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Osszefoglalds: Az in vitro embrié-elgallitas AVEP) 40 éves toretlen fejlédésének készon-
hetden napjainkra egyre fontosabb szerepet télt be a vilag szarvasmarha-tenyésztésében.
A petesejtek kinyerése, laboratériumi korilmények kozott torténd termékenyitése, az
embridk tenyésztése, a krioprezervacio, illetve a laboratériumi kérnyezet terén elért fejls-
dés tobb milli6 genetikailag magas értéki egyed elGallitasat tette lehetévé. Gyakorlati al-
kalmazasi lehet§ségei mellett az in vitro embrié-eldallitas (IVEP) szdmos kutatds alapjat
biztositja. Segitségével a korai vemhességi id8szak modellezhet8, az embriéfejlédés kor-
nyezeti tényezdi tanulmanyozhatdk, igy olyan kérdésekre kaphatunk valaszt, melyek a
tudomanyos és gyakorlati szakemberek szamaéra is fontosak. Egy megbizhatéan mi{ikodd
embrid el6allité rendszer kialakitasa soran sok technoldgiai 1épés optimalizalasara van
sziikség. Az elmult év soran a szerz6knek sikerilt kialakitaniuk egy olyan, jol mikodd
rendszert, melyben sikeresen folyik a szarvasmarha embridk elgallitdsa, igy oktatasi, ku-
tatasi feladatok megvaldsitasara alkalmas. A kézleményben a szerz6k bemutatjak a rend-
szer kialakitasat egészen a kezdetektdl, ennek sikereit és buktatoit egyarant, valamint
beszamolnak az itt végzett 31 IVEP program eredményességérdl. A kialakitott rendszer-
ben atlagosan a termékenyitett petesejtek 69%-a osztodik, és 23,4%-a fejlodik beiiltetheto
allapotd hélyagesiraig, igy alkalmas ovum pick-up (OPU) IVEP programok megvaldsita-
sara is.
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Abstract: Thanks to 40 years of uninterrupted development, in vitro embryo production
(IVEP) plays an increasingly important role in cattle breeding worldwide. Advances in
oocyte retrieval, fertilisation in the laboratory, embryo culture, cryopreservation and the
laboratory environment have enabled millions of genetically valuable embryos to be pro-
duced. In addition to its practical applications, in vitro embryo production (IVEP) provides
a basic model environment for a wide range of research. It can be used to model the early
gestation period and to study the environmental factors of embryo development, thus an-
swering questions that concern both scientists and practitioners. The design of an embryo
production system that delivers reliable results requires the optimisation of many techno-
logical steps. Over the past year, the authors have succeeded in developing a well-func-
tioning system for successful bovine embryo production, making it suitable for educational
and research purposes. In this communication, the authors describe the development of
the system from its inception, its successes and difficulties, and report on the success of
the 31 IVEP programmes. On average, 69% of fertilized oocytes cleave and 23.4% develop
to an implantable blastocyst, making the system suitable for ovum pick-up (OPU) IVEP
programmes.
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V.4

Az 1n vitro embrié-el6allitas torténete, szerepe

Az els6 "lombik bébi" 46 évvel ezelStt sziiletett. Az in vitro fertilizaciés (IVF) technolégia-
nak mas fajok, tébbek kézott szarvasmarha esetében is meghatarozo szerepe van. Kezdet-
ben az IVF technika kialakitasanak célja a szarvasmarhanal is hasonlé volt, mint amiért
azt emberek esetében kifejlesztették: a medddség kezelése. Az infertilitast mutatoé allatok-
nal némi sikert értek el ugyan, de a kés6bbiekben a médszer fejlesztése és alkalmazasa
nagyrészt a genetikai szelekcio javitasara és a generacids intervallum csokkentésére ira-
nyult. A mddszer gyakorlati alkalmazasat 40 évnyi, f6ként vagéhidakrol szarmazd pete-
fészkekbdl kinyert petesejtekkel és fagyasztott spermaval végzett kutatas segitette eld. A
tehenek esetében is igen hatékony eljaras jott 1létre a MOET alternativdjaként (Bousquet
et al. 1999). Mivel az els6 sikeres human IVF-hez vezetd eljards soran érett petesejteket
nyertek ki, a kezdeti erdfeszitések arra iranyultak, hogy tehenekbdl is érett petesejteket
nyerjenek laparotéomiaval, majd végil laparoszkoépiaval. A vilag els6é IVF borjat Benjamin
Brackett csoportja hozta létre, a petesejtkinyerésre és az embridk petevezetSbe torténd
atiiltetésére miitéti eljarast alkalmaztak (Brackett és mtsai. 1982). Tovabbi négy évbe telt
mire kifejlesztették a petesejtek laparoszkopos kinyerését és a blasztocisztak sebészi at-
iiltetését a méhbe hétnapos nyul petevezetékben térténd inkubaciét kévetSen (Sirard és
Lambert 1986). Az els§ tiz évben a laparoszképia maradt a preferalt technika az IVEP
klinikai alkalmazasaban, melyet kés6bb az ultrahang segitségével végzett ovum pick-up
technoldgia valtott fel. Az IVF kutatasi céla felhasznalasanak robbanasszerd novekedése
a vagohidakrol szarmazé petefészkekbdl nyert petesejtek felhasznalasanak lehetdségébdl
adédott. Ezt Eurépaban és az Egyesiilt Allamokban tébb helyen, nagyjabél egy idében fej-
lesztették ki, meglehet8sen hasonlé protokollokkal (Greve és Madison, 1991). Ennek ko-
szonhetben jelentls elérelépés tortént az ivarsejtek, illetve az embridk igényeinek és
anyagcseréjének megértésében, ami lehet6vé tette ijabb médiumok kifejlesztését a maga-
sabb blasztociszta ardny és az embridék megfelel§ mindségének elérése érdekében (Hansen,
2006). Meglepd médon az els6ként hasznalt médiumok tébb, mint 30 éve ugyanazok ma-
radtak. A legtobb laboratérium még mindig Neal First laboratériumaban kifejlesztett
TCM-199-et hasznalja szérummal, FSH-val és ¢sztradiollal kiegészitve az in vitro pete-
sejtérleléshez (Sirard et al. 1988), valamint a Tyrode-Lactate tartalmt médiumot a sper-
embriétenyészté médium esetében, amelyet az elsé tiz évben tobbszér médositottak (Greve
és Madison, 1991), és amelynek 6sszetétele még napjainkban is valtozik (Sirard, 2018b).
Az in vitro médon elGallitott embridk mélyhilthetGk és lehetdség van embridbiopszia se-
gitségével az embridk genotipizalasara és genomikai elemzésére is. Az IVEP optimaliza-
lasaba fektetett munka egy nagyon hatékony eljarast eredményezett, amely segitségével
az in vivo embrié-elGallitas alternativajaként tud megjelenni a szelekcié hatékonysaganak
novelésében. A petesejtek sikeres érlelése, ivardetermindalt spermaval torténd terméke-
nyitése, a meghatarozott kozegben térténd embridtenyésztés, a preimplantaciés genetikai
diagndézis és a krioprezervaci6 1épéseinek osszessége hozzajarult ahhoz, hogy az in vitro
embrié-elallitds gazdasagi jelentésége megnovekedett (Ferré et al., 2020; Sirard, 2018a).

Az IVEP szerepe a kutatasban, mint alkalmazott embriolégiai modell rendszer

Az utébbi idSben egyre nagyobb érdekl6dés mutatkozik a szarvasmarha preimplantaciés
embriolégiai és a szarvasmarha, vagy kérddz§ in vitro modellek irant a human asszisztalt
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reprodukciés technikdk és a termékenység megé6rzésének mélyrehaté vizsgalataihoz
(Adams et al., 2012; Menezo és Herubel, 2002). Ennek oka a szarvasmarha és az ember
kozott fellelhetd szamos fiziologiai hasonlésag; példaul a follikulogenezis idGtartama és
mindkét faj egyet ovulald, valamint a petesejtek lipidtartalma, az embridk anyagcseréje,
a kromatin mintéazatok és az embriok kinetikaja is hasonlésagot mutat az emberrel a vizs-
galt fejlédési szakaszban (Halstead et al., 2020; Jiang, 2024; Sirard, 2017). Bittner et al.
(2018) ilyen szarvasmarha in vitro modellkisérletben 4llapitottak meg, hogy az oxidativ
stressz DNS-karosodast idéz el6 a spermiumokban, mely az embridk mindségének romla-
sahoz és fejlédési rendellenességekhez vezethet. A stressz és reprodukciés kutatasok mel-
lett a kiilonb6z6 kérnyezetszennyezd anyagok reprodukciora kifejtett hatasait is vizsgalni
lehet szarvasmarha modell rendszerben, megfigyelve a kezelt petesejtek érését és a korai
embriéfejlédést in vitro koriilmények kozott (Hallberg et al., 2019). A kérédz8k in vitro
modelljéhez a vagohidrél szarmazé petefészkekbdl nyerhetdk ki nagy mennyiségben a pre-
antralis tiisz0k, az érett petesejteket magukba foglalé kumulusz-petesejt komplexek, igy
biztositva a vizsgalatokhoz sziikséges embrié-mennyiséget (Langbeen et al, 2015). A mo-
dellrendszer alkalmazasa kritikus fontossagu, mert a human embridk kisérleti felhaszna-
lasa az emberi minték sziikossége és az etikai kérdések miatt korlatozott. (Sirard, 2017).

A kiulonb6zd modellkisérletek nem csak humén vonatkozisban, hanem magéaban a
szarvasmarhatenyésztésben is fontos szerepet téltenek be. A laboratériumi kérilmények
kozott elgallitott szarvasmarha embridkat felhasznalhatjuk a fejlédés szempontjabdl fon-
tos szabalyozasi utvonalak megértéséhez. Az extracellularis vezikulumok, mikroRNS-ek
az embrio és kornyezete kozotti kulesfontossagu kétiranyu hirvivének bizonyultak az im-
plantécié el6tti és utani fejlgdés kiilonbozd szakaszaiban (Lange-Consiglio et al., 2020). Az
extracellularis vezikulumok a blasztocisztak fejlédése soran keletkeznek és vizsgalatuk-
kal az embri6 stressz-allapota jellemezhets in vitrokorilmények kozott, mivel alkalmasak
az embrionalis génexpresszié megvaltozdsdnak kimutatdsara (Lopera-Vasquez et al.,
2017; Menjivar et al., 2023). Ezen ttlmenden az embrié extracellularis vezikulumai és
mikroRNS-ei nem invaziv diagnosztikai vizsgalatokra biztositanak lehetGséget az adott
embri6 mindségének és életképességének megillapitasdhoz (Hawke et al., 2021). A meg-
hosszabbitott in vitro embriétenyésztés (Isaac et al., 2024) és a szintetikus embriémodel-
lek (Pinzon-Arteaga et al., 2023) lehetévé teszik az embriéban a blasztociszta stddium
utan zajlé élettani folyamatok feltarasat, melynek vizsgalata in vivo médon nehézségekbe
utkozik.

Az IVEP rendszer kialakitasa — sikerek és buktatok

,Csupan egy dolog fontos igazan egy IVF laboratériumban: minden” (Cairo Consensus
Group, 2018) — a lehetd legpontosabb megfogalmazas, mellyel minden in vitro embrié-els-
allitassal foglalkozo szakember egyetért. A laboratérium kialakitasa soran szamos szem-
pontot figyelembe kellett venniink annak érdekében, hogy az embrié-elGallitast adottsa-
gainkhoz mérten a leheté leghatékonyabban tudjuk megvalésitani a Magyar Agrar- és
Elettudoményi Egyetem Allattenyésztési Tudomanyok Intézet (MATE ATI) és Genetika
és Biotechnolégia intézet (GBI) egyetemen beliili egyiittmiikodésének koszonhetSen. A
szikséges eszkozoket probaltuk oly médon kivalasztani, hogy a laboratériumban minden
megtalalhat6 legyen, melyre az IVEP soran sziikséglink lehet. Ez biztositja egy sztereo-
és egy inverzmikroszkoppal felszerelt laminaris fiilke, ezen kivil egy flit6lappal felszerelt
sztereomikroszkop, egy COz, O2 szintregulaciot lehet6vé tevé hatkamras és egy egytert

89



Nagy et al.

szén-dioxid inkubator, egy magneses keverd, egy centrifuga és egy cs6melegitl késziilék.
A laboratérium berendezése utan kovetkezo 1épésként beszerzésre kertiltek a sziikséges
fogybanyagok és eszkozok, melyek elengedhetetlenek az embrid-elgallitas soran. A csepp-
folyés nitrogént és az inkubatorok miikodtetéséhez sziikséges szén-dioxid és nitrogén gaz-
palackokat a MATE altal megkotott keretszerzddések altal szereztik be. Az in vitro emb-
rié-el6allitdshoz IVF Bioscience (IVF Limited T/A IVF Bioscience, UK) médiumokat hasz-
nalunk. A sziikséges elGkésziiletek utan 2023.10.18.-an kezdtiik meg a tényleges munkat
az elkészult laboratéoriumban. A petefészkeket a ceglédi szarvasmarha vagohidon sajat
magunk gy{jtottik 6ssze, azok nemi traktusbdl valé kivagasaval, majd GoédollGre szalli-
tottuk Gket a tovabbi munkafolyamatok elvégzéséhez. A késGbbiekben, 2024.02.22.-t6] a
petefészkeket a gyongyosi szarvasmarha vagéhid bocsajtja rendelkezéstiinkre. A rendszer
uzemeltetése nagyon érzékeny, szembesiltiink azzal, hogy amennyiben a petefészek szal-
litas nem megfeleld, esetleg aramkimaradas torténik, ez azonnal negativ eredményként
jelenik meg. A munkafolyamatok betanulasa id6-, anyag- és eszkozigényes feladat. A la-
boratériumban specialis feltételeket hozunk létre az egyes munkafolyamatok soran, me-
lyek a petesejtek termékenyitése és az embridk tenyésztése soran eltérnek a rutin eljara-
soktdl (példaul denudalt petesejtek termékenyitése, kiilonbozé hémérséklet vagy gazkeve-
rék alkalmazésa), az igy megvaltoztatott koriilmények kialakitdsa soran sokszor tapasz-
taljuk az eredmények drasztikus romlasat.

Eredményeink

Az elmult év soran a laboratéoriumban 31 IVEP programot valésitottunk meg. A kezdeti
1ddszak magaba foglalta a laboratériumi eszkozok és kornyezet optimalizalasat, majd a
késébbiekben szakdolgozatukat témavezetésiink alatt készit6 hallgatéink betanulasat az
embrié-eldallitas modszerébe. Eddigi munkank soran 6sszesen 1791 darab vagéhidi pete-
fészek-mintat dolgoztunk fel, melyekbél 5506 darab petesejtet nyertiink ki. Osszességében
azon programokkal egylttvéve, melyek kiils6 tényez6k miatt sikertelennek bizonyultak,
a termékenyitett petesejtek 65%-a osztodott, és 21,2%-uk érte el a blasztociszta stadiumot.
Amennyiben ezeket a programokat nem jegyezziik, az aranyok a kévetkezdképpen alakul-
nak: 69% osztédott zigbta 23,4% blasztociszta arany mellett. Illetve ha a hallgaték gya-
korlé programjait nem vesszik figyelembe, az atlagos osztddasi szazalék 74%, a blaszto-
ciszta arany pedig 28,9%. Ez az eredmény vilagszinvonalon elfogadhaténak mondhaté
(20% blasztociszta ardany 70% osztédasi ardny mellett) (Speckhart et al., 2023). A labora-
torium miikodése soran legjobb eredményiink 71%-os osztédas mellett 42% blasztociszta
arany elérése volt, melyet tobbszor is megkozelitettiik. Megallapithaté tehat, hogy az egy
éves munkank eredményeként sikerilt egy megbizhatd kisérleti modellrendszert 1étre-
hoznunk, amin megkezdhetjiik a kutatasi munkat. Emellett a rendszer alkalmas OPU
IVEP embridk 1étrehozasara is, ami tobb kutatasi palyazat megvalésitandé feladata. A
kialakitott in vitro embrié elGallité technoldgiat kivanjuk alkalmazni a MATE ATI Ha-
szonallat Biotechnolégiai Oktatasi és Kutatasi Kozpontjanak embriolégiai laboratoriuma-
ban is szarvasmarha esetében.
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1. Abra. In vitro elGallitott szarvasmarha embriék az embri6-tenyésztés nyolcadik napjan

Forrés/Source: Sajat foté (2024)

Figure 1 In vitro produced bovine embryos on the 8th day of embryo culture

A 1étrehozott IVEP rendszerben a kovetkezd kutatasokat tervezziik megvaldsitani:

tervezett idGtartami és hdomérsékleti hdkezelés a hdistressz-fehérjék expresszids
szintjére gyakorolt hatasanak és a kezelt embriék kriotoleranciajanak vizsgalata,

termékenyité anyag in vitro funkcionalis tesztek elvégzésére alkalmas IVF kisérleti
rendszer 0sszeallitasa, amellyel hagyomanyos és automatizalt spermaértékelési mod-
szerek validalasa valik lehetdvé,

preimplantaciés genetikai diagnosztika fejlesztése A2 homozigdta és nGivara embridk
szelekcidjahoz embriémélyhtités és/vagy betiltetés elétt,

27 7

preimplantaciés kord in vitro eldallitott embridk transzkiptomikai és proteomikai
vizsgalata,

intracitoplazmatikus spermium injektalas és embridbiopszia mikromanipulacié ki-
dolgozasa,

ovum pick up segitségével kinyert petesejtekbdl embridk 1étrehozasa in vitro

petesejt és embrié mélyhtitési technikak — programozott fagyasztas, vitrifikacié fej-
lesztése,

mikrofluid embriétenyésztési technologia tesztelése,

In vitro létrehozott embridk genomikus tenyészértékének meghatarozasanak fejlesz-
tése,

1n vitro follikulogenezis vizsgalata,

post mortem gaméta kinyerés utan in vitro embridk létrehozasa ex situ in vitro gén-
megGrzési technika fejlesztésére.
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Ko6szonetnyilvanitas

A szerz6k kdszonetet mondanak Dr. Posta Katalin Rektorhelyettes és Intézetigazgatd Asz-
szonynak, hogy intézetében lehetdvé tette a kutatasi kérnyezet kialakitasat és Dr. Aprily
Szilvia Intézetigazgatd Asszonynak, hogy tamogatja az intézetek egytuttmiikodésével meg-
valdosuld kozos kutatasi munkakat, valamint Dr. Gyulay Gyula allatorvos kolléganknak
(EmbrioBos Kft) az OPU IVEP kisérletekben nyujtott szakmai segitségéért. Tovabba ko-
szonettel tartoznak a gyongyosi Tendon Kft. szarvasmarha vagéhid dolgozdinak, akik a
petefészkek gyljtése altal hozzajarulnak a kisérletek megvaldsulasahoz, és hallgatéiknak,
Hussamaldin Mohamed Ahmed Adamnak és Delgado Quinonez Gustavo Harrisonnak,
akik aktivan részt vesznek a kisérleti munkaban.

Az IVEP rendszer kidolgozasahoz a NKHFIH 2020-1.1.2-PIACI-KFI-2021-00305, Tap-
lalkozasfiziol6gia szempontbdl széleskoriien akceptalt ipari tej el6allitasat tamogaté tech-
nologiak fejlesztése molekularis bioldgiai eszkozokkel, valamint a 2020-1.1.2-PIACI-KFI-
2021-0033, ,,Allatjéléti szempontbdl optimalizalt petesejt kinyerési technikdk és embrid
eldallitas fejlesztése kereskedelmi célti gaméta és embriébank kialakitdsdhoz” konzorcia-
lis palyazatok nyujtottak tamogatast.
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