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1. BEVEZETES

Foldiink globalis problémai koziil a biodiverzitas megbrzése kiemelt fontossagu, azonban
a gazdasagi haszonallataink genetikai sokszinliségének megdrzését a folyamatosan jelen 1évo
¢élelmiszerhiany neheziti. Baromfi esetében a tilnépesedésbdl adodod élelmiszerhiany és az ezzel
parhuzamosan novekvO htsfogyasztas az intenziv baromfifajok térhdditasat eredményezte. A
minél nagyobb huaskihozatalt célzd keresztezési programok nem vették figyelembe a
kornyezeti kondiciok egyontetiivé valasa miatt kevesebb fajtara volt sziikség, az allatallomanyok
genetikai diverzitasa csokkent (Tisdell, 2003). Ezen belil - sajnalatos modon - hattérbe szorultak
az Oshonos baromfifajok is, melyek genetikai eréforrdsa adnd a genetikai fejlodés és
valtozatossag bazisat, amely lehetévé tenné a helyi kornyezethez alkalmazkodo fajtak
létrehozasat. Napjainkra az ismert 9672 madarfajbol 503 faj a ,,veszélyeztetett” vagy ,.kritikusan
veszélyeztetett” kategoriaba sorolhatd (Blanco et al., 2009). Hazi madarak vonatkozdsaban a
Domestic Animal Diversity Information System-ben (DAD-IS) regisztralt baromfifajtak tébb
mint 50%-a veszélyeztetett kategdridba tartozik (Hoffmann, 2005). Hazankban az Gshonos és
védett magyar baromfifajtak génmeg06rzési programjai és a tenyésztszervezeti munka a Magyar
Kisallattenyésztok Génmegoérzé Egyesiiletének (MGE) keretei kozott valésul meg (Szalay,
2004).

A génmegbrzés és a biodiverzitas fontossaganak el6térbe keriilése genom- és adatbankok
létrehozasat és fejlodését vonta maga utan (Boa-Amponsem et al., 2004). A vildg szdmos részén
miikod6é génbankoknak harom fajtajat kilonboztetjiik meg. Az in situ génbankokban (1) az
6shonos fajtakat eredeti tartozkodasi helyiikon kisebb-nagyobb allomanyokban tartjak fent és
tenyésztik, mig az ex situ in vivo génbankokban (2) erre a célra kialakitott farmokon, tavolabb az
0Osi tartozkodasi helytdl, nukleusz populacidkban 6rzik az allatokat. Nyilvanvald, hogy ezek az
alloméanyok szémos veszélynek vannak kitéve (fert6z6 betegségek, természeti katasztrofak,
ragadozok pusztitasa). Kovetkezésképpen a genetikai diverzitas biztonsagos megérzését ezek a
modszerek 6nmagukban nem garantaljak. Ezért szlikséges ex situ in vitro génbankok (3)
kialakitasa is, ahol az ezen allomanyokbol szarmazoé ritka, értékes genetikai anyagot hordozé
him- és n6i ivarsejteket, embridkat, embrionalis sejteket, illetve szoveteket, vagy korai ivarszerv-
szoveteket, valamint DNS mintakat mélyhtitott allapotban, hosszatavon Orzik.

Jelenleg a vildgon csak 0t olyan regisztralt nemzeti génbank miikodik, ahol éshonos
baromfifajtak genetikai anyagat (is) taroljak. A Francia Nemzeti Génbank mellett Hollandiaban,
Spanyolorszagban, Eszak-Amerikaban és Japanban tarolnak mélyhiitétt mintakat (Blesbois et al.,

2007; Woelders et al., 2006; Santiago-Moreno et al., 2011; Blackburn, 2006, Nirasawara et al.,
6
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1995). Azonban egyre tobb orszagban (Ukrajna, Nemetorszag, Magyarorszag) dolgoznak
jelenleg is baromfi génbankok kialakitasan (Tereshchenko et al., 1992; Ehling et al., 2012;
Barna et al., 2014). Az in vitro génbankok létrejottével gyorsabban lehet (j vonalakat, illetve
fajtakat kialakitani, emellett tamogatjak az in vivo génbankokat is azéltal, hogy csokkenthetik a
beltenyésztest és a génsodrodast a kis populacidkban (Woelders et al., 2006).

A génmegorzési szempont mellett szamos gyakorlati elénnyel is jar pl. a spermabankok
kialakitasa: egyszeriibb és olcsobb a mélyhiitétt ondot széllitani, mint a tenyészallatot, nem
szllkséges az allatszallitassal jaro stressznek, illetve elhullasi veszélynek kitenni az allatokat
(Saint Jalme et al., 2003), valamint nincs szikség karanténra, akklimatizalodéasra, stb. (Sakhatsky
et al., 1995). Hatranya lehet azonban, hogy az ondomélyhtités soran nemcsak a szaporitéanyagot,
hanem egyes baromfibetegségek korokozéit is konzervalhatjuk. Kutatdsok bizonyitottak, hogy a
Marek-féle betegség virusa hazi tyuk esetében a mélyhiitétt ondomintaban kimutathatd volt
(Sevoian, 1971), illetve a mélyhiitott pulykaondoban nem csokkent az életképes Mycoplasma
meleagridis kérokoz6 mennyisége a hat honapos tarolas alatt (Ferrier et al., 1982).

Az in vitro génmegorzés legpraktikusabb modja jelenleg - madarak esetében - az ondo
mélyhiitéses tartositasa (Gee, 1995; Reedy et al., 1995). Mivel madaraknal a néivar a
heterogametikus szex (ZW) a spermiumok mélyhiitésével csak a him genomot (ZZ) tudjuk
megOrizni. Bar hat-nyolc generacios visszakeresztezésekkel majdnem 100 %-ban visszanyerhet6
az eredeti genotipus (Blesbois, 2007), emellett sziikséges Uj, alternativ modszerek kidolgozésa a
teljes genom fenntartisa érdekében. A petesejtek mélyhiitésével megorizhetd lenne a W
kromoszoma, azonban a megalecitalis tojas biofizikai sajatossagai miatt ez az eljards madarak
esetében nem alkalmazhat6 (Blesbois és Labbé, 2003; Massip et al., 2004). A korai embrionalis
sejtek, ugymint a blasztodermalis sejtek, illetve primordialis Oscsirasejtek felhasznéalasaval
torténd kiméra el6allitds azonban megoldast jelenthet a teljes genetikai anyag megérzésére
(Tajima, 2002). Mivel ezen eljarasok hatékonysaga egyelére gyenge és meglehetdsen
koltségesek, igy génmegbrzési programokban vald alkalmazasuk egyelére nem elterjedt (Petitte,
2006). A néivar genetikai allomanyanak meg6rzésére megoldast jelenthet a naposkori
petefészekszovet mélyhiitése, majd az igy konzervalt ivarszerv recipiens allatokba valo
betltetése (Song és Silversides, 2006). A modszer génmegdrzési programokban vald
alkalmazasdhoz azonban még varat magara egy hatékony, egyszerlien alkalmazhat6 mélyhtitési
és transzplantacids eljaras kidolgozdsa. Ezek a vizsgalatok tébb kutato-laboratoriumban
folyamatban vannak, tobbek kozo6tt intézményilnkben is.

A Haszondllat-génmegérzési Kozpont (HAGK) a régi magyar baromfifajtdk génrezerv
allomanyként valo fenntartasaban a 90-es évek kozepétdl uttoré tevekenységet végez (Szalay,

2002). Az Intézetben évtizedek Ota meglévé ex situ in vivo génbank mellett a Baromfi
7
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Szaporodasbiologiai Laboratériumban 2014 o6ta fejlesztés alatt all egy in vitro génbank is,
melyben az 6shonos magyar baromfifajtdk ondomintainak mélyhiitéses betarolasa pillanatnyilag
is folyik. A kutatocsoportunk altal eddig végzett ondomélyhiitési vizsgalatok eredményei
biztatoak, fontosnak tartjuk az eddig ismert mddszerek tovabbfejlesztését, kiegészitve az in vitro
génmegOrzés egyéb alternativadival (a korai embrionalis sejtek, valamint ivarszerv-szovetek
mélyhtitéses tartdsitdsdnak kidolgozésaval), mely elésegiti a néivar bevonasat a génmeg0Orzési
programokba.

Kozel 10 eves tevékenységem az Intézet Szaporodasbioldgiai Laboratériumaban
els6sorban az egyes baromfifajok ondomélyhiitési dsszehasonlitd vizsgalataira iranyult, mely
tertlettel hazankban egyeddl itt foglalkozunk. Az utobbi években emellett aktivan részt veszek
az embrionalis sejtek mélyhtitési munkalataiban, valamint a korai ivarszerv-szovetek mélyhiitési

eljarasainak kidolgozasaban is.

1.1. Célkitiizések

e Kutatasaim célja olyan fajspecifikus ondomélyhiitési eljarasok kidolgozésa, amelyek a
gyakorlatban egyszeriibben, kevesebb beruhazassal, kornyezetkimél6bb modon, mégis
hatékonyan alkalmazhatdk. Vizsgalataim célja a hazi tyuk, gyongytyuk, illetve hazi lad
spermiumok programozott mélyhiitési eljarassal és ultragyors technikakkal - pellet-
maodszer és nitrogéng6zben torténd mélyhiités - torténd tartositasanak dsszehasonlitisa és
fejlesztése, torekedve az egyes fajok szamara gyakorlati szempontbdl legidealisabb

protokollok kidolgozésara.

e Munkdm célja a hazi tydk korai ivarszerv-szoveteinek ultragyors technikakkal -
nitrogéngdzben torténé mélyhiités, pellet-modszer, illetve vitrifikacios eljaras- torténd
mélyhiitése. A mélyhiitési protokollok eredményességének in vitro - szdvettani és

szOvettenyésztési - eljarasokkal torténd dsszehasonlitasa.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A madarak szaporodéasbioldgiai sajatossagai

A madarak szaporodasbiologidja szamos tekintetben eltér az emldsokétdl, mely
magyarazatot adhat az ondomélyhtités, valamint a mesterseges termékenyités - emlés fajokhoz
viszonyitott - alacsonyabb hatékonyséagara. Mivel e sajatossagok ismerete feltétlendl sziikséges a
fenti technikdk megfelelé alkalmazasdhoz, ezért fontosnak tartom a madarak emldsoktol eltérd

szaporodasbioldgiai sajatossagainak rovid bemutatasat.

2.1.1. A néivaru madarak szaporodasbiologiai sajatossagai

A ndivart madarak esetében az embriondlis fejlddés sordan a jobb oldali petefészek
fokozatosan visszafejlodik, igy ivarérett ndéivard madarakban - par kivételtol eltekintve (kivi,
egyes sOlyom- és héjafélék, sasok, keselyiik) - csak a bal oldali petefészek, valamint a bal
petevezetd aktiv funkcionalisan. A madar-petevezeté masik sajatossaga a spermiumtarolasi
képesség, aminek kdszonhetden a természetes parzas, illetve a mesterséges termékenyités és a
petesejt megtermékenyiilése kozott sokkal hosszabb id6 telik el, mint eml6sok esetében. Mig az
eml6soknél a parzast, illetve a termékenyitést kovetdé 24-72 odraval megtorténik a
megtermékenyilés, addig madarak esetében 10-40 nap is eltelhet a parzas és a gamétak fazioja
kozott (Péczely, 2013) a madar-petevezetd uterovaginalis és infundibularis szakaszaban talalhatd
spermiumtarold tubulusok jelenléte miatt. A petevezet6 vaginalis része - eddig még minden
részletében nem tisztdzott mdédon - fontos szelekciés mechanizmussal rendelkezik, melynek
révén csak az un. fitt, intakt és funkcionalisan is ép spermiumok tarolodnak, ami a bejutott
spermiumok csupan 1-2%-a (Bakst et al., 1994). Az igy elraktarozott spermiumok szakaszosan
Urtlnek, tydkfaj esetben naponta kb. 30% (Brillard, 1993). A spermiumtarolé tubulusok széma
és spermiumtarol6 kapacitasa eltér az egyes fajokban. Mig tyuk fajban 5000, addig pulykéaban
30000 tubulus talalhatd (Bakst et al., 2010), tobbek kozott ezzel is magyarazhato, hogy a fertilis
periddus a pulyka esetében joval hosszabb, mint a tyldknal (4-6 hét vs. 2 hét). A tojok
spermiumtarolé kepességét azonban nagyban befolyasolja az életkor is. lgazolddott ugyanis,
hogy a termelési periodus masodik felében egyrészt felgyorsul a spermiumtarold csévecskék
urulése, masrészt a spermiumtarolé tubulusok taroldkapacitasa is csékken, mindez a fertilis

periddus hosszanak rovidulését okozza (Brillard, 1993).

10
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2.1.2. A himivard madarak szaporodasbioldgiai sajatossagai

A himivarban is szamos kiilonbség 1étezik az eml6ésokhoz képest. A hasiiregben, a vesék
alatt, testhémérsékleten (38-39°C-on) funkcionalé heréket nem tagoljak sévények lebenyekre,
allomanyukat a kanyarulatos csatornacskak és az interstitialis kotdszoveti allomany alkotja. Az
emldsokkel ellentétben a kanyarulatos csatornacskdk nem vakon végzddnek, hanem cséhalozatot
képeznek. A mellékherének madarak esetében nincs jelentds szerepe a spermiumtarolasban és a
maturacidéban (Péczely, 2013), ezt a funkciét az ondovezetd latja el. A herébdl kikeriild
spermiumok 90%-a raktarozodik itt, mig csak a fennmaradé 10% a mellekherében. Az érett
ondosejtek madarak esetében sokkal rovidebb ideig tarolodnak. Japan firj esetében csupéan 1-2
napig, mig pl. patkany esetében az optimalis tarolasi id6 9 nap (Clulow és Jones, 1982). A
spermatogén sejtek fejlédése, a spermatogenezis soran a madarak himivarsejtjei 10 stadiumon
mennek keresztiil, mig emldsokben 14 stadium alkot egy ciklust (Aire, 2007). A spermiogenezis
iddtartama jelentdsen rovidebb, mint az emlds fajoknal. Mig a spermatogoniumok spermiumma
alakulasa a kér6dzoknél 49 napig tart, addig kakasban ez a folyamat kb. 12 nap alatt lejatszodik
(Wolfné Téskai, 2000). A spermiumok morfoldgidja is eltér az emldsokétdl, leginkabb a
hiillékéhez hasonlit, miszerint a nyaki rész kevesbé kifejezett, a fej és a kdzépdarab egyszeriiben
kapcsolodik (Péczely, 2013).

A megtermékenyiilést megel6z6 kapacitacio és az azt kovetd akroszoma-reakcio madarak
esetében sokkal gyorsabban jatszodik le, ezért nehezebben vizsgalhatd, a mechanizmus még nem
teljesen tisztazott. Ami biztos, hogy a madar spermiumoknak nincs szikséguk tobb 6ras érési
folyamatra és az eml6sokéhoz hasonld kapacitaciora (Olsen és Neher, 1984). Ezt bizonyitja,
hogy kozvetleniil a kakas heréjéb6l nyert spermiumok, jollehet még nem motilisak, mégis
termékenyitdképesek in vitro, illetve in vivo is, ha a petevezeté magnum vagy infundibulum

részébe inszeminaljuk azokat (Howarth, 1971).

2.1.3. Megtermékenyatiles és embridelhalasok

Madarak esetében a megtermékenyiilés mechanizmusa is eltér az emlds fajoknal
tapasztaltakkal. Mig az eml6soknél a termékenyiilés monospermias, azaz egyetlen spermium
hatol be a petesejtbe, addig a madaraknal polispermias termékenyités figyelhet6 meg. Ennek
értelmében tébb spermium hatol be a petesejtbe, azonban csak egyetlen, a csirakorong kdzepén
merblegesen érkezd spermium fuzional a petesejttel (Péczely, 2013). A tobbi spermium
funkcioja, melyek még a petesejtbe hatolnak, egyelére ismeretlen. Boerke és munkatarsai (2007)

huméan embridgenezis tanulmanyozésa soran jutottak arra a megfigyelésre, miszerint a petesejtbe
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kertlt spermiumokbol szarmazd RNS-ek egy része olyan gének miikodését befolyasolja,
amelyek a korai embrionalis fejlddés soran aktivak. Elképzelhetd, hogy hasonlo
mechanizmusnak lehet szerepe a madarembri6 korai fejlédésében is, ami még kifejezettebb lehet
a polispermia esetén. Mas vélemenyek szerint viszont csupan azért van szilkseég polispermias
termékenyitésre, hogy a hatalmas méretii petesejt megtermékenyilésének nagyobb legyen az
esélye (Wishart, 1999). Annyi bizonyos, hogy a normalis embritfejlédéshez szlikséges egy adott
spermiumszam. lgazolt, hogy mind a tdl kevés (Christensen et al., 2005), mind a tul sok (Van
Krey et al., 1966) petesejtbe jutott spermium korai embridelhalasokhoz vezet.

Mivel vizsgalatainkban az embridelhalasok ¢és a mélyhttétt onddoval torténd
termékenyitések Osszefliggeseit is tanulmanyoztuk, szikségesnek tartom az embridelhaldsok
madarakra jellemz6 sajatossagait is bemutatni. Az embridelhaldsok két nagy csoportba
sorolhatok: az inkubdcio eldtt, illetve az inkubacio alatt torténd elhalasokra. Az inkubacid eldtt
torténhet elhalds nagyon kordn, még az ovipozicid eldtt, azaz amikor a tojds még a
petevezetében tartozkodik. Ebben az esetben valdjaban a sejtosztédas meginduldsanak a tényét
lehet megallapitani, azaz a termékenyiilés megtorténtét. Ismert, hogy az infundibulumban t6rténd
megtermékenyiilést kdvetden a két pronucleus fuzidja csupan kb. 4 6rdval az ovulaciot kovetden
zajlik le, amikor a tojas mar a magnum és az ishtmus hatarahoz ért és a tojasfehérje is rarakodott.
Ekkor kezdédik el az embrié barazdalodasa és az itt eltelt 21 6ra alatt, amig a meszes héj a
tojasra rakodik, az embrio egy kb. 40-60 ezer sejtes blasztocsira allapotban jut el. Ez a nagyon
korai embridelhalas az embriofejlodés I-VI. stadiuméban (Eyal-Giladi és Kochav, 1976)
kovetkezik be, amely specialis festési eljarassal kimutathatd (Liptoi et al., 2004). Szintén az
inkubaciot megel6z6 idészakban - a tojasok tarolasa alatt - is bekOvetkezhet az embriok elhalésa,
els6sorban a helytelen tarolas kévetkezményeként.

Az inkubacio alatt torténd embridelhalasok nagyobb része az elsé 4-5 napban, majd a
kelést megel6z6 idGszakban torténik, kisebb része a keltetés kozéps6 idoszakaban. Mind a korai
mind a késObb bekovetkezd embridelhaldsokat genetikai és keltetéstechnologiai problémaék is
okozhatjak. A lampazas soran normalis embriofejlodést nem mutatd tojasok feltdrésénél az 1-5
napos kori elhalasok azonosithatok, mig az an. véresnek lampazott tojasok feltérése utan az
elhalt embrié pontos fenotipusa szabad szemmel torténé vizsgalattal meghatarozhatd (Liptoi et
al., 2004).

A madarakra jellemz6 - kordbban emlitett - petevezetOben torténd szigort szelekcids
mechanizmus, valamint a hosszabb spermiumtaroldas egyarant megneheziti az asszisztalt
reproduktiv technoldgiak alkalmazéasat. A mesterséges termékenyités, kilonosképpen a

mélyhiitott ondoval torténd inszeminalds alkalmazasakor az eljards hatékonysaganak novelése
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érdekében feltétleniil szem eldtt kell tartanunk a fent ismertetett szaporodasbioldgiai

sajatossagokat.

2.2. Az ondomélyhiités folyamata és a mélyhiitési eljarasok

A kiilonboz6é mélyhiitési eljarasok bemutatdsa el6tt elengedhetetlennek tartom a

mélyhiités folyamata alatt bekovetkezd bioldgiai valtozasok attekintését.

2.2.1. A mélyhiités folyamata

A viz halmazallapot-valtozasa €s ennek bioldgiai hatésa a kriobioldgia alapja (Liu et al.,
2013c). A mélyhttési folyamat soran a sejtek jelentés stressznek vannak kitéve (Amann és
Picket, 1987; Hammerstedt et al., 1990), mivel a krioprotektans alkalmazasa, a térfogatbeli
valtozésok és a hiperozmotikus koriilmény miatti membréanfeszilés, illetve sejtzsugorodas, a
mélyhtités miatti dehidratacid, valamint az intracellularis jégkristalyképzodés egyarant stresszt
okoz a spermiumoknak (Parks és Graham, 1992). Ismert, hogy a mélyhtitést kovetd szerkezeti
karosodas soran elsdsorban a sejtmembran €és a sejtszervecskék membranja, masodsorban a
spermiumok kozépdarabjaban levé mitokondrium-gytrii és az akroszoma sériil (Harris et al.,
1973). A plazmamembran, mint féligatereszt6 hartya egyes molekulakat (vizmolekuldk) gyorsan,
méas molekulakat (enyhén polaros molekulak, pl. glicerol) lassabban, mig bizonyos molekulakat
(ionizélt sok, polaros, ill. nagy molekuldk) egyaltalan nem enged at. Az oldott molekulak
kiegyensulyozatlan eloszlasa miatt a sejt kiilsé és bels6 tere kozott ozmotikus nyomaskiilonbség
Iép fel, amely az old6szer ki-, ill. bedramlashoz vezet mindaddig, amig a koncentraciokilonbség
ki nem egyenlitddik. Ha az extracellularis térben az oldott anyagok koncentracidja megnd, akkor
az intracellularis térbdl oldoszer kidramlas torténik és a sejt zsugorodni kezd, mely a sejt
Természetesen az extracelluléris tér oldoszertulsulya esetén ellentétes folyamatok jatszodnak le
és a sejt az oldoszer bedramlas miatt megduzzad. A felolvasztasi proceddra sordn ez a
vizbedramlas a membran serulésehez vezethet (Holt, 2000). A mélyhiités folyaman két
szakaszban zsugorodnak Ossze a sejtek: elészor a krioprotektans hozzaadasakor, majd a
folyékony-szilard atalakulas alatt (Hammerstedt, 1995). A mélyhiités soran kiilonb6z6 tipusa
sériiléseket szenvednek a sejtek az egyes homérsékleti tartomanyokban. A +15°C és -5°C kozotti
tartomanyban azok a fagyasi séruilések a dominansak, melyek soran a citoplazma zsircseppjei és
mikrotubulusai irreverzibilisen sériilnek (Leibo et al., 1996). A mélyhiités legkritikusabb

pontjanak a 0°C és -5°C kozotti hémérsékleti tartomanyt tekintjilk, amikor elsdsorban
13



10.14751/SZIE.2016.036

extracellularis jégkristalyok képzédnek (Buss, 1993). Ezt kovetéen -5°C és -80°C kozott -
jollehet intra-, ill. extracellularis jégkristalyok is keletkeznek - ezek dontéen reverzibilis
sériléseket okoznak. A -150°C alatti hdmérsékleti tartomany a mélyhiités legkevésbé veszélyes
fazisa (Vajta és Nagy, 2006). A kiilonb6z6 hiitési sebességek esetén eltérd iitemben torténik a
vizkidramlas az egyes mélyhitési eljarasok soran (1. abra) (Hammerstedt et al., 1990). Lassu
mélyhtités esetén a sejteken kiviil nagy jégkristalyok képzddnek, melynek hatasara a sejtbdl viz
aramlik ki, igy a sejtekben nem (vagy csak nagyon kevés) jégkristaly képzédik. Egyes
vélemények szerint a tal gyors hiitési sebesség esetén nincs elég id6 a vizkiaramlasra, igy az
intracellularisan képz6dott jégkristalyok miatt a sejtek irreverzibilisen karosodnak (Amann és
Picket, 1987). Morris és munkatarsai (2012) szerint azonban ultragyors hiités esetén, a sejten
beliili folyadék vitrifikalodik, igy nem torténik intracellularis jégképzddés, ezért a spermiumok
karosodasat sem a jégképzodés, hanem a felolvasztasnal fellépd ozmotikus egyensulyhiany

okozza.

