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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFP: fagyasgatlo fehérje

ASMA: szamitogép-vezérelt spermium-fej morfometriai vizsgalat (Computer Automated
Sperm head Morphometry Analysis)

BSA: szarvasmarha szérum albumin (Bovine Serum Albumin)

CASA: szamitogép-vezérelt spermavizsgalat (Computer-Assisted Sperm Analysis)
DMSO: dimetil-szulfoxid

EG: etilénglikol

FAO: Az Egyesiilt Nemzetek Szervezetének Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi Szervezete
(Food- and Agriculture Organization of the United Nations)

FBS: magzati borju szérum (Foetal Bovine Serum)

hCG: human chorion gonadotropin

IUCN: Természetvédelmi Vilagszovetség (International Union for Conservation of Nature
and Natural Resources)

MeOH: metanol

MS-222: trikain metan szulfonat

MG: metil-glikol (2-metoxietanol)

NE: nemzetkdzi egység (IU=International Unit)

PG: propilénglikol (1,2-propandiol)

PGC: primordialis 6sivarsejt (Primordial Germ Cell)

SSC: spermatogonium (Spermatogonial Stem Cell)
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1. BEVEZETES

Napjainkban a génmegorzés szerepe novekvo fontossagu: évrdl évre tobb fajt mindsitenek
veszélyeztetettnek, kritikus allapotiinak vagy kihaltnak, ezzel parhuzamosan a héziasitott fajok
genetikai tartalékai a beltenyésztettség kovetkeztében folyamatosan szlikiilnek. A halak a
gerincesek legvaltozatosabb és legnagyobb csoportja a maga 32000 — napjainkig — felfedezett
fajaval. Ennek ellenére a halfajok génmegdrzése erésen elhanyagolt teriilet (Paxton and
Eschmeyer, 2003). A jelenség egyik feltételezett oka, hogy a természetben €16 halallomanyok nem
olyan konnyen vizsgalhatoak és hozzaférhet6ek, mint a szarazfoldon €16 allatfajok (Barton, 2007).
Az IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural Resources, Internetl) 2016-
os adatai alapjan 5161 vizi faj veszélyeztetett (hal, kagylo, korall fajok), melyb6l 560 tartozik a
sugarasuszoju halak osztalyaba, 39 a porcos halak osztalyaba (417 sugarasuszo6ju €s 19 porcos hal
faj kritikusan veszélyeztetett). A FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
Szerint tobb, mint ezer vizi faj veszélyeztetett a természetes vizi halaszat altal. Az akvakultiraban
tenyészetett halfajok szdma folyamatosan novekszik, ez az dgazat latja el f6 fehérjeforrassal
Foldiink népességének tobb, mint 10%-at (FAO, 2012a). Szamos faj esetében a természetes
populaciokbol gyiijtik be a tenyészallomanyt vagy az ivarterméket, ezzel csokkentve a
halpopulaciok méretét és genetikai diverzitasat. Az allélok diverzitasanak megdrzésére in situ
allomanymeg6rzés mellett ajanlott ex situ in vitro génmegérzést is folytatni, ez az ivarsejtek
mélyhiitésével kivitelezheté (FAO, 2012b; Woelders et al., 2012). Ebbdl a célbdl génbankok
keriiltek kialakitasara tobbek kozott Eurdpaban (Ukrajna, Egyesiilt Kirdlysag, Németorszag,
Csehorszag, Franciaorszag), az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Brazilidban és Ausztraliaban
(Martinez-Paramo et al., 2017). A sejtek mélyhitésével a genetikai informaciéo hosszu tavon

megorizhetd (Mazur, 1984).

A hal-ivarsejtek mélyhiitése gazdasagi és génmegbrzési szempontbdl egyarant kiemelt
jelentdségl kutatasi teriilet. A halgazdasagi termelés soran a halsperma mélyhtitése megkonnyiti
az ivarsejtek kereskedelmét és szallitasat. A kutatas oldalan jelentds szerepe van a mélyhtitési
eljarasoknak a génbankok létrehozasa soran, melyekkel veszélyeztetett fajokat menthetiink meg a
kipusztuléstol, valamint kiemelt szerepe van a transzgenikus vonalak megdrzésében is. Szintén
fontos és fejlodo teriilet az orvostudomanyi és fejlddésbiologiai kutatdsok soran hasznalt
modellallat, a zebradanio (Danio rerio) spermajanak mélyhiitése (Cabrita et al., 2010). A
laborallatként hasznalt halfajokra - példaul a zebradanio és a mexikoéi kardfarktahal (Xiphophorus

hellerii) - jellemzd a kis testméret, és ennek kovetkezményeként a kis mennyiségii sperma
7



10.14751/SZIE.2017.060

termelése. A néhany pl térfogatt folyadék fagyasztasanal a hagyomanyos mélyhiités nehezen
kivitelezhetd, a vitrifikacio viszont megoldast jelenthet erre a problémara (Schuster et al., 2003).
A legtobb halfaj esetében az altalanosan elterjedt spermamélyhiitési eljaras a hagyoményos (lasst)
fagyasztas (Cabrita et al., 2010), azonban a kézelmultban szamos kutatd kezdte el vizsgalni a
2009; Cuevas Uribe, 2011; Cuevas-Uribe et al., 2013; Figueroa et al., 2015, 2013; Merino et al.,
2012, 2011; Varela Junior et al., 2015).

Az elmult harom évtizedben végzett szamos kutatés ellenére hal petesejtek (ikra) és embriok
mélyhiitése a tudomany jelenlegi alldsa szerint nem kivitelezhetd sem vitrifikacioval, sem a
hagyomanyos mélyhiitési eljarasokkal (Bart, 2000; Labbé¢ et al., 2013; Liu et al., 1998; Magyary
etal., 1995; Pribenszky et al., 2011; Streit-Jr et al., 2014; Zhang & Rawson, 1996). Ennek alapvetd
oka az ikra és az embrio viszonylag nagy mérete, magas hiitési érzékenysége, valamint a nagy
mennyiségli Szikanyag, melybe az alacsony permeabilitasu sejtmembranokon nem tud a
karosodasok megel6zéséhez elegendé véddanyag bejutni (Isayeva et al., 2004; Liu et al., 1998; .
Robles et al.,, 2009a; Zhang & Rawson, 1998). Szamos kutatas foglalkozik a probléma
megoldasaval, tobbek kozott a membrancsatorndk alaposabb megismerésével ¢és
megvaltoztatasaval (Hagedorn et al., 2002, 1997), valamint a szikanyag részleges eltavolitasaval
(Liu et al., 1999, 2001). Egyre tobb kutatd allaspontja szerint a csirasejtek (Calvi & Maisse, 1998;
Maisse et al., 1998; Tsai & Lin, 2012) és dsivarsejtek mélyhiitése a helyettesitd megoldas (Robles
et al., 2009b). Kiilonboz6 halfajokban sikeresen alkalmaztak vitrifikaciot Osivarsejtek
mélyhiitésére (Higaki et al., 2013a; Kawakami et al., 2012). Ez az eljaras attorést jelenthet a hal
génmegOrzes teriiletén, mivel az dsivarsejtek (spermatogdniumok, oogdéniumok) mélyhiitésével
megorizhetd mindkét ivar genomja. Vitrifikalt zebradanid6 embriokbol izolalt primordidlis
6sivarsejtek steril recipiensbe torténd atiiltetésével fertilis zebradaniokat hoztak létre, melyek a
vitrifikalt embriok genetikai allomanyat 6rokitették tovabb (Higaki et al., 2013b, 2010, 2009).
Ezek alapjan kijelenthet6, hogy amennyiben sikeriil a génmegorzés targykorében érdekelt (pl.
veszélyeztetett) halfajokra primordialis Osivarsejt mélyhtitési modszereket kidolgozni, azzal
lehetévé valik az adott faj ex situ in vitro génmegdrzése — anélkiil, hogy embriot vagy petesejtet

tarolnanak mélyhiitve.
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Ceélkituzések

