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OSSZEFOGLALAS

Az 1970-es évek 6ta intenziv kutatdmunka folyik az in vitro embridé-el3allitasi rend-
szerek kialakitasara szarvasmarha fajban. Az elsd, teljes egészében in vitro elalli-
tott borjak 1987-ben szilettek Japanban, és 1996-ban hazankban. A szerzdk tudo-
masa szerint Magyarorszagon jelen kisérlet az elsd, amelyben teljes egészében
in vitro technoldgiaval el8allitott embridkat, Gn. direkt transzfer eljarassal reci-
piensekbe belltetve sikeres vemhességeket értek el telepi korulmények kozott.
Az ovum pick-up eljarassal leszivott kumulusz-petesejt-komplexeket kereskedelmi
forgalomban elérhetd teljes tapfolyadék rendszerben érlelték, majd a megtermé-
kenyitést kovetSen a zigdtakat in vitro tenyésztették, végul morfoldgiai biralat
utan lassu fagyasztasos maodszerrel mélyh(tve taroltak. A 62 fagyasztott embrido-
bdl 20 kitlnd mindsitést kapott és recipiensekbe Ultetve ezidaig 6 vemhességet
diagnosztizaltak, amelyek kézUl az elsd borjd 2020. marcius 31-én szlletett meg.
Az eredmények alapjan a jovében az in vitro embrié-elballitas hazankban is része
lehet a tehenészeti telepek szaporodasbioldgiai menedzsmentjének.

SUMMARY

Background: From the 1970’s onwards, the establishment of bovine in vitro
embryo production systems have been extensively studied. The first fully in vitro
produced calves were born in 1987 in Japan. The first offspring from cryopreserved
and in vitro produced ovine and bovine embryos born between 1994-1996 in Hun-
gary. However, according to the authors’ knowledge this is the first study describ-
ing fully in vitro produced (ovum pick up, in vitro matured, fertilised and cultured)
embryos that have been frozen - thawed and transferred with the direct method
resulting in successful pregnancies under farm conditions.

Objectives: To produce viable, and fully in vitro produced bovine embryos under
farm conditions.

Materials and methods: After the ovum-pick up procedure, the cumulus-
oocyte-complexes have been matured, fertilized and the zygotes cultured in
vitro using a commercially available and ready-to-use bovine media suite. Cryo-
preservation has been performed through a commercial slow freezing protocol.
After thawing, the embryos have been transferred directly into synchronized
recipients. Pregnancy diagnosis were carried out by ultrasonography on day
32th and confirmed by rectal palpation on day 60th of pregnancy.

Results and discussion: Out of the 62 freezable in vitro produced embryos,
20 excellent quality ones have been frozen-thawed and transferred directly
into synchronized recipients and 6 pregnancies have been achieved so far. The
first heifer calf was born healthy on 31st March, 2020. Until now, 6 calves have
been born from this program. The present results indicate that in vitro produced
bovine embryos could contribute to the advanced reproductive management in
beef and dairy operations in Hungary.
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SZARVASMARHA

A latin nyelvben az in vitro jelentése ,lvegben”, és az in vitro fertilizacié (IVF)
kifejezést gyakran hasznaljak altalanos megjeldlésként, amikor olyan embridkrél
tesznek emlitést, amelyeket a testen kivil allitottak el (13). Tagabb értelmezés-
ben azonban az IVF kifejezés magaban foglalja a petefészekbdl kinyert petesejtek
in vitro érlelését (in vitro maturation, IVM), azok in vitro termékenyitését (in vitro
fertilization, IVF), majd ezt kdvet8en az in vitro tenyésztését (in vitro culturing, IVC)
is. Ezek az eljarasok osszefoglaldan adjak ki a teljes mértékben in vitro el3allitott
(in vitro produced; IVP) embridk |étrehozasat, vagyis az IVMFC (in vitro maturation,
fertilization and culture) embridkat.

El6sz6r 1959-ben El8szor 1959-ben nyllban allitottak els életképes utddot teljes mértékben in vitro
nyulban dllitottak elé (13), ezt kdvette 1968-ban az egér (13). Mivel az egér nem bizonyult megfeleld
életképes utddot teljes IVF-modellnek a szarvasmarha fajban, az elsd sikeres szarvasmarha-IVF 1977-ben
mértékben in vitro tértént, amikor bikaspermiumokat kapacitaltak nydlpetevezetében (13). Az elsd

é18 IVF-borjd, az in vitro termékenyitést kdvetben, 4-sejtes stadiumda embrid

Az elsé, él6 IVF-borju recipiensbe iltetését kdvetSen sziletett 1981-ben (1). Teljesen in vitro el&alli-
1981-ben szliiletett meg tott borjak el8szor 1987-ben szilettek meg egy japan kutatdécsoport munkajat

kovetSen (12).

A kezdetek 6ta eltelt idében az eljards eredményessége nagymértékben javult
(13). Az elmult évtizedekben szarvasmarhaban hasznalhaté in vitro technikakat
olyan szintre fejlesztették, hogy ma mar szinte az 6sszes orszagban rutinszerlen
el8 tudnak allitani IVF-borjakat (13). A kereskedelmi forgalomban gyari oldatso-
rokat vasarolhatunk, amelyek a petesejtleszivas (ovum pick-up, OPU) folyama-
tatdl, a petesejtek érlelésén, termékenyitésén at az embridk tenyésztéséig és
belltetéséig j6 eredményességgel alkalmazhatdk. A fert6z8 betegségek atvitele
szempontjabél aggalyos, de korabban elkerllhetetlen allati eredetl 6sszetevdk
(pl. BSA [bovin szérum albumin] vagy foetalis borjdsavé [FCS]) nélkiili oldatok is
megjelentek, igy elérve a hosszabb és kdnnyebb eltarthatdsagot (ezeket nem
szikséges hiteni). Rdadasul igy a fert8zésveszély is minimalisra csokkenthetd,
vagy teljesen kikiszobolhetd.

Hazdnkban az elsé Magyarorszagon, kapcsolddva a nemzetkdzi tudomanyos iranyhoz, tébb munka-
IVF-borju sziiletésérél csoport egylttes kozremikodésével szilettek eredmények az in vitro embrié-
1991-ben jelent elBallitas terén az 1980-as és '90-es években (2-11, 17-21, 23-25). A Magyar Allat-

meg kézlemény orvosok Lapja hasabjain szarvasmarha IVF-r4l el8sz6r 1989-ben szamoltak be

(16), az elsd sikeres vemhességet valamivel késébb kozolték (23). Ezt kdvetSen
tobb dolgozat szlletett, amelyben a technikat a veszélyeztetett magyar szlrke
szarvasmarha génmegd8rzésére hasznaltak (20, 21, 25). Az in vitro fertilizacié moéd-
szerének részletes magyar nyelvi leirdsa az allattenyésztd kézvélemény szamara
1992-ben jelent meg (24).

Kés8bb részben (IVM, IVF), vagy teljes egészében (IVP) laboratériumban el§-
allitott borjak (3, 5, 6) szlUlettek magyar kutatds eredményeként, ill. jelent8s
el8rehaladés tortént az embridk tartds taroldsaban (10, 11). Bar az Gn. mésodik
generacids asszisztalt reprodukcidés technikdk (ide sorolhaté az IVF) potencialis
lehet8ségeit és korlatait elemz8 tanulmany jelent meg (19), azonban Magyaror-
szagon a technoldgia mostanaig nem kerilt &t a mindennapos gyakorlatba: az
embrid-elB4allitds az intézeti laboratériumok falai kozott maradt. Uzemi koril-
mények kozott nem sziulettek tudomanyos kézleményben megjelent eredmé-
nyek. Ugyanakkor a felhasznaldk, az allattenyésztd kollegak részére a Magyar
Mez8gazdasagban megjelent egy dolgozat, amiben a mddszer alkalmazéasanak
elényeit foglaltak 6ssze, egy konkrét IVF program tapasztalatai alapjan (6). Egy
Holstein-Friz tehenészet egyik nagy genetikai értéket képviseld tehenét techno-
|6giai okokbdl selejtezni kellett, amit elSre tervezhetd mddon tudtak megtenni.
Ez lehetdvé tette, hogy a vagdhidrdl a laboratdriumba szallitsak a petefészkeket
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és kinyerjék a petesejteket. Ezt kdvetben célparositassal kijeldlt bika spermajaval
in vitro termékenyitették azokat. Az in vitro el$allitott embridkat recipiensekbe
Ultetve az értékes genetikaju petesejtdonor-tehéntdl levagasa utan még tébb
borjl is szlUletett (5, 6).

Jelen dolgozat célja, hogy a szerz8k bemutassak az elsé hazai, OPU-IVM-IVF-1VC
folyamataval telepi korilmények kozott eldallitott, programozott fagyasztassal
mélyh{tott, majd felolvasztds utan direkt technikdval belltetett szarvasmarha-
embridkkal elért fogamzéasi eredményeket.

SAJAT VIZSGALATOK

ANYAG ES MODSZER

Az IV-embridk elBallitdsdhoz hus tipust Blonde d’Aquitaine tehenek petefészkeit
hasznaltuk; a petesejtek egy részét é16 allatbdl, OPU-eljarassal nyertik ki, majd a
petefészkeket pervaginam sebészileg eltavolitottuk. A martonvasari telepi emb-
ri6-laboratériumban (Embriobos Kft., G&bor major, Martonvasar) tortént a pete-
sejtek, Un. kumulusz-petesejt-komplexek (COC) formajaban torténd, leszivasa
a tUsz8kbdl, OPU-mébdszerrel (13).

A petesejtek (COQC) in vitro érleléséhez, termékenyitéséhez, tenyésztésé-
hez az IVF Bioscience Ltd. (IVF Limited T/A IVF Bioscience, Bickland Industrial
Park, Falmouth, Cornwall, UK) BOVINE MEDIA tapoldat sorozatat hasznaltuk.
Az egyes |épéseket a gyartd utasitasai szerint végeztuk el. A fébb Iépések
roviden osszefoglalva:

1. Petesejtek kinyerése, OPU (-1. nap)

2. Petesejtek mosasa, majd érlelése (IVM) 21-24 6ran at

3. In vitro termékenyités, IVF (0. nap)

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

5. Embriébiralat az IETS (International Embryo Technology Society) protokoll
szerint

6. Embriéfagyasztas

EMBRIOFAGYASZTAS

A 7 napos IVF-embriékat az Gn. lassl fagyasztasi mdodszerrel mélyh(tottik,
amely egylépcsds felolvasztast és kdzvetlen (direkt) belltetést tesz lehetévé.
A fagyasztas programozott hitdberendezés (Freeze Control Model CL5500,
Cryologic PTY LTD, Ausztralia) segitségével tdrtént, a gyartd ajanldsa szerint.
A rendszer szachardz és etilén-glikol alapl fagyasztd oldatot és egy fajspe-
cifikus transzfermédiumot (BO-TRANSFER medium, Eggtech Ltd., Egyesilt
Kirdlysag) hasznal.

EMBRIOBEULTETES, VEMHESSEGVIZSGALAT

A 62 lefagyasztott IVF-embridébdl 20-at felolvasztas utan recipiensekbe Ultettlnk
manualisan az un. direkt, vértelen embridbelltetés mddszere szerint, amely
lehetdvé teszi, hogy felolvasztast kovetden az embridt kbzvetlenll, a tarolasra
hasznalt miszalmaval Ultessik be (15, 26). A recipiensek vemhességét ultrahang-
vizsgalattal a 32. napon allapitottuk meg és a 60. napon végzett rektalis tapin-
tédssal erdsitettlk meg. A statisztikai elemzéseket az R-program segitségével
végeztik el (14).
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EREDMENYEK

A 4 IVF-programbdl 6sszesen 62 fagyaszthaté mindségl szarvasmarha-embridt
allitottunk eld. Ezekbdl az in vitro laboratdériumi tenyésztés soran 6 kompakt
morula, 5 korai blasztociszta, 9 blasztociszta, 40 érett blasztociszta és 2 expandalt
blasztociszta fejl8dott (1. dbra). Min8séglket tekintve 62% kivalé (IETS 1), 27%
j6 (IETS 2) és 11% kozepes (IETS 3) volt. Szignifikdns korrelécid volt az embridk
birdlati pontszama (mindség) és fejl8dési stadiuma kozott; Pearson-féle korre-
laciéval (corr 0,458, p < 0,0001), vagyis az el8rehaladottabb fejlettségli embridk
morfoldgiailag jobb mindséglinek bizonyultak.

A folyékony nitrogénben tarolt embridk kozul felengedés utan 20-at recipien-
sekbe Ultetve az 6sszefoglald készitésének id6pontjaban 6 allat vemhessége volt
megallapithaté (6/20; 30%).

Az elsd, teljesen IVF-fel el8allitott, majd fagyasztott és felolvasztas utan
kozvetlenll belltetett embridkkal elért vemhességekbdl 2020. marcius 31.-én
szlletett meg az elsd egészséges Usz8borjl a Tejut Kft. kesztolci telepén (2. dbra).
Ebbdl a programbédl dsszesen 6 IVF-borjld szlletett, egyikik azonban farfekvés
miatt elléskor elhullott. A méasik 6t egyed él, ezek az allatok 1 hét - 4 hdnap kdzotti
korlak a kézirat készitésekor.

MEGVITATAS

Ajavulé eredményességli biotechnoldgiai eljarasok ellenére a magyar szakembe-
reknek csak kis része foglalkozott mélyebben az in vitro technikak elsajatitasaval,
ennek egyik oka, hogy a laboratériumi eszk6z6khéz még mindig dragan lehet
hozzajutni. A technoldgiak egyszer(isddésével azonban szélesebb korben van és
lesz lehetbség a tenyészt8k szamara is, hogy éljenek az asszisztalt reprodukcid
e specialis, hazankban még nem mindennapos, allomanybdvitési lehetdségével.

1. ABRA. Kil6nb6z6 fejlédési stddiumd IVF- 2. ABRA. Az elséként vildgra jott, egészséges IVP-lszbborji a Tejut

szarvasmarhaembriék mikroszképos képe (nativ, 80x) Kft. kesztélci telepén

FIGURE 1. Microscopic image of IVF bovine embryos in FIGURE 2. The first, fully in vitro produced newborn heifer calf at the

different developmental stages (native, 80x) farm of Tejdt Ltd., (Kesztélc, Hungary)
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Jelen vizsgalatban két cég egyiuttm(ikdodésével (Embriobos Kft. és Embrid Kft.)
sikerilt telepi korilmények kozott 1étrehozni olyan szarvasmarha-embridkat,
amelyek recipiensbe lltetése vemhességeket, majd ezidaig hat életképes
borji megsziletését eredményezte, ezzel is bizonyitva, hogy az in vitro tech-
nika hatékonyan alkalmazhatd nemcsak a kilféldi, hanem a hazai allomanyok
emelt szint( szaporodasbioldgiai menedzsmentjének részeként.
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