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OSSZEFOGLALAS

A szerzok egy az embrio-atiiltetést rutinszeriien alkalmazo gazdasdgban a felhasznalt
kerestek az embriok morfologiai mindsége, a mélyhiités és az embrio-atiiltetés eredmé-
nyesség kozott. Az in vivo holstein-friz embriok frissen vagy etilén-glikolban fagyasztva
keriiltek beiiltetésre. Az embriok morfologiai jellemzdi statisztikailag igazolhato dsszefiiggés-
ben voltak a fagyasztott és a friss allapotban torténd beiiltetés eredményességere.
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ABSTRACT

Influence of the embryo quality for the efficiency of the embryo-transfer in field
condition
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The authors categorized the embryos of Holstein Friesian (n=925) from the morphologies with
stereomicroscope in field conditions. The morulae and blastocysts were classified and
examined, and further on the influence of the embryo quality for the efficiency of the embryo-
transfer. The embryos were collected in vivo, transferred in fresh and frozen state. Embryos
were frozen by controlled freezing methods using ethylene glycol. Results of the present study
show that the qualities of the embryos were influenced for the efficiency of the embryo-transfer.
(Keywords: Holstein Friesian, field conditions, embryo transfer, freezing, embryo quality)

BEVEZETES

A szarvasmarha fajban a biotechnikai eljarasok jelentds fejlodésen mentek keresztiil az
elmult 25-30 évben. Hazankban embrid-atiiltetésbol az elsd borju 1978-ban sziiletett
meg, majd 1983-ban fagyasztott embrioval az elsé sikeres transzfert is végrehajtjak
(Cseh és Dohy, 2003). Az embrio-atiiltetésnek €s a hozza kapcsolodo egyéb biotechnikai
modszereknek az alkalmazdsa a szarvasmarha-tenyésztésben, novelte a legjobb
genotipusu egyedek szamat (Galli és mtsai., 2003). Az ¢él6 sejtek mélyhitési

sres

biotechnikai modszereket, 0j eszkdzt advan az allattenyésztok kezébe.
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Szarvasmarha-embridkndl az embri¢-atiiltetés megkovetelte fejlodési stddium a morula
és blasztociszta allapot. Az embridomélyhtitésére is ekkor szokott sor keriilni. Az embriok
mindségében azonban nagyfoku eltérés mutatkozik.

Az embriodk beiiltetésének hatékonysagat az atiiltethetd embridk fejletsége mellett,
tobbek kozott, az embriok mindsége is befolyasolja (Hasler, 2001). Az embriomindség
meghatarozasanak legegyszeriibb vitalis modja a morfoldgiai alapon torténd osztalyozas.
A morfologiai biralat elénye, hogy egyszer(i, olcso, gyors és a vizsgalt embriok
életképességét nem csokkenti. JOl végrehajthatd — az embrid-atiiltetés soran hasznalt —
fénymikroszkop segitségével. Az embrio-atiiltetés gyakorlati végrehajtasakor ez a
legelterjedtebb mddszer és a hazai hivatalos dokumentalasi forma is megkoveteli ennek
hasznalatat.

A mobdszer tudomanyos megalapozdsat szolgadld vizsgalatokban az embridkat
alkot6 sejtek citoplazmajanak és sejtjeinek elektro-denzitds vizsgalataval mindsitettek
morulékat és a blasztocisztakat és korrelaciot talaltak az egyszerti fénymikroszkop alatt
végzett morfologiai mindsités kozott (Abe és mitsai., 1999). A legtobb embridomindsitési
vizsgalat, az embridkat koriilvevd kdrnyezet elemzésén alapul. Vizsgaltak a fagyasztast
kovetd talélési aranyt is in vivo és in vitro koriilmények kozott eldallitott embridkon
Havlicek és mtsai. (2005). A tapfolyadékoknak az embridmindségre gyakorolt hatasat
Lonergan és mtsai., (2001) vizsgaltak