+20°C > hiités ———> -196°C —> felolvasztas —> +38°C
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1. abra: A mélyhités folyamata (Hammerstedt et al., 1990)
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2.2.2. Krioprotektiv anyagok

A krioprotektansok olyan vegyiiletek, melyek a mélyhiités sordn mérséklik a
sejtmembran  karosodasat, a spermiumban 1évé vizmolekulakkal és membranjanak
lipidmolekulaival kolcsonhatasba 1épve befolydsoljak a sejtmembran ateresztoképességét
(Hammerstedt és Graham, 1992). A krioprotektiv anyagokat alapvetéen két nagy csoportba
sorolhatjuk aszerint, hogy a sejtbe bejutva vagy azon kiviil fejtik ki védohatasukat. Eszerint
megkuldnboztetiink kis molekulasulyu, penetrald, un. intracellularis, illetve nagy molekulasulyu,
nem penetrald, Un. extracellularis krioprotektansokat. A penetrald védéanyagok az 0zmozisos
nyomaskiilonbségbdl addédoan a sejt belsejébdl eltavolitjak a vizet, egyuttal csokkentik az oldat
fagyaspontjat, ezaltal minimalizaljadk a jégkristalyképz6dést, mig a nem penetrald
krioprotektansok az intercelluldris térben dehidraticiot okozva védik a sejteket. Véddhatasuk
mellett azonban szdmolni kell ezen anyagok negativ hatasaival (toxicitas, ozmotikus kartétel) is
(Vajta és Nagy, 2006). Az egyes baromfifélék spermiumai eltéré krioprotektansokat preferalnak.
A penetrald védéanyagok koziil tytkféléknél leggyakrabban a glicerolt, mig pulyka esetében a
dimetil-szulfoxidot (DMSO) (Sexton, 1981), vizi szarnyasoknal a dimetil-acetamidot (DMA)
(Schramm és Hubner, 1989) és a dimetil-formamidot (DMF) (£Zukaszewicz, 2001) talaltak a
leghatdsosabbnak. Az extracellularis véddanyagok koziil elsésorban a nagy molekulatomegii
polimereket és cukrokat, igymint a szachardzt (Surai és Wishart, 1996), a trehalozt (Terada et
al., 1989), a polyvinylpirrolidint (Lake et al., 1981) és a metilcellul6zt (Phillips et al., 1996)
alkalmazzak leggyakrabban krio-, ill. ozmoprotektansként. Mivel a nem penetrald
krioprotektansok dnmagukban nem nyujtanak kelld védelmet a mélyhiitéssel szemben, ezért
altalaban mas intracellularis védéanyaggal kombinalva célszer(i alkalmazni ezeket (Holt, 2000).

Madarak esetében a penetralé krioprotektansok kozil leggyakrabban hasznélt glicerol
alkalmazasa soran kiderult, hogy szamolni kell annak kontraceptiv hatdsaval (Neville et al.,
1971), ezért az inszeminalas el6tt a felolvasztott ondomintabol el kell tavolitani, illetve
végkoncentracidjat 2% ala kell csokkenteni (Lake, 1968a). Sloviter (1951) alkalmazta elGszor a
glicerol dializissel torténd eltavolitasat human vorosvértesteknél, mely alapjan Shaffner (1964)
komplett ondémélyhiitési protokollt dolgozott ki tytkfélék himivarsejtjeinek tartdsitasara. A
dializis mellett a glicerol eltavolithatd a mintak glicerolmentes higitoval tizszeres mennyiségre
torténd higitasat kovetd centrifugalassal is (Lake et al., 1981), azonban mindkét procedura
tovabb Kkéarositja a spermiumokat (Polge, 1951), igy csokkenti az onddmintak
termékenyitOképességét (Steel és Wishart, 1996).

A mélyhttott/felolvasztott ondosejtek morfoldgiaja alapjan - elsésorban az akroszéma é€s

a kozépdarabot vizsgalva - az alkalmazott krioprotektansok hatékonysaga szerint hazitylk-faj
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esetében az alabbi rangsor allithato fel: glicerol> etilén-glikol (EG)> dimetil-szulfoxid (DMSQO)>
metil-formamid (MF) (Maeda et al., 1984). Szdmos vizsgélat egyhanguan allitja (Masuda et al.,
1974; Tselutin et al., 1999), hogy a glicerol a leghatékonyabb, mig a DMSO a legtoxikusabb a
felsorolt krioprotektans anyagok kozul, azonban a korabban mar emlitett kontraceptiv hatas miatt
a glicerol eltavolitasa sok hatrannyal jar. Az eltavolitasi procedura ozmotikus sokkot és egyeb
fizikai karosoddsokat okoz a spermiumokban (Polge, 1951), tovabb gyengitve azokat, emiatt
fontos egyéb, alternativ krioprotektansok alkalmasséagat vizsgalni.

2.2.3. Ondémélyhiitési eljarasok technikai

Az egyes mélyhtitési eljarasok elsOsorban a hiités, illetve a felolvasztas sebességében,
valamint az ondétarolas maédjaban kilénbdznek egymastol.

Az ondd tarolasa torténhet kriocsében (Lake et al., 1981; Wishart, 1995), miiszalmaban
(Duplaix és Sexton, 1984; Seigneurin és Blesbois, 1995), illetve pellet formajaban (Terada et al.,
1989; Kurbatov et al., 1984; Tselutin et al., 1995). Bellagamba és munkatarsai (1993) szerint a
miiszalma alkalmazésa eredményesebb a kriocs6nél, de sajat tapasztalataink szerint tydk- és
ludfaj lassu ondomélyhiitése esetében a kriocsoves tarolas magasabb tulélést eredményez, mint a
miszalmas (Barna et al., 2008, 2010).

A hiitési sebesség szempontjabol megkiilonboztetjiik a lassu, kiillonb6zé hiitési litemben
végzett programozott, a gyors nitrogéng6zos, illetve az ultragyors pellet-modszert, tovabba a
vitrifikacios eljarast. A programozott eljards esetében az onddmélyhiités egy programozhatd
mélyhiitd berendezésben torténik, igy a hiités sebessége folyamatosan kontrollalt. A
nitrogéng6zos technikanal a miiszalmakat vagy a kriocsdveket nitrogéng6z felett hiitjiik, a hiités
sebessége a nitrogenszinttdl valod tavolsagtol fligg, igy nehezen kontrollalhatd. A pellet-
maodszernél kdzvetlenll a folyékony nitrogénbe vagy szérazjég-tombre (konvencionalis gyors
hiités) cseppentjiuk a higitott ondémintat. Napjainkban egyre gyakrabban alkalmazzadk az un.
vitrifikacios eljarast, mely soran a nagyon kis ondomennyiséget ultragyors hiitési sebességgel
hiitik. A modszer 1ényege az oldat alacsony hémérsékleten torténd tivegszeri megszilardulasa
jégkristalyképzodés nélkill. A folyamathoz extrém mértékben novelni kell a viszkozitast, és a
hiitési sebességet, 2500°C/perc sebességtol (Palasz és Mapletoft, 1996) 6420°C/perc sebességen
at (Rall, 1987), akar 600000°C/perc sebességig (Nawroth et al., 2002). Ennek érdekében nagy
mennyiségi krioprotektanst tartalmazo vitrifikacios oldatot kell hasznalni és extrém mértékben
csOkkenteni a lehlitendd minta mennyiségét, ami egyetlen petesejt, illetve korai osztddo
stadiumban levé embrid esetén viszonylag kdnnyen megvalosithatd (Vajta, 2000). A vitrifikacios

eljarast neheziti, hogy egy megbizhatdo rendszerrel maximalizalni kell a hiitési sebességet,
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ugyanakkor minimalizalni kell a magas krioprotektans tartalom okozta toxikus, illetve ozmotikus
hatast (Vajta és Nagy, 2006). Mindez a spermiumok esetében nehezebben megvalosithat6
procedura, ugyanis itt mindig tobb szazmillié sejtet tartalmazd sejtszuszpenzié ultragyors
fagyasztasarol van szo. Itt kell megjegyezniink, hogy az ondomélyhiitéses szakirodalomban
egyre gyakrabban taladlkozhatunk a vitrifikacios eljaras megnevezessel olyan esetekben is, mely
valdjaban a fent leirtaknal nagyobb ondomennyiséget, kovetkezésképp lassubb hiitési sebességet
hasznal. Az extra gyors hiités soran a folyékony nitrogénbe kozvetlenil becseppentett minta
pellet (gdmb) format vesz fel, melynek a térfogata (5-15-25 vagy akar 50 pl) a meghatarozo
abban, hogy egyszeriien ultragyors hiitésr6l vagy mar vitrifikaciorol beszéliink (Taylor, 2004).

A mélyhiités csak az egyik része a sikeres kriokonzervalasnak, mig a hatékonység
érdekében legalabb ilyen fontos a mélyhiitott sejtek felolvasztdsa. A lassu hiitési rataval
mélyhlitott sejtek esetében a felolvasztds soran lejatszodd folyamat a mélyhiitési procedira
tilkorképe. Altalanossagban kijelenthetd, hogy a lassan mélyhiitott sejteket lassan kell
felolvasztani, mig a gyors eljarassal mélyhfitott sejtek gyorsabb felolvasztast igényelnek (Mazur,
2004). A mélyhatott ondomintak felolvasztasa torténhet alkohol- (Lake et al., 1981) vagy
vizfiurdében (Terada et al., 1989; Phillips et al., 1996), de a pellet-modszer esetében adott
hémérsékletre beallitott specialis felolvasztd késziilékkel (Tselutin et al., 1999; Varadi et al.,
2013) is.

A fenti rovid attekintésb6l lathatjuk, hogy a mélyhiitéses tartositas eredményessége
szdmos tényez6tdl fiigg. Az adott faj szamara idealis ondohigitd, krioprotektans, tarolasi mod,

valamint a hiitési,- ill. felolvasztési sebesség egyittes alkalmazéasa a sikeres konzervalas kulcsa.

2.3. A madar himivarsejtek mélyhiitéses tartositasa

Shaffner és munkatarsai (1941) beszamoldja szerint a baromfifélék himivarsejtjének
mélyhtitésére el6szor az 1939-ben Nelson irdnyitasaval torténtek sikertelen Kisérletek, majd
1941-ben végeztek eldszor ondomélyhiitést, mely soran kakas-spermiumokat tartositottak -76°C-
on széndioxid-alkohol keverékével, fruktdzt hasznalva krioprotektansként. Egy év mdlva mar
mélyhiitott/felolvasztott spermiumokkal termékeny tojasokat produkaltak (Shaffner, 1942). Ezzel
parhuzamosan Polge és munkatarsai (1949) atfogd vizsgalatokat folytattak tobb faj onddjaval,
melyek sordn fruktdzt hasznaltak véddanyagként. Az igazi fellendiilés azonban egy véletlennek
koszonhetd, amikor Polge kutatdsai soran (1951) felfedezte a glicerol hatékony krioprotektiv
tulajdonsagat. Valdjaban a kriobioldgiai kutatasok ezzel a felfedezéssel vették kezdetliket. Ezt
kovetden egyre tobb kutatocsoportban folytattak - elsdsorban emlds sejtek - mélyhiitését célzo

kutatasokat, mig baromfispermiumokkal kapcsolatos vizsgalatok csak a 80-as években indultak
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el intenzivebben, melyekrél szamos attekintés beszamol (Graham et al., 1984; Lake, 1986;
Bellagamba et al., 1993; Hammerstedt, 1995; Surai és Wishart, 1996; Blesbois, 2006). A
kutatasok sordn bebizonyosodott, hogy a madar spermiumok sokkal érzékenyebbek a
mélyhiitésre, mint az emlds fajok himivarsejtjei, tovabba a mélyhltott spermiumok
termékenyitOképessége is joval alacsonyabbnak bizonyult, mint az emlés6knél (Long, 2006). A
mélyhiitott ondo termékenyitdképessége a friss onddnak csupan 1,6%-a Wishart (1985) szerint,
melynek hatterében a madarspermium eltéré membranszerkezete és a madarakra jellemz6
¢lettani és szaporodasbiologiai kiilonbségek allnak. Ezek koziil kiemelendé a - korabban mar
emlitett - spermiumtarolé tubulusok szerepe, melyekben szigoru szelekcio eredményeképpen
csupan a spermiumok 1-2%-a rakodik be az inszeminalast kovetéen (Bakst et al., 1994). Eltér6en
az eml6soktol, ahol a mélyhiitott/felolvasztott spermiumnak csak néhany orat kell életben
maradnia a termékenyitésig, a madarak petevezetdjében tarolddo spermiumoknak a mélyhitést
kovetden akar 1 héttel is képesnek kell lennie termékenyitésre.

Az egyes mélyhiitési protokollok kidolgozasanal és alkalmazéasanal szem el6tt kell
tartani, hogy a kiilonb6z6 baromfifajok mas-mas ondohigitdt, hiitési ratat és krioprotektanst
igényelnek, vagyis a sikeres mélyhiitési modszer fajspecifikus (Holt, 2000). Emellett eltér6 az
egyes baromfifajok mélyhiitéssel szembeni tolerancidja is. Két biofizikai tényez6 - a
spermiumok ozmotikus stresszel szembeni ellenalloképessége és a membran-fluiditasa - hozhat6
kapcsolatba az egyes baromfifajok mélyhiitéssel szembeni eltéré toleranciajaval (Blanco et al.,
2000; Blesbois et al.,, 2005). A gyongytyuk-spermiumok a biokémiai és biofizikai
tulajdonsagaiknak kdszonhetden kevésbé toleraljak a mélyhtitést, mint a hazityuk-, ill. a pulyka-
himivarsejtek. A faj himivarsejtjeinek alacsonyabb membran-fluiditisa és a magasabb
koleszterol-foszfolipid aranya csokkenti a sejtmembran rugalmassagat, ezéltal csokkentve a
mélyhttést/felolvasztas utani talélési képességiiket (Seigneurin et al., 2013), ezért a galliform

fajok koziil a legnehezebben mélyhiitheté spermiumok k6zé sorolhatjuk.

2.3.1. A hazi tydk spermiumainak mélyhiitéses tartositasa

Lake és Stewart (1978) nevéhez fiizédik az els6 valdban sikeres ondoémélyhités
kidolgozésa hazi tydk (Gallus domesticus) spermiumoknal, mely soran lasst hiitési rata és
glicerol alkalmazasaval, 0,15 ml spermium bejuttatdsaval egyszeri inszeminalassal 80%-0s
termékenységet értek el. Mig Tajima és munkatarsai (1990) csak 44%-os, addig Gill
kutatocsoportja (1996) 65%-os termékenységet tudott produkalni a glicerolos mélyhiitéssel.
Ugyancsak lassu mélyhiitési protokollt fejlesztett ki Sexton (1980), azonban krioprotektansként

4% DMSO-t hasznalt, mellyel 50%-o0s termékenységet ert el. A fenti mddszer alkalmazasaval
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Williamson és munkatarsai (1981) 45%-o0s termékenységet produkaltak. Mindkét programozott
maodszert optimalizalta a 1990-es években Seigneurin és Blesbois (1995), valamint Van Voorst és
Leenstra (1995). Mig a francia kutatécsoport 11% glicerol hasznélataval 76%-o0s termékenységet
(Seigneurin és Blesbois, 1995), addig a holland kutatok 4,5% DMSO-val 82-90%-0s
termékenységet értek el (Van Voorst és Leenstra, 1995). Hibner és Schramm (1988) egyarant
5,6% EG-t, illetve DMA-t hasznéltak kakas spermiumok mélyhiitéséhez, igy 55-64% kozotti
termékenységet értek el a mesterséges termékenyitést kovetéen. Tereshchenko munkatérsaival
(1992) szintén programozott modszert alkalmazva, 7% DMF-ot haszndlva 75-85%
termékenységet ért el 1étrehozva egy olyan modszert, mely eldsegitheti az ukran baromfi
génbank felallitasat. Santiago-Moreno és munkatarsai (2011) a spanyol baromfi génbank
létrehozasahoz igyekeztek hatékony ondomélyhiitési protokollt kidolgozni. Vizsgalataik soran
képességre, azonban a lassi mélyhiitési sebesség nem ajanlott DMA alkalmazasa mellett. Egy
masik spanyol kutatdcsoport a francia kutatok altal optimalizalt programozott mélyhtitési eljarast
kivanta fejleszteni a glicerol koncentracidjanak csokkentésével. Annak ellenére, hogy
felolvasztas utan a 8% glicerolos protokoll produkélta a legjobb ondémindséget, a termékenységi
eredmények (23-30%) az 6sszes protokoll esetében (4,6,7, ill. 8% glicerol) hasonloan alakultak
(Blanch et al., 2014).

A programozott eljardssal parhuzamosan a 90-es években Kkifejlesztettek egy gyors
mélyhtitési eljarast, az un. pellet-mddszert, mely sordn a higitott ondémintat kozvetlenil
folyékony nitrogénbe cseppentették 6% DMA-t hasznalva krioprotektansként. A nagyon gyors
hiitési sebességet alkalmazd 50 ul méretii pellet alkalmazasaval Tselutin és munkatarsai (1995)
93-94%-o0s termékenységet produkaltak a kiilonb6z6 baromfifajok vizsgalata soran. Zaniboni €s
munkatarsai (2014) a pellet-modszer optimalizalasa soran megallapitotta, hogy az alacsonyabb
DMA koncentracio (6 vs. 9%) és a rovidebb equilibracios id6 (1 vs. 30 perc) szignifikdnsan jobb
motilitast eredményez a talélé spermiumoknal. A modszer tovabbi optimalizalas utan - mely
szerint a tarolashoz pellet helyett miiszalmat hasznaltak a biztonsagosabb azonositas érdekében -
88%-0s termékenységet eredményezett (Woelders et al.,, 2006) és a spermabanki tarolas
referencia modszerévé valt a glicerolos mélyhiités mellett. Mig el6bbi moddszert a Holland
Nemzeti Génbank, addig az utdbbi glicerolos mélyhiitést a Francia Génbank alkalmazza
(Blesbois, 2006). Tovabbd a FAO is ezt a ket moddszert ajanlja hazityuk-spermiumok
mélyhiitéses tartositasara (FAO, 2012).

Szamos kisérletet végeztek egyszeriibb, a gyakorlatban konnyebben alkalmazhato,
mélyhiitési eljarasokat - pl. nitrogéng6zos modszer- tesztelve, mely soran folyékony nitrogént
tartalmazé polisztirol dobozban fagyasztjak le nitrogéngézben a mintakat. Kutatocsoportunk a
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nitrogéng6zos eljarassal 7% DMA-t hasznalva 14%-os tulélést ért el az ¢él6, normalis
kiilonboz6 krioprotektansok (MA, DMA, DMF, DMSO) hatékonysagat tesztelte hazi kakas
nitrogéngdzos ondomélyhiitése soran. A fenti véddanyagok koziil legeredményesebbnek a 7,5%
MA bizonyult, alkalmazasaval 70%-o0s termékenységet értek el (Hanzawa et al., 2006), majd egy
késobbi vizsgalat soran 84%-0s termékenységet is produkéltak a fenti mddszerrel (Sasaki et al.,
2010).

Napjainkban egyre gyakrabban el6keriil a himivarsejtek pellet-mddszerrel (vitrifikacios
eljarassal) torténd mélyhutéses tartdsitdsa. Az ultragyors eljards elénye, hogy a gyors hiitési
sebességnek koszonhetden elkeriilhetd a jégkristalyok képzddése, ezaltal csokkenthetd a
sejtmembran karosodasa a mélyhiités/felolvasztas soran. A lassu, programozott és altaluk
vitrifikacios eljarasnak nevezett maodszert hasonlitottdk 0Ossze egy afrikai tyUkfajta
onddémélyhiitése soran, véddanyagként 8% DMSO-t hasznalva. Mig mélyhiités/felolvasztas utan
a lassit modszerrel mélyhitott spermiumok 43%-0s, addig a vitrifikacios eljardssal tartositott
spermiumok csak 2,5%-0s motilitast mutattak (Mphaphathi et al., 2012). Kutatécsoportunk -
francia kollégakkal egyiittmiikodve - tesztelte a vitrifikacios eljarast baromfi fajok
himivarsejtjeinek mélyhiitésére, azonban a vizsgalataink sordn nem sikeriilt szamottevo
eredményt elérnlink. A pellet méretének 5 pl-re vald csokkentésével is csak 10%-os tuléleést
tudtunk produkalni (Barna et al., 2013). A sikertelen kisérletek is mutatjak, hogy spermiumok
mélyhtitésére - a madarak esetében - eddig nem sikerllt hatékony vitrifikacios eljarast
kidolgozni. Tudomasunk szerint az eddig vizsgalt fajok kdzil csak human (Schulz et al., 2006;
Isachenko et al., 2008) és hal (Merino, 2012) spermiumok esetében tudtak 50% feletti
felolvasztas utani motilitast elérni. Jollehet, utébbi vizsgalatban a nagy pelletméret miatt
megkérddjelezhetd a ,,vitrifikacio” kifejezés.

Az elmalt években szerzett tapasztalataink szerint a lassu, programozott madszerrel jobb
talélési aranyt lehet elérni dshonos kakassperma mélyhiitésénél, de a nitrogéngdzben torténd
mélyhiités is igéretesnek tiinik a kakasspermium hossza tava tartositasara (Barna et al., 2008).
Szintén jobb termékenységet eredményezett a lassu, programozott mélyhtités alkalmazasa a
német spermabank kialakitasat célzd kutatasban. A fenti vizsgélatban 6,5% DMF és MA
kombinacidjat hasznalva 80% feletti termékenységet ertek el (Ehling et al., 2012). Egy francia
kutatocsoport a klasszikus glicerolos és a DMF-ot alkalmazo programozott eljarast, valamint a
Tselutin-féle pellet-modszer eredményességét hasonlitotta dssze. Mig a programozott eljarasok
76% ill. 79%-o0s, addig a pellet-modszer 88%-0s termékenységet produkaltak kakas spermiumok
esetében (Chalah et al., 1999). A krioprotektansok (8% glicerol, 3% DMA) és a mélyhiitési

modszerek kozotti 0sszefliggest vizsgaltak mediterran tydkfajtaknal. Kisérleteik soran a pellet-
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modszer (3% DMA) 25%-o0s, mig a glicerolos programozott mélyhtités 29%-0s termékenységet
eredményezett (Abouelezz et al., 2015).