Kutatasaim célja fajspecifikus sperma vitrifikacios protokollok kidolgozasa volt az

alabbi halfajok esetében:

©)

©)

©)

lazacfélék (Salmonidae): pénzes pér (Thymallus thymallus), sebes pisztrang
(Salmo trutta m. fario), marvanypisztrang (Salmo marmoratus),

pontyfélék (Cyprinidae): ponty (Cyprinus carpio), compé (Tinca tinca),
zebradanio (Danio rerio),

stigérfélék (Percidae): csaposiigér (Perca fluviatilis),

angolnafélék (Anguillidae): eurdpai angolna (Anguilla anguilla).

Kutatasaim eredményességének értékelésére a kovetkezO mennyiségi és mindségi

paramétereket vizsgaltam a vitrifikalt, majd felolvasztott spermén:

o

o

o

o

progressziv motilitas,
¢letképesség (membranintegritas),
morfometriai paraméterek,

termékenyitd képesség.

A sperma vitrifikdcios kutatdsokkal parhuzamosan spermatogonium (hereszdvet)

vitrifikacios protokollokat is teszteltem zebradani6 és ponty fajokban. Ezen

protokollok eredményességét tripan-kék membranintegritas festéssel vizsgaltam.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A halak szaporodasbioldgiai sajatossagai

A halak a gerincesek legdsibb képviseldi, az elmult 500 millié év soran szamos kiilonb6z6
evolucios stratégiat alakitottak ki. Ennek kovetkeztében a fajok valtozatos szaporodasbiologiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A legtobb hal wvaltivari, néhany faj esetében azonban
hermafroditizmus figyelheté meg, mely lehet szimultan vagy valtozo. Utdbbi lehet protandrias,
ekkor a himivart egyedek alakulnak 4t ndivarava néhany tenyészszezont kovetden, ilyen példaul
a barramundi (Lates calcarifer), vagy protogynias, amikor a néivar alakul at himivarra, mint a
holdfény ajakoshal (Thalassoma lunare) esetében. Néhany faj esetében az egyedfejlédés korai
stddiumaiban a kornyezeti paraméterek valtoztatdsdval (hOmérséklet, megvilagitds, szocidlis

tényezdk), valamint hormonalis kezelésekkel befolyasolhato az ivari differencialodas.

2.1.1. A néivaru halak szaporodasbiologiai sajatossagai

A néivart halak (ikrasok) szaporodasbioldgiaja napjainkban is jelentésen kutatott teriilet,
mivel az oogdéniumtol a vizbe leadott ikraig torténd fejlddés folyamata igen bonyolult és fajonként
valtozatos mintat mutat (Lubzens et al., 2010). A valtozatossagot az a tény is jol szemlélteti, hogy
ugyan a legtobb halfaj ovulipar (peterakd), vannak azonban ovipar, azaz termékenyitett ikrat
lerako fajok (pl. rajak és capak tojasa), ovovivipar (elevensziild, amely nem taplalja testen beliil a
fejlodé utddokat, pl. guppi) és vivipar (elevensziild) fajok is — ezen csoportok ivarszerveinek
felépitése €és hormonalis szabalyozasa egymastol jelentOsen eltér. A tenyésztett halfajok tobbsége
ovulipar, a néstények ikraja lehet pelagikus, azaz a vizben lebegé (pl. eurdpai angolna) vagy
szubsztratofil, azaz aljzatra vagy ndvényzetre tapado (pl. ponty). Az ikra mérete is nagy
valtozatossagot mutat: a pelagikus ikrak tobbnyire 1 mm koriili atmérével rendelkeznek, mig a
szubsztratofil ikra akar tobb centiméteres is lehet. A leadott ikra mennyisége is igen valtozo: a
holdhal (Mola mola) 28 milli6 ikraszemet rak le egy tenyészszezonban, ezzel szemben a
hossztiorrt raja (Raja rhina) egyetlen ikrat rak le (Paxton & Eschmeyer, 2003). Az ikra fejlédése
lehet szinkron (pl. angolnafélék) vagy aszinkron (ebben az esetben a kiilonbozd érési stadiumok
egy idoben jelen vannak a petefészekben, pl. pontyfélék). A szinkron ikratermelés az ikras egyed
ivas utani elpusztulasaval jarhat (pl. a csendes-oceani lazacfajok), ebben az esetben a hal
gonadoszomatikus indexe (GSI, az ivarszervek tomegének ¢€s a teljes testtomeghez viszonyitott
szazalékos aranya) akar 40%-0s is lehet. Utodgondozas a legtobb faj esetében nincs. Azokban a

fajokban, amelyekben megfigyelheté az utédgondozas, kiilonbozd stratégiak alakultak ki: az

10
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ivadékrejtd pénzes pér kavicstészket készit az utddainak, az ivadékorzo siigér az aljndvényzetre

tapasztja az ikraszalagjait, az ivadékhordozé guppi pedig testében védi a fejlédé embriokat.

Az ikrasok petefészke a porcos- és csontos halakban paros szerv, az evoltaciosan kevésbé fejlett
nyalkahalak esetében paratlan. Az ikra a petevezetén és az ivarnyilason athaladva keril a
kiilvilagba, azonban néhany esetben nem alakul ki petevezetd, igy az ikras a testiiregbe ovulal
(angolnafélék, pisztrangfélék). Az emlosok petesejtjéhez viszonyitva a halikra nagy mennyiségii
szikanyagot tartalmaz, ez a vitellogenezis soran épiil be a petesejt egyik felébe. A szikkel teli részt
nevezik vegetativ polusnak, mig a sejtmag az érés soran a szemkozti animalis polusba vandorol.
A polispermias megtermékenyiilés kizdrasara tobb mechanizmus is szolgal: a valodi csontoshalak
esetében minden ikran csak egyetlen csirakapu (micropyle) van, ezen a nyilason keresztiil hatol at
a spermium a zona radiata rétegén. A csirakapu bels6 nyildsa alig nagyobb, mint egy spermium
feje, igy a behatolast kovetden nincs esély arra, hogy mas spermiumok is bejussanak az ikraba
(Horvéath, 2000). A behatolas és termékenyiilés utan kialakul az igynevezett termékenyiilési domb,
mely kiszoritja a csirakapubol a tobbi spermiumot, emellett a kortikalis granulumokbol agglutinin

aramlik ki, és Osszetapasztja az ikra kozelében 1évé spermiumokat (Kiss, 2000).