A morfoldgiai alapon torténd életképesség-becslés a gyakorlati tapasztalatok
alapjan szoros korrelacidban van az embriok abszolut életképességével. Ezt igazoljak a
morfologiai alapon mindsitett embridk atiiltetésébol szarmazo adatok is (Tervit és mtsai.,
1980, Schneider és mtsai., 1980). A morfoldgiai mindsités alapjan becsiilhet6 a beiiltetés
eredménye. Az in vivo nyert mindsitett embridk beiiltetésének eredményessége kdzott
Lindner és Wright (1983) is talalt kiilonbséget. A modszer hatranya viszont a nagyfoka
szubjektivitdas (Callesen és mtsai., 1995). Az embriok életképességének végsd
ellenérzésére a gyakorlatban a vemhességi diagnozis illetve a megsziiletett borjak szama
adja a legmegbizhatobb adatokat.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatokat egy magyarorszagi szakositott tejtermeld telepen végeztiik, ahol 10 éve
folytatnak tizemi koriilmények kozott embrio-atiltetést. Az allomany fajtaja holstein-
friz. Az embridk kimosasat és a beiiltetését az istallokban végeztiik. A donor és recipiens
allatok nem részesiiltek kiilonleges, egyedi takarmanyozasban.

A tehenek szuperovuléltatdsait FSH-val (OVAGEN, ICPbio) végeztikk, az ivari
ciklusuk lutealis fazisdnak a kozepén. A szuperovulaltatott tehenekbdl a termékenyitést
kovetd 7. napon, vértelen modon nyert morula és blasztociszta embridkat hatvanszoros
nagyitasban, fénymikroszkop (60X) alatt mindsitettiik.

A rutinszerli munka soran az embriok mindségét 4 osztalyba soroltuk Lehn-Jensen
(1986) munkaja alapjan. Ezek meghatarozasa erdsen szubjektiv, hiszen nagymértékben a
technikus személyéhez kothetd. Az elsé osztalyba a kivald mindségii embridk kertiltek,
melyeket egyforma méretii és homogenitasu sejtek alkottak és tiszta perivitalis térrel,
gombolyli és ép =zona pellucidaval rendelkeztek. Ezek az embriok hibatlan
sejtszerkezetliek, szoros sejtkapcsolattal birtak.

Masodosztalyt mindsitést kaptak, az el6z6 osztalyba tartozd embridkhoz hasonlo
sejtszerkezetiieck, ha mar apr6é tormelékdarabok taladlhatdéak a perivitdlis térben. A
blasztomerekben apro iiregek megengedettek. Osszességében ezek az embriok csekély
mértékben tértek el az elsd osztalyutol.
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A harmadosztalyba sorolt embridk jelentdsen kiilonboznek az el6zd osztalytol. A sejtek
nagy része sériilt, nagyobb sejtdarabok talalhatoak a perivitalis térben.

A negyedik mindségi osztalyba az un. ,degeneralt” embridk tartoztak.
Sejtszerkezetilk laza, tisztdn kivehetd degenerativ elvaltozasok tapasztalhatoéak a
blasztomerekben,, sok nagydarab sejttormelék talalhaté a zoéna pellucidan beliil és a
sejteknek kevesebb, mint a fele ép. Szubjektivitds szempontjabdl az elsé és az utolsd
csoportnak a legegyontetibb a megitélése. Az embrio-atiiltetési munka komplex
folyamata soran ezeket a fejletségi kategoridkat és mindségi osztalyokat hasznaltuk és
ezek alapjan torténik a hatosag felé a hivatalos dokumentacio is.

Az embriokat egyedileg, mikropipetta segitségével 0,25 ml-es mliszalmaba toltottiik. A
miiszalmazott embriok sziikség szerinti fagyasztasa etilén-glikolban tortént (Voelkel és Hu,
1992; Hasler és mtsai., 1997; Dochi és mtsai., 1998; Martinez és mtsai., 2002; Hasler, 2003),
programozhaté fagyasztoval (EUROTHERM). A miiszalmakat el6hiitott fagyasztoba
helyeztiik be. A kristalyosodas indukélasa (seeding) -7 °C-on tortént, a hiitési sebesség 0.3
°C/min volt -30 °C-ig. Ezt kdvetben a miiszalmakat folyékony nitrogénbe helyeztiik (Dochi
és mitsai., 1998). A fagyasztott miiszalmék felolvasztisa 37 °C-os vizflird6ben tortént 12
masodpercig. Ezt kovette vértelen uton, a beiiltetésiik. A friss (n=517) és a fagyasztott
(n=408) embriokat kozvetlen modon {iltettiik be, szinkronizalt recipiensekbe. A recipiensek
szinkronizalasat prosztaglandinnal (ESTRUMATE) végeztiik. Az atiiltetés eredményességét
rektalis Giton, manualisan ellendriztiik a beiiltetéstél szamitott 50—60. napon.

Az adatok statisztikai értékelését Chi’ probaval végeztiik, melyhez SPSS 11.5
statisztikai programcsomagot hasznaltunk.

EREDMENY ES ERTEKELES

Megprobalvan kikiiszobolni a mindsités soran fellépd szubjektivitast, az értékelés soran
a bemutatott, mindségi osztalyok egy részét osszevontuk. Altalunk adott ,,j6” mindsitést
csak az . osztalyba tartozo embridk kaptak (n=654). A tobbi (II-I1I-1V mindségi osztaly)
a ,,rossz” kategoriaba esett (n=271). A munkank folyaman az embriok fejletségét nem
vettik figyelembe. A vemhesiilési eredményeinket 100 beiiltetésre vonatkozoan,
vemhesiilési szdzalékban adtuk meg. A ,,j0” és a ,,rossz” mindségli embridoknak a friss
allapotban torténd beiiltetés eredményességére gyakorolt hatasat az /. abra mutatja be.

A ,j6” embriok frissen tortént beiiltetése soran elért vemhesiilési szazalék
szignifikansan nagyobb (47% vs 32,1%; P<0,05) mint a ,rossz” embridk esetében. A
0”7 mindsitésti embridval elért eredmény gyakorlati szempontbdl is elfogadhatonak
mondhatd. A ,rossz” mindsitésli embriok atiiltetésekor megkdzelitbleg 3 iiltetésbol
nyerhet6 egy utod.

A 2. dbran a kiilonb6z6 mindségli fagyasztott embriok megtapadasat mutatjuk a be.

A ,,j6” embriok a vembhesiilési szdzaléka szignifikansan nagyobb aranyu (21,3% vs
9,4%; P<0,05) volt, mint a ,,rossz” embrioké. A fagyasztas, gyakorlati elénye mellett, a
vitalitast gyengitd hatdsa egyértelmiien jelentkezett. Mind a frissen, mind a fagyasztva
tortént atiiltetés utan gyengébb eredményt kaptunk.

KOVETKEZTETESEK
Az eredmények alapjan megallapithato, hogy az embri6 morfologiai mindsége
szignifikans (P<0,05) hatassal van a beiiltetés eredményességére. Ez a kiilonbség

fagyasztott és frissen felhasznalt embridk esetében is igaz. A morfoldgiai vizsgalat
alapjan a varhato vemhesiilés jol becsiilheto.
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1. abra

Az embrié mindségének a hatasa a friss allapotban torténé atiiltetés eredményére
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Figure 1. Effect of the embryo quality for the pregnancy in fresh state

Good (intact and spherical zona pellucida, homogeneous cell mass with cells of
uniformsize)(1), Bad (other)(2), Embryo quality(3), Pregnancy rate(4)

2. abra

Az embrié mindségének a hatiasa a fagyasztott allapotban torténé atiiltetés
eredményére
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Figure 2. Effect of the embryo quality for the pregnancy in frozen state

Good(1), Bad(2), Embryo quality(3), Pregnancy rate(4)
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A jelenlegi recipiens arak mellett célszeri elvégezni az embridk fénymikroszkoppal
torténd eldszelekcidjat. Az igy rendelkezésre allo embrido-mindségi adat utan lehetdség
van arra, hogy kelld meggondolas utan, melyik embrio keriiljon friss allapotban torténd
beiiltetésre, illetve fagyasztasra, felvallalvan a mélyhiitési eljarasnak az embridra
gyakorolt vitalitas csokkent6 hatasat.

A koltséghatékonysag érdekében érdemes minél tobb recipiensrél gondoskodni,
hogy elkeriilhetd legyen a sajat tenyészetben torténd felhasznalasra szant, in vivo
eléallitott embriok kényszerli fagyasztasa. A tovabbiakban ezért célszeri meghatarozni,
hogy milyen tényezék okozhatjadk ezeket a morfologiai elvaltozasokat, hogy ezek
kikiiszobolésével, noveljiik a vemhesiilési szazalékot, ezaltal az eljaras eredményességét.
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