Eltérés lehet az egyes tyukfajtak mélyhtitéssel szembeni toleranciaja kozOtt is. Egyes
vizsgalatok szerint a diszbaromfi fajok ondominésége és ondomélyhiitéssel szembeni ellenallo-
képessege alacsonyabb, mint a hds,- ill. tojo tipusu tydkfajtaké. Ezt igazolja, hogy pellet-

=77

aranya négy disztyuk fajta vizsgalatakor (Siudzinska és Lukaszewicz, 2008).

2.3.2. A gybngytyuk-spermiumok mélyhiitéses tartositasa

Az 0n. honosult baromfifajunk, a magyar parlagi gyongytyuk (Numida meleagris)
himivarsejtek mélyhtitéses tartositasat neheziti, hogy az ondé minésége gyengébb (Massip et al.,
2004), a spermiumok nagyon érzékenyek a mélyhiitésre és a mélyhiités okozta sériilések
kovetkeztében a talélési arany, valamint a termékenység is meglehetdsen alacsony. Ismert, hogy
a gyongytyuk spermiumok alacsonyabb membréan-fluiditasa, valamint magasabb koleszterol-
foszfolipid ardnya csokkenti a membran rugalmassagat, elsésorban emiatt csokken a
spermiumok mélyhiitéssel szembeni toleranciaja (Blesbois et al., 2005). Mivel a vilagban keveés
helyen népszerii a gyongytyluk fogyasztdsa, igy tenyésztése, ezért ezzel a fajjal torténd
vizsgélatokat bemutatod kdzlemények is csak gyer szamban allnak rendelkezésre. Francia kutatok
korabban kakas spermiumok mélyhiitésére alkalmas modszereket 0Osszehasonlitva arra
kovetkeztetésre jutottak, hogy a gyongytytk himivarsejtjeinek mélyhiitésére egy kozépgyors
hitési ratat (15°C/perc) alkalmazd mélyhiitési protokoll a legmegtelelobb. A leghatékonyabb
modszer soran egy sajat fejlesztésii (Voronina et al., 1986) higitét és 6% DMF-ot hasznéaltak
krioprotektansként, mellyel csupan 20%-0s termékenységet tudtak elérni (Seigneurin és
Blesbois, 2006).

2.3.3. A pulykaspermiumok mélyhiitéses tartositasa

A pulyka (Meleagris gallopavo) himivarsejtek az eddigi tapasztalatok szerint
érzékenyebbek a mélyhitésre, mint a hazityuk-spermiumok (Blanco et al., 2000). A rosszabb
mélyhiitéssel szembeni tolerancidnak is koszonhetd, hogy kevesebb alkalmazhat6 mélyhtitési
maodszer all rendelkezésiinkre a pulyka esetében. A legkorabbi vizsgalatok glicerol hasznalataval
csupan 20% koriili termékenységet eredményeztek a mélyhiitott/felolvasztott pulykaondéval
torténd inszeminalas utan (MacPherson et al., 1969; Oderkirk és Buckland, 1977). Méasok

ugyanazt a glicerolos, programozott eljarast alkalmazva hazityik-faj esetében 55%-0s, addig
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pulykaspermiumok mélyhtitésénél csak 34%-0s tulélést értek el (Wishart és Palmer, 1986).
Bakst és Sexton (1979) szintén a két faj onddjanak mélyhtithet6ségét hasonlitottak dssze, de 4%
DMSO hasznélata mellett. Mig a hazikakas-spermiumok esetében 55%-0s termékenységet értek
el, addig a mélyhttott pulykaondoval egyaltalan nem sikeriilt termékeny tojast produkalniuk. A
kevésbé sikeres ondomélyhtitést kompenzalja, hogy a pulyka tojoknak - a tydkokhoz képest-
hosszabb a fertilis periédusuk, ugyanis a spermiumtarol6é tubulusokbol naponta csak a térolt
spermiumok 11%-a tiriil ki szemben a tyukoknal jellemz6é 30%/nap tiriilési arannyal (Wishart és
Hartley, 1998). Ennek koszonhetéen a mélyhiit6tt onddval torténd inszeminalasok soran elvileg
ritkabb termékenyitési gyakorisaggal is érhetiink el termékenységet. Az elmult években Blanco
és munkatarsai (2011) kiilonboz6 krio- és ozmoprotektansokkal, lassd programozott eljarassal
mélyhtitott pulykaondo in vitro vizsgélata sordn megéllapitotta, hogy a 18% DMA és az 5%
trehal6z/szachar6z kombinécidja eredményezi a legjobb motilitast (39%) a tuléld sejteknél.
Ugyanez a kutatocsoport kiilonboz6 hiitési és felolvasztasi ratakat tesztelve azt tapasztalta, hogy
a gyors hiitési rata alacsony sejttulélést eredményez pulykaspermiumok esetében (Blanco et al.,
2012), mely megegyezett a korabbi tapasztalatokkal is, melyek soran a gyors mélyhiités 26%-0S,
mig a lassu hiitési rata 50%-0s termékenységet produkalt (Zavos és Graham, 1983). Hasonlo
termékenységi eredményeket kapott Schramm és Hibner (1988) is, amikor egy lassu €s egy
gyors mélyhiitési protokoll, valamint a pellet-modszer hatékonysagat hasonlitotta 6ssze. Mig a
lasst hiitési sebesség 72%-0s, addig a gyors mélyhiités és a pellet-mddszer csak 56, illetve 19%-
os termékenységet eredményezett. Tébb kutatocsoport is alkalmazta a gyors pellet-mddszert
pulykaspermiumok mélyhtitésére, 71-84%-0s termékenységet (Tselutin et al., 1995) valamint 42
%-o0s sejttalélést (laffaldano és mtsai, 2011) produkalva. A nitrogéng6zos eljarast is tesztelték a
faj himivarsejtjeink tartdsitasara. A krioprotektdnsként 6% DMA-t alkalmazd eljaras

hasznalataval 20%-0s termékenységet értek el (Long et al., 2014).

2.3.4. A viziszarnyas-fajok spermiumainak mélyhiitéses tartositasa

A gundrondé megbizhatdé mélyhiitéses tartositdsanak nem csak génmegdrzési, hanem
tenyésztdi szempontbol is nagy jelentdsége van. A faj szaporodasbioldgiai sajatossagaibol eredd
nehézségekre (monogamia, a két ivar ivarsejtjeinek termelddése kozti iddbeni eltolodas)
megoldast jelenthet a mélyhlitott ondoval vald termékenyités, ezért tenyésztok korében nagy az
érdeklédés a gindrondo6 sikeres mélyhiitése irant. A szakirodalomban szamos ondomélyhiitési
prébalkozast talalhatunk a lud faj kapcsan. A korabban mar emlitett pellet-modszerrel 57-77%
kozotti termekenységet ertek el Tselutin és munkatarsai (1995) kinai hattyalad (Anser

cygnoides) ondomélyhtitése soran. Egy masik ukran kutatocsoport is 90% feletti termékenységet,
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valamint 70% feletti kelési szazalékot ért el a pellet-modszer alkalmazasaval (Sakhatsky et al.,
1995). Ezen eredmények reprodukalasa azonban mas kutatocsoportoknal nem jart sikerrel. Tai és
munkatarsai (2001) egy gyors, szarazjégen torténé ondomélyhiitési protokoll és 9% DMA
alkalmazasaval 68-95%-0s termékenységet ért el. Zukaszewicz (2002) az éaltala kifejlesztett
programozott eljarassal, 6% DMF és miiszalma hasznalata mellett szintén 90% feletti
termékenységet produkalt, valamint megéallapitotta, hogy se a DMF jelenlétének, se a gunarak
életkordnak nincs negativ hatasa a termékenyitéképességre (Zukaszewicz, 2001). Egy maésik
kisérletben igazolta, hogy pozitiv korrelacio van a friss, valamint a mélyhitott/felolvasztott €16,
ondomélyhtités alapja (Eukaszewicz et al, 2003). Ugyanez a lengyel kutatdcsoport a
programozott eljarés tovabbi fajtara valo adaptéalasa sordn megallapitotta, hogy a kisebb higitasi
arany (2:1 vs. 1:1) esetében ellenallobbak a spermiumok a kriosériilésekkel szemben, valamint a
termékenység eredményessége elsdsorban a mesterséges termékenyités gyakorisdgtol, valamint
utobbi Aallitast tamasztotta ald egy francia kutatdcsoport, mely kiilonb6z6 mélyhiitési
protokollokat hasonlitott dssze szirke landesi 10d génmeg6rzése céljabol. A tobbéves Kisérlet
végére a kezdeti 10%-0s termékenységet a termékenyitési technika modositasaval (gyakoribb
termékenyités, magasabb inszemindlasi dozis) 60%-ra ndvelték (Dubos et al., 2008). Hazi- és
vadlud fajtak keresztezésével kivantak Iétrehozni hibrideket mélyhiitétt ondoval vald
mesterséges termékenyités alkalmazasaval, melynek eredményeképpen 60%-0s termékenységet
tudtak elérni, valamint megallapitottdk, hogy a révidtava tarolas (1 év vs. 1 hét) soran nem
romlik a mélyhiitétt ondd6 mindsége (Kowalczyk és Lukaszewicz, 2012). Kutatocsoportunk a
lassu, programozott (moédositott Lukaszewicz-féle modszer) és a gyors, nitrogéng6zben térténd
mélyhtités in vitro eredményessegét hasonlitotta 6ssze gunarondd esetében. Vizsgalataink szerint
a lasst, programozott protokollal értink el jobb tulélést (70% vs. 38%) melyben
krioprotektansként 7%-0s DMF-ot hasznaltunk és miiszalma helyett kriocsovekkel dolgoztunk.
(52% tulelés), mig a programozott hiitésnél rosszabb eredményt (60%) produkalt (Barna et al.,
2010).

A kacsa ondomélyhiitésével kapcsolatban kevés tapasztalat all rendelkezésiinkre, egyes
velemények szerint a pézsmaréce (Cairina moschata) spermiumai érzékenyebbek a mélyhiitésre,
mint a pekingi kacsa (Anas platyrhynchos) himivarsejtjei (Blesbois, 2007). Egy német
kutatocsoport lassu mélyhtitést alkalmazva 80%-0s termékenységet ért el pézsmarécénél
(Schramm és Hiibner, 1989), mig Tselutin és munkatarsai (1995) egy programozott mélyhtitési

eljarassal, 5% DMA-t hasznélva krioprotektanskent 75-83%-0s termékenységet értek el pekingi
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kacsanal. Modositott pellet-modszert alkalmazva hasonlitottdk 0ssze az egyes krioprotektansok
hatasat pézsmaréce ondomélyhiitése soran. Mig a 7% DMSO 25%-o0s, addig az 5% glicerol 35%
feletti motilis sejtaranyt eredményezett (Gerzilov, 2010). Nitrogéng6zos kozépgyors mélyhiitési
eljarassal is hasonldé motilitasi értékeket (4% DMSO-32%, 4% glicerol-35%) kaptak nyilfarkd
réce (Anas acuta) ondomélyhtitése soran (Penfold et al., 2001). Han és munkatarsai (2005)
kilonboz6 higitokat, krioprotektansokat, equilibracios idoket és felolvasztasi hémérsékleteket
hasonlitott dssze nitrogéngdzos eljarast alkalmazva Jinding kacsa hatékony ondomélyhtitésének
kidolgozasa érdekében. A leghatékonyabb maodszerrel (IGGKP higitd, 10% DMSO, 15 perces

equilibracid, 40°C-os felolvasztas) 39%-o0s termékenységet értek el.

2.3.5. Nem domesztikalt madarfajok spermiumainak mélyhititéses tartositasa

A génmeglOrzési célokat szem eldtt tartva fontos megemliteni, hogy a baromfifajok
mellett szamos nem domesztikalt madéarfaj ondomélyhiitésével kapcsolatosan is folynak
kutatasok, mely fajok kozll szamos veszélyeztetett statuszban van. Veszélyeztetett facanfajok
pellet-modszerrel torténé ondomélyhiitése soran nagy kiilonbséget tapasztaltak az egyes fajok
spermiumainak tulélése kozott (1,3-24,9%). A mélyhiitott ondoval termékenyitett tojok koziil
termékeny tojasokat produkald tojok (12-bél 3 egyed) termékenysége atlagosan 85% volt (Saint
Jalme et al., 2003). Galléros tizok (Chlamydotis undulata) spermiumok pellet-mddszerrel val6
mélyhtitésével 100%-0s termékenysegi (6/6 termékeny tojas) és 50%-os kelési eredményt értek
el (Hartley et al., 1999). Siketfajd (Tetrao urogallus) kakasok onddvizsgéalata igazolta, hogy jé
mindségii, kevés plazmat tartalmazé ondojuk jol tolerdlja a mélyhiitést. Szintén a pellet-mddszer
alkalmazasaval 37%-o0s spermiumtulélést és 80%-o0s termékenységet értek el (Kowalczyk et al.,
2012). Darufajok génmegoérzési célbol torténd ondomélyhiitésével kapcsolatban is szamos
Kisérletet végeztek. Mig az 1980-as években kanadai daru (Grus canadensis) mélyhiitott
onddjaval programozott eljarassal 4% DMSO hasznélata mellett 25%-0s (Sexton és Gee, 1978),
majd késébb 50%-0s termékenységet értek el (Gee et al., 1985), addig Blanco és munkatarsai
(2012) ugyanezzel a modszerrel késébb 74%-0s termékenységet produkaltak. Egy korabbi
kisérletben mélyhiitott hodaru (Grus leucogeranus) onddval termékenyitettek amuri daru (Grus
vipio) tojokat, igy sikeresen hoztak létre fajhibridet, mely aldtamasztotta a daru spermabank
l1étrehozasanak lehetéségét (Maksudov es Panchenko, 2002). Emu (Dromaius novaehollandiae)
spermiumok nitrogéng6zos mélyhiitése soran 18% DMA-ot hasznalva krioprotektansként 51%-
os ¢l6, normalis morfologiaju sejtaranyt tapasztaltak a mélyhiités/felengedés utan (Sood et al.,
2012). Egy indiai kutatocsoport szirti galamb (Columba livia) ondomélyhtitésének kidolgozasa

kdzben megallapitotta, hogy a lassu, programozott mddszer 8% DMSO-val kombinalva a
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legalkalmasabb a faj spermiumainak mélyhtitésére. A fenti protokoll segitségével a motilis sejtek
aranya felolvasztas utan elérte a 40%-ot (Sontakke et al., 2004). Szintén DMSO-t (5%), azonban
nitrogéngdzos eljarast alkalmazva Magellan-pingvin (Spheniscus magellanicus) ondomélyhiitése
45%-0s motilis sejtaranyt eredményezett (O'Brien et al., 1999).

A ragadozd madarak szaporodasbiologiai vizsgalatai sordn bizonyitottak, hogy egyes
fajok (vandorsolyom, ibériai sas, szirti sas) spermiumai sokkal jobban toleraljak a
hiperozmotikus koriilmenyeket, mint a baromfifélek (tyuk, pulyka) himivarsejtjei (Blanco et al.,
2000). Ennek ellenére - valosziniileg a kis termékenyitési dozisnak koszonhetéen - tarka vercse
(Falco sparverius) programozott ondomélyhiitését kovetéen 13,6% glicerol alkalmazasaval csak
12%-0s, mig 12,3% DMA-t hasznalva 30%-0s termékenységet tudtak elérni (Brock és Bird,
1991), a késébbickben 10% DMSO-t hasznalva krioprotektansként 57%-0s termékenységet
produkaltak (Gee et al., 1993). Vandorsolyom (Falco peregrinus) faj glicerolos, programozott
modszerrel mélyhiitott ondojaval 33%-0s termékenységet értek el (Parks et al., 1986).

A fenti attekintésbol lathatd, hogy nagy kiilonbségek tapasztalhatok az egyes fajok
spermiumainak onddémélyhttés utani termékenyitdképessége kozott az egyes laboratériumokban.
Annak ellenére, hogy a mélyhiitott/felolvasztott spermiumok talélési aranya 40-50% korli, az in
vitro eredmények nem feltétlenil korrelalnak az in vivo - termékenységi - eredményekkel
(Donoghue és Wishart, 2000). Hasonl6 tapasztalatunk van sajat laboratériumunk elmult 10 éves
vizsgalatai alapjan is. Ezzel szemben francia kutatok vizsgalatai szerint pozitiv 6sszefliggés van
a felolvasztott €16, normalis morfologiaju sejtek aranya, motilitasa, membran-fluiditasa, valamint
a termékenyitOképessége kozOtt. Vélemenyik szerint a gyakorlatban alkalmazott in vitro
teszteknél a membran fluiditasdnak vizsgélata a legalkalmasabb a mélyhiitott spermiumok
termékenyitOképességének eldrejelzésére (Blesbois et al., 2008). Mivel az ondomélyhiités
jelentdsen csokkenti a termékenyitOképességet, ezért a mélyhiitott onddval torténd
termékenyitéskor magasabb dozist és/vagy gyakoribb termékenyitést kell alkalmazni
(Williamson et al., 1981; Hammerstedt es Graham, 1992; Blesbois et al., 2008). A friss kakas
spermiumok inszeminalasanal alkalmazott 50-100 milli6 spermium helyett 500-700 millié
spermium bejuttatasara is sziikség lehet a megfeleld termékenység eléréséhez (Lake, 1986).
Kisérletek igazoltak, hogy magasabb termékenyitési adag esetében (50 vs. 300 millié spermium)
szignifikdnsan magasabb termékenyseget (20 vs. 59%) lehet elérni mélyhitott kakasondoval is
(Sexton, 1976). Még magasabb - 400-700 milli6 spermium- inszeminalasi dozis alkalmazasaval
akar 90%-os termékenység is elérhetd (Van Voorst és Leenstra, 1995). Ezzel szemben szdmos
kutatas igazolta (Bielefeldt, 1985; Ehling et al., 2012), hogy a kétszeres termékenyitési dozis
(360, illetve 600 milli6 spermium) alkalmazasa nem javitja szignifikansan a termekenyseget.

Sajat korabbi tydk fajon végzett vizsgalataink szerint az 50%-0s termekenység eléréséhez min.
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300 milli6, mig az 50%-os keltethetéség biztositasahoz min. 400 millidé €16, normalis
meghatarozasanal azonban figyelembe kell venni a mennyiségi korlatot. Egy kordbbi ajanlas
szerint (FAO, 1998) 600 millio spermiumot kell bejuttatni termékenyitésenként 60-100 pl
mennyiségben. A dupla termékenyitési ddzis (300 pl feletti mennyiség) jelentOs
spermaveszteséggel jarhat az inszeminalaskor a vagindbdl torténd spermiumelfolyas miatt
(Sexton és Gee, 1978).

Egy fontos, napjainkban is aktualis kérdés, hogy a mélyhiités soran romlik-e a tarolt
spermiumok mindsége. Ez a spermabankok Kialakitasanal, illetve fenntartasanal komoly
problémat jelenthet. Kowalczyk és Lukaszewicz (2012) gunar spermiumok esetében
megallapitotta, hogy egy éves tarolas alatt nem romlik a spermiumok mindsége, nincs kiilonbség
az egy hétig, illetve egy évig tarolt ondd termékenyit6képessége kozott. Egy masik kiserlet
igazolta, hogy kilenc évig mélyhilitve tarolt kakas ondoval felolvasztds utan 47%-0s
termékenységet lehet elérni (Watanabe és Terada, 1980). Egy kisérletben a kdzel 20 évig tarolt
és frissen mélyhiitott ondé mindsége kozott nem talaltak szignifikans kiilonbséget (Blackburn,
2006), azonban meg kell jegyezniink, hogy a két mélyhiitési protokoll kiilonb6zott egymastol,
tehat az Osszehasonlitds nem tekinthetd objektivnek. Ezen probléma tisztazdsa mellett a madar
himivarsejtek mélyhtitéses tartositasaval kialakitott in vitro génbankok biztonsadgosabba teszik az

6shonos baromfifajok génmeg6rzését, mintegy kiegészitve az in vivo allomanyok fenntartasat.

2.4. Korai ivarszerv-szovetek mélyhiitéses tartositasa

Az in vitro génmegérzés alternativ modja a korai ivarszerv-szovetek mélyhiitéssel vald
megoldhato a termékenység megorzése (Woods et al., 2004; Pukazhenthi et al., 2006), az eljaras
alkalmazasaval kapcsolatban mar régdéta folynak kisérletek (Parkes és Smith, 1954). Hatékony
mélyhtitési eljarast dolgoztak ki patkany (Rattus norvegicus) (Travers et al., 2011), egér (Mus
musculus), dzsungariai térpehdrcség (Phodopus sungorus), selyemmajom (Callithrix jacchus)
(Schlatt et al., 2002) hereszovetek mélyhiitésére. Emellett nyal (Oryctolagus cuniculus)
(Shinohara et al., 2002), rhesus makakd (Macaca mulatta) (Poels et al., 2012), valamint human
(Hovatta et al., 1996) hereszOvetek tartdsitasaval kapcsolatban is végeztek kutatasokat. Sikeres
mélyhtitési és transzplantécids eljarast dolgoztak ki halak hereszdveteinek esetében is, melynek
koszonhetden donor eredetli spermatogoniumokat azonositottak a recipiens allatokban (Lee et

al., 2013).

26



10.14751/SZIE.2016.036

Madarak esetében csak par éve folynak korai ivarszerv-szévetek manipulacidival
kapcsolatos vizsgalatok. Song és Silversides (2007a) vizsgalatai igazoltak, hogy a donor
naposcsibe hereszovetének a recipiens madar bore ala, ill. hasiiregbe torténd atiiltetésével
donortdl szarmazd spermium nyerhetd, melynek felhasznaldsaval, a petevezetd magnum
szakaszaba torténd termékenyitéssel termékeny tojasok allithatok eld. Egy masik kutatdcsoport
(Trefil et al., 2010) vizsgalatai alapjan - kordbban gammasugarzassal sterilizalt kakasok esetében
- 9 héttel a transzplantacié utan megkezdddik az atiiltetett here spermiumtermelése. A hereszovet
mélyhiitése, mint alternativ génmegdrzési modszer lehetdveé teszi a veszélyeztetett fajok esetében
az értékes himek genetikai allomanyanak meg0Orzését.

Mivel az ondomélyhiités csak a himivar genetikai alloményanak megorzésére alkalmas,
ezért sziikséges a petesejtekben tarolt ndi genetikai anyag megdrzésének kidolgozasa, melyre a
korai petefészekben talalhatd primer oocytak tartdsitdsa megoldast nyujthat. Erre ad lehetéséget
a naposkori petefészekszdvetek tartositasa. A petefészek mélyhtitésére (Deanesly, 1954; Parkes
kertilt sor. Az els6 mélyhtitott petefészek atiiltetése utan sziiletett egér 1étrehozasa Parrot (1960)
nevéhez fiizédik. Ezt kovetden laboratoriumi patkanyokbol (Kagabu és Umezu, 2000; Wang et
al., 2002) és egerekbdl (Gunasena et al., 1997a,b; Sztein et al., 1998; Choi et al., 2007; Liu et
al., 2008; Kim et al., 2010) szarmazd korai petefészekszdveteken sikeresen hajtottak végre
mélyhiitéses tartositast és atiiltetést. Emellett juh (Gunasena et al., 1997b; Bordes et al., 2005),
szarvasmarha, sertés (Gandolfi et al., 2006), valamint human petefészek (Demeestere et al.,
2007; Anderson et al., 2008; Isachenko et al., 2007; Keros et al., 2009; Silber, 2012)
mélyhiitésére is hatékony eljarasokat dolgoztak ki.

Béar hazi tyuk petefészkének atiiltetésére mar a 20. szdzad elejen torténtek probalkozéasok
(Gurthie, 1908; Davenport, 1911; Grossman és Siegel, 1966), majd Brard és Benoit (1969)
flrjjércék petefészkének atiiltetésével is kisérletezett, azonban csak napjainkra sikertlt hatékony
2007b; Kosenko, 2007; Song et al., 2012). Kezdetben a himivarsejtek mélyhiitésénél alkalmazott
lassu, programozott protokollokat hasznéltak korai ivarszerv-szdvetek mélyhiitésére, majd a
késdbbiekben egyre inkabb eldtérbe kertilt a vitrifikacios eljaras alkalmazasa.

A vitrifikcids eljaras soran az eger petefészek darabokat tartalmazd kriocsdveket
kozvetlenil folyékony nitrogénbe dobtédk (Migishima et al., 2003). Ezzel a modszerrel
hatékonyan lehetett vitrifikdlni a petefészek darabokat relative kevesebb véddanyag
hozzdadasaval (Chen et al., 2006). Szamos emlds faj pl. patkany (Sugimoto et al., 2000) és
kecske (Santos et al., 2007) esetében alkalmaztak a vitrifikaciot petefészek mélyhitésére. A

modszer tovabbfejlesztése soran akupunkturas tiire szhrtak fel - az egér és human- petefészek
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darabokat ¢és azt kozvetleniil folyékony nitrogénbe helyezték, ezaltal még gyorsabb hiitési
sebességet értek el és csokkentették az igy kevesebb krioprotektanst tartalmazo vitrifikacios
oldat toxicitasat (Wang et al., 2008). Liu kutatocsoportja (2010) a lassu, programozott és a fenti
vitrifikacios eljaras hatékonysagat hasonlitotta 6ssze japan furj (Coturnix japonica) petefészek
mélyhiitésénél. Tapasztalataik alapjan a vitrifikacios eljards minden szempontbdl (szdvettan,
tojastermelés, termékenység) eredményesebbnek bizonyult a petefészek tartositasara. A
vitrifikacioval mélyhiitott petefészkek ¢életképesebbek voltak, tobb morfologiailag normalis
tiisz6t tartalmaztak és a recipiensek donor eredetii utddokat produkaltak (Liu et al., 2010).
Megallapitottak tovabba, hogy sem a fenti mélyhiitési eljaras, sem az atiltetés nem befolyasolja

negativan a recipiens csibék novekedését és késébbi tojastermelését (Liu et al., 2013a).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Ondomélyhiitési kisérletek hazityluk-fajban (Gallus domesticus)

Kiserletiinkben a korabbi 0sszefoglald vizsgalataink alapjan (Varadi et al., 2013)
legeredményesebbnek bizonyult mélyhtitési modszerek - standard glicerolos, programozott

mélyhités és pellet-modszer- hatékonysagat in vitro és in vivo is értékeltlk.

3.1.1. Kisérleti allatok és ondovétel

Husz egyéves fogolyszinli magyar kakast (2. 4bra) helyeztiink el egyedi ketrecekben. A
spermadonor allatok hagyomanyos kakastapot fogyasztottak, Onitatokbol ittak ad libitum. A
megvilagitds természetes fény mellett mesterséges kiegészitéssel tortént napi 16 Ora
id6tartamban. A spermadonor allatok kivalogatasat a kezelhet6ség, illetve az onddvételre valo
reagaloképesség, majd az egyedi ondobirélati adatok alapjan végeztik. Az onddvétel (3. abra)
Burrows és Quinn (1937) dorso-abdominalis masszazs-technikajaval tortént heti 2 alkalommal, 2
honapon keresztiil két hetes trenirozasi id6szakot kovetéen. Onddvétel utan a mintakat

szobah6mérsékleten (20-24°C) taroltuk az ondomindsités elvégzéséig.

2. ébra: Fogolyszinili magyar kakas 3. &bra: Ondovétel
spermadonor kakastol

3.1.2. Ondominosités

Az ond6 mindsitésére minden esetben két alkalommal - a mélyhiités eldtt (friss minta),
ill. a felengedés utan (mélyhtitott/felolvasztott minta) - kerilt sor. A mindsités soran elvégeztiik
az ondé makroszkopos és mikroszkopos vizsgalatat. A kovetkez6 spermatologiai paramétereket

vizsgaltuk:
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e Mennyiség (ul): meghatarozasa pipettaval tortént.

e Motilitas: a spermiumok tdmegmozgasanak meghatarozasa szubjektiv becsléssel, 0-5-ig
terjed6 pontozasos skalan tortént fénymikroszkop (Leitz Diaplan, Leitz Wetzlar,
Németorszag) segitségevel 40x-es nagyitas mellett. A vizsgalatot mindig ugyanaz a
gyakorlott személy végezte, igy - szubjektivitasa ellenére - alkalmas a témegmozgés
preciz, publikéciokban is elfogadhaté megitélésére (Wishart, 2000). A kisérletek kezdete
eldtt Osszehasonlitast végeztiink a motilitas vizsgalatara egy magyar fejlesztésit CASA
rendszerrel (Caspar 2.0 software) is és a szubjektiv vizsgalat megegyezett a CASA-val
mert adatokkal.

e Koncentracio (10°/ul): megallapitasat egy erre a célra kifejlesztett francia gyartmanyu
spektrofotométerrel (Accucell IMV, Franciaorszag) végeztik (4. abra). Minden kisérlet
indulésa el6tt a miiszer adott fajra, illetve fajtara torténé kalibralasara is sziikség van (a
miiszer eredetileg lud fajra van bedllitva). Felallitunk egy koncentracios gorbét (2.
Melléklet), melyhez az adott onddémintabdl egy higitasi sor készll. Ezeknek a higitott
mintdknak a spektrofotométer &ltal mért adatait Osszehasonlitjuk egy specidlis, a
spermiumok szamlalasara kifejlesztett Makler-kamraban tértént manudlis sejtszamolasi
adatokkal. Ily médon a késObbiekben a spektrofotométerben mért adatok a gorbe

e Morfologiai rendellenességek tipusai (6-11. abra) és az ¢16/holt sejtarany: a vizsgalat

eozin-anilin kék vitalis festés segitségével tortént (5. abra).

4. abra: Accucell spektrofotométer 5. dbra: Eozin-anilin kék vitalis festés
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6-11. dbra: Mélyhiités soran el6fordulé morfoldgiai rendellenességek tipusai

3.1.3. Ondomélyhiitési protokollok

Vizsgalataink soran kétféle mélyhtitési eljarast hasonlitottuk Ossze (1. tablazat): egy
lassti, programozott mélyhiitést, illetve a gyors pellet-mddszert. A vizsgalatokhoz hasznélt
vegyszereket a Reanal Laborvegyszer Kft-tdl, illetve a Sigma Aldrich Kft-t61 (Budapest,
Magyarorszag) szereztik be.
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1. tablazat: Ondomélyhtitési protokollok hazitylk-fajban

Meélyhiitési protokollok leirdsa
Fagyasztéas Uteme Lassu Gyors
Tarolas tipusa kriocs6 pellet
Higito Lake-féle kriooldat Tselutin-féle higitd
Higitasi arany 1:3 1:1
Equilibraciés idé 10 perc 5°C-on 20 perc 2°C-on
Hiitési sebesség 1°C/perc -35°C-ig kozvetlenul a folyékony nitrogénbe
30°C/perc -60°C-ig cseppentve (25 ul)
Krioprotektans 13,6% glicerol 6% DMA

Lassui mélyhiitési eljards (Lake és Steward, 1978 alapjan)

Onddvetel utan a kiserleti 6lban 1 ml Lake-féle glicerolt tartalmaz6 kriooldatot (Lake,
1968a) (3. Melléklet, 3. tablazat) adtunk a kevert ondomintakhoz, majd a laboratériumban a
kevert mintat szobahémérsékleten (20-24°C) tovabb higitottuk ugy, hogy a végso higitasi arany
1:3 legyen. 5°C-os hiitépultban t6rténé 10 perces equilibracié utdn a mintadkat 500 pl
mennyiségben kriocsovekbe (12. abra) mértiikk. A csoveket programozhaté mélyhiitébe (Planer
KRYO10, Planer Products Ltd, Middlesex, Egyesilt Kiralysag) helyeztiik (13. bra).

12. dbra: Kriocsovek 13. dbra: Planer KRYO10 programozhat6
mélyhiitd-berendezés

A mintédkat 5°C-rol 1°C/perc hiitési iitemmel -35°C-ig, majd 30°C/perces Utemben -60°C-ig
hitottiik, végiil folyékony nitrogénbe helyeztiik a kriocsoveket. A felolvasztas 5°C-on tortént,
kb. 30 perc alatt, hiitépultban. Ezt kovetden tovabbi, krioprotektans nélkiili felolvaszto higitot (3.
Melléklet, 4. tAblazat) adtunk tobb lépésben a mintdkhoz, majd a glicerol eltavolitasa céljabdl a
csoveket 5°C-ra hiitott centrifugdba helyeztik és 15 percig 700g-n centrifugaltuk. A
centrifugalast kovetden a feliilluszét dvatosan leszivtuk, majd a csé aljan maradt koncentralt
ondomintat ismét az 5°C-os hiitépultba helyeztik és mintanként 0,1 ml higitot adtunk hozza,

majd Ovatos rdzassal homogenizaltuk a mintat. A glicerol kivonasa valamint az ondéminéség
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ellendrzése utan a mintakat lezart polisztirol dobozba helyeztiik €s ezt kovetden néhany percen

belll kertilt sor a mesterséges termékenyitésre.

Pellet-modszer (Tselutin, 1995 modszerének modositasa)

Ondovételt kovetden a kisérleti 6lban 1 ml Tselutin-féle (1995) higitét (3. Melléklet, 5.
tabldzat) adtunk a kevert onddmintdkhoz, majd a laboratériumban a kevert mintat
szobahémérsékleten (20-24°C) tovabb higitottuk gy, hogy a végsé higitasi arany 1:1 legyen.
2°C-os hiitépultban torténd 20 perces equilibracié utan a higitott mintahoz hozzaadtuk a DMA-t
6%-ban. Ezt kdvetden repeater pipetta segitségével 25 ul térfogatban kozvetleniil a folyékony
nitrogénbe csoppentettilk a kezelt ondomintakat (14. abra). Az igy keletkez6 golydcskakat (15.
abra) kriocsovekbe helyeztik, amelyeket folyékony nitrogénben taroltuk. A felolvasztas 70°C-
on tortént 10-20 méasodperc alatt egy sajat fejlesztésii automatikus melegité készllékkel (16.

abra).

14. dbra: Ondominta folyékony  15. abra: 25 pl-es pellet 16. abra: Felolvasztd
nitrogénbe cseppentése készulék

3.1.4. Mesterséges termékenyités

Harom Kisérleti csoportban, csoportonként 11 db 30 hetes TETRA SL toj6hibridet
helyeztlink el mélyalmon. A mesterséges termékenyitéseket a spermadonor kakasoktol szarmazo
friss, higitott ondéval (kontroll csoport) és - 2-3 hdnapig tarolt- mélyhitétt/felolvasztott (lasst
mélyhttés, ill. pellet-mddszer) onddval végeztik. A mesterséges termékenyités egy specialis
inszeminalé pipettaval (Microman, Gilson Medical Electronics, Franciaorszag) tortént (17.
abra) az els6 héten harom, majd hetente két alkalommal, 3 héten keresztil (6sszesen 8
alkalommal). A kontroll csoport tojoit alkalmanként 270 milli6 spermiummal, mig a
mélyhiitott/felolvasztott csoportok tojoit 400-500 millié (mélyhitott/felolvasztott) spermiummal

inszeminaltuk (18. abra).
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17. &bra: Inszeminalo pipetta 18. &bra: Tetra SL tojé inszeminal&sa

A Kkeltetébe hetente berakott tojasok (Osszesen 626 db) termékenységét lampazassal
ellendriztiik az inkubacio 7. napjan. A kildmpazott tojasok vizsgalata soran meghataroztuk a
terméketlen, a nagyon korai, még a petevezetOben torténé €s az inkubacids (keltetés alatt
torténd) embridelhaldsok, valamint a normadlis fejlédésli embriok aranyat. A petevezetOben
tortént elhalasokat a csirakorong specialis festési eljarasaval (19. abra) allapitottuk meg a
kovetkezok szerint: a feltort tojasokban szabad szemmel terméketlennek tiind csirakorongokat
kiemeltik, majd 0,9%-0s NaCl oldatba helyeztilk. Ezutan a sejteket targylemezen propidium
jodiddal festettiik, amely egy nukleinsav-specifikus fluoreszcens festék, melynek segitségével az
osztddott embrionalis sejtek kimutathatok (Liptdi et al., 2004). A vizsgalathoz fluoreszcens
mikroszkdpot alkalmaztunk (Zeiss, Axioskop 2 plus, Carl Zeiss Light Microscopy, Géttingen,
Németorszag).

19. dbra: Osztodo embrionalis sejtek (PI-festés)
(Fotd: Dr. Liptoi Krisztina)
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3.2. Ondéomélyhiitési kisérletek gyongytyukfajban (Numida meleagris)

Honosult baromfifajunk ondomélyhiitési kisérletei soran kiilonb6zd hiitési sebességii
protokollokat (lassU- és gyors programozott mélyhiités, nitrogéng6zos eljaras és pellet-modszer)

teszteltlink a leghatékonyabb eljaras kidolgozasa érdekeben.

3.2.1. Kisérleti allatok és ondovétel

Harminc egyéves magyar parlagi gyongytyuk kakast helyeztiink el egyedi ketrecekben
(20. &bra). Az allatok hagyoményos kakastapot fogyasztottak, Onitatokbol ittak ad libitum. A
megvildgitas, természetes fény mellett, mesterséges kiegészitéssel tortént, napi 16 Ora
id6tartamban. A spermadonor allatok kivalogatasat - hasonloan a hazityuk-faj kakasaihoz - a
kezelhetoség, illetve az onddvételre valo reagdloképesség, majd az egyedi ondobirélati adatok
alapjan végeztiik. Az onddvétel szintén (21. dbra) Burrows és Quinn (1937) dorso-abdominalis
masszézs-technikajaval tortént heti 2 alkalommal, 3 honapon keresztll két hetes trenirozési
idészakot kovetéen. Ondovétel utan a mintakat szobahdmérsékleten (20-24°C) taroltuk az

onddmindsités elvégzéséig.

20. &bra: Spermadonor gyongytyuk kakasok 21. dbra: Ondovétel gydngytyuk kakastol
egyedi ketrecekben

3.2.2. Ond6mindsités
Az ondo mindsitésére a kisérlet folyaman minden esetben két alkalommal - a mélyhtités

elétt (friss minta), ill. a felolvasztas utan (mélyhutott/felolvasztott minta) - kerdlt sor. A

spermatoldgiai paraméterek vizsgalata a hazitydk-fajnal leirtak szerint tortént.
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3.2.3. Ondomélyhiitési protokollok

A gyongytyuk ondémélyhtitési kisérletei soran négyféle - kiillonb6z6 hiitési sebességii -
protokollt teszteltlink: lassU- és gyors programozott mélyhiitést, nitrogéngézos eljarast, valamint
a pellet-modszert (2. tAblazat). Emellett harom krioprotektans (10% EG, 6% DMF, 6% DMA)
hatékonysagét is vizsgaltuk.

2. tablazat: Ondomélyhiitési protokollok gydngytyukfajban

Mélyhiitési Lassu Gyors Nitrogéng6zos Pellet-
protokollok programozott programozott eljaras maodszer
Térolas tipusa kriocs6 pellet
Higitd Lake-higito Tselutin-higitd
Higitasi arany 1:3 1:1
Equilibracios 25 perc 3°C-on 5 perc 5°C-on 5 perc 5°C-on 5 perc 2°C-on
ido
Krioprotektans | 10%EG | 6%DMF 10%EG | 6%DMF [ 10%EG | 6%DMF 6%DMA
Hiitési sebesség -1°Cl/perc -30°C-ig -15°C/perc -30°C-ig 4 cm-rel a folyékony kdzvetlenil a
-30°C/perc -60°C-ig -30°C/perc -60°C-ig nitrogén folott folyékony
(-120°C-on, 3 percig) nitrogénbe

Lassu, programozott mélyhiités

Onddvetel utan a kevert mintat 1:3 aranyban higitottuk Lake-féle higitoval (Lake, 1968b)
(3. Melléklet, 6. tablazat) szobahOmérsékleten (20-24°C). A higitott mintdkat két részre
osztottuk, az egyikhez 10% EG-t, a mésikhoz 6% DMF-ot adtunk védéanyagként, majd az igy
elokészitett mintakat 200 ul mennyiségben kriocsévekbe mértik. A csoveket programozhat6
mélyhtitébe (Planer KRYO10) helyeztiik. A hiitést 20°C -rol inditottuk 3°C/perc hiitési litemmel
3°C-ig, 25 perces 3°C-on torténd equilibraciot kovetden 1°C/perces hiitési sebességgel -30°C-ig,
majd 30°C/perces (temben -60°C-ig httottiikk, végiil folyékony nitrogénbe helyeztik a
kriocsdveket. A felolvasztas 5°C-os hiitépultban tortént 30 perc alatt.

Gyors, programozott mélyhiités

Az onddminta kezelése a lassi programozott mélyhiitéssel azonosan tortént, azonban
mindkét krioprotektans esetében 5 percig equilibraltuk a mintdkat 5°C-on. Ezt kovetéen a
mintdkat 200 pl mennyiségben kriocsovekbe mértik, majd a programozhat6 mélyhiitd
készulékbe helyeztiik. A hiitést 5°C -rol inditottuk 15°C/perc hiitési iitemmel -30°C-ig, majd
30°C/perces hiitési sebességgel -60°C-ig hiitottiik, végiil folyékony nitrogénbe helyeztik a

kriocsoveket. A felolvasztas 5°C-on tortént hiitépultban 30 perc alatt.

Nitrogéngozos eljards
Az ondominta elékezelése és equilibracioja a gyors programozott mélyhiitéssel azonosan

tortént, azonban az equilibraciés id6 utan a kriocsoveket a folyékony nitrogén felszinén Usz6
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kriocsétartoba (22. abra) helyeztiik 3 percre, majd ezt kovetden folyékony nitrogénbe raktuk a

kriocsoveket. A felolvasztas 38°C-os inkubatorban tortént 3 perc alatt.

22. abra: Nitrogéngdzos eljaras

Pellet-modszer

Ondovételt kovetden a kevert mintat 1:1 aranyban higitottuk Tselutin-higitoval (1995)
szobahémérsékleten (20-24°C), majd 2°C-o0s hiitdpultban torténd 20 perces equilibracido utan
hozzdadtuk a DMA-t 6%-ban. Ezt kvetden pipetta segitségével 25 ul térfogatban kozvetleniil a
folyékony nitrogénbe csoppentettilk a kezelt ondomintakat. Az igy keletkez6 golyocskakat a
mar folyékony nitrogént tartalmazd kriocsovekbe helyeztiik, amelyeket a tovabbiakban
folyékony nitrogénben taroltuk. A felolvasztdst 70°C-on végeztik egy sajat fejlesztést
automatikus melegit készilékkel, hasonl6an a hazitydk-fajnél alkalmazottakkal.

3.2.4. Mesterséges termékenyités

A termékenyitési Kisérlethez egyéves gyongytyuk tojokat egyedi ketrecekben helyeztiink
el a gyongyos kakasokéval megegyezd tartastechnoldogia mellett. A mélyhtitott/felolvasztott
onddémintdk mindsitése alapjan a két legeredményesebbnek bizonyult mélyhiitési protokoll
hatékonysagat in vivo - mesterséges termékenyitéssel - is teszteltiik a mélyh{it6tt ondomintak 1
honapos tarolasa utan. Tiz gydngytyukot kontrollként friss, higitott onddval, tizet 10% EG-t
tartalmazo lassu eljarasbol szarmazd mélyhiitott/felolvasztott mintaval, tizet pedig a pellet-
modszerrel mélyhtitott/felolvasztott onddval termékenyitettiink. A mesterséges termekenyitést
hetente 3 alkalommal végeztik, 3 héten keresztul, alkalmanként 250-300 millié spermium

bejuttatasaval (23. abra).
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23. dbra: Gyongytyuk-tojé mesterséges termékenyitése

A keltetobe hetente berakott tojasok (Osszesen 300) termékenységét lampazassal
ellendriztiik az inkubacio 7. napjan. A kilampazott tojasok vizsgalata a hazityuk-fajnal korabban

leirtak szerint tortént.

3.3. Ondomélyhiitési kisérletek hazilud-fajban (Anser anser)

A glinarond6 mélyhtitése soran egy - mar ismert - programozott mélyhttés (Zukaszewicz,
2002) modositott valtozatat és egy sajat fejlesztésii nitrogéngdzos eljarast (Barna et al., 2010)
hasonlitottuk 6ssze in vitro. A Kkisérletet kiegeszitettik Kkiilonb6z6 nem permeabilis
ozmoprotektiv anyagok (betain, trehaldz, szachardz) teszteléseével, majd a legeredmenyesebb

eljaras hatékonysagat in vivo - mesterséges termékenyitéssel - ellendriztiik.

3.3.1. Kisérleti allatok és ondovétel

Harminc szirke landesi gunarat (24. abra) a tavaszi termelési ciklusuk kezdetén egyedi
ketrecekben helyeztiink el 9,5 6ra mesterséges megvilagitas mellett. A spermadonor allatok
szabvanyos Iud tenyésztapot fogyasztottak (300g/gunér/nap), az ivoviz ad libitum allt
rendelkezésiikre. Az onddvétel (25. abra) Burrows és Quinn (1937) dorso-abdominalis
masszézs-technikajanak ladra modositott valtozataval specialis kettosfalti melegitett ondovevo
edénybe tortént heti 2 alkalommal 2 honapon keresztil. A napi takarmanyt az onddvétel utan
kaptak meg az allatok, hogy elkeriiljiik az ond6 szennyez6dését. Onddvétel utan a mintakat 5°C-

on taroltuk az ondomindsités elvégzéséig.
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24. &bra: Szurke landesi lud 25. abra: Onddvetel gunartol
3.3.2. Ondomindsités és ondokezelés

Az ond6 mindsitésére minden esetben két alkalommal - a mélyhités eldtt (friss minta),
ill. a felolvasztas utan (mélyhiitétt/felolvasztott minta) - kerdilt sor. A spermatologiai paraméterek
vizsgalata a hazityuk-fajnal leirtak szerint tortént. Az ondémindsités utan a kevert ondomintakat
4°C-ra lehtitott csébe toltottlk és a szintén 4°C-ra hiitott Lukaszewicz-féle (2002) higitoval (3.
Melléklet, 7. tablazat) 1:1 aranyban higitottuk, majd 5 percig equilibraltuk. Ezt kévetéen a
higitott mintdhoz hozzdadtuk a krioprotektansként alkalmazott DMF-et, illetve az

ozmoprotektansokat, majd 0,25 ml mennyiséget mértiink az elohiitétt kriocsovekbe.

3.3.3. Ondomélyhiitési protokollok

Lassu, programozott mélyhiités (Lukaszewicz, 2002 mddszerének mddositasa)

A modositas abbol allt, hogy az eredeti protokoll szerinti miiszalmaban torténd
mélyhiitést mi kriocsdben torténd mélyhiitésre cseréltiik, a 60°C/perc hiitési iitemet 40°C/percre
mersékeltik, korabbi kedvezd tapasztalatainknak megfeleléen (Barna et al., 2010). A 4°C-ra
eléhitott 0,25 ml ond6t tartalmazd kriocsdveket a programozott mélyhiit6-berendezésiinkbe
(Planer, KRYO 10) helyeztiik. A htitést 4°C-rol inditottuk, majd - 40°C/perc hiitési titemmel -
140°C-ig hutottiik, ezt kovetéen athelyeztiik a kriocsoveket a nitrogéntartalyba. A felolvasztas
40°C-o0s vizfiirdében kb. 2 perc alatt tortént.

Nitrogéngozos eljards
Az equilibracios id6é utan egy polisztirol dobozba 4 cm magassagig folyékony nitrogént
toltottlink, majd a kriocsoveket a folyékony nitrogén felszinén sz6 kriocsétartdba raktuk 3
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percre (-120°C), majd ezt kovetéen folyékony nitrogénbe helyeztik a kriocséveket. A
felolvasztas szintén 40°C-os vizfiirddben tortént. Mindkét mélyhtitési eljarasnal 4-4 kiilonb6z6

krio-, illetve ozmoprotektanst alkalmaztunk a 3. tablazat szerint.

3. tablazat: Ondoémélyhiitési protokollok hazilud-fajban

Protokollok 1 2 3 4
Programozott | 7% DMF | 10% DMF | 10% DMF+0,1 M 10% DMF +3% trehal6z
mélyhiités betain +3% szachardz
Nitrogéngézos | 9% DMF | 12% DMF | 12% DMF+ 0,1 M 12% DMF +3% trehaloz
eljaras betain +3% szachardz

3.3.4. Mesterséges termékenyités

Két 20-20 sziirke landesi tojobol allo csoportot hoztunk létre a gunarakéval megegyez6
tartastechnologia mellett. A mélyhitott/felolvasztott ondémintak mindsitése alapjan a
legeredményesebbnek bizonyult mélyhiitési protokoll hatékonysagat in vivo - mesterséges
termékenyitéssel - is teszteltlk a mélyhiitott ondomintak 7 honapos tarolasat kovet6en. 20 tojot
friss, higitott ondoval 20-at pedig a nitrogéng6zos eljarassal az 1-es protokoll szerint
mélyhitott/felolvasztott mintaval termékenyitettiink. A mesterséges termékenyitést (26. abra)
hetente 2 alkalommal végeztik, 3 héten keresztil, friss ondd esetében alkalmanként 40 millid,
mig mélyhitott/felolvasztott ondo esetében 100 millié spermium bejuttatasaval.

26. dbra: Ludtojé mesterséges termékenyitése
(Foto: Dr. Liptoi Krisztina)

A keltetébe hetente berakott tojasok (6sszesen: 164 db) termékenységét ldmpazéssal
ellendriztiik az inkubacio 7. napjan. A kilampazott tojasok vizsgalata a hazityuk-fajnal korabban

leirtak szerint tortént.
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3.4. A korai ivarszerv-szovetek mélyhiitési kisérletei

A korai ivarszervek tartositisara kiilonbozo mélyhiitési eljarasokat teszteltiink. A
nitrogéng6zben, kriocsdben torténd eljaras mellett vizsgaltuk a pellet-mddszer és egy specialis
vitrifikacios technika hatékonysagat. Olyan mélyhiitési eljaras kidolgozasat céloztuk, mely a
késdbbiekben lehetdvé teszi a mélyhiitott ivarszerv beiiltetését, igy segitve a ndivar bevondsat a

génmegOrzési programokba.

3.4.1. Kisérleti allatok, donor ivarszervek eltavolitasa

Ivarszervdonornak autosex Tetra SL naposcsibéket hasznaltunk. A donor herék, illetve
petefészkek eltavolitasara (27-28. abra) az allatok cervicalis dislocatio-ja utan kerdlt sor. A
mitéti teriiletet a tollpihékt6l mentesitettiik, 70%-os alkohollal fertdtlenitettiik, a szikzacskot
eltavolitottuk. Ezt kovetéen laminalis boxban kerllt sor az ivarszervek kivételére egy - a
szemészeti miitéteknél hasznalt- specidlis csipesz és oll6 segitsegével. Az eltavolitott
ivarszerveket mélyhiitésig (10-40 perc) steril DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

oldatot tartalmazé Petri-csészében taroltuk 0°C-on.

27. abra: Naposkori petefészek 28. abra: Naposkori herék elhelyezkedése
elhelyezkedése (Fotdk: Dr. Liptdi Krisztina)
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3.4.2. Korai ivarszervek mélyhiitése
A korai ivarszervek mélyhititésére harom kiilonbozo eljarast teszteltiink.
Nitrogéngozos és pellet-mbdszer

A mélyhiités soran Migishima et al., (2003) egér petefészken alkalmazott maddszerét
adaptaltuk hazityuk-fajra kisebb modositasokkal az alabbiak szerint (29. abra).

5 perc
ivarszerv 10 pl oldat equilibréci6
S +ivarszerv
equilibracios oldat 0°C-on

(PB1 médium+ 1M
DMSO)
szobahémérséklet

‘ kriocsében

vitrifikécids oldat
pellet pipettaval

folyékony

5 perc equilibracio
nitrogén _ 0°C-on
100 pl oldattal kriocsében
kriocs6ben

29. abra: Korai ivarszervek nitrogéng6zos, illetve pellet-moédszerrel torténé mélyhiitése

A DMEM oldatban tarolt ivarszerveket szobahémérsékleten (20-24°C) PB1 médium+1M
DMSO-t tartalmazé equilibracios oldatba helyeztiik, majd az ivarszerveket 10 pl equilibracids
oldattal kriocs6be raktuk és 5 percig equilibraltuk 0°C-on. Ezt kovetéen a mintakat DAP 213
vitrifikacids oldat hozzaadasa utan ismét 5 percig equilibraltuk 0°C-on. A nitrogéng6zos eljaras
esetében 100 pl oldat leszivasa utan a kriocsoveket kozvetlenil a folyékony nitrogén felszinére
dobtuk €s mivel a kriocsovek levegot is tartalmaztak, ezért nem siillyedtek le. Ezt kvetden még
5 percig tartottuk Oket a folyékony nitrogént tartalmazd polisztirol dobozban, majd tarolo
tartalyba helyeztik azokat. A pellet-mddszernél az ivarszervet egy pipetta segitségével felszivtuk
és kozvetlendl a folyékony nitrogénbe cseppentettiik a mintat, majd az igy keletkezett pelleteket
(70-100 ul) a folyékony nitrogén alatt kriocsovekbe raktuk. A kriocsoveket - a mintak
felolvasztasaig- folyékony nitrogént tartalmazo tarolotartalyba helyeztik.

Az ivarszervek felolvasztasdhoz (30. dbra) a mintakat tartalmazd kriocsdveket 30
masodpercig szobahémérsékletre (20-24°C) helyeztik, majd a kricsovekbe 900 ul PB1

médium+0,25M szachar6z-t tartalmaz6é 37°C-os felolvasztd oldatot mértink. Ezt kovetden az
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ivarszervet elészor 0°C-os PB1 médiumot, majd DMEM oldatot tartalmazd Petri-csészébe
helyeztik.

30 masodperc
folyékony ‘ szobah8mérsékleten
nitrogén

PB1 ‘ DMEM

900ul 37°C-o0s médium oldat
felolvaszt6 oldat 0°C .
(PB1 médium+0,25M szachar6z) 0°C

30. dbra: Az ivarszervek felolvasztasa

Vitrifikacios eljaras

A mélyhiitési eljarast Wang et al., 2008 modszerének moédositasaval dolgoztuk ki. Az
eltavolitott ivarszerveket mélyhtitésig (10-40 perc) steril DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline) +20% FBS (Fetal Bovine Serum) oldatot tartalmazd Petri-csészében taroltuk 0°C-on. Az
elékészitett ivarszerveket akupunkturads tire huztuk fel (31. dbra). Egy tlire 2-3 ivarszervet
raktunk. Az ivarszerveket szobahdmérsékleten (20-24°C) kétféle vitrifikacios oldattal kezeltiik.
Az ivarszerveket tartalmazo tiiket 10 percre az 1. vitrifikacios oldatot (DPBS+20% FBS+7,5%
DMSO+7,5% EG) tartalmaz6, majd 2 percre a 2. vitrifikacios oldatot (DPBS+20%FBS+15%
DMSO+15% EG+0,5M szachardz) tartalmazé Petri-csészébe helyeztiik (32. &bra). Az
ivarszerveket tartalmazo tliket kozvetleniil folyékony nitrogénbe martottuk, majd azokat nitrogén

alatt tartva kriocsdvekbe helyeztik.

31. dbra: Az ivarszervek felszlréasa az 32. 4bra: Ivarszerveket tartalmazo tik a
akupunktiras tiire vitrifikéacids oldatban
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Az ivarszervek felolvasztisa szobahOémérsékleten (20-24°C) tortént. A mélyhttott
ivarszervet tartalmazo tilket a kriocs6b6l Kivettuk és az 1. felolvasztd oldatot
(DPBS+20%FBS+1M szachardz) tartalmazd Petri-csészébe helyeztiik 5 percre. Ezt kdvetéen a
2. (DPBS+20%FBS+0,5M szachar6z) majd a 3. (DPBS+20%FBS+0,25M szacharoz) felolvasztd
oldatot tartalmazd Petri-csészébe helyeztiik a mintakat 5-5 percre. Végil az ivarszerveket 0°C-o0s
tarol6 oldatot (DPBS+20%FBS) tartalmazé Petri-csészébe raktuk.

A mélyhiitott ivarszervek épségét szdvettani és szOvettenyésztési vizsgalatokkal

ellendriztik.

3.4.3. SzOvettani vizsgalatok

A mélyhlitott ivarszervek szerkezetének vizsgalatdra mélyhiitési modszerenként 5 herét
és 5 petefészket felolvasztottunk és szovettani vizsgalatnak vetettik ala. Az ivarszerveket
formalinban taroltuk a szdvettani vizsgalatig. A szOvettani vizsgalatokat a Szent Istvan Egyetem
Allatorvos-tudomanyi Karanak Egzotikusallat és Vadegészségiigyi Tanszékén végezték. A
mintakat paraffinba agyaztdk, majd hematoxylin-eozinnal festették meg. A szdvettani
felvételeket Spot 2.2.1. kameraval (Diagnostic Instrument Inc., Amerikai Egyesiilt Allamok) és
Zeiss mikroszkdppal (40x nagyitds) készitettek. A szOvetek szerkezeti épségének vizsgélata
soran Osszehasonlitottuk az egyes modszerek szerint mélyhtitott korai ivarszervek, illetve a friss

(kontroll) naposkori ivarszervek szdvettani képet.

3.4.4. Szbvettenyesztesi vizsgalatok

A mélyhiitott ivarszervek épségét szOvettenyésztéssel is vizsgaltuk, ezért mélyhiitési
maodszerenként szintén 5 herét és 5 petefészket felolvasztottunk és az ivarszervekbdl felszini,
kétdimenzidos tenyészeteket inditottunk. A szdvettenyésztési vizsgalatokhoz sziikséges
elékésziileteket laminalis boxban végeztik az aldbbiak szerint: A felolvasztott ivarszervet egy
Kis Petri csészeben 18-as ti végével 3-4 részre vagtuk. Csipesz segitségével 50 ml-es
szovettenyészto flaskaba (Greiner Bio-One Hungary Kft.) tettiik és Uvegpipettaval a flaska aljan
elhelyeztiik. A flaska tetejét fedél nélkill hagyva par percet vartunk, hogy a szervdarab az
aljzathoz tapadjon. Egy 20 ml-es fecskendében elkészitettiik a tapoldatot: 15 ml DMEM oldat +
5 ml FBS (Fetal Bovine Serum Gold, PAA). Az igy 6sszekevert tapoldatot lassan a flaskaba
toltottuk, melyet 37,5°C-o0s inkubatorba helyeztiik. A mintakat 5 napig inkubaltuk, a tapoldatot 2
naponta cseréltiik. A szOvettenyésztés eredményességének ellendrzéshez inverz mikroszkdpot

(Zeiss, Carl Zeiss Light Microscopy, Gottingen, Németorszag), dokumentéalasahoz
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sztereomikroszképot (Leica MZ6, Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag) illetve kamerat

(Spot RT Color 2.2.1., Diagnostic Instruments, Inc., Michigan, Amerikai Egyesilt Allamok)
hasznaltunk 200x nagyitas mellett.

3.5. Statisztikai analizis

Az ondomélyhiitési kisérletek adatainak, valamint a termékenységi és az embridelhalasi
adatok statisztikai elemzéséhez a Statistica 10.0 (StatSoft Magyarorszag Kft.) programot
hasznaltuk. A szézalékban kifejezett adatok esetén arcsin transzforméciot végeztink, (Harnos
és Reiczigel, 2006), majd tobb csoport eredményeinek 0sszehasonlitasa esetén ANOVA-t
hasznaltunk a szignifikanciaszint vizsgalatdhoz, ezt kovetéen pedig Fisher LSD tesztet

veégeztlink. Egyenletes eloszlas esetén egymintés t- probat hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Ondémélyhiitési kisérletek hazityuk-fajban

Kiserletlink soran a klasszikus lassu, programozott protokollhoz hasonléan eredményes
gyors, a gyakorlatban kdnnyebben, olcsobban alkalmazhaté és egyszeriibben kivitelezhetd
modszert kivantunk kidolgozni. Ezért a lassu, programozott eljaras mellett a pellet-modszert

teszteltlik. A ket eljaras hatékonysagat in vitro és in vivo vizsgalatokkal is ellenériztiik.
4.1.1. In vitro vizsgalatok
A mélyhiitést/felolvasztast koveté spermium-mindséget vizsgalva lathatjuk (33. &bra),

s

rendellenes sejtek) 12,7%, mig a pellet modszer esetében 14,1% volt.

A spermiumok minéségében bekovetkezé valtozasok a

meélyhiités/felolvasztas utan

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

0% -
Friss, higitott Lassu, programozott Pellet-mddszer

M &8, normalis morfolégiaju sejtek élg, rendellenes sejtek m clhalt sejtek

33. abra: A mélyhtutés/felolvasztas utani ondomindség a kétféle protokoll esetében
hazityuk-fajban
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Az in vitro Osszehasonlitisokban mindig ellenérizziik a mélyhiités el6tti kiindulasi

értékekhez viszonyitott sejt-talélési aranyt (mélyhttott-felolvasztott/friss, mélyhiités el6tti €16,

=77

crey .

mutatdjat. Az €16, normalis morfologiaji spermiumok talélési aranya 9,3, ill. 12% volt a kétféle

mélyhiitési protokoll esetében (4. tablazat).

crer

Mélyhiitési protokollok Tulelési arany (%)
(é16, normalis morfolégiaju spermiumok)
Lasst, programozott mélyhiités 9,3+3,91
Pellet-modszer 12+4,87

Az in vitro vizsgalatok eredményeinek alapjaul szolgal6 adatokat a 4. Melléklet tartalmazza.

4.1.2. In vivo vizsgalatok / Mesterséges termékenyités

A fentiekhez hasonl6an a termékenyitOképesség vizsgalatakor sem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a kétféle moédon mélyhttott kisérleti csoport kozott (34. abra). A friss ondoval
torténd termékenyités esetén mért 88,8%-0S termékenységhez képest a lassit mélyhiitésbol
szarmazO mintakkal torténé termékenyitést kovetden 32,2%-0s, mig a pellet mddszer esetében
44,2%-0s termékenységet (berakott tojasok szdma-terméketlen tojasok szama) értink el.

Korabbi vizsgalatainkhoz hasonldan szoros korrelaciot tapasztaltunk az inszeminalt €16,
kontrollként friss onddval termékenyitett csoportbdl szarmaz6 tojasok 82,3%-ban mutattak
normalis embriofejlédést a 7. napon tortént lampazaskor, mig a pellet modszerrel
mélyhtitott/felolvasztott mintakkal torténé termékenyitéseket kovetéen ez az érték 22,6% volt,
szignifikansan (p<0,05) magasabb a lassti mélyhiitési csoport tojasaiban talalt normal fejlodést

embridk aranyahoz képest (14,1%).
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A termékenység és az embrioelhalas alakulasa
100% -

80%
60%

40% a —

| ——
20% —
c
b
0% T T 1
Friss, higitott Lassu, programozott Pellet-mddszer
Onormalis fejlédésh embrié Epetevezetdben tiriénd embridelhalds Oinkubddés embridelhalds  Wterméketlen tojds

34. dbra: A termékenység, a normalis fejlédésti embriok és az embridelhalasok alakulasa a

harom Kisérleti csoportban a mesterseéges termékenyitések utan hazityuk-fajban
Az eltérd betlik (a,b,c) szignifikans kiilonbségeket jeldlnek, ahol p<0,05.

4.2. Ondémélyhiitési kisérletek gyongytyukfajban

A kiilonboz6 mélyhiitési protokollok eredményességét a hazityuk-fajhoz hasonléan in

vitro és in vivo vizsgalatok soran ellendriztiik.

4.2.1. In vitro vizsgalatok

A mélyhitést/felolvasztast kovetd spermium-mindséget vizsgalva lathatjuk (35. abra),
hogy a nitrogéng6zos eljarast kovetéen volt legalacsonyabb az é16 onddsejtek (€16, normalis
morfologiaju+éld, rendellenes sejtek) aranya (16,8%-EG ill. 14,8%-DMF) az 6sszes mélyhiitési
eljaras kozll. A gyors programozott protokollok szignifikansan (p<0,01) magasabb €16 sejtaranyt
eredmenyeztek (24,5%-EG ill. 21,7%-DMF) a nitrogéng6zos protokollokhoz képest. Az él6
sejtek aranya a pellet-modszer (31,4%) és a 10% EG-t alkalmazé lasst programozott protokoll
(41%) esetében volt a legmagasabb. Annak ellenére, hogy ez utébbi modszer eredmeényezte a
legtobb Gsszes €16 sejtet, szignifikansan (p<0,05) tobb rendellenes spermiumot produkalt (23 vs.

s

(21%) a pellet-modszernél talaltuk.
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A spermiumok minéségében bekovetkezé valtozasok a
meélyhiités/felolvasztas utian

100% -
80% ~
60% -
40% A
20% A
v | l o foe] Bl

10%EG 6%DMF | 10%EG | 62DMF | 10%EG | 6%DMF (6% DMA

Friss, |Lassa programozott|Gyors programozott| Nitrogéngdzos Pellet-
higitott eljaras modszer

WELS, normalis morfologiaja sejtek D16, rendellenes sejtek  Melhalt sejtek

35. abra: A mélyhiités/felolvasztis utdni ondomindség az egyes protokollok esetében

gyongytyukfajban
Az eltér6 betlik (a,b,c,d,e,f) szignifikdns kiilonbségeket jeldlnek, ahol a-b, a-c, a-d, a-e, a-f, bd-ce, ce-f, e-f
eseteben p<0,01; b-c, bc-bd esetében p<0,05.

Mivel vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a lassu, programozott protokoll
magasabb rendellenes sejtaranyt produkalt, ezért fontosnak tartottuk az abnormalitasok
tipusainak eloszlasat is analizalni. A rendellenesség tipusok vizsgalata soran azt tapasztaltuk,
hogy a DMF minden hiitési sebesség esetében szignifikansan magasabb (p<0,01) akroszoma-
rendellenességeket produkalt. A pellet-mddszer a feji rendellenességek tekintetében
szignifikansan a legmagasabb, mig a farok rendellenességek esetében a legalacsonyabb
eléfordulast eredmenyezte (p<0,01), jollehet, az 6sszes protokollhoz képest a legkisebb aranyban
itt fordultak eld rendellenes sejtek. A legnagyobb ardnyban minden esetben a kozépdarab

rendellenességei fordultak el. (36. abra).
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A rendellenes spermiumok elofordulasi aranya az élo
sejtekre vonatkoztatva
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modszer

M akroszoma M fej kozépdarab mfarok

36. abra: A rendellenes spermiumok tipusainak eloszlasa az egyes protokollokban

A spermiumok a 10% EG-t tartalmazé lassu, programozott és a pellet-mddszer esetében
produkaltak a legmagasabb tulélést az ¢16 normalis morfoldgiaju sejtekre vonatkoztatva (23,5 és
28,6%). Utobbival szignifikdnsan jobb (p<0,05) talélési ardnyt értink el. Se a gyors
programozott modszerrel (12%-EG ill. 15,5%-DMF) se a nitrogéng6zos eljarassal (7,9%-EG,
8,6%-DMF) nem talaltunk elégséges sejt-talélést (37. abra).

Az €16, normalis morfolégiaji spermiumok tilélési aranya

%

Y/ m
%7

-

10%EG ‘ 6%DMF | 10%EG ‘ 6%DMF | 10%EG ‘ 6%DMF | 6% DMA

Lasst programozott | Gyors programozott |Nitrogéngdzos eljards| Pellet-
modszer

37. abra: Az €16, normalis morfologiaju spermiumok tulélési aranya az egyes protokollokban
Az eltérd betlik (a; b; ¢) jelzik a szignifikans kilonbségeket (a-b és b-c p< 0,01, a-c p< 0,05) az egyes mélyhtitési
maddszerek &ltal produkalt talélési ardnyok kozott.

Az in vitro vizsgalatok eredményeinek alapjaul szolgal6 adatokat az 5. Melléklet tartalmazza.
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4.2.2. In vivo vizsgalatok / Mesterséges termékenyités

A két eredményesebb mélyhiitési protokollbol szarmazod mintdkkal, valamint friss,
higitott onddval 3 gyongytyuk-csoportban vegeztik a termékenyitéseket. A haromhetes
termékenyitési id6szak végére a friss, higitott ondoval 91,7%-0s, a lassu programozott
protokollal mélyhiitétt onddval 29,1%-0s, mig a pellet-modszerrel mélyhiitott spermiumokkal
63,6%-0s termékenyseget (berakott tojdsok szama-terméketlen tojasok szadma) értink el. A
tojasok termékenysége - a lassi mélyhiitést kivéve- a termékenyitések szamaval névekvé, mig a
korai, petevezetoben torténd embridelhaldsok tekintetében csokkend tendenciat mutatott. A
petevezetdben torténd embrioelhaldsok a mélyhlitdtt ondoval tortént termékenyitések utan
szignifikansan (p<0,05) magasabb ardnyban mutatkoztak a kontroll csoport tojasaihoz képest,
melyek - a lassu, programozott csoport kivételével - a termékenyitések elorehaladtaval

csokkentek jelezve a spermiumtarolé tubulusok fokozatos feltoltédését (38. abra).

A termékenység és az embrioelhalas alakulasa
100% 1
90% -
80% - ]
70% A
60% -
50% 1
40% T
30% 1 -
20% 1
10% 1
0%
1.hét‘2.hét‘3.hét‘ 1. hét 2.hét‘3.hét‘ 1.hét‘2.hét‘3.hét
Kontroll (friss, higitott) Lassu programozott Pellet-modszer
Onormalis fejl6désld embrid Bpetevezetbben torténd embridelhalas
Oinkubéacios embridelhalas Bterméketlen tojas

38. dbra: A termékenység, a normalis fejlédésti embriok és az embridelhalasok alakulasa a

harom kisérleti gyongytyik csoportban a mesterséges termékenyitések utan
Az eltéré betiik (a,b) jelzik a szignifikans kiilonbségeket, ahol p<0,05.
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4.3. Ondomélyhiitési kisérletek hazilud-fajban

Els6 1épésként 4-4 kiilonbozé krio-, illetve ozmoprotektanst teszteltink a lassu,
programozott és a nitrogéngdzos eljaras esetében. Ezt kovetden a legeredményesebb eljaras

hatékonysagat teszteltik in vivo mesterséges termékenyitéssel.

4.3.1. In vitro vizsgalatok

Az ondomindséget vizsgalva a mélyhutés/felolvasztas utan lathatjuk (39. abra), hogy a
programozott modszert kovetéen az €16 ondosejtek (€16, normalis morfologidju+éld, rendellenes
sejtek) aranya 52,5-59% kozott volt az egyes protokollokban, mig a nitrogéng6zos eljaras
esetében 48,3-54,9% ¢16 sejtaranyt tapasztaltunk.

A programozott eljardsnal az 1 protokoll esetében, ahol a DMF koncentracidja a
legalacsonyabb (7%) volt, szignifikdnsan (p<0,01) gyengébb volt az ¢16, normalis morfologiaju
spermiumok tulélése 2, 3 és 4 protokollokhoz képest (42,6; 47,9; 48,5; 50,3%) (5. tablazat). A
nitrogéngdézos modszernél nem tapasztunk szignifikans kilonbséget az egyes protokollok
spermium-tulelése kozott (43-46%) és ugy tint, hogy 9% DMF koncentracio is elégséges a
sejtek mélyhiitéssel szembeni védelméhez (6. tablazat). El6zetes varakozasainkkal ellentétben
tehdt sem a DMF koncentraciok, sem az ozmoprotektansok (betain, trehal6z-szacharéz
kombinécid) nem javitottdk szignifikansan a mélyhiitott ginar spermiumok tulélését a

nitrogéngdzos protokollokban.

A spermiumok minéségében bekovetkezo valtozasok a
mélyhiités/felolvasztas utin
100% -
80% -
60% -
40% -
0% -
Friss, 7% DMF 10% 10% 10% |9% DMF | 12% 12% 12%
higitott DMF | DMF+ | DMF + DMF | DMF+ | DMF +
betain |trehaloz, betain |trehaloz,
szacharoz szacharoz
Programozott mélyhfités Nitrogéngdzos eljaras
B E16, normalis morfologiaju sejtek DEI6, rendellenes sejtek m Elhalt sejtek

39. dbra: A gunarondo minésége a mélyhiités/felolvasztas utan az egyes protokollok esetében
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s

mélyhiités esetén

Tulélési arany (%)
Mélyhiitési protokoll €16, normalis morfologiaju
spermiumok
Programozott 7% DMF 42,6+6,92 a
mélyhiités 10% DMF 47,9747 b
10% DMF+trehal6z, szacharéz 48,5591 b
10% DMF+betain 50,3£7,41 b

Az eltér6 betitk (a,b) jelzik a szignifikdns kilénbségeket (a-b p<0,01) az egyes mélyhiitési protokollok altal
produkalt talélési aranyok kozott.

e ey

eljaras esetén

Tulélési arany (%)
Mélyhiitési protokoll €16, normalis morfolégiaja
spermiumok
Nitrogéngozos 9% DMF 44,9+6,41
eljarés 12% DMF 45,9+7,48
12% DMF+trehal6z, szachardz 43,1+8,64
12% DMF+betain 46,2+6,04

Az in vitro vizsgalatok eredményeinek alapjaul szolgal6 adatokat a 6. Melléklet tartalmazza.

4.3.2. In vivo vizsgalatok / Mesterséges termekenyités

Mivel az in vitro vizsgalatok alapjan nem taldltunk szignifikans kilénbséget a
programozott és a nitrogéngdzos eljaras sejttilélése kozott, valamint az ozmoprotektansok sem
javitottak az eredményeken, ezért a gyakorlati teny€sztéi munkaban egyszertibben kivitelezhetd,
9% DMF-et tartalmazo nitrogéngdzos eljaras (1 protokoll) hatékonysagat teszteltiik mesterséges
termékenyitéssel. A termékenyitési kiserlet soran a mélyhiitott ondéval 58,5%-0s, mig a friss,
higitott onddval szignifikansan (p<0,01) magasabb 81,8%-0s termékenységet (berakott tojasok
szdma-terméketlen tojasok szama) értlink el (40. &bra). A korai, petevezetében torténd
embridelhalasok aranya a mélyhiitott ondoval torténd termékenyitések (12,8%) esetében

szignifikansan (p<0,01) magasabb volt a friss spermas termékenyitésekhez (3,4%) viszonyitva.
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40. dbra: A termékenység, a normalis fejlddésti embriok és az embridelhalasok alakulésa a két

Kisérleti csoportban a mesterséges termékenyitések utan hazilud-fajban
Az eltér6 betiik (a,b) jelzik a szignifikans kilonbségeket, ahol p<0,01.

4.4. A korai ivarszerv-szovetek mélyhiitési kisérletei

A héaromféle mélyhitési modszerrel Osszesen 104 db petefészek és 175 db here

mélyhtitéses tartositasat végeztiik el (7. tAblazat).

7. tablazat: A mélyhiitott ivarszervek szdma mélyhiitési modszerek szerint

Mélyhtitési Mélyhiitott ivarszervek szama
modszer Petefészek (db) Here (db)
Nitrogéngdzos eljaras 55 70
Pellet-modszer 11 16
Vitrifikacios eljaras 38 89

A nitrogéng6zos és a pellet-modszerrel, valamint a vitrifikacios eljarassal mélyhtitott korai

ivarszerv-szovetek szerkezetének épsegét es életképességét szdvettani és szdvettenyésztési

vizsgalatokkal ellendriztlk.
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4.4.1. Szdvettani vizsgalatok

A szovetek strukturajanak, szerkezeti épségének vizsgélata soran dsszehasonlitottuk az
egyes modszerek szerint mélyhiitott korai ivarszervek, illetve a friss (kontroll) naposkori

ivarszervek szovettani képét.

4.4.1.1. Friss naposkori here szgvettani vizsgalata

A friss - nem mélyhttott - herék szovettani képen lathatjuk, hogy a herecsatornacskak
alaphéartyahoz kapcsolddé csirahammal béleltek. A hamsejtek egy rétegben szorosan egyméashoz
illeszkedve és az alaphartydhoz kapcsolodva Ulnek. Magjuk gomb alaku, tébbnyire a sejtek
kozépsé részén helyezédnek, laza kromatindllomannyal rendelkeznek. A hamsejtek mag és
citoplazma festddése homogén, egynemii. Az interstitium és a herecsatornacskak aranya az ép

here szerkezetét mutatja (41. abra).

o » < | A& d " .
41. dbra: Friss, kontroll here szovettani metszete (Fotd: Dr. Gal Janos)
1. herecsatornacska, 2. interstitium, 3. kapillaris.
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4.4.1.2. Mélyhiitott/felolvasztott herék szovettani vizsgdlata

A nitrogéngozos eljarassal mélyhiitott here szdvettani vizsgdlata soran is jol lathato a
herecsatornacskak alaphartyajahoz kapcsolodo csirahdm. A hamsejtek a friss szdvethez
hasonl6an egy rétegben szorosan egymashoz illeszkedve és az alaphartyahoz kapcsolddva ulnek.
A sejtmagok itt eltéré méretiick, azonban nagyrészt gomb alaktak, tobbnyire a sejtek kdzépsd
részén lathatéak. Helyenként olyan helyezkedésben (lnek a sejtek, mintha két réteget
alkotnanak. A hamsejtek mag és citoplazma festddése homogén, egynemi, hasonloan a friss
szOvethez. Az interstitium és a herecsatornacskak aranya azonban a normalis here szerkezettél
eltér6en alakul. A herecsatornacskak szama lathatoan kevesebb, Kissé tdgabb a lumenik és az

interstitium nagyobb ardnyban van jelen (42. 4bra).

42. abra: A nitrogéngézos eljrdsal mélyhitott here szovettani metsete (Foto: Dr. Gal Janos)
1. herecsatornacska, 2. interstitium, 3. kapillaris.

A pellet modszerrel mélyhtitétt here hasonld szOvettani képet mutatott, mint a
nitrogéngdzos eljarassal mélyhiitott szerv szovettani képe. A szovettani metszeten lathato, hogy a
herecsatornacskak alaphartyahoz kapcsol6d6 csirahammal béleltek. A herecsatornacskak
felépitése megtartott. A csatornacskak kozott lathatd szakadozasok az interstitialis részben a

feldolgozas soran létrejott artefaktumok (43. abra).
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43. &bra: A pellet-modszerrel mélyhiitott here szovettani metszete (Foto: D
1. herecsatornacska, nyilak: szakadasok az intertstitiumban.

r. Gal Janos)

A vitrifikacids eljaréssal mélyhiitott herék esetében a herecsatornacskak szintén
nagyreszt az alaphartydhoz kapcsolodo csirahammal béleltek. A hamsejtek egy rétegben
szorosan egymashoz illeszkedve és az alaphartydhoz kapcsolddva llnek, azonban tubulusonként
2-6 sejt ellokddése vagy lazabb kapcsolodasa figyelheté meg. Az ép sejtek magja gomb alaku,
tobbnyire a sejtek kozépso részén iilnek, laza kromatindlloméannyal rendelkeznek. A levalt vagy
laza kapcsolatban levé sejtek magja és fest6dése is heterogén, némelyik megkisebbedett. Az ép
hamsejtek mag és citoplazma festddése homogén, egynemti. A herecsatornacskak kissé tagultak.

Az interstitium és a herecsatornacskak aranya a friss here szerkezetére emlékeztet (44. dbra).
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44, &bra: A vitrifikci()s eljarassal méyhﬁtétt here szdvettani metszete (Foto: Dr. Gal Janos)
1. herecsatornacska, 2. interstitium, 3. kapillaris, 4. degeneralddott hamsejtek.

A héarom kiilonb6z6 eljarassal mélyhiitott naposkori herék szovettani vizsgalata soran
lathato, hogy a vitrifikacios eljaras Orizte meg leginkabb a herék eredeti szerkezetét. A modszer
alkalmazasa utan az interstitium és a herecsatornacskak aranya a friss here szerkezetét mutatta,
tehat, feltételezhetéen miikodoképes, mig a nitrogéngdzos és a pellet-modszer esetében ez nem

mondhato el.

4.4.1.3. Friss naposkori petefészekszovettani vizsgalata

A naposkori petefészekszOvettani képén lathat6, hogy kelés utan mar jol elkiilonithet6 a
petefészek kéreg- és vel6allomanya. A kéregallomanyban talalhaté a csiraham, amelyben
lathatoak az oogoniumok nagy kerek sejtjei és sejtmagjai. A veldallomany vérereket is tartalmaz,

melyeknek nutritiv funkcidja van, valamint nagyrészt a kotdszoveti stroma alkotja (45. bra).
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1

| 5
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45. abra: Friss, kontroll petefészek szdvettani metszete (Fotd: Dr. Gal Janos)
1. csiraham, 2. kéregallomany, 3. veléallomany, 4. ésivarsejtek, 5. kapillarisok.

4.4.1.4. Mélyhiitott/felolvasztott petefészkek szovettani vizsgalata

A nitrogéngdzos eljarassal mélyhiitott petefészek szdvettani képe alapjan megéllapithato,
hogy a szovet szerkezeti felépitése megtartott. A mélyhtitott petefészek - a kontroll mintahoz
hasonld - ép szerkezetet mutat. A szOvettani képen a petefészek kéregallomanya valamint
veseszovetrészlet is lathatd. A kéregalloményban egy kialakuld primer tiiszé lathatd granulosa
sejtkezdeményekkel  korilvéve, valamint  oogoniumokat is  megfigyelhetink. A
vesecsatorndcskak kifejezetten tagultak, mig a petefészekszdvetben szerkezeti elvaltozast nem
latunk (46. abra).
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46. abra: A nitrogéngdzos eljardssal mélyhitott petefészek-részlet szovettani metszete
fehér négyzet: petefészek kéregallomanya, piros nyil: kialakul6 primer tiisz0,
fekete nyilak: oogoniumok (Fotd: Dr. Liptoi Krisztina)
A pellet-modszerrel mélyhtitott petefészek szdvettani vizsgalata soran szintén ép szovetti

szerkezetet figyeltink meg. A kéregallomanyban egy oogonium is megfigyelhets. A

szovetszélek szakadozottsaga a preparatum készitése soran keletkezett miitermék (47. dbra).
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47. dbra: A pellet-modszerrel mélyhiitott petefészek-részlet szovettani metszete
fekete nyil: oogonium (Fot6: Dr. Liptéi Krisztina)
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A vitrifikacids eljarassal mélyhiitott petefészek szdvettani vizsgalata alapjan nagy
nagyitasban lathatd a megtartott széveti struktura, valamint egy oogonium és a primer oocyta
dtalakulas hataran 1évé petesejt is megfigyelheté éppen kialakuloban levé granulosa sejtekkel

félig korllvéve (48. abra).

48. abra: A vitrifikacios eljarassal mélyhiitott petefészek-részlet szvettani metszete nagy
nagyitasban. Piros kor: oogonium és a primer oocyta atalakulas hataran 1évo petesejt

A harom kiilonboz6 eljarassal mélyhiitott naposkori petefészkek szdvettani vizsgalata
soran lathatd, hogy a petefészkek eredeti szerkezete megtartott, még ott is, ahol a veseszdvet mar

lathat6an karosodott.
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4.4.2. Szbvettenyésztési vizsgalatok

A szOvettenyésztés soran - mindhdrom protokoll szerint mélyhttott/felolvasztott-
szovetekbdl fibroblasztok néttek ki (49-50. dbra). A fibroblasztok névekedesenek beindulasa a

szokéasos 1-2 nap helyett néhany napos késéssel kdvetkezett be mindkét ivarszervtipus esetében.

49. abra: Petefészekszovetbdl ndvekedésnek indult fibroblasztok
(Fotd: Dr. Liptoi Krisztina)

50. abra: Here szovetbdl ndvekedésnek indult fibroblasztok
(Fotd: Dr. Liptoi Krisztina)
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Ondomélyhiitési kisérletek

A madarak ondomélyhiitését, majd a felolvasztott ondoval vald termékenyitést a
szaporodaselettani sajatossagok, valamint az egyes fajok kozotti anatomiai eltérések miatt
szamos tényez6 neheziti. Az elmult 20-30 év kutatdsai alapjan nyilvanvaldva valt, hogy
fajspecifikus mélyhiitési protokollokat kell Kidolgozni. Az in vivo spermiumtarolas jelensége
miatt a spermiumoknak hosszabb ideig kell - a parzast vagy az inszeminalast kovetéen - a
termékenyitOképességiiket megbrizni, tovabba a normalis embriofejlodés érdekében tobb fitt
himivarsejtre van sziikség. A fenti tényez6k megnehezitik a hatékony in vitro génmegorzési
eljarasok kidolgozasat, de ezzel parhuzamosan folyamatos kihivast is jelentenek a spermabankok
kialakitasa soran. Pillanatnyilag a baromfifajok kozil csupan a hazityuk-faj ondomélyhiitésével
kapcsolatban talalhatunk ajanlott mélyhiitési protokollt a génbankok kialakitasat célz6 FAO
ajanlasban (FAO, 2012). A tobbi baromfifaj esetében - helytelenil - a hazi tylknal hasznélt
protokoll alkalmazasat javasolja a leiras. Mivel a szakirodalomban talalhato mélyhtitési
kisérletek ellenére nincs egységes protokoll a kiilonboz6 fajok ondomélyhiitésével kapcsolatban,
ezért fontosnak tartottuk a kiilonb6z6 mélyhiitési eljarasok hatékonysaganak dsszehasonlitasat.
Kisérleteink eredményeképpen lehetévé valik, hogy kiilonbozé 6shonos baromfifajaink esetében
a leghaté¢konyabb mélyhiitési protokollokat alkalmazzuk az Intézetiinkben folyamatban 1évo
spermabank kialakitasanal.

A héazityuk-fajon végzett ondoémélyhiitési kisérleteink soran a FAO &ltal ajanlott
klasszikus glicerolos eljards hatékonysagat kivantuk elérni a pellet-mddszerrel. In vitro
talélésében a két eljaras kozott, valamint a kétféle modon mélyhiitott/felolvasztott mintakkal
valo termékenyitéseket kovetden a két csoport termékenysége kodzott sem volt szignifikans
kilénbség. Ez a megfigyelés egybeesik spanyol kutatok megéallapitasaval, akik a spanyol
baromfi kriobank kialakitasat elésegité vizsgalataik soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
hiitési sebességnek kevesse volt hatasa a termékenységre (Santiago-Moreno et al., 2011).

Mivel az altalunk kidolgozott egyszertsitett és gyors pellet-mddszer (25 pl-es pellet
mérettel, repeater pipetta alkalmazasaval és sajat felolvaszto berendezéssel) a klasszikus lassu,
programozott eljarashoz hasonléan hatékonynak bizonyult tylkfaj esetében, ezért olyan ritka,
veszélyeztetett tyukfajtak esetében javasoljuk a modszer alkalmazasat, ahol kevesebb egyeddel,
illetve kisebb ondomennyiséggel kell szamolni, valamint olyan esetekben, amikor nem all

rendelkezésre programozhatd mélyhiitéberendezés.
66



10.14751/SZIE.2016.036

Mivel a gyongytyukfaj ondomélyhiitésével - tudomasunk szerint- a vilagon csupan egy
francia kutatdcsoport és a mi laboratoriumunk foglalkozik, ezért pillanatnyilag a spermabanki
tarolas céljainak megfeleld mélyhtitési protokoll még varatott magara. Ennek kidolgozéasa
érdekében kétféle (lassu, ill. gyors) programozott, a nitrogéng6zds, valamint a pellet-modszer
0sszehasonlitasaval kivantunk a faj sajatossagainak leginkabb megfelelé protokollt kidolgozni.
Vizsgélataink alapjan megallapitottuk, hogy sem a gyors programozott, sem a nitrogéng6zos
eljaras nem alkalmas a gyongytylk-spermiumok mélyhtitésére, mely egybeesik a francia
kutatocsoport tapasztalataval, miszerint korabban a gyors programozott eljarashoz hasonld
protokoll alkalmazasaval is csupan 20%-o0s termékenységet tudtak elérni (Seigneurin és Blesbois,
2006). Kisérletiinkben a spermiumok a lassu, programozott és a pellet-modszer esetében
eredményezték a legmagasabb tulélést az ¢l6 normalis morfologiaju sejtekre vonatkoztatva.
Utdbbival szignifikansan jobb talélési aranyt értink el, valamint ebben az esetben volt a
legalacsonyabb a rendellenes sejtek ardnya. A termékenyitési kisérletek soran a pellet-
modszerrel mélyhtitott spermiumokkal a vildgon els6ként 63,6%-0s terméekenységet sikertlt
elérnlink gyongytyukfajban (Varadi et al., 2013). Vizsgalatainkat kovetéen a korabban mar
emlitett francia kutatocsoport a gyongytyuk spermiumok génbanki tarolasara is alkalmas
tovabbfejlesztett mélyhlitési modszert kivant kidolgozni, melynek érdekében miiszalmat
hasznaltak a kisebb helyigény és a kdnnyebb azonosithatésag érdekében. Az &ltaluk tesztelt
protokollok koziil a 30°C/perc hiitési sebességet, 0,5 ml-es miiszalmat valamint 6% DMF-ot
alkalmazo eljarassal, valamivel magasabb, 71%-0s termékenységet tudtak elérni (Seigneurin et
al., 2013).

A gunarond6 mélyhiitésére elsésorban programozott eljarasokat alkalmaz az ezzel
foglalkozd néhény laboratorium (Zukaszewicz, 2001, 2002; Lukaszewicz et al., 2004), azonban
egyéb mélyhiitési eljarasok tesztelésével lehetdvé valik a legoptimalisabb eljaras kidolgozasa.
Kisérleteinkben a programozott modszert hasonlitottuk Gssze az olcsobb, egyszeriibben
kivitelezhet6 nitrogéngdzos eljarassal, emellett kiilonbozé krio- és ozmoprotektansok hatésat is
vizsgaltuk. A dolgozatban bemutatott in vitro vizsgalataink alapjan nem talaltunk szignifikéans
kulonbséget a programozott €s a nitrogéngdzos eljarassal mélyhiitott spermiumok tulélése kozott,
jollehet, korédbbi vizsgalataink sordn a programozott protokoll hasznalataval magasabb
sejttulélest (70% vs. 52%) értiink el a nitrogéngbdzos modszerhez képest (Barna et al., 2010).
Mivel vizsgalatainkban az ozmoprotektansok nem javitottak a tulélési eredményeken, ezért az
egyszeriibben ¢és igy gazdasdgosabban kivitelezhetd nitrogéngdzos -eljardssal mélyhiitott
ondomintakkal végeztliink termékenyitési kisérleteket. Az &ltalunk mélyhiitott gunarondoval
kozel 60%-os termékenységet sikeriilt elérni, hasonléan egy francia kutatocsoport

eredményéhez, 6k azonban egy lasst, programozott protokollt alkalmaztak (Dubos et al., 2008).
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Vizsgalataink alapjan megallapithatd, hogy a nitrogéng6zos eljaras a programozott
protokollokhoz hasonléan alkalmas a ludfaj ondomélyhiitésére. A génmeg6rzési hasznositas
mellett az eljaras a hétkoznapi tenyészt6i munkaba is beilleszthet6. Alkalmazésaval
kikiiszobolhetok a faj szaporodasbiologiai sajatossagaibol eredd problémak (monogamia, az ivari
ciklus kezdete és vége kozotti eltolédasok a két ivarban, illetve az ivari ciklus végén jellemzOen
bekovetkez6 termékenységesdkkenés) és hatékonysdga nem sokkal marad el a friss, higitott
ondoval torténd termékenyitések eredményessegetol (70-80%). A mélyhiités akar egy allattarto
telepen is megvalosithatd és nincs sziikség draga programozhatdo mélyhiité berendezésre, ezért
merjuk ajanlani a mélyhiitott ganarondoval torténé mesterséges termékenyités hasznalatat a
tenyésztésben.

Jelenleg még nincs teljesen egyseges allaspont arra vonatkozoan, hogy az in vitro
génbankokban elhelyezett mintdknal melyik tarolétipus a legmegfeleldbb (miiszalma, kriocsd,
pellet), egyaltalan kell-e egységes tarolashoz ragaszkodni, jéllehet legtébben a hagyomanyos
miiszalmas tarolast részesitik elényben (Mortimer et al., 1976; Blesbois, 2011). Ezzel szemben
sajat tapasztalataink szerint hazi tylk- és haziltd-faj lassu ondomélyhiitése esetében a Kriocsdves
tarolas magasabb tulélést eredményezett, mint a miszalmas (Barna et al., 2008, 2010). A
miiszalma mellett elsGsorban a tarolé konténerekben torténd gazdasagosabb helykihasznalas,
valamint a mintak beazonosithatdsadganak biztonsagosabb volta sz6l. Ma mar azonban a mintak
beazonositasara - az erre illetékes cégek - tokéletes fejlesztéseket végeztek az kriocsovek
esetében is, azok jelolhetGsége azonos, s6t jobban olvashatdo a miiszalmakhoz képest. A pellet
formaban torténd tarolas ellen szol, hogy ezzel a mddszerrel még nincs elegendd tapasztalat arra
vonatkozdan, hogy hosszutavon képesek-e mindségromlas nélkiil fennmaradni a mintak. A fenti
modszer mellett szol, elsésorban a ritka, egyedi tulajdonsagokkal és kis egyedszammal
rendelkezé allomanyoknal, hogy ennek a modszernek minimalis a koltségigenye, hiszen nincs
sziikség sokmillids automatizalt mélyhiitéberendezésekre, a mélyhiités akar a farmon is
megvalosithatd, a mintdk mar fagyott allapotban szallithatok a génbankba.

Az irodalmi feldolgozédsban bemutatott mélyhiitési eredmények, valamint a
laboratériumunkban végzett kutatasi eredmények feltinden nagy kiilonbségeket mutatnak a
termékenységi adatokban. Ennek oka elsésorban az, hogy a kiilonb6zd laboratoriumok nem
egységes technikékat alkalmaznak, azaz a termékenyitések modszerei kozott nagy kilonbségek
adodnak. Az egyes eljarasok esetén a termékenységi eredmények nagyban fliggnek az
inszeminalds gyakorisagatol és az inszeminalt spermium mennyiségétdl is, valamint a néivara
allatok termelési ciklusban 1évo statuszatol (Bakst et al., 1994; Barna et al., 2009). Tekintettel az
in vivo spermiumtarolas jelenségére madarak esetében, a feltiintetett fertilitasi eredmények csak

a fent emlitettek ismeretében nytjtanak értékelhet és dsszehasonlithatd adatokat. Sok esetben
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nincs tudomasunk arrol, hogy milyen mennyiségben inszeminaltak a higitott ondoval, milyen
spermium-koncentraciokat alkalmaztak, és milyen gyakorisaggal. A mi laboratériumunk a
mélyhiitott ondoval legkevesebb harom héten 4t termékenyit és ennek az eredményeit veszi
figyelembe, méas laboratériumokban szdmos esetben el6fordul azonban - szamunkra érthetetlen
modon - hogy csupdn egyetlen, vagy 2-3 inszeminalas eredményéb6l vonnak le
kovetkeztetéseket. Tobb szerz6 véleményével egyetértiink abban, hogy a termékenység nagyobb
részt a termékenyitési technikatdl, mintsem a sikeresebb ondomélyhtitéstél fiigg (£Zukaszewicz,
2002; Dubos et al., 2008). Mivel a mélyhiitott ondd termékenyitoképessege az eljaras soran
jelentdsen csokken, ezért egyértelmii, hogy mesterséges termeékenyitéskor joval magasabb
termékenyitési dozist kell alkalmazni, amit sokszor nem jeleznek a szerzok, emellett ndvelni kell
az inszeminalasok gyakorisagat (Hammerstedt és Graham, 1992). Ezt tamasztja ald Zukaszewicz
(2002) vizsgalata is, mely soran gunaronddval vald heti kétszeri termékenyitéssel 10%-Kkal
novelte a termékenyseget a heti egyszeri inszeminalassal szemben. Ezzel szemben tyukfaj
esetében a termékenyitési dozis megdupldzasa (360 millié) sem volt elegendé ahhoz, hogy
szignifikansan emelje a termékenységet (Bielefeldt, 1985). Ha figyelembe vesszik Wishart
(1985) megallapitasat, miszerint a mélyhiitott felolvasztott baromfiond6 termékenyitoképessége
csupan 1,6% a friss spermahoz képest, akkor elméletileg ahhoz, hogy mélyhitott spermaval is
elérjik ugyanazt a termékenységet, majdnem 100-szoros mennyiségii spermiummal kellene
termékenyiteni. Ehhez azonban centrifugalassal kellene a spermiumokat bestiriteni, ami tovabb
gyengitené azok mindségét. Egy kordbbi FAO ajanlas (1998) szerint hazitydk-faj esetében a
sikeres termékenység eléréséhez 600 millié spermiumot kell bejuttatni, azonban az inszeminalasi
dézis mennyiségi korlatjat is tekintetbe kell venni, ezért ezt a koncentraciét 60-100 pl
mennyiségben célszerli inszemindlni. Egyes vélemények szerint a maximalis termékenyitési
mennyiség 200 ul, ennél nagyobb adag bejuttatidsa az ondé elfolyasa miatt spermiumvesztéshez
vezet (Ehling et al., 2012), melyet sajat kisérleteink soran is tapasztaltunk. Sajat korabbi
tapasztalataink (Végi et al., 2005) és a szakirodalmi adatok alapjan megéllapithatd, hogy
hazitylk-faj esetében a magasabb termékenység eléréséhez a mélyhiitott/felolvasztott ondo
esetében minimum 500-600 milli6 spermiummal célszerii termékenyiteni, ahol legalabb 200
millié intakt spermium all rendelkezésre maximalisan 200 pl mennyiségben, és a
termékenyitéseket heti 3 alkalommal végezni. Ezzel feltételezhetden viszonylag révid idén beliil
magas termékenységet €s megfelel6 mennyiségli utédot tudunk eldallitani akar génmegdrzési
celokbdl is.

Az elmult évek ondomélyhiitésekkel kapcsolatos vizsgalatai alapjan megfigyeltiik, hogy a
nagyon korai, még a petevezetOben torténd embridelhaldsok a mélyhiitott ondoval tortént elsod

néhany termékenyités utan szignifikdnsan magasabb aranyban mutatkoztak egyrészt a friss
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spermas termékenyitésekhez képest, masrészt az egyéb korai embridelhalasokhoz képest. Ennek
hatterében valdsziniileg az all, hogy a gyengébb mindségli mélyhiitott/felolvasztott spermiumok
kdzil nem rakodik be elegendd a spermiumtarold tubulusokba ahhoz, hogy a termékenyités
helyszinén meglegyen az az optimalis spermiumszam, ami a normalis embriofejlédéshez
szlikséges, ennek koszonhetdéen az embriok nagy része mar igen koran, a petevezet6ben elhal.
Ezt igazoltuk egy idei kisérletinkben is, ahol harom eltéré spermiumdodzissal (1, 300 és 1000
milli6  spermium/tojé) termékenyitettink tydkokat. Az alacsony spermiumszammal
termékenyitett tojoktdl szarmazo tojasokban szignifikdnsan megndtt a nagyon Korai,

petevezetOben torténé embridelhalasok aranya (Babarczi, 2015).

5.2. Koral ivarszerv-szovetek mélyhiitési kisérletei

A petesejtekben tarolt n6i genetikai anyag meg6rzésére a korai petefészekben talalhato
oogoniumok, illetve primer oocytdk tartdsitdsa nyujthat megoldast, mely a naposkori
petefészekszovetek mélyhiitésével valdsithatd meg. Emellett bizonyos esetekben sziikség lehet a
hereszovetek mélyhiitéses tartdsitasara is (ha az onddvétel és mélyhiités nem megoldhatod
valamilyen okbol). Jollehet az ilyen mddszerrel nyert spermiumokkal torténd termékenyités csak
intramagnalisan lehetséges, ami bonyolitja az utédnyerést, de adott esetben ez is megoldast
jelenthet egyes fajtak megmentésére.

Haromféle mélyhiitési modszert teszteltiink naposkori petefészek- es here szdvetek
esetében. A kiilonb6z6 eljarasokkal mélyhiitott naposkori herék szovettani vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy a vitrifikacios eljaras 6rizte meg leginkabb a herék eredeti szerkezetét. A
modszer alkalmazasa utdn az interstitium és a herecsatornacskdk ardnya a rendes here
szerkezetét mutatta, mig a nitrogéng6zos és a pellet-mddszer esetében ez nem mondhato el
minden esetben.

Vizsgalataink alapjan megéllapithatd, hogy a hereszovet vitrifikacios eljarassal torténd
mélyhiitése - mint alternativ génmegorzési mddszer - lehetévé teszi a veszélyeztetett fajok
esetében az értékes himek genetikai allomanyanak megérzését. Ezért javasoljuk a modszer
alkalmazasat olyan nagy genetikai értékii himek esetében, ahol az ondé mélyhtitése valamilyen
okbol nem kivitelezhetd.

A naposkori petefészek eltavolitasa soran nehézséget okozott, hogy a petefészek a
mesonephros ventromedialis felszinén fekszik, amely szinte lehetetlenné teszi a petefészek
veseszovetektél mentes eltavolitasdt a donor naposcsibékbdl. Azonban a veseszovetek
allapotaban bekovetkez6 valtozasok a mélyhtités/felolvasztas utan akar indikatorai is lehetnek a

mélyhiités szoveti karosito hatasanak. A szOvettani vizsgalatok soran gyakran tapasztaltuk, hogy
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a petefészekszovet akkor is megérizte ép struktarajat, amikor a mellette 1év6 veseszdvet mar
karosodast mutatott, jelezve azt, hogy a korai ivarszervek toleranciaja a mélyhiitéssel szemben
feltehetden magasabb, illetve, hogy az egyes szovetek eltérden tolerdljak a mélyhiitéssel jaro
procedurat.

A naposkori petefészekszOvetek esetében mindharom mélyhiitési eljards megérizte a
szervek normalis szerkezetét. A vitrifik&cids eljarassal mélyhitott petefészek szovettani
vizsgalata soran az oogonium és a primer oocyta atalakulas hataran 1év6 petesejteket figyeltiink
meg, mely egybeesik Gonzalez-Moran (2011) tapasztalataival, aki naposkori petefészek
szOvettani vizsgalata soran az oogoniumok és az oocytak jelenlétét is detektalta.

A mélyhiitott ivarszervek épségét szovettenyésztési vizsgalatainkkal is aldtdmasztottuk,
mely igazolta, hogy a naposkori ivarszervek talélték a mélyhiités/felolvasztds procedurajat. A
fibroblasztok par napos késéssel indultak névekedésnek, melynek hatterében feltételezhetéen az
ivarszervek kiils6 szovetrétegének mélyhiitési procedura alatti karosodasa allhat. A szervdarabok
szélének sériilése miatt a fibroblasztoknak ezt a réteget &t kell torniuk, ez okozhatja a fent
emlitett idobeni csuszast.

A vizsgélataink igazoltdk, hogy a korai ivarszervek vitrifikacids eljarassal torténd
mélyhiitéses tartositasa soran megérizheté az ivarszerv-szOvetek épsége és eredeti strukturaja,
mely lehetévé teheti a moddszer génmegérzési célokra vald alkalmazasat. Eredményeink
alatdmasztjak Liu és kutatdcsoportja véleményét, akik Osszehasonlitd vizsgalatokat végeztek
japan firj (Coturnix japonica) petefészek mélyhiitésénél. A lassu, programozott és a vitrifikacios
eljaras hatékonysagat dsszehasonlitva azt tapasztaltak, hogy a vitrifikacids eljards minden
szempontbdl (szOvettan, tojastermelés, termékenység) eredményesebbnek bizonyult a petefészek
tartésitdsara (Liu et al., 2010). Kutatdcsoportjuk késébb sikeresen tovabbfejlesztette a
vitrifikacios modszert, mely sordn az ivarszerveket tartalmazo akupunkturas tiiket miiszalmaba
helyezték, igy a konnyebb azonositads altal az eljards jobban megfelelt a génbanki tarolas
feltételeinek (Liu et al., 2012). Ezt kovetden kutatdsainkkal parhuzamosan a madszert sikeresen
alkalmaztak hazitylk-petefészek mélyhiitéses tartositasara is, s6t, a transzplantaciot koveten
donor eredetli utodokat is sikerlt produkalniuk (Liu et al., 2013b). Ennek koészonhetéen
Kanadaban és az USA-ban, napjainkban ezt a modszert alkalmazzak a madar ivarszerv-szévetek

tarolasahoz a génmegdrzési programokban.
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5.3. Uj tudoméanyos eredmények

1. Bebizonyitottam, hogy a pellet-mddszer a klasszikus lassu, programozott eljarashoz
hasonléan eredményesen hasznalhatd fogolyszini magyar tyak esetében, ezért
alkalmazhaté olyan ritka, veszélyeztetett 6shonos tytkfajtak esetében is ahol kevesebb
onddémennyiseéggel kell szamolni és/vagy nem all rendelkezésre mélyhiité berendezés.

2. Elsoként sikeriilt olyan ondomélyhtitési eljarast kidolgoznom gydngytyuk spermiumok
tartésitasara, melynek alkalmazéasaval 63,6%-0s termékenységet sikerllt elérni,
elésegitve ezzel a faj in vitro génmegorzését.

3. Igazoltam, hogy ludfaj esetében kozel 60%-0s termékenység érhetd el a laboratoriumunk
altal gundrond6 mélyhttésére kifejlesztett nitrogéngdzos eljardssal. A mélyhiitési
modszerrel tartositott onddval vald inszeminalas megkozelitette a friss, higitott ondoval
torténd mesterséges termékenyités eredményességét.

4. Megallapitottam, hogy mindharom baromfifaj esetében a mélyhitott ondoval valod
termékenyitések utan a nagyon korai, petevezetdben torténd embridelhalasok aranya né
meg az Osszes embridelhalds koziil a friss, higitott ondéval térténd inszeminéaldsokhoz
képest.

5. Igazoltam, hogy mindkeét ivarban a korai ivarszerv-szovetek mélyhtitésével megdrizhetd
az ivarszervek szerkezeti épsége, melyet mind a szOvettani, mind a szOvettenyésztesi

vizsgalatok alatdmasztottak.
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6. OSSZEFOGLALAS

A biodiverzitds fontossdganak felismerése és megOrzésének sziikségessége Vvilagszerte
genom- és adatbankok létrehozasat indukalta. Az in situ és az ex situ in vivo allomanyok
fenntartdsa mellett a genetikai diverzitds biztonsagos megdrzése érdekben ex situ in vitro
génbankok kialakitasa sziikséges, melyekben - egyéb genetikai mintdk mellett - az ezen
allomanyokbdl szarmazo6 ritka, értékes genetikai anyagot hordoz6 him- és néi ivarsejteket
mélyhtitott allapotban, hosszutavon oOrzik.

A himivar genetikai adllomanyédnak biztonsagos megorzési modja az ondd mélyhiitéses
tartositasa. Jelenleg a baromfifajok kozil csupan a hazityik-faj ondomélyhiitésével kapcsolatban
talalhatunk ajanlott mélyhtitési protokollokat a génbankok kialakitasat célz6 FAO ajanlasban
(FAO, 2012). A tobbi baromfifaj esetében - helytelenul - a hazi tydaknal hasznalt protokollok
alkalmazasat javasolja a leiras, annak ellenére, hogy az elmult par évtized kutatasai alapjan
nyilvanvaléva valt, hogy fajspecifikus mélyhiitési protokollokat kell kidolgozni. Mivel a
szakirodalomban talalhaté mélyhiitési kisérletek ellenére nincs egységes protokoll a kiilonb6zo
fajok ondomélyhiitésével kapcsolatban, ezért fontosnak tartottuk a kiilonbozd mélyhtitési
eljarasok hatékonysaganak 6sszehasonlitasat.

A kutatasaink soran olyan ondomélyhiitési eljarasok kidolgozasat céloztuk harom
baromfifaj esetében (hazi tylk, gyodngytyuk, hazi lad), melyek hatékonyan alkalmazhatok
intézetnk in vitro génbanki munkajaban, segitve a nemzeti baromfi spermabank kialakitasat.
Ezzel parhuzamosan torekedtiink az egyes fajok szaméara gyakorlati szempontbdl is idealis
protokollok kidolgozdsara. Mindharom faj esetében kiilonb6z6 mélyhiitési eljarasok
hatékonysagat teszteltiik in vitro és in vivo médszerekkel.

A hazitydk-fajon végzett ondémélyhtitési kisérleteink soran a FAO altal ajanlott
klasszikus glicerolos eljaras hatékonysagat kivantuk elérni a pellet-modszerrel. In vitro
talélésében a két eljaras kozott, ennek koszonhetden a kétféle modon mélyhiitott/felolvasztott
mintakkal valé termékenyitéseket kovetden a két csoport termékenysége kozott sem volt
szignifikans kilonbség. Mivel az altalunk kidolgozott egyszertsitett és gyors pellet-modszer a
klasszikus lassu, programozott eljarashoz hasonléan hatékonynak bizonyult tyukfaj esetében,
ezert olyan ritka, veszélyeztetett tyukfajtak esetében javasoljuk a mddszer alkalmazésat, ahol
kevesebb egyeddel és/vagy kisebb onddémennyiséggel kell szamolni, illetve olyan esetekben,
amikor nem &ll rendelkezésre programozhatd mélyhiitéberendezés.

Mivel a gyongytyukfaj ondomélyhiitésével - tudomasunk szerint- a vilagon csupan egy
francia kutatocsoport és a mi laboratoriumunk foglalkozik, ezért pillanatnyilag a spermabanki
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tarolas céljainak megfelelé mélyhiitési protokoll még varatott magara. Ennek kidolgozasa
érdekében kétféle (lassu, ill. gyors) programozott, a nitrogéng6zos, valamint a pellet-modszer
Osszehasonlitasaval kivantunk a faj sajatossagainak leginkabb megfelelé protokollt kidolgozni.
Kiserletlinkben a spermiumok a lassu, programozott és a pellet-mddszer esetében eredményezték
szignifikansan jobb talélési aranyt értlink el, ezért a modszer in vivo tesztelése, azaz a
termékenyitési kisérletek soran a pellet-modszerrel mélyhiitott spermiumokkal a vildgon elséként
63,6%-0s termékenységet sikertlt elérnink gyongytyukfajban.

A hazilud-fajjal kapcsolatos ondomélyhtitési kisérleteinkben a programozott modszert
hasonlitottuk 0ssze az egyszeriibben kivitelezheté nitrogéng6zos eljarassal, emellett kiillonb6z6
krio- és ozmoprotektansok hatasat is vizsgaltuk. Mivel in vitro vizsgélataink szerint az
ozmoprotektdnsok nem javitottak a talélési eredményeken, valamint a programozott és
nitrogéngdzos modszer kozott nem volt szignifikdns kiilonbség a normadlis morfologidju
spermiumok talélésében, ezért az egyszertibben kivitelezhet6 nitrogéng6zos eljarassal mélyhtitott
ondomintakkal végeztiink termékenyitési kisérleteket. Az altalunk mélyhitott gunarondoval
kozel 60%-o0s termékenységet sikerllt elérni. Vizsgalataik alapjan megallapithat6, hogy a ludfaj
ondomélyhiitésére a nitrogéng6zos eljaras a programozott protokollokhoz hasonloan alkalmas. A
génmegOrzési hasznositas mellett az eljaras a hétkoznapi tenyésztéi munkaba is beilleszthetd,
kiilonosen a tenyészallomanyok eléallitasanal.

A himivar genetikai allomanyanak meg6rzése az ondomélyhtitéssel biztosithato, azonban
a ndivar esetében erre egyeduli megoldast pillanatnyilag csak a naposkori petefészekszovet
mélyhiitése, majd az igy konzervalt ivarszerv azonos koru recipiens allatokba vald beiiltetése
jelenthet. A médszer génmeg6rzési programokban vald alkalmazéasahoz azonban még varatott
magara egy hatékony, egyszerlien alkalmazhaté mélyhiitési eljaras kidolgozasa. Ennek
érdekében kisérleteink soran igyekeztiink kiilonb6zé mélyhiitési technikékat (nitrogéngdzben
torténé mélyhités, pellet-modszer, illetve vitrifik&cids eljards) kidolgozni hazi tydk korai
ivarszerv-szOveteinek hatékony tartdsitasara.

A kiilonbozd eljarasokkal mélyhiitott naposkori herék szovettani vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy a vitrifikacios eljaras érizte meg leginkabb a herék eredeti szerkezetét. Ezért a
hereszovet fenti eljarassal torténé mélyhiitése, mint alternativ génmeg6rzési modszer lehetové
teszi a vesz€lyeztetett fajok esetében az értékes himek genetikai allomanyanak megorzését. A
modszer alkalmazasat olyan nagy genetikai értékii himek esetében javasolt, ahol az ondd
mélyhiitése valamilyen okbol nem kivitelezheto.

A naposkori petefészekszovetek esetében mindharom mélyhiitési eljards megorizte a

szervek normalis szerkezetét. A mélyhitott ivarszervek épségét a szovettani és szovettenyésztési
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vizsgalatainkkal is aladtdmasztottuk, mely igazolta, hogy a naposkori ivarszervek tulélték a
mélyhtités/felolvasztas procedurajat. A mintak konnyebb kezelése és azonositasa miatt
génmegOrzési célbol a vitrifikacios eljaras alkalmazasat javasoljuk.
Az in vitro génmegérzést elbsegitdé vizsgalataink soran hatékony ondémélyhiitési
protokollt sikertlt kidolgoznunk harom baromfifaj (hazi tyuk, gyéngytydk, hazi 1ad) esetében a
spermabanki tarolas szamara, valamint kozelebb keriiltiink a néi genom megdrzéséhez is a korai

petefészekszovetek mélyhiitésének adaptalasaval hazitylk-fajra.

76



10.14751/SZIE.2016.036

77



10.14751/SZIE.2016.036
7. SUMMARY

The importance of biodiversity and gene conservation needs to create gene- and
databanks of the various animal species all over the world. It is well known that for safe
maintenance of valuable genes, creation of both in situ and ex situ in vivo & in vitro gene banks
are necessary. In the in vitro gene banks cryopreserved spermatozoa and oocytes - and/or other
genetic materials - are stored for long term.

Semen cryopreservation is a reliable conservation way of the haploid male genetic
material. Presently, in FAO guideline - regarding gene banks - only in the case of domestic fowl
are references for advanced freezing protocols (FAO, 2012). Although, it is evident that species
specific freezing protocols are needed for the various avian species, considering the other poultry
species those freezing protocols are still recommended, which are developed for chicken sperm.
Due to the above mentioned insufficiency it is important to compare the efficiency and develop
freezing protocols for other species as well.

The aim of our study was to create such ideal freezing protocols for three poultry species
(domestic fowl, guinea fowl, domestic geese), which are adaptable for the national poultry sperm
bank, as well as take account of practical aspects, too. The efficiency of different freezing
protocols was tested using both in vitro and in vivo methods.

The aim of the present cryopreservation study on domestic fowl sperm was to achieve the
efficiency of the classical programmable freezing protocol recommended by FAO with a newly
modified pellet-method. According to the in vitro results no significant differences were found
between the two protocols in the survival rate of live, normal spermatozoa. Therefore, no
significant differences were found in fertility, either. Since the efficiency of the simplified and
fast pellet-method was similar than that of the classical, slow programmable protocol, the
application of pellet-method is recommended in the case of rare, endangered species, which
produce either lower sperm volume or there is no programmable freezing machine available.

According to our knowledge trials on cryopreservation of guinea fowl sperm are made
only by French and our Hungarian research groups, so the sufficient freezing protocol of guinea
fowl sperm for long term storage was still lacking. For creating the most efficient freezing
protocol of the species two different programmable (slow and fast) protocols, a nitrogen vapour
and a pellet-method were compared. In the present study the slow programmable and the pellet-
method produced the highest survival rate of live, normal spermatozoa. Between them
significantly higher survival rate was found by the pellet-method. In in vivo comparison of the

two most efficient protocols pellet-method resulted 63.6%, while slow programmable protocol
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only 29.2% fertility. According to the existing data of the special literature the above higher
fertility rate using cryopreserved guinea fowl sperm was the highest in the world, up to that time.

In the cryopreservation study of domestic geese sperm programmable methods were
compared with the more practical nitrogen vapour methods, using different cryo- and
osmoprotectants. According to the in vitro results osmoprotectants could not improve the sperm
survival in any cases and there were no significant differences between the programmable and
nitrogen vapour methods in the survival rate of live, intact spermatozoa, either. Therefore
fertility examinations were made only with frozen/thawed sperm originating from the most
simple and practical nitrogen vapour method, by which near 60% fertility rate was achieved.
According to the present findings the nitrogen vapour method - similarly to some programmable
protocols - is also efficient for gander sperm freezing. The method is applicable not only for gene
conservation purposes but also in goose breeding practice, especially in the case of breeding
stocks of higher level.

Preservation of male genetic material can be covered using frozen semen, however usage
of testicular tissue can be an alternative method for conservation of male genome of endangered
poultry species, as well. Application of this method is recommended in the case of some
genetically valuable males, where the sperm preservation is not accomplishable due to any
reasons.

In the case of female gamete, cryopreservation and transfer of frozen/thawed ovarian
tissues to the recipients is the only solution for conservation purposes. Elaboration of an
efficient, practical freezing method applicable for gene banks was still lacking. Therefore,
different cryopreservation methods (freezing in cryotube in nitrogen vapour, in pellet form and
with a special vitrification) of early gonadal tissues of domestic fowl were tested, as well.

Histological examinations of one day old testes frozen by different protocols showed that
the normal structure was most perfectly preserved in the case of the special vitrification
procedure.

The normal structure of the frozen/thawed ovaries of day old chicken was preserved in all
case of the mentioned three different freezing methods. Intact character of frozen/thawed ovaries
was confirmed by both histological and tissue culture examinations, thus it is verified that the
early ovaries survived the cryopreservation procedure. Due to the easier handling and
identification of samples vitrification method can be recommended for gene preservation
purpose.

In the present studies on in vitro gene conservation efficient alternative species specific
sperm freezing protocols were elaborated in three poultry species (domestic fowl, guinea fowl

and domestic geese), as well as, by adaptation and development of the cryopreservation of early
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ovarian tissues of domestic fowl the conservation of avian female genome became accessable for

the future.
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M2/a. Spermium-koncentracids gorbék - fogolyszinii magyar kakasok

1. tablazat. A fogolyszinli magyar kakasok spermium-koncentracios gorbéje

Konc gorbe fogoly
4,00 -
3,50 +
3,00 +
0,462264| 2,50
7,167119| 5 g0 4
0,980579| 1.50
1,00 +
0,50 +
0,00 : | | | | : |
0 1 2 3 4 5 6 7
Sorszam op TI Y X R% nillié/mikroL *4
1 0,02 0,02 0,14 0,14 0,58
2 0,03 0,03 022 0,22 087
3 0,04 0,04 029 0,29 117
4 0,05 0,05 037 0,37 147
5 0,06 0,06 0,44 0,44 1,77
6 0,07 0,07 052 0,52 2,07
o7 0,08 0,08 0,60 0,60 238
" 8 0,09 0,09 067 0,67 269
"9 0.1 0,10 075 0,75 3,01
" 10 0,11 0,11 083 0,83 332
"1 012 012 091 0,91 364
T2 013 013 099 0,99 397
13 0,14 0,14 1,07 1,07 429
" o14 0.15 0.15 1,16 1,16 462
" 15 0,16 0,16 1,24 1,24 495
" 18 017 017 1,32 1,32 529
o7 0,18 0,18 141 1,41 563
" o18 0,19 0,19 1,49 1,49 597
19 02 020 1,58 1,58 632
T2 021 021 167 1,67 667
o2 022 022 1,76 1,76 7,02
7] 023 023 1,84 1,84 738
"= 024 024 193 1,93 774
T4 025 025 2,03 2,03 8,10
F 25 026 026 212 2,12 847
F 2 027 027 221 2,21 8,84
27 028 028 231 2,31 922
o8 029 029 240 2,40 960
" 29 03 030 250 2,50 999
) 0,31 0,31 259 2,59 10,37
o3 032 032 269 2,69 10,77
7 033 033 279 2,79 11,16
<] 0,34 0,34 2.89 2,89 11,56
o34 035 035 299 2,99 11,97
" 35 036 036 3,10 3,10 12,38
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M2/b. Spermium-koncentracios gorbék - magyar parlagi gyongytyuk kakasok
2. tAblazat. A magyar parlagi gyongytyuk kakasok spermium-koncentracios gorbéje

Konc. gorbe gyéngyos

1128672 -
3.453988 1
0,990061 +
4 —F
0.00 BB | . : : | |
0 1 2 3 4 5 6 7

Sorszam oD TI Y X R% nillié/mikroL *4

1 0.02 0.02 0.07 0,07 0.8
r) 003 003 0.11 0,11 043
T3 0,04 0,04 0,14 0,14 0.58
Ty 0.05 0.05 018 0,18 0.73
r 5 0.06 0.06 022 0,22 0,89
"6 0.07 0.07 0.26 0,26 1,05
T 0,08 0,08 0.30 0,30 121
"8 0,09 0,09 0.35 0,35 138
T 0.1 0.10 0.39 0,39 156
" 10 0.11 0.11 043 0,43 174
ST 012 012 048 0,48 192
"2 013 013 053 0,53 210
ro13 0,14 0,14 0.57 0,57 2,30
" 14 0.15 0.15 0,62 0,62 2,49
" 15 0.16 0.16 0.67 0,67 2,70
T 017 017 0.73 0,73 291
roq7 018 018 0.78 0,78 312
r o8 019 019 0,84 0,84 3,34
" 19 0.2 0.20 0,89 0,89 3,57
" 20 0,21 0,21 0.95 0,95 3.80
Y 022 022 1,01 1,01 4,04
ro2» 023 023 107 1,07 4,29
ro23 0.24 0.24 114 1,14 4,55
roo4 0.25 0.25 120 1,20 4,81
" 25 0.26 0.26 127 1,27 5,08
r 2 027 027 134 1,34 5,37
" o7 028 028 141 1,41 5,66
T 0,29 0,29 149 1,49 5,96
r 29 03 0.30 157 1,57 6.27
r 30 0,31 0,31 165 1,65 6,59
"3 032 032 173 1,73 6.92
ro3 033 033 182 1,82 7,27
T 0,34 0,34 191 1,91 7.62
" 34 0.35 0.35 2,00 2,00 7.99
r 35 0.36 0.36 2,09 2,09 8,38
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M3. Az ondémélyhiitési eljarasokban alkalmazott ondohigitok osszetétele

3. tAblazat: Lake-féle kriooldat 0sszetétele

4. tablazat: Felolvaszté higitd dsszetétele

5. tdblazat: Tselutin-féle higitd osszetétele

Anyagok 9/100 ml Anyagok 9/100 ml
Glicerol (C3HgO3) 13,64 Natrium-L-glutamat-1hidrat 1,92
Natrium-L-glutamat-1hidrat 1,92 (C5H8',\|_O4Na'HZQ) —
(CsHgNO4Na-H,0) Magnézium-acetat-4hidrat 0,08

(CH3CO0),Mg-4H,0

Magnézium-acetat-4hidrat 0,08 tri-Kalium-citrat-Thidrat 0,13
(CHsC0O0);Mg-4H,0 (CsHsK301-H,0)
Kalium-acetat (CH3COOK) 0,5 Natrium-acetat (C,HsNaO,) 0,51
Polyvinyl pirrolidin 03 D(+)-Gliikdz-1hidrat 0,6
(CGHQNO)H (CGleos'Hzo)
D(+)-Gluk6z-1hidrat 08
(CeH120¢-H,0)

Anyagok g/100 ml
D-(-)FI’UktéZ (CsH120¢) 0,8
Protamin-szulfat 0,032
Kélium-acetat (CH3;COOK) 0,5
Natrium-L-glutamat-1hidrat (CsHgNO4Na-H,0) 1,92
Polyvinyl pirrolidin (CgHgNO), 0,3
6. tdblazat: Lake-féle higitd dsszetétele
Anyagok g/100 ml
Natrium-L-glutamat-1hidrat (CsHgNO4Na-H,0) 1,92
Magnézium-acetat-4hidrat (CH3C0OOQ),Mg-4H,0 0,07
Kélium-acetat (CH3;COOK) 0,5
Polyvinyl pirrolidin (CgHgNO), 0,3
D-(-)-Frukt6z (CgH1206) 0,8
7. tablazat: Lukaszewicz-féle higit6
Anyagok g/100 ml
Kalium-citrat (C5H507K3'H20) 0,14
Natrium-glutamat-1hidréat (CsHgNO,Na-H,0) 1,4
Natrium-dihidrogén-foszfat (NaH,PO,) 0,21
di-Natrium-hidrogen-foszfat-2hidrat 0,98
(NazHPO42H20)
D(+)-Gluko6z-1hidrat (C¢H1,06-H,0) 0,7
D-(-)Frukt6z (C¢H1206) 0,2
myo-Inosit (CsH1,06) 0,7
Protamin szulfat 0,02
Polyvinyl pirrolidin (CgHgNO), 0,1
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M4. In vitro vizsgalatok adatai - hazityuk-faj

8. tablazat: Az ondomindsitések adatai hazityuk-fajban

Friss (mélyhiités elotti) Felolvasztas utani Tulélés
Vizsgalatok Mélyhiitési ondémindség ondémingség Minta| (%)
sorszama maodszer En(%) | Abn(%) | Elhalt(%) [ En(%) | Abn(%) | Elhalt(%) | db | En%-ra
Lassu,
) orogramozott | 905 | 55 4 115 | 45 84 19 | 1271
Pellet-mddszer 86 75 6,5 6 15 92,5 6 6,98
Lassd, 84 55 10,5 3 05 96,5 14 3,57
2 programozott
Pellet-mddszer 85,5 8,5 6 8 8,5 83,5 7 9,36
Lassd, 91 6 3 6 25 91,5 17 6,59
3 programozott
Pellet-modszer | 905 | 45 5 165 | 35 80 7 18,23
Pellet-modszer | 875 | 7.5 5 105 2 87,5 7 12,00
4 Pellet-mddszer 89,5 55 5 7 2,5 90,5 7 7,82
Lassu, 855 | 85 6 75 75 85 19 877
programozott
5 Lassu, 84 75 85 105 | 35 86 19 | 12,50
programozott
Lassu, 855 | 75 7 13 45 82,5 20 | 15,20
6 programozott
Pellet-modszer | 87,5 8 45 15 7 78 6 17.14
Lassu, 895 7 35 75 6 86,5 20 838
7 programozott
Pellet-mddszer 88 8 4 6,5 1 92,5 6 7,39
Lassu, 87 85 45 55 85 86 22 6,32
8 programozott
Pellet-modszer 86 11 3 15 25 82,5 6 17.44

crer

Abn(%): El6, rendellenes spermiumok aranya.

Elhalt(%): Elhalt spermiumok arénya.
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v

Mb5/a. In vitro vizsgalatok adatai (ondomindsités) - gyongytyukfaj

9. tablazat: Az ondomindsitések adatai gyongytyukfajban

Friss (mélyhiités eldtti) Felolvasztas utani Tulélés
ondomindség ondomindség Minta (%)
Vizsgalatok [ Mélyhiitési En | Abn | Elhalt | En | Abn |Elhalt
sorszama maodszer CP (%) (%) (%) (%) (%) (%) db En%-ra

1 10% EG | 73,5 17 9,5 22,8 26,4 50,9 7 31,00

6% DMF | 78,5 16,5 5 10,0 15,5 74,5 12 12,74

2 Lassu, 10%EG | 72,4 13,6 14 19,0 22,7 58,3 10 26,24

programozott | 6% DMF | 72,4 13,6 14 9,5 19,9 70,6 10 13,12

3 10% EG | 85,8 2 12,2 19,3 24,5 56,2 10 22,49

6% DMF | 85,8 2 12,2 8,3 18,1 73,6 10 9,67

4 10% EG 72 19 9 10,6 17,6 71,9 10 14,72

6% DMF | 72 19 9 12,0 11,2 76,9 10 16,60

5 10% EG 66 21 13 10,3 14,3 75,4 10 15,61

Gyors, 6% DMF | 66 21 13 11,3 10,8 77,9 10 17,12

6 programozott | 10% EG | 64,5 19 16,5 51 16 78,9 10 7,91

6% DMF | 64,5 19 16,5 9,6 11,7 78,7 10 14,88

7 10% EG 79 10,5 10,5 6,7 17,3 76,0 6 8,44

6% DMF | 79 10,5 10,5 9,3 9,7 81,0 6 11,81

8 10% EG | 75,5 18,5 6 0,4 0,2 99,4 10 0,53

6% DMF | 75,5 18,5 6 0,7 1,1 98,2 10 0,93

9 10% EG | 68,5 | 225 9 9,4 14,0 | 76,6 6 13,76

. . . . | 6%DMF| 68,5 22,5 9 8,5 10,7 80,8 6 12,41
Nitrogéng6zos

10 10% EG | 76,5 15 8,5 6,1 18,4 75,5 10 7,97

6% DMF | 76,5 15 8,5 6,6 9,3 84,1 10 8,63

11 10% EG | 735 16,5 10 8,1 12,7 79,2 10 11,02

6% DMF | 73,5 16,5 10 10,2 13,9 75,9 10 13,88

12 Pellet-mddszer | 6% DMA | 76,5 12,5 11 21 11 68 4 27,45

13 Lassu, 10% EG 74 18 8 12,3 19,7 68 10 16,62

programozott | 6% DMF | 74 18 8 7,2 20,4 72,4 10 9,73

14 6%DMA | 76 16 8 20,3 8,3 713 3 26,75

15 Pellet-modszer | 6%DMA | 71,5 | 18,5 10 193 | 11,3 | 69,3 3 27,04

16 6%DMA | 74 7,5 18,5 26,6 8,6 64,8 2 35,95

CP: Krioprotektans fajtaja.
En(%): E16, normalis morfoldgiaja spermiumok aranya.
Abn(%): El6, rendellenes spermiumok aranya.

Elhalt(%): Elhalt spermiumok aranya.
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M5/b. In vitro vizsgalatok adatai (rendellenességek vizsgalata) - gyongytyukfaj

10. tAblazat: E16, rendellenes sejtek adatai az eléfordulasuk helye szerint

El6, rendellenes sejtek az
Vizsgalat| Meélyhiitési el6fordulasuk helye szerint Ossz
sorszama modszer CP Akr%o | Fej% | Kdb% | Farok% | Abn(%)

1 10% EG 0,1 0,3 | 22,7 3,6 26,6
6% DMF | 0,7 10 | 11,0 2,8 15,4

5 Lassu, 10% EG 0,0 14 | 174 4,3 23,0
programozott 6% DMF | 0,8 0,8 14,7 3,6 19,8

3 10% EG 0,0 1,6 | 19,7 3,2 24,5
6% DMF | 0,6 08 | 144 2,3 18,1

4 10% EG 0,1 05 | 13,0 2,6 16,1
6% DMF | 1,2 0,6 8,1 1,5 11,5

5 10% EG 0,0 0,7 | 12,0 1,6 14,3
Gyors, 6% DMF | 0,1 0,1 8,1 2,4 10,7

6 programozott 10% EG 0,1 0,2 13,8 1,9 16
6% DMF | 0,7 0,7 7,7 2,6 11,7

7 10% EG 0,0 0,2 | 150 1,8 17,0
6% DMF | 0,3 0,5 6,0 2,8 9,7

8 10% EG 0,0 0,0 0,1 0,1 0,2
6% DMF | 0,0 0,0 1,1 0,0 1,1

9 10% EG 0,0 0,7 | 10,9 2,4 14,0
Nitrogéngdzos 6% DMF | 0,5 1,0 6,2 3,0 10,7

10 10% EG 0,0 09 | 135 4,0 18,4
6% DMF | 0,6 0,6 5,0 3,2 9,4

11 10% EG 0,0 04 | 10,6 1,7 12,7
6% DMF | 173 1,0 7,2 4.4 13,9

12 Pellet-modszer | 6% DMA | 1,0 2,3 6,5 1,3 11
13 Lassu, 10% EG 0,0 14 | 147 3,8 19,9
programozott 6% DMF | 0,6 0,9 14,7 4,2 20,4

14 6%DMA | 0,0 2,0 6,0 0,3 8,3
15 Pellet-modszer | 6% DMA | 0,7 1,3 9,0 0,0 11,0
16 6%DMA | 0,9 1,7 6,1 0,0 8,7

CP: Krioprotektans fajtaja.

Akr%: Akroszoman talalhato rendellenesség.

Fej%: A spermium feji részén talalhat6 rendellenesség.
Kdb%. A spermium kdzépdarabjan talalhato rendellenesség.
Farok%: A spermium farki részén talalhato rendellenesség.

Ossz Abn(%): Az 6sszes ¢é16, rendellenes spermiumok aranya.
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MB6. In vitro vizsgalatok adatai - hazilud-faj

11. tablazat: Kiilonb6zé ozmo-€és krioprotektansok hatasanak vizsgalata

Friss (mélyhiités eldtti) Felolvasztas utani Tulélés
ondomindség ondomindség Minta| (%)
Vizsgalatok [ Mélyhiitési En | Abn | Elhalt En Abn | Elhalt
sorszama modszer Protokoll | (%) | (%) (%) (%) (%) (%) db |En%-ra
1 855 | 3,5 11 39,8 11,4 48,8 4 46,59
2 855 | 35 11 41,9 11,1 47,1 5 48,95
Programozott
3 855 | 3,5 11 42,1 14,6 43,3 5 49,22
1 4 855 | 3,5 11 40,4 14,1 45,5 6 47,27
1 855 | 3,5 11 38,1 12,3 49,6 6 44,54
. o 2 855 | 35 11 33,3 11,3 55,4 6 38,99
Nitrogéngdzos
3 855 | 35 11 30,8 8,9 60,3 6 35,96
4 855 | 3,5 11 38,3 11 50,7 5 44,80
1 84,5 | 10,5 5 34,3 14,1 51,6 7 40,61
2 84,5 | 10,5 5 39,1 15,5 45,4 8 46,23
Programozott
3 84,5 | 10,5 5 37,7 16,9 454 8 44,63
2 4 84,5 | 10,5 5 40,8 13,8 45,4 8 48,22
1 84,5 | 10,5 5 37,7 18,8 43,5 8 44,60
. o 2 84,5 | 10,5 5 39,7 17,4 42,9 8 46,97
Nitrogéngdzos
3 84,5 | 10,5 5 33,4 16,0 50,6 7 39,51
4 84,5 | 10,5 5 36,3 16,3 47,4 8 42,97
1 75 | 155 9,5 33,4 20,4 46,2 7 44,58
2 75 | 155 9,5 38,1 20,8 41,1 8 50,83
Programozott
3 75 | 155 9,5 38,8 20,4 40,8 7 51,71
3 4 75 | 155 9,5 39,1 24,1 36,8 6 52,17
1 75 | 155 9,5 36,2 20,4 434 7 48,27
Nitrogéngiizos 2 75 | 155 9,5 37,7 16,5 45,8 7 50,29
3 75 | 155 9,5 37,4 19 43,6 7 49,87
4 75 | 155 9,5 37,1 17,2 45,6 7 49,52
12. tablazat: Mélyhiitott ondomintak betarolasa mesterséges termékenyitéshez
Friss (mélyhiités elotti) Felolvasztas uténi Tulelés
ondémindség ondomingség Minta| (%)
Vizsgalatok | Mélyhiitési En Abn Elhalt | En | Abn | Elhalt En%.-
sorszama modszer (%) (%) (%) (%) (%) (%) db ra
1 85,5 11,5 3 16,7 7,5 75,8 26 19,52
2 Nitrogéngézos | 73 27 0 33,1 | 16,1 50,8 46 45,38
3 1-es protokoll | 85,5 12,5 2 316 | 135 54,9 40 36,99
4 74 21 5 350 | 21,8 43,3 36 47,30

cre

Abn(%): E16, rendellenes spermiumok aranya.

Elhalt(%): Elhalt spermiumok aranya.

106



10.14751/SZIE.2016.036
9. KOSZONETNYILVANITAS

Ezdton szeretném megragadni az alkalmat, hogy koszonetet mondjak mindazoknak, akik
munkam elkészitésében segitségemre voltak és doktori tanulmanyaim alatt szakmailag és
emberileg is folyamatosan tAmogattak.

Mindenekel6tt halaval tartozom témavezetémnek Dr. Barna Juditnak, hogy kisérleteimhez
minden sziikséges feltételt biztositott és a munkam soran felmeriild problémék megoldasaban
mindig segitségemre sietett. Koszondm szépen, hogy - igazi mentorként - szakmailag és
baratilag is mindig szdmithattam ra.

Héalasan kdszondm Dr. Péczely Péter segitségét, aki egyetemi éveim alatt bevezetett a madar
szaporodasbiologia rejtelmeibe és késébb is barmikor szdmithattam értékes szaktudasara és
segitségére. Emellett koszondm a Szent Istvan Egyetem egykori Szaporodasbioldgiai
Laboratériuma Kedves Dolgozoinak - kilondsen Dr. Ferencziné Dr. Szoke Zsuzsannanak-,
hogy annak idején bekapcsolddhattam az ott folyé tudomanyos munkaba.

Kiemelten szeretném megkoszénni a HAGK Genetikai és Szaporodésbioldgiai Kutatdcsoport
Minden Kedves Munkatarsanak a sok segitséget és a folyamatos biztatast.

Nagyon kdszondm Dr. Végi Barbara sokoldali segitségét, aki tlrelmesen vezetett be a
Szaporodéasbioldgiai Laboratériumban folyd munka rejtelmeibe, valamint folyamatosan példat
mutatott szamomra elhivatottsagbdl bebizonyitva, hogy ,,nincs lehetetlen, csak tehetetlen”.
Szeretném megkoszonni Dr. Liptoi Krisztinanak, hogy kitartéan agitalt doktori tanulmanyaim
elkezdésére és a kutatasaim soran felmeriild kérdések tisztazasaban mindig segitségemre volt.
KdszOndm szépen a korai ivarszerv-szovetek mélyhiitésével kapcsolatos kisérleteimben és az
embridelhaldsok vizsgalatanal nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom Drobnyak Arpad PhD hallgatonak, hogy készségesen segitségemre volt
kisérleteim gyakorlati Kivitelezése soran.

Koszonet illeti Dr. Gal Janost a Szent Istvan Egyetem (AOTK) Egzotikusallat és
Vadegészségligyi Tanszékének vezet6jét a szovettani vizsgalatok elkészitésében és szakmai
értékelésében nyujtott segitségéeért.

Kdszondm szépen Kiss Csabanak, a Kisbéri Ludtenyésztd Kft. ligyvezetdjének hasznos
szakmai tanacsait és az ondomélyhiitési kisérleteim soran nyujtott segitségét.

Végul szeretném megkdszonni Csaladomnak és Barataimnak, hogy mindvégig mellettem

alltak és tiirelmesen tdmogattadk munkamat.
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