2.1.2. A himivaru halak szaporodasbioldgiai sajatossagai

2.1.2.1. A here felépitése és a spermatogenezis folyamata

A here a petefészekhez hasonloan porcos- €s csontoshalakban paros szerv, nyalkahalakban
paratlan. A legtobb faj esetében lebenyes (lobularis) szerkezetii, kevesebb fajnal csoves (tubularis)
szerkezetll. A gazdasagi szempontbol jelentds halfajokra a lebenyes a jellemz6, ebben az esetben
a kiillonbozo fejlodési stadiumu ivarsejtek a here lumenében mindenhol megtalalhatéak. A
spermiumok Sertoli-féle sejtek — melyek az emldsokkel ellentétesen felndtt egyedekben is
osztodnak — kozé agyazva fejlédnek, mely sejtek funkcidja a tapanyagtranszport és a
spermatogenezis végén visszamaradt spermiumok fagocitézisa. A lebenyek kozti térben az
szexudlszteroidokat termelnek (Horvath, 2000). Keét heretipust kiillonboztetiink meg: az
ugynevezett pisztrang-tipus esetében az ivari ciklusok kozott kizardlag  A-tipust
spermatogoniumok talalhatdéak a herében, mig a ponty-tipusndl nincs éles atmenet a ciklusok

kozott; tobb fejlddési stadium is jelen van egyidejiileg a herében.

A primordialis dsivarsejtek mar az egyedfejlodés korai szakaszaiban megjelennek. Ez a
sejttipus mitotikus osztodasra képes, ezaltal 1étrehozva az A-tipust spermatogoniumokat, melyek

a herében megtalalhatdo legnagyobb méretli sejtek. A nem-differencialodott A-tipust

11
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spermatogoniumokbol alakulnak ki a differencialodott A-tipust spermatogéniumok. Ezekbdl a
sejtekbol keletkeznek a B-tipusu spermatogoniumok, melyek az A-tipustiakhoz képest kisebb
méretliek. A kdvetkezd 1épés a meiotikus osztodasok kezdete, mellyel kialakulnak az elsérendi
spermatocitak (2n), majd az ezt kdvetdé meidzissal a masodrendii spematocitak (n). Utobbiak
differencialodasaval alakulnak ki a spermatidak, majd elongaldédas révén az érett spermiumok
(Schulz et al., 2010). A spermio-hisztogenezis fajonként igen eltéré lehet, ennek oka a

spermiumokra jellemz0 valtozatos szerkezet (1asd: 2.1.2.2. fejezet).

2.1.2.2. A spermiumok felépitése

A spermiumok alakja és evolucios fejlettsége kozotti kapcsolatot jol szemlélteti az egyes
fajokra jellemz6 spermiumok alaki és felépitésbeli valtozatossaga, amely nagy diverzitast mutat
kiilonboz6 fajok kozott — néhany esetben egyes csaladokon beliil is (1. abra). A spermiumok
felépitése taxondmiai besorolasok alapja is lehet (Jamieson, 1991). A spermiumok feje lehet
kerekded vagy hosszukas, a farki részhez képest szimmetrikus (pl. pisztrangfélék) vagy
aszimmetrikus (pl. stigérfélék). Az emlds spermiumok szerkezetével Gsszehasonlitva az egyik
legfontosabb szerkezeti kiillonbség, hogy a hal spermiumoknak nincs akroszémaja (ez alol kivételt
képeznek az Osi tokalaktiak). A feji rész altalaban koriilbeliil 2 mikrométeres, ezt koveti a
kozépdarab, és az 50-60 mikrométer hosszu flagellum (Mattei, 1991). A spermiumok alakja fiigg
az adott faj evolucios fejlettségétdl, valamint a megtermékenyiilés modjatol: kiilso
megtermékenyiilésii fajok esetén a kdzépdarab rovid, belsé megtermékenyiilésii fajoknal azonban

jol fejlett, sok mitokondriumot tartalmaz. A halspermiumok 7 f6 tipusa (Mattei, 1991):

-Percomorpha: fejlett spermium forma, a sejtmag elhelyezkedése, alakja, valamint a
mitokondriumok szdma (1-6) valtoz6. A mitokondrium(ok) a flagellum alapi részénél vannak.

Ebbe a csoportba sorolhato a csapostigér.

-Atherinomorpha: ebbe a csoportba tartozik a laborallatként is hasznalt medaka (Oryzias latipes),

a spermiumok feje szimmetrikus, formajuk a csoporton beliil véltozatos.

-Paracanthopterygii: ez a tipus jellemzé tobbek kozott a horgaszhalalakiakra és a

kigyohalfélekre. A fej alakja szimmetrikus, kerekdedtdl hosszan megnyultig terjedden valtozatos.
-Euteleostei: a lazacfélékre jellemz6 spermium tipus, a feji rész aszimmetrikus.

-Clupeomorpha: ez a tipus a heringfélékre jellemz6, szimmetrikus feji rész és megnyult sejtmag

jellemzi.
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-Elopomorpha: ez a tipus tobbek k6zott az angolnafélékre jellemz6, megnyujt sejtmaggal és feji

résszel rendelkezik.

-Osteoglossomorpha: az ebbe a tipusba tartozé spermiumok tovabbi négy tovabbi altipusra
oszthatoak, ezek egymastol morfologiailag jelentdsen eltérnek: van koztik flagellum nélkiili,
gomb formdju feji résszel rendelkezd, és megnyult fejii egyarant. A csoportot képviseld fajok

tobbsége napjainkra kihalt, a ma é16 fajok koziil az elefanthal (Gnathonemus petersii) tartozik ide.

1. abra: A halspermiumok 7 6 csoportja. (Mattei, 1991)

A spermiumok mozgéasdnak a kovetkezd tényezOk a feltételei: ép sejthartya (melyen
keresztiil az extra- €s intracellularis tér kozott anyagesere folyik), a mozgashoz elegendd ATP, a
mikrotubularis rendszer 0sszehuzodasa (mely altal 1étrejon a mozgas). A halsperma élettani
paraméterei koziil kiemelten fontos az oxigén-fogyasztas, melynek értéke fajfiiggd; 1-70 nanomol
oxigén/perc/10%° spermium. Emiatt a sperma tarolasa és szillitisa soran a friss oldott oxigént
folyamatosan biztositani kell. Az energiaraktarozas modja fajonként eltérd, a guppik estében a
spermiumok glikogént raktaroznak (Anderson & Personne, 1970), am ennél gyakoribb a
monoszacharid raktarozas (példaul lazacféléknél). A mozgasi energiat a spermium az ATP
hidrolizisével nyeri, ennek katalizator enzime a dinein ATPaz, mely flagellaris mozgast hoz létre.

Kiilsé termékenyitésti fajok az endogén energia és tapanyag raktarakat hasznaljak fel, bels6
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termékenyitésii fajok esetén az ovarialis folyadéknak van taplald hatasa. A motilitas idGtartama
fajfiiggd, édesvizi fajoknal altalaban kevesebb, mint 60 masodperc, amit magas sejtszammal és
gyors mozgassal kompenzalnak. Tengeri fajok esetében hosszabb az idétartam, a rombuszhal
spermaja példaul 8-10 percig is mozog. Szamos halfaj spermajanak motilitasi idétartamat
vizsgaltdk mar, az értekezésemben vizsgalt fajok spermdjanak atlagos motilitdsanak id6tartama az
alabbiak szerint alakul: ponty: 90” (masodperc), sebes pisztrang: 90, siigér: 107, pér: 317, comp0:
54”, zebradanio: 60, europai angolna: 75” (Browne et al., 2015). Az ivartermék kinyerésének és
tarolasanak, valamint az aktivalé oldat Osszetételének fliggvényében ezek az értékek a
felsoroltaktol eltérhetnek. A motilitds mérése soran fontos tisztaban lenni az egyes fajokra
jellemzd tulajdonsagokkal, és az aktivacidt kovetden az adott iddintervallumon beliil elvégezni a

méréseket.

A herében immotilisak a spermiumok, mozgasukat a megvaltozott kdrnyezeti tényezok
aktivaljak. Ilyen tényezOk az ozmolalitds megvaltozasa (szeminalis plazma ozmolalitdsdhoz
viszonyitva), a kalcium-ion koncentraci6 valtozasa és a kalium-ion koncentracié. Edesvizi fajok
spermiumai izoténids koérnyezetben mozdulatlanok (=300 mosmol kg?!) és hipotdnias
kornyezetben (édesviz) aktivalodnak (<300 mosmol kg?). Tengeri fajok esetében hipertonids
kozegben (tengerviz) torténik az aktivacio (>300 mosmol kg?). Lazacfélék és tokfélék esetében a
kalium-ion koncentracié csokkenése valtja ki az aktivaciot (Morisawa & Suzuki, 1980). Ebben az
esetben a kalium-ion kiaramlast a plazmamembran hiperpolarizacioja, valamint a cAMP szintézis
stimulalja, majd cAMP-fiiggd foszforilaciot kovetden kezdddik a mozgas. Az aktivacios
mechanizmus a tobbi édesvizi és tengeri fajnal Ca®'-fiiggd, cAMP fiiggetlen (Krasznai et al.,
2000).

2.1.3. A termékenyiilés folyamata halaknal

A halak esetében a termékenylilés folyamata lehet kiils6, illetve belsé. Kiilsd
termékenytilés esetén a tejes a vizbe leadott ikrat termékenyiti meg, mig belsé termékenyiilésnél a
folyamat a néivaru egyed hasiiregében jatszodik le. Az emldsokkel szemben, ahol a mellékhere az
a szakasz, ahol a spermiumok elnyerik mozgasképességiiket (de Kretser et al., 1998), a halak
esetében a spermiumok aktivacidjaért a kiils6 kornyezet felelGs, azaz a sejtek a vizbe keriiléskor
kezdik meg mozgésukat (Cosson, 2004; Nobrega et al., 2009; Schulz et al., 2010). Az emlds6knél
lejatszodd megtermékenyiiléstél tovabbi fontos eltérés, hogy mivel a spermiumok akroszoma
hianyaban (ezalol kivételt képeznek a tokfélék) nem rendelkeznek enzimatikus aktivitassal, a zona

radiata rétegén a csirakapun keresztiil hatolnak at (Horvath, 2000; Jonathan and Niall, 1992).
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Az ikra aktivalodasa a vizzel valo érintkezést kovetd 20-40 masodpercen beliil megtorténik.
Az aktivalodéast kovetdn az ikra vizet vesz fel, térfogata tObbszOrdsére nd, kiilsé rétege
megkeményedik (mechanikai védelem) és egyes fajokban ragaddssa valik (baktericid és fungicid
hatas, valamint rogzit6 funkcid). A spermium behatol az ikraba, majd a fej vandorlasat kovetden
kialakul a him elémag, a csirakorong ¢és a termékenyiilési domb (utdbbi a spermium behatolasdnak

helyén, a csirakapu belso nyilasa alatt keletkezik), végiil indukalodik az érési osztodas folytatasa.

A mesterséges szaporitds soran az ivarsejt termelés indukaltan torténik: elsé 1épésben a
fotoperiodust és a vizhdmérsékletet szabalyozzak, majd hormonalis készitményekkel (injekcid
vagy implantatum) szabalyozzédk az ivarérést. A hormonkezelés leggyakrabban hipofizis kivonat
vagy hCG oltassal torténik, de emellett hasznalhatéak LHRH analdgok is (dopamin antagonistaval
kombindlva). A megfeleld érettség — és az ikrasok esetében az ovulacid — elérése utan az ikrat és
a tejet kiillon-kiilon fejik le szaraz edényekbe, majd az ikrahoz hozzakeverik a tejet. Ez a folyamat
torténhet aktivald oldat hozzaadasa eldtt (,,szaraz termékenyités”), vagy oldat hozzdadasa utan
(,,nedves termékenyités”), az optimalis modszerek €s aktivald oldatok fajonként eltéroek. Az egyes
fajokra jellemzd természetes termékenyiilési modokat, valamint a vizsgélt faj szaporodési
kornyezetét (édesvizi vagy tengeri) figyelembe kell venni a mélyhiités soran az optimalis
Osszetételi immobilizald higité oldatok, valamint a motilitasvizsgalat és termékenyités soran

hasznalt aktivalé oldat megvalasztasakor.

2.2 Spermamindsitési modszerek

2.2.1. A spermiumok motilitdsanak objektiv mérése a CASA rendszerrel

A spermiumok mozgasa mérhetd fénymikroszkopos vizsgalatot kovetd becsléssel, azonban
ennél sokkal precizebb és objektivebb eredmények kaphatok CASA rendszer hasznalataval
(Fauvel et al., 2010; Kime et al., 2001). A szamitogép-vezérelt spermavizsgald berendezések
létrejotte eldtt a kovetkezd spermavizsgalati modszereket alkalmaztak (id6rendi sorrendben):
fénymikroszkop, multiexpozicids fényképezés, videofelvételek, spektrofotométerek (Horvath et
al., 2006a). A CASA rendszer tobb mozgasi paraméter (1. tablazat, 2. abra) értékét rogziti (WHO,
2010), amelyeket a kovetkezé modon mér: videofelvételt készit a mozgd spermiumokrol, majd az
egyes spermiumok fejének elmozduldsanak utvonalat koveti végig. A rendszert human klinikékra
érkez6 spermamintak mindségének objektiv elbiralasara dolgoztak ki az 1980-as évek kdzepén,
majd a ’90-es években elsdként Kinaban terjedt el a klinikai alkalmazasban (Lu et al., 2014). Ezzel
egy idében kiilonboz6 halfajok spermdjan is megkezdték a CASA vizsgélatokat, tobbek kozott

sperman végzett toxikologiai tesztekkel (Kime et al., 1996). Az elmult kdzel negyven év soran a
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szoftverrendszerek komoly fejlddésen mentek keresztiil, és napjainkban is folyik a fejlesztésiik a

hordozhatdsag és az egyszerli kezelhetdség terén (Amann & Waberski, 2014). A human

spermavizsgalatok utan egyre szélesebb skalan dolgoztak ki vizsgalati protokollokat, els6sorban

gazdasagi haszonallatok spermijanak mindsitésére (szarvasmarha, 16, nyual), de léteznek

kimondottan halsperma vizsgalatat célzo fejlesztések is (Kime et al., 2001; Wilson-Leedy &

Ingermann, 2007). CASA rendszerek fejlesztésével és gyartasaval szamos cég foglalkozik, példaul

a spanyol Microptic S.L. és Proiser R+D, S.L. cégek, a francia IMV Technologies, az egyesiilt

allamokbeli Hamilton-Thorne, valamint a németorszagi székhelyi Minitube.

1. Téblazat. A himivarsejtek mozgasat jellemz6 mért €s szamitott értékek. (Horvath et al., 2006a)

Jelolés

Mozgasi paraméter

Mértékegység

Mot
Pmot
VCL

VSL
LIN

VAP
ALH
BCF

DAP
DCL

DSL

WOB

STR

Motilitas
Progressziv motilitas
Sebesség a teljes megtett Gitvonalra szamolva

Sebesség a kiindulasi és végpont kozotti
tavolsagra szamolva

Az utvonal egyenest6l szamitott eltérése
Sebesség atlagolt utvonalra szdmolva
A fej oldaliranyu kitéréseinek atlagos nagysaga
A fej kilengésének frekvenciaja

Ténylegesen megtett it és a kiindulasi- és
végpontok kozti tdvolsag atlagolt hossza

Ténylegesen megtett it hosszusaga

Megtett egyenes Gtvonal a mozgéas kiindulasi- és
végpontja kozott
Teljes mozgasi utvonal atlagolt mozgasi
utvonaltol szamitott eltérése

Atlagolt mozgasi utvonal egyenestél szamitott
eltérése

%
%
pm/s

pm/s

%
pm/s
pum

Hz
pm
pm
pm

%

%
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2. abra: A CASA altal mért mozgasi paraméterek (A, forras: WHO, 2010) és a kiilonb6zé mért

paraméterek Osszefiiggése (B, forras: Internet2)

A CASA rendszer hasznalatakor a halspermat aktivaldo oldattal keverjilk 0Ossze
spermavizsgald kamraban [példaul: Makler-kamra, (Makler, 1978)], ezutan a mintat a mikroszkop
objektive ald helyezziik, és a szoftverrel tobb latotérrdl készitiink felvételeket. Az aktivaciot
érdemes legaldbb egyszer megismételni, hogy minél objektivebb informéaciot kapjunk a sperma

motilitasarol.

2.2.2. A spermiumok morfometriajanak szoftveres elemzése

Szamos faj esetében az idedlis kisérleti végpont a termékenyitési teszt, azonban az angolna
specialis szaporodasbiologiai sajatossagai (foképp az ovulaciéd id6zithetésége koriili problémak)
miatt termékenyitési vizsgalat nehezen kivitelezhetd. A spermiumok egyes morfometriai
paraméterei Osszefliggésben allnak a termékenyiilési paraméterekkel (Rurangwa et al., 2004,
Yaniz et al., 2015), ezért ezt a modszert valasztottam az angolna esetében, hogy tovabbi
informaciokhoz jussak a vitrifikacios protokollok ivarsejtekre gyakorolt hatasarol. Az ASMA-val
(szamitogép-vezérelt spermium-fej morfometriai vizsgalat, Computer Automated Sperm head
Morphometry Analysis, 3. abra) vizsgaltak mar tobbek kozott nyul (Gravance & Davis, 1995),
kecske (Hidalgo & Dorado, 2009), bika (Amann & Waberski, 2014; Gravance et al., 1996), kos
(Gravance et al., 1998), kan (Pena et al., 2005), aranyhal (Van Look and Kime, 2003), angolna
(Marco-Jiménez et al., 2006b) és human (Bellastella et al., 2010) spermiumok morfometriai

paramétereit is.
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3. abra: A sperma morfometridjdnak vizsgélatara haszndlt szoftver kezeldfeliilete eurdpai
angolna spermiumainak vizsgalatakor

2.2.3. Membranintegritas vizsgalat

A membranintegritas vizsgalatokat gyakran hasznaljak a mélyhiitott sperma életképességének
megitélésére (Graham & Mocé, 2005). A halak és mas vizi él61ények sperméjanak mélyhiités utani
¢letképesség vizsgalatara az 1960-as évek oOta (Fribourgh, 1966) tobb protokollt is kidolgoztak,
ezek jelent6s része a SYBR-14/PI (propidium-jodid) festésen alapul (Cabrita et al., 2005; Garner
et al., 1994; Paniagua-Chavez et al., 2006). A SYBR-14 az él6 sejtek membranjan athatolva a
sejtmag DNS-éhez kotédik, a propidium-jodid a sériilt membrant (elhalt) spermiumok

maganyagat festi meg (Segovia et al., 2000, 4. abra).

A spermiumok SYBR/PI festettsége vizsgalhatd aramlasi citometriaval (flow citometria) is
(Garner et al., 1994; Martinez-Pastor et al., 2010). Az aramlasi citometria preciz, érzékeny,
megbizhatd és gyors moddszer a sejtek vizsgalatara. A membranintegritds vizsgalatok mellett
aramlasi citometria hasznalataval vizsgaltak mar a vitrifikalt halsperma mas mindségi paramétereit
is, tobbek kozott a DNS toredezettségét és mitokondrialis aktivitast (Isachenko et al., 2004).
Szarvasmarha fajban tobb kiilonb6z6 festék hasznalataval vizsgaltak a plazma- és
akroszOmamembran épségét (Nagy et al., 2004, 2003) is aramlasi citometriaval. A modszer
tovabbi eldonye, hogy a hagyomanyos mikroszkdpos szdmolasi eljarasoknal objektivebb eredményt

ad, és azonos iddintervallum alatt nagysagrendileg tobb sejtet képes leszamolni.
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4. dbra: SYBR/PI festett siigér spermiumok vitrifikaciot koveto felolvasztas utan

Egy masik membran-festéses eljaras soran tripan-kék festést hasznalnak (Strober, 2001),
ez a festék a propidium-jodidhoz hasonldan a sériilt membranon hatol at, igy az elpusztult sejteket
festi kékre. Ez az eljaras jol hasznalhato a spermatogoniumok talélésének vizsgalatara, mivel a
szovet emésztését kovetden maradhatnak az oldatban sejt-tormelékek és spermiumok, amelyeket
a fluoreszcens festékek ugyaniugy megfestenek, mint a spermatogéniumokat. A
spermatogoniumok fenotipusos megkiilonboztetéséhez fénymikroszkop jol hasznalhatd, igy a
fluoreszcens festésnél sokkal kdnnyebben kivitelezhetd a spermatogoniumok membranintegritas

vizsgalata tripankék festéssel (5. abra).

5. dbra: Zebradanid spermatogoniumok tripankék festést kovetden, Biirker-kamraban

2.2.4. Termékenyitési tesztek

Azon fajok esetében, ahol rendelkezésre all szaporithatdé ikras allomany, termékenyitési
tesztek nyajtjdk a legmegbizhatobb informéciot az alkalmazott vitrifikacidos protokoll

eredményességérol. A termékenyitési tesztek megtervezésekor figyelembe kell venni a vizsgalt faj
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biologiai sajatossagait, tobbek kozott a spermiumok mozgasanak idejét €s az ikra sajatossagait
(tarolhatdsag, termékenyités modja). A termékenyitési teszteknél kiilonbozd végpontokat
mérhetiink, példaul termékenyiilési szézalékot, szempontos stadiumig fejlédé embridk aranyat,

kelési szazalékot.

2.2. Spermamélyhiitési eljarasok

A sejtek, szovetek €s szervek hosszu tavu tarolasat és felhasznalasi lehetdségét teszik lehetdveé
a kiilonbozé mélyhiitési eljarasok, melyek utdn a mélyhitott anyagot cseppfolyds nitrogénben
(-196°C), vagy -80°C-o0s fagyasztoban taroljuk. Ezen a homérsékleten jelentdsen korlatozottak

azok a fizikai és kémiai reakciok, melyek soran csokkenhetne a minta mindsége.

Az els6 sikeres spermamélyhiitést Polge és kutatocsoportja dolgozta ki 1949-ben, ekkor
fedezték fel a glicerin krioprotektiv hatasat human és baromfisperma mélyhiitésekor (Polge et al.,
1949). A halsperma mélyhiitési modszerek tokéletesitésén 1953 ota dolgoznak a kutatok (Blaxter,
1953), a tobbi gazdasagi haszonallatéhoz hasonl6 idében kezdték a vizsgalatokat. Ennek ellenére
a halsperma mélyhiitése a halgazdasagi termelésben nem terjedt el, ennek egyik oka az, hogy
halfajonként kiilonbozoek az optimalis mélyhiitési modszerek. A jelenség masik oka az, hogy az
emldsokkel Osszehasonlitva a halak egyedi tenyészértéke Iényegesen kisebb, mint egy nagy
gazdasagi értékli tenyészbikaé — a szarvasmarhatenyésztésben atlagosan évi 250 millio

miiszalmanyi spermat mélyhiitenek kereskedelmi célbol (FAO, 2012b).

A  mélyhlités sordn alkalmazott ekvilibraciés 1d6 ¢€s hitési sebesség alapjan
megkiilonboztetiink lassu/ekvilibrium (hagyomanyos mélyhités), valamint ultragyors/non-
ekvilibrium (vitrifikacio) hiitési eljarasokat (6. abra). A két mélyhiitési modszer kiilonb6zo
sejtkarosodasokkal jarhat, ebbdl adoddan sejttipusonkeént eltérd, hogy melyik eljaras terjedt el a
gyakorlati alkalmazasban. A spermamélyhiités céljabol a gyakorlati felhasznalas soran (hal,
human, szarvasmarha fajok esetében) a lassti mélyhiitési modszerek terjedtek el, ezzel szemben

embriok €s petesejtek taroldsara a vitrifikaciods eljarasokat részesitik elényben.
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6. abra: Az ekvilibrium és non-ekvilibrium hiitések soran fellép6 karosodasok. (Cuevas-Uribe,
2011 nyoman)

A) Az ekvilibrium hiités soran alacsony koncentracioban védéanyagokat és lasst hiitési
sebességet haszndlunk. A membran-permedbilis véddanyagok (4tlatszo korok) csokkentik az
oldat fagyaspontjat, ezaltal megndvelik a dehidratacidohoz rendelkezésre 4ll6 id6t. A nem-
permedabilis véddanyagok (fekete korok) elosegitik a sejtek dehidratalodasat, valamint
stabilizaljak a sejtek membranjait a mélyhiités sordn. Az elsd jégkristalyok keletkezésekor
(csillagok) 1étrejovo hipertonids kornyezet ozmotikus dehidratacidhoz vezet.

B) A non-ekvilibrium vitrifikacioé soran magas koncentracioban hasznalunk véddanyagokat a
sejtek gyors dehidratalasa érdekében. A véddanyagok kiszoritjak €s helyettesitik a sejten beliili
vizet a hiités kezdete eldtt. Az ultragyors mélyhtités soran a sejteken beliili és sejteken kiviili
jégkristalyok képzddése egyarant gatolt. A vitrifikacio eredményeképp livegszertien attetszo,
amorf-szilard anyag képzddik a folyadékbal.

A mélyhiités soran fellépd karosodasok két f6 eredete:

C) Oldat hatasa (ozmotikus stressz), melynek révén a hossza id6n at fenntartott magas
ozmolalitas karositja a sejteket, valamint a fehérjék denaturalodhatnak.

D) Sejten beliili jégképzddés: a gyors hiités soran a sejteknek nem all rendelkezésiikre elegendd
1d6 a teljes dehidratalodashoz, igy intracellularisan jégkristalyok képzédhetnek, melyek a
sejteket szerkezetileg és funkciondlisan is kéarositjak.

A mélyhiitési eljarasok soran hasznalt véd6anyagok lehetnek membran-permeabilisak
vagy mas néven intracellularisak, vagy nem membran-permeabilisak avagy extracellularisak. A
sperma mélyhiitése soran leggyakrabban hasznalt intracellularis véddanyagok a kovetkezok:
metanol, dimetil-szulfoxid, glicerin. Extracellularis véd6anyagként cukrokat (szacharo6z, gliikoz,
trehaloz), fehérjéket (BSA, FBS, szemindlis plazma) és poliolokat (polietilén-glikol) hasznéalnak.
A sikeres mélyhiités egyik kulcsfontossagl tényezdje a megfeleld véddanyag, illetve véddanyag-
kombinacié megvalasztasa, mivel ezen anyagok magas koncentracioban 0zmotikus- és citotoxikus

hatasuk révén karosithatjak a sejteket (Gilmore et al., 1997). A vitrifikaciohoz sziikséges egyes
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védbéanyagok effektiv koncentracioja csokkenthetd tobbek k6zott a nem-permedbilis véddanyagok
hasznalataval, megfeleld véddanyag-kombinaciokkal (Weiss et al., 2010), valamint az expozicios

id6 minimalizalasaval (Fahy et al., 1984).

Néhany ndvény ¢és halfaj természetes koriilmények kozott szintetizadl fagydsgatld
fehérjéket, melyek hasznalataval a mélyhtitési eljarasok soran csokkenthetd a sziikséges membran-
permeabilis védéanyag mennyisége (Fahy et al., 2004). Vagotok sperma vitrifikaciojakor halbol
izolalt fagyasgatld fehérje (AFP) megfeleld koncentracioban torténé alkalmazasaval
szignifikansan jobb motilitas értékeket mértek (Abed-Elmdoust et al., 2015), azonban ez a hatas
erds dozis-fiiggést mutat: mig 10 pM AFP alkalmazasaval javultak a motilitds értékek, 5 uM és

15 uM AFP kiegészités nem tért el az AFP-mentes kezelési csoport értékeitdl.

2.2.1. Lassu hités

A biologiai mintak lassi hiitésére szamos modszer all rendelkezésre, amelyek pontossag,
megismételhetdség, hordozhatdsdg, valamint koltségvonzat tekintetében jelentdsen eltérnek
egymastol. Az ekvilibrium hiités soran kulcsfontossagii az optimalis hiitési sebesség haszndlata,
mivel ellenkezd esetben a sejtek karosodnak - tul lasst hiités sordn az oldat ozmotikus hatdsa
révén, a tal gyors (de a vitrifikdcional lassabb) hiités soran pedig a sejten beliili jégkristaly
képzOdés miatt [, két-faktor hipotézis”, (Mazur et al., 1972)]. A leggyakrabban hasznalt harom

lassu hiitési eljarast az alabbiakban ismertetem.

2.2.1.1. Nitrogéngdzben végzett hiités polisztirol dobozban

Szamos modszert dolgoztak ki halsperma mélyhiitésére, ezek tobbsége cseppfolyos
nitrogén gézében végzett lassu hiitést ir le. A mddszer problémaja, hogy a hiités soran hasznalt
polisztirol doboz mérete valtozo, igy nem nevezhetok szabvanyosnak a leirt protokollok. Elénye,

hogy kis infrastruktara-igényi és konnyen hordozhato.

2.2.1.2. Programozhato hiitoberendezés

A fenti eljarasnal szabvanyosabb, konnyen kezelhetd, jol ismételheté modszer, emellett
bizonyos tipusok hasznalatdval akar nagy mennyiségii minta (t6bb szdz miiszalma vagy kriocso)
is hiitheté egyidejileg. A programozhat6 hiitdberendezés egy szamitogép-vezérelt kamrabol és
egy nitrogéntartalybol all. A modszer eldnye, hogy a hiitési gérbe programozhatd, a tényleges
hiités iiteme rogzithetd, igy pontos informaci6 all rendelkezésiinkre a hiités koriilményeirdl. A
programozhatd hiitOberendezéssel a mélyhiitési folyamat azonos koriilmények kozott

megismételhetd. A cseppfolyods nitrogén kamréaba juttatdsdval a szamitogép szabalyozza a hiités
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iitemét. A mddszer hatranya a berendezés magas ara, valamint az, hogy mérete (és elektromossag

igénye) miatt terepen végzett munka soran nem alkalmazhato.

2.2.1.3.Fagyaszto dobozok

A programozhato hiités egy masik lehetdsége a fagyasztd dobozok hasznalata (pl. CoolCell®
kriocsovekhez, BioCision, U.S.A., vagy Mr. Frosty, Nalgene®, 3,6 ml-es csévekhez) melyek
hasznalataval a hiités pontosan 1°C/perc sebességgel megy végbe. A mintak elhelyezése utan a
fagyasztdo dobozt -80°C-os hiitészekrénybe kell tenni. A meghatarozott hiitési id6 elteltével a
minték athelyezhet6k folyékony nitrogénes tartalyba. A hiitdédobozok hiitési sebességét a gyartok

garantaljak.

2.2.2. Vitrifikacio

A vitrifikici6 non-ekvilibrium hiités, melynek soran ultragyors hiitési [10°-
101%°C/maésodperc (Franks, 1982)] és felolvasztasi sebességeket hasznalnak. A gyors hiitéssel,
valamint a tobbnyire magas véd6éanyag koncentracio alkalmazasaval megel6zhet6 a jégkristalyok
kialakulasa. A hiités magas sebessége kiemelten fontos -5°C és -40°C kozotti hdmérsékleten,
ugyanis ebben a tartomanyban képzddik a jégkristalyok jelentds része (Shaw & Jones, 2003). Az
oldatot kozvetleniil cseppfolyds nitrogénbe helyezziik, az igy elért gyors hiilési sebesség miatt a
vizmolekuldk kristalyracsba rendezddése nem jon létre, és egy livegszerii, amorf szilard anyagot
kapunk eredményiil (Kuleshova et al., 2007). Az igy létrejott anyag a folyadékokra jellemzd

random molekula elrendez6dést megtartja a megszilardulas soran (Taylor et al., 2009).

A vitrifikacidhoz sziikséges magas, 30-50%-0s véddanyag koncentracié csokkenti az oldat
fagyaspontjat, de toxikus hatassal lehet a sejtekre (Fahy, 1986). A védéanyag tipusatol fliggéen
lehet kozvetleniil toxikus a sejtre nézve, mint a metanol (MeOH), vagy karosithat az ozmotikus
hatéasa révén, mint a dimetil-szulfoxid (DMSO). Ez a toxicitas az oka annak, hogy szamos elénye
ellenére a vitrifikacid nem terjedt el a spermamélyhiités gyakorlatdban. Tovabbi nehézséget okoz,
hogy a vitrifikdlt mintdkat folyamatosan alacsony hOmérsékleten kell tartani, ugyanis a
devitrifikacio, azaz az olvadas soran képz6dé jégkristalyok (rekrisztallizacid) éppugy
karosithatjak a sejteket, mint a hagyomanyos mélyhiitési folyamat soran (Fahy et al., 1987). A
védOdanyag megvalasztasakor figyelembe kell venni, hogy a kiilonb6zd krioprotektdnsok nem
egyforman hatékonyak a vitrifikacio soran, €s a toxicitasuk, valamint ozmotikus hatasuk is eltérd

lehet (Pegg, 2005).
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Az eredményes vitrifikacios eljarashoz a védbanyag-koncentraciot a minimalisan
sziikségesre kell csokkenteni, és a lehetd leggyorsabb hiitési sebességet kell hasznalni. A hiités
sebessége ¢és a sziikséges véddanyag koncentracid kozott forditott ardnyossdg van: minél
gyorsabban torténik meg a vitrifikacid, annal kevesebb véddanyag sziikséges a folyamathoz
(Mazur et al., 2008). A gyors héatadast a hiitéeszkdz anyaga és toltési kapacitasa teszi lehetové,

igy érhetd el a kristalyos jég képzddése nélkiili fagyas (Tsai et al., 2015).

Az elmult évtizedekben megjelent publikaciok szama a ,,vitrifikacié” és a ,,sperma
vitrifikaci6” témakban ndvekvo tendenciat mutat (7. abra), 1990 ota 6tévente megkétszerezodik a
publikalt kutatasok szama ezen a teriileten (Fahy & Rall, 2007). A médszer elénye a hagyomanyos
mélyhiitéssel szemben, hogy nem igényel specidlis hiitdberendezéseket, emiatt egyre inkabb
elotérbe keriil (Vajta & Nagy, 2006; Vajta et al., 2009). A gyakorlati alkalmazasban elsdsorban
emlés embriok (Balaban et al., 2008; Rall, 1987; Van Landuyt et al., 2011) és petesejtek (Egerszegi
etal., 2013; Smith et al., 2011; Somfai et al., 2010; Zhang et al., 2012) mélyhtitésénél terjedtek el
a vitrifikaciés modszerek. A human embrioldgiai klinikakon torténd mélyhtitéses eljarasok soran
kiilondsen magas ardnyban hasznalnak vitrifikaciot, mivel petesejtek és embriok esetében
kevesebb karosodast eredményez ez az eljards, mint a hagyomanyos mélyhiités. Human
spermamintakat tobbnyire ekvilibrium hiitéssel tarolnak, de a vitrifikaciot is hasznaljak bizonyos
esetekben, tobbek kozott ha a donor egészségiigyi problémdk miatt nagyon alacsony
spermiumszammal rendelkezik (Endo et al., 2012; Schuster et al., 2003). A human klinikak
elényben részesitik a vitrifikaciot a hagyomanyos hiitéssel szemben, mivel szamos véddanyag-
mentes vitrifikacios protokoll 1étezik, melyekkel a krioprotektansok citotoxikus hatasai

kikiiszobolhetoek (E. Isachenko et al., 2004).

Az elsé eredményes sperma vitrifikacios protokollt 1938-ban irtak le: béka spermat
vitrifikaltak szacharoz kiegészitéssel (Luyet & Hodapp, 1938). Miutan Polge és munkatarsai 1949-
ben felfedezték a glicerin védéhatasat lassu hiitési sebesség hasznalatakor (Polge et al., 1949), a
vitrifikacio targykorében csokkent a megjelend publikaciok szama, és helyét atvette az ekvilibrium
hiités. A vitrifikacio az 1980-as évektdl kezdett Gjra megjelenni a kutatdsokban, miutan sikeresen
vitrifikaltak egér embriokat (Rall, 1987). Az ekkoriban vitrifikacio soran hasznalt magas (30-40%)
védbanyag koncentraciot tulsagosan toxikusnak vélték spermiumok hiitésére, ezért egészen a

2000-es évekig nem nott a teriilet kutatottsaga. Az attdrést 2002-ben human sperma

crer

crer

pl térfogatt mintdkat. Ezutdn szamos kutatd kezdett human és szarvasmarha sperma
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vitrifikaciojaval foglalkozni, véddéanyagmentesen vagy csokkentett véddanyag koncentracioval

(Desai et al., 2004; Isachenko et al., 2004; Schuster et al., 2003).
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A halsperma vitrifikacio témakorében a kiilonb6z6 szerzOk sok ponton eltérd protokollokat
irtak le: az alkalmazott hiitési térfogat: 10-250 ul kdzott valtozott, a véddanyag koncentracio: 0-
40% kozott volt. A leirt eredmények hatasfoka szintén igen eltérd, a szerzok 0-44%-os felolvasztas
jelentésége van a kis testméretli laboratoriumi modell fajok ivartermékének megorzésében
(Tiersch et al., 2012), mivel a halaktol kinyerhetd korlatozott sperma mennyiség a hagyomanyos

eljarasokkal (miiszalmas hiités) egyedenként nem mélyhiithetd.

Az irodalmi adatok alapjan a tengeri halfajok spermaja jobban toleralja a hiités soran
alkalmazott magas védGanyag koncentraciot, mint az édesvizi halak himivarsejtjei (Drokin et al.,
1998; Kopeika et al., 2007; Suquet et al., 2000). Feltételezik, hogy a tengeri és az édesvizi fajok
sperma membranja kiilonbozé szerkezetil, a tengeri fajok spermiumai ugyanis adaptalodtak a
kornyezet magas ozmotikus nyomdasahoz. Ez a jelenség lehet az alapja a tengeri halfajok
spermajara kidolgozott, magas védéanyag koncentraciét hasznalé eredményes vitrifikacios
eljarasoknak (Cuevas-Uribe et al., 2013). Az édesvizi halak himivarsejtjei a mélyhtitést kovetden
jellemzéen 40-90%-o0s aranyban karosodnak, mig a tengeri fajoknal ugyanez az arany csak 10-
20%-0s (Kopeika et al., 2007). Az els6 sikeres halsperma mélyhiitési protokollokat tengeri fajokra
dolgoztak ki (Blaxter, 1955, 1953), ezeket kdvetden sikeriilt csak édesvizi halfajok spermajat is
sikeresen mélyhiiteni. A vizsgalatok soran nehézséget okozhat az egyedek eltérd

kriorezisztenciaja; azaz a mélyhitéssel szembeni ellenallo képessége (Babiak et al., 1997).
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2. Tablazat. Kiilonboz6 szerzok altal publikalt vitrifikacids protokollok fobb jellemzoi.

Faj Védbéanyag Eszk6z Szerz6
Oncorhynchus mykiss, o Uvegsejt 0,1  Andreev et al,
Acipenser gueldenstaedtii 10% DMSO mm 2009

20% MeOH + 10% MG ] Cuevas-Uribe
Ictalurus punctatus +10% PG Oltokacs 10 ul et al, 2011a
Xiphophorus hellerii 20% glicerin + 20% EG  Oltdkacs 10 pl Cuevas-Uribe
et al, 2011b
Oncorhynchus mykiss 0% (védéanyag mentes) Mlkrocilslepp 20 Merérgﬁft al,

Cynoscion nebulosus,
Lutjanus campenchanus,
Sciaenops ocellatus

Oncorhynchus mykiss

Salmo salar

Colossoma macropomum

Acipenser gueldenstaedtii

15% EG + 15% DMSO
+ 10% glicerin

10% DMSO

10% DMSO

10% DMSO

0% (védéanyag mentes,
AFP kiegészitéssel)

Oltokacs 10 ul

Mikrocsepp 30
pl
Mikrocsepp 30
ul

Miiszalma 0,25
ml

Mikrocsepp 50
ul

Cuevas-Uribe,
2013

Figueroa, 2013

Figueroa, 2015

Varela Junior,
20

(Abed-
Elmdoust et al.,
2015)

A gyakorlatban alkalmazott vitrifikacios eljarasok soran magas koncentracioban hasznalnak

védOdanyagokat, amelyek kozvetetten vagy kozvetleniil karosithatjdk a spermiumokat. A
kozelmultban a csatornaharcsa (Ictalurus punctatus) sperma vitrifikacidja soran kozel 25%-0s
termékenytilést értek el a kovetkezd védbanyag Osszetétellel: 20% MeOH + 20% metil-glikol
(MG) + 10% propilénglikol (PG) (Cuevas-Uribe et al.,, 201la). Mexikoi kardfarkahal
(Xiphophorus hellerii) 20% glicerin + 20% etilénglikol (EG) hasznalataval vitrifikalt spermajaval
termékenyitett ndstények életképes larvaknak adtak életet (Cuevas-Uribe et al., 2011b). Ezen

eredményeket alapul véve kijelenthetd, hogy a halak spermiumai jol toleraljak a magas védéanyag

crer

A véddanyag alkalmazasa nélkiili vitrifikacios eljarasok alapja, hogy novelik az oldat
viszkozitasat. Halfajok esetében kiilonb6z6 fehérjék, példdul BSA (szarvasmarha szérum albumin)
vagy szeminalis plazma felhasznalasaval érik ezt el. Ezzel a modszerrel vitrifikalt szivarvanyos
pisztrang (Oncorhynchus mykiss) sperma esetében kiemelkedden magas (80% koriili) felolvasztast

kovetd motilitas- és membranintegritas értékeket mértek (Merino et al., 2012, 2011), azonban
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ebben az esetben a mikrocsepp viszonylagosan nagy mérete miatt felteheten nem tortént

tényleges vitrifikécio, csak egy gyors hiités.

2.3. Spermatogonium- