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» Az integrdcié nem lehet Rapituldcid, Eurdpa gazdagoddisa nem jarhat nemzetiink szegényedésével,
Az dllattenyészti tudds a nemzet vagyona, elherddlni vétek, megbrizni Ritelesséq, gazdagitani
megtiszteltetés.”

In memoriam Dr. Dohy Jdnos

1. BEVEZETES

Magyarorszag varhatoan 2004-ben csatlakozik az Eurdpai Unid kozosségéhez. A teljes
jogl tagsdg az orszag lakossdga szamara az eurdpai kozosség polgarjaival megegyezd,
gazdasagi és kulturdlis egyenjogusagot biztosit. A kdzosségen beliill a tagsagi viszony
lehetdséget ny1jt a biztositott dontési szabadsagjogoknak a nemzeti érdekek szerinti lehetd
leghatékonyabb kihasznalasara. Azonban az Unié gazdasigi rendszerébe valo
betagozodasunk jelentds alkalmazkodd készséget is megkovetel hazanktol, mert a
nemzetgazdasagnak az eurdpai szabalyokhoz is igazodnia kell. Ez szdmos teriileten jelentds
korlatozast jelent — az Eurdpai Unid tagallamai sajat termelésiiket és piaci érdekeltségiiket
védve hatarozzak meg az Ujonnan csatlakozok gazdasdgi mozgasi terét. Kiilonosen
vonatkozik ez a mezdgazdasag szabalyozasara. Magyarorszag lakossaganak egyharmada
jelenleg is mezOgazdasagi tevékenységbdl tartja fent magat, ezért szocidlisan sem
elhanyagolhatd, hogy a magyar mezdgazdasag milyen koriilmények kozott tud mitkddni,
eltartva az abbol éldket.

Vérhatoan a csatlakozast kdvetden a magyar szarvasmarhatenyésztés is igen éles
versenyhelyzetbe keriil. A termelési kvotdkat és a tamogatasi lehetOségeket mar a
csatlakozasi targyaldsokon meghataroztak. A tejtermelésre vonatozo kvota alig haladja meg
a belfoldi fogyasztas mértékét. A tejfogyasztas jelenlegi (149,8 1/év), a tiz évvel ezeldtti
szintjénél (164,9 1/év) képest jelentdsen kisebb, ami a fogyasztdi arak ndvekedésének
(feldolgozas koltségeinek novekedése, altalanos forgalmi addteher, termelési tAmogatasok
csokkenése), illetve az ¢€letszinvonal romlasanak tudhatd be. A tej és tejtermék fogyasztas
mértéke azonban a csatlakozast kdvetden remélhetéen emelkedni fog, még ha lassan is - de
bizonyosan bekovetkezd életszinvonal emelkedés miatt. A termelés nyereségessége

megkivanja, hogy az egy tejeld tehénre jutd éves tejtermelés, valamint a tejmindséget



meghatarozo beltartalmi értékek szintje novekedjen, mikdézben az 4alloménylétszam
csokken, hiszen a tejtermelési kvota meghatarozza a megtermelhetd 6sszes tejmennyiséget.

Az Eurépai Unidban a kozel 86 millid szarvasmarhanak 26,7%-a, a 32 millids
tehénallomany  kétharmada tejhasznositdsu. A legnagyobb méretli allomany
Franciaorszagban (21,5 milli6 allat), Németorszagban (15,5 millié allat) és Nagy
Britanniaban (11,2 milli6 allat) talalhato (SZUCS, 2001). A vilag egy év alatt termelt tej
(532 milli6 t) 24%-4at az Eurdpai Unioban, tilnyomo tobbségben holstein-friz, szimentali,
montbeliard, brown, normende, red ¢és jersey fajtakkal allitjak el 954 ezer gazdasagban. Az
éves 0sszes tejmennyiség 121 millié tonna, aminek 90%-a keriil sajat fogyasztasra, illetve
feldolgozasra és 10%-at exportként értékesitik (VAN ARENDONK és LIINAMO, 2003).
Az Eurdpai Unié a vildg legnagyobb tej és tejtermék exportdre, innen szarmazik a
nemzetkdzi piacra jutd export termékek 45%-a. Az unidban a tej viszonylag alacsony piaci
ara, €s a belsO kvotarendszer arra Osztonzi a termeldket, hogy a tej termelés fajlagos
koltségeit csokkentsék. A piaci elvarasnak - nagy tejhozam, magas zsir és tejfehérje
tartalom - csak a telepenként legalabb 70 tehén koriili, vagy azt meghaladd 1étszdmmal
rendelkez6, kozépméretii gazdasdgok tudnak megfelelni. (Az atlagos telepméret 1997-ben
Nagy Britannidban 69 tehén/telep, Daniaban 51 tehén/telep, Hollandidban 44 tehén/telep,
Franciaorszagban 31 tehén/telep volt (VAN ARENDONK ¢s LIINAMO, 2003). Ezekben a
gazdasadgokban teremthetd meg az az idedlis termelési kornyezet, amelyben az alkalmazott
tartastechnologia a kedvezdtlen kdrnyezi hatdsok kikiiszobolésével megengedi a modern
tenyésztési eljarasokkal (szamitogépes célparositasi modellek, MOET, nukleusztenyésztés,
alkalmazott szaporodasbioldgiai technikak) kialakitott genotipus optimalis realizalasat.

Az Eurépai Unidban 1990 és 2000 kozott az éves tejtermelés atlagosan 1129
kilogrammal emelkedett, elérve az 5850 kg/tehén-év termelési szintet. A tagallamok kozott
Hollandia vezeti a mez6nyt, 7050 kg/év atlagtermeléssel. Németorszagban a jo mindségii
gazdasagok atlagosan 10000 kg/év-es teljesitményre is képesek, jo szemléltetve a genetikai
tartalékok kiaknazasanak a lehetdségét. Magyarorszag jelenlegi versenyképességének
bizonyitéka, hogy sok magyar gazdasag (pl. Alcsi Rt., Enyingi Agrar Rt.) is képes az
europai csucseredmények elérésére. A termelési szinvonal, a tenyésztési eredmények
alapjan az Unioban varhatéoan 2007-re atlagosan eléri a 8000 kg/év koriili szintet. Mivel a

belsé fogyasztasi sziikséglet varhatéan nem novekszik, az adott igényt 20-30%-al



csokkentett tehénlétszammal is ki lehet majd elégiteni (KALM, 2001). Ez magéval vonja a
gazdasdgok szamanak a csokkenését is, ami még a fejlett nyugati orszagokban is szocialis
fesziiltséget okoz.

Az intenziv tenyésztési célok elérésében kulcsszerepet jatszik a molekularis
biologia, az allatbiotechnologia allattenyésztési alkalmazédsa. Elsérendi tenyészcél a
generacios intervallum csokkentésével nagyobb genetikai eldrehaladast elérni, amihez az
embridtechnologia nyujt segitséget. A gyakorlatban a nyolcvanas évektdl széleskorlien
alkalmazzdk a torzstenyészetekben a szuperovulaciot kovetd embriomosast és
embridatiiltetést, a MOET eljarast. Ilyen tenyésztési rendszer tobbek kozott a Genetique
Avenir — Franciaorszag, 1982; FY-BI - Dénia, 1985; Genus — Nagy Britannia, 1987;
Osnabriick ET/DT program, 1987; DELTA, Hollandia, 1989 (GASPAR, 1999). Az elmult
egy ¢évtizedben elért eredmények is mar a biotechnolégiai és az alkalmazott
szaporodasbioldgiai kutatds eredményeinek felhasznalasaval sziilettek és a jovoben minél
elterjedtebb alkalmazasuk varhato.

Magyarorszdgon ezzel szemben az 4gazat hanyatlasa figyelhetd meg — a
kilencvenes évek radikalis allomanycsokkentését nem kovette konzekvens megtjulés, a
tejtermelés 1990 és 1995 kozott 30%-al, a tejfogyasztas 21%-al, 129,5 1/év-re csokkent.
1996-t6l a fogyasztas mértékében gyenge javulds tapasztalhatd, bar 1998-ban a fogyasztas
némileg visszaesett. Annak ellenére, hogy a kereslet mértéke tjra emelkedik, mégis kisebb,
mint tiz évvel ezeldtt. Az Eurdpai Unidba belépd 10) tagillamokban hosszabb tdvon a
jovedelmek novekedésével a tendencia megvaltozik és a fogyasztoi kereslet, a mindségi
termékek iranti igény az eurdpai atlagnivo eléréséig novekedni fog (JAVOR, 1999), amely
elvarasnak a hazai termelésnek és termék-eldallitdsnak meg kell felelni.

A kindlat oldalarol jelentds piaci versenyhelyzet alakult ki az elmult évek soran a
piac 0Osszezsugorodadsa, a tejipari vallalatok privatizacidja, az import lehetdségek
megnovekedése, valamint tOkeerds kiilfoldi cégek megjelenése miatt. Ez nem minden
esetben kedvezett a hazai szarvasmarhatartoknak, akik sokszor kiszolgaltatott piaci
pozicidba kényszeriilnek a felvasarlokkal szemben. Ez a termelésbiztonsiagot és a
jovedelembiztonsagot bizonytalanna tevé helyzet az egész agazat fejlédésére korlatozd

hatas.



Az éllatallomany, alapvetdéen politikai dontések hatdsara harom éven belil a
rendszervaltozas eldtti 1étszam 60%-ara csokkent (1. &bra), és ez a tendencia tovabbra is

tart.

1000 db

1988 1990 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999

1. abra: A hazai szarvasmarha allomany 1étszamanak alakulésa

Az eurdpai tendenciaval megegyez6 allatlétszdm csokkenés mellett elengedhetetlen lenne
azonban a termelési szinvonal fenntartdsa, s6t a hazai piac igényeinek hazai termékkel valod
ellatasa érdekében a termelési mutatok javitdsa. Az elmult évtizedben sikeriilt a kezdeti
(1990-1996) szakasz termelési mutatdéinak zuhanisat megéllitani, a tendenciat
megforditani, az éves atlagos, egy tehénre jutd tejhozam vonatkozdsdban azonban igy is
koriilbeliil 300 kg-mal vagyunk elmaradva az EU-15-0k atlagdhoz képest. Ez azért is
rendkiviil sajnélatos, mert az eredmények aranya a 80-as évek végén, amikor 11%-al

feliilmultuk az EU-15 atlagat, éppen forditott volt (2. abra).
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2. dbra: Az EU-15, és Magyarorszag éves tejhozama egy tehénre vetitve



A gazdasagi tarsasagok ¢€s szovetkezetekben az utobbi években az atlagos allomanyméret
allando volt, amit a meglevd termeldkapacitdsok adottsagainak kihasznélasa tett lehetové.
Az egyéni gazdasagok tulajdondban van az allomany 32%-a. Az egyéni gazdasagok tobb
mint 70%-aban a tehénlétszam 3 db alatt van, a legalabb 10 tehenet tartok aranya alacsony,
legfeljebb 30 %-ara tehetd (FEKETE GYOR, 2001). Az eurdpai tenyésztés elveket
figyelembe véve belathatd, hogy az egyéni gazdasagok valnak majd leginkabb
veszélyeztetetté és megndvekszik a termeléssel felhagyo, a versenyt nem bird gazdak
szama. (Természetesen felmeriilhet a termelési irdny megvaltoztatasa is. Az Eurdpai
Unidban a marhahus termelés visszaesésével, amennyiben Magyarorszag BSE mentességi
statuszaval a vasarlok bizalmat vissza lehet nyerni, Uj lehetdség nyilhat a magyar gazdak
elétt. Kuriozitasként export szerepet kaphat biohus-termeld fajtaként az extenziv tartast €s
még a szélséséges koriilményeket is jol toleralé magyar sziirkemarha fajta (SZUCS, 2001).
Hazankban az altalanos tenyésztési, allattartasi szinvonal is megvaltozott az elmult
tiz év sordn. Bar a szaporulati ardny az 1990-ben megallapitott 68%-r6l 2000-re 78%-ra
novekedett (SZUCS, 2001), az elhullasi arany szintje is emelkedett (1990-ben 4%, 2000-
ben 5,4% volt) (FEKETE GYOR, 2001). Az EU-ban és husz éve Magyarorszagon is
jellemz6 400 nap koriili atlagos két ellés kozotti ido jelenleg 420 napra huzddott szét, ami
az ¢éves atlaghozam az optimumtdl vald 5 szézalékos csokkenését eredményezi, emelve a
fajlagos termelési koltségeket. A tartdstechnologiai okokra visszavezethetdé medddség é€s
togygyulladds miatt magas a selejtezési arany, ami korldtozza az allomanynovelés
lehetéségét. A nem megfeleld tartaskoriilmények miatt a teheneket az optimalisnal sokszor
joval korabban kiildik vagohidra - 2002-ben az atlagos laktacioszam 2,4 volt az
Allattenyésztési Teljesitményvizsgald Kft. adatai szerint - igy az allomanyban a termelésbe
vont Uj liszoket, ezért leginkabb az dllomanyban jelentkezd hiany potladsara hasznaljak fel.
Ennek figyelembe vételével kijelenthetd, hogy az irdnyitott, mindségjavitd nemesitd munka
¢és a termelési eredményeken alapuld, ndivara allomanyon végzett szelekcié szamara nem
biztositottak az idedlis feltételek. Nehéz helyzetet eredményez a tejtermelés
infrastrukturdlis elmaradottsaga — az istallo épiiletek atlagos kora 31 év. Féleg az egyéni
gazdasagokban tapasztalhatd az épiiletek korszeriitlen és hianyos felszereltsége, amely az
allatok komfortigényét, és az istallo higiénét alig kielégitd feltételeket teremt, s igy szinte

lehetetlenné valik az Eurdpai Unids piacon értékesithetd extra mindségii tej eldallitasa.



Egyértelmiien kirajzolodik, hogy a hazai szarvasmarha tenyésztésnek egyszerre tobb
kihivéssal is szembe kell néznie az EU csatlakozas teremtette versenyhelyzetben. Az egyre
nagyobb szerepet kapo, extenziv jellegli, kornyezetkiméld allattartas mellett a termelési
szinvonalat mindenképpen javitani kell, a szaporodasbiologiai, tenyésztési, tartasi,
takarmanyozasi technologidkat ugy kell az lizemekben megvaldsitani, hogy a termeld
allomény a kornyezeti tényezOk optimalizaladsa révén genetikai képességének maximumat
nytjthassa, szemben a képességek jelenlegi 70-75%-os kihasznalasaval (JAVOR, 1999).
Sikeres tenyészté munka csak megbizhato termelési kornyezetben végezhetd el. Ennek
alapja a korszerii infrastruktira ¢és tartastechnoldgia biztositdsa mellett, a tenyésztd
szervezetek tenyésztési programjai alapjan végzett kovetkezetes tenyésztés, és az
elengedhetetlen technoldgiai fegyelem biztositasa. Az 4gazatban dolgozok szamara
biztositani kell a jovedelembiztonsagot, ami csak megfelelé tamogatasi rendszer tud
biztositani. A tdmogatasi rendszer alapjan kell megvalasztani a termelési célokat,
maximalisan kihasznalva a termelés szdmara megszerezhetd forrdsokat. Ahhoz azonban,
hogy az éllattartds a vele szemben tdmasztott kovetelményeknek megfelelhessen, nagy
genetikai értékkel bird tenyészallatokkal kell rendelkeznie.

Hogy a hazai allatnemesités is megOrizhesse a versenyképességét, nem
megkeriilheté azon modern tenyésztési eljarasok alkalmazasa és a hagyomanyos tenyésztési

crer

fontos, meghatarozo szerepet jatszanak.

Jelen dolgozat targya olyan alkalmazott embriologiai technologidk és a technologiak
kidolgozasdhoz sziikséges modellkisérleteket eredményeinek ismertetése, amelyek
gyakorlati felhasznalasa hozzéjarulhat a hazai szarvasmarhatenyésztés
versenyképességének javitasahoz. A kisérletekben kidolgozott eljardsok lehetdvé teszik
embriok hatékony in vitro eldallitasat, és az embridk embriotranszfert megel6z6 genetikai
jellemzését, a preimplantacids genetikai diagnézist (PGD). Ezek a modszerek modern
MOET, nukleusz tenyésztési rendszerekbe illeszthetok, amit irodalmi attekintés

segitségével kivanok bemutatni.



Ezt kovetden sajat kisérleti eredményeimet két nagyobb témakor szerint csoportositva

kivanom ismertetni.

A dolgozat elsd felében a gddolléi Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpontban

az altalam mukodtetett, a kutatds, a tenyésztOmunka és az ex situ génmegOrzés céljaira

egyarant alkalmazhato in vitro szarvasmarha embri6-eléallité rendszert mutatom be.

Ismertetem az alkalmazott technoldgiai fejlesztéseket.

Az in vitro termékenyitési rendszert a felhasznalt termékenyitd anyag funkcionalis
jellemzésére is alkalmaztam.

A termékenyités soran alkalmazott motilitasszelekcios eljaras segitségével sikeresen
igazoltam egy fénymikroszkopos festés (Kovacs-Foote festés) eredményének
akroszomdju, de festddd farku himivarsejtek eddig csupéan feltételezett csokkent

mozgékonysagat.

A dolgozat masodik részében embriok embrio-beiiltetést megel6z6 PGD-hoz

kifejlesztett embridbiopszids modszereket ismertetek.

Bemutatok egy in vitro eldallitott szarvasmarha embridk szamara kidolgozott
embridbiopszias eljarast, amit Finnorszagban, gyakorlatban is alkalmaztam.

A szarvasmarha és a human PGD sordn haszndlt embridbiopszia embrid és
magzatkarositd hatdsanak vizsgélata szdmara egérmodellt hoztam létre. Bemutatok
egy 1j, hatékony embriobriobiopszias eljarast, amit egérembriok biopszidja szamara
dolgoztam ki, és ami a human terapias gyakorlatban is felhasznalhato.

Ismertetem a szarvasmarha és egérembriokon a biopsziat kovetd in vitro

tovabbtenyésztés soran megfigyelhetd hasonld elvaltozasokat.

A bemutatott kisérleteket odnalldan terveztem meg €s munkatarsaim segitségével a

g06dolléi Mezogazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpont Embrioldgiai Laboratdériumaban

(vezetd: dr. Goécza Elen), valamint a jokioineni Agricultural Research Centre Embriologiai

Laboratériumaban (vezetd: dr. Merja Markkula) végeztem 1998 és 2002 kozatt.



2. AZ IN VITRO EMBRIO-ELOALLITAS ES A PGD LEHETSEGES SZEREPE A
MOET, NUKLEUSZ TENYESZTESI ELJARASOKBAN
IRODALMI ATTEKINTES

A hazai tenyésztésii szarvasmarha allomany genetikai értékét, mind a tejeld, mind a
kettds és hushasznositasu fajtak esetén, alkalmazkodva a nemzetkodzi fejlodés liteméhez,
csak az dgazatban végbemend, vertikalis integracidt feltételezd és igényld, tudatos,
kortiltekintd tervezéssel meghatarozott, a tenyészcélokat kdvetkezetesen figyelembe vevd
nemesité munka révén lehet megndvelni, hogy az dgazat eurdpai szintli versenyképessége
fenntarthatd legyen. A vertikalis integracioban a nemesitd, arutermeld, feldolgozo ¢és
kereskedelmi egységek egyiittmiikodését, a tenyésztés tavlati céljanak elérését a befektetd
tOkeerds integrator szervezi €s iranyitja (DOHY, 1999). Magyarorszagon ezt a hosszabb
tava  beruhdzasokat megkivand integratori szerepet egyeldre nem vallaljdk a
termékeértékesitd, feldolgozo, javarészt kiilfoldi tulajdonban levo tej és husipari vallaltok. A
hazai fajtdink tenyésztéséért felelés, a  tenyésztési programokat kialakitd
tenyésztdszervezetek, egyesiiletek a forrds hiany miatt, kiilon allami tdmogatas nélkiil a
vertikalis integraciét csak részben tudjak elvégezni, biztositva a rendkiviil fontos
tenyészértékbecslési, szelekciés ¢és nyilvantartasi hatteret. A modern, jO tartasi
koriilményeket megkdveteld alkalmazott szaporodasbiologiat, 4llatbiotechnologiat is
felhasznalo tenyésztési eljarasokat csak részben — az embrio-atiiltetés eldnyeit kiaknazva
alkalmazzak (pl. Bos-Genetic Kft. Egyiittmiikodve az Osnabriicki Tenyésztészovetséggel,
DOHY, 1999). Az intenziv fejlesztést megkdveteld versenyhelyzet miatt ezek az eljarasok
egyre nagyobb szerephez jutnak, és a tenyésztési eljarasokba vald beillesztésiik nem
maradhat el.

Az intenziv nemesit0 munkat az erre a célra létrehozott torzstenyészetekben —
nukleuszpopulacidokban lehet elvégezni. A torzstenyészetek €s az arutermeld gazdasagok
kapcsolata alapjan tobb nukleusz tipus kiilonboztethetd meg. A legegyszeriibb formaban a
nukleusz tenyészbika eldallitd tenyészet, amiben a termelési cél az arutermeld alloméanyok
ellatdsa  bikaneveld tehenekt6l szarmazd javitdé hatdsa  apaallatokkal, illetve
termékenyitdéanyaggal. Szaporitdoanyag eldallitd vallalatok is lIétrehozhatnak integratorként

nukleusztenyészetet, ilyenkor az integracié harom tagbol all. Egy masik valtozatban, a



torzstenyészet mindkét ivart tenyészallat eldallitdsra vallalkozhat a szaporitd iizem
szdmara, ami elvégzi az dallatok mindsitését, tenyészértékbecslését. A  sajat
teljesitményvizsgalat alapjan nagy tenyészértékiinek bizonyuld tehenek visszajuttatatasa
megujitja a nukleuszpopulaciét, valamint az arutermelést ellatja szaporitéanyaggal (DOHY,
1999).

A nukleusz populédcioban végzett tenyésztés alapja a mesterséges termékenyitésen, a
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kidolgozasaval a szarvasmarha-tenyésztés és nemesités alapvetd eljarasa lett. A bikak
kozott, az utdodok teljesitménye alapjan rendkiviil hatékonyan lehet szelekciot végezni,
hiszen ha csak a kivalonak mindsiilé bikakkal torténik termékenyités, nagy mértéki
genetikai és okonomiai haszonra lehet szert tenni. Egy csticsbikaval évente akar 40000
termékenyitésre elegendd termékenyitdadagot is eld lehet allitani. A nagy tenyészértékii
allatok igy széleskoriien, a nemzetkdzi szaporitdanyag kereskedelem révén nemzetkozileg
is képesek kivalo tulajdonsagaikat tovabbordkiteni.

A ndivar részérdl hasonl6 egyedi preferencidra a szarvasmarha unipara volta miatt
nem volt lehetdség, hiszen egy jol tejeld allatnak ¢€lete soran legjobb esetben is legfeljebb
tiz utoda sziilethetett, pedig petefészkeiben 150000 potencidlisan termékenyithetd
petesejttel rendelkezik. A szaporodasbioldgusok ennek a petesejt-kapacitasnak a kiaknazésa
céljabol dolgoztdk ki az embrid-atiltetés technologidjat. Habar mar 1950-ben
megvaldsitottak az elso sikeres szarvasmarha embrid-atiiltetést (WILLETT ¢és mtsai, 1951),
csak tobb mint hisz év mulva terjedt el a mddszer altalanosan és valt kulcsfontossagiva az
intenziv genetikai elérehaladast célul kitliz6 tenyésztési rendszerekben.

Ennek az volt a feltétele, hogy laboratoriumi, majd tizemi kisérleti kornyezetben
kidolgozzak a

e gonadotrop hormonok alkalmazésa segitségével az egyszerre ovulalodd petesejtek
szamat megtobbszordz0 szuperovulacios kezelést,
e az embridknak a ndi nemi traktusbol vald, az 4llatot legkevésbé igénybevevo,

egyszeri, vértelen kimosasi modszert (GORDON, 1994),



e a  Dbeliltetendd embriok fejlettségét figyelembe vevO recipiens allatok
szinkronizalasat (HASLER és mtsai, 1987),

e valamint a recipiensek zart méhnyak csatorndjan keresztiil torténd, de az
inszemindlds miiveletéthez hasonld, Cassou pisztolyt haszndldo vértelen
embriobeiiltetést (GORDON, 1994). (A sziikséges technoldgiai Iépések az
inszemindtori tapasztalattal rendelkezd szakemberek szamara igy aranylag konnyen

elsajatithatova valtak.)

Az embrid-atiiltetés jelentdsége az egy tenyészbika létrehozdsahoz sziikséges bikaneveld
tehenek szdmanak csokkenésével szemléltethetd. Mig a kordbbi, csak mesterséges
termékenyitést alkalmaz6 tenyésztés soran atlagosan hat, az embrid-atiiltetés
alkalmazasaval egy bikdhoz egy bikaneveld tehén is elegendé (LOHUIS, 1997). A
bikaneveld tehénallomdnyban 1987-ben Kanaddaban 58%-ban, az USA-ban ¢és
Franciaorszagban 50%-ban, 1995-ben mar tobb mint 85%-ban a tenyészbikdk embrid-
atiiltetésbdl szarmaznak (LOHUIS, 1997) — amit a bika elnevezésében ET kitétellel meg is

jelolnek.

ROBERTSON ¢s RENDEL 1950-ben megfogalmazott torvénye képezi a MOET elméleti
alapjat: a genetikai eldrehaladds a szelekcios differencial, az Orokolhetdség és a
megbizhatdsag szorzatdnak a generacio intervallummal valé hanyadosa (DOHY, 1999).

A két szaporodasbiologia beavatkozast magéban foglald zart torzstenyészetben
realizalhatd jelentds genetikai eldrehaladdst a szelekcids intenzitds ndvelésével ¢és
generacids intervallum csokkentése révén lehetévé tevd nukleusz MOET rendszert
NICHOLAS ¢és SMITH ismertette 1983-ban.

A termelés szamara tenyészbikak eldallitdsahoz kidolgozott un. juvenilis MOET
rendszerben a csucsbikdk lanyait egy éves korban szuperovuléltatjak, termékenyitik és a
kimosott, atlagosan 4-7 embriot recipiens allatokba tiltetik. Az embridémosast kdvetden, a
donor allatokat 15 hénapos korban ismét termékenyitik, majd az ellést kdvetden mindsitik
elsé laktaciods tejtermelésiik alapjan (3. édbra). Az abran a donor elsé ellését kovetden két
alternativ lehetdséget tiintettem fel - A.: A donort Gjra szuperovulaltatjdk; B.: A donort az

elsd laktacio alatt hagyomanyosan termékenyitik. Az elsd beavatkozast kovetden alig 21
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hénappal mind a sajat maga 4&ltal kihordott lanyat (amire 50% esély van), mind, az
atlagosan 70%-ban sikeres embrio-atiiltetésbdl szarmazo 2-3 néivara utddot termékenyitik.
Mire, a két éves és nyolc honapos donor mésodik laktacidja lezarul, az elsé generacids
lanyok laktacios termelése is befejezdédik (CHRISTIENSEN, 1997). A ndéivar generacios
intervallumat csokkenti, és ebbdl kovetkezéen a genetikai elérehaladéast noveli az iiszok
szuperovulacidjaval €és az elsd generdcios lanyutodok elsd generdcios tejtermelésének

értékelésével végzett donorszelekeid (COLLEAU, 1985).

1. Gen. ET Lany
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3. dbra: Egy feltételezetten nagy tenyészértékii tisz6 MOET alkalmazasa. SZO:

szuperovulacio, MT: mesterséges termékenyités ET: embriotranszfer

A torzstenyészetben igy egy generacid lefolyasa alatt tobb adatot kapunk az embridédonor
tenyészértékol, kedvezd tulajdonsdgainak atorokité képességérdl, mint a hagyomanyos
tenyésztés sordn az egész életteljesitmény alatt. Ez lehetdséget ad a ndivara szelekciora.

Amennyiben a donor, utddainak laktacios teljesitménye alapjan kivald tenyészértékiinek
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mindsiil, azt a tovabbiakban szaporitdoanyag eldallitasra — embridtermelésre hasznaljak fel.
Ezzel egy 10j hasznositdsi irdny jelenik meg, a bizonyitottan csucstulajdonsagokkal
rendelkezé allatokat genotipusuk minél nagyobb korben vald elterjesztésére,

embridtermelésre hasznaljak fel.

A nukleusztenyésztési rendszerek lehetnek centralizaltak, amikor egy telepen beliil tartjak a
torzsallomanyt, valamint diszperz nukleusz tenyészetek, amikor az allomanyt tobb telepen,
tobb gazdasagban tartjak, akar internacionalis egylittmiikodésekben is. Ilyen tobbek kozott
a tobb orszagban Osszehangoltan miikodd Nordic Cattle Genetic Evaluation (NCGE)
konzorciumhoz kapcsoldddé ASMO nukleusztenyésztési rendszer (JUGA, 2002). A hibrid
nukleusz tenyésztési stratégia szerint a nukleusz bikdk ivadék teljesitmény vizsgalatat a
hagyomanyos tenyésztésben levd 1iszd ¢és tehénallomany felhasznalasaval végzik el

(COLLEAU, 1985) (4. 4bra).

| Nukleusz tenyészet

A

Nukleusz tchenck ¥

Nukleusz bikaborjak
é
| :
sperma :

i ITV
MT :

Arutermeld tehénallomany

4. 4bra: Hibrid MOET-ITV tenyésztési rendszer (DURR, 1997 nyomén)
A centralizalt rendszer elénye a torzitdismentes megbizhat6 teljesitményvizsgalaton alapuld
standardizalt tenyészérték biralat, valamint a megbizhatésagot nodvelé azonos lizemi

kornyezet. Centralizalt tenyésztési rendszerek a GENUS (Nagy Britannia), a DELTA
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(Hollandia) és az FY-BI (Dania). A zart tenyészetekben az allomany kis mérete, a nagy
szelekcios nyomads, a testvér-testvér, sziil6-gyerek parositdsok miatt a kivanatos genotipus
kialakitisa azonban a genetikai variancia csOkkenésével, a rokontenyésztettség
novekedésével jar egyiitt (DOHY, 1999), mértéke a hagyomanyos tenyésztéshez képest
kozel tizszeresére emelkedik (2% vs. 0,2-0,5%) (LOHUIS, 1998).

A teljesen zart, altalaban centralizalt, a szaporitdanyagot kizarolag a torzstenyészeten beliil
eldallito rendszer mellett lehetdség van nyitott nukleusz tenyésztési rendszer alkalmazéaséara

is (CHRISTENSEN ¢és LIBORIUSSEN, 1986). (5. abra)

Nukleusz tenyészet

Nukleusz tehenek <

Nukleusz bikaborjak B’lﬂ

v

Tenyészbikak

T

Arutermeld tehénallomany

'ﬁ

5. abra: Nyitott nukleusztenyésztési rendszer vazlata (DURR, 1997 nyoman)

Nyilt és diszperz MOET szisztémaban mikodik az ET-DT Osnabriick (Németorszag), az
ASMO (Finnorszag) és az Embryo-Import (Franciaorszag) (LOHUIS, 1998).

A nyilt rendszer elénye, hogy rugalmas kolcsonhatasban all az drutermeld kdrnyezettel,
ellatva azt szaporitdbanyaggal. A recipiens allatokat a termeld gazdasagokban tartjak, és a
nukleusz szelekcids limitjét el nem ér6 egyedeket az arutermelés szamara értékesithetik. A
csticsegyedeket eldallito nukleuszt genetikailag folyamatosan frissitik az aktudlisan

legjobb, nukleuszon kiviili bikdk szaporitdbanyagdval, valamint az 4rutermeld
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gazdasagokban nagy tenyészértékiinek bizonyuld tehenek bevonasaval. A nyitott nukleusz
tenyészetekben, a tartasbol és a bevonandé kiilsé szaporitdé anyag miatt felmeriild
koltségeket, a kereskedelmi tevékenység ellenstlyozza. A mesterséges termékenyitd
vallalatok, a nukleuszokban végzett genetikai program segitségével, akar 20-60%-al
nagyobb profitra tehetnek szert, mint a hagyomdnyos tenyésztési eljarasok alkalmazasa

esetén (DEKKERS ¢és SHOOK, 1990).

Az emlitett tenyésztési rendszerek a minél nagyobb genetikai elérehaladés elérése céljabol
az elmult 15 év biotechnologiai fejlesztéseit is felhasznaljak. A tenyésztési rendszerbe
illesztve a transzvaginalis ultrahanggal vald petesejt kinyerést (ovum pick up, OPU)
(TANEJA ¢és YANG, 1998; GALLI ¢és mtsai, 2001) és az in vitro embrio-eldallitas
modszerét (GORDON, 1994), a generacids intervallumot tovabb lehet csokkenteni. A
koltségek mérséklése érdekében az embridoszexalast (BODO és mtsai, 2001), valamint a
szelekcios intenzitas noveléséhez a molekularis bioldgia kindlta segitséget, a géntérképezést
¢s a marker segitette szelekciot alkalmazzak (FESUS, 1997; ARNYASI, 2001).

Akér csak az embrio-atiiltetési technologia tenyésztési alkalmazasa esetében, az wjabb
szaporodasbioldgiai és biotechnoldgiai eljardsoknak a technoldgidhoz illesztését is
megeldzte - megeldzi egy alkalmazott kutatasi szakasz. A kilencvenes években sikertilt
kidolgozni egy aranylag hatékony in vitro embrio-eldallitasi technologiat — bar a fejlesztési
szakasz még korant sem zarult le. Példaként emlithetd a valdsziniisithetéen a korai
embriofejlodés epigenetikus zavaraira visszavezethetd, nehézellést okozo un. ,Large calf
syndrome”, amit a nem teljesen kielégitd embriotenyésztési kornyezet okoz. A kutatok a
korai embridfejlodés génmiitkodésének alapkutatas jelegli vizsgdlatival segithetik az
alkalmazott kutatokat az in vitro rendszer tokéletesitésében. A kilencvenes évek kdzepétdl
alkalmazzak a MOET rendszerekben a transzvaginalis ultrahang segitette petesejt kinyerést,
ami az in vitro embrid-eldallitasi rendszerhez illesztve allit el beiiltethetd holyagcesirakat.
Egy allattol, heti kétszeri petesejtnyeréssel, akar 15-20 petesejt is nyerhetd hetente. Igy
évente 700-1000 petesejt in vitro termékenyitésével kb. 200-300 blasztocisztat lehet
eldallitani. A holyagesirak betiltetésével 80-120 vemhesség érhetd el (TANEJA és YANG,
1998).
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A modszer elénye, hogy

e nem sziikséges a donorok szuperovulaltatasa, az csupan a még nem ivarérett liszok
esetében javasolt (PRESICCE és mtsai, 1993);

e az OPU-t hetente kétszer a vemhesség elsé harmaddig a magzat veszélyeztetése
nélkiil végre lehet hajtani (MEINTJENS és mtsai., 1993);

e a petefészek egészségi allapotdt nem érintdé medddségi problémakban szenvedd
tenyészallatoktol is lehetdvé valik a petesejtnyerés (HASLER ¢és mtsai. 1995);

e a petesejtek in vitro, csoportos termékenyitésével, a termékenyitdanyaggal is

takarékoskodni lehet (GORDON, 1994).

A mobdszer hatékonysagat leginkabb az in vitro embrid eldéllitds korlatozza. Az embrio-
eldallitas aranylag kis hatékonysagu, €s az embridk életképessége gyengébb a mosott
embriokéhoz hasonlitva. Az embrid-atiiltetés ezért csak 40%-os hatékonysagli (YANG és
mtsai, 1998). Az embridtenyésztési eljaras tokéletesitésével az in vivo petesejtkinyerés
valoszintisithet6en a juvenilis MOET rendszerek alapvetd eljarasa lesz (6. abra).

1. Gen. ET Lany

Recipiens %
50 nivart
embrio, 1. Gen. ET Lény
varhatoan . . —
20 ivarérés vemhesség laktacié
isz8borti Recipiens
uszoborju MT
E— vemhesség - -
1. Gen. Lany
] |
OoPU OPU
A i

7. o aKtaclo
; T —
B S

12 hoénap 9 honap 10 honap 22 hoénap

=A 4

6. abra: OPU+IVP alkalmazasa. A: 11 honapos korban elkezdett program B:

prepubertads korban inditott program
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A 3. és a 6. abrat 0sszehasonlitva lathato, hogy az OPU-t felhasznal6 programokban, mire a
eljaras segitségével a bizonyitottan jol termeld tehenek petesejt donorokka valhatnak. A
prepubertds korban végzett petesejt kinyeréssel a generacios intervallumot még jobban
szlikiteni lehet.

A PGD fontos szerepet jatszhat akar a csak embrid-atiiltetést, vagy az OPU ¢és in vitro
embridszexdlas révén felére csokkentheté a sziikséges recipiens allatok szédma, ami
lényeges koltségmegtakaritast eredményez (a vemhes recipiens allat tartasi koltségére kb.
400 Eur6 szamithato).

A szexalast és in vitro embrio-eldallitast felhasznaljadk az ASMO nukleusztenyésztési

rendszerben is (7., 8. 4bra).

280 bikaborji > 70-100
280 isz6borju tenyészbika
—b

15-20

Donor tehén .
Szelekcid

Recipiens
70 Halozat 70
els6 laktaciod .
isz6
560 vemhesség
. " v
1120 embrid
10 borju 1TV,
) értékesités
1200-1500 4
embrid
értékesités A
40 embrio % 10 borju
|
4’ Finn Ayrshire és Svéd SRB <

Arutermel6 allomanv

7. ébra: Az ASMO nyitott nukleusz szerkezete
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EMBRIODONOROK
20/EV
Legjobb tehenek
szelekcioja

STV, Els6 szelekciod

Masodik borjazis [ 3¢ |

Uszék termékenyitése

18 hé A vembhes lisz6kbol
OPU + IVP embriok
\> 15ho
Kétszeri
Embridomosas
FINN AYRSHIRE & SVED SRB
ARUTERMELO TENYESZTESI

BAZIS, VALAMINT BELSO
TENYESZTES

ASTU RECIPIENS HALOZAT [«

8. dbra: Embriodonor eldallitas az ASMO nyitott nukleuszban

A nukleusztenyészetben a hagyomanyos bikaeldallitas idobeli hosszat (9. abra) akar 3 és fél
évvel is le lehet csokkenteni, amennyiben a tenyészbikajeloltek termékenyitéanyagaval, a
termékenyitdanyag termelés kezdetén az ITV mellett, rogton bikaneveld teheneket, illetve

bikaneveldnek kijeldlt tiszoket is termékenyitiink (10. abra).
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[ ponor | [ Donor |

SZ0,EM | | opu, 1vP
PGD Embriomélyhiités | | honapok

Nevelés 12
m \—‘—‘ ET, Recipiens

’ Vemhesség H Spermatermelés H Vemhesség ‘ ?
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Nevelés
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| Lakiacio || TENYESZBIKA | 12
' !
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’ TENYE;ZBIKA H Laktaci6 ‘ 10
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10. abra: Csokkentett idejli tenyészbika eléallitas. SZO: szuperovulacio, EM: embriomosas,
OPU: ovum pick up, IVP: in vitro embrioeléallitas, PDG: preimplantdcios genetikai

diagnozis, ET: embrioatiiltetés

A célparositas soran alkalmazhatjuk a néivaru éallatok
a. szuperovulaltatasat, ¢és embriomosasat, majd az embridk ivardnak
meghatarozasa utdn a him ivara embridk recipiens allatba iiltetését,
b. ovum pick up és in vitro embrid-eldallitast kdvetden is elvégezhetd a
preimplantacios genetikai diagndzis, amit az embrid-betiltetés kovet.
Az embriok mélyhiitheték, és amint a tenyészbika jeloltrél bebizonyosodik, hogy javitd
hatdsu, az embridk a termékenyitdanyag forgalmazassal egyidoben kereskedelmi

forgalomba, vagy a nukleusz tenyészet genetikai bazisaba keriilnek.

A fejlett orszdgok allattenyésztése szamara a fenti példdk alapjan a
kutatolaboratoriumokban kapott kisérleti eredmények felhasznalasaval 0 tenyésztési
eljarasokat, technologidkat alakitanak ki, amelyeket az alkalmazott kutatds segitségével
folyamatosan tovabbfejlesztenek. Ez csak jelentds tOkekoncentracidval vihetd végbe,

amihez nemzetkdzi, allami, €s magan tokét is felhasznalnak.
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Az elmult 15-20 ¢év alatt az allatbiotechnologiai kutatas az alkalmazott szaporodasbiolégiai,
embrioldgiai és biotechnoldgiai modszerekbdl egy komplex, embridtechnologiai haldzatot
hozott 1étre, ami a beavatkozasok jellegénél fogva a 11. abrardl leolvashatd hdrom nagy

kategoriara oszthato fel.

Hiba! Ervénytelen csatolas.

11. dbra: Az embriotechnologia komplex rendszere

Az abran az A. teriileten, a legelOszor az allattenyésztés szolgalataba illesztett eljaras, a
szuperovulaltatassal ~ torténd  petesejt-sokszorozast — kovetd — embridmosas, az
embriomélyhiités és az embrid-atiiltetés alkotta alkalmazott szaporodasbiologiai eljaras, a
MOET Ilathatdé. A technoldgia gyakorlatilag a nyolcvanas évek végére valt teljesen
kiforrottd. Ezen a kutatdsi bazison kezdddhetett el a bonyolultabb eljarasok — B. teriilet -
fejlesztése a nyolcvanas-kilencvenes években. Az €16, vagy halott donor allatokbol
szarmazo petesejtekbdl, in vitro érlelésiiket kdvetd in vitro termékenyitésiik utan embridk
tenyészthetok a természetes in vivo koriilményeket szimuldld in vitro embrid-eldallitd
rendszerekben. A létrehozott embridkat a MOET eljarasokban megszokott modon tiltetetik
a recipiens allatokba. Mindkét embridtechnoldgiai teriilet dsszekapcsolhaté az embridk
beiiltetés eldtti genetikai vizsgalatdval, a PGD-vel. Az in vitro embrio-eloallitast, és a
PGD-t részben mar alkalmazzak a gyakorlatban, mellette azonban intenziven dolgoznak a
technologia hatékonysdganak fokozaséan is. A kilencvenes években kezdddott meg a genom
megvaltoztatdsara irdanyuld invaziv biotechnoldgiai beavatkozasok (klonozas, a
transzgenezis és az Ossejttenyészetek 1étrehozasa) fejlesztése (C. technologiai teriilet). Az
alapkutatasi szinten all6 modszerek az in vitro embrid-eldallitasi technologia vazahoz
szorosan kapcsolddnak. A korszerli in vitro rendszer rutinszeri miikddtetése
elengedhetetlen feltétele az alapkutatisnak. A technolodgiai lancolatot elemezve lathato,
hogy megbizhatd embridatiiltetd hattér nélkiill azonban az in vitro embri6-eldallitas

kizardlag csak az alapkutatast tudja tamogatni.
A kilencvenes években Nyugat Eurépaban, az Egyesiilt Allamokban, Ausztraliaban és Uj

Z¢landon gazdasagi racionalitdsbdl allamilag tdmogatott allat-biotechnologiai kutatasok a

gyakorlat szamara felhasznalhato technoldgidkat eredményeztek. A kilencvenes évek
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végére, alig 5-7 évnyi fejlesztést kovetden, pl. a OPU és a petesejtek in vitro
termékenyitésével valdo embrio-eldallitds a modern nukleusz tenyésztési rendszerek (pl.
Holland Genetics CR DELTA, Hollandia; ASMO nukleusz tenyésztési rendszer,
Finnorszdg; TREND nukleusz tenyésztési rendszer; Kanada) alapvetd alkalmazott
szaporodasbiologiai eljarasséa valt. Sybrand Melton, a Holland Genetics embrio-atiiltetési és
in vitro embrio-el6allitdo részlegének vezetdjének 1999-es személyes kozlése szerint
kizardlag a nukleusz tenyésztés szdmara évente 1500 in vitro eldallitott, és 3500
szuperovulaciot kovetd embriomosas révén kinyert embridt liltetnek a recipiens allatokba.
A nemzetkozi piacon a termékenyitdanyag forgalmazok mellett vagy ezen vallalatok
részlegeként, megjelentek az embriokereskedelemmel foglalkozd cégek, amelyek a
katalogusaikban szerepld in vitro, vagy mosott, esetleg genetikailag jellemzett — szexalt
embriokat az Interneten kindljak a vasarloknak. Az embrio-eldallitds egy 1) mezdgazdasagi
tevékenységgé valt, ahol a termelési cél maganak a szaporitd anyagnak kereskedelmi célu
eldallitasa. Az 1. tablazat ilyen vallalatok Internetes elérhetdségét tartalmazza. Az Internet
lehetdséget teremt az on line lizletkotésre is, a virtudlisan felkinalt embriokat a banki

transzfer igazolasat kovetden légi uton azonnal el is juttatjadk a megrendeléhdz.

Cég Internet cim

» AB Technology, USA http://www.abtechnology.com

» ABS Global, USA http://www.absglobal.com/home.html

» Acorn Embryo, USA http://www.acornemb.com/

» CYAGRA, USA http://www.cyagra.com/index.html

» EmTran, USA http://www.emtran.com/

» NorthStar-Select Sires, USA http://www .northstarcooperative.com/A_I/index.htm

» Trans Ova Genetics, USA http://www.transova.com/

» Marple Hill Embryos Inc., Kanada http://www.execulink.com/~hill/

> Embryobec, St- Veterinary Clinic, http://www.embryobec.com/frameang.html
Kanada

> gﬁﬁ?ﬁ%g’ng;ngézekmde Animal http://www.creeksideanimalclinic.com/frame1l.html

> Laboratory of Technolog} es of http://www.ciz.it/Itr/Ltr_index1 e.htm
Reproduction, Olaszorszag

» EMBRYO PLUS, Dél Afrika http://www.embryoplus.com/

> Jeffco International Ltd, Uj Zéland http://www jeffco.co.nz/embryo.htm

» Total Livestock Genetics, Ausztralia | http://www.tlg.com.au/

1. tdblazat: Internetes kereskedelemben résztvevd ,,on line” embrioforgalmazé cégek
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Magyarorszagon is felmeriilt az igény intenziv genetikai elérehaladast produkalo,
allatbiotechnologidt is magaba integrald modern nukleusztenyésztési rendszerek
kialakitasara. Hazankban a nyolcvanas évektdl folynak embrid-atiiltetések szarvasmarhan.
A rovid kisérleti szakaszt hamarosan felvaltotta a gyakorlati alkalmazas, koszonhetden dr.
Sarkany Pal, dr. Sod6s Pal, dr. Szasz Ferenc, dr. Pécsi Tamas, dr. Solti Laszlo, dr. Seregi
Janos, dr. Cseh Sandor, dr. Flink Ferenc, a modszer elterjesztésében vallalt kitartd
munkéjanak. Ennek ellenére, masfél évtized mulva, az orszagban jelenleg alig t6bb mint
két tucat, az OMMI altal regisztralt embridatiiltetd szakember (pl. Zubor Tibor)
tevékenykedik. (Az importtal szemben az export embridértékesitésiink napjainkban szerény
méretli.) Magyarorszagon a nyolcvanas évek végétdl dr. Kallai Laszlo koordinacidjaval az
OMFB biztositotta a palyazati hatteret a legujabb technologidk kifejlesztésére, hazai
adaptalasara, amit a hazai allatnemesiték mar az évtized kozepétdl szorgalmaztak (DOHY,
1988). A kutatok eredményeikrl az Allatbiotechnologiai Kerekasztal Konferencidkon
szamolhattak be, és az allattenyésztd szakma is ezen a forumon kaphatott hirt az aktualis
technologiai fejlesztésekrdl. A hazai biotechnoldgiai kutatdsra a rendszervaltozast kovetd
agazati kollapszus rendkiviil kedvezdtleniil hatott, a laboratoriumi kisérletekben kidolgozott
eljarasok gyakorlatban tortént kiprobalasara a nyolcvanas évekhez képest nagyon kevés
gazdasag nyujtott lehetdséget. A technologiai fejlesztésre - a forrasok korlatozott volta
miatt - nem volt modjuk. Igy iizemi kisérletekre ritkan keriilhetett sor. Ez sok esetben
tudomanyos miihelyek széthullasat és a kutatok kiilfoldre vald tdvozasat eredményezte. A
kutatast végzék a gazdasdgok tamogatdsa, megbizasa nélkiil laboratériumi
modellrendszereken kezdtek dolgozni, varva az agazat megerdsodését, hogy kisérleti

eredményeikre tAmaszkodva a gyakorlat szdmara végezhessenek jra fejlesztd munkat.

Dolgozatomban olyan, az in vitro embrio-eldallitas és a PGD alkalmazhat6sagat
szolgalo laboratoriumi kisérleteket, modszereket €s eredményeket ismertetek, amiket
felhasznalva, amennyiben a tenyésztési rendszerek kidolgozdi ezeket a beavatkozasokat
igénylik, megkezdédhetnek az {izemi kisérletek, és a gyakorlati alkalmazassal a

laboratoriumi, modszertani kisérletek 11j értelmet kaphatnak.
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3. A SZARVASMARHA IN VITRO EMBRIO-ELOALLITAS MODSZEREI ES
FELHASZNALHATOSAGA

3.1. Az in vitro termékenyités bioldgiai alapjai - irodalmi attekintés

A szarvasmarha in vitro embrio-eldallitds nem johetett volna Iétre a human in vitro
embrio-eldallitds modszerének kidolgozasa nélkiil. A medddség lekiizdésére alkalmazott
terapids eljaras érdekében végzett rendkiviil intenziv kutatomunka 1978-ban hozta meg
gylimolcsét, amikor Louis Brown, a vilagon az elsd, in vitro fertilizacio segitségével fogant
gyermek megsziiletett (STEPTOE ¢s EDWARDS, 1978). A laboratériumi egér és horcsdg
modellen kifejlesztett modszerek a kutatas ,,melléktermékeként” az allattenyésztés szamara
is felhasznalhato, nagy tomegli embrid eldallitdsara alkalmas eljarassa valhattak. Mar
1977-ben sikeriilt szarvasmarha petesejteket laboratoriumi kornyezetben in vitro
termékenyiteni (BRACKETT ¢és mtsai, 1977; IRITANI és NIVA, 1977). Az els6 sikeres
human programot kovetéen alig hadrom évvel, 1981-ben megsziiletett az elsé in vitro
termékenyitéssel 1étrehozott borju (BRACKETT ¢és mtsai, 1982). A kisérlet soran a donor
ovulacidjat kovetden petevezetokbdl kimosott petesejteket termékenyitettek friss
bikaspermaval, majd az embridkat a fejlddés korai szakaszaban sebészi Uton recipiens
allatok petevezetdjébe iiltették. Azonban ekkor még a donor és recipiens allatokat egyarant
terheld, koriilményes sebészeti beavatkozas miatt az eljaras nem kinalt egyszerii alternativat
a mar megbizhatdan, egyszeriibb és foleg olcsobb vértelen beavatkozassal végrehajthatd
MOET technoldgidhoz képest. Az in vitro embrio-eldallitas csak ugy valhatott alternativ
eljarassa, ha az alkalmazast megeldzden folytatott alkalmazott kutatas lehetéséget teremtett
megbizhatéan, hatékonyan ¢és olcson miikddtethetd embridtenyésztd rendszerek
kidolgozdsadra. Ehhez a petesejtek kinyerésének egyszerlsitésére, mennyiségének
novelésére, a termékenyités hatékonysaganak novelésére volt sziikség. Az 1j modszerekkel
lehetéség nyilt mindségében a MOET embridokkal megegyezd, de eldallitasi koltségeit
tekintve olcsobb embridk eldallitasara. A technoldgia kidolgozasat az alapkutatds is
szorgalmazta. Az egérkisérletek moddszereit szarvasmarhdn is alkalmazni kivano
biotechnologiai kutatdsok nagyszamu szarvasmarha embriot igényeltek, amit a draga, és a
kutatasi elvarasnal lényegesen kevesebb embriot produkald embriomosassal nem lehetett

mar biztositani.
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3.1.1. A petesejtek in vitro érlelése

A kérdés megoldasat eldszor a petesejtek kinyerésének, és in vitro érlelésének
megoldasaval kellett kezdeni. Bar a vagohidakrol nagy mennyiségben beszerezhetd
petefészkek gazdag és olcsd petesejtforrast kinalnak, azonban a kinyerhetd petesejtek
tobbsége termékenyiilésre még nem alkalmas, éretlen allapotban van. Az unipara
szarvasmarha petefészkében az ovulaciot megeldzden egyszerre tobb (10-20 db) nagyobb,
2-6 mm atmérdjii tiiszé talalhato, melyek koziil kialakul a késébb kilokddd petesejtet
tartalmazd domindns tlisz8. A tliszOkben a petesejtek a meidzis elsd osztddasi fazisaban,
osztodasi gatlas alatt dllnak (HARASZTI és ZOLDAG, 1993). A petesejtek csak éretten -
amikor a sejt a meidzis masodik metafazisaba keriil és az els6 sarki test kivalik - lesznek
alkalmasak a megtermékenyiilésre. Ezért kulcskérdés, hogy a kinyert petesejtek érési
folyamata in vitro is befejez6djon. A tiisz6bdl kikeriild petesejt a gatlas aldl felszabadul és
akar spontan is képes elérni az ovulaciora jellemzo érettséget (PINCUS és ENZMAN,
1935). Az érési folyamat serkenthetd az érleld folyadék (a leggyakrabban hasznalt médium
a TCM199) szérum (10% FCS, FBS, vagy OCS) és hormonalis kiegészitésével. Az FSH,
LH, E2, gonadotrop hormonok kozvetve, a petesejtet koriilvevd taplaldo kumuluszsejteket
(DOWNS, 1993). Hasonl6 hatés érhetd el novekedési faktorok (pl. EGF) hozzaadésaval is
(HARPER ¢és BRACKETT, 1991). Napjainkban csak a petefészkek 2-6 mm atmérdji
tiisz6ibdl szdrmazd petesejteket lehet sikeresen maturdltatni (GORDON, 1994). In vitro
érlelt petesejtek in vitro termékenyitésével 1988-ban hoztak eldszor 1étre borjakat (GOTO
¢s mtsai, 1988; FUKUDA ¢és mtsai, 1990). A vagoéhidon ledlt allatok petefészkeinek
preantralis tiisz0ibdl, injekcios tiivel vald aspiracioval, vagy a petefészkek pengével vald
Osszeszabdalasa segitségével petefészkenként 3-10 petesejt nyerhetd ki (CAROLAN ¢és
mtsai, 1994). Az allattenyésztés szdmara nagy tenyészértékli allatokbol torténd in vivo
petesejtnyerés az altalanos MOET programokkal versenyképessé teheti az in vitro embrio-
eldallitast. Ehhez a szintén humén terapidbol szdrmazo ultrahang diagnosztika, €¢s a human
in vitro fertilizacids programokban szokdsos petesejt-aspiracids technika nyujtott segitséget
(GALLI és mtsai, 2003). Transzvaginalis ultrahang segitségével a petefészkeken levo,
follikularis folyadékkal telt tiiszOk megfigyelhetdk, és a berendezésen levd aspirdcids ti

segitségével a petesejtet tartalmazod tiisz6folyadék leszivhatd. Az 1995-ben az iizemi
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koriilményekhez kifejlesztett OPU eljaras iiszokon és teheneken egyarant, az allatok
karosodéasa, a szaporodasbiologiai statusz romlasa nélkiil hetente kétszer is elvégezhetd
(BOLS ¢és mtsai, 1995). A legijabb modszer szerint az akar négy honapon keresztiil tarto
programok soran, csak a petefészek ciklusdhoz igazodva a tiisz6fazisban végeznek
petesejtnyerést, elhagyva sargatest fazisban valo aspiraciot (PETYIM és mtsai, 2003).
Programonként 3-7 petesejt nyerhetd ki, melyekbdl in vitro érlelés, €és termékenyités utan

atiiltethet6 embridk nevelhetdk.

3.1.2. In vitro termékenyités

3.1.2.1. A termékenyitd anyag el6készitése

Akarcsak a petesejteknek, az ejakulaciot kovetden a szemindlis plazma gatlo hatasa
alatt all6 himivarsejteknek is 4t kell esniiik egy érési folyamaton, a kapacitacion. A
kapacitaci6 révén a spermium akroszomalis membranja megvaltozik, a petese;jt
extracellularis, glikoprodeidek alkotta peteburkanak cukor oldallancaihoz valé kapcsolodas
kotdhelyei szabadda és aktivva véalnak. A spermium mozgéasanak jellege megvaltozik, a
felolvasztast kdvetd progressziv eldrehaladast hiperaktivitas valtja fel, a farok kigy6zo nagy
amplitiddju mozgasokat végez (TATENO és MIKAMO, 1987). A valtozasokat kovetden a
himivarsejt képess¢ valik a megtermékenyitésre. In vivo ez a folyamat a spermiumoknak a
nbi genitalis traktusan vald 4athaladdsa sordn, néhdny ora alatt bekovetkezik (AUSTIN,
1952). Az eredményes in vitro termékenyités egyik alapfeltétele, hogy spermiumokban a
kapacitacio laboratoriumi, definidlt koriilmények kozott is végbemenjen. A
termékenyitéshez mélyhiitott spermat alkalmazva gondoskodni kell a spermahigitd
eltdvolitasarol, és a mélyhiités okozta karosoddsok miatt a motilis sejtek ardnydnak
novelésérdl is. A spermahigitot tobbszori, egymast kovetd fizioldgias oldattal vald
atmosassal és a mosast kdvetd centrifugalassal vald iilepitéssel, majd a csapadék friss
oldatban vald atoblitésével viszonylag egyszertien el lehet tdvolitani (LU és GORDON,
1987). A fagyasztasi sériiléseket is tartalmazd spermamintabol a motilis, €16 sejtek
kivalogatasara tobb, a huméan gyakorlatbol szdrmazo modszert — pl. iiveggyapoton vald
szirést (SEMPLE ¢és mtsai, 1993), Percoll gradienssel torténd centrifugalast
(ROSENKRANS ¢s mtsai, 1993), valamint a swim-up technikat (PARRISH és mitsai,
1986) - is fel lehet hasznalni.
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A kapacitacidé mesterséges kivaltdsdhoz az in situ, a petevezetd valadékaban talalt,
a petesejteket is tartalmazod termékenyitd oldatot, leggyakrabban a modositott, laktattal és
szarvasmarha szérum albuminnal (BSA) kiegészitett Tyrode médiumot (TALP médium)
hasznalnak (BAVISTER ¢és YANAGIMACHI, 1977), amit heparinnal egészitenek ki
(FIRST ES PARRISH, 1987). A petesejteket in vivo alig par himivarsejt éri el (HUNTER,
1993), ezért in vitro termékenyités alkalmaval a termékenyiilést még biztositd, de
polispermiat még nem okozo optimalis termékenyitési koncentracioban kell a spermat a
petesejtekhez adni. A tapasztalatok szerint a kivanatos 3000-4000 spermium/petesejt aranyt
az 1-1,5 milli6 himivarsejt/ termékenyitd oldat ml koncentraciot biztositja (MADISON ¢és
mtsai, 1991), amit hematocitométerrel toérténd sejtsiirliség meghatdrozast kovetd higitas

segitségével lehet beallitani.

3.1.2.2. A megtermékenyiilés folyamata

A petesejt megtermékenytiilése egymassal kdlcsonhatasban 1€vo tobb 1épés egymast
kovetd sorozata. Az érett petesejteket koriilvevo, hialuronsavval egymashoz kapcsolodd
kumuluszsejtek kozott, hialuronidaz enzim segitségével a kapcsolatokat feloldva athalado
himivarsejtek az akroszoOman taldlhaté kotdreceptorok segitségével a petesejt zona
pelluciddjanak ZP3-as fehérje cukor-oldallancaihoz kotdédnek, ami kivaltja az
akroszomareakciot. Az akroszoma protedz tartalma az akroszomat részlegesen emészti, €s a
feji résszel beékelddd himivarsejt az erds farokmozgés segitségével keresztiil halad a
glikoproteid matrixon. A perivitellindris  térbe kerlilve szabaddd valnak a
posztakroszomalis membranon talalhato kotohelyek, amelyekkel a spermium feje a petesejt
membranjdhoz kotédik, majd a fej a farok mitokondriumhiivelyt tartalmazo
kozépdarabjaval egyiitt az oolemmaba siillyed. A membran fizi6 meginditja a petesejt
termékenyiilési reakciosorozatat. Az oszcillalo intracellularis Ca™ szint és pH emelkedéssel
jar6é aktivaci6 harmas szerepet tolt be. A petesejt kortikalis vezikulumainak a
perivitellindris térbe torténd exkrécidja miatt a zona pellucida fizikokémiai megvaltozasa,
és a petesejt membranjadnak strukturdlis moddosuldsa miatt elvesziti a spermium kotd
képességét, megakadalyozva tobb himivarsejt bejutdsat. A petesejt felszabadul az érési
folyamat masodik gatlasa alol és a masodik sarki test kivalasaval a meidzis befejezodik. Az

oolemmaban a petesejt, a bejutott dekondenzalédo himivarsejt feje altal hordozott genetikai
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anyagot felkésziti a petesejt genetikai anyagaval valdo egyesiilésre, kialakitva az
eldmagvakat, amelyek a citoplazmaban egyméshoz vandorolnak, majd az egyrétegii
membranok fuzionalnak. Bekovetkezik az anyai és apai kromoszomak péarosodéasa, a DNS
duplikacidja, majd a spermium farok nyaki részébodl szdrmazd centroszomak segitségével
kialakitott  sejtmagorsdé  szétvalasztja a  kromoszémakat. A két, diploid
kromoszomaszerelvényt sejtmaghartya burkolja be, a citoplazma befiizédik és végbemegy a
zigbta elsd mitotikus osztodasa. In vitro koriilmények kozott az elsd kétsejtes embridk 26-
43 oraval a termékenyités kezdete utdn jelennek meg (GORDON, 1994). Mélyhiitott-
felolvasztott spermaval az in vitro érlelt petesejtek 80-90%-a termékenyithetd és az
osztodasi ardny (osztodott zigdtak/termékenyitett petesejtek) elérheti a  60-80%-ot
(MERMILLOD ¢és mtsai, 1992).

3.1.3. In vitro embridtenyésztés

Az o0szt6dd embriok szamara szilikséges tapanyagokat és energiaforrast az
embridtenyésztd tapoldatok biztositjadk. Az elsd harom osztodasi ciklusban a szarvasmarha
embriok génexpresszidja nem szamottevd, csupan transzlacids aktivitdsa van - az osztodas
a petesejt ¢éréskor a citoplazmaba juttatott maternalis faktorok, mRNS alapjan a
citoplazmaban képz0do fehérjék segitségével torténik. Nyolc-sejtes fejlodési allapotban
kezdddik meg sajat genom transzkripciondlis aktivitasa, atvéve a fejlodés iranyitasat
(JONES ¢és FIRST, 1990). /A sajat genom mikodésének kezdete fajonként kiilonbozo,
egérnél mar az embrid két-sejtes koraban megkezdddik (HOGAN ¢és mtsai, 1994)/. Ez az
allapot az embridtenyésztés legkritikusabb szakasza, mert nem megfelelé kornyezetben az
osztodasi folyamat leall, és kialakul az un. fejlédési blokk (GORDON, 1994). Ezt a
fejlodési gatlast a tenyésztérendszerek a feltételek optimalizalasaval igyekeznek
kikiiszobolni. Az embridkat csoportosan nevelve, segitd sejtkulturak, tars-sejttenyészetek
(pl. kumulusz sejttenyészet, petevezetd epithelialis sejttenyészet) un. kokultura
felhasznaldsaval az osztodasi blokk lekiizdhetd. Az osztdodas sebességét a 2. tablazat

szemlélteti.

27



Osztodasi Fejlodési Osztodasi ciklus | Termékenyités kezdetétdl
ciklus allapot hossza (6ra) eltelt id6 (ora)
L 2 sejtes 28-36 28-36
II. 4 sejtes 6-14 42
I1I. 8 sejtes 18 60
IV. 16 sejtes 42 102

2. tablazat: A preimplantacios fejlodés els6 négy osztddasi ciklusanak iddbeli lefolydsa

(VAN SOOM ¢és mtsai, 1992)

Az els6 négy osztodas koziil a negyedik a leghosszabb, ami alatt a sajat genom megkezdi
Az embridtenyésztés 6todik napjan a 32 sejtes szedercsirdk szorosan

A Dbelsd

aktiv miikodését.
egymashoz tapadnak, megkezdédik az embri6 kompaktalodasa. sejtek
elfolydsodasaval kialakul a blasztocol, és 1étrejon a kétféle sejttipus (trofektoderma,
embridocsomo) alkotta holyagcsira. Az embrid a holyagcesira belsd iiregében felgyiilemlett
folyadék feszitd hatasanak engedelmeskedve a térfogatat megnoveli, expandalodik. A
tovabbi tdguldsnak ellenallni mar nem képes zona pellucida az embridtenyésztés

kilencedik, tizedik napjan felreped és az embrid a nyiladson keresztiil kibtjik (12. abra).

Embri6-méret ndvekedés

[ —~
L

Blasztomer-méret csokkenés
atmeérs A .

pm azonos sejtek azonos sejtek

1
16 sejtes  kompakt blasztociszta expandalodo
morula | blasztociszta

peteburokbol
kibujt blasztociszta

8 sejtes

>300, 1
1

9000@®

IvC d4 ds dé6 d7 ds

d: a termékenyités kezdetétol (d0) eltelt napok

12. abra: Az embri6 in vitro fejlddésének iiteme, és méretbeli novekedése (sajat

megfigyelés alapjan)
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Az idedlis tenyésztOmédium megvalasztasa dontden befolyasolja az embriotenyésztés
hatékonysagat. A tapanyagokat, energiaforrast szolgaltatd6 médiumokat (szintetikus
petevezetd folyadék, SOF; TCM199) szarvasmarha szérummal egészitik ki. Kémiai
Osszetételében teljesen ismert, definidlt tenyésztomédiumok (CRlaa, KSOM, SOFaaci)
eldallitasa érdekében a szérum helyettesitésére szérum albumint, polivinil alkoholt, vagy
polivinilpirrolidont is alkalmaznak (FANCSOVITS ¢és mtsai, 1998). Az embriotenyésztést
5% CO2-t tartalmaz6 gazelegyben végzik, SOF esetén a 1égkdri oxigén szintjét szintén 5%-
ra mérséklik, ami csokkenti a tenyésztd kultiraban keletkezd szabad oxigéngyokok okozta
oxidativ stresszhatast (ROSENKRANS és FIRST, 1991).

Egy jo hatékonysaggal miikodd szarvasmarha in vitro embrid-eléallitdé rendszernek
tobb felhasznalasi teriilete is van. Az alkalmazott embrioldgiai kisérletek szdmara
nyersanyagot allithat eld, de in vivo petesejt kinyerési modszerrel kombinalva a modern
MOET eljarasokban allatnemesitési és kereskedelmi célra is felhasznalhatd. A szaporitd
anyag in vitro funkcionalis jellemzése szamara az in vitro fertilizacié egy mérési rendszert
szolgéltathat, de veszélyeztetett fajtdk embridtechnoldgiai génmeglrzési szerepét is

betdltheti.

crer

crer

Biotechnolégiai Kutatokozpont dr Solti Laszlo vezette Allatbiotechnologiai Intézetében
kezdte meg (1990-1993) (VAJTA ¢és mtsai, 1991; VAJTA ¢és mtsai, 1992; VAJTA ¢és
SOLTI, 1992). Szintén ezen a kutatasi teriileten dolgozott dr. Seregi Janos és dr. Cseh
Sandor csoportja az Allatorvostudomanyi Egyetem kisérleti telepén, Déramajorban. Az in
vitro embrid-eldallitas génmegdrzésére vald alkalmazhatdsagat is sikeresen demonstraltak.
Levagott magyar szirkemarha petefészkébdl szarmazod petesejtek in  vitro
termékenyitésével létrehozott embridkat recipens anyakba iiltettek, €s a vemhesség végén
sikeriilt egészséges magyarsziirke borjat a vilagra segiteni (BARANDI és mtsai, 1992;
BARANDI és mtsai, 1993). 1993 és 1997 kozott az in vitro embrid-el6allitd rendszer
sejtmag-atiiltetési klonozashoz és petesejt aktivacios, alapkutatds jellegli kisérletekhez
szolgaltatott petesejteket (BODO és mtsai, 1996; BODO és mtsai, 1998a; DINNYES és
mtsai, 1997; DINNYES és mtsai, 1998). A technologiat, a 1€pések Osszetett, sok tényezd

altal befolyasolt volta miatt, az6ta is folyamatosan fejlesztjiik. 1998-ban kezdddott meg a
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bikasperma in vitro fertilizacios rendszerben valé funkcionélis tesztelése (BODO és mtsai,
1998b; BODO és mtsai, 2000a; BODO és mtsai, 2000b; BODO és mtsai, 2002a; BODO és
mtsai, 2002b; SOMFAI és mtsai, 2002; NANASSY és mtsai, 2003; SZABARI és mtsai,
2003).

3.2. A Mezogazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpont in vitro szarvasmarha embrio-

eloallito rendszerének ismertetése

2000-ben, a MezOgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpont Embriologiai
Laboratérium keretén beliil miikodd, EU konform, OMMI altal regisztralt embrid-eldallitd
feladatom. Az allomas felelds lizemetetdjeként Vajta Gabor, Neal First és Peter Holm (az
irodalombdl megismert) modszereire (VAITA és mtsai, 1991; FIRST ¢s PARRISH, 1987;
HOLM és mtsai, 1999) és sajat tapasztalatokra tdmaszkodva alakitottam ki a bemutatando
eljarast. Az embrid-el6allitd rendszernek tobb felhasznalasi cél kielégitésére is alkalmassa
kellett valnia.

Egy olyan rendszert kellett 1étrehozni, amely egyarant szolgalja

az alapkutatast, kisérleti objektumok 1étrehozésaval

— a génmegdrzést, embriobank szamara torténd embrid-eldallitassal

— a termékenyitOanyag eldallitast, a termékenyitbanyag funkcionalis tesztelésére
alkalmas in vitro termékenyitd rendszer segitségével

— a gyakorlat szamara torténd in vitro embri6-eloallitast

3.2.1. Az in vitro embrio-eliallito laboratorium alapfelszereltsége

Egy hatékony ¢és a bejegyzési feltételeknek megfeleld rendszerhez sziikséges egy
tobb munkatérbdl allo, a kornyezetétdl jol elkiiloniild laboratérium. A vagohidrol szarmazo
petefészkekbdl a petesejtgyiijtést az embrid-el6allitdé munkateriilettdl lehetdleg elkiilonitve
kell végezni, az esetleges szennyezddések miatt. A laboratériumban 1étre kell hozni egy
munkateriiletet a tapfolyadékok Osszeméréséhez. A munkafeladathoz analitikai mérleg
(Sartorius), a sziikséges vegyszerek (tulnyomorészt Sigma), pH méréd (WPA), ozmométer

(Osmomat), mérélombikok és méréhengerek, magneskeverd, automata pipettak (Gilson,
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Iul — 5000 pl) egyszer hasznélatos, 0,2 um pérusméretii folyadékszlirdk, és steril és

egyszer hasznalatos steril miianyag csovek (10-15 ml) sziikségesek (13., 14.4bra).

13. dbra: Oldatkészité munkaasztal 14. abra: pH és ozmolaritdsmérdé miiszerek

Egyes tapfolyadék osszetevoket torzsoldat forméaban, mélyhtitve tarolunk a végleges
médium elkészitéséig (pl. antibiotikum — gentamicin, pennicillin, streptomicin térzsoldatok,
heparin torzsoldat, FCS, laktattal kiegészitett Tyrode torzsoldatok, hormonok és novekedési
faktorok torzsoldatai). A petesejtek érleléséhez (TCM 199+2ug/ml FSH, 1ug/ml E,, 10
ng/ml  EGF+10%FCS), a termékenyitéshez (Sperm-TALP, IVF-TALP), ¢és az
embridtenyésztéshez (TCM  199+10%FCS, vagy SOFaaci+5% FCS) torzsoldatok
felhasznéaldsdval a médiumokat frissen allitjuk eld (legfeljebb egy héten keresztiil
tarolhatok, 4 °C-on).

A petesejtek ¢és embriok mozgatasat, kezelését teljesen izolalt, steril munkatérben
végezzik. A sterilitaist HEPA sziir6kkel felszerelt laminaris fiilke (BDK UVF 6.02 S)
biztositja. Az beavatkozasokat sztereo mikroszkép (Olympus) alatt végezziik, fltott

targyasztalokon (MiniTiib) (15. ébra).
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15.4bra: Laminaris fiilke sztereo 16. abra: Tenyésztéedények, transzfer pipettak

mikroszkopokkal és melegitéasztalokkal

A petesejtek, embriok kezelését — mosas, tenyésztés - egyszer haszndlatos milanyag
edényekben (NUNC, Greiner) végezzilk. A sejteket szemcseppent6hoz hasonlatos,
hematokrit kapillarisbol készitett tivegpipettakkal mozgatjuk az oldatok kozott (16. abra)

A petesejtek érlelése, a termékenyités és az embridtenyésztés is a milanyag
tenyésztdedényekbe kialakitott, olajjal fedett 50-400 pl térfogatit mikrocseppekben torténik
(17., 18. abra)

17. ébra: 400 pl-es tenyésztokultira 18. abra: 50 pl-es tenyésztokultara

A tenyésztd kultirakat 98%-os relativ paratartalmu, 38,5 °C homérsékletet, 5% CO,
koncentraciot biztositd termosztatokban (Hereaus) inkubaljuk. SOF tenyésztomédium

hasznélata esetén csokkentett oxigéntartalmu (5%) gazeleggyel feltoltott, lezart, mobil
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inkubator kamréakat alkalmazunk, amelyek flitésérél a CO, termosztat gondoskodik (19.,

20. abra)

19. abra: CO2 termosztat 20.abra: Mobil inkubator kamrak

3.2.2. Petesejt kinyerés — in vitro petesejt érlelés

A rutin embridel6allitd programok szaméara a petesejteket vagohidakon ledlt,
leggyakrabban Holstein-friz fajtaji {isz0k ¢és tehenek petefészkébdl nyerjiik ki. Nagy
tenyészértékli, vagy genetikai értéket képviseldé (magyar sziirkemarha) esetén a
petefészkeket egyedileg gytlijtjiik és a donorok alapjan azonositjuk, hogy az embrio-
eldallito program egész folyamatdban az embriok szarmazéasa egyértelmiien kovethetd
legyen (21.4bra). A petefészkek 2-6 mm atmérdjii, preantralis tiisz6ibdl 10 ml-es egyszer
hasznalatos milanyagfecskendore rogzitett 18G-s injekcios tiivel 6 cm-es steril Petri-

csészékbe szivjuk le a tiisz6folyadékot (22. abra).

21.abra: Egyedi petefészek gylijtés 22.4bra: A tlisz6k aspircidja
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A kumulusz sejtekkel tobb rétegben boritott petesejteket TALP-HEPES mosoéfolyadékban
vald tobbszori &tmosds utan helyezziik az érlel6 médiumba (TCM 199 +FSH, EGF, E2 +
10% FCS), majd az ebben vald ismételt dtmosas utdn a petesejteket az érleldedénybe
helyezziik (30-40 petesejt/400 pl), és egy napon keresztiil inkubaljuk 5% CO, , 98 %-o0s
relativ paratartalom mellett, 38,5 °C-on. Az érlelést kovetden a petesejtet koriilvevo
kumuluszsejtek kozotti kapcesolatok fellazulnak, a petesejtek tobbsége (80-90 %) eljut a

meidzis II. metafazisaig, és a sarki test kivalasa megfigyelheto.

3.2.3. In vitro termékenyites

A program masodik napjan végezhetd in vitro termékenyités folyamata két 1épésbol
all. A sperma eldkezelése a mélyhiitott miiszalma felolvasztasabol, spermahigitotdl valo
megszabaditasabol, a motilis termékenyitéanyag eldallitashoz a motilitds szempontjabol
végzett sejtszelekciobol, a minta mindségének meghatdrozasabol, és a termékenyitd
koncentracid6 meghatarozasabol all. Az embridtenyésztés kezddidépontjaban (IVC-d0), a
petesejtek termékenyitdoldatba valo athelyezését kovetden torténik a termékenyités. Az

embriok korat ettdl az idoponttdl szamitva hatarozzak meg (hpi: hours post insemination).

3.2.3.1. A termékenyitdanyag eldkészitése

A miszalmat egy percen at 37 °C-os vizfiirdében olvasztjuk, majd tartalmat egy 1,5
ml-es Eppendorf cs6be {ritjilk. A higitétol valé megszabaditast harom kiillonbozé
modszerrel végezhetjiikk el: egyszerli spermamosassal, vagy olyan, a motilis sejtfrakcid
kialakitasat is eldsegitd szelekciés modszerek alkalmazdsival, mint a swim up, vagy a
Percoll gradiensen torténd centrifugalas.

A spermamosds sordn a miiszalma tartalmat 38,5 °C hdémérsékletli Sperm-TALP
médiumban 4 ml-re higitjuk, majd tiz percig 300 g-n torténd centrifugalassal a
himivarsejtek a 10 ml-es miianyag (NUNC) centrifugacs6 aljara ilepitjiik. A higitot
tartalmazo feliiliszot a csapadékrol automata pipettaval eltavolitjuk, €s a friss Sperm-TALP
hozzéadasaval ujra higitjuk, és centrifugalast megismételjiik. A feliiluszo eltavolitdsa utan a
cs0 aljdban a miiszalmaban talalhat6 6sszes himivarsejt megtalalhato.

A felisztatasi mdodszer (swim up) lényege, hogy a miszalma tartalmat 1 ml-nyi

Sperm TALP médium ala rétegezziik a minta felkavarodasa nélkiil. Az egy oras inkubacio
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soran a motilis himivarsejtek a médiumba sznak, 1étrehozva igy egy motilis sejtekbdl allo
frakciot, amig a higito és a halott, mozgasképtelen sejtek tobbsége az alarétegzett mintdban
marad. A feliilluszobol 770 ul-t eltdvolitunk, és 0 centrifugacsében 3 ml Sperm-TALP
médiummal higitjuk. 10 perc 300 g-n torténd centrifugalds utdn 50-100 pl-t meghagyva a
feliluszot eltavolitjuk, és a motilis spermafrakciot alkotd csapadékot a maradék
médiummal felhigitjuk.

A Percoll gradienshez 90%-o0s és 45%-os Percoll oldatokat készitiink. A 90%-os
Percoll oldatot 10 ml, tizszeres toménységli Sperm TL 90 ml Percollhoz (Pharmacia)
adasaval alakitjuk ki. A 100 ml-nyi oldatot 29 mg CaCl, (Sigma C 7902), 8 mg MgCl,
(6H,0)(Sigma M 2393), 368 pul lactic acid (Sigma L 7900) és 109 mg NaHCO; (Sigma S
5761) hozzaadasaval egészitjiik ki. A 45% Percoll oldatot a 90%-os oldat Sperm TALP-pal
vald kétszeres higitasaval készitjiik el. A gradiens kialakitasakor 10 ml-es centrifugacsében
a 2 ml 90%-os Percoll oldat f61¢ rétegziink 2 ml 45%-o0s Percoll oldatot, vigyazva a rétegek
hatéarfeliiletének épségére. A 170-150 pl-nyi spermamintat a 45%-os Percoll tetejére
adagoljuk. Az elkészitett gradienst 10 percig 300 g-n centrifugaljuk. Ezalatt a motilis sejtek
a cso aljaba keriilnek, a halott sejtek pedig a két réteget elvalasztd hatarrétegben gytilnek
O0ssze. A 100 pl-nyi csapadékot eltavolitjuk, Sperm-TALP-ban qjrahigitjuk ¢és
megismételjilk a centrifugdldst. A feliiluszot eltavolitva kapjuk meg a motilis sejteket

tartalmazé termékenyitd anyagot.

3.2.3.2. A gamétak koinkubacidja

Az elékezelésen atesett termékenyité anyagot 1-1,5x10° koncentracioban adjuk az
IVF-TALP termékenyitdmédiumban levé petesejtekhez, és a gamétakat legfeljebb 22-24
oran keresztilil koinkubaljuk. A termékenyités elején a himivarsejtek kapacitdlodnak, majd
megtermékenyitik a petesejteket. A koinkubacid 5% CO, , 98 %-os relativ paratartalom

mellett, 38,5 °C-on torténik.

3.2.4. In vitro embriotenyésztés
A termékenyitést kovetden a petesejteket 80 pl-nyi 38,5 °C hdmérsékletli TALP-
HEPES moso folyadékot tartalmazo 1,5 ml-es steril Eppendorf csébe rakjuk, majd masfél

percig tartd vortexeléssel eltavolitijuk a zigétdk zona pelluciddjahoz tapado
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kumuluszsejteket. Miel6tt az eldzdleg equilibralt tenyésztOkultaraba helyezzik, a
megtisztitott embridkat haromszor keresztiil 6blitjiik a TALP-HEPES cseppeken, majd a
tenyésztdmédiumbal készitett mosocseppen. Az embridtenyésztéshez kétféle tapfolyadékot
hasznaltunk fel.

TCM 199 alapmédium hasznalatakor 10% FCS-sel egészitjiik ki az oldatot. Ebben a
rendszerben az embriok fejlodésének serkentésére, eldsegitésére tarssejt-kultarat alakitunk
ki a tenyésztéedény aljara egy-rétegben letapadd, a vortexelésnél levalasztott
kumuluszsejtekb6l. A tenyésztdedényt 5% CO,, 98%-os relativ paratartalom mellett,
38,5 °C-on taroljuk.

A SOF alapmédiumot hasznalva HOLM és mtsai altal 1999-ben leirtak alapjan az
oldatot esszencialis, nem esszencidlis amindsavakkal, citrattal és mioinozitollal, és 5%
FCS-sel egészitjik ki. Az embridkat mobil inkubatorkamradkban csokkentett, 5% O,
koncentracio mellett tenyésztjiik 7-10 napig.

A termékenyités sikerességét az embridtenyésztés harmadik napjan (d3) az
osztodasi % (osztodott embriok/termékenyitett petesejtek*100) alapjan hatdrozzuk meg. Az
embridtenyésztés hatékonysdgat a tenyésztés hetedik, nyolcadik (d7, d8) napjan a

termékenyitett petesejtszamhoz viszonyitott blasztociszta arannyal jellemezziik.

%

d4 47 48

23. abra: Az in vitro embri6 el6allitas veszteségei.
A termékenyitett petesejteknek csak egy része képes beiiltethetd holyagesira allapotig

fejlédni. Minden egyes osztddasi ciklusban a rendszerben veszteségek 1épnek fel, és a

tenyésztés végén legfeljebb csak minden harmadik termékenyitett petesejtbdl valik
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blasztociszta. A veszteségek szamitasakor a petesejtek szdmahoz viszonyitottuk az adott
fejlédési stadiumot elért embridk mennyiségét (23. dbra). A tenyésztés nyolcadik napjan a
blasztocisztak ardnya kicsit emelkedik, ami egyes embriok fejlédési késésébdl kovetkezik.

A fejlodési allapotokat a 24. dbra mutatja be.

24. abra: Fontosabb in vitro embriofejlddési allapotok.

a.: érett petesejt kumuluszsejtekkel (d0), b.: termékenyitett petesejt himivarsejtekkel (d1), c:
két-sejtes embrio (d2), d: négy-sejtes embrio (d3), e: nyolc-sejtes embrio (d3), f: 16 sejtes
embrio (d4), g: kompaktalodo morula (d5), h: blasztociszta (d6-d7), i: expandalt
blasztociszta (d7-d8), j: felrepedt peteburok (d9), k: kibujt blasztociszta (d9-d11) (Sajat
felvételek)

Az in vitro szarvasmarha embrio-el6allitas 1épéseit oktatasi célbol bemutaté web oldalaink

(http://www.abc.hu) 1996 o6ta talalhatok meg az Interneten. A site megjelenésekor a vilagon
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az egyik legels6 Osszefoglald jellegli on line metodikai leirds volt ebben a témakorben

(BODO és BARANYALI, 1996).

3.3. Az embrio-el6allito rendszer hatékonysaganak novelésére iranyulo kisérletek

Az in vitro embrid-el6dllito rendszer gyakorlati, illetve génmegérzési célu
alkalmazasa olyan mddszertani valtoztatasok bevezetését tételezi fel, amelyek segitségével
lehetdség nyilik egyedileg azonositott embridk eldallitasdra. Az alapkutatdsi célokat
kielégit6, a szarmazast figyelmen kiviil hagyo6, vagoéhidrol szarmazéd petefészkekbol
szarmaz6 petesejtekbdl embridkat tomegesen eldallitd rendszerrel szemben ekkor a
nagyértékll (é16, vagy levagott) donoroktol szarmazo petesejtek csak korlatozott szamban
allnak rendelkezésre. A petesejt csoportokat az embrio-eléallitds egész folyamataban
elkiilonitve kell kezelni. Hogy a donoronkénti petesejtcsoportokbol minél tébb embriot
tudjunk eldallitani, a petesejtkinyerés és az embridtenyésztés hatékonysagat is ndvelni

kivantuk.

3.3.1. Petesejt kinyerés optimalizaldsa

3.3.1.1. Célkittizés
Egy ex situ génmegorzés céljabol kialakitandd embridbank altal megkivant egyedi

nyomonkovethetdség modelljéiil magyar sziirkemarha {iszok, illetve tehenek petefészkeibdl
valé egyedi petesejtgylijtés szolgalt. A génrezerv embridkészlet 1étrehozdsakor fontos
elvaras, hogy a vagodon ledlt allatok petefészkeibdl minél tobb petesejtet lehessen kinyerni.
2002 0Oszén iiszok ¢és a tehenek petefészkeibdl injekcios tiivel torténd aspirdcioval

kinyerhetd petesejtek mennyiségét tanulméanyoztuk.

3.3.1.2. Anyag és modszer

A gyongyosi Falco Trade Rt. szarvasmarha-vagohidjan levagott magyarsziirke
fajtaji iiszOkbol (hat 6-8 honapos allat) és tehenekbdl (12 tiz évnél is idOsebb allat) a
petefészkeket a vagasi folyamaton a zsigerek eltavolitdsaig, a fiilszdm alapjan

végigkovetve, allatonként elkiilonitve tavolitottuk el.
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A petefészkeket testmeleg fiziologias sooldatban atmostuk, majd hordozhato
hiutotaskaban a testhdmérséklet fenntartasa mellett, PBS-oldatban a laboratériumba
szallitottuk. Az els6 allat levagastol a petesejtek leszivasig harom ora telt el. A petefészkek
felszinén talalhatd 2-6 mm 4atmérdji follikulusokat aspiraltuk. A petefészkekrol
hosszméretet vettiink fel. A petesejteket petefészkenként elkiilonitve 3,5 cm atmérdji Petri-

csészékben, TALP-HEPES mosofolyadékba gytijtottiik és leszamoltuk.

3.3.1.3. Eredmények

A kisérlet eredményeit a 3. tdblazatban foglaltuk 6ssze.

atl. hosszméret, | petefészkenkénti | petefészkenkénti |tiiszOnként kinyerhetd
cm atl. tiisz6szam | kinyert atl. ps. szam| petesejtek %-os
(A)) (B.) (C) aranya* (D.)
liszok 2,4+04° 8,6 43,9 45423 52,2°
tehenek| 4,2+0,6° 152 47,6° 5,9 +4,1 38,1°

3. tablazat: A vagohidon ledlt allatok petefészkeibdl vald petesejtkinyerés mutatoi
A kis betiik azt oszlopok adatai kozti statisztikailag igazolhato szignifikans eltérést jelolik.
P<0,05 Statisztikai préba: student t-préba A., B., C. oszlopok, Chi’ préba D. oszlop

Zardjelben a mintak szorasat jeloltiik. (*:100% = megszurt tiiszok szama)

3.3.1.4. Kovetkeztetések, javaslatok

Osszehasonlitva az {isz8k és a tehenek adatait, megéllapithatd, hogy a tehenek
petefészkének mérete jelentdsen, kb. kétszer nagyobb volt a még nem ivarérett lisz6kéhez
viszonyitva. A szemmel megfigyelhetd tlisz6szam (3 mm-nél nagyobb atmérd) is majdnem
kétszer tobb volt, bar tehenek esetében jelentds eltérést tapasztaltunk az egyes petefészkek
kozott. A petefészkenként kinyerhetd petesejtszam tekintetében az eltérést statisztikailag
nem tudtuk igazolni. Habar a tehenek petefészkén tobb tiiszOt taldltunk, az iiszOk
petefészkeibdl nagyobb hatékonysaggal lehetett petesejteket kinyerni.

Az adatok alapjan ugy szamoljuk, hogy levagott allatonként 9-10 petesejtet tudunk

injekcios tlivel végzett aspiracioval a két petefészek tiisz6ibdl kinyerni. Az in vitro embrid-
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eldallitas hatékonysagi elemzése alapjan allatonként 2-3 betiltetésre alkalmas embriot
tudunk rendszeriinkben eldallitani, s igy levagott allatonként egy-két ndivard embrid
létrehozasaval szamolhatunk. Etilén glikolt alkalmazo, vitrifikdciés mélyhtitést kovetd
embridbeiiltetést alkalmazva, SOMMERFELD és NIEMANN 1999-ben kozolt kisérletei
eredményei alapjan 43% vemhesség érhetd el. Ex situ génmegdrzést szolgald
embridobankban kialakitand6 embriddllomany méretének tervezésekor figyelembe kell

venni, hogy igy tiz donor allattol legalabb 4, legfeljebb 9 tiszéborjut allithatunk eld.

3.3.2. Két in vitro tenyésztorendszer hatékonysdaganak elemzése

A kilencvenes évek kozepéig, amikor az embrid-eldallitds csupan vagohidi
petefészkekbdl kinyert petesejtek termékenyitésével tortént, és a nagy szadmban
rendelkezésre 4all6 petesejtekbdl nagyobb csoportokat (30-40 petesejt/ érlelé kulttra)
lehetett 1étrehozni, a TCM 199 alapti médiumok hasznalata igen elterjedt volt. A médium
elénye, hogy a mind in vitro petesejt érlelésre, mind embridtenyésztés szadmara
felhasznalhaté TCM 199 készen vasarolhatdo, embriotoxicitdsra gyarilag tesztelt
tapfolyadék, amit a felhasznalas helyén csupan FCS-sel kell kiegésziteni. Miutan
megkezdddott az OPU kereskedelmi jellegli alkalmazasa 1996 koriil, felmeriilt egy olyan
tenyészt rendszer kialakitdsanak az igénye, amelyik részben hatékonyabb, mint a TCM
199, valamint alkalmas a kis csoportokban torténd embridtenyésztésre. A szérum
kiegészités €s a taplalo sejtkultira elhagyasaval csokkenthetd az in vitro embridkbdl fejlodo
borjak esetén megfigyelt, nagyobb sziiletéskori testtomegbdl adodod nehézellés (un. large
offspring syndrome) kockazata is (VAN WAGENDONK-DE LEEUW ¢s mtsai, 1999).
Sajat tapasztalatok szerint a laboratériumunkban 2001-ig altalanosan hasznalt TCM 199
alapt médium még granuldza taplalo sejtréteggel kiegészitve sem alkalmas arra, hogy
embridszexalédsi programokban, a genetikai analizis soran az egyedileg elkiilonitett embriok

tovabbfejlddését biztositsa.

3.3.2.1. Célkitlizés

Az embriotenyésztd rendszer optimalizalasa céljabol HOLM és mtsai altal 1999-ben

publikélt embriotenyésztési eljarast adaptaltuk. A kultivacio hatékonysaganak ndvelése
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céljabol a TCM 199 alapoldat és a SOF oldat embrioneveld képességét hasonlitottuk Gssze

2002 tavaszan.

3.3.2.2. Anyag és modszer

Az embridtenyésztési adatokat a 2001 és 2002-ben a laboratériumban végzett rutin
embrid-eldallitd programok szolgéltattak. A petesejtek érlelését és termékenyitését a mar
ismertetett protokoll alapjdn végeztem. A maturdltatott petesejtek termékenyitéséhez
mindig ugyannak a holstein-friz bikanak (Laguna Future 12875, sziiletett 1992.04.12.,
sziilei: 11860 Zieland Fast Future x 09610 Crescentmead Chief Steward) a mélyhtitott
termékenyitéanyagat hasznaltuk fel. A termékenyitést megelézden egyszerli spermamosast
alkalmaztunk. A termékenyité médium minden esetben IVF-TALP volt. A zigotakrdl a
kumuluszsejteket vortexeléssel tavolitottuk el. 30-40 embridt tenyésztettiink olajjal fedett
400 pl-es tenyésztocseppekben. A TCM199 alapmédiumot 10%FCS-sel, a SOF
alapmédiumot 10ul/ml MEM (100x) torzsoldattal, 30ul/ml BME (50x) torzsoldattal, 0,5
mg/ml Na-citrattal, 0,1 mg/ml myoinozitollal és 5%FCS-sel egészitettiik ki. A TCM199
alapoldat hasznalatakor a kumulusz sejtekb6l monolayert készitettiink a fertilizacio utan. A
TCM199 oldatot tartalmazd tenyésztOkulturat 5% CO,, a SOF oldatot tartalmazo
tenyésztokulturat 5% CO,, és 5% O, kdzegben inkubaltuk. Az embridtenyésztés eredményét

a kultivacié hetedik napjan biraltuk el.

3.3.2.3. Eredmények

A petesejt érlelés és a termékenyités mindkét kezelési csoport esetén azonosan
zajlott, és az osztddasi arany 70% koriili volt minden programban. Az embriofejlddési
adatokat a 4. tdblazat tartalmazza.

Termékenyitett Blasztociszta aranya
tenyésztomédium petesejtek szdma  tenyésztés 7. napjan (%)
TCM 199 + 10% FCS 438 13°
SOFaaci + 5% FCS 1572 23.5°

4. tablazat: Kiilonbozo tenyésztdfolyadékok alkalmazésanak hatdsa a blasztociszta ardnyra
A kis betiik azt oszlop adatai kozti statisztikailag igazolhato szignifikans eltérést jelolik.

P<0,05 Statisztikai préba: Chi’ préba

41



3.3.2.4. Kovetkeztetések, javaslatok

Eredményeink alapjan a SOFaaci + 5% FCS tenyésztéfolyadék majdnem kétszer
eredményesebb, mint a TCM 199 + 10% FCS, igy laboratériumunkban attértiink a SOF

hasznalatara a rutin in vitro embrid-eléallité programokban.

A SOF médium egyetlen hatranya a TCM 199 médiumhoz képest, hogy sok
komponensbdl, tobb torzsoldat felhasznalasaval, sajat keziileg kell elkésziteni. A miivelet
koltséges és iddigényes, a frissen elkészitett tapoldat csak rovid ideig (legfeljebb egy hét)
tarolhato.

A laboratoriumunkban elért 30% alatti atlagteljesitménnyel azonban nem lehetiink
elégedettek, mert a szakirodalomban ennek a rendszernek a hasznélataval 35-40% kortili
eredményekrdl is beszdmolnak. 1999-ben az Agricultural Research Centre embrioldgiai
laboratériumaban skandinav ayrshire embridk in vitro tenyésztésekor SOFaaci + 5% FCS
hasznalataval 30% hdlyagcsira ardnyt tudtam elérni. Az eredmények kozotti kiilonbség
vagohidrol szarmazd petefészkek mindségi kiilonbségébdl adodhat. Magyarorszagon
tulnyomo tobbségben szaporodésbioldgiai rendellenességek miatt kiildik az éllatokat a
vagohidra, ami a petefészkek egészségi allapotan egyértelmiien meglatszik. A petefészkek
tobbségén elfajult tiiszOcisztak taldlhatok, amik jelenléte jelentdésen ronthatja a kinyert

petesejtek mindségét.

Embri6-el6allitoé rendszeriink hatékonysagat tovabb lehetne ndvelni jobb in vitro fertilitasu
(80-90% osztodasi aranyt elérd) termékenyitdanyag alkalmazéasaval, €és a petesejtek érlelés

eldtti szigoribb mindségi birdlaton alapulo szelekciojaval.

3.4. A termékenyitéanyag funkcionalis jellemzésének lehetdsége az in vitro fertilizacio

modszereinek segitségével

A laboratériumunkban kialakitott embrid-eléallito rendszer a gyakorlati
alkalmazasi, génmegdrzési felhasznalas mellett alkalmas arra is, hogy termékenyitdanyagot
funkciondlisan  értékeljiink  vele, megallapitva egy adott minta in vitro

termékenyitOképességét. Az in vitro tesztelés elemévé valhat a mesterséges termékenyités
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gyakorlataban eddig mar alkalmazott vizsgalati médszereknek. A szakirodalomban tobb
kozlemény is olvashaté arrdl, hogy in vitro laboratéoriumi kornyezetben végzett
funkcionalis tesztek segitségével (pl. peteburok kotddési teszt, in vitro termékenyités)
kivanjak a tenyészbikak adott ejakulatumabdl kialakitott termékenyitéanyag késdbbi, tizemi
termékenyitoképességét elére megjosolni (RODRIGUEZ-MARTINEZ ¢és mtsai, 1996;
ZHANG ¢és mtsai, 1999). A termékenyitdanyag in vitro fertilitisanak eldjelzése is fontos
lehet, mert gyakorlati céli embrid-eldallitas esetén a célparositdsok alkalmaval a kiilonb6zo
donoroktol szarmazo petesejteket kiilonb6z6 tenyészbikatol szarmazo
termékenyitdanyaggal termékenyitik. A bikak kozott az in vitro termékenyités tekintetében
jelentds kiilonbségek adodnak (GORDON, 1994). Ahhoz, hogy a megfeleld bikakat
kivéalasszak, a gyakorlatban eldzetes teszttermékenyitéseket kell végezni in vitro, tobb
ismétlésben. A koltséges teszttermékenyitések kivaltasa érdekében célszerii lenne egy olyan
vizsgalati eljarast kidolgozni, amivel az in vitro fertilitas eldre jol jelezhetd lenne.
Kisérleteinkben a mesterséges termékenyités hagyomanyos vizsgalati moédszereivel, a
himivarsejtek mozgékonysadganak meghatarozasaval, valamint a sejtek fénymikroszkopos
festésével tanulméanyozni kivantuk az in vitro termékenyités felusztatdsi eljaras hatdsat,
jellemezve az eljardssal létrehozott termékenyitomintdkat. Ezt kovetéen a mintakkal
elvégeztiik a teszttermékenyitéseket, és a kapott eredményeket Gsszevetve Osszefiiggést
kerestiink a termékenyitési és a hagyomanyos vizsgélati eredmények kozott. Amennyiben
sikeriilne in vitro termékenyités nélkiil a tenyészbikékat jo, kdzepes €s gyenge in vitro
fertilitasi csoportba osztani egy egyszerli laboratériumi moddszerrel vald vizsgalat
segitségével, a gyakorlat szamara végzendd embrid-eldallitasi folyamat Iényegesen
egyszerlsithetd lenne.

Kisérleteinkben egy fénymikroszkopos festési eljaras kiértékelésének megbizhatosagahoz a

felusztatasi eljaras segitségével kisérleti bizonyitékot kivantunk taldlni a festés egyik

crer
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3.4.1. A felusztatis hatisanak elemzése automata motilitas elemzd berendezéssel, a
motilitasi adatok dsszevetése az in vitro termékenyités eredményeivel

3.4.1.1. Ceélkitlizés

Kisérleteinkben tenyészbikak termékenyitdéanyagat jellemezve vizsgalni kivantuk,
hogy a felasztatdsi teszt milyen valtozdst okoz a termékenyitbanyag motilitasi
paramétereiben, amit automata motilitdismérd berendezés segitségével hataroztunk meg. A
felusztatasi eljarast kovetéen a mintakkal in vitro termékenyitettiink in vitro érlelt
petesejteket. Az embridtenyésztés masodik napjan, az osztodasi % alapjan felallitott bikak
kozotti fertilitasi rangsort dsszevetettiik a felisztatasi teszt motilitds elemzésébdl szarmazo
rangsorral. Feltételeztilk, hogy amennyiben a motilitdsi értékek jol eldrejelzik a
termékenyitdanyag in vitro termékenyitoképességét, lehetdség nyilik arra, hogy az in vitro
legjobban termékenyitd bikdkat az embrio-el6allitdé programok szamara egyszeri motilitas

meghatarozas segitségével valasszuk ki.

3.4.1.2. Anyag és modszer

A kisérletekben hat holstein friz tenyészbikatol szarmazé termékenyitdanyag mintat

jellemeztiink (5. tablazat).

Bika neve, kp. lajstromszama | Sziiletési éve Apa/ anyai nagyapa

Decima Threat — Red, 9788 | 1984.04.11, | 0910 Hannover ~ Hill Triple Threat/
0987 Topas

06388 Grassiedale Rob Red/

Fantom Rob-Red, 10661 1985.11.15. 06190 Rostraver Farms Mister-Red

096560 Twin-Lawn Elevation Jason/

Futar Jason, 11047 1987.03.03. 07195 Long-Haven Standout Stacy
. 08376 Marshfield Elevation Tony/
Géza Tony, 11173 1987.05.15. 03543 Vivat - Fia
09610Crescentmead Chief Stewart/
Heves Stewart, 11528 1988.04.04. 05085 Willow — Farm Rockman Ivanhoe
Laguna Future, 12875 1992.04.12. 11860 Zieland Fast Future/

09610 Crescentmead Chief Steward

5. tablazat: A vizsgalt bikak adatai
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Feltusztatasi teszt

A minték felolvasztast és a minta alarétegzését kovetd egy ords inkubacio utan a
feliiliszobol 850 ul Sperm-TALP médiumot tavolitottunk el, és 250 g-n centrifugaltuk
(1998-as laboratoriumi protokoll alapjan). A centrifugalast kovetden a csapadékrol 650 ul
folyadékot tavolitottunk el, és himivarsejteket 200 pl Sperm-TALP oldatban oldottuk fel.

Motilitas mérés

A méréshez az OMT Rt. Tulajdondban levé ,,HTM Motility Analyzer”, automata
motilitds méréberendezést hasznaltuk fel.
A termékenyitd anyagbol a feliisztatasi eljards el6tt €és utdn mintat vettiink, targylemezre
cseppentettilk, és azt a berendezés mérdnyilasaba helyeztik. A mérdberendezés
képfeldolgozo program segitségével a mért optikai feliileten a himivarsejtek elmozdulasat
egyedileg beazonosithatéan érzékeli. A lemért spermiumokat 100%-nak véve megallapitja
az Osszes motilis sejt (sum motility - SMOT), és az allo sejtek (static sperm - STAT)
aranyat. A motilis sejteket a mozgési sebesség alapjan két kategoridba sorolja:

— Nagy motilitasa himivarsejtek (sperm of high motility - HMOT, v>50 us/s)
— Alacsony motilitdsu himivarsejtek (sperm of low motility - LMOT, v<50 ps/s)

A program meghatdrozza az egyenes eldrehaladd mozgast végzd sejtek aranyat
(straightness of sperm - STRT), és az atlagos progressziv elérehaladasi sebességet (mean

progressive velocity -VEL) is.

In vitro termékenyités

A petesejtekhez adott termékenyitdanyag koncentracioja 10000 spermium/petesejt
volt. A petesejteteket (atl. 30 petesejt/400 ul IVF-TALP) 22 6ran keresztiil termékenyitettiik
IVF-TALP médiumban. Az eredményeket befolyasolhatd esetleges spontan
partenogenetikus osztddds megfigyelése céljabol nem termékenyitett, érlelt petesejtekbdl

kialakitott csoportokat is tovabbtenyésztettiink.

In vitro embriotenyésztés

Az o0szt6do zigétakrol 200 um szajnyilasa iivegkapillarison torténd tobbszori

felszivas és kifujas segitségével tavolitottuk el a kumuluszsejteket. A tenyésztdmédiumnak

45



TCM 199 + 10% FCS oldatot hasznaltunk fel (1998-as laboratériumi protokoll alapjan). A

kisérleteket harom ismétlésben végeztiik.

3.4.1.3. Eredmények

A felusztatasi eljarast kovetden a feliiluszobdl szarmazo himivarsejtek motilitasa
kimutathaté valtozast mutatott: a nagy motilitastt sejtek ardnya novekedett (HMOT),
valamint nétt a motilis sejtek ardnya (SMOT) is az all6 sejtekhez képest. A progressziv
elérehaladasi sebesség (VEL) is minden bika esetén emelkedett. A egyenes elérehaladéssal

mozgo sejtek aranya nem novekedett jelentésen (STRT) (6. tablazat).

Bikdk | AHMOT (%) ALMOT (%) ASMOT (%) ASTAT (%) ASTRT (%) AVEL (umk)
Decima 33 -21 13 -13 3 18
Fantom 26 -7 19 -19 2 8

Futar 31 -17 14 -14 -3 25

Géza 22 -16 6 -6 3 25

Heves 19 12 31 -31 11 8
Laguna 49 -18 31 -31 6 34

Atlag 32 -11 19 -19 4 20

6. tablazat: A feltisztatas motilitasi paraméterekben okozott javito hatasa

Az in vitro fertilitast jellemzd osztoddsi aranyokat és legjelentdsebb valtozast mutatd

motilitasi adatokat a 7. tablazat foglalja 0ssze.

Bikak allo sejtek %-os mozgb sejtek
, %-o0s aranya = SD osztodasi %
aranya (£ SD) =y o7 LMOT
Decima 12 (£1)*° 55 (£7)° 33 (+4)° 73 (£3)°
Fantom 9 (+2)° 48 (+2)° 43 (+0)* 81 (£5)®
Futar 10 (£3)° 54 (£6)* 36 (+4)® 49 (+4) ©
Géza 12 (£5)° 38 (+8)® 51 (+8)® 53 (£6) °
Heves 6 (+1)" 35 (6)° 59 (£6)° 91 (+4)°
Laguna 3 (+1)° 63 (+3)° 34 (+3)° 77 (£)4°
Partenogenetikus - - - 0

7. tablazat: A termékenyitéanyag felusztatast kovetd motilitasi- €s a termékenyitett

petesejtek osztodasi adatai. Statisztikai proba: Chi’ a.,b.,c.: szignifikans eltérés az

oszlopokon beliil (P<0,05)
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3.4.1.4. Kovetkeztetések, javaslatok

A felusztatasi eljaras minden bika esetében ndvelte (+6-31%) a motilis sejtek
aranyat (A SMOT %) és a motilitasi értékek is minden esetben javultak. Eredményeink
alatamasztjak a PARRISH és munkatarsai altal 1984-ben leirt felusztatasi technika motilitas
iranyu szelekcids hatasat, mérési eredményeink szerint is a kezelést kovetden a
feliiluszoban a bizonyithatéan jobb képességli himivarsejtek talalhatok meg. Az eldkezelt
termékenyitéanyag haszndlataval, meghatarozott spermiumsiriiség mellett, igy a
termékenytilés esélye jelentdsen megnovekedhet.

A felusztatasi eljarast kovetden a bikak kozott a HMOT és LMOT motilitasi
értékekben tapasztaltunk statisztikailag is igazolhato kiilonbségeket. Géza és Heves bikak
mintdinak feliiluszdja a tobbi bika spermdjanal gyengébb motilitasunak bizonyult, ezért
feltételeztiik, hogy ennél a két bikdnal az in vitro termékenyités sordn is gyengébb
termékenyitési adatokat figyelhetiink meg. Géza esetében ez a feltételezés helyesnek is
bizonyult, azonban meglepetésiinkre a motilitdsi adatok alapjan leggyengébbnek
feltételezett Heves bika termékenyitdanyagaval termékenyitett petesejtek osztodtak a
legnagyobb aranyban. Az embridfejlddés sordn spontdn sziiznemzést nem tudtunk
megfigyelni.

Az eredményeket Osszefoglalva, dsszhangban PARRISH ¢és mtsai 1986-ban tett
megfigyelésével, sikeriilt kimutatnunk, hogy a felusztatasi eljaras a termékenyitdanyag
motilitds alapjdn vald szelekcidoval javitja a termékenyitdé anyag mindségét. Az
embridtenyésztés osztddasi eredményei szerint az in vitro termékenyitdképességet azonban
nem kizarolag a himivarsejtek mozgékonysaga hatdrozza meg. Megallapithatjuk, hogy az in
vitro embrio-el6allitdo programok szamara alkalmas termékenyitéanyag megvalasztasat csak
a motilitdsi paraméterekre nem alapozhatjuk, a teszt termékenyitések elhagyisa nem
indokolt (BODO és mtsai, 1998a).

Laboratériumunkban a leirt kisérletek ota végzett tovabbi kisérletek eredményeként
tanulmanyozva megallapitottuk, hogy 60 perc helyett elegendd csupan 30 percig végezni a
felusztatasi eljarast, mert a feliiluszoban a himivarsejtek koncentracidja a maximum pont
elérését kovetden lecsokken. A felolvasztas utani, bikak kozotti kiillonbséget a felusztatasi

eljards, a feliiliszoban talalhatd termékenyitdanyag mindségének kiegyenlitésével
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csokkenti, azonban a feliiluszé spermium stirtisége bikanként valtozo. Jelenleg kisérleteket
folytatunk a felisztatasi eljards sordn kialakitott feliiluszé himivarsejt koncentracioja, és az
egyszerli spermiummosast kovetd in vitro fertilizdcio eredményeinek Osszehasonlitdsa
céljabol, feltételezve, hogy a termékenyitdanyag feluszasi erélye dsszhangban allhat az in

vitro termékenyitSképességgel (NANASSY és mtsai, 2003).

3.4.2. A felusztatdas hatasanak elemzése Kovdcs-Foote féle festéssel, a festési eredmények

osszevetése az in vitro termékenyités eredményeivel

3.4.2.1. Célkitlizések

Szamitogép segitette termékenyitd anyagvizsgdlat eszkozeként a gyakorlatban
altaldban csak a draga, de teljesen automatizalt elemzést Ilehetévé tevé CASA
berendezéseket (pl. HTM Motility Analyser) és a készitett digitalizalt képeket elemzd
programokat (pl. MEDEALAB - Tracking System, Bildanalyse) alkalmazzdk ¢16 minta
értékeléséhez. Ezek a komplex eszk6zok azonban nem fixalt és festett kenetek értékelésére
lettek létrehozva. Mivel laboratoriumunkban a termékenyitdanyag rutinjellegli morfoldgiai
vizsgalatahoz a Kovacs-Foote féle tripan kék/Giemsa festést (KOVACS és FOOTE, 1992)
hasznaljuk fel, a festés kiértékelésének egyszeriisitése céljara egy, mind a rutin
gyakorlatban, mind kisérletek sordn is alkalmazhat6 himivarsejt szamldlo adatbeviteli
program kifejlesztését tiiztik ki célul (BODO és mtsai, 2002b). A termékenyitdanyag
mindsitést veégzoé laboratériumok zOme rendelkezik IBM kompatibilis személyi
szamitogéppel, igy kézenfekvd volt, hogy a szoftver segitségével a laboratorium
szamitogépét alakitsuk adatbeviteli eszkdzzé. A programot a kutatds és az oktatds szamara
ingyeness¢ kivantuk tenni, ezért azt az Interneten barki szamara letdlthetd formaban
helyeztiik el.

Ezt a programot is felhasznalo kisérleteinkben a felusztatasi eljarasnak a festési
eredményekben  kifejez0d0  hatdsat  vizsgaltuk,  kilenc  holstein-friz ~ bika
termékenyitdanyagat jellemezve. A felisztatasi eljarast kovetden a mintakkal in vitro érlelt
petesejteket termékenyitettiink in vitro. Az embridtenyésztés masodik napjan, az osztodasi

% alapjan felallitott bikdk kozotti fertilitdsi rangsort vetettiik Ossze a felisztatdsi teszt
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soran, a festési eredmények alapjan kialakitott rangsorral. Feltételeztiik, hogy a festési

eredmények eldjelezhetik a termékenyitdanyag in vitro termékenyitdképességét.

Az akroszoma allapotat az akroszomalis régid Giemsa festodése, €s a sejtek él6/holt
allapotat, a posztaktroszomalis régio tripan kék festddése alapjan egyszerre kimutato,
Kovacs-Foote féle festés kiértékelésekor NAGY €s munkatarsai 1999-ben felfigyeltek arra,
hogy egyes, €16 festddést mutatd, ép akroszomaju sejtek farki része (kozépdarab, vagy a

farok teljes hosszdban) szintén festodést mutat (25. abra).

¢

25. abra: Halott (A.), €10, ép akroszémaju, de festddo farku (B.), €16, €p akroszomaju (C.)

himivarsejtek

A festés eredményei szerint, az é16 himivarsejtek akroszomaja lehet ép (EE), lehet
ép az akroszoma, de a farok festddd (EF), az akroszoma lehet fellazult, vagy sériilt (ES), és
hianyozhat is (EN). A halott sejtek akroszoéméja is lehet ép (HE), sériilt, vagy fellazult
(HS), illetve hidnyozhat (HN) (8. tablazat).

E1§ sejtek Holt sejtek
Kategoria Akroszoma allapota Kategoria Akroszoma allapota
EE ép HE ép
EF ép HS sériilt, fellazult
ES sériilt, fellazult HN hianyzik
EN hianyzik

8. tablazat: A Kovacs-Foote festés eredmény kategoriai
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Feltételezhetd volt, hogy a membran sériilés a mozgékonysag elvesztését okozza.
Ennek igazoldsahoz a felisztatdsi tesztet hivtuk segitségiil, mivel annak a motilitas
szempontjabol végzett szelekcids hatasardl elézéleg mar meggy6z6dtink (BODO és mtsai,
1998). Feltevésiink szerint, ha a farok fest6dés valdban a korlatozott motilitasra utal, a
feltisztatasi eljaras végén a feliiluszoban talalhato €16 sejtek kozott az ¢loként festddo, de
farok sériilt sejtek aranya kisebb lesz, mint a felolvasztas utan vett mintaban, s igy kozvetve

igazolhatjuk a kérdéses (EF) festési frakcioba tartozo sejtek csokkent motilitasat.

3.4.2.2. Anyag és mddszer

A vizsgélatokhoz tiz tenyészbika (Lantos, Lidérc, Lobogd, Kivalo, Kristaly, Tablo,

Talizman, Trenk, Szeged és Szo6tlan) mélyhiitott termékenyitdanyagat hasznaltuk fel.

A termékenyitéanyag minta festése

A miiszalmak felolvasztasa utan kozvetleniil mintat vettiink, és a Kovacs-Foote féle
festéshez elkészitettiik a keneteket. A feliiliisztatast a laborprotokoll szerint végeztik. A
feliiliszobol, majd a centrifugalds utdn a 100 pl-ben visszaoldott koncentratumbol szintén
kenetet készitettiink, és a targylemezeket megfestettiik.

A festés soran 10 pl-nyi mintat tdrgylemezre cseppentett, 0.4% tripan kék (Sigma T
8154) festékoldat fiziologias sooldattal vald 1:1 ardny( higitaséval eldallitott 0.2%-o0s
tripan kék oldatban oldunk fel, majd egy masik targylemez segitségével azonnal kenetet
készitlink, amelyet fliggdleges helyzetben szobahémérsékleten 1égszaritunk. A beszaradast
kovetden a lemezeket 0.2 g neutral vorost tartalmazo (Sigma N 2880), 86 ml 1 N HCI-bol
¢s 14 ml 37% formaldehidbdl all6 fixalé oldatba helyezziik két percig. A fixalas utan
csapvizzel, majd desztillalt vizzel atoblitjiik, és 7.5% Giemsa festékben (Sigma GS 500)
festjik legalabb négy oran 4t a lemezeket. A festés utan a mintdkat csapvizzel torténd
ledblités utan két percig desztillalt vizben differencialtatjuk, majd levegdn megszaritjuk. A
targylemezekre DPX-szet (BDH) cseppentve fed6lemezzel fedjiik. A festést fénymikrosz-
koppal biraljuk el, 40 x, vagy immerzids, 100 x objektiv hasznalataval.
A laboratériumban kifejlesztett Hamupipdke/Cinderella sejtszamlald programmal végzett

szamlalas sordn a keneten rogzitett, és megfestett sejteket (200 db/lemez) a festés hét

crer
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In vitro termékenyités és embriotenyésztés

A felusztatast kovetden az eldkezelt termékenyitbanyag mintdkkal in vitro
teszttermékenyitéseket végeztiink. A vagohidrol szarmazd petefészkekbdl kinyert, egy
napig érlelt petesejteket, felusztatdsi kezelést kovetéen, 1*¥10°  spermium/ml
koncentracioban, 22 o6ran keresztiil 20 pg/ml heparinnal  kiegészitett IVF-TALP
médiumban, 39 °C-on, 5% CO2-ben termékenyitettilk. A termékenyitést kdvetden a
petesejteket koriilvevd kumuluszsejteket mésfél perces vortexeléssel eltavolitottuk, majd
TCM 199 + 10%FCS tenyésztéfolyadékban tenyésztettiik tovabb (1998-as laboratdriumi

protokoll alapjan). A harmadik napon megallapitottuk az osztddasi aranyt.

3.4.2.3. Eredmények

Hamupipdke/Cinderella sejtszamlalo program

Az IBM kompatibilis szamitégépek szamara kifejlesztett program a mikroszkop
mellé helyezett szamitogép billentylizetének NumPad — szamkarakter input egységének
billentyiithez rendeli a festés kiilonbozo kategoriait, igy a szamlalast végzo operator a
megfeleld billentyli lenyomasaval tarolhatja el a megfigyelt sejtek festési adatait (26. dbra),
amit a szamitogép hangjelzéssel jelez vissza szdmara (minden kategoéridhoz kiilon hang

tartozik).

26. abra: A program hasznalat kdzben

Az eldre beallitott sejtszam leszamlaldsdnak befejezésérdl a program szintén hangszignallal

tajékoztatja a szamlalast végz6 személyt. Tobb szamlalasi ciklus, ismétlések is elvégezhetd
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egy futtatas alkalméval. A szamlalas aktualis allasa a szdmitdgép monitorjan folyamatosan
kovethetd. A program DOS valtozata (27. éabra) akar Kkisteljesitménytli, tiz éves
szamitogépeken is futtathatd, az eredményeket a képernyén egy eredménytiblazatban
Osszesiti, atlagolja, valamint kiszamitja a szorasértékeket. A Windows operacios rendszerre
késziilt valtozatba (28. abra) ezt az elemzési lehetdséget nem épitettiik bele, feltételezve,
hogy a felhasznalok rendelkeznek tablazatkezeld programmal (pl. Microsoft Excel), amivel
a szamitdsok konnyen elvégezhetdk. Mindkét program az eredményeket az Excel szdmara,
a sziikséges fajlkonverzios beallitasok segitségével konnyen importalhato, txt kiterjesztésii
eredményfajlba menti ki. A programokhoz készitett hasznalati utmutatd tajékoztat a

programok kezelésérdl, az adatok betaplalasi és mentési eljarasar6l valamint ismerteti a

Kovéacs-Foote festés 1épéseit.

Himivarseit szamlalo program Kovécs-Foote festés értékeléséhez I e R=TE ]
Bullel
-
2
1
e
6
2
—
3
1
Ismetlesenkenti sejtszam: Fatier
Leszamolt sejtek szama:
© Undo .
Ll
FSC:Kilepes PrScr:Nyontatas| 1pol .0, Lol _'l;l el Lt

CINDERELLA SFERM COUNTER SOFTWARE

BE Vhon the cobs visibl in a microscopn feid
M| have 1o be counted and classdied in several
categories (such as in the Kovacs-Fonls
slammg,  when  sewn  categonies  ane
B distinguished accordng to the state of the
(il acrosoma and the liidead status of the
| spermatozes), the work can be simplifed and

made easier if a coll counter i used
Research and qustly conlrol laboratones
usually ham  IBM-compatible personal
computers, therefore, 1 seemed 10 be
reasonable to develop a cell counting software —]
* 10 ealuate tho somon staining as a part of
B the compie semen evsiuation. The mnimum
PRSI nardwar roquinsmert of the sotwars caled
Hamupipbke' (Cindurells) is an AT 266 PC

= 't = e 1 n««?mnm frealy. The
suftwares can bu run wnder D0% and Windows, Each parameters (categery) are assigned to the
buttons of the Num Pad 5o they can be used for data inpat. There is an sudible feedback following the
input of sach datum. 50 the oporator can continucusly woek with the microscops, The numbor of ol w
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29. abra: A program letdltési oldala (screenshot)

52



Mindkét program angol €s magyarnyelvii valtozatat elkészitettiik. A programok az
Internetrdl, a http://sperm.abc.hu informécids web-site-rol ingyenesen letolthetok (29.

abra).

A festés eredményei

A Kristaly nevli bika miiszalmaibdl szdrmaz6 mintdkban a kiindulasi allapotban
talnyomorészt csak halott sejtek talaltunk, ami miatt kizartuk a kisérletbol.
A lemezek kiértékelése alapjan kapott a bikak atlagolt eredményeit (mintdnként

harom ismétlésben végzett szamlalas, 200 spermium/ciklus) a 9. tdblazat foglalja 6ssze.

Festési A spermafrakciok %-os aranya (Atlag+SD)
kategoriak Feltsztatas el6tt Feliiltiszo Centrifugalas utin
EE 53.1+73° 73.346.6° 65.1 6.3 °
EF 16.3 +3.7° 63+2.2° 8.8+2.4°
ES 1.0 0.5 45429 2.840.9
EN 0.3+0.3 23+1.9 54447
HE 1.241.0 1.241.0 1.6 1.3
HS 25.0+4.9° 92425° 10.6 +3.2°
HN 3.1+1.1 3.342.0 5.7+43.9

9. tablazat: A Kovacs-Foote festés eredményei a kezelés elbtt és utan. Statisztikai proba:

Chi’ a., b., c.: sorokon beliili szignifikans kiilonbség taldlhaté az értékek kozéott (P<0.05)

Kezeles elott Kezelés utan
ES , ,
1% \_EN , EN
0% i; 3%
EF EF ~7°
23% 7%
76% EE
85%

30. abra: A felusztatas hatdsa az €16 sejtek kozotti aranyokra (Osszes é16 sejt = 100%)
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A feliiluszoban az ¢é16, ép akroszomajt sejtek (EE) ardnya a kezelés hatasara statisztikailag
igazolhatdan nétt a felusztatdsi eljaras hatdsara, mikozben az elvardsainknak megfelelden a

festddé farka frakeié (EF) mérete szignifikansan lecsokkent (30. abra).

Az egyes bikak ¢16, ép akroszomdju sejtek alkotta frakciojanak a kezelés hatasara

bekovetkezd ardnyvaltozasat a 10. tablazat szemlélteti.

bikak | o |
Swimup elétt  Feliilisz6  Centrifugélés utan
Kivalo 55,8 74,5 72,1
Lantos 44 75.4 72,3
Lidérc 46 70 70
Lobogd 52,5 74 64,2
| Szétlan 573 57,5 52,8 |
Tablo 49,3 80,5 67,3
Talizman 51,3 77 61,5
Trenk 68,8 76,8 61,3

10. tablazat: Az €16, ép akroszomaju sejtek aranyanak valtozasa bikanként

A kezelés hatdsara a Szotlan és Trenk nevii bikakon kiviil minden bika esetén 20-30%-kal
nétt a frakcid aranya. A Szoétlan bika mintdja a kezelés ellenére jelentdsen elmarad a bikak
atlagos frakcid aranyatdl feltisztatasi eljaras végén. A centrifugalas minden esetben karosan
hatott az €16, ép akroszomaju sejtekre. Az akroszéma nélkiili sejtek aranya megemelkedett,
mikdzben a sériilt, fellazult akroszomaja sejtek mennyisége csokkent. A halott, akroszoma

nélkiili sejtek mennyisége enyhén nott.

EE >70% | EE 60-70% | EE 50-60% | EE 40-50% | EE <40%
Kezelés elott Trenk Kivalo Lantos Szeged
Lobogo Lidérc
Szotlan Tablo
Talizman
Kezelés utan Kivalo Lobogo Szotlan Szeged
Lantos Tabl6
Lidérc Talizman
Trenk

11. tablazat: A kezelés hatasa bikanként
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A bikak felusztatasi eljaras elotti €s a kezelés utani, az €16, ép akroszomaju sejtek aranya
alapjan kialakitott rangsoranak valtozasat a 11. tdblazat tartalmazza. A felusztatasi eljarast
kovetden a bikak rangsora atrendezOdik. Harom bikénal (dolt betiivel jeldlve) nem

tapasztaltuk a felusztatas 1ényeges javitod hatasat.

Az in vitro termékenyités eredménye

A bikak termékenyitdanyagainak in vitro termékenyitd képességét a petesejtek osztddasi

%-a alapjan hataroztuk meg (31. 4bra).

25 4

20

% 15

10

Lidérc Talizman Lobogd Kivalé  Szdétlan  Trenk Lantos Tablé  Szeged

31. abra: A bikék kozott az osztodasi % alapjan felallithato rangsor (4z azonos szinii
oszlopok a felusztatdsi eljaras utani festési eredmények alapjan hasonlo mindségii

termékenyito anyaggal rendelkezo bikakat jelolik.)

Az osztodasi eredmények alapjan a Lidérc €s a Talizman nevii bikdk in vitro fertilitasa volt
a legjobb, Kivald és Lobogo6 gyengén termékenyitett, mig Szotlan, Lantos, Trenk, és Tablo
bikak termékenyitdanyagaval termékenyitett petesejtek tobb mint 90%-a nem osztodott. A

Szeged nevii bika in vitro egyaltalan nem termékenyitett
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3.4.2.3. Kovetkeztetések, javaslatok

A felusztatasi teszt segitségével kozvetve sikeriilt igazolnunk, hogy a NAGY és
munkatarsai altal megfigyelt €16, ép akroszomaju és festddo farku sejtek valoban gyengébb
motilitasiak, mert a motilis sejteket koncentrdlasdra szolgaldé spermiumszelekcios
modszerrel a kérdéses sejtek aranyat a feliiliszoban jelentdsen cs6kkenteni lehetett.

Az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a Kovacs-Foote festés a sejtek ¢16/holt
allapotanak, az akroszoma épségének kimutatdsa mellett bizonyithatdéan ismeretet nyujt a

sejtek mozgékonysagarol is (BODO és mtsai, 2000a, BODO és mtsai, 2000b).

A felusztatdsi eljaras leglatvanyosabban a Lidérc nevii bika esetén javitotta a
termékenyitdanyag mindségét. Ez a termékenyitdanyag termékenyitett in vitro is a
leghatékonyabban. Bar a feliisztatasi eljarast kovetden, a feliiluszo 70 % felett tartalmazott
mozgékony ép akroszomaju ivarsejteket a Lantos nevii bika esetén a festés alapjan, az in
vitro termékenyités soran azonban ugyanez a termékenyitdanyag csak igen gyenge
osztddasi %-ot tudott elérni. Szotlan, Trenk és Szeged bikdk esetén a termékenyitési adatok
megfeleltek a feltisztatasi eljaras eredmények alapjan valo elvarasnak.

A felusztatasi tesztet kovetd, festési eredmények alapjan felallitott bikdk kozotti
rangsor csak részben felelt meg a termékenyités sordn az in vitro termékenyitéképességet
jelzd osztddasi % alapjan feldllitott rangsornak, ezért megallapithatjuk, hogy a Kovéacs-
Foote festés, akarcsak a motilitdsi paraméterek meghatarozasa, onmagaban nem alkalmas

eljaras az in vitro termékenyitoképesség eldrejelzésére (BODO, 2000c¢).

3.5. Osszefoglalas

A mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpont Embrioldgiai Laboratoriuméaban
kidolgoztunk egy olyan in vitro embrio-eldallitasi protokollt, amit kiillonbozd felhasznalasi
teriileteken egyarant sikeresen lehet alkalmazni. A tenyésztdmédiumok hatékonysaganak
Osszehasonlitasa alapjan kivalasztott SOFaaci + 5% FCS tenyésztomédium segitségével a

termékenyitett petesejtek 20-30 %-a fejlodik laboratoriumunkban holyagcesirava.
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Rendszeriink alkalmas az alapkutatas szamara kisérleti objektumként embridk
eldallitasdra, de a gyakorlat szamara képes nagy tenyészértékkel bird petesejt donor
allatoktol szarmazo petesejtek célpérositassal valo in vitro termékenyitésével nagy értékii
embriok létrehozasara is. A szarmazast végig nyomon kdvetve, donoronként elkiilonitve, a
kis csoportokban tenyésztett embriok kereskedelmi célbol kialakitott embriobankban
tarolhatok mélyhiitve, de alkalmasak recipiens ndstényekbe vald kdzvetlen beiiltetésre is.

Rendszeriinket génmegdrzési programokban is felhaszndlhatjuk, ex situ
génmegOrzést szolgdld embriobank szamara éllithat el6 embridkat in vitro.

Az in vitro embrid-eléallitdé rendszer alkalmas tenyészbikdk termékenyito-
anyaganak funkcionalis elemzésére is. Kisérleteinkben egyelére nem sikeriilt olyan
egyszerl vizsgalati modszert talalnunk, ami alkalmas lenne egy termékenyitbanyag minta
in vitro termékenyitoképességének eldrejelzésére, ezért egy erre alkalmas prediktiv eljaras
kidolgozésan jelenleg is dolgozunk.

A termékenyitdéanyag értékelés soran a gyakorlatban hasznalt Kovacs-Foote féle
festés kiértékelésének megkonnyitése érdekében kifejlesztettiink egy Internetrdl ingyenesen
letolthetd szamitogépes programot (DOS, Windows verzid), ami alkalmassd teszi a
laboratorium szamitogépét folyamatos mikroszkopos megfigyelés mellett végezhetd
adatbevitelre, megkonnyitve ezzel a himivarsejtek festési kategoriak szerinti leszamlalasat.
A program a himivarsejteket mikroszkoppal kiértékeld személy munkajat segiti.

Az in vitro termékenyités felusztatasi eljarasat felhasznalva sikeriilt kozvetve
igazolnunk, hogy a Kovacs-Foote festést alkalmazva a farok festodést mutato, de
egyébként  éloként  fest6d6é, ép  akroszomaju  himivarsejtek  csokkent
mozgasképességiiek, ezért a festési eredmények kiértékelésekor a termékenyitésre

alkalmas €10 sejtek koziil ezt a frakciot ki kell zarni.
Az in vitro eldallitott embridkat a recipiens allatokba val¢ iiltetés elott genetikailag

jellemezhetjiik. Az ehhez sziikséges modszerekkel, a genetikai vizsgalathoz sziikséges

sejtminta kinyeréséhez kidolgozott eljarasokkal foglalkozik a dolgozat kdvetkezd része.
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4. A PREIMPLANTACIOS GENETIKAI DIAGNOZIS ALKALMAZASANAK
LEHETOSEGE A SZARVASMARHATENYESZTESBEN

4.1. Irodalmi attekintés

4.1.1. Bevezetés

Eurépaban a kereskedelmi céllal recipiens allatokba {iltetett embriok 90%-at
MOET programokban allitjak el6. Az embriok egy része, 1997-ben 6%, 1998-ban 10%,
nagy tenyészértékll sziloktdl, in vitro embrio-eldallitasbol szarmazik (HEYMAN, 1999).
Ha az embriokat mar beiiltetésiiket megelézden, az un. preimplanticios fejlodési
szakaszban, genetikailag lehet jellemezni, értékiik jelentésen ndvelhetd. A genetikai
jellemzés az embriok genetikai anyaganak vizsgdlatdn alapszik, ami az embriok

egyediségén alapul6 szelekcios lehetdséggel segitheti az allattenyészté munkajat.

A korai embriofejlédés szakaszdban, az emlds embriok mikromanipulacidval
torténd darabolasa (felezés, negyedelés) utdn az embridodarabok képesek regeneralddni.
Beldliik a betiltetést kovetden ¢€letképes magzat és utodd fejlodik (OZIL és mtsai, 1982).
Ezen megfigyelések alapjan dolgoztak ki a szarvasmarha embriok (moruldk, blasztocisztak)
l1étrehozasanak, a klénozéasnak az elsd sikeres technoldgiajava valt (WILLADSEN, 1979;
WILLADSEN ¢és POLGE, 1981). A kompaktalodast megel6zé embriofejlodési szakaszban
(4-16 sejtes embriok) néhany embrionalis sejt, un. blasztomer mikromanipulacioval valo
eltavolitasa sem befolyésolja jelentdsen az embriofejlédést (WILTON és TROUNSON,
1989). Megfigyelések szerint a beavatkozas utdn megmarad6 sejtek totipotencidjuknal
fogva képesek potolni az eltavolitott sejteket, atvallalva szerepiiket. Az eltavolitott sejtek
felhasznalhatok genetikai elemzésre, igy az embrio, még a beagyazodast megelézden
genetikailag jellemezhetd.

A preimplantacios genetikai diagnézist eredetileg az embergyogyaszat szamara, az
asszisztalt reprodukcios terapia kiegészitéséhez fejlesztették ki. A prenatalis diagnosztikai
eljaras segitségével orokletes terheltségeket hordozd, in vitro fertilizacidos programban

résztvevd paroknak egészséges, az Orokletes terheltségtdl teljesen mentes, vagy a mutans
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gént csak recessziv formaban hordozo, heterozigota, de egészséges fenotipusu gyermeke
szlilethet. A beavatkozds a terheltségben szenvedd, beteg gyermekek megsziiletésének
kockézatat nagymértékben csokkenti.

A kilencvenes évek elejétdl a modern molekularis bioldgia intenziven fejlodik. Az
uj diagnosztikai modszerek és a kutatds eldrehaladasa lehetévé tette olyan betegségek
szlrését, mint tobbek kozott a Duschene muszkularis disztrofia, a cisztikus fibrozis,
hemofilia A, Tay-Sach féle és a Huntington betegség. A legtjabb eredmények szerint az
amiloid prekurzor fehérjét kodold gén V717L mutacidja okozta, korai kifejezddésti
Alzheimer kor szlirése szamara sikeriilt embriondlis sejteken is miikodd genetikai tesztet
kifejleszteni (VERLINSKY és mtsai, 2002).

Az éllattenyésztésben a genetikai diagnézist, ellentétben a humén gyakorlattal,
elészor nem terheltségek kimutatdsdra, hanem az embrid-atiiltetést megel6zden,
embridomosasbol szdrmazo embriok ivaranak meghatarozasara hasznaltak fel (HERR és
mtsai, 1990)

A preimplantaciés genetikai diagnoézis hatékonysdga az embriondlis sejtek
kinyerési technikdjanak, az embriobiopszidnak és az eléggé érzékeny, sokszor egy sejt

genetikai anyagat is vizsgalni képes genetikai analizisnek a sikerétdl fiigg.

4.1.2. A preimplantdcios genetikai diagnozis modszerei

4.1.2.1. Embriobiopszia

A blasztomerek eltavolitasara tobb mikromanipulacids lehetdség is adodik. Az
embriofelezés szamdara kifejlesztetett daraboldsi technika mikropenge, illetve
tivegkapillarisbol készitett iivegtli segitségével végezhetd el. A zona pellucida elmetszése
utan, a késObbi magzati méhlepényt képzd, trofektoderma sejtek egy részét (az eredeti
embri6 térfogatanak 10-30 %-at) lehet a holyagesirakbdl eltavolitani. A mikromanipulacié
soran az embridcsomoO, amibdl késObb a magzat fejlodik, épen marad (32. &bra). Az
embridcsomot tartalmazd embridrész recipiens allatokba iiltethetd (BREDBACKA, 1998).
A mikromanipulaciot altaldban  mikroszkopasztalra szerelt mikromanipulatorok
segitségével hajtjak végre. Elterjedében van a szabad kézzel torténd felezés is, ami a

beruhazasi koltségeket jelentdsen mérsékeli (BREDBACKA ¢és mtsai, 1995).
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A mikroaspidcios technikat eredetileg egér blasztomerek kinyerésére dolgozta ki
Wilton és Trounson 1989-ben. A kompaktalddast megel6z6 embriofejlédési stadiumu
embriokbol 1-3 blasztomer nyerhetd ki a zona pellucidan ejtett szitk - 30 um atmérdju -

nyilason keresztiil, mikromanipuldtorral vezérelt aspirator kapillaris segitségével (33. abra).

32. dbra: Embriobiopszia darabolasi 33. édbra: Embriobiopszia

technikaval mikroaspiracios technikaval

A zona pellucida, ellentétben a darabolasi technikéaval, ez esetben csak igen kis
feliileten sériil, igy az embridé védelmében jatszott funkcidjat az embriofejlodés késdbbi
szakaszaban is képes betdlteni. A kompaktalddas folyamatat eldsegiti, hogy az alig sériilt
részének hidnydban egér esetén négy, szarvasmarhandl még nyolc-sejtes korban is
bekovetkezhet.

A darabolasi technikdval szemben ez esetben a mikromanipulalt embridk a
beavatkozast kovetéen még harom napig fejlodhetnek in vitro, ezért az embridbeiiltetést
megeldzden joval hosszabb i1d6 all rendelkezésre a genetikai teszt elvégzésére.

Szarvasmarhandl a mikroaspiraciot csak in vitro eldallitott embridkon indokolt
végrehajtani, mert az embriomosassal kinyert, késobbi fejlodési allapoti embridkat
(morulakat és holyagcsirakat) mar csak daraboléassal lehet biopszidzni. Ha az embridkat a
mikroaspiraciot kovetéen mélyhiitik, a nagy feliileten intakt zona pellucida krioprotektiv
hat4sa jobban érvényesiilhet (VAJTA ¢és mtsai, 1997). A mddszer hatranyat az jelentheti
hogy a kevés kinyert, 1-3 blasztomer legfeljebb sejtenként egy parban tartalmazza a

genotipizalni kivant géneket, és ez a téves diagnozis kockazatdit megnoveli.
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CARBONNEAU ¢s munkatarsai szerint (1997) az embriok in vitro tovabbfejlodési
képessége jelentdsen csokkenhet a mikroaspiracidt kovetden, €s recipiens 4llatokba

tiltetésiiket kdvetden a vemhesiilési arany is kisebb, mint az intakt embriok betiltetésekor.

4.1.2.2. A blasztomerek genetikai elemzése

Az analizis technikdja parhuzamosan fejodott a molekularis bioldgiai modszerek

tokéletesedésével.

Kariotipizalas

A legeldszor alkalmazott genetikai vizsgélat az egyik embridfél sejtjei kozil a
mitdzis metafdzisaban levok kromoszdémafestése volt. Az analizis az ivari kromoszomak ¢és
kromoszéma rendellenességek kimutatasara volt alkalmas (ANDERSON, 1985; PICARD
és mtsai, 1985). Az els6 szexalt embriobdl szdrmazod borju 1985-ben sziiletett meg
(PICARD ¢s mtsai, 1985). A meglehetdsen nehézkes, bizonytalan eljaras alkalmazéasa
mellett (SEIKE ¢és mtsai, 1990; YADAV ¢és mtsai, 1990), a nyolcvanas években HY-
specifikus monoklonalis antitest tesztet is kifejlesztettek az embriok ivaranak

immunreakcidval torténd kimutatasdhoz (ANDERSON, 1987; WACHTEL és mtsai, 1988).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Az 1987-ben leirt rendkiviil érzékeny analitikai modszer egy ismert szekvencia
specifikus inditd oligonukleotid szekvenciak segitségével, tobb ciklusban torténd repetitiv
megsokszorozasaval éllithat6 eld a kimutatashoz sziikséges DNS mennyiség (MULLIS és
FALOONA, 1987). A kinyert néhany embriondlis sejt genetikai anyaganak feltarasa utan
alig néhany oOrdval mar megszilethet a vizsgalat eredménye. Az amplifikdtumot
gélelektroforézissel vagy magaban a PCR csében, DNS festékkel lehet kimutatni
(BREDBACKA ¢és mtsai, 1995).

A modszer érzékenysége miatt akar egyetlen sejt egyetlen gén kopidja is kimutathato (egy-
sejt PCR). A klinikai gyakorlat mutaciok és szekvenciapolimorfizmusok kimutatasara
azonnal elkezdte felhasznalni az eljarast (WONG ¢és mtsai, 1987; VOSBERG, 1989). Az
egy-sejt PCR technikat sikeresen alkalmaztdk ember (HANDYSIDE és mtsai, 1989) és
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egér embriondlis sejteken (BRADBURY ¢s mtsai, 1990). Az els6é, PCR alapjan valo
embrioszexalasi programbdl szarmazd borji megsziiletésér6l HERR ¢és munkatérsai
tudositottak 1990-ben. Hamarosan megjelentek az embridszexalashoz a gyakorlat szdmara
is megbizhatéan alkalmazhat6 PCR technikakat leir6 kozlemények (COTINOT ¢és mitsai,
1991; PEURA ¢és mtsai, 1991; BREDBACKA ¢és mtsai, 1995). Magyarorszdgon 1993-ban

MACHATY és munkatarsai kozolték sajat embridszexalasi eljarasukat.

Fluoreszcens In Situ Hibridzacio (FISH)

A technika szintén alkalmas egy specifikus szekvencia egy sejtbdl torténd
kimutatasara. Elénye, hogy a fluoreszcens jelolés segitségével a vizudlisan is - in situ -
értékelhetd az eredmény. A célszekvencidhoz hibridizdlo6 DNS proba vagy fluoreszcens
festékkel jelolt, vagy antigént kapcsoltak hozzé, amihez fluoreszcens antitest tapad, hogy a
kimutathatdsagi hatarig fokozza a fluoreszcens jel szintjét. A FISH segitségével
kromoszoma mutéciok is vizsgalhatok, kimutathatd az aneuploidia, mozaikossag, triploidia,
¢s a transzlokéciok is. A FISH-t (PENKETH ¢és mtsai, 1989) illetve a FISH PCR-rel val6
kombinacidjat (MUNNE és mtsai, 1994) sikerrel alkalmaztak a human asszisztalt
reprodukcids gyakorlatban. Az els6 gyermek 1992-ben sziiletett in vitro fertilizacioval
létrehozott és genetikai diagnoézissal terheltségre sziirt embriobol (HANDYSIDE és mtsai,
1992).

A embridmosés és in vitro embrio-eldallitds segitségével nyert szarvasmarha
embriok gyakorlatban végezheto szexaladsanak Iépéseit a 34. dbra mutatja be.

A genetikai vizsgalatok korét ki is lehet szélesiteni, mert az embrid ivaranak
meghatarozdsan kiviil lehetdség van egyes nagyhatdsi gének genotipizalasara,

crer

a szarvasmarha orokletes terheltségeinek szlirésére is.
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34. dbra: Az embrioszexalas menete.

A tej ipari feldolgozhatdsaga szempontjabol a kappa-kazein BB genotipus elényd0s.
A BB genotipus eldforduldsa ardnylag ritka. Amennyiben a heterozigota sziiloktdl
l1étrehozott embrid kappa-kazein genotipusa még a beiiltetést megel6z6en megallapithato,
kereskedelmi értékesitéskor a BB genotipusit embrioért nagyobb ar kérhetd. A
preimplantaciés szelekcid segitségével egy generacid alatt BB kazein vonal alakithato ki
(DOHY, 1999).

Transzgénikus allatok létrehozéasakor koltségkimélés miatt indokolt lehet a csak
transzgént hordozd embridk beiiltetése. A transzgén mellett az embrid ivarat is meg lehet
hatdrozni, mert a transzgénikus vonal alapitas lényegesen olcsobb és gyorsabb, ha az
alapité him ivart (HORVAT ¢és mtsai, 1993; HYTTINEN ¢és mtsai, 1994; HYTTINEN ¢s
mtsai, 1996). A PCR-en alapul6 genetikai vizsgalat megbizhatdsagat azonban rontja, hogy
a transzgén az embridban mozaikosan épill be. Igy, még ha a biopsziaval kinyert
blasztomer negativnak is bizonyul a transzgén szempontjabol, az embridoban lehetnek
transzgénikus sejtek, de ennek a forditottja is el6fordulhat. A PCR analizist helyettesitheti,
ha a génkonstrukcidval fluoreszcens protein markergént (pl. GFP) koinjektalnak. Kettds

beépiilés, és a marker gén preimplanticios korban torténd expresszidja esetén a
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transzgénikus embriok a beiiltetést megel6zden, mikromanipulacidé nélkiil, fuoreszcens
mikroszkdp segitségével kivalogathatok (CHAN és mtsai, 1999).

A szarvasmarha embriok mendeli 6roklésmenetet mutatd, drokletes terheltségekre valo
sztirése is indokolt lehet preimplantacids korban.

A sokaig latens modon rejt6zkddo, majd hirtelen széleskorben jelentkezd drokletes
terheltségek terjedéséért a mesterséges termékenyités gyakorlata tehetd felelossé. Ha egy
recessziv formaban megnyilvanuld terheltségre nem vizsgalt, a terheltség tekintetében
heterozigdta egészséges fenotipusti tenyészbika az ivadékteljesitmény vizsgalat alapjan
kivald tenyészértékiinek bizonyul, a szaporitéanyag kereskedelemben nagy lesz irdnta a
kereslet. Az els6 néhany utddgeneracioban a terheltség nem lesz kimutathatd, ha a
termékenyitett ndivari allatok mentesek a terheltségtél. Még ha heterozigota terheltség
hordozd is a termékenyitett allat, csupan 25% az esélye, hogy utédan megfigyelhetd a
rendellenesség. Ha a muticid embrionalis, magzati korban letalis hatasu, észlelése
rendkiviil nehéz. Amikor az dllomany nagy része heterozigétava valik, a terheltség hirtelen,
szinte a semmibdl bukkan eld. A tenyészbikdk ismert terheltségekre vald sziirése, és a
diagnosztika fejlesztése ezért kiemelt fontossagu. A hordozdnak bizonyul6 bikakat, még ha
tenyészértéke szerint igen értékes is volna, a tenyésztésbdl kizarjak. A preimplantacios
genetikai diagndzis egy Iépéses rezisztencianemesitési eljarasként vald alkalmazasaval a
tenyészbika genetika értékét meg lehet menteni. Amennyiben ismert a vad tipust gén és a
terheltségért felelds mutacid szekvencidja, kimutatdsara genetikai probat lehet tervezni. A
genetikai vizsgalat végrehajthatdé az embriobol kinyert blasztomereken, és a humén
gyakorlattal megegyezden a terheltséget nem hordozé embridk keriilnek csak betiltetésre.

Jelenleg 6t fontos terheltség azonositasara alkalmas génproba érhetd el a tenyésztok
szamara, ¢és alkalmas arra, hogy felhasznalasukkal a preimplanticios diagnozis szamara
egy-sejt PCR reakciokat tervezhessiink.

Az egyik legfontosabb terheltség a CD18 gén pontmutacidja okozta recessziv,
letalis terheltség, a szarvasmarha leukocita adhézids deficiencia (BLAD) (JANOSA és
mtsai, 1999). 1992-ben a genetikailag tesztelt holstein friz bikak 14.1%-a, a tehenek 5.8%-a
volt hordozé az USA-ban. Dénidban a tesztelt bikdk 21.4%-a és a tehenek 4.66%-a
(JORGENSEN és mtsai, 1993), Magyarorszagon pedig a bikdk 11.1% és a tehenek 9.8%-a
bizonyult hordozénak (ZSOLNAI és FESUS, 1996). A BLAD terheltség mellett kappa-
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kazein genotipizalasara is alkalmas tesztet is kidolgoztak (KIRILENKO ¢és GLAZKO,
1995). Magyarorszagon ZSOLNAI és FESUS fejlesztettek ki egy megbizhaté PCR-RFLP
diagnosztikai eljarast 1997-ben.

Az argininoszukcinat szintetaz deficiencia, mas néven citrullinémia, a holstein friz
fajtdban jelentkezd autoszomalis recessziv terheltség. A terheltségben szenvedd borjak nem
képesek az ammonia kivalasztasara, a rendellenesség a sziiletés utani egy hetes korban, az
idegrendszer karosodédsa miatt bekdvetkezd borju elhalast okoz (HARPER és mtsai, 1986).
A terheltség egyetlen, a hatvanas években széleskorlien hasznalt Gray-View Crisscross
nevl amerikai bika révén keriilt Ausztralidba. 1990-ben 367 csucsbika sztirésekor az USA-
ban csak egyetlen hordozét talaltak (THOMSEN ¢és NIELSEN, 1991; ROBINSON ¢és
SHANKS, 1993).

Az uridin monofoszfat szintetaz deficiencia (DUMPS), szintén a holstein-friz fajtat
veszélyeztetve, a vemhesség negyvenedik napjan embridelhalast okoz. A terheltség
szlirését 1988-ban kezdték el. A legtobb hordozo kozos Ostdl szarmazik, a betegség
visszavezethetd egy sz¢éleskorlien hasznalt, a Happy-Herd Beauticianra nevii, koranak egyik
legkivalobb amerikai bikajara. A tesztelt allomany 34%-a hordozonak bizonyult
Européban, ami az allatok szoros rokonsagi fokara is utal. A terheltséget tenyészbikak is
hordoztak (SHANKS ¢és ROBINSON, 1993). A jelenség felfoghatéd figyelmeztetésként is.
Jol szemlélteti, hogy milyen kockézattal jarhat egyes bikdk tulzott preferencidja és a
genetikai valtozatossag lecsokkenése. A terheltség szamara kidolgozott els6 PCR tesztrol
1994-ben szamoltak be (SCHWENGER ¢és mtsai, 1994). Magyarorszagon 1151 allaton
elvégezve a vizsgalatot, minddssze két hordozot, egy import bikat és egy bikaneveld
tehenet talaltak (0,17%). A terheltség ritka eléfordulasa Magyarorszagon nem indokolja a
széleskori sziirést (FESUS és mtsai, 1999).

A miofoszforilaz deficiencia charolais fajtaban izomgyengeséget és kiszaradast
okoz. Mivel a terheltség a human McArdle betegség analdog formaja, a betegség
szarvasmarhdn végzett vizsgalata j6 modell lehet a humén terdpia szamara. A cDNS a
mutans géntermék alapjan 1996-ban késziilt el, amit a terheltség azonositadsara szolgald
genetikai teszt ra két évvel kovetett (BILSTROM és mtsai, 1998).

A szarvasmarha alfa-mannozid6zisa a Magyarorszagon kevéssé jelentds Galloway,

angus, murray grey és brangus fajtdkon a cukorhaztartést és a gliikoprotein szintézist érintd
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muticid. Ausztralidban a tesztelt vords angus alloméany 5.4%-a bizonyult heterozigota
hordozonak (BERG ¢és mtsai, 1997).

A szarvasmarha  Ordkletes  terheltségeit egy  folyamatos  frissitésil,
http://www.angis.su.au/Databases/BIRX/omia/ cimi Internetes adatbazis, az Online

Mendelian Inheritance in Animals (OMIA) tartja nyilvan.

Multiplex PCR reakciok révén egyszerre tobb genetikai tulajdonsagot is lehet
vizsgalni (HOCHMAN ¢s mtsai, 1996). Ilyen lehet az ivar, kappa-kazein és a terheltségek,
BLAD, DUMPS szimultan vizsgalata (AGRAWALA ¢és mtsai, 1992; SCHELLANDER ¢és
mtsai, 1993; SCHWERIN ¢és mtsai, 1994).

1999 ¢és 2002 kozott a szarvasmarha embriok preimplantacios diagnozisa szamara
felhasznalhaté embridbiopszia modszerének kidolgozasaban vettem részt. Egérmodellen
tanulmanyoztam a beavatkozas embri6 és magzatkarositd hatasat, majd a megfigyeléseket
Osszevetettem az in vitro eldallitott szarvasmarha embriok biopszidt kdvetd in vitro

fejlodési képességének eredményeivel.

4.2. In vitro 1étrehozott szarvasmarha embridok mikroaspiracios biopsziaja -

modszertani protokoll

4.2.1. Célkitiizés

1999-ben az ASMO nukleusztenyésztési rendszer szamdra preimplantacios koru, in vitro
létrehozott szarvasmarha embridk mikroaspiracioval végzett embridbiopszidjanak
modszertani, protokollszeri kidolgozdsa volt a feladatom. A Mezdgazdasagi
Biotechnologiai Kutatokézpontban is meghonositott eljarast genetikailag jellemzett
embriokbdl kialakitandd embridobank megvaldsitasdhoz sziikséges technologia elemeként
kivanjuk felhasznalni. A jelenleg is folyamatban levd, technologiafejlesztésre iranyuld
kisérletek els0 szakaszaban az embriobiopszidnak az in vitro tovabbfejlodésére gyakorolt
hatasat vizsgaltuk.

A modszer kidolgozasahoz a WILTON és TROUNSON altal 1989-ben egérembriok

crer
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modszer szamara csak két kapillarisra, az embriot rogzité holder, és a blasztomert eltavolitd

aspirator kapillarisra van sziikség. A kompaktalodas eldtti fejlettségi allapota embridk zona

pellucid4jan az aspirdcidhoz sziikséges nyilast a mikrokdszoriiléssel eldallitott, éles és

hegyes aspirator kapillarissal lehet elvégezni.

4.2.2. Anyag és modszer
4.2.2.1. Mikrokapillarisok készitése

Lehetdleg a mikromanipulaciot megel6z6 napon kell - a miivelet idéigényessége
miatt - a mikrokapillarisokat elkésziteni. A kapillarisok holég-sterilizalasa is tobb orat
vesz igénybe. Az livegeszkozokbdl a biopszia sordn eltémddo, szennyezddo, sériild
kapillarisok potlasa céljabol a sziikségesnél mindig tobbet kell késziteni. (A
mikromanipulacié alatt kapillaris készitésre mar nem 4ll rendelkezésre elegendd ido.)
Az livegeszkozoket vékonyfali boroszilikat tivegesovekbol lehet elkésziteni (Sutter -B
100-75-10, Leitz A 520119, Clark-GC100-T15) horizontalis  kapillaris
huzoberendezések segitségével (Sutter P-97, Bachoffer) (35. 4bra).

35. abra: Sutter P-97, és Bachoffer gyartmanyu kapillarishuzok

A programozhat6 Sutter kapillarishizé szamara javasolt, elére beprogramozhatd beallitasi

értékeket az 12. tablazat tartalmazza.
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Uveg tipus
Sutter, B 100-75-10 Leitz, A 520119

Kapillaris aspirator holder
RAM teszt 229 231
P 300 300
Heat 230 230
Pull 60 40
Vel 60 60
Time 80 100

12. tablazat: A Sutter P-97 kapillariskészitd program bedllitasi paraméterei

Holder kapillaris készitése

A legaldbb 40-50 um kiils6 atmérdji  kapillaris feladata, hogy a
mikromanipuldci6 alatt, a 10-20 um-es atmérdjii szajadékan keresztiil kifejtett
szivohatas segitségével, a mikromanipulacio alatt az embridt szilardan rdgzitse,

megakadalyozva annak elfordulasat.

A kapillarishlizds utdn a Narishige MF-90 mikrohutdval t6rténd

kapillariskészités altalam javasolt 1épéseit a 36. dbra mutatja be.

? Tu %

I Al =2

R R
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36. abra: Holder kapillaris készitése mikrohutaval.

1. A nyers kapillaris hegyét a platinaszalon kialakitott liveggyongyhdz mozgatjuk
(1), és az iiveggyongydt a mikrohuta mikroszkopjanak objektive eldtt befogott

platina szalra kis aramerdsséget engedve enyhén megolvasztjuk (2)

2. A kapillarist 40-50 um kiilsé atmérénél az liveggyongyhdz érintjiik (3), hogy a
kapillaris fala az iiveggyonggyel, igen kis feliileten 6sszeolvadjon. A mikrohuta
labkapcsoldjaval az aram platinaszalon atfolydsat megszakitjuk. A lehiild
platinaszal a kapillarist a beolvadasi ponton egyenletes, fragmentalatlan

torésfeliiletet képezve elszakitja (4)

3. A letort végl kapillarist az tiveggyongy folé mozgatjuk, és az iliveggyongy
hevitése soran felszabaduld hdvel a szijadékot 10-20 pum-esre olvasztjuk,

lekerekitett feliiletet kialakitva (5).

4. A kapilléarist derékszogben elforgatjuk a végétdl kb. 150 pum hosszisagnal a
hevitett iiveggyongy felett 30°-ban lehajlitjuk (6).

Aspirator kapillaris készitése

A kapillaris elkészitéséhez mikrohutdn kiviil mikrokodszoriire is sziikség

van (37. ébra).




37. abra: Narishige EG4 mikrokdszort

1. A nyers, belsé filamentumot nem tartalmazo, tihegyt kapillarisokat a

mikrohuta tiveggyongyének segitségével 30-35 um arméronél torjiik el.

2. A pipettat a Narishige mikrokoszort (EG-4), befogéd csavarjaval a mikrokoszor

siillyeszthet kapillaristartdjahoz erdsitjiik.

3. A pipettara merdlegesen ¢les pontfényt bocsatunk, és a kapillarist lassan
leenged;jiik a nedvesitett, forgd koszoriko feliiletére. A megfeleld szint elérését
a pipetta hegyének ¢és az drnyékanak az egy pontban val6 talalkozasa jelzi, amit

nagyito lencsével figyelhetliink meg.

4. 10 masodpercnyi koszoriilést kdvetden a pipettdt a makrocsavar segitségével
felemeljiik, kiszabaditjuk, és a nem kdszoriilt végéhez illesztiink egy 20 ml-es

milanyag fecskenddhoz csatlakoztatott vékony gumicsovet.

5. A pipetta koszoriilt végét egy steril MQ vizet tartalmazo edénykébe martjuk,
mikozben a kapillarison a fecskendd segitségével levegét fujunk at. A

légbuborékok eltavolitjak a koszoriiléskor keletkezd tivegtormeléket.

A lekdszoriilt pipettanak forméazéasat a mikrohutaval fejezziik be, amit az 38. abra

szemléltet.

Diwdiw!
1. 2 3.
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38. abra: Szuroétiiske készitése az aspirator kapillarisra

1. Kapillaris ovalis alaku szajadékat magunk felé forditjuk (1), és k a peremét

nagyon finom a gyengén megolvasztott iiveggyongyhoz érintjiik (2).

2. Amint a perem beleolvad a gyongybe, finoman visszahuzzuk a kapillarist (3),
amivel egy vékony, a zona pellucida atlyukasztasat szolgald tiiszeri hegyet

alakitunk ki.

3. A kapillarist kb. 150 um hosszisagnal (4) a hevitett iiveggyongy felett 30°-ban
lehajlitjuk (5).

4.2.2.2. Az embriok el6allitasa in vitro, és a biopszidhoz vald elokészitésiik

A mikroaspiracids biopszia modszerét vagohidrol szarmazéd petefészkekbdl nyert
petesejtek termékenyitésével eldallitott embriokat hasznaltunk fel. A kidolgozott mddszert
ezt kovetden €10, egy éves iiszOkbdl, €s eldhasi liszOkbdl ovum pick up-pal kinyert, in vitro,
célpérositasi terv szerint termékenyitett petesejtekbdl l1étrehozott embriok biopszidjahoz
alkalmaztuk. Az in vitro embridtenyészté médium SOFaaci +5% FCS volt. A beavatkozast
a termékenyités utan 110-120 oraval, 32 sejtes allapotban megkezd6dé kompaktalodas

eldtt, 8-16 sejtes fejlettségi allapoti embridkon végezhetd el (39. 4bra).
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39. 4bra: 8-16 sejtes szarvasmarha embriok

A beavatkozas optimalis idopontjanak a termékenyitést kovetd 94-96. o6rat talaltuk (94-96
hpi), amikor az embriok tobbsége mar 16 sejtes fejlettségii. Az embriokat a sejtek kozotti
szoros kapcsolatok fellazitasdnak érdekében 20 percen keresztiil 38,5°C-os pH 7,2
kémhatasti Ca®>" és Mg”  mentes PBS+1mg/ml PVA oldatban inkubaltuk.

4.2.2.3. A mikromanipulacid folyamata

Az inkubacié utdn a mikromanipulaciét TALP-HEPES médiumban, 3,5 cm
atmérdjii miianyag Petri csésze fedélbdl kialakitott mikromanipuldcios edényben végeztiik
Leitz mikomanipulatorokkal felszerelt Leitz, illetve Narishige mikromanipuldtorokkal

felszerelt Olympus inverz mikroszképokon (40. abra).

40. abra: Narishige mikromanipulatorok Olympus IMT-2-es inverz mikroszképon
A fitott mikroszkop targyasztalon a baloldali holder kapillarist a mikromanipulacids szintre

stillyesztve, a képmezd centrumaban fixaltuk, az embridk cseppen beliili keresését és a

mikrocseppek kozotti valtast a targyasztal mozgatasaval végeztiik (41. abra).
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41. abra: A mikromanipulator fegyverzetek és a mikromanipulacids edény elhelyezkedése

A zona pellucida felsértését és a Dblasztomer eltavolitasat a jobboldali
mikromanipulator vezérléegységével iranyitottuk. A sejt kiszivasat egy mikro ¢és

makrocsavar szabalyozta, finommechanikdval felszerelt fecskendd segitségével végeztiik

(42. &bra).
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42. 4bra: Hidraulikus vezérl6 és aspirator egység

A biopszia Iépéseit a 43., és 44. abrakon lehet végigkovetni.

44. dbra: 16-sejtes embriok biopszidja

(A felvetelek VHS mozgoképek digitalizalasaval késziiltek.)

Az embridt a holder kapillarisban 1étrehozott szivohatas segitségével 9 oOra pozicidban
rogzitettiik, majd egy gyors, rovid, Utésszeri mozdulattal, az aspirator kapillarisanak

hegyével atdoftiik a zona pellucidat és a kapillarist attoltuk a sériilésen. Az aspirdtor
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kapillaris ovalis szajnyilasat egy blasztomerre illesztettiik, majd a kapillarisban gyenge
szivohatast létrehozva megkezdtiik a levalasztast. Sokszor a kapillaris vékonyabb, mint a
blasztomer atmérdje, ezért a kapillarisba a szivas és fijas Ovatos valtogatasaval lehet a
képlékeny sejtet bejuttatni. Igen fontos, hogy a membran a biopszia soran ne sériiljon meg,
mert a sejtmag DNS-e kiszabadulhat, és ez lehetetlenné teszi a genetikai vizsgalatot,
valamint szennyezheti az aspirator kapillarist. A biopszia kivitelezésekor figyelmet kell arra
is forditani, hogy se himivarsejt, se kumuluszsejt ne kontamindlja a mintat. Az edényenként
10-15 percet igénybe vevé mikromanipuldcid utdn az embridkat egyedileg, megszdmozott,
10 ul-es mikrocseppekbe helyezziik, amikben vagy a blasztociszta allapot eléréséig, vagy

csak a genetikai vizsgalat végéig tenyésztjliik az embridkat (45. abra).

45. adbra: Egyedi embriotenyésztés szamara kialakitott kultivacids edény

A Dblasztomerek a mikromanipuldcids cseppekben maradnak, majd egyedileg, sztereo
mikroszkop alatt Ca®" és Mg”™ mentes PBS+1mg/ml PVA cseppekben haromszor, MQ
vizben egyszer atmossuk 6ket. Egy 45°-ban meghajlitott, 50 um atmérdji kapillarissal 2 pl
steril MQ vizet tartalmazd PCR csébe helyezziik, szintén sztereo mikroszkop alatt. Csak
akkor lehetiink biztosak abban, hogy a genetikai vizsgalat szamara a minta ténylegesen a

rendelkezésre all, ha a kapillaris eltdvolitdsa utdn a PCR cs6 aljan meglatjuk a blasztomert.
A Dbiopszia lefolyasarol jegyzokonyvet kell vezetni. Fel kell tiintetni a kezelés idejét, a

felhasznalt médiumokat, az embridk fejlettségét és mindségét (IETS szabvany alapjan), és a

biopszia sikerességét (az embrid és a blasztomer is épen maradt). Feljegyezziik a
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tenyésztdcsepp szamat és a blasztomert tartalmazo PCR csé szamat is, hogy a genetikai

vizsgalatot kdvetden egyértelmiien azonositani lehessen az embriot.

4.2.3. Eredmények

A biopszia sikerességét az embriok mindsége dontden befolyasolja. J6 mindségii —
sejtfragmentumokat nem tartalmazd, ép membrant blasztomerekbdl all6 embridk esetén a
beavatkozas 90-95%-ban eredményesen végrehajthatd. A mikromanipulacié embrionként

mindossze fél- masfél percig tart.

4.2.3.1. Biopszan atesett embriok in vitro tovabbfejlédési képessége

A mikromanipulaciot kovetd in vitro tovabbfejlédési képesség vizsgalatdhoz az
embriokat 400 pl térfogatt SOFaaci+5% FCS tenyésztoémédiumban csoportosan
tenyésztettilk tovabb. A tovabbfejlodési képességet a tenyésztés harmadik napjan biraltuk

el.

Az embridk mindsége

A biopsziat kovetd tenyésztés harmadik napjan (d7) a biopsziazott embridk zona
sériilésén keresztiil megkezd6dott a holyagesirak trofektoderma sejtjeinek kitiiremkedése
(46. abra, 1.), amig a kontroll blasztocisztak megkezdték a blasztocol nyomasemelkedés

miatti méretnovekedésiiket (46.4bra, 2.).

46. abra: Biopsziazott és kontroll embridk (d7).
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Az expandal6do holyagcesirdk zona pellucida vastagsaga megkozelitden a zigdtdk zona
pelluciddjara jellemzd méret felére csokkent. A biopszidzott embridkndl nem tapasztaltam a
peteburok ilyen mértékii elvékonyodasat. Ennek kdvetkezményeként, mialatt a kdvetkezd
napon a kontroll embriok kibujnak a zona pellucidabdl, a biopsziazott embriok tobbsége
csak részlegesen képes erre, az embriok egy része nem képes elvalni a peteburoktol (47.

abra)

47. ébra: A zona pellucidan részlegesen kibujt embri6 (d8)

Az embriok méreteinek a fejlédés soran bekovetkezd valtozasat a 48. dbra szemlélteti.

250 16

*
200 + ) L 12
150 + - 10
g B embrid atmérd
100 + | g | ®2Zp vastagsag
50 | 4
-2
0 - i i i -0

8/16s biop d7 kontr bl kontr
d7 expbld7

48. abra: Az embridk atmérdjének és a zona pellucidanak méretei (um).

8-16 s: 8-16 sejtes embriok a biopszia elott, biop d7: biopszidzott embriok (d7), kontr bl d7:
kontroll blasztocisztak (d7), kontr expbl d7: kontroll expandalddott blasztocisztak (d7) Bal
oldali ordinatan az embrio atmérdjét, a jobb oldali ordinatan a zona pelluciddn
abrazoltam.
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Az embridk tovabbfejlodési képessége

Az embridk in vitro tovabbtenyésztési adatait az 13. tablazat mutatja be.

Embriok szama Blasztocisztak %-o0s +SD
aranya
Kontroll embridk 69 37,7 +16.8
Biopszazott embriok 67 38,5 +17.8

13. tablazat: A biopszidzott és kontroll embridk in vitro tovabbfejlodési képessége

4.2.3.2. Az embriobiopszia gyakorlati alkalmazasanak eredményei

Az ASMO nukleusztenyésztési rendszer keretén beliil 12 program soran liszok és
eldhasi lisz6k ovum pick up-pal kinyert petesejteibdl in vitro termékenyitéssel eldallitott
embridit az embridtenyésztés negyedik napjanak végén mikromanipulaltuk. A
mikromanipulacié utan a himivar kimutatdsara alkalmas BrY4a primereket felhasznald
PCR probaval hataroztuk meg az embriok nemét, az Agricultural Research Centre belsd
hasznalatra kidolgozott protokollja szerint (BREDBACKA ¢és mtsai, 1995). A kiilonb6zd
fejlettségli embridkon végrehajtott biopszia sikerességének adatait (¢p membrannal

rendelkezik a kinyert blasztomer és ép marad az embrio is) a 14. tdblazat tartalmazza.

fejlettség 8 sejtes >8 sejtes 16 sejtes Osszes
biopsziazott (db) 24 33 45 102
sikeresség 75% 93,9% 100% 92,2%

14. tablazat: A biopszia sikeressége az embriok fejlettségi allapota szerint

Tiz program esetén volt sikeres a biopsziat kovetd egyedi tovabbtenyésztés (15. tablazat).

Biopsziazott embriok | Tovabbfejlodott, ismert ivartt | Ndivara embriok Himivaru
szama embridk % ardnya (£SD) szama embridk szdma
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86 40,2 (£19.,9) 17 16

15. tablazat: Azonositott ivari embriok in vitro tovabbfejlodése
Az ASMO nukleusz tenyésztési program ovum pick up-pal kinyert petesejtjeibol

létrehozott embridinak mikroaspiracioval torténd embridbiopszidt kovetd szexaldsa soran 6t
ndivard embridt iltettiink recipiens ayrshire ndstényekbe. Az iiltetések eredményeként

2000-ben két iisz6borju sziiletett meg.

4.2.4. Kovetkeztetések, javaslatok

Kisérleteimben a szarvasmarha preimplantacios genetikai diagndzis szdmara egy
mechanikus mikroaspirdcios biopszias modszeren alapuld mikromanipulacids technologiat
dolgoztam ki, amit Finnorszadgban, gyakorlati céli embrid-eléallitasi programokban is
felhasznaltunk. A beavatkozas in vitro embriofejlodésre gyakorolt hatdsanak megfigyelését
Magyarorszagon végeztem el, a technologiat sikeresen integralva a hazai, a dolgozat el6z6

felében mar bemutatott, in vitro embrio-eloallitoé rendszerbe.

4.2.4.1. Megjegyzések a mikromanipulacidés modszerhez

Eredményeink alapjan megéllapithatd, hogy a mikromanipuldcid6 gyorsan ¢és
hatékonyan végrehajthato. Az embriok Ca®*, Mg®" mentes PBS-ben torténd eldinkubécioja

megkonnyiti a blasztomerek épségben torténd eltavolitasat.

A beavatkozast tapasztalataim szerint, a biopszia sikerességi mutatoéi alapjan
érdemesebb 16 sejtes fejlettségli embridkon elvégezni. Ekkor a blasztomerek mérete az
el6z6 stadiumhoz képest a felére csokken, ezért sokkal kdnnyebben kinyerhetdk gy, hogy
a sejt membranja ép maradjon, és ne kovetkezzen be blasztomerlizis, ami sziikségessé
teheti még egy blasztomer kinyerését — ami a nyolc-sejtes embrid térfogatat a kiinduldsi
petesejt térfogatanak 75%-ara csokkenti. 16 sejtes embrié esetén, még két blasztomer
eltavolitasa utan is, az embrid térfogata csak 12,5%-kal csokken. Ha a késobbi fejlettségi
allapotban végzziik el a beavatkozast, lehetdségiink nyilik arra is, hogy az embridtenyésztés
4. napjan (d4) csak azokat az embridkat mikromanipulaljuk, amelyek taljutottak a kritikus

nyolc-sejtes stadiumon, amikor fejlédési blokk 1éphet fel.
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4.2.4.2. Megjegyzések az embridk in vitro tovabbfejlédéséhez

Az biopsziazott embridk in vitro tovabbfejlodési képessége aranyaiban a kontroll
csoporthoz képest nem tért el. Eredményeink e tekintetben 0Osszhangban &llnak a
CHRENEK ¢és mtsai altal 2001-ben leirt megfigyelésekkel. A biopsziat kovetd tenyésztés
harmadik napjan azonban, mialatt a kontroll blasztocisztdk megkezdték a zona pellucida
elvékonyodasat okozd méretndvekedésiiket (az expandalt blasztociszta dtmérdje 200 pm
koriili, zona pellucidajanak vastagsdga 5-6 pum), a biopszidzott embridk trofektoderma
sejtjei a biopszia eldtti embriok zona pellucida vastagsaganal (14 um) alig vékonyabb zona
pellucida sériilésén keresztiil mar megkezdték a kitliremkedést, mikdzben a zona pellucida

atmérdje alig valtozott.

Az 4tlagosan 92,2%-ban sikerrel végrehajthatd embridbiopszids eljaras felhasznalhatosagat
a gyakorlatban is sikeriilt bizonyitani: nagy tenyészértékli donoroktdl szarmazd
petesejtekbdl célparositassal 1étrehozott embridk szexalasat kovetden sikeriilt utddokat

létrehoznunk.

MOET programokban, a hélyagcsira, vagy kompakt morula allapotban kimosott embridk
esetében a gyakorlati alkalmazas szamara a 1ényegesen egyszertibb, mikropengével torténd,
kis miszerigényli embriodarabolas javasolhato inkabb. Ennek az eljarasnak az elénye, hogy
a genetikai vizsgalat szamara tobb sejt kiilonithetd el, €s kivitelezése akar farmkoriilmények
kozott is lehetséges. A mikromanipuldtort nem, de nagy technikai tapasztalatot igényld,
puszta kézzel vald felezés csupan egy flithetd targyasztallal rendelkezd sztereo mikroszkop
segitségével is végrehajthatd. A beavatkozast azonban az esetben is csak felkésziilt

szakember képes megbizhatdan kivitelezni.

Az in vitro 1étrehozott embridk szamara kidolgozott mikroaspiraciés modszer alkalmazasa,
miszer, és szaktudas igénye miatt féleg preimplantacids genetikai dignodzison atesett
embriokbol 1étrehozandd, kereskedelmi célii embriobank kialakitasa esetén indokolt.

Legujabb megfigyeléseink szerint a mikroaspiraciés modszerrel biopszazott egér és
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kovetden kivalo talélést és tovabbfejlodést lehet elérni (BARANYAI és mtsai, 2003)
4.3. Egyszeriisitett embriobiopszias eljaras kidolgozasa, a beavatkozas

embrid- és magzatkarosito hatasanak vizsgalata egérmodellen

4.3.1. Célkitiizés

A preimplantacios korban végzett embridbiopszia in vitro embridfejlédésre gyakorolt
hatdsa szarvasmarha in vitro embri6-eldallitd rendszerben is vizsgdlhatd, de a
mikromanipuldcié magzati életre gyakorolt esetleges karositd hatasanak megfigyelését a
koltségek ¢és a vemhességi 1d0 figyelembevételével csak egérmodellen tudjuk
tanulmanyozni.

Az embriobiopszia hatdsdnak egérmodellen vald vizsgalatdhoz elsd 1épésben egy
egyszertien kivitelezhetd biopszias eljarast kellett kidolgozni.

Kisérleteink soran a biopszian atesett embridk in vitro tovabbfejlodési képességét és

recipiens allatokba valo beiiltetést kovetd magzati fejlodését kivantuk megfigyelni.

4.3.2. Az egérembriok biopszidjanak irodalmi hdttere

Az elmult tizennégy év soran, az egér embridkon kifejlesztett mikromanipulacios
eljarasok szolgaltattak kisérleti alapot a huméan (HANDYSIDE és DELHANTY, 1997) és
az allattenyésztési preimplantacids genetikai diagnézis (BODO, 2001; BREDBACKA,
2001) technoldgiai fejlesztése szamdra. Foéleg a human terapia tdmaszkodik az
egérmodellen kapott eredményekre. Az egérembridokbol, akarcsak az emberi és az in vitro
eléallitott szarvasmarha embriokbol, leggyakrabban mikroaspirdcio segitségével tavolitjak

el a genetikailag vizsgalni kivant sejteket.

Egérnél a legjobb embriotulélést a kompaktdlodast megeldzden (nyolc-sejtes
fejlédési allapotig) végrehajtott mikromanipulacioval lehet elérni (KRZYMINSKA és
mtsai, 1990). A mikromanipulacidt megel6zden ajanlatos a szoros sejtkozotti kapcsolatok
Ca®*- és Mg*"- mentes PBS-ben torténé fellazitisa, hogy az aspiracid soran blasztomerek
egymastol konnyen elvalaszthatok legyenek (VAN BLERK és mtsai, 1991; DUMOULIN
¢és mtsai, 1998).
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A blasztomerek eltavolitasat aspiracioval végzik a zona pellucidan kialakitott
nyilason keresztiil. A nyilas létrejohet mikrokdszoriiléssel készitett éles mikrokapillarisnak
a zona pelluciddn valé mechanikus atdofésével (WILTON és TROUNSON, 1989),
iranyitott 1ézerrel torténd atégetéssel, vagy késziilhet a peteburok részleges savas emésztése
révén is. A human gyakorlatban az egérmodellen eredetileg holyagcsirak peteburokbol vald
kikelésének megkonnyitésére kidolgozott savas, részleges emésztési eljarast hasznaljak
sz¢éleskorlien. A biopszidhoz altaldban harom, kiilonb6zé mikromanipulatorral mozgatott

kapillarist hasznalnak (49. dbra).

49. dbra: Human embri6 savas emésztéses embridbiopszidja.

A.: holder kapillarisB.. drilling kapillaris C.. aspirator kapillaris

A vékony, 7-10 um szajnyilasa, un. drilling kapillaris segitségével pH 2,4 kémhatasu acid-
Tyrode (AT) médiumot (HOGAN ¢és mtsai, 1994) fecskendeznek a zona pellucidara
(GORDON ¢s GANG, 1990) (49. abra (a)). Az embriot a beavatkozas ideje alatt az un.
holder kapillaris timasztja meg. A zona pellucidan keletkezett kor alaka nyilason (48. dbra
(b)) keresztiil az aspirator kapillaris segitségével lehet a blasztomert kiszivni (49. abra (c-
d)). A kapillarisok elkészitéséhez csak kapillaris htzoé berendezésre (50. &bra) ¢s
mikrohutara (51. 4bra) van sziikség, szemben a zona pelluciddt mechanikailag 4tdofo
eljarassal, ahol a hasitékot képzd, és egyben a blasztomert kiszivo kapillérist viszonylag
bonyolultan, tobb 1épésben, mikrohutaval torténd mikroolvasztas és mikrokdszoriilés utjan

lehet csak 1étrehozni.
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50. abra: Kapillaris huzo 51. abra: Mikrohuta

CHEN ¢és munkatarsai 1997-ban ismertettek egy egyszerlsitett, csupan két
kapillarist igénylo eljarast, amelyben a zona pellucidara AT oldatot juttato €s a blasztomert
eltavolitd kapillarisokat egyesitették. Egy évvel késébb az egér modellen szerzett
tapasztalatok alapjdn a munkacsoport a humén alkalmazast is bemutatta (CHEN és mtsai,
1998). Az eljaras soran az aspirdtor kapillarist AT oldattal toltik fel, és azt a zona
pellucidara juttatva nyilast képeznek. Az embrionalis sejt kiemelése eldtt az aspirator
kapillarisbol a savas médiumot el kell tavolitani, nehogy a blasztomer membranjat
karositsa. A blasztomer aspiracidja utan a kapillarist egy AT cseppbdl Gjra kell tolteni. A

bonyolult toltési, és liritési 1épések az eljarast jelentdsen lelassitjak.

4.3.3. Anyag és modszer
Mivel a preimplantacios korti embridkon végzett mikromanipulacios eljarasnak a
magzati fejlddésére gyakorolt hatdsat kivantuk vizsgalni, elsé 1épésben kidolgoztunk egy,

az eddigieknél joval egyszeriibb, 0j, savas emésztéses biopszias eljarast.

4.3.3.1. Az embriok eloallitasa és in vitro tenyésztése

6-8 hetes ¢letkort C57B16/CBA F1 ndstény egereket (Mus musculus) 5 IU PMSG-
vel (Sigma, St. Louis, MO), majd 46 6raval késobb 5 TU hCG-vel szuperovulaltattunk
(HOGAN ¢és mtsai 1994). A C57BlI6/CBA F1 himekkel paroztatott ndstényeket a
termékenyitést kovetd masodik napon, cervikdlis diszlokacioval oltik meg. A

petevezetokbdl kimosott embridkat, M16 médiumban, egy napig, a nyolc-sejtes fejlettségi
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allapot elérésig, széndioxid termosztatban, 37°C homérséklet, 98% relativ paratartalom

mellett, 5% CO,-t tartalmazo6 gazelegyben tenyésztettiik tovabb.

4.3.3.2. A mikropipettak készitése

Az egyszerlsitett biopszias eljards szamara csupan kétféle kapilldrist kellett
elkésziteniink. Mindkét kapillarist boroszilikdt {ivegesovekbdl (GC100-15, Clark
Electromedical Instruments) egy horizontalis kapillaris huzo segitségével (Bachoffer)
allitottuk el6. A pipettdk kozott csupan méretbeli kiillonbségek vannak. A holder
kapillarishoz mikrohuta (Narishige) platinaszaljara olvasztott liveggyongy segitségével 50
pm kiilsé atmérénél tortiik el a kihtzott iiveg kapillaris végét, majd 25 um atmérdre
olvasztottuk be a végét. Ezt kdvetden a kapillarist a végétdl 100 um tavolsdgban 20°-kal
meghajlitottuk. A zona pellucida emésztéshez sziikséges drilling kapillarist 10 pm
atméronél tortik el, és 6-7 um belsd atmérdjlre olvasztottuk. Ezt kovetden a kapillaris
hosszat 3 cm-re csokkentettiik, a szélesebb végébdl a maradékot gyémant ceruzaval

levagva. A teljes kapillarist fecskendével pH 2.4 kémhatasti AT oldattal t6ltottiik fel.

4.3.3.3. Az embriobiopszia menete

Nyolcsejtes, még nem kompaktalodo, vagy a kompaktalodast csak éppen megkezdd
embriodkat a sejtek kozotti szoros kapcsolatok fellazitdsanak érdekében 20 percen keresztiil
37°C-os, pH 7,2 kémhatast Ca’'és Mngr mentes PBS oldatban inkubaltuk. A
mikromanipuldciot az erre kialakitott edényben, egy 3,5 cm atmérdjii miianyag Petri csésze

fedelében (Greiner) végeztik.

52. abra: Mikromanipulacios edény
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Edényenként 5-8 db 10 ul M 2 médium cseppet hozunk 1étre, amiket paraffin olajjal (Sigma
W-2330) teljesen elfedtiink (51. abra). Minden cseppbe egy eldinkubalt embridt
helyeztiink. A mikromanipulacidhoz inverzmikroszkép (IMT2, Olympus) elémelegitett, 37
C°-o0s targyasztalan két Narishige joystick vezérelte hidraulikus mikromainpulatort
hasznaltunk 400x nagyitason.

A biopszia Iépéseit az 53. és 54. abran lehet végigkdvetni.

53. abra: Az embridbiopszia elsd hat 1épése.

Az embriot (1.A.) 9 ora pozicidban rogzitettiik a holder kapillarisban 1étrehozott szivohatas
segitségével (1.B.). A drilling kapillérist (1.C.) az embri6 azon részé¢hez kozelitettiik, ahol
egy blasztomer a legnagyobb feliiletével simul a zona pellucida belsé faldhoz (2.A.). A
kapillaris hegyét oOvatosan 10 um kitéréssel vertikalisan mozgattuk, finoman érintve,
egyenletesen vékonyitva a zona pellucidat (3.A.). A kidmld sav hatasara a peteburkon kor
alaki nyilas keletkezett (4.A.). A 25-30 pm atmérdji nyildson (5.A.) keresztil a
perivitellinaris térbol kismennyiségii belsd folyadék aramlott ki. A drilling kapillarist
eltavolitottuk a zona sériiléstdl (5.B.) és a holder kapillarisban megsziintettiik a szivohatast
(5.C)).

A holderkapillarisb6l a médium ftjasa (6.A.) és a drilling kapillaris mozgatasaval (6.B.) az
embriot 180°-kal elforgattuk (6.C.).
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54. dbra: Az embriobiopszia tovabbi 1épései.

A holder kapillarisban ujra gyenge szivohatast hoztunk létre (7.A.) és a drilling kapillaris
hegyével a zona pellucidan keletkezett nyilast a holder kapillaris szdjahoz illesztettiik
(7.B.). A szivohatast lecsokkentve (8.A.), a nyildson keresztiil, finoman kontrollalva a
kapillaris iiregébe szivtunk egy blasztomert, vigyazva, hogy a membranja ne sériiljon
(8.B.). A | drilling kapillarissal valé enyhe nyomassal segitettiik a blasztomer
kitiiremkedését, majd a kapillarist eltavolitottuk az embriotol (9.A.). A targyasztalt
mozgatva (10.A.) a holderrel tartott embriét a médiumcsepp €s az olaj szemben levd
hatarfeliilet¢hez juttattuk (10.B.). A targyasztalt tovabbmozgatva a holder kapillaris
finoman levalasztotta az eltavolitand6 blasztomert a médiumban rekedt embriordl (11.A.).
(Nyolc-sejtes embriok esetén a konnyen levalaszthatd blasztomerek, az olaj hatarréteg
hasznalata nélkiil, csupan a drilling kapillaris finom igazité nyomasaval is levalaszthatok.)

A blasztomert (12.A.) a médiumcseppbe visszahelyezett kapillarisbol kifajtuk, majd a
targyasztal mozgatasdval a kapillarisokat a kovetkezd cseppbe mozgattuk, a
mikromanipuldcié magassagi szintjének megvaltoztatasa nélkiil. A mikromanipulacié soran
kizardlag a drilling kapillarist mozgattuk a mikromanipulacié horizontalis sikjaban, a
holder kapillarist csupan vertikalisan eresztettilk le a kivant mikromanipulacids szintbe,

horizontélisan nem mozgattuk.
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4.3.3.4. Az embriok in vitro tenyésztése és recipiensekbe iiltetése

A mikromanipulaciot kovetden az embriok életképességét és fejlettségét in vitro
tovabbtenyésztés soran, valamint embrio-atiiltetést kovetden in utero vizsgaltuk.

A Dbiopszian atesett, valamint a nem kezelt, kontroll embriokat M2, majd M16
médiumban vald atmosas utdn M16 médiumban tenyésztettiik tovabb 37°C, 98% relativ
paratartalom, és 5% CO,-mellett. Két napos in vitro tovabbtenyésztést kovetden az embriok
egy részének tovabbfejlodési képességét a blasztocisztak aranyaval jellemeztiik. Hoechst
DNS festéssel (CRITSER ¢és FIRST, 1986) megallapitottuk az embridk sejtmag-szamat. Az
embriok masik részét a biopsziat kovetd napon a HOGAN ¢és mtsai. (1994) altal leirt
modon alvemhes C57B16/CBA F1 recipensekbe iiltettiik.

4.3.3.5. A magzatok életképességenek vizsgalata

A recipiens ndstények méhébdl HOGAN ¢és mtsai. altal 1994-ben leirt médon
kipreparalt magzatok fejlettségét harom fejlodési szakaszban, a vemhesség 9. napjan, a
kopulaciot kovetden (p.c.) 8 és fél nappal (magzatok életkora: 8 és fél nap p.c., korai
szomita allapot), a vemhesség 13. napjan, a kopulaciot kovetden 12 és fél nappal (magzatok
¢letkora: 12 és fél nap p.c., organogenezis folyamatdnak kezdete) és a vemhesség 19.
napjan, a kopulaciét kovetéen 18 és fél nappal (magzatok életkora: 18 és fél nap p.c.,
kozvetleniil sziiletés el6tti allapot) figyeltiik meg.
A magzatok fejlettségét és életképességét kiilsd morfoldgiai jegyek alapjan birdltuk el.

A vemhesség 9. napjan kiprepardlt magzatokat JUNG (Leica Instruments GmbH)
szovetfagyasztd médiumba agyaztuk, és folyékony nitrogénnel mélyfagyasztottuk.
MICROM Heidelberg fagyasztva metsz6 mikrotommal 15 pum vastagsagli metszeteket
készitettiink hematoxilin-eozin kettds festés szamara. Festés utdn, még nedves allapotban, a
targylemezeket DePex-el (SERVA) fedtiik és fénymikroszkoppal vizsgaltuk KAUFMAN

(1990) eljarasa szerint.

Ot recipiens anyat hagytunk megelleni, az alomlétszim nagysaganak és az utddok

¢letképességének, fertilitdsanak vizsgalata céljabol.
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4.3.4. Eredmények

4.3.4.1. A biopszia hatékonysaga

A biopszia, a kinyert blasztomerek membranjanak épségét vizualisan értékelve,

98%-ban volt sikeres. Egy embri6 mikromanipulacioja atlagosan fél percet vett igénybe. A

Ca”™" és Mg”" mentes PBS az edényben levé minden embrion a kivant reverzibilis hatast

fejtette ki, a sejtkdzotti szoros kapcsolatok a mikromanipulaciot kovetden egy oran beliil

kialakultak, és a kompaktalodas megkezdddott.

4.3.4.2. Az embriok in vitro tovabbfejlodése

Az embriok in vitro tovabbtenyésztési adatait a 16. tablazat mutatja be. A fejlodo

blasztocisztak (55. dbra) sejtszamanak meghatarozéasa soran a biopsziazott embriok Hoechst

DNS festékkel megfestddd sejtmagjainak szama 30,9% volt a kontroll blasztocisztakénal

kevesebb.
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55. ébra Blasztociszta stadiumu biopszidzott, a biopszia nyilasan keresztiil

a kibujast megkezdo (A.), és az expandalodast megkezdo kontroll embriok (B.)

Embriok Blasztocisztak %-o0s A blasztocisztak atlagos

szama aranya (+SD) sejtmagszdma (£SD)
Kontroll embriok 100 93,7 (£10,5) 86,5 (+8,5)"
. ) b
Biopszazott 121 92.2 (+6.7) 59,8 (£10,1)
embriok

*: az ismétlések atlagdban, Statisztikai analizis: Chi’-préba a,b: P <0,005

16. tablazat: A biopszidzott és kontroll embridk in vitro tovabbfejlodési képessége
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4.3.4.3. Az embriok tovabbfejlédése in utero

A ledlt recipiensek méhébdl kipreparalt életképes magzatok mennyiségi aranyat a
17. tablazat mutatja be. A kezelési csoportok kozott nem, de a csoportokon beliil mindkét
esetben az embriofejlodési stadiumok kozott statisztikailag kimutathatd szignifikans

eltérést talaltunk.

Eletképes magzatok %-a (beiiltetett embriok szama=100%)

8 és fél nap p.c. "] 12 ¢s fél nap p.c. T8 és fél nap p.c. "

Kontroll embridk | 77,1° (70) 72,0° (68) 55,1° (49)

Biopsz. embrick | 76,5*  (68) | 67,1™  (73) 58,3° (60)

Statisztikai préba: Chi’ proba *: magzatok életkora; a,b: P <0,05

17. tablazat: Az ¢letképes magzatok aranya a vemhesség kiillonb6z6 szakaszaiban

A vemhesség 9. napjan a biopszidzott embriokbol fejlddé magzatok (56. abra, A.) a
kontroll magzatokhoz képest méretiiket és fejlettségi fokukat tekintve egyontetiien fél - egy
napos fejlédési lemaradasban voltak (56. éabra, B.) Sem a 13 napon, sem kés6bb a 19.

napon ez a fejlédésbeli elmaradas nem volt mar megfigyelhetd.

56. abra: Biopsziazott embriobol (A), és intakt embriokbol (B) fejlédd nyolc és fél napos

kort magzatok
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A nyolc ¢és fél napos magzatokat szovettani vizsgalatnak vetettiik ala. A hematoxilin-eozin
festés szerint mind a kontroll, mind a biopszidzott embridk embrionalis rétegei épek voltak,

fejlodésbeli rendellenességek, morfologiai elvaltozasok nem voltak tapasztalhatok.

4.3.4.4. A megsziiletett utodok jellemzése

A biopszian atesett embriokkal vemhes recipens anyadk, a vemhesség 19. napjan,
atlagosan fejlett utédokat ellettek (27 utdd 44 beiiltetett embridobol). Az 6t recipiens anyatol
megsziiletett, biopszidzott embriokbol 12 him és 15 ndstény utdd sziiletett meg. Az
allatokat egymassal paroztattuk, harom himet két ndsténnyel. A vemhességbdl 126 utdd
sziiletett meg. Az atlagos alomszam 8,4 volt. Hat F2xF2 part parositottunk kontroll

csoportként. Ebben a csoportban 50 utdd sziiletett meg, az 4tlagos alomméret 8,33 volt.

4.3.5. Kovetkeztetések, javaslatok
Tanulmanyomban egy 1j, egér és human alkalmazasra is alkalmas embridbiopszias
modszert mutattam be, elemezve a beavatkozdsnak az in vitro embridfejlédésre és a

magzati fejlédésre gyakorolt hatasat.

4.3.5.1. Megjegyzések a mikromanipuldcios modszerhez

Eredményeink alapjan megéllapithat6, hogy sikeriilt kifejleszteni egy gyors,
hatékony ¢és konnyen kivitelezhetd mikromanipulacids eljarast, amelyhez csupan két,
egyszertien elkészithetd, mikrokoszoriilést nem igényld kapillaris sziikséges. Az eljaras
kidolgozasa sordn két szempontot kellett elsdésorban figyelembe venni. Egyrészt a
mikromanipuldciot az embridknak a legnagyobb ardnyban kell ttlélniiik, masrészt a kinyert
blasztomereknek a sikeres vizsgalat szamdra ép membrannal kell rendelkezniiik. Ennek a
kettés feltételnek megfelelve alakitottuk ki az eljarasunkat. A Ca®’, Mg”" mentes PBS
alkalmazasa, kiillonosen a kompaktalodd embridk esetében elengedhetetlen, mert nélkiile - a
szoros sejtkozotti kapcsolatok miatt - a holder kapillaris elleniranya szivohatasa sejtlizist
idézhet el8. Mivel a Ca’", Mg”" mentes PBS hatasa reverzibilis (SANTALO ¢és mtsai,
1996), egy mikromanipulaciés edénybe, az egyes beavatkozasok idejét figyelembe véve
legfeljebb 5 - 8 embriot célszerli elhelyezni, hogy még a legutols6 embrid sejtkozotti

kapcsolatai is elég lazak lehessenek a blasztomer kdnnyti, és épségben valo eltavolitasahoz.
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Tapasztalataink szerint nyolc-sejtes embriok esetében sokszor csupan a holder szivo
hatdsara, vagy a drilling kapillaris 6 6ra poziciétol 12 6ra pozicid felé torténd ovatos
poccintésével is levalaszthatd a sejt az embriordl. Kompaktalddo, 10-16 sejtes embridknal
azonban csak a médiumcsepp és az olaj hatarrétegének segitségével torténd levalasztas
biztositja a blasztomer épségét. A mikromanipulacidé sordn az edényben utolsénak sorra
keriild embriok esetében is célszerlibb az utobbi levalasztasi modot valasztani.

A biopsziat megeldzden mindig tobb kapillarist kell el6késziteni, mert amint egy esetleges
blasztomerlizis kovetkeztében barmelyik kapilldris sejttormelékkel szennyezddik, azt
azonnal ki kell cserélni, hogy a kdvetkez0 embridk vizsgalati eredményét az esetleges DNS

kontaminaci6 meg ne hamisitsa.

4.3.5.2. Megjegyzések az embriok in vitro tovabbfejlodéséhez

Az in vitro vizsgalt biopsziazott embriok tovabbfejlodési képessége a kontrolléval
megegyezett, azonos aranyban bujtak ki a hdlyagcesirdk mindkét csoportban a zona
pellucidabol.

Az embriok sejtmagszamat tekintve azonban lényeges kiilonbséget talaltunk, ami
véleményiink szerint csak részben tudhat6é be annak, hogy eltavolitottunk egy blasztomert,
csokkentve igy az osztddo sejtek szdmat a harmadik, negyedik osztddasi ciklus soran. A
mikromanipuldciés beavatkozds lelassithatja az osztdodds sebességét is, ¢és a
rekompaktalddas folyamata is hatraltathatja a folyamatot. Az azonos idében megfigyelt
zona pellucidabdl valo kibujas nem jelent azonos fejlettségi allapotot. A jelenségre elGszor
MALTER és COHEN hivta fel a figyelmet 1989-ben. A blasztocisztak expanzidja, ami
természetes allapotban az embrié atmérdjének a jelentés megnovekedésével, a zona
pellucida elvékonyodasaval, majd felrepedésével jar, a biopszidzott embriokndl csupan
részleges.

A zona pellucidan létrehozott nyildson mar az expanzio alatt megkezdddik az
embrié egy részének kitliremkedése, és az embrid atmérdje, illetve a zona pellucida
vastagsaga nem valtozik jelentdsen (54. abra). A biopszian atesett embriok, bar esetiikben
is megtorténik a zona pellucidabdl valod kibujas, fejlettségiiket tekintve fél nappal korabbi
fejlettségi  allapota, a kés6i expandalédd blasztociszdkra jellemzd sejtmagszdmmal

rendelkeznek.
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4.3.5.3. Megjegyzések az embriok in utero tovabbfejlodéséhez

Az in vitro megfigyelt jelenséget (a biopszidzott embridk fejlédési lemaradasa) in
vivo korlilmények kozott, in utero is vizsgéaltuk az embrio-beliltetést kovetden.
Feltételeztilk, hogy a kiilonbozé kezelési csoportokbol szdrmazod embriok fejlettségi
kiilonbsége a vemhesség alatt is megfigyelhetd. A vemhesség 9. napjan a gasztrulacio korai
szelvényezettségi allapotaban, a 13. Theiler fejlédési fokii (KAUFMAN, 1990) kontroll
embriok esetén mar megfigyelhetd a kiforduléds jelensége, amig a biopsziazott embridkbol
fejlodd embriok mind nagysagukban, mind fejlettségiikben ettdl elmaradnak és rajuk a 12.
Theiler fejlodési fokozat jellemzd. A fejlodési késésben levé magzatok szdvettani elemzése
soran azonban nem taldltunk semmilyen rendellenes elvaltozast. Az organogenezis soran
vizsgalt 12 és fél napos korban a magzatok kozott sem fejlettségben, sem méretben nem
talaltunk mar eltérést. Minden magzatot a kordnak megfeleld, 20. Theiler fejlédési fokunak
talaltunk. A vemhesség 19. napjan, a sziiletést kozvetleniil megeldz6éen sem tapasztaltunk
eltérést a magzatok kozott.

Véleményem szerint - szemben HSU és mtsai (2000) megallapitasaival - a
preimplantacidos korban végzett mikromanipulacié az implanticiéo idején és a korai
vemhesség idején befolyasolja az embridk fejlodését. Az altalunk megfigyelt fejlodésbeli
elmaradast a rekompaktalodas folyamata, valamint tal korai peteburokbol valo kibujast
megeldzd holyagcesira expanzionak az elmaraddsa okozhatja. Eredményeink arra utalnak,
hogy a magzatok ezt, a mikromanipulaci6 eldidézte fejlodési késést az organogenezis
soran, a vemhesség 13. napjara képesek behozni, és a tovabbiakban a természetes magzati
fejlodésre jellemz6 modon fejlddnek tovabb. Bar egyes kozlemények a biopsziazott
embriok esetében csokkent mértékli implantaciorol tuddsitanak (WILTON  és
TROUNSON, 1989), kisérleteinkben csupan a magzati ¢élet korai szakaszdban az
embriofejlodés sebességében tapasztaltunk eltérést a kezelt és a kontroll magzatok
fejlodését megtigyelve. Az organogenezis kezdeti stddiuméaban lezajlé kompenzacios

jelenség mindenképpen tovabbi vizsgalatokat érdemel.
4.3.5.4. A megsziilet6 utodok jellemzése

A mikromanipuldcion atesett embriokbol megsziileté utodokbol egészséges, fertilis

felndtt allatok lettek, melyek tovabbszaporodasra is képesek voltak. A biopsziadzott
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embriokbol szarmazo utdédok vérparamétereinek vizsgalata (CUI és mtsai, 1993), valamint
hisztopatologiai analizise (CUI ¢és mtsai, 1994) alapjan feltételezhetd, hogy a
mikromanipuldcié nem okoz elvaltozast a posztnatalis élet soran. Megfigyelésiink szerint
az embriobiopsziat kdvetden a megsziiletett felnott egyedek fertilitdsa, vemhességi ideje,

alomlétszama sem tért el a kontrollhoz képest.

A bemutatott mikromanipuldcios eljaras gyors, egyszerli, még a kompaktalodast
megkezdd embridk életképességét sem csokkenti, valamint az eltdvolitott blasztomer
sejtmembranjat épen hagyja. A mikromanipuldcidohoz sziikséges kapillarisok eléallitasa
konnyl, csupan mikrohuta alkalmazasat igényli. A beavatkozashoz csupan egy,
mikrométeres tartomanyban hdrom dimenzidoban mozgd mikromanipulatorra van sziikség a
drilling kapillaris vezérléséhez, mivel a holder kapillarist a mikromanipulacids szinten
rogzitve tarthato. (Ez a jellemzo a gyakorlati alkalmazas esetén jelenthet elonyt, hiszen a
holder kapillaris szamara egy egyszeriibb, olcsobb vezérld egység beszerzése is elegendd,
ha az inverz mikroszkop mozgathat6 targyasztallal rendelkezik.) A mikromanipulaciéd
soran, szemben CHEN ¢és mtsai (1997) modszerével, nem kell biopszianként a kapillarist
AT oldattal Gjratolteni, igy jelentésen megnd a beavatkozas sebessége.

A mikromanipulalt embridk in vitro a kontrollal megegyezd aranyban fejlodnek
tovabb, azonban a sejtmag-szamukban valo eltérés arra utal, hogy részben az eltavolitott
blasztomer hidnyanak, részben a zona pellucidan ejtett nyilason valé id6 eldtti kibujasnak
kdszonhetden, elmaradnak a kontrollhoz képest. A vemhesség vizsgalata alapjan azonban
megallapithatd, hogy a magzatok fejlédésbeli lemaradasukat az organogenezis soran
behozzak. A megsziiletett utodok normalis fenotipussal rendelkeztek.

Kisérleteink lehetdséget teremtettek arra, hogy a preimplantdcios kort embridkon
végzett mikromanipulacids eljaras hatasat vizsgalhassuk a rovid vemhességi idejii egér
esetében. Az eljaras ¢lettani hatasainak egérmodellen vald vizsgalata elengedhetetlen
elofeltétele az embridmanipulacios eljarasok gyakorlati bevezetésének. Valodsziniisithetd,
hogy hasonl6 kovetkezményekkel kell szamolni akar emberi, akar haszonallatokon végzett

beavatkozasok soran is.
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4.4. Az embriobiopszia egér és szarvasmarha embriokra gyakorolt, az in vitro fejlodés
alatt megfigyelt hatasanak osszehasonlitasa.

Az in vitro tovabbfejlédési adatokbol kitlinik, hogy a biopszidzott embriok
tovabbfejlodési képessége nem tér el Iényegesen a kontroll embriokétdl egyik faj esetében
sem. Az embridk a beavatkozast kovetéen nagyon hasonléan fejlédtek tovabb. A
biopszazott embriobol kialakuld holyagesirdk expanzioja mindkét faj esetén elmarad, a
blasztocdl folyadék feszité hatasanak eredményeként megkezdddik a trofektoderma
sejteknek a peteburok sériilésén keresztiill torténd kitiiremkedése. Kialakul, a
szakirodalomban is leirt, un. 8-as forma (MALTER ¢s COHEN, 1989).

Az egypetéju ikrek természetes keletkezésének egyik lehetdsége, ha egy, a zona
pellucidan levd, spontan moédon kialakult sériilésen a trofoblaszt sejtekkel egyiitt
kitiiremkedd embridcsomo csak részben préselddik keresztiil, kialakitva a 8-as format. A
zona pellucida gyakorlatilag elfelezheti az embridocsomot, s ha a peteburkon kiviil levd
embriorész levalik, két identikus embridklon jon létre. Hasonld jelenséget okozhat, ha a

zona pellucidan mesterségesen tul sziik nyilast keltiink.

Az egérnél alkalmazott savas emésztés a zona pellucidan kor alakt nyilast hoz létre (57.

abra)

N

57.4bra: Ures zona pelluciddk biopsziazott egérembridk kibujasa utan

A szarvasmarha embriokon alkalmazott mechanikus penetracio csak egy, 35-40 um hossza

rést hoz létre a peteburkon.
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A holyagcsirdk teljes expanzioja egyik esetben sem kovetkezik be, hiszen a trofektoderma
sejtek a leggyengébb ellenallas irdnyéaban atpréselddnek a zona pellucida nyilasan.

Amig az egér embridk zona pelluciddjan 1étrehozott kor alakll nyilas képes korkords iranya
tagulasra, a szarvasmarha embriok peteburkan kialakitott rés azonban csak korlatozottan
sz¢lesedik. A zona pellucida igy nem képes, a kontroll embriok expanziojat kovetd
kibujasakor megfigyelhetd, kb. 70 um hosszusagban bekovetkezd felrepedésre (58. abra).
A felrepedést korlatozhatja a zona pellucida szilardsaga, mert a biopszidzott embridk a
zigbta zona pellucid4janal alig vékonyabb zona pellucidaja sokkal nagyobb ellenallast fejt
ki a blasztocdl nyomdsaval szemben. A szlik résen keresztiil préselddd sejtekbol
sejtmagnélkiili, citoplazmat is alig tartalmazo, sejt membrannal ellatott fragmentumok

keletkeznek (59. abra)

58. abra: Ures zona pellucida 59.4bra: Sejtfragmentalodas

Feltételezésiink szerint a biopsziazott szarvasmarha embrioknal is megfigyelhetd, valodi
blasztociszta expanzi6 helyetti, til kordn bekdvetkezd sejtkitiiremkedés az egérmodellen in
utero tapasztalt korai magzatfejlédésbeli lemaradast okozhat. A megfigyelés jelentdségét az
adja, hogy a biopszidn kiviil barmely, részleges zona felnyildst okozé mikromanipulacio,

pl. a sejtmag-atiiltetéses klonozas is hasonld hatast eredményezhet.
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4.5. Osszefoglalas

Kisérleteinkben in vitro 1étrehozott szarvasmarha embriok szamara dolgoztam ki
egy gyakorlati alkalmazasra is alkalmas mikroaspiracios biopszias eljarast.

A biopszia embriofejlodésre gyakorolt hatasat az embriok in vitro tovabbtenyésztése
soran vizsgaltam. Megallapithato, hogy a beavatkozason atesett embriok tovabbfejlodése
aranyaiban nem tér el a kezeletlen kontroll csoport embridinak eredményétdl, de a fejlodés
jellege eltérést mutat. Megfigyelhetd a holyagesirdk méretnovekedésének elmaradasa, és a
zona pellucidabol valé kibujas megkezdése a természetes folyamatnal korabban kovetkezik
be.

Az embridbiopsziat sikeresen integraltuk az ASMO nukleusztenyésztési rendszerbe,
az embrid-eldallitd technologia embridszexaldsi folyamata elemeként. A biopsziaval
elkiilonitett blasztomereket az ivarmeghatasrozason kiviil egyéb genetikai vizsgalatokra, pl.
nagyértékli gének genotipizalasara, terheltségek kimutatasara is felhasznalhatjuk.

Az eljaras feltételeinek hazai megteremtésével lehetéség nyilt arra, hogy a
technologiat hazai, a modern szaporodasbioldgiai beavatkozasokat is alkalmazé tenyésztési
programok integralhassak.

Preimplantacios kora embriok biopsziajanak a recipiens allatokba iiltetést koveto,
magzati fejléddésre gyakorolt hatdsdt egérmodellen vizsgaltuk. Az egér embriok

Az embridbiopszidhoz kifejlesztett, 1j, savas emésztéses zona pellucida megnyitast
alkalmaz6, csupan két mikromanipulatort és mikrokapillarist igényld mikroaspiracios
eljaras az eddigi human terdpidban ¢és egérmodellen vald kutatdsokban -elterjedt
modszereknél 1ényegesen egyszeriibb és gyorsabb megoldast kinal.

A mikromanipulaciot kovetden az embriok in vitro fejlédését tekintve, akarcsak a
szarvasmarha embriok esetében, nem tapasztaltunk a tovabbfejlddé embriok aranyaban
eltérést a kontroll csoporthoz képest. Az embriok fejlodésének jellege megegyezett a
biopszian atesett szarvasmarha embriokéval, szintén megfigyelhetd volt a hdlyagcesirdk
méretnovekedésének elmaradasa, és a zona pellucidabdl vald, természetes folyamatnal

korabbi kibujas.
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A bioszén atesett embriokat recipiens ndstényekbe {iltettilk, majd a vemhesség
harom szakaszéban (9., 13., 19. nap) biraltuk el a magzatok fejlettségét. A tovabbfejlodo,
¢letképes magzatok ardnya a vemhesség egyik szakaszdban sem tért el a kontroll
csoporthoz képest.

A biopszidzott embriokbdl fejlddé magzatok a vemhesség 9. napjan fél-egy napos
fejlodési elmaradast mutattak a kontroll embriokbol fejlddé magzatokhoz képest. A
vemhesség késdbbi szakaszaiban a magzatok fejlédési elmaraddsa azonban mar nem volt
megfigyelhetd.

A biopszian atesett embriokbol szairmazo, megsziiletett utddokon sem sziiletés utani

fejlodésbeli, sem szaporodasbioldgiai elvaltozasok nem voltak kimutathatok.
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5. ADOLGOZAT OSSZEFOGLALASA

Dolgozatomban 1998 ¢és 2002 kozott végzett laboratoriumi kisérleteim eredményeirdl

szamoltam be. A kisérletek tervezésekor torekedtem arra, hogy a vizsgalt mddszerek

gyakorlati céloknak is megfeleljenck. Atfogobb irodalmi attekintés segitségével kivantam

bemutatni, hogy a tanulméanyozott az allatbiotechnologiai eljarasok milyen szerepet

toltethetnek be a modern allattenyésztési rendszerekben.

A dolgozatomban ismertetett, altalam legfontosabbnak itélt eredményeimet a kovetkezd

pontokban kivanom &sszegezni:

1.

A Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpont Embriologiai Laboratériumaban az
elmalt négy év soran sikeriilt egy olyan in vitro szarvasmarha embri6-el6allito
technologiat kialakitani, amely egyarant kiszolgéalhatja az alapkutatds ¢és a gyakorlat
igényeit. A rendszer segitségével, akar in vivo, akér postmortem eredetii petesejtekbdl, a
gyakorlat szdmara beliiltetésre alkalmas kereskedelmi mindségli embriok allithatok eld
in vitro. Emellett a technologia segitségével ex situ génmegorzési célbdl kialakitandd
embridobank szamara is lehet mélyhiitésre alkalmas blasztocisztdkat 1étrehozni. Az
eljarast alkalmazoé laboratériumot 2000-ben EU kompatibilis embrio-eldallitd
allomésként (H-3 sz.) regisztralta az OMMI.

A termékenyitéanyag mindségének elbiralasahoz alkalmazott Kovacs-Foote féle festés
kiértékelésének megkonnyitése céljabol sikeriilt egy egyszerti, az Internetrdl ingyenesen
letoltheté adatbeviteli programot (Hamupipdke/Cinderella himivarsejt szamlalo
program) kifejleszteni. A DOS ¢és Windows operacidés kornyezetben futtathatod
valtozatokkal rendelkezd program lehet6vé teszi, hogy a megfigyelési adatokat egy, a
termékenyitéanyag-biralé laboratériumban egyébként is megtaldlhatd szamitogép
billentylizetének Num Pad gombjaival lehessen folyamatos mikroszképos megfigyelés
mellett betaplalni.

Az in vitro termékenyités felusztatasi eljarasa segitségével sikeriilt kozvetve igazolnom,
hogy a Kovacs-Foote féle fénymikroszkopos festés eredménye szerint €16, ép

akroszomaju, de fest6dd farka himivarsejtek csokkent mozgasképességiiek. A motilitas
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szempontjabol hato szelekcios eljaras ezen himivarsejtek aranyat lényegesen csokkenti
a felusztatéas soran kialakult, motilis sejteket tartalmazo feliilaszoban.

Oktatasi és ismeretterjesztési célbdl a spermaértékelés €s az in vitro embrio-eldallitas
modszereinek bemutatasara két Internetes web site-ot hoztam létre.

Az in vitro embrid-eldallitd rendszer segitségével létrehozott embridk betiltetés elotti
genetikailag jellemezése, a PGD szamara mikroaspiracidos embriobiopszias eljarasi
protokollt dolgoztam ki. Az eljarast a gyakorlatban is alkalmaztam az ASMO nukleusz
tenyésztési rendszerben, nagy értékii embridok szexaldsa alkalmaval. A recipiens
allatokba iiltetett embriokbol két utod sziiletett meg.

A mikromanipulacié embrido és magzatfejlédésre gyakorolt hatasat egérmodellen is
tanulmanyoztam. Az egérmodell szaméara, még nem kompaktidlodott embridkon
megvalosithatd, 0j, egyszerisitett biopszias eljardst dolgoztam ki. A csupan két
mikromanipulatort felhasznald eljarast, egyszerisége miatt, a human asszisztalt
reprodukcids terapia is alkalmazhatja.

Az embrio-beliiltetést kdvetden a biopszian atesett embridokbol, magzatok fejlédésének
jellegében bekovetkezd valtozasokat megfigyelve megéllapitottam, hogy a
mikromanipulaciés beavatkozdsnak az embrio-beiiltetést kovetden, csak a vemhesség
korai szakaszaban, az organogenezist megelézéen tapasztalhatd Iényeges hatasa. A
mikroaspiracios modszer in vitro embriofejlddésre gyakorolt hatasat Osszevetve az
egérmodellen tapasztaltakkal megallapithato, hogy a zona pellucida részleges sériilése
miatt in vitro, szarvasmarha embriok esetében is megfigyelhet az egér embridk esetén

kimutatott, zona pellucidabol valo, til koran bekdvetkezo részleges kibtjas.

Remélem, hogy az elmult évek soran végzett kutatomunkam, kisérleti eredményeim, ha
szerény mértékben is, de hozzajarulhatnak a magyar szarvasmarha tenyésztés
versenyképességenek a fenntartasahoz. Amennyiben lehetdség lesz ra, a jovoben is a
gvakorlat szamara hasznosithato eredményekkel zarulo alkalmazott kutatasi teriileten

szeretnék tevekenykedni.
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KOSZONETNYILVANITAS

Mindenek elott koszonom sziileimnek, kedvesemnek és barati koromnek a Kkitartod,
folyamatosan biztatd tdmogatast. Szeretném megkdszonni mindazok bizalmat és segitségét,
akik évek ota 0sztondznek a kisérleteim dolgozat formajaban torténd dsszefoglalasara.

Koszondm témavezetdimnek, Dr. Javor Andrasnak, és Dr. Gocza Elennek hogy
segitették a dolgozat elkésziilését. Halaval emlékezem kivald tanarjaimra, konzulenseimre,
Dr. Dohy Janos akadémikusra, aki az utolsé pillanatig atyai gondoskodassal és szeretettel
tamogatta ¢s irdnyitotta a kutatomunkamat, és Dr. Keszthelyi Tiborra, aki TDK
témavezetom volt. Dr. Nagy Andrasnak, elsé fonokomnek koszonhetd, hogy kivald
iskoldjaban alkalmazott embriologidval kezdtem foglalkozni. Koszondm Stohlmayer
Akosnénak a gimnaziumi biolégia orakat, amik nélkiil biztosan nem irhatnam ezeket a
sorokat. Koszonom kollégadimnak a kitartd barati noszogatast, vitdkat és a sok kozos
munkat. K6szonom Dr. Szab6 Laszlonak, Dr. Hiripi Laszlonak, Baranyai Bencének az
ismeretségiink elsd percétdl tartd bizalmat és baratsagot, Dr. Kovacs Andrasnak a kivald
Koviacs-Foote féle festést, valamint azt hogy Otletrohamainkat baratilag egymadsra
zudithatjuk. Koszonom volt és jelenlegi munkahelyi vezetdimnek, Dr. Bdsze
Zsuzsannanak, Dr. Solti Laszlonak, Dr. Dinnyés Andrasnak, Dr. Gécza Elennek, Dr.
Merja Markkulanak, és Dr. Asko Maki-Tanildnak a munkdban nyujtott irdnymutatést ¢s
azt, hogy munkacsoportjukban megteremtették kutatomunkam feltételeit. Halas vagyok
munkatarsaimnak, Koboldk Juliannanak, Gréf Mihalynénak, Polgar Zsuzsanak a
kisérletek soran nyujtott segitségért. Koszondm Dr. Nagy Szabolcsnak ¢s Somfai
Tamasnak, hogy kedviik volt a k6z6s munkakhoz, ¢és rontottadk a szemiiket a targylemezek
kiértékelésével. Halaval tartozom Dr. Bali Papp Agnesnek, Dr. Zomborszky Zoltannak,
Dr. Cseh Sandornak, Dr. Gabor Gyorgynek, Dr. Machaty Zoltannak, Dr. Alexandr
Makarevichnek, Dr. Horvath Gabriellanak, Dr. Veress Iudithnak, Laczko Laszlonak a
sok segitségért. Fabian Péter, Kiss Attila, Szabé Miklos, Gédor Nora, Madarasz
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MELLEKLETEK

Roviditések jegyzéke

EM:
ET:
FCS:
ITV:

IVM:

IVF:
IVC:
IVP:

Embridomosas

Embridtranszfer, embriobeiiltetés

Fetal calf serum

Ivadék teljesitmény vizsgalat

In vitro maturacié — Petesejtek in vitro érlelése
In vitro fertilizaci6 — In vitro termékenyités

In vitro culture — Embridk in vitro tenyésztése

In vitro embryo production — In vitro embri6 eldallitas

MOET: Multiple ovulation and embryo transfer — Petesejt sokszorozasra és embrio-

MT:

OPU:

PGD:
STV:
SZ0:

atiiltetésre alapozott tenyésztési rendszer

Mesterséges termékenyités

Ovum pick up — Petesejt kinyerés €16 allatokbdl transzvaginalis ultrahang
segitségével

Preimplantacios genetikai diagnozis

Sajat teljesitmény vizsgalat

Szuperovulécio
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