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1. A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

Az ultrahang-vezérelt transzvaginalis petesejt kinyerés (ovum pick-up, OPU) szarvasmarhaban
igen sikeres €s nagy jelentdségli technikdnak bizonyult, hiszen segitségével lehetoveé valt az
ismételt petesejt-gyiijtés nagy genetikai értékii liszoktdl és tehenektdl. Az eljaras lovaknal is
kiemelkedden lényeges, ugyanis megoldast jelent a csokkent fertilitdsra. Tovabba, az ovum
pick-up — in vitro embrid produkcids eljarasokkal embrié nyerhetd a versenysportban aktivan
részt vevO kancaktol, melyek sportkarrierjének cstcspontja atfedésben van a
szaporodasbioldgiai szempontbdl legtermékenyebb iddszakkal. Tovabba, sok esetben az
iddésebb kancak tenyésztésére mutatkozik igény a genetikai értékiik és/vagy teljesitményiik
miatt (BOLS ¢és STOUT, 2018). Ugyanakkor sajnos eléfordulhat, hogy a jelentds genetikai
értéket képviseld kanca hirtelen elpusztul vagy egészségligyi okokbol kifolydan elaltatasra
keriil. Igy az utobbi néhany évben egyre nagyobb érdeklddés mutatkozott a 1otulajdonosok
részérdl az irant, hogy a varatlanul elhullott vagy elaltatasra keriilt kancak petesejtjeibdl
asszisztalt reprodukcios technikak (ART) segitségével csikokat hozzanak 1étre a szakemberek.
Ezeknél az allatoknal a post mortem OPU az utolséd és egyetlen lehetdség erre. Ezekben az
esetekben kulcsfontossadgu, hogy minél hatékonyabban és precizebben torténjen a petesejtek
kinyerése, erre az eljardsra vagohidon kinyert petefészkeken valé gyakorlassal lehet
felkésziilni. A legtobb haziallatfaj esetében a vagohidrol szarmazo petefészkekbdl nagyszamu
petesejt nyerhetd follikulus aspiracio révén. Szarvasmarha, juh és sertés fajoknal ez nagyban
elésegitette az in vitro maturacid, fertilizaciéo és embrid produkcid terén zajlo kutatdsok
eredményességét. Lovaknal az eziranyu vizsgalatok elérehaladdsa azonban joval lassabb volt,
hiszen ennél a fajnal nagyszamu petesejt-gylijtésre nincs lehetéség (SHABPAREH ¢és mtsai,
1993).

Noknél a gyermekvallalasi id6 kitolodasaval az anti-Miillerian hormon (AMH)-szint mérésének
jelentdsége egyre inkabb felértékelddik a medddségi kivizsgalasban. Informaciot nyujt a
petefészektartalék nagysagarol, azaz a rendelkezésre allo tiiszO- és petesejt tartalékokrol,
tovabba segitségével a korai menopauza el6fordulasi valdszinlisége is megbecsiilheto.
Kancaknal és teheneknél azonban joval kevesebb kutatdst végeztek e téren, noha a hatékony
reprodukcio szempontjabol kulcsfontossaguak ezek a vizsgalatok. Az asszisztalt reprodukcios
technikdk segitségével a szaporodasi teljesitmény optimalizalhatd, am ezek eredményessége
nagymértékben fligg az adott egyed jellemzo6itdl, igy az allatok szigora szelekcioja kiemelten

fontos ezen technikak alkalmazasat megel6zden. Potencialis reproduckios biomarkerként ez



utdbbi szelekcios folyamat soran nyujthat szamottevd segitséget az AMH-szintek ismerete

(REDHEAD, 2017).

Célkitiizés

PhD kutatasom elsd szakaszaban a post mortem petefészek-feldolgozasi €s petesejt-kinyerési
technika optimalizaldsat tliztem ki célul. A leghatékonyabb modszer kidolgozasa nagyban
eldsegitené azt, hogy rutinszertien lehessen hirtelen elhullott, nagy genetikai értékti kancaktol
csikot nyerni. A kutatds masodik fazisaban lipicai, Welsh-poni és magyar hidegvérti kancakon
végeztiink tlisz6-elemzést ultrahang-késziilék segitségével és az eredmények AMH-szintekkel
torténd Osszevetését abbal a célbdl végeztem, hogy még tagabb képet lehessen kapni az AMH

jelentdségérdl és potencidlis felhasznalasi lehetdségeirdl kancaknal.

Kutatasom soran a kovetkezo kérdésekre kerestem a valaszt:
1. Milyen osszefliggések allapithatok meg az AMH-szint és a kicsi, a kdzepes, a nagy tiiszok

szama, valamint az dsszes tiiszOszam kKozott?
2. Milyen 6sszefiiggések allapithatok meg az AMH-szint és a kancék életkora kdzott?

3. Az AMH-szintek, valamint az el6z6 két kérdés tekintetében megfigyelhetd-e szignifikans

kiilonbség a 3 vizsgalt fajta (lipicai, magyar hidegvéri, Welsh-poni) kézott?

4. Elképzelhet6-e, hogy az évszakoknak szamottevd befolyasold hatasuk van az AMH-

szintekre?

5. Megfigyelhet6-e szignifikdns Osszefiiggés az AMH-szint €s bizonyos vér biokémiai

paraméterek kozott?



2. Anyag és modszer

2.1. Post mortem follikulus és COC vizsgalat

2.1.1. Post mortem petefészek-gyiijtés

Vizsgalatainkhoz a kanca petefészkeket az egri Pasztor-Hus Kft. biztositotta. Az allatok vagasat
kovetden a petefészkek kinyerése 20 percen beliil megtortént. A petefészkeket kancanként
kiilon simitézaras zacskokba helyeztem, melyeket ezt kdvetden hétarté hungarocell dobozokba
helyeztem. A szallitasi id6 a vagohid és a laboratérium kdzott minden alkalommal 2 6ra volt,
ez 1d6 alatt a petefészkeket 20-25 °C homérsékleten tartottam. A hungarocell dobozon beliili
homérsékletet egy vezetékes érzékeldvel ellatott digitalis homérd segitségével tudtam

ellendrizni.

2.1.2. Post mortem petesejt-Kinyerés

A vagohidrél a petefészkeket az Allatorvostudomanyi Egyetem Androlégiai és Asszisztalt
Reprodukcios Laboratériumaba szallitottam, itt végeztem el a petesejtek kinyerését. Elso
1épésként a petefészkeket koriilvevd kotdszoveteket és a tunica albuginedat boncolassal
eltavolitottam, majd ledblitettem steril sooldattal. Ezt kovetden minden lathatd tliszot
manudlisan aspiraltam 20 gauge tii és 10 ml-es fecskend? segitségével. Az ilyen modon kinyert
follikularis folyadékot Petri-csészébe gytljtottem. Kovetkezd Iépésként a tliszOket
megnyitottam szikepengével €s a belso feliiletiiket tobbszor (6-8x) végigkapartam egy sebészeti
kisméretli csontkapar6d kandllal. A csontkapard kanallal kinyert granulosa-sejtréteget PBS-
oldattal mostam bele a Petri-csészébe. Ezutan a petefészkeket szikepengével 5-10
milliméterenként felszeleteltem, annak érdekében, hogy a petefészek belsd allomanyaban
fellelhet6 tiiszoknél is el tudjam végezni az eldbbi két 1€pést, a tliszd aspiraciot és disszekceiot.
Kovetkezd 1épésként a Petri-csész€k tartalmat, azaz a kinyert tiiszéfolyadékot
sztereomikroszkop segitségével vizsgaltuk és kerestiik meg a COC-eket. Ezeket szerkezeti
integritasuk és morfologiajuk alapjan értékeltiik és kompakt vagy expandalt kategoriaba
soroltuk 6ket. Minden alkalommal petefészek vizsgélati jegyzOkonyvet toltdttem Kki.
Megszamoltam és méret szerint osztalyoztam a lathato follikulusokat. A kinyert petesejteket is
csoportokba soroltam az azokat koriilvevo tiiszOhdmsejt-rétegek szama €s mindsége alapjan.

Kompakt kategéridba soroltam azokat a COC-eket, melyekre a petesejtet szorosan koriilvevo,
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tomott kumulusz-sejtréteg volt jellemzd. Ezzel szemben az expandalt COC-eknél a kumulusz-
sejtek fellazultak, a zona pellucida koriil radialisan rendezddtek ¢€s kissé ,,felhds™ szerkezetiiek

voltak. A denudalt petesejtekrdl elmondhatod, hogy ezeket nem vették koriil kumulusz-sejtek.

2.1.3. In vitro maturacio

A petesejtek kinyerését kovetden azok in vitro érlelése, maturacidja kovetkezett. Ezt a
miiveletet ugyszintén az Allatorvostudoményi Egyetem Andrologiai és Asszisztalt
Reprodukcios Laboratoriumaban hajtottuk végre. A maturdcidhoz hasznalt tapfolyadék egy
szérumredukalt alapmédium volt, melyet antibiotikumokkal (penicillin, sztreptomicin), illetve
hormonokkal (FSH, LH) egészitettiink ki. Az in vitro maturacié eredményének elbiralasa
céljabol kétféle festési eljarast alkalmaztunk. A petesejtek és a kumulusz-sejtek esetében
propidium jodid és SYBR green kettds festési eljarassal értékeltem az €16 és elpusztult sejtek
aranyat. A propidium jodid a sériilt membrannal rendelkezd, nekrotikus sejtekbe penetral,
ezaltal ezzel a festési eljarassal az apoptotikus sejtek kiilonithetok el. A SYBR green egy olyan
fluoreszcens festék, mely a kettds szalit DNS-lancba épiil be és gerjesztés hatdsara zold fényt
emittal. Osszefoglalva elmondhato, hogy a zold szin az ¢16, mig a propidium jodidra jellemz
piros szin az elhalt sejteket jelolte.

Az in vitro maturaciot kovetd fontos 1épés a petesejtek lecsupaszitasa, a kumulusz-sejtek
oldasa. Ezeket tobb lépésben, kémiai és fizikai modszerek segitségével tavolitottuk el.
Alapvetden kémiai moddszerrel, 0,1% hialuronidaz enzimet tartalmazé médiumban torténd
emésztéssel kiséreltiik meg a petesejtet koriilvevd kumulusz-sejtek eltavolitasat, am ez a
metodus onmagaban nem volt sikeres. Ezért ezt az eljarast két fizikai mdodszerrel egészitettiik
ki. Az egyik ilyen fizikai jellegii eljaras a vortexelés volt. Az ezek utan is jelenlévé kumulusz-
sejteket egy igen kis belsd atmérdjii (130/140 um) denudalé pipetta segitségével tavolitottuk el.
A petesejteket addig mozgattuk ki-be a pipettdn keresztiil, amig a kumulusz-sejteket

mechanikailag el nem tavolitottuk a petesejtrol.



2.2. K16 kancikon végzett OPU-beavatkozasok

Ezeket a vizsgalatokat az Allatorvostudomanyi Egyetem Sziilészeti Tanszékének és
Haszonéllat-gyogyaszati Klinikdjanak Embrio Atiiltetd Allomasan, az Ull6i Tangazdasagban
hajtottuk végre ez iddig 3 alkalommal (2022. 10. 25.; 2022. 11. 28.; 2022. 12. 12.). Ezek a
vizsgalatok még folyamatban vannak. A beavatkozasokat minden alkalommal ugyanazon a 3
kancan végeztiik. Az eljarast boditasban hajtottuk végre, detomidin-hidroklorid (Domosedan
10 mg/ml oldatos injekcio A.U.V., Orion Pharma) ¢és butorfanol (Alvegesic Vet 10 mg/ml,
Alpha-Vet Kft, Budapest) hatéanyag készitmények alkalmazasaval. A rektum és a genitalis
traktus mobilizalhatésaga érdekében simaizom lazité készitményt (Buscopan compositum
injekcid A.U.V., Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Németorszag)
1s hasznaltunk. A tragya rektumbdl torténd eltavolitasa utan a kanca farkat befasliztuk és oldalra
kotottiik. A perinedlis régiot nagy alapossaggal lemostuk langyos vizzel. A hiivelybe valo
behelyezés elétt az OPU-egységet steril sikositoval bekentiik és témavezetom, Dr. Vincze
Boglarka az adapter behelyezése utan a rektumban megkezdte a manipuléciot. A petefészket az
azonos oldali hiivelyboltozat fel¢ kell iranyitani annak érdekében, hogy a tiisz0k megfeleléen
leképezhetdk legyenek az ultrahangkésziilék latdterében. A korrekt pozicid elérése utan a
tiiszOfolyadék leszivasa az aspiracios pumpa segitségével tortént, melyet labpedal segitségével
tudtunk mukodtetni. A tlisz6 méretétdl fliggden adagoltam a mosdfolyadékot €s szintén a
follikulus mérete alapjan hataroztam meg az Oblitések szamat. A csOrendszer egy tartalyba
nyilik, ebbe kertiltek a leszivott petesejtek a médiummal egyiitt. Miutdn az OPU véget ért, a
gyljtéedény tartalmat Petri csészékbe ontottiik és a COC egységek keresése sztereomikroszkop

segitségével tortént meg.

2.3. Az AMH-szint vizsgalata 3 l6fajtanal

2.3.1. A vizsgalt allatok

Osszesen 23 lipicai, 10 magyar hidegvérii és 15 Welsh-poni adatait gytijtottiik dssze, illetve
vettlink az allatoktél vérmintat. A vizsgalt kancak 3—24 ¢év kozottiek (atlagosan 14,4 £ 5,5 év)
voltak. A lipicai kancakat a szilvasvaradi Allami Ménesgazdasagban vizsgaltuk, 6sszesen négy
mintavételi idopontot litemeztiink be (2022. 01. 24.,2022. 03. 30., 2022. 04. 13.,2022. 06. 22.).

Az altalunk vizsgalt 10 magyar hidegvérli kanca mindegyike ugyanabbol a magéantulajdonu
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ménesbol szarmazott. Az els6 mintavételre 2022. november 30-an, a masodikra 2023. 06. 26-
an keriilt sor. A mintavételeket mindkét esetben a Matyas csaldd Agostyani Lovasudvaraban
végeztiik el. A Welsh-poni kancakat egyrészt a Pasaréti Honvéd Lovarddban, masrészt Bajan
Benita indrcsi ménesében vizsgaltuk. A mintavételek 0sszesen 3 idépontban torténtek: 2022.

12. 06-an (Honvéd Lovarda, Inarcs), 2023. 06. 15-én (Honvéd Lovarda), 2023. 06. 27. (Inarcs).

2.3.2. A szaporodasbiolégiai vizsgalat és a vérvétel menete

Az ivarszervi vizsgalat sordn megtekintéssel biraltuk el a péraajkak és a csecsek épségét, a
genitalis konformaciot, illetve figyelmet forditottunk arra is, hogy hiivelyi kifolyas eléfordul-e
a kancdknal. Ezt kovetéen keriilt sor az ultrahangkésziilékkel végzett rektalis
szaporodasbiologiai vizsgalatra, melyet Dr. Kutvolgyi Gabriella allatorvos hajtott végre.
El6szor palpacioval, majd ultrahangkésziilékkel vizsgalta az ivarszerveket (méhnyak, méhtest,
méhszarvak, jobb és bal oldali petefészek). Mindkét petefészeknél megszamoltuk és méretiik
alapjan osztalyoztuk a follikulusokat. A kancakbol a vért Dr. Vincze Boglarka allatorvos vette
a vena jugularis externabol. A vérvétel steril 20G-s méretli tlivel (BD Vacutainer®
Precisionglide™ Cannulas 20G 0.9 x 38 mm, BD Medical, USA), vérvételi harang (BD
Vacutainer® Holder BD Medical, USA) segitségével zart vérvételi rendszerben tortént
szérumos vérvételi csdvekbe (Vacutainer® Serum Tube, BD Medical, USA). A levett mintakat
kozvetleniil a mintavétel utan az Allatorvostudomanyi Egyetem Androlégiai és Asszisztalt
Reprodukcios Laboratoriumaba szallitottuk, ahol azokat 10 percig 3000 x g-vel centrifugaltuk.
A centrifugalast kovetéen a szérumot elkiilonitettiik feliratozott mintavétel csovekbe és

lefagyasztottuk a mintakat.

2.3.3. Az AMH-szint mérés ¢és a biokémiai vizsgalatok

A vérmintakbol az anti-Miillerian hormon szintjének mérése az AnshLabs (Webster, Texas,
USA) altal gyartott Equine AMH ELISA kit segitségével zajlott az Allatorvostudomanyi
Egyetem Andrologiai és Asszisztalt Reprodukcids Laboratériumaban. A mérések 96 lyuka
ELISA lemez segitségével torténtek és egy-egy allattol 50 pl. mennyiségli mintara volt
sziikségiink. A vizsgalat el6tt minden mintat felolvasztottunk ¢és az enzimhez kotott

immunszorbens vizsgalatot a gyartd kézikdnyvében leirtak szerint végeztiik el.
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A biokémiai vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Mezégazdasig-, Elelmiszertudomanyi és
Kornyezetgazdalkodasi Karan, az Allattenyésztési Tanszék Laboratériumaban végeztem el egy
LAB-ANALYSE Practical-Vet atfolyo rendszert klinikai kémiai félautomata (Orvostechnika
Kft., Magyarorszag) segitségével. A szérumos vérmintakbol a kovetkezd paramétercket
vizsgaltam: alkalikus-foszfataz (ALP), gamma-glutamil-transzferaz (GGT), foszfor (PHO),
karbamid (UREA), kreatinin (CREA), koleszterin (CHOL), triglicerid (TG), magnézium (MG),
kalium (K). Ezeket a paramétereket kinetikus, végpontos ¢és kétpontos mérések
megvaldsitasaval tudtam elemezni. A szérum mintak felolvasztasat kovetéen a méréseket a
gyartd utasitdsainak megfelelden végeztem el, mely paraméterenként kiillonbozott. A
mérésekhez sziikséges szérum minta mennyisége 5 ¢és 50 mikroliter kozott valtozott

paramétertdl fiiggden, ezeket laboratoriumi kézi pipettak segitségével tudtam pontosan kimérni.

3. Eredmények

3.1. Post mortem petefészek vizsgalat

3.1.1. Post mortem petesejt-kinyerés eredményei

PhD munkdm soran Osszesen 50 petefészket dolgoztam fel. Osszességében 268 tiiszot
aspiraltam és 103 petesejtet nyertem ki. A follikulusok méret szerinti megoszlasat az 1. tablazat
szemlélteti. Lathatd, hogy legnagyobb szamban kisméretli, azaz 10 mm-nél kisebb atmér6ji
tiiszokbdl végeztem petesejt-kinyerést.

1. tablazat

Tiiszok méretbeli eloszlasa

Tiiszoméret Darabszam | Szazalékos arany
<10 mm 106 39,5%
1020 mm 90 33,6%
>20 mm 72 26,9%




Az OPU ¢és alapjaban véve a petesejt-kinyerési eljarasok sikerességét az in. petesejt-kinyerési
rata (RR, recovery rate) segitségével lehet szdmszertsiteni. Ezt a kovetkezd egyenlettel lehet
kiszdmolni:

R = kumulusz — oocyta komplexek (COC)szama < 100
B megszurt tiisz6k szama

Sajat vizsgalatom soran ez az érték 38,4% volt.
A COC-ek mindség szerinti osztalyozasanal azt tapasztaltam, hogy legnagyobb szamban (51%)
olyan petesejteket sikeriilt kinyernem, melyeket 4-nél tobb sejtsorban vettek koriil kompakt

kumulusz-sejtek. A COC-ek mindség alapjan torténd csoportositasat az /. dbra mutatja be.

A COC-ek mindség szerinti csoportositasa

9%

= > 4 kumulusz-sejtréteg (kompakt) = 1-4 kumulusz-sejtréteg (kompakt)

51%

37%

= Expandalt = Denudalt

1. abra: A COC-ek minéség szerinti osztalyozasa



3.2. AMH-szint mérések eredményei

3.2.1. Az AMH-szint és a tiiszok szama kozotti osszefiiggések

a) Az osszes allatnal

Vizsgalataink sordn Osszesen 83 mintabol végeztiink AMH-szint mérést. Az Osszes allatra
nézve vizsgaltuk azt, hogy az AMH koncentracioja mutat-e 0sszefiiggést a kicsi (<10 mm), a
kozepes (10-20 mm), a nagy tiiszok (>20 mm) szamaval, valamint az 0sszes tiisz6szammal. A
nagyméretli tliszok Osszesitett szdma €s az AMH-szint kdzott szignifikans korrelaciot tudtunk
megallapitani (p = 0,01), az adatokat pontdiagramon &brazoltuk (2. abra). Minél nagyobb
szamban voltak jelen nagyméretii tiiszok a petefészken, annal magasabb volt az AMH
koncentracioja. Ezzel szemben a kicsi-, a kozepes- €s az Osszesitett tiiszészam, valamint az
AMH-szint kozott statisztikailag nem volt igazolhat6 az dsszefiiggés (p = 0,13; p=0,2; p =
0,48).
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8,00 .
°
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6,00 ) . |
°
el 5,00 .
2400 .
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E - ¢ % ... 0. - O . ’ 0
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Nagy tiisz6k dsszesitett szama (db)

2. abra: Az AMH-szint és a nagy tiiszok dsszesitett szama kozotti osszefiiggés

b) Korcsoportonként
Kovetkezd 1épésként az §sszes kancat harom életkori csoportba soroltunk. Fiatal kancakhoz az
1-5 éves koruakat, kozépkoraakhoz a 615 éves koruakat, mig az idds kancakhoz a 15 év feletti

allatokat soroltuk. A fiatal kancakhoz csupan 2 allat tartozott, igy ennél a csoportnal kevés adat
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allt rendelkezésiinkre a korrelacios vizsgalatokhoz. A kdzépkora csoportnal nem tapasztaltunk
szignifikans Osszefliggést az AMH-szint ¢és a tiiszOk szama kozott. A legszorosabb 0sszefiliggés
ennél a csoportndl a nagy tiiszOk Gsszesitett szama ¢s az AMH-szint kozott volt megfigyelhetd
(3. abra), azonban statisztikailag nem volt igazolhat6 ez a korrelacié (p = 0,15). Az adatokat
pontdiagramon abrazoltuk és trendvonalat illesztettiink rajuk. A kapott fliggvény egyenlete a
kovetkezd volt: y=1,46 + 0,16*x. A kdzépkora kancéaknal az Gsszesitett tiiszdszam ¢s az AMH-

szint kozott sem volt statisztikailag igazolhato az 6sszefliggés (p = 0,79).
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3. abra: Az AMH-szint és a nagy tiiszok osszesitett szama kozotti 6sszefiiggés a
kozépkoru kancak csoportjanal
(y = 1,46 + 0,16*x; R2=0,06)

Az 1d6s kancak csoportjanal azonban a nagy tiiszOk Osszesitett szama és az AMH-szint kozott
statisztikailag igazolt Osszefliggést kaptunk (p = 0,03). Az adatokat ismét pontdiagramon
abrazoltuk és meghuztuk a trendvonalat (4. dbra), mely y = 1 + 0,19*x egyenlettel irhat6 le.
Ennél a korcsoportnal azonban az Osszesitett tiisz0szam ¢s az AMH-koncentracio kozott

statisztikailag nem volt igazolhat6 az 0sszefiiggés (p = 0,39).
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4. abra: Az AMH-szint és a nagy tiisz6k osszesitett szama kozotti 6sszefiiggés az idos
kancak csoportjanal (y = 1 +0,19*x; R = 0,14)

¢) Fajtanként

Azt is elemeztem, hogy amennyiben a 3 kiilonb6zo fajtat kiilon-kiilon vizsgaljuk,
megallapithatok-e 6sszefliggések a hormon koncentracidja és a tliiszOk szama kozott. A magyar
hidegvériieknél nem tudtam megallapitani szignifikans Osszefliggést. Azonban a poniknal a
nagy tliszOk Osszesitett szama és az AMH koncentracidja kozott statisztikailag igazolt
Osszefiiggést tapasztaltam (p = 0,04). A kapott adatokat pontdiagramon abrazoltuk (5. abra), a

meghuzott trendvonal a kdvetkezd egyenlettel irhato le: y = 0,85 + 0,13*x.

3
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5. abra: Az AMH-szint és a nagy tiisz6k osszesitett szama kozotti 6sszefiiggés a poni

kancaknal (y = 0,85 + 0,13*x; R>=0,19)
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Lipicai kancdk esetében harom esetben allapitottam meg szignifikans korrelaciot: a kdzepes
tiiszok Osszesitett szama €s az AMH-szint kozott (p = 0,02), a nagy tiiszOk Gsszesitett szama €s
az AMH koncentracidja kozott (p = 0,02) (6. dbra), valamint az Osszes tiiszészam ¢és a
hormonszint kdzott (p = 0,03) (7. abra). Az utobbi két 6sszefliggést pontdiagramon dbrazoltam,
meghuztam a két trendvonalat. A trendvonal a nagy tiiszok esetében az y = 1,05 + 0,32*x, az

Osszes tlisz0 esetében pedig az y = 1,1 + 0,12*x egyenlettel irhato le.
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6. abra: Az AMH-szint és a nagy tiiszok osszesitett szama kozotti osszefiiggés lipicai

kancaknal (y = 1,05 + 0,32%*x; R? = 0,15)
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7. abra: Az AMH-szint és a tiisz6k 0sszesitett szama kozotti osszefiiggés lipicai

kancaknal (y = 1,1 +0,12%*x; R> = 0,13)
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3.3.2. AMH-szint és az ¢életkor kozotti osszefiiggések

a) Az osszes allatnal

Az 6sszes vizsgalt kancanal (n = 83) értékelve az AMH koncentracidkat, nem tudtam kimutatni
szignifikans kapcsolatot a hormon koncentraciodja és a kancak ¢letkora kozott (p = 0,77). Ezeket
az adatokat az ¢€letkori csoportokkal kiegészitve pontdiagramon abrazoltam (8. dbra). Lathato,
hogy a legmagasabb értékeket kozépkorti kancdknal mértiik, mig a hormon koncentracioja az

¢letkor elorehaladasaval csokkenésnek indult.

8 n o
@ 6 () -
el ® ¢
g o® e o @Fiatal
]
g 4 S ®e u @Kozépkora
g ) o . %%, 0l oldss

: - gfﬁ v

1 9 U ¢ o -

| 88 o*"" oog

0 10 15 20 25

Eletkor (év)

8. abra: Az AMH-szint és az életkor kozotti 6sszefiiggés életkori csoportok szerint

abrazolva

Az AMH koncentréacid az altalunk vizsgalt kancaknal 0,07 és 8,21 ng/ml kozott valtozott, a
median érték 1,64 ng/ml volt. A kancak ¢€letkora 3—24 év kozott valtozott, az atlagéletkor 14,6
év volt. Az atlagos AMH-koncentracié a fiatal allatoknal 0,45 ng/ml, kdzépkoruaknal 2,32

ng/ml, idds kancaknal 1,94 ng/ml, az Osszes allatra nézve pedig 2,09 ng/ml volt.

b) Korcsoportonként

Abban az esetben, amikor csak a kozépkoru kancékat vizsgaltam statisztikailag nem volt
igazolhat6 az 0sszefiiggés az AMH-szint €s az ¢letkor kozott (p = 0,17) (9. dbra). Mig az i1dds
kancak csoportjanal szignifikans korrelaciot allapitottam meg (p = 0,001) (10. dbra). Mindkét
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csoportndl az adatokat pontdiagramon abrazoltam trendvonallal kiegészitve (9. és 10. abra). Az

ilyen médon kapott fliggvény egyenlete a kozépkoru csoportban y = 0,75 + 0,14*x, az id6s

kancak esetében pedig y = 7,66 - 0,29*x volt.
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9. abra: Az AMH-szint és az életkor kozotti 6sszefiiggés a kozépkoru kancaknal

0,00

16

(y=0,75+0,14*x; R = 0,04)

(*]
u ’
. . ; ("
> ~ Q@ _
V) > g & RrRe=03007
@ :
(" _ ("
(" :
#
17 18 19 20 21 22 23 24 2

Eletkor (év)

10. abra: Az AMH-szint és az életkor kozotti 6sszefiiggés idés kancaknal

(y=17,66 - 0,29*x; R*=0,3)
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A kozépkort kancaknal az életkor elérehaladtaval egyre nétt az AMH koncentracidja, mig az
1d6s kancak csoportjandl ellentétes eredményt kaptam, hiszen az AMH-szint csokkenése volt

megfigyelhetd.

¢) Fajtanként

Az egyes ¢€letkori csoportokon beliil tanulmanyoztam a fajtadsszetételt. A kozépkoru kancaknal
lipicai (40,9%), magyar hidegvérii (34,1%) és Welsh-poni (25%) kancakat vizsgaltunk (11.
abra). Az idds korcsoporton beliil azonban féként lipicai (58,3%) és Welsh-poni (38,9%)
kancak adatait elemeztem, csupan egy magyar hidegvérii kanca (2,8%) tartozott ebbe az életkori

csoportba (12. abra).
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11. abra: Az AMH-szint és az életkor kozotti osszefiiggés kozépkoru

kancaknal a fajtak jelolésével
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12. abra: Az AMH-szint és az életkor kozotti osszefiiggés idés kancaknal a fajtak

jelolésével

Az 1dds kancak csoportjanal a korrelaciokat ezért csak a lipicai és a Welsh-poni kancak esetében
elemeztem. Ennél az életkori csoportnal a ponik és a lipicai kancék esetében is statisztikailag
igazolt volt az 6sszefliggés az ¢letkor és az AMH-szintek kozott. Az el6zdekhez hasonléan az
AMH-szinteket az ¢letkor fliggvényében itt is pontdiagramon abrazoltam (13. és 14. dbra). A
trendvonal a Welsh-poniknal az y = 6,5 - 0,25*x, a lipicai kancékndl az y = 9,1 - 0,35*x
egyenlettel irhato le.
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13. abra: Az AMH-szint és az életkor kozotti osszefiiggés idés Welsh-poni kancaknal

(y=6,5-0,25*x; R? = 0,43)
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14. abra: Az AMH-szint és az életkor kozotti osszefiiggés idos lipicai kancaknal

(y=9,1 -0,35%x; R2 = 0,35)

Elmondhat6, hogy az idés Welsh-poni és lipicai kancaknal is negativ korrelaciot figyeltiink
meg, tehat altalanossagban elmondhat6, hogy minél magasabb volt az allatok életkora, annal

alacsonyabb volt az AMH-szintjiik.
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3.3.3. Az els6 és a masodik mérés kozotti killonbségek vizsgalata a harom lofajtanal

Megvizsgaltam egyrészt azt, hogy az egyes fajtaknal a két mérési idédpontban mennyi az AMH-
szintek atlagos értéke, masrészt parositott t-proba segitségével tanulmanyoztam azt, hogy a
idépont kozott. A 3. tablazatban lathatd, hogy a legmagasabb atlag értéket a lipicai, mig a
legalacsonyabbat a magyar hidegvérii kancaknal mértiik. A két mérés eredményei k6zott egyik

fajta esetében sem mutatkozott szignifikans kiilonbség.

3. tablazat
Az AMH-szintek atlagos értéke a két mérési idopontban, illetve a mérések kozotti

kiilonbség vizsgalata

Vizsgalt Az AMH- Szignifikancia
Meérések

kancak szama | szintek atlaga érték
1. 12 3,09

Lipicai 0,43
2. 12 3,48

Magyar 1. 8 0,75 o1
hidegvérti 2. 8 1,53 ’

1. 11 1,30

Welsh-poni 0,57
2. 11 1,47

3.3.4. Az évszakok hatasanak vizsgalata

a) Az AMH-szintek vizsgalata a két kiilonbozo6 idészakban

A lipicai kancékndl 2022 janudrjaban, marciusaban, aprilisaban, illetve jiniusaban végeztiink
mintavételt, ennél a fajtdnal az Oszi-téli szezonhoz a januar havi, a tavaszi-nyari szezonhoz
pedig a marciusi és aprilisi mintdkat soroltuk. A magyar hidegvérii kancaknal a 2022.
novemberi mintak keriiltek az O6szi-téli mintdk csoportjaba, mig a 2023. jiniusi mintakat a
tavaszi-nyari szezonhoz soroltuk. Welsh-poni kancéknadl a 2022. decemberi minték az dszit-téli
csoporthoz, a 2023. juniusi mintdk a hidegvériieckhez hasonldan a tavaszi-nyari szezon mintéi

kozé soroltuk.
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4. tablazat

Az AMH-szintek atlagai a harom fajtanal az 6szi-téli idészakban

Oszi-téli idészak
Lipicai R Welsh-poni Osszesitett
hidegvéri
(n=14) (= 10) (n=14) (n=138)
AMH-szintek
atlagos értéke 3,00 0,82 1,44 1,85
(ng/ml)
AMH-szintek
minimum értéke 1,28 0,20 0,20 ¢ 0,20
(ng/ml)
AMH-szintek
maximum értéke | 7,57 & 1,43 2,59 7,57
(ng/ml)

%t legalacsonyabb érték
&: legmagasabb érték

A 4. tablazatban lathato, hogy az 0szi-téli idészakban a legalacsonyabb érték (0,20 ng/ml, a
tablazatban vr-gal jelolve) két kancanal is mérhetd volt, egy magyar hidegvérd, illetve egy
Welsh-poni kancanal. Ezzel szemben a legmagasabb értéket (7,57 ng/ml, &3-gal jelolve a 4.
tablazatban) egy 12 éves lipicai kancanal mértiik. Ez alatt az iddszak alatt az AMH-szintek
atlagos értéke a lipicai kancaknal volt a legmagasabb (3,00 ng/ml) és a magyar hidegvériieknél

volt a legalacsonyabb (0,82 ng/ml).
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5. tablazat

Az AMH-szintek atlagai a harom fajtanal a tavaszi-nyari idoszakban

Tavaszi-nyari id6szak

L Magyar . )
Lipicai . Welsh-poni Osszesitett
hidegvéri
(n=21) (n=12) (n=41)
(n=28)
AMH-szintek
atlagos értéke 3,04 1,53 1,42 2,27
(ng/ml)
AMH-szintek
minimum 0,46 0,20 0,07 ¥ 0,07

értéke (ng/ml)
AMH-szintek

maximum 821 & 4,69 2,66 8,21
értéke (ng/ml)

st legalacsonyabb érték
&: legmagasabb érték

A tavaszi-nyari idészakban a legalacsonyabb AMH-koncentraci6 0,07 ng/ml volt. Erdekes volt
szamunkra, hogy ezt az értéket ugyanannal a 23 éves Welsh-poni kancanal mértiik, mely az
Oszi-téli idészak soran is a legalacsonyab értéket produkalta. Ez a minimum érték viszont kisebb
volt, mint az 6szi-téli iddszakhoz tartozé minimum érték (0,20 ng/ml). A legmagasabb AMH-
koncentracié pedig 8,21 ng/ml volt a tavaszi-nyari iddszak és egyben az egész vizsgalat
iddtartama alatt. A lipicai és a magyar hidegvérii kancdknéal az AMH-szintek atlagai ebben az
1d6szakban magasabbak voltak az ¢szi-téli id6szakban mért atlagoknal.

Homogenitas tesztet végeztem, mely nagy kiilonbséget mutatott ki a hdrom fajta varianciaja
kozott a tavaszi-nyari és az 6szi-téli iddszak esetében is (p = 0,04; p = 0,005). Ennélfogva nem
az ANOVA, hanem egy robosztusabb teszt, a Welch-proba eredményét vettem figyelembe,
mely alapjan kiilonbséget allapitottam meg a csoportok atlagai kozott mindkét idészaknal. A
fajtak kozotti kiilonbségek pontosabb elemzése érdekében Post Hoc tesztet végeztem. Az 6szi-
téli idészakban a lipicai kancak és a magyar hidegvéri kancdk AMH-koncentracioi kdzott
allapitottam meg szignifikdns kiilonbséget (p = 0,002). A hidegvér és a poni kancék, valamint

a lipicai és a poni kancak AMH-szintjei kozott ebben az iddszakban nem volt szignifikdns a
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kiilonbség. A tavaszi-nyari id0szak soran a lipicai és a Welsh-poni kancdk AMH-szintjei kozott

talaltam szignifikans kiilonbséget (p = 0,01).

3.3.5. A biokémiai laborvizsgalatok eredményei

Biokémiai analizist a magyar hidegvéri és a Welsh-poni kancaknal tudtunk végezni, 6sszesen
9 paramétert (alkalikus-foszfatdz, gamma-glutamil-transzferaz, foszfor, karbamid, kreatinin,
koleszterin, triglicerid, magnézium, kalium) vizsgéltunk. Tekintve, hogy a két fajtanal két
mintavétel tortént, az AMH-szintek mellett a biokémiai paramétereket is két alkalommal tudtuk
mérni az allatoknal.

Megvizsgaltam azt, hogy a biokémiai paraméterek értékei és az AMH-szint kozott
megfigyelhet6-e Osszefliggés, azonban azt tapasztaltuk, hogy egyik paraméter esetében sem
Azonban a kovetkez6 paraméterek esetében szignifikans kiilonbséget tudtam megéllapitani a
két fajta atlagértékei kozott: UREA1 (p =0,02), P1 (p =0,01), CHOL1 (p =0,002), KREA2 (p
=0,04), TG1 (p =0,02), TG2 (p = 0,05), GGT2 (p = 0,02).
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4. Uj tudomanyos eredmények

1. Az anti-Miillerian hormonnal (AMH) kapcsolatos vizsgalatoknal az 6sszes kancanal (lipicai,
Welsh-poni, magyar hidegvérii), az idos (15 év feletti) kancak csoportjanal, a Welsh-poniknal
¢s a lipicai kancaknal a nagyméretii tiiszOk (>20 mm) Gsszesitett szadma és az AMH-szint k6zott

szignifikans korrelaciot allapitottam meg (p = 0,01; p = 0,03; p = 0,04; p = 0,02).

2. Lipicai kancaknal szignifikans 6sszefiiggést allapitottam meg a kdzepes (10—-20 mm) tiiszok
Osszesitett szama €s az anti-Miillerian hormonszint kozott, valamint az 6sszes tiiszoszam és a
hormonszint kézott (p = 0,02; p = 0,03). A magyar hidegvérii kancdknél azonban egy esetben

sem tapasztaltam szignifikans korrelaciot.

3. Az anti-Miillerian hormon koncentracioja az 6sszes vizsgalt kancara nézve 0,07 és 8,21 ng/ml
kozott valtozott, a median érték 1,64 ng/ml volt. Az atlagos AMH-koncentracio a
kozépkoraaknal (6-15 éves) 2,32 ng/ml, idds (15 év feletti) kancédknal 1,94 ng/ml, az 6sszes
allatra nézve pedig 2,09 ng/ml volt. Az idés kancak csoportjanal, az id6s Welsh-poniknal,
valamint az idds lipicai kancaknal szignifikans korrelacié mutatkozott az allatok €letkora és az

AMH-szintek kdztt (p = 0,001; p = 0,01; p = 0,01)

4. Az 06szi-téli idészakban a lipicai kancék és a magyar hidegvérii kancak, a tavaszi-nyari
1d6szak soran a lipicai és a Welsh-poni kancék anti-Miillerian hormon koncentracidi kozott

allapitottam meg szignifikans kiilonbséget (p = 0,002; p = 0,01).

5. Egyik vizsgalt biokémiai paraméter (alkalikus-foszfatdz, gamma-glutamil-transzferaz,
foszfor, karbamid, kreatinin, koleszterin, triglicerid, magnézium, kalium) és az AMH-szint
kozott sem allt fenn szignifikans korrelacid. Azonban a Welsh-poni és a magyar hidegvéra
kancak elsé mintavételi eredményei koziil a karbamid, foszfor, koleszterin, triglicerid (p = 0,02;
p=0,01; p=0,002; p =0,02), masodik mintavételi eredményeinél pedig a kreatinin, triglicerid
¢s a gamma-glutamin-transzferaz atlagértékei kozott statisztikailag igazolhatd volt a kiilonbség

(p=0,04; p=10,05; p=0,02).
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5. Az eredmények gyakorlati hasznosithatéosaga

1. A véagohidi petefészkek feldolgozdsakor a petesejt kinyerési ardny (38,4%) elmaradt a
szakirodalomban kozoltektdl. Azonban a kombinalt modszer kidolgozasa révén megszerzett
gyakorlati tapasztalatok eld tudjak segiteni az elhullott kancak petefészkébdl torténd minél

hatékonyabb petesejt-kinyerést.

2. Az éltalunk vizsgalt populdciokban alapvetden a nagyméretii tiiszék (>20 mm) hataroztak

meg az anti-Miilleridn hormonszinteket, nem a kis (<10 mm)-¢s kdzepes méretiiek (10-20 mm).

3. Az AMH vérkoncentracioja kiilonbségeket mutatott az egyes lotipusok (melegvéri,

hidegvérii, péni), igy a jovOben ezt is érdemes figyelembe venni a kisérletek tervezésekor.

4. Az AMH-koncentraciok nem mutattak dsszefliggést a vér biokémiai paraméterekkel.

5. Az évszak kiilonboz6 mértékben van hatassal az AMH-szintekre az egyes l6tipusokban.

Az eldbbi 0sszefliggések segitséget nydjthatnak az AMH funkcidjanak és a szaporodésbioldgiai

munka soran a diagnosztikaban vald felhasznalhatdsaganak pontosabb feltérképezése soran

kancaknal.
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