban vesznek részt, hanem
alapvetéen megkiméljiik o6ket néhany felesleges vemhességtél, mikozben a fertilis
néstényekbdl ujabb €és ujabb utdédok nyerheték. A mesterséges termékenyités sordn ugy
gondolom, hogy az apai génekre nagyobb hangsulyt fektetiink, holott az utdéd fenotipusat a
termékenyitett anyaallat genotipusa is meghatdrozza. Ezzel szemben, az embridatiiltetésnél
joval tobbrdl van sz6. Az eljarasra az 1970-es évek végétdl innovacioként tekintettek, hamar
felismerve elonyeit, mint példaul: a modern allattenyésztés elvarasainak kielégitése, ritka,
Oshonos ¢s veszélyeztetett allatfajok Iétszdmanak gyarapitdsa, ezen allatok megmentése és
fenntartasa (Cseh et al., 2012). Magyarorszagon 1978 6ta végeznek embridatiiltetést, kiilondsen
holstein-friz fajtaban (Szabari et al., 2008).

Dolgozatom célja, hogy a kiilonleges genetikai adottsdgu wagyu szarvasmarha fajta, milyen
modon illeszthetd be az in vivo vagy akar az in vitro embridel6allitas 1épéseibe. A hazai
tenyésztdi gyakorlatban eddig nem sziiletett publikdci6 a wagyu fajtanal alkalmazott
embridatiiltetés (ET) sikerességérdl. Véleményem szerint az ET nem jelenik meg széleskorben,
holott egy haladd szemlélettel rendelkezd telep szaporodasbioldgiai menedzsment részét
képezhetné. Vizsgdlataimban egy felvidéki holstein-friz recipiens iiszéallomany
embriodatiiltetés-protokolljanak elemzésével, illetve az eljards eredményességét befolyasold
tényezokkel foglalkozom. Ezen beliil fontosnak tartom ismertetni a kiiloénb6z6 szuperovulacios
kezelések hatasat az embrio-produkciora. Munkam sordn wagyu embridkat iltettiink be
holstein-friz recipiensekbe; vizsgaltam a vembhesiilési szazalékot, a recipiens iisz0k életkoranak

hatasat az embriok megtapadasara, valamint az évszak hatasat, mint befolyasolo tényezot.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1 Wagyu tenyésztés jelentosége

Az Oshonos japan szarvasmarhak eredete feltehetéen a kontinentélis kinai fajtdkhoz kothetd,
amelyeket valamikor a Yayoi iddszakban (i.e. 300-t6l i.sz. 300-ig) importaltak Japanba a
Koreai-félszigeten keresztiil (Motoyama et al., 2016). Japanban a 19. szazad végéig a
szarvasmarhakra igavon¢ allatként tekintettek, hiszen az 1800-as évek végéig egyaltalan nem
is fogyasztottak marhahust. A japan buddhista hiedelem miatt, miszerint az emberek allatokka
reinkarnalodhatnak, sok évszazadon at, a szarvasmarha, koztiikk a wagyu hasanak fogyasztasa

is tiltott volt (URLY).

A wagyu sz0 a japan marhat jelol, melynek sz60sszetételébol a ,,wa”, céloz a szarmazasa, azaz
jelentése japan, mig a ,,gyu” a szarvasmarhat jelenti. A fajta kivalo genetikai jellegzetessége
kozé tartozik a husmindség és marvanyozottsdg, melynek koszonhetden a vilag legdragabb
hasaként tartjak szdmon. Késébb a Meji dinasztia hatalomra keriilésének koszonhetden kezdett
el terjedni Japanban a marhahtsfogyasztas. A wagyu hiismarha fajta attorését a 1. vilaghabora
utani idészak tette lehetévé, miutan a japan kormany ugy dontott, hogy a kiemelked6 mindséget
mutatd hazai és kiilfoldi szarvasmarha fajtakndl tdmogatni kell a szelekciot és regisztraciot. A
II. vildghdbort utdn a japan kabinet racionalizélta a regisztracids folyamatokat, és hivatalosan
harom {6 wagyu szarvasmarha fajtat ismert el, melyek a kovetkezok: japan fekete, japan voros
és japan szarvatlan. 1948-ban hivatalosan is 1étrehoztak a Nemzeti Waqyu Szarvasmarha

Regisztracios Szdvetséget (URL?).

Az 1970-es évekre viragzo, globalizalt japan gazdasag egyre tobb wagyu-t fogyasztott, a
kilencvenes évek elejéig fajtiszta wagyu szarvasmarhakat és embriokat szallitottak Amerikéba,
Ausztralidba és Nagy-Britanniaba. Ez a wagyu marhahus globalis aranak robbanasahoz

vezetett.

A japan kormany a hazai hismarha 4dgazat védelmének érdekében szigoru torvényeket vezetett
be, melyek betiltottak az é16 japan wagyu marha exportjat és a japan wagyu-t nemzeti kincsnek

nyilvanitotta.

A wagyu négy szarvasmarha fajta keresztez€sébdl jott 1étre, melyek az aldbbiak: a japan fekete,
a japan barna, a japan shorthon és a japan poll (1. abra). A japan fekete fajta k6zé szamos egyéb
tipust is besorolnak, mint példaul Tottori, Tajima vagy a Hiroshima vonalakat. A japan fekete
a Chugoku régiobol szarmazik, masik elnevezése a ,,Kuro-ge” vagy roviden ,,Kuro” (Motoyama

etal., 2016).
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Japan shorthorn Japan poll
1. abra: Japan wagyu marhafajtik (sajat szerkesztés, forrds: URL®)

Jelenleg kétmillio tisztavérii egyed ¢él vilagszerte, melynek 96%-a Japanban (Kagoshima,

Miyazaki és Hokkaido) talalhat6, a masodik legnagyobb egyedszam Ausztraliaban, valamint

az Egyesilt Allamokban fordul el. Ausztralidban évente haromszor annyi egyedet

regisztralnak, mint az Egyesiilt Allamokban. Az utébbi években mar Eurdpéban is tobb helyen

tenyésztik, amelyet az amerikai és ausztral vérvonal jellemez (URL?).

Japanban 2017-ben 2,5 millié szarvasmarhat tenyésztettek hustermelés céljabol, melyek koziil
kb. 1,6 millio japan fekete, 21 000 japan barna, valamint 25 000 egyéb wagyu fajta. Ebben az
id6szakban 6sszesen 50 100 hustermeld gazdasagot jegyeztek fel, melyekben az atlagos wagyu
egyedszam 50 volt. Az értékesitett szarvasmarhak 35,6%-at Kyushu-n, 20,7% Hokkaidon
nevelték. 2017-ben a borjak piaci atlagara 653 827 jen (koriilbeliil 6 226 USD), mig a hasitott
testek marhahtspiaci atlagara 1 313 694 jen (koriilbeliil 12 511 USD). A hasitott testre jutd
atlagos teljes el6allitasi koltség 1 054 763 jen (koriilbelil 10 045 USD) volt. Japan 2016-ban
sszesen 526 000 tonna marhahtst importalt, foleg az Egyesiilt Allamokbol, Ausztraliabol és
Uj-Zélandbol. A hazai hustermelésiik meghaladja a 324 000 tonnat, ennek alapjan elmondhato,
hogy Japan a marhahussziikségletiik 62%-4at importalta. Az elmult években Japan tobb kiilfoldi
orszagba exportalt marhahust (Egyesiilt Allamok, Kanada, Hongkong, Makad, Mexiko, Uj-
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Zéland, Vietnam, Kambodzsa, Szingapur, a Fiilop-szigetek), 2014 6ta pedig Eurdpai Unid is
felkertilt erre a listara (Gotoh et al., 2018).

Eurdpa az elmult 10 évben novekvo tendenciat mutat a fajta érdekeltségében, szamos wagyu
egyesiilet alakult (pl. Magyar Wagyu Egyesiilet) a fajta fejlesztésének eldsegitésére. Erdteljes
novekedés figyelhetd6 meg Oroszorszagban is. Magyarorszagon 2009-ben 50 darab
Ausztraliabol szarmazd fagyasztott embrio recipiens iiszokbe torténd betiltetésbol szarmazo
egyedek szaporulata biztositotta a wagyu tenyészet kezdetét, amely Zichy Mihaly nevéhez
kothetd. Napjainkban a Hortobagy-Faluvéghalmi Kft. 85 tehénnel, 3 bikaval, 10 vemhes
iiszovel, 50 tindval, 50 borjaval, a szoboszléi telepen 25 ndvendékkel rendelkezik. Céljaik
kozott szerepel az alloméany 250 tehénre torténd ndvelése, szerepet tulajdonitva a természetes

fedeztetésnek, valamint a mesterséges termékenyitésnek és az embrio-atiiltetésnek (URL).

2.2. Wagyu fajta bemutatasa

Magyarorszagon, a jelenlegi inditdé adllomény alapjan elmondhat6, hogy a legfontosabb cél a
japan fekete wagyu fajtatiszta populacid tenyésztésének magasabb szintre torténd emelése. A
fajta egyik legjelentdsebb tulajdonsaga, hogy a husa hirhedten barsonyos allagu, szaftos,
vajszeriien olvad a szajban. A hiis marvanyozottsaga, valamint a zsirsavosszetétele szorzet és a

bér puhasagaval szoros korrelacioban all (2. abra).

2. dbra: Wagyu marhahiis mdrvanyozottsaga (Forrds: URL®)

A wagyu marha egységesen fekete szinti, amde sziiletésekor a borju sotét barna szini, amely a
novekedéssel parhuzamosan befeketedik. A barna szin eléforduldsa, kizardlag a Tajima
vonalak esetében megengedett. A wagyu szarvalt fajta. A feje viszonylag rovidebb, a tobbi
fajtahoz viszonyitva, kiilonosen kiemelve a szemek kozotti tdvolsagot. A tehenek kifejlett kori
testtomege 550 kg, mig a bikdké 630 kg. 8 —9 honapos korban ivarérett, célszerli iisz6k esetében
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a 24 honapos korban torténd elsé borjazast id6ziteni. A borjak kis sziiletési sullyal (koriilbelili
28 kg) jonnek a vilagra — ennek koszonhetéen gyakorlatilag a wagyu fajta emberi segitség
nélkiil ellik. A borjak vélasztasa 200 napos korban torténik, mintegy 160 kg testtomeg mellett
(3.4bra). A lab- és koromszilardsag egyik nagyon fontos paramétere a testfelépitésnek, ami
szoros Osszefliggésben all a vagasi életkorral, amely 36 honapos kort jelent. A fajta novekedési

erélyét tekintve, intenziv hizlalas mellet 600 g-os sulygyarapodast érnek el (URL?).

3. dbra: Wagyu novendék iiszok a felvidéki telephelyen (forrds: a szerzo sajat felvétele)

Japanban, a wagyu szarvasmarhakat altalaban 11 honapos kortol 30 honapos korukig
koncentralt, magas energiatartalommal rendelkezd takarmanyadaggal etetik, melynek
egyértelmi célja az intramuszkularis zsir felhalmozddasanak lehetdvé tétele. A leggyakrabban
alkalmazott hizlalasi méd, kiemelve az idészak végét, amikor koncentratum és ad libitum
rizsszalma 4ll az allatok rendelkezésére. Az allatokat naponta két, illetve harom alkalommal
etetik. A hizlalasi idészak felépitését is pontosan meg tudjuk hatarozni, az els6 iddszak, amely
11 honaptol 18 honapig tart, ndvekvd koncentratum mennyiséget és csokkend mennyiségii
szalastakarmany jelent. A masodik szakaszban (18 honaptdl a hizlalds végéig) a takarmanyadag

86,4- 84,2% koncentratumot és 13,6 — 15,8% szalastakarmanyt tartalmaz (Gotoh et al., 2018).



A wagyu hasitott test mindségét a Japan Meat Grading Association (JMGA) akkreditalt
osztalyozo6i értékelik, Japanban ezen személyek szama megkdozeliti a 200 fot. Az akkreditalt
osztalyozok a Beef Model Score (BMS) alapjan értékelnek. Japanban a his marvanyozottsagat
hagyomanyosan 12 osztalyba soroljak (4. abra). Az értékelési szempontok kozott meg kell
emliteni a hus szinét, ¢élénkségét (1-5 pont), az allagot, rostossagot (1-5 pont), illetve a zsir
szinét, mindségét, konzisztenciat (1-5 pont), végil az értékes husrészek aranyat (A/ B/ C
kategoria). Az értékelés sordn a hasitott test marvanyozottsagat Osszehasonlitjak a
marvanyozasi szabvany fényképével. Ezt a szarvasmarha fajtat is a his mennyisége és
mindsége alapjan osztalyozzak. Az ,,A” jelenti a mennyiséget, azaz mennyi marhahtst nyernek
egy adott szarvasmarhabol; mig az ,,5” a legmagasabb mindségi fokozat jelzi, ez a marhahus

rendelkezik a legjobb marvanyozottsaggal, szinnel, konzisztenciaval és zsirminéséggel (URL?).

Beef Marbllng Standard in Japan

No or less marbling
(no pictures)

No.7

Beef Color Standard Iin Japan Beef Fat Standard in Japan

‘..“.‘ Pubiic intarast incorporatad association
Neal No2 Ne3 Nad Nob Nob No? Japan Meat Grading Association

4. dbra: A wagyu marhahiis mdrvanyozasi szabvanya Japdanban (forrds: URL')

A kivald min6éségii wagyu marhahus 13% nyersfehérjét, 40% nyers zsirt, valamint 47% vizet
tartalmaz. Fontos kiemeliink, hogy mind a kilenc esszencidlis aminosavat tartalmazza, a

fehérjék felszivodasanak eredményessége pedig 97%-0s (Mirae et al., 2016).

Zembayashi (1994) vizsgalatai szerint, a japan fekete szarvasmarha képes olyan lipidek
termelésére, amelyek joval magasabb aranyban tartalmaznak egyszeresen telitetlen zsirsavakat
(MUFA), mint példaul a holstein-friz vagy ép a charolais. A MUFA-k nagyobb
koncentracioban 1év6 el6forduldsa foként abban jatszik szerepet, hogy lehetdvé teszi a zsir

lagysagat, javitva a marhahus izét, valamint csokkentheti a véraramban keringd lipoprotein
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crer

intramuszkuldaris zsirtartalmat és zsirsavosszetételét. Megfigyelésiik alapjan, kiilonosen C16:1,

C18:1 és C20:1 zsirsavak fordultak eld a legnagyobb mennyiségben.

Oka et al. (2002) szerint, az egyes eltérd japan fekete apavonalak kozott meghatarozo eltérések
vannak, foként a zsirsav-0sszetételben. Joggal allithatd, hogy ezt a fajta eltérést olyan genetikai
tényezok hatarozzak meg, mint a lipidszintézis €s a zsirsav-anyagcsere gének. Itt kell
megemliteniink, Taniguchi et al. (2004) vizsgalatait, amelyben bebizonyitottak, hogy a
sztearoil-CoA-deszaturaz (SCD) az els6 olyan gén, amely befolyasolja a marhahus
zsirsavosszetételét. Az SDC-nek koszonhetd, hogy a telitett zsirsavak képesek MUFA-ké

atalakulni.

Osszességében kijelenthetd, hogy a szarvasmarhdk husanak zsirsavosszetételéért felelds
géneket poligénnek nevezziik. A japan tenyésztési programokban a reprezentativ géneknek,
példanak okan az SCD vagy a FASN, mar DNS- markerként meghatarozo szereppel birnak a

kivalo apak kivalasztasaban. Alapvetden ezen genetikai DNS-markerek vildgszinten

crer

2.3. Korszerii biotechnologiai eljarasok a szarvasmarhatenyésztésben

2.3.1. Az embridatiiltetés torténete

Biotechnoldgiai modszerek soran a nyulakat széles korben alkalmaztdk, mint kutatasi
modellek az embrioldgia teriiletén a 19. szazad végétdl egészen a 20. szazad kozepéig. Az elsd
sikeres nyul embrio- atiiltetést 1890-ben, Walter Heape végezte el, aki két, négysejtes
allapotban 1év6 embridt transzplantalt, egyik nyulfajtabol a masikba. Fontos hangstlyozni,
hogy a nyul petevezetdje €s méhe megfeleld, valamint viszonylag olcsé és egyszerlibb
megoldasnak bizonyult, ezért eldszor 1959-ben sikeriilt ebben az allatfajban eldallitani

¢letképes utodokat teljes mértékben in vitro (Betteridge, 2003).

Warwick és munkatarsai kiemelkedé munkat végeztek juhok és kecskék esetében az 1930-
as és 1940-es években (Betteridge, 1981). Az akkoriban alkalmazott technikat Hunter és
munkatarsai (1955), tovabba Moore €és Shelton (1964) formalta még tokéletesebbé. A mddszer
lény median laparatomiara alapozott. Szintén hangsulyos kiemelni, hogy az anyajuh méhnyak-
csatorngjanak kivételes az anatomiaja, amely géatolja a katéter bevezetését az uterus bicornisba.
Ellenben a szarvasmarhaval, az anyajuhok esetében a nem sebészi embrid kinyerést majd

beiiltetést nem vehetjiik igénybe (Cseh et al., 2012).
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Az embriok sz€les tdvolsagra torténd szallitasa el0szor az 1970-es évek elején valdsult meg.
Fontos megemliteni, hogy a sertés- és juhembridkat a nyulak petesejtjeiben taroltdk, amelyre
biologiai inkubatorként tekintettek. Ennek eredményessége igazolta az elsé sikeres
szarvasmarha- IVF 1977-ben toOrténését, amely soran bikaspermiumokat kapacitaltak
nyulpetevezetében (Niemann és Wrenzicky, 2018). Brackett és Bousquet (1982) szamoltak be
az elsd €16 IVF borjardl, amely 1981-ben sziiletett meg. Sikeres 16embridatiiltetést pedig 1974-
ben végeztek el. Az elsd, in vitro eldallitott borjak 1987-ben sziilettek, Magyarorszagon pedig
1996-ban (Vincze et al., 2020).

Az embridatiiltetés nagyiizemi koriilmények kozotti alkalmazasa
szarvasmarhatenyésztésben a 70-es évek elején indult, amikor az eurdpai kettdshasznt fajtak
teret hoditottak Eszak-Amerikaban, Ausztralidban és Uj-Zélandon (Zubor és Vigh, 2018).
Seidel 1984-ben arrol szamolt be, hogy 1982-ben Eszak- Amerikiaban minddssze az 1000
borjura vetitve, a sziiletési arany az ET-bdl minddssze egy volt. Magyarorszagon az
embridatiiltetés, kapcsolodva a nemzetkdzi tudomanyos munkdssaghoz, mintegy 40 éves
multrél beszélhetiink. Mindenekeldtt az embridétiiltetéshez kapcsolodé intézmények Ulldn,
Dunavarsanyban, Mosonmagyarovéaron, Herceghalomban (ATKI) és az Allatorvostudomanyi
Egyetemen alakultak ki (Zubor és Vigh, 2018). Az 1979-ben létrehozott és 2000-ig funkcionalo
Ulléi Embriéatiiltetd Allomason a gyakorlati ET-vel kapcsolatos kutatis-fejlesztéssel, a
kiilfoldrdl importalt szarvasmarha- és juh embriok fogadéasaval és beiiltetésével, valamint az
EA és més reprodukcids modszerek hazai véllalkozasokban torténé bevezetésérél gondoskodott

(Cseh et al., 2012).

Hazénkban az els6 IVF-borju sziiletésérél 1991-ben publikaltak, késdbbiekben pedig a
technikdnak Oriasi szerepet tulajdonitottak a veszélyeztett magyar sziirke szarvasmarha
génmegdrzésében. Magyarorszagon ez a biotechnoldgiai eljaras a mai napig nem hodit teret a
mindennapos gyakorlatban. Joggal allithatjuk, hogy az embrio-eldallitas valamelyest a

laboratorium falai kozott maradt (Vincze et al., 2020).

2.3.2. Embrioatiiltetés jelentosége szarvasmarha fajban

A modern szaporodasbiologiai eljarasok megjelenése, és egyre magasabb szinten torténd
alkalmazasa utat nyitott a szaporodasbioldgia részletesebb tanulméanyozasanak, kezelésének és
manipulalasanak mind in vivo és in vitro, ezzel javitva a reprodukcios teljesitményt a gazdasagi
allatfajaink esetében, amely elengedhetetlen szereppel bir a fenntarthatosdg szempontjabol

(Choudharyn et al.,, 2016). A legfontosabb alkalmazasi teriilet a ndivar reproduktiv
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képességének kiaknazasa, melynek célja, hogy minél tobb utdéd legyen nyerhetd egy értékes
donortoél (Wilmut és Rowson, 1973). Csehy és Dohy (2003) vizsgalatai szerint az ET
alkalmazasanak koszonhetden egy kivald genetikdval rendelkezd néivara egyedtdl akar 20-25
utéd is nyerhet6 élete alatt. A tej- és hushozam iranti novekvd fogyasztoi igényekkel
parhuzamosan emelkedik a kereslet az embridatiiltetésben résztvevd allatok irant, ez
eredményezi a fokozodo haszonallatok tenyésztésének lehetdségeit (Loi et al., 2016). Kinghorn
et al. (2000) véleménye szerint az optimalis érték az, ha a populacio 10%-at vonjak ET-be.
Maga az embrioatiiltetés, mint technika, alkalmas 1) tenyésztési koncepciok kidolgozasara,
a generacios intervallum lerdviditésére, értékes genetikai egyedktdl nyert embridk importjara
¢s exportjara, korai embrioldgiai €s embriogenomikai kutatasok elvégzésére és veszélyeztett

fajok megdrzésére (Bo és Mapletoft, 2020).

A Nemzetkozi (haszondllat) Embridatiiltetési Tarsasagnal rogzitett adatkozlések alapjan
elmondhat6, hogy Eurdpaban az éves szarvasmarha embrioatiiltetések szama meghaladja a 100
ezres értéket (URLSZ). Jelentds valtozasok torténtek 2020-ban, a kiilonbdzd orszagokra
jellemzben gyijtott mosasok, petesejtek és beiiltetett embriok szamat tekintve. A szarvasmarha
IVD és IVP embriok 2020-as Osszesitett termelésének régiok szerinti eloszlasat 1. tablazat
tartalmazza. Globalis szinten, Osszesen 361 728 IVD embridét mostak ki, amely csokkend
tendenciat mutat a 2019-es adatokhoz képest (-6,7%). Egyetlen kivételt képez az IVD embriok
tekintetében Eurdpa, amely kismértékii novekedést mutatott (+1,3%). Az IVP embriok
eléallitasat tekintve 2020-ban az érték 1156 422, amely + 12,1 %-kos emelkedést mutat
a 2019-ben Osszesitett adatokhoz mérve, melynek értéke 1 031 567 volt. Eurdpaban az IVP
embriokat tekintve, mintegy -23,4%-os csokkenésrol beszélhetiink a 2019-es évhez viszonyitva

(Viana, 2021).

Régi6 IVD IVP
Afrika 2763 4977
Azsia 0 0
Eurépa 126,491 47 470
Eszak- Amerika 196,704 578,995
Oceania 4,211 14,345
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Dél- Amerika 31,559 500,397

Osszesen 2020-ban 361,728 1,156,422
Osszesen 2019-ben 387,769 1,031,567
Szazalékos eloszlas -6.7 +12.1

1. tablazat: A szarvasmarha IVD és IVP embriok 2020-as osszesitett termelésének régiok

szerinti eloszlasa (AETE, 2021)

Eurdpaban, 2021-ben a szarvasmarha embrioatiiltetések szamarol 24 orszag adott statisztikat

(2. tablazat), melybél Magyarorszag és Szlovékia is kivétel (URL).
Atiiltetett embriok szama
Orszagok In vivo eldallitott In vitro eléallitott

Friss Mélyhiitott Meélyhiitott Friss Hazai Nem hazai

hazai idegen mélyhiitott mélyhiitott

Ausztria 1457 1869 36 0 0 0
Fehéroroszorszag 791 390 87 215 43 0
Belgium 495 2851 628 0 24 0
Dania 3196 1705 0 0 0 0
Esztorszag 0 0 7 0 0 0
Finnorszag 786 1369 148 0 765 0

Franciaorszag 16628 14979 1638 1967 1575 151
Németorszag 12372 16279 0 2658 4265 0
Gorogorszag 0 0 0 0 0 0
Olaszorszag 6700 1860 0 0 0 0
Lettorszag 7 7 4 0 0 0
Litvania 0 0 0 0 0 0
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Hollandia 3055 9301 0 4462 3477 0

Norvégia 40 1835 80 0 110 30
Lengyelorszag 1072 357 74 112 145 0
Portugalia 148 177 28 0 0 44
Romania 46 3 6 0 0 0
Orosz Foderacio 113 5935 297 0 24 0
Szerbia 0 0 72 0 7 0
Szlovénia 31 68 0 0 0 0
Spanyolorszag 615 1447 304 190 438 0
Svédorszag 648 1093 0 0 0 0
Svaje 807 2675 450 0 0 0
Egyesiilt 1391 1620 1290 324 906 43
Kiralysag
Osszesen 50398 65820 5158 9928 11794 253

2. tablazat: Szarvasmarha embrioatiiltetés 202 1-ben (AETE, 2021)

A 2021-ben az embridatiiltetések szama meghaladta a 140 000-e értéket. Az alabbi orszagok
koziil Franciaorszag 36 938, Németorszag 35 574, mig Hollandia 20 295 embridatiiltetést
végzett. Kiemelheté még az Orosz Foderacid 6 369 koriili, Dania 4 901 szarvasmarha
embrioatiiltetéssel, a tobbi orszdgban rogzitett adatok 1ényegesen kevesebb értéket mutatnak.
Az 0Osszes Eurépan beliili atiiltetést vizsgalva elmondhatd, hogy 60 326 embriot friss
allapotban, mig 77 614-et mélyhiitést kovetden, felolvasztott allapotban hajtottak végre. Az in
vitro technologia alkalmazasat az alabbi orszagok kozolték: Fehéroroszorszag, Belgium,
Finnorszag, Franciaorszag, Németorszag, Hollandia, Norvégia, Lengyelorszadg, Portugalia,
Orosz Foderacid, Szerbia, Spanyolorszag és az Egyesiilt Kirdlysag. A szarvasmarha embrio
eldallitasrol 23 orszag kozolt informdaciot. Attdl fliggden, hogy a kimosott donorok szdma

mennyi egy adott orszagban, sz¢éles skalan mozog. Kiemelked6 orszdgok Franciaorszag (41
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900), Németorszag (37 040), Hollandia (27 602). A szarvasmarha embri6 eldallitas

technologidk szerinti megoszlasat 3. tablazat tartalmazza.

Szexalt embriok Genotipizalt embriok
Orszag In vivo In vitro In vivo In vitro
Franciaorszag 1387 8 1170 8
Németorszag 0 533 0 1
Hollandia 0 0 0 5610
Spanyolorszag 0 12 0 5
Osszesen 1387 553 1170 5624

3. tablazat: A szarvasmarha embrio-eléadllitas technologidk szerint (AETE, 2021)

Magyarorszagon, a rogzitett statisztikai adatok alapjan kijelentheté, hogy 2015-ben a 73
kimosott donorbo6l 774 embriét nyertek, ebbdl 543 volt olyan, amely megfelelt a mindségi
kovetelményekkel szemben. Fontos hangsulyozni, hogy az eljaras egyre fokozott figyelmet kap
a hushasznu allomanyokban: a 73 mosasi programb6l 58 donor a hus- (52) és kett6s (6)
hasznositasu fajtakhoz. Hazai koriilmények kozott végzett 15 tejeld-donorprogrambol Gsszesen
128 embridt sikeriilt kinyerni, melybdl 101 volt atiiltethetd mindségii, mig vizsgéalva ezt az
értéket a hushasznu egyedeknél 547-bél 379, tovabba a magyartarkara vetitve 99-bdl 63.
Osszességében elmondhato, hogy hazankban a kinyert és 4tiiltethetd mindségii embriokbol 103-
at szexalt spermaval sikeriilt eldallitani, valamint a 607 4tiiltetés csaknem felét friss allapotban

(289), mig a masik felét (318) felolvasztast kovetden hajtottak végre (URL).

2.3.3. Az embriéatiiltetés (ET) technologiaja

Az idézitett ET, ovum pick up modszer €s a szuperovulacio fontos szerepet jatszanak a
generacios intervallum csokkentésében €s a szarvasmarhak genetikai javulasanak fokozasaban.
Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a szinkronizalds elengedhetetlen folyamat az
ovulaciohoz, ezzel elésegitve a biotechnologiai eljarasok eredményességét (Das et al., 2022).
Magérol az embrioatiiltetésrdl, mint eljarasrol akkor beszélhetiink, ha a donor allat testébdl az

implantaciét megelézéen az embriot kinyerjik, ezt kovetden megtorténik az embriok
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mikroszkopos és morfoldgiai birdlata, majd azokat a donorral azonos ivari ciklusban 1évé

recipiens egyed méhébe iiltetjiik at.
Az embridatiiltetés 1épései a kovetkezok:

e adonor egyedek kivalasztasa

e adonor egyedek szuperovulacios kezelése
e arecipiensek szinkronizacidja

e adonorok termékenyitése

e az embriok kinyerése

e az embriok biralata

e az embriodk betiltetése

e csetlegesen az embriok mélyhiitése

Az asszisztalt reprodukcids eljarasok hatékony technikdja, az tgynevezett szuperovulacio,
idézziik eld, amelyet iddzitett mesterséges termékenyités kdvet. A szuperovulacio kivaltasa
érdekében legalkalmasabb az ECG (Equine Chorionic Gonadotropin), FSH (Follikulus
Stimulalé Hormon) vagy a PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotroopin) (Pécsi, 2007). A
keringé AMH (anti-Miillerian hormon) magas szintje eredményezi a petefészekben talalhato
hatranyaként megemlithetd, hogy hosszii a hormon felezési ideje, melynek eredménye az extra
follikularis névekedés, ennek kovetkeztében pedig megndvekedett 6sztradiol-szekréciot okoz.
A megnovekedett Osztradiol mennyisége a postovulacids idszakban is fennall, ami hatassal

van a korai embrio fejlédésére (Wock et al., 2007).

Besenfelder et al. (2020) szerint a szuperovulacid eredményességét tobb tényezd is
befolyasolja, mint a donor kora, fajtaja, szaporodasi képessége, paritasa, az éghajlat, a
takarmanyozas és az FSH — készitmények. Az elégtelen energiabevétel késleltetheti a ciklikus
petefészek-mikodést, ezzel karositva a tliszOérést vagy a petesejtek mindségét. Ellenkezd
esetben, tulzott energiabevitel és testtomeggyarapodéds szintén veszélyezteti a petesejtek
fejlédését in vitro, valamint csokken az atiiltethetd embriok kinyerési esélye (Santos et al.,
2008).

Peter (2019) szerint a legjobb eredmények akkor érhet6k el, amikor a szuperovulacios kezelés

utan, az ivarzas elso jeleit kovetden 12—24 6ran beliil két alkalommal termékenyitenek. Az els6
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termékenyitéssel egy idoben javasolt GnRH-t is adni a sikeresebb fertilizacié érdekében (Pécsi,
2007).

Az embriok kinyerése a termékenyitést kovetd 7. napon kovetkezik be, napjainkban mar nem
,veéres uton” torténik, hanem minimalisan invaziv modon, egyszerii gravitacios modszerrel,
amely sordn egy specialis ballonkatétert vezetnek be a nyakcsatornan keresztiil a mosando
méhszarvba és az embridkat 250-300 ml 6blit6 folyadékkal oblitik (Bo és Mapletoft, 2013).
Shaw és Good (2000) vizsgalatai alapjan elmondhat6, hogy egy mosas alkalmaval 4—-6 embrid

nyerhetd ki.

Az embridmosast kovetden keriil sor az embriok birdlatira — a mindsités sordn tobb
tulajdonsagot kell megitélni. Az embridk mindsitéséhez sziikséges tulajdonsagok a kovetkezok:
méret, alak, szin, szabalyossadg, kompaktsag, tomorség, perivitellinaris tér, a citoplazma
mindsége €és a zona pellucida allapota. Az ivarzast kovetd 5. és 6. napra jellemz6 a morula
fejlettség, mig a 7. napon az embridkat a korai blasztociszta osztalyba soroljuk (Jahnke et al,
2014). A Nemzetkozi Embridatiiltetd Szovetség (IETS) embriok osztalyozasara vonatkozo
iranyelvei szerint az 1. fokozatu (kivald mindségii) embrio 85% felett tartalmaz a zona
pellucidan beliili sejttomeget, a 2. fokozatnak 50%-ot kell tartalmaznia, a 3. fokozat 25%, a 4.
fokozat pedig <25% (Hasler, 2000).

Bo és Mapletoft (2013) szerint a legfontosabb tényezé az embridatiiltetés eredményessége
érdekében a megfeleld recipiens kivalasztasa. A donorok és recipiensek ivarzasat 24 oran beliil
szinkronizalni kell, kiilonben a vembhesiilési arany joval alacsonyabb lesz. A fagyasztas
elengedhetetlen eleme a krioprotektiv anyagok hasznalata. Az eljaras 1ényege, hogy az embriot
etilén-glikol kiméletesebb krioprotektansnak bizonyult, mint a glicerin, EG alkalmazésakor az

embriok tulélési aranya is kedvez6bb (Pécsi, 2007).

Az in vitro embri6-eléallitas (IVP) az 1980-as évek felé bemutatott 01 technoldgianak
koszonhetéen valt ismertté, amelyet Aaltalaban ultrahang Aaltal vezérelt petesejtfelvétel
segitségével hajtanak végre (OPU, ovum pick up). Eurdépadban szamos mesterséges
eszkozt a genetikailag kivalo allatok szaporitdsara. A modszer eldnye, hogy egy kivalasztott
donortdl hetente petesejteket gytijthetiink, ezaltal folyamatos embriotermelésben tartjuk (Ferré
et al., 2020). Az IVF eljaras soran, a maturaciot kovetden, amely altalaban 24 o6rat vesz

igénybe, kovetkezik a termékenyités, majd a fertilizaciot kovetden a petesejteket 6 napig
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médiumban taroljuk, amig el nem érik a blasztociszta stddiumot. Altalaban a tenyésztett zigotak
20-40%-a ¢éri el a kivant allapotot. Fontos hangsulyozni, hogy az in vitro embriok kiilonosen
érzékenyek a tenyésztési koriillményekre négysejtes és morula stadiumban (Gad et al., 2012).
Sirard et al. (2006) szerint az alacsony embrionalis fejlédésnek a kovetkez6 okai vannak: a
petesejtek tokéletlen maturacidja, a nem megfeleld kultivaciés koriilmények, melyek

eredeményezik.

Osszességében elmondhatd, hogy az IVP taptalajokhoz puffer sooldat (Earle-sok az M199-
hez), natrium-hidrogén-karbonat, esszencialis és nem esszencialis aminosavak, 1-glutamin,
foszfataz, piruvat, antibiotikumok, vitaminok, EDTA, cukor (frukt6z vagy gliik6z) és egyéb
protektor faktorok, valamint ivarsejt/embri6 teljesitmény-fokozok és tapanyagok sziikségesek

(Gardner, 2008).

A blasztociszta stadium elérése utan az embridatiiltetést az in vivo fejlodott blasztocisztakhoz

hasonloan hajtjak végre, vagy az embriokat mélyhiitéssel tartositjak (Rizos et al., 2008).

Az in vitro eléallitott embriok érzékenyebbek a mélyhitésre, mint az in vivo embriok
(Nedambale et al., 2004). Wrenzyki (2016) szerint eltéré génexpresszids, anyagcsere-,
teljesitmény- és tolerancia- kiillonbségekkel kell szamolnunk, mivel az in vitro kdrnyezet nem

egyezik meg az in vivo koriilményekkel.

2.4. Wagyu embridatiiltetés

Du et al. (2014) tobbszor végrehajtott szuperovulacios eljarasaik soran vizsgaltak a wagyu FSH
készitményekre torténd reakciojat. A donorokat 2 csoportra osztottak, az egyik csoport (n=24)
osszesen 400 mg FSH (FOLLTROPIN, USA), mig a masik (n=16) 10 mg olyan FSH-
készitményt kapott, amelyet a Kinai Tudomanyos Akadémia Allattani Intézete allitott el (FSH
CHN). Mindkét eseteben, a készitmények adagoldsa 4 napos litemben tortént. A két
hormonforrést vizsgalva, a vemhesiilési szazalék kozotti kiilonbség kevés eltérést mutat (28/71,
39,4% v. 13/34, 38,2%; p=0,9), viszont a degeneralt embridk alacsonyabb eléfordulasa a
FOLLTROPIN (400 mg) készitmény hatasanak koszonhetd.

Egy masik tanulmanyban, amelyben An et. al (2016) tesztelték az FSH alacsonyabb dozisanak
(175 mg) hatékonysagat a szuperovulacios protokollok soran in vivo wagyu embrio- eldallitasa
alkalmaval. Kisérletiik hatékonynak bizonyult, mivel tehenenként atlagosan 7,6 embriot
nyertek ki egy mosdssal, 1,4 embrioval tobbet, mint egy korabbi vizsgalatban, amelyben

nagyobb dozistt FSH-t (400 mg) alkalmaztak. Az allatok 60%-nal, az in vivo eléallitott embridok
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atlagos szama is magasabb volt (11,38 & 3,23 embrio), az IVF embridkhoz képest (5,23 £ 2,28).
Ellenben, a donorok fennmarado6 40 %-nal jobb eredményeket tapasztaltak az IVF technikénal

(5 £ 3,2 embrio), mint in vivo (2 £ 3,6).

Sugimoto (2010) szerint, ezt valoszinilileg a vizsgalt egyedek egyéni genetikai varianciaja
okozza, ami alapvetden befolyasolja a szuperovulacio soran alkalmazott exogen hormonokra
adott valaszreakciojukat. Véleményliik szerint, a wagyu szarvasmarhak GRIA 1 gén mutacioi
szerepet jatszanak a szuperovulacios kezelések eredményességében. Cushman at al. (2013) is
szintén vizsgaltdk az ionotrop glutamat receptor AMPA1 (GRIAL1) eléfordulast, illetve ezzel
egybefiiggden az antralis tiiszok szamat. Eredményeik alapjan, az antralis tiiszok, az mRNS
mennyisége, a petesejtek mindsége, az anti — Miillerian hormon (AMH) nem kiilonb6z6tt a
termékenységi csoportok kozott (p>0,12). Osszességben elmondhatd, hogy a GRIAI
polimorfizmus 1étezik a hustipust fajtdknal, de alapvetden nincs hatéssal a tiisz6szdmokra.
Hirayama et al. (2019) altal vizsgalt tanulmanyaban mar tobb befolyasolo tényezot soroltak fel,
mint a plazma anti-Miillerian hormon koncentracidja, az életkor, a szuperovulacios eljarasok

gyakorisadga, a FSHR génmutacid, valamint az eltéré vérvonalak.

3. ANYAG ES MODSZER
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3.1. Az elso vizsgalat

3.1.1. A vizsgalat helyszine

Vizsgélataimat az Agrocat a.s. liszOtelepén végeztem, Medve kozségben, Szlovakidban, kozel
Magyarorszag hatarahoz (5. abra). A telep f6 célja, hogy olyan helyettesitésre szant {iszoket
neveljen, amelyek képesek legyenek kiemelkedd tejtermelést produkalni, ezzel pétolva a
selejtezett tehénallomanyt a Medzicilizie a.s., Nyarad kozségi tehenészetben. Az iiszételep
legfontosabb fejlesztése az embridprogram bevezetése, amely a 2021-es évtdl a gazdasdg masik

{6 iranyvonala.
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5. dbra: Medve kozségi iiszotelep (Forras: Google Maps)

A részvénytarsasag tevékenysége 1993. daprilis 22-én kezdddott, mukodését pedig az
allattenyésztéshez kapcsolodd allati termék eldallitas és a szanto6foldi ndvénytermesztés
hatarozza meg. A miivelt szantoteriileteik a Dunaszerdahelyi jarasban helyezkednek el, ez
szdmokban kifejezve 4 347 hektart jelent, melybdl koriilbeliil 1000 hektar elsddleges célja a

mindségi tomegtakarmanyok (szilazs, szenazs) eldallitasa.
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3.1.2. A vizsgalt allomany és a tartastechnolégia bemutatasa

A gazdasagos tejtermelés €s liszoeldallitas alapjat a kivalo genetikai hatérrel rendelkez6, 681
db holstein-friz tehén biztositja. Az éves tejtermelés a részvénytarsasagban mintegy 6,5 millid
kg. Jelenleg, a tehenek atlagos laktacios tejtermelése 10 163 kg, napi atlagos tejtermelése 31,97
kg volt, 3,95 %-os atlagos tejzsirral, 3,30 % atlagos tejfehérjével és 285 ezer szomatikus

sejtszammal.

Az iiszételep pavilonos rendszerl, az allatokat nyitott (szinszeri), mélyalmos istallokban
helyezték el. A gazdasagokban kotetlen tartasmod jellemz6. A tenyésziiszoket a felnevelés
soran legeltetik (6. abra). Fontos hangstlyoznom, hogy a tenyésziiszOk esetében nem végeznek
rendszeres kondiciopontozast, a testtomegmérésiiket is mellézik, annak ellenére, hogy a

tenyésztésbevétel sarkalatos pontja.

R

6. abra: Holstein-friz iisz6k legeltetése (Forrds:a szerzd sajat felvétele)

A kormozést évente kétszer végzik. A telep brucellozistol, leukozistol, tuberkulozistol mentes.

A takarmanyozas csoportosan torténik. A tenyésziiszOket hozzavetdleg azonos testtomegi és
¢letkort egyedekbdl alld csoportokra osztjak, és monodietetikus takarmanyban részesitik. A

takarmanykiosztds RMH VSL 14 ECM tipust takarmanykioszt6 kocsival torténik, ennek
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koszonhetden pedig a takarmanyadag nem kiiloniil el, hanem komplett, azaz TMR (total mixed

ratio) takarmanyadagot juttatunk ki.

A szemes ¢s szalas takarméanyokat, az erjesztett tomegtakarmanyokat és az almozashoz
szlikséges szalmat a részvénytarsasdg novénytermesztési dgazata allitja eld. A premixeket, a

tejpotlo tapszert és a takarmany recepturat pedig a Biomin s.r.o allitja eld.

3.1.3. Az embridatiiltetés technologiaja

A telepen alkalmazott embridprogram elsddleges célja az volt, hogy megvaldsitsak a wagyu
szarvasmarhafajta tenyésztését. Az embrioprogram soran mintegy 100 db fagyasztott embrio
érkezett Csehorszagbdl és Németorszagbol. A teljes eljarast megfeleld gyakorlattal rendelkezd

allatorvos végezte, kizarolag liszok esetében.

3.1.3.1. A recipiensek kivalasztasanak szempontjai és ciklusuk szinkronizalasa

Az embridk beiiltetése soran az iiszOknek az alabbi szempontoknak kellett megfelelniiik: az
¢letkorukat tekintve minimum 14 hoénaposak, tomegiik 360 — 380 kg, rendszeres ivarzast
produkaltak, a nemi traktusok egészséges, valamint az embri6 fejlettségi allapotdhoz mérve az
iiszOk is megfeleld ivari ciklusban voltak. Altaldnosan elmondhatd, hogy nagyobb esélye van

az embrié megtapaddsanak lisz0knél az egészséges emdometrium miatt.

A legfontosabb kovetelmény, hogy a donorral szinkronban kell lennie a recipiens egyednek,
ezért a recipiensek elOkészitését sargatest-fazisban intramuszkularis modon beadott,
prosztaglandin kezeléssel biztositottak. A recipiensek szinkronizalasat 2 alkalommal beadott,
2 ml prosztaglandin (SUPERGESTRAN) analdggal végeztiik el.

3.1.3.2. Az embridk beiiltetése

Az embriok beiiltetését az istallokban végeztiik. Az elokészités soran a recipiens allatok nem
részesiiltek a megszokottol eltérd, egyedi takarmanyozasban. Az embriok beiiltetése 7 nappal
az ivarzast kovetden tortént, amelyet ultrahangos sargatest kontroll el6zott meg. A vizsgalat
soran az allatorvos megallapitotta a sargatest mindségét és annak elhelyezddését. Az embrid
beiiltetése abba a méhszarvba tortént, amelyik oldali petefészken a sargatest (CL, corpus
luteum) talalhato (7. abra).

Minden esetben fagyasztott embriok beiiltetése tortént. Az embriok 0,25 ml-es miiszalmaba

toltve érkeztek, felolvasztasukat a miiszalmak 15 masodpercre, 37 °C-os vizfiirdobe
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helyezésével végeztiik el. Ezt kdvetden az allatorvos transzcervikalis katéterrel, nem invaziv

modon, az ipszilateralis méhszarvba iiltette be azokat.

1.abra: A recipiensek sargatest-elhelyezédésének megjelolése jelolofestékkel (Forras: a

szerzo sajat felvétele)

3.1.4. Vemhességellenorzés, elletés technologiaja

A korai vemhességvizsgalatot az lizemi allatorvos hajtja végre, melyhez rektalis ultrahangot
hasznél. Ennek koszonhetden kiszlirhetdk az tlires allatok és lehetdség van a petefészek-képletek
diagnézisanak feltarasa. A vemhesség diagnosztizalasaban az asszisztalt reprodukcids eljarast
kovetd 30. napon gyozodtek meg ultrahang segitségével, majd a vemhes allatok ismételt

vizsgalatat a 60. napon hajtottak végre.

A telepen nagycsoportos elletés jellemzd. Kiilon kiemelném, hiszen takarmanyozasi
szempontbol is jelentdséggel bir, hogy a frissen ellett teheneket az ellést kovetéen drench-
kezelés ald vetik. A drench-készitménynek koszonhetéen megeldzheté az ellés utani
id6szakban fellépd anyagforgalmi- és asvanyi anyagforgalmi zavarok kialakulasanak esélye,
valamint segit abban is, hogy a tejtermelés zavartalanul induljon, igy kedvezd hatassal van a

laktacids termelése.
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A tehenek ellését kovetden 6 nappal Mastitest probat végeznek, ha ennek elbiralasa negativ a

méhvizsgalat eredményével egyiitt, a tehén a fogaddcsoportba kertil.

A tehenészet szaporodasbiologiai protokollja alapjan az ellést kovetd 2. — 3. napon, majd heti
harom alkalommal az involucios vizsgéalatokat rektalis tapintassal elvégzik. Az involucid utan,
az ellést kovetden kb. a 42. — 45. napon a teheneket ultrahangos vizsgalat ala vetik, attol
fliggben, hogy a petefészken milyen képletek lathatoak, PGF2a vagy GnRH kezelést
alkalmaznak.

25



3.2. A masodik vizsgalat
3.2.1. A vizsgalat helyszine

A masodik vizsgalatsorozat helyszine az Embriobos Kft. (Gabor major), amelyet 2018-ban
csaladi vallalkozasként alapitott meg Dr. Gyulay Gyula és Dr. Gyulay Gyulané, Martonvasaron.
A telephely innovacios tevékenysége a telepi koriilmények kozotti IVF embriok eléallitasa,
valamint torzstenyészetiikbdl a Blonde d’ Aquitaine tenyészallatokat értékesitése. A tarsasag
embrio, valamint mélyhtitott szaporitoanyag forgalmazasaval is foglalkozik. Kiilon kiemelném,
hogy az Agrarminisztérium engedélyével 1) hotiird szarvasmarhafajta eléallitasan is dolgoznak,

amely képes alkalmazkodni a véltoz6 klimahoz.

3.2.2. A vizsgalt allomany és a tartastechnologia bemutatasa

A vizsgalt allomanyt tobb fajtaji, magas genetikdval rendelkez6 tenyészallat alkotja, mint
példaul blonde d’ Aquitaine, magyartarka, limousin, charolais, wagyu, melyek f6 célja az
embridelballitas (8. abra). A tehenészeti telepen recipiens egyedeket is tartanak béranyaként,

melyeket kiilfoldrdl importalt embriok beiiltetésére is felkinalnak.

8. dbra: Az Embriobos Kft. donor és recipiens egyedei (forras: a szerzé sajat felvétele)
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Az allatokat kotetlen modon tartjak, a hismarhaistallok mélyalmos rendszertiek, az allatokat
egy oldalrdl nyitott, kifutoval ellatott szerfas épiiletekben helyezték el. A borjakat az anyjuk,
esetleg dajka tehén neveli szoptatassal. A nyari idészakban az allatokat legeldn tartjak. A

kormozést évente kétszer végzik.
A telep brucellozistol, leukozistol, tuberkuldzistol mentes.

TMR-takarmanyozast alkalmaznak, melynek f6 komponense a kukoricaszilazs,
lucernaszenazs, abrak, valamint ad libitum réti széna. Abrakként kukoricadara és gabonadara

keveréket adnak az allatoknak.

Kozel 100 hektar bérelt teriileten gazdalkodva termeli meg a gazdasag a sziikséges takarmanyt.
A borjaknak négyhetes koruktol a tartozkodasi helylikon borjudvodat, valamint szénaracsot

helyeznek el.

3.2.3. Az in vivo embrioeldallitas
A technoldgia lényege, hogy a donor allatokat a szuperovulacios kezelést kovetden
mesterségesen termékenyitik, majd az embriokat a méhszarvak atmosasaval kinyerik és azokat

recipiens anyakba tltetik at.

3.2.3.1. A szuperovulacios kezelés

A csoport szuperovulacios programja a nemi ciklustdl fligg, lényeges, hogy a viragzo sargatest
id6szakara kell a kezeléseket iddziteni. Mivel az FSH felezési ideje rovid, az optimalis
hormonszint fenntartasa érdekében 4 napon at napi kettd injekcio sziikséges. A tehenek ellést

kovetden 60 nappal keriilnek a programba.
Az in vivo embrideldallitas soran haromféle szuperovulacios protokollt alkalmaznak.

Az egyik modszer soran a kovetkezd mdodon adagoljdk a hormonokat: 10. nap reggel és este
FSH, 11. nap reggel és este FSH, 12. nap reggel és este FSH + PG, 13. nap reggel és este FSH.
A mesterséges termékenyités a 15. napon torténik, 6-8 draval az ivarzast kovetden kettd vagy

harom alkalommal.

A masik modszer féle az alabbi modon torténik: 5. nap reggel behelyezik az implantatumot
(PRID® DELTA), 10. nap reggel és este FSH, 11. nap reggel és este FSH, 12. nap reggel és
este FSH, 13. nap reggel FSH + PG, este pedig az implantatum eltavolitasa. A mesterséges
beonddzas kettd, illetve harom alkalommal, a 15. napon torténik az ivarzast koveto 6-8 draval

késobb.
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A harmadik modszer az egyszeri PMSG 2500 NE mennyiségben kijuttatott intramuszkularis

injekcioval torténik.

3.2.3.2. Az embriok Kinyerése

Az embriok kinyerése a mesterséges termékenyitést kovetd 7. napon tortént, amikor mar az
embriok nagyobb hadnyada a méh iiregében taldlhatd. Ekkor az embriok elérték a késoi morula
vagy korai blasztociszta stadiumot. Az embriok kimosasa Foley—féle katéterrel, mandrin
segitségével, sacralis région végzett epiduralis érzéstelenités mellett torténik. Az embridok
kinyerését a ballonkatéteren keresztiil kiméletesen beengedett mosofolyadékkal
(BOVIFLUSH) végeztiik, melyet 25 ml-es adagokban adagoltunk a méhszarv iiregébe. A
méhszarv teltségét rektalisan ellendriztiik. A folyamatot tobbszor megismételtiik, majd a
mosdéfolyadékot egy szliron aramoltattuk at. Az embridsziird lyukmérete 70 mikron, melyen a

100-110 mikron nagysadgu embriok nem jutottak at.

3.2.3.3. A kinyert embriok osztilyozasa
A mosast kovetden az embriokat sztereomikroszkoppal 12x-es nagyitasban kerestiik a Petri-
csészékbe kiontott mosofolyadékban, majd mikrokapillaris segitségével egy Kisebb Petri-

csészébe helyeztiik 4t.

Az embriok vizsgalata és osztalyozasa a Nemzetkozi Embrioatiilteté Szovetség (IETS) elvei
alapjan tortént. A fejlodési stadiumot 1-8-ig kddszamokkal jeldltiik, az embridk mindségét
pedig 1-4-ig terjedé skalan értékeltiik. Az elsé kategoériaba a kivald mindségii embridk
tartoztak, ahol a perivitellinaris tér tiszta volt, ép fénylé zona pellucidaval rendelkeztek és
sejtszerkezetiik hibatlan volt. A masodosztaly embriok esetében mar lathatoéak voltak az apro
sejttormelékek a perivitellinaris térben, a harmadosztaly embriokat tekintve a sejtek nagy része
sériilt volt, valamint joval jelentGsebb nagysagu sejttormelék volt a perivitellinaris térben, mint
a masodosztalyu kategdriaban. A negyedik kategdriaba azokat az embridkat soroltuk, amelyek

jelent6s mértéki degradalt sejtekkel rendelkeztek (9. abra).
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Stage 1 (1-cell) Stage 2 ( 2-cell)

Stage 2 (16-cell) Stage 3. (early morula) Stage 4 (compact morula)

Stage 5 (early blastocyst) Stage 6 (blastocyst) Stage 7 (expanded blastocyst)

9. dbra: In vivo eléallitott szarvasmarha embriok fejlédése (forrds: URLY)

3.2.3.4. Az embriok mélyhiitése

Az embridkat minden esetben egyedileg, 0,25 ml Urtartalmi miiszalmaba toltottiik, majd 1
MOL koncentracioval rendelkezd etilén—glikol oldatban dehidrataltuk és mélyhiitottik (EFT-
3002, BELTRON Instruments). A miiszalmakat el6hiitottiik oly moddon, hogy azokat
fagyasztoba tettiik és a 0,5°C/min hiitési sebességet alkalmaztunk, amig elértiik —35°C-ot. Ezt

kovetden a miiszalmakat folyékony nitrogénbe (—196°C) helyeztiik és taroltuk.

3.2.4. Az in vitro embrideléallitas
Ahhoz, hogy megértsiik magat az in vitro embrideldallitas komplex folyamatat, Dr. Gyulay
Gyula felhivta a figyelmemet az alabbi fogalmak jelentéségére: kinyert petesejtek in vitro
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érlelése (in vitro maturation, IVM), majd ezt koveten in vitro termékenyitése (in vitro
fertilization, IVF), illetve a termékenyitést kovetd in vitro tenyésztése (in vitro culturing, 1IVC).
Ezeket az eljarasokat alkalmazva az embridkat nevezhetjiik teljes mértékben in vitro eldallitott
(in vitro produced, IVP) embridknak, helyesebben hasznalva az IVMFC (in vitro maturation,

fertilization and culture = érlelés, termékenyités, embriok tenyésztése) embriok kifejezést.
A vizsgalatsorozatban altalunk alkalmazott in vitro embridel6allitas 1épései a kovetkezoek:

Petesejtek kinyerése, OPU (1. nap)

Petesejtek mosasa, majd érlelése (IVM), maturacié 21-24 oran at
In vitro termékenyités, IVF (0. nap)

In vitro tenyésztés, IVC (1-7. nap)

Embriok birdlata az IETS elvei alapjan

o o~ wbd -

Embriofagyasztés

A kumulusz—petesejt-komplexek (COC) in vitro érleléséhez, termékenyitéséhez ¢és

tenyésztésé¢hez az IVF Bioscience Ltd. BOVINE MEDIA tapoldat sorozatat alkalmaztuk.

3.2.4.1. Petesejtek kinyerése

A martonvasari telepen 1évé embrio—laboratoriumban tortént a petesejtek ’ovum pick-up’
(OPU)—modszerrel torténd leszivasa. A punkcid végrehajtasa epiduralis érzéstelenités mellett
tortént. A folyamat sordn az erre az eljarasra kialakitott, a hiivelybe bevezetett transducert
hasznaltuk. A rektalisan vizsgalo kéz a petefészket a transducer végéhez kozelitette, amelybdl

egy aspiracios tii bujik eld, melynek segitségével a tiiszok leszivhatoak.

3.2.4.2. Petesejtek mosasa, majd érlelése (IVM)
A tovabbi munkafolyamatokat a NAIK ATHK Haszonallat Embriolgiai Laboratériumaban
(HEL) végeztiik, Dr. Bod6 Szilard, egyetemi docens vezetésével (10. abra).

A kultivald6 médiumot BSA—val, gentamicinnel, natrium—hidrogén—karbonattal és gonadotrop

hormonokkal egészitettiik ki. A petesejteket BO—IVM-ben érleltiik 21-24 6ran keresztiil.
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10. dbra: Kumuluszsejtekkel koriilvett petesejtek (forras: a szerzo sajat felvétele)

3.2.4.3. In vitro termékenyités, IVF
Az altalunk alkalmazott BO—SemenPrep el6készitd kozegként szolgal a sperma, in vitro
termékenyités elotti mosasahoz. A fertilizaci6 sordn a petesejteket médiumba helyeztiik,

melynek spermium- koncentraciéja 2,0 x 108/ ml.

3.2.4.4. In vitro tenyésztés, IVC (1-7. nap)

A fertilizaciot kovetéen az embriokat, tobbszori mosast (vortex) és fert6tlenitést kovetden
HEPES puffert tartalmazé BO-IVC médiumba helyeztiik, a kultivalas 6% CO2-t, 6% O2-t és
88% No»-t tartalmazo, 38,8°C hémérsékletii termosztatban tortént, relative magas paratartalom
mellett. Az embriok ebben a médiumban fejlddnek tovabbi 6 napig. Kiilon kiemelném a
denudalas fogalmat, mely soran denudalo pipetta segitségével eltavolitjuk a petesejt kumulusz

sejtrétegét.

3.2.4.5. Embridk biralata az IETS elvei alapjan
Az embridk birdlata megegyezett a 3.2.3.3. fejezetben leirtakkal.
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3.2.4.6. Embriofagyasztas

A 7 napos, korai blasztociszta allapotban 1évé IVF — embridkat, Gin. lassti fagyasztasi
modszerrel mélyhiitottiikk. Ennek a médszernek kdszonhetd, hogy elég egylépcsos felolvasztast
alkalmaznunk. Ez gyakorlatban pedig kozvetlen, Un. direkt beiiltetést tesz lehetové. A

fagyasztas Freeze Control Model CL5500 segitségével tortént.
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4. VIZSGALATI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Ahhoz, hogy ki tudjuk hasznalni az asszisztalt reprodukcios eljarasok adta lehetdségeket,
ismerni kell a folyamat teljes moddszertanat, a kiilonb6z6 protokollokat, illetve az

eredményességet befolyasolo tényezoket!

Ahogy korabban irtam 100 db fagyasztott, 1. osztalyt embrid érkezett Csehorszagbol (50 db),
valamint Németorszagbol (50 db). 1 db miiszalma a munkafolyamat soran megsériilt. Az
embriokhoz kapcsolddo certifikatokbol nyertem ki a sziikséges adatokat, amelyet a Slovenské
Biologické Sluzby bocsatott a rendelkezésemre. A donor wagyu szarvasmarhdk mosési

eredményeinek adatait a 4. tablazat tartalmazza.

Donor Osszes Degenerdl  Frissen  Fagyasztot  Fejlettségi Szarmazas
megnevezés ~ embri tembridk = beiiltetet  t embriok allapot
e 0 t
261969953 17 3 2 12 morula Csehorszag
288969953 21 0 0 21 morula Csehorszag
288969953 17 2 3 12 morula
380675953 17 3 2 12 korali Csehorszag
blasztociszta
444414953 12 1 0 11 morula Csehorszag
444417953 20 7 3 10 korai Csehorszag
blasztociszta
Aizatko 13 1 0 12 blasztociszta Németorsza
/ morula g
Aizatko 18 3 3 12 blasztociszta Németorsza
/ morula g
Isi WG029 12 1 1 10 morula/ Németorsza
korai g
blasztociszta
Isi WG029 10 0 0 10 morula/ Németorsza
korai g
blasztociszta
Yasuzana 29 0 3 18 korai Németorsza
WG040 blasztociszta g
Isi WG044 28 4 3 21 koral Németorsza
blasztociszta g
Fukutsura 13 1 2 10 blasztociszta Németorsza
WG093 / g
korai
blasztociszta
Itomoritaka 13 5 1 7 blasztociszta Németorsza
/ g
korai
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4. tablazat: A wagyu donorok mosasi eredményei

4.1. A donor allat kora
Az embridatiiltetésben résztvevo donor allatok tehenek és isz6k voltak. A rendelkezésemre allo

adatok alapjan a mosasokbol (n=240) az tisz6 donorok aranya (16,25%).

Usz6t akdr ivaréréstdl is be lehet vonni az embrio-programokba, viszont az {isz6 donorokon
végzett MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer) eljaras kevésbé eredményes, mint
tehenek esetében. Az iiszok esetében az elsd szuperovulaltatds és embridkinyerés ideje a 10

hoénapos kor, melynek kovetkeztében a vembhesitett {isz6 az elsd ellését kovetden, nem fog az

crer

Az altalam vizsgalt eljardsokban a moséasonként kinyert embriok atlaga 17,14. Abban az
esetben, ha kiilon vizsgaljuk az életkort, kiilon vetitve a tehenekre és tiszOkre, jol lathatd, hogy
a kornak statisztikailag bizonyitott hatdsa van a mosasonkénti képletszdmok elérésében
(p<0,01). Elemzésem soran a tehenektdl 18,27 (+6,10) képletet nyertek ki mosasonként, amely
5,27-dal tobb embriot jelent, mint {isz6k esetében (11. abra).

20 18,27 b
18
16 132

MOSASONKENTI KEPLETEK
SZAMA
H
(@]

isz6 (n=39) tehén (n=201)

11. abra: Az embridkinyerésenként nyerheto képletek szama a kor fiiggvényében
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Ennek tiikrében, vizsgaltam, hogy talalok-e a kimosott embriok mindségében (iisz6 v. tehén)
valamilyen eltérést. Eredményeim arra kdvetkeztettek, hogy a kimosott embriok mindségének

tekintetében nem talaltam szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott (p>0,05) (12.abra).

L T440%
o< : 74,35%
37 1435%
E é 74.30%
Eké 74,25%
=
§§§mm%
CE = 7415% . 74,13%
~2 74.10% .
> L
E Z  74,05% .
= 2400%

lisz6 (szum n=39; kivaldo tehén (szum n=201; kivald
n=29) n=149)

12. abra: A kivalo mindségii embriok aranya iiszo, illetve donor tehén esetében (n=240)

4.2. Szuperovulicios kezelés

szamban torténjen meg az ovulacid, igy az in vivo termékenyitést kovetéen minél nagyobb
szamu atiiltethetd embriot nyerhetiink ki. A legnagyobb hatranya a szuperovulacionak, hogy
kiszamithatatlan. Kiszamithatatlan, hiszen az éllatok nagy egyedi érzékenységgel reagalnak
a kiilonb6z6 hormonkezelésekre, ezzel gatolva az ET programok hatékonysagat ¢&s

jovedelmezdségét egyarant.

A legnagyobb probléma a wagyu fajta esetében, hogy nem sokat tudunk arr6l, hogy
a szuperovulacids kezelésre milyen embrid-produktummal képes reagalni. Japanban a tehenek
szuperovulacios kezelésében PMSG-t vagy FSH-t alkalmaznak. A PMSG-re jellemz6 a hosszu
felezési 1d6, emeli az Osztrogénszintet, ezaltal pedig hatranyosan befolyasolja a méh

kornyezetét, ami az embriok mindségi romlasat eredményezi (Sugano és Shinogi, 1999).

A fajta kiszamithatatlansagat jol bizonyitja az Embriobos Kft.- nél torténd kisérletiink, amely
soran a wagyu tehenet 2 alkalommal PMSG-vel szuperovulaltattuk. A PMSG-vel minden
esetben csak egyszer kezeltiink, mely soran 2500 NE—et adtunk intramuszkularisan. A PMSG

kezelést kdvetden, 2 nap mualva PG-t adtunk, melynek kdszonhetden a sargatest leoldodik, és
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létrejon a petesejtek tomeges szuperovulacidja. A PG kijuttatasat kovetéen a masodik nap

tortént a mesterséges termékenyités, majd ezt kovetden a 7. napon az embridk kinyerése.

Az elsé embriokinyerés 2023.01.31.-én tortént, mely sordan 19 darab embriot mostunk ki,
melyek koziil valamennyi morula stddiumt volt; mindségi tulajdonsdguk alapjan 10 darab

kivalo és 9 darab gyenge mindségii volt koztiik (13. abra).

13. dbra: Wagyu szarvasmarha embriok (forras: szerzo sajat felvétele)

A masodik embriokinyerés 2023.04.01-én tortént, ugyanazzal a modszerrel. Ebben az esetben

csupan egy darab morula fejlettségii embriot talaltunk, amely kivalé mindsitéssel rendelkezett.

Jol 1athato, hogy a PMSG-vel torténd szuperovulacios kezelés egyik esetben megfelelé embrid-

produktummal szolgalt, mig masodik alkalommal szinte eredménytelen volt.

A Csehorszagbol vasarolt embriock a Wagyu Farm Miiller telephelyérdl szarmaztak,
Pardubicébdl, akik tobb mint 10 éve elkotelezettek a wagyu ET mellett. Standard (2,5 ml)
szuperovulacids kezelést alkalmaznak (1. nap: reggel és este 125 NE FSH+ 125 NE LH; 2.nap:
reggel és este 125 NE FSH+ 125 NE LH; 3.nap: reggel és este 125 NE FSH+ 125 NE LH+ PG;
4.nap: reggel és este 125 NE FSH+ 125 NE) majd ezt kdvetden 4 alkalommal inszeminalnak.
A 6 mosas embrio-produktum atlaga 17,33 darab volt, melyek 75%-a kivalé mindségii, azaz

fagyasztasra alkalmas.
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Németorszagb6l szarmazd embridk Marsbergbdl (Tierdrztliche Gemeinschaftspraxis)
szdrmaznak, akik csokkend (-0,5 ml) szuperovulacids kezelést alkalmaztak (1.nap: reggel és
este 150 NE FSH+ 150 NE LH; 2 nap: reggel és este 125 NE FSH+ 125 NE LH; 3. nap: reggel
¢és este 75 NE FSH+ 75 NE LH+ PG; 4. nap: reggel és este 50 NE FSH+ 50 NE LH) az embrio-
eldallitdas soran. A 8 embriokinyerés atlaga 17, az embridk 73,5 %-a kivalé mindsitéssel

rendelkezett.

A szuperovulacios kezelések kozotti kiilonbségek statisztikai értékeléséhez egytényezds
varianciaanalizist végeztem LSD (least significant difference) teszt segitségével. Az eltérd
kezelések a mosasonként kinyert képletek szamat tekintve nem kiilonboztek szignifikdns

mértékben (p>0,05) (14. abra)
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standard (2 ml) csokkend (-0,5ml)  PMSG (2500 NE)
SZUPEROVULACIOS KEZELESEK

14. abra: Az alkalmazott szuperovulacios kezelések és mosasonkénti képletek szama

4.3. Az embridkinyerés évszak hatisa
Osszességében kijelenthetd, hogy az évszak jelentds befolyasold tényezé a szaporodasbioldgiai
mutatészamok alakuldsaban. Telepi koriilmények kozott a veszteségek foleg a nyari és téli

honapok soran 1épnek fel.

Ealy et al. (1993) szerint a korai fejlettségi allapoti embriok rendkiviil érzékenyek a

hdstresszre, amelyet a méh hémérsékletének emelkedése eredményez.

A t¢li 1d6szak embriokinyerések gatld tényezdje sok esetben a nem megfeleld mosastechnikai
eljarasok alkalmazasa, a nem megfelelé hémérsékletli médiumok hasznalata. Ebben az

idészakban a legnagyobb kihivast a mosofolyadék optimalis homérsékletének biztositasa,
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valamint az embridkinyerést kovetden a mosofolyadékban 1évé embriok optimalis
hémérsékleten tartdsa jelenti. Az embrio-kinyerések eredményességét havi bontdsban

ismertetem (15. abra).

100

Rady1

KIMOSOTT KEPLETEK
SZAMA

15. abra: Az embrio- kinyerések (n=240) eredményeinek havi megoszidasa

Munkam soran hasonld tendenciat kaptam, mint, Gomes et al. (2019), akik szintén wagyu
tehenek esetében vizsgaltdk az évszakhatast, mint kornyezeti tényez6t az embridmosasok
eredményességében. A wagyu donor tehenek mosasonkénti életképes embridok szdma és az

évszak hatasa k6zott nem talaltam szignifikans kiilonbséget (p>0,05).

4.4. A recipiens holstein-friz egyedek eredményessége

Fontos megjegyezniink, hogy az embridatiiltetés egyik legfontosabb kritériuma a recipiens
allomany mindsége €s mennyisége. Vizsgalataim sordn 10 embriobeiiltetésbol szarmazo
adatsort (n=99) elemeztem. Az embridtranszfereket 2021 és 2022 évében hajtottak végre. Az
eredmények statisztikai értékelését fiiggetlen mintds t-probaval, illetve Chi?- probaval

végeztem el az IBM SPSS Statistics for Windows v.20.0 szoftver segitségével.

4.4.1. A sargatest helye és atmérdje

Nogueira et al. (2012) szerint a sargatest (CL) jelenléte donté kdvetelmény lehet a recipiens
kivélasztasa soran. Vizsgalatuk alapjan elmondhat6, hogy a vemhesség valdszinliségét nagyban
befolyasolja a CL atmérdje, hiszen nagyobb vemhesiilést értek el a nagyobb atmérdju
(2,03+0,41) sargatesttel rendelkez6 recipienseknél. Ennek hatterében az all, hogy a nagyobb

méretli CL magasabb P4 szintet tart fent, ezzel eldsegitve az embridk tilélését.

Ennek okan, a recipiens egyedek esetében vizsgaltam, hogy a CL elhelyezkedése (jobb vagy

bal petefészek) és atmérdje milyen modon befolyasolja a vembhesiilési szazalékot (5. tablazat).
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Az allatorvos a beiiltetést megeldzden feljegyezte a sargatest helyét és annak atmérdjét, melyet

két kategdriaba soroltunk (>20 mm, <20 mm).

CL helye n Vembhesiilési CL n Atlag (%)
(egyedszam) % atmérdje  (egyedszam)
Bal oldal 46 26 >20 mm 56 30
Jobb oldal 53 38 <20 mm 43 35

5. tablazat: A CL helyének és atmérdjének hatasa a vemhességi szdazalékra

A sargatest helyének nem volt statisztikailag igazolhaté szignifikans (p >0,05) hatdsa a
vemhesiilés eredményességére, ugyanakkor elmondhatd, hogy az embridok megtapadéasa a jobb

oldali sargatest esetében nagyobb (38%) szazalékban fordult eld.

Ugyanez igaz a CL atmérdre, itt sem talaltam érdemi kiilonbséget (p >0,05), viszont 5%-kal
magasabb volt a vembhesiilési arany a kisebb atmérével rendelkezd recipienseknél.
Ellentmondasos modon, de a munkam soran kapott eredmény Baruselli et. al (2010)
feltételezésével megegyezik, mely szerint nem mutat szoros Osszefliggést a CL nagysaga és a

vemhestilési arany.

Tovabbi vizsgalataimban részletesen elemeztem a CL helyének az évszakonkénti megoszlasat.
Osszességében elmondhatd, hogy tavasszal a vartnal tobb sargatest volt a jobb oldalon, télen
viszont joval kevesebb (16. abra). Az elvart és a ténylegesen megfigyelt oldal eltérései egyes

évszakokban (tél, tavasz) szignifikansak (p<0,01).
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16. dbra: A CL helyének a szezondalis osszefiiggesei

Ugyanezzel a probaval tanulmanyoztam, hogy a CL mérete milyen Osszefiiggésben all az
évszakokkal. Télen, a tobbi id0szakhoz viszonyitva a kisebb, dsszel pedig a nagyobb CL
atmérével rendelkezd recipiensek aranya (tendenciaszerii dsszefliggés, p<0,1) magasabb (17.

abra).
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17. abra: A CL datméro szezondlis Osszefiiggései

4.4.2. A recipiens kora
Az egyik célkitlizésem volt megvizsgalni, hogy a recipiens életkora hatassal van-e az embridk
megtapadasara. Eredményeim az életkorban nem mutatnak szignifikans eltérést (p>0,05),

viszont a fiatalabb allatok esetében nagyobb vemhesiilési aranyt értiink el (6. tablazat).

Vembhesiilés n (egyed) Atlag Szoras
Vembhesiilt 32 467,88 +18,66
Nem vembhesiilt 67 473,46 +13,23

6. tablazat: Az életkor hatdasa a vemhességi szazalékra

4.4.3. Az eltéro fejlettségi allapotu embriok megtapadasa
A szuperovulécios eljarasok hatranya, hogy a kiilonb6z6 hormonkészitmények alkalmazasakor
a donor allatok egyedi érzékenysége figyelhetd meg, az eltéré embridoszam mellett a képletek

fejlodési stddiuma is valtozo. Az dltalam tanulméanyozott 6sszes mosast a 7. napon veégezték el,
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ezzel szemben az embridk fejlodési stadiuma kozott 2 napos eltérést figyeltem meg. Az dsszes
embrid mindsitése kivald. Mint tudjuk, a morula (4.), korai blasztociszta (5.) és blasztociszta
(6.) stadiumu embriok a legalkalmasabbak a mélyhiitésre, bar tobb szakirodalom bizonyitotta,

hogy a morula fejlettség ellenallobb a mélyhiitéssel szemben, mint a blasztociszta.

Megvizsgaltam, hogy a kiilonbozo6 fejlettségii fagyasztott embriok beiiltetését kdvetden milyen
szerepet jatszanak a vemhesiilés eredményességében. Az eredmények statisztikai elemzéséhez
Chi? probat hasznaltam. Elmondhato, hogy a kapott eredményeim kozott nincs statisztikailag
igazolt kiilonbség (p>0,05), ugyanakkor megjegyzem, hogy a korai blasztociszta allapotban

beiiltetett embriok esetében volt a legjobb a vemhesiilés (7. tablazat).

Stadium Vembhesiilési % Szoras
4, 26 +0,44
5. 39 +0, 49
6. 33 +0,48

7. tablazat: Az eltérd fejlettségii beiiltetések eredményessége

4.4.4. Evszakok hatisa az embribatiiltetés eredményességére

Ono et al. (2016) a wagyu embridk atiiltetése soran a recipiens mindségére és az évszakok
hatasara hivja fel a figyelmet a vembhesiilési arany szempontjabol. A recipiens teheneknél a
vemhesiilés aranya alacsonyabb volt (p <0,05) nyari iddszakban, mint tavasszal és télen. Az
tisz0knél azonban nem tapasztaltunk kiilonbséget vemhesiilésben az évszakkal

Osszefliggéseben.

Az egyes évszakokat, mint befolyasolo tényez6t, egytényezds varianciaanalizissel (LSD-teszt)
vizsgaltam. Az évszakhatds elemzése soran statisztikailag igazolhato kiilonbséget talaltam
(p=0,001). Az évszakok koziil a nyari és az 6szi eredmények a legjobbak, mig tavasszal a

legrosszabb a vembhesiilési arany, de a télit6l szignifikansan nem kiilonbozik (8. tablazat).

Evszak Atlag Szoras
Tél 0,252 +0,45
Tavasz 0,13° +0,34
Nyar 0,472 +0,50
Osz 0,492 +0,51
Osszes 0,32 +0,47
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8. tablazat: Az embrio-beiiltetések eredményei az egyes évszakokban (n=99)

4.5. Sziiletési eredmények

Az elsé embridatiiltetésbdl szarmazd wagyu tiszéborju 2022. januar 24.-én sziiletett meg. A
2021-ben végrehajtott embridatiiltetésbdl a tavalyi év folyaman 4 iisz6 €s 6 bikaborju sziiletett,

egyik bikaborji azonban farfekvés miatt elléskor elhullott.

A 2022-ben végrehajtott embridatiiltetésbdl az idei évben eddig 17 darab wagyu borju sziiletett,
ebbdl 9 db iiszéborju, valamint 8 db bikaborji. Azonban az egyik bikaborju 54 napos koraban
elhullott. A kézirat készitésekor az allatok életkora 1 hét és 15 honap kozotti.

4.6. IVF- program

A szakdolgozat elkészitése soran volt alkalmam kozelebbrdl is megismerni az in vitro
szarvasmarha-embridel6allitas modszerét. Annak ellenére, hogy a donor egyedek nem wagyu
fajtaju allatok voltak, érdemesnek tartom kozolni az Embriobos Kft. “Etyeki projekt™ eddigi
eredményeit, hiszen az eljaras illik a szakdolgozat altal koriiljart téma, a telepi asszisztalt

reprodukcios eljarasok kozeé.

A kumulusz—petesejt-komplexeket holstein-friz tehenekbdl nyertiik ki. Osszességében 50
darab ép petesejtet sikeriilt kinyeriink, amelyek koriil tobb rétegii, ép kumulusz réteg volt

lathatd, ezek megfeleltek a tovabbi laboratoriumi tenyésztésre.

A petesejteket semleges kémhatasa BO-HEPES-1VM-ben 38,8 °C mellett érleltiik 21-24 6ran

keresztil.

A fagyasztott szexalt spermat 37 °C-on 30 masodperc alatt steril vizben felolvasztottuk. Az
altalunk alkalmazott BO-SemenPrep elékészité kozegként szolgal a sperma, in vitro
termékenyités el6tti mosasdhoz, majd a spermat Percoll gradiensben centrifugaltuk. Az eljaras
soran az optimalis cél eléréshez ismerniink kell a spermium/ml koncentraciot, amelyet
mikroszkoppal vizsgaltunk. A normdl miliszalméanak a szabvany szerint kotelezéen 6—7 millio
¢letképes spermiumsejtet kell tartalmaznia, mig az ivardeterminalt miiszalméban kotelezden ez
a szdm 2 millié. Azonban a legnagyobb probléma az ivardetermindlt sperméval, hogy sok

esetben még az 1 milliot sem éri el az életképes sejtek szdma.
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A fertilizacio soran a kapacitalt ivarsejteket az érett petesejtekkel egyiitt BO-IVF médiumba
helyeztilk (24 ora). Masnap a petesejteket koriilvevd kumuluszsejteket masfél perces

vortexeléssel tavolitottuk el, majd denudalo pipetta segitségével letoltuk a kumulusz sejteket.

Ezt kovetéen HEPES puffert tartalmazéo BO—IVC médiumba helyeztiik, a kultivalas 6% CO»-t,
6% Og2-t és 88% No-t tartalmazo, 38,8°C homérsékletli termosztatban tortént, relative magas

paratartalom mellett, ebben fejlddnek tovabbi 6 napig. Az embridbiralat a 7. napon tortént.

Részletes eredményeinket a 9. tablazat tartalmazza.

A termékenyités ideje Terméketlen petesejt Megtermékenyiilt petesejt
2022.10.06. 1db 0db
2022. 10.06. 3db 0db
2022.10.24. 6 db 0db
2022.11.16. 0db 1db
2023.02.27. 14 db 0db
2023.02.27. 6 db 0db
2023.03.27. 11db 4 db
2023.03.27. 3db 1db

Q. tablazat: Az in vitro termékenyités eredményei

A 9 IVF-program adatait elemezve elmondhato, hogy az eljaras hatasfoka alacsony, hiszen 50
petesejtbdl Osszesen 6 termékenyiilt, ami 12 %-os sikerességet mutat. Ezekb6l az in vitro
kultivaci6 soran 1 morula, 4 korai blasztociszta valamint 1 blasztociszta fejlédott. Mindségliket
tekintve 2 db kival6 (IETS 1), 2 db jo (IETS 2) és 2 db kdzepes (IETS 3). A két darab kivalo
mindségli [VF-embridkat un. lasst fagyasztasi modszerrel mélyhiitottiik, ami lehetdvé teszi a
direkt mddszerrel torténd embriobetiltetést. A két darab jo €s két darab kdzepes mindsitésii

embriodkat frissen recipiensekbe {iltettiik, azonban vemhességet nem értiink el.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Osszességében elmondhatd, hogy az embridatiiltetés sikerességét az eljarasban résztvevod
donorok és recipiensek bioldgiai sajatossagai nagyban befolyasoljak. Joggal allithatom, hogy a
wagyu szarvasmarha fajta kivalo anyai tipusu, kivalé embrid-produktummal jellemezhetd. A
tehén wagyu donoroktdl tobb embrid nyerhetd ki (5,27; p<0,01), mint liszoktdl, ellenben a
kimosott embriok mindségének tekintetében nem taldltam szignifikdns kiilonbséget a két

csoport kozott (p>0,05).

Annak ellenére, hogy az embridtranszfer program nem egy Uj asszisztalt reprodukcios eljaras,
még mindig a szuperovulacids kezelés a legérzékenyebb pontja, hiszen a résztvevé donorok
bioldgiai sajatossdgat nem tudjuk befolyasolni. Munkdm sordn lehetdségem volt vizsgalni,
hogy a kiilonb6z6 hormonkezelésekre a wagyu donorok milyen modon reagaltak, viszont az
eltérd kezelések a mosasonként kinyert képletek szamat tekintve nem kiilonboztek szignifikans
mértékben (p>0,05). Mindezek mellett fontos hangstlyoznom, hogy az FSH-val alkalmazott
szuperovuléltatasok rendszeres id6kdzonként biztosabb embrid-produktummal szolgéltak, mig
a PMSG rovid idon beliili alkalmazasa gyengébb reakcidt eredményezett. Ennek ellenére szem
elétt kell tartanunk, hogy egy komplett FSH—kezelés kb. 150 000 Ft kiadassal jar, mig az
egyszeri PMSG egyszeri kijuttatasa minddssze 5000 Ft.

A wagyu donor tehenek mosasonkénti ¢letképes embridk szama €s az évszak hatdsa kdzott nem
talaltam szignifikans kiilonbséget (p>0,05), ez feltehetdleg annak is kdszonhetd, hogy a wagyu

ridegtartasi koriilmények kozott tenyésztett fajta.

A recipiens holstein-friz {isz0k sargatest (CL) helyének (jobb vagy bal petefészek) nem volt
statisztikailag igazolhato szignifikans (p >0,05) hatdsa a vembhesiilés eredményességére,
ugyanez igaz a CL atmérdre, ahol szintén nem talaltam érdemi kiilonbséget. Eredményeim az

¢letkorban sem mutattak szignifikans eltérést (p>0,05).

Vizsgaltam, hogy a kiilonbozd fejlettségli fagyasztott embridk betiltetését kovetden milyen
szerepet jatszanak a vemhesiilés eredményességében, viszont a kapott eredményeim kozott
nincs statisztikailag igazolt kiilonbség (p>0,05), ugyanakkor megjegyzem, hogy a korai

blasztociszta allapotban beiiltetett embriok esetében volt a legjobb a vemhesiilés.

Az évszakhatés elemzése soran statisztikailag igazolhato kiilonbséget talaltam (p=0,001). Az
évszakok koziil a nyari és az dszi eredmények a legjobbak, mig tavasszal a legrosszabb a

vembhesiilési arany, de a télitdl szignifikdnsan nem kiilonbozik.
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Véleményem szerint az ET programban elért alacsony vembhesiilési szazalék (32%) tobbek
kozott a recipiens egyedek mindségére €s mennyiségére is visszavezethetd. Szakmai szemmel
tekintve pedig a takarmany mindségére €s a nyaldso hianyara kiilon kitérnék, hiszen az asvanyi

anyagok fontos szerepet jatszanak az immunfrakciokban, a novekedésben és a reprodukcioban.

A japan wagyu a vilag legdragdbb marhahusat adé szarvasmarhafajta. Ugy gondolom, hogy a
rendelkezésemre alloé adatmennyiségbd6l nehéz messzemend kovetkeztetéseket levonni, hiszen
europai viszonylatban is nagyon sziik kdrben ismert. Nem csak a hus ara kiemelkedéen magas,
hanem a wagyu embrioké is — egy wagyu embrio ara 600-900 € k6zott mozog. Tehat a tovabbi
embrioatiiltetési eljarasok jovobeni alkalmazédsat a felvidéki gazdasag pénziigyi helyzete

nagyban befolyasolja.

Munkam soran nagy Oromomre szolgalt, hogy valamelyest betekinthettem az in vitro
szarvasmarha embrio-elGallitasba is, hiszen Magyarorszagon és Szlovakiaban is kevesen
foglalkoznak ezen technika alkalmazasaval. Egyrészt ennek oka az, hogy az eljarashoz
szlikséges eszk6zok nagyon dragak, illetve a sajat vizsgalatomban is bemutatott ivardeterminalt
spermaval torténd fertilizacidval nehezebb feladat az embrio-eldallitas (12%). Tudjuk azt, hogy
mesterséges termékenyités szexalt spermaval mar jol bevalt modszer a holstein-friz tiszok
esetében. Ugy gondolom, hogy az in vitro eldallitisban is jelentésége lehet, nemcsak tejelé
allomanyok, hanem hustipusti allomanyok esetében is, hiszen vegylik példanak az altalam
vizsgalt wagyu fajtat, ahol a ndivara egyedek hlismindség és marvanyozottsag szempontjabol

joval értékesebbek.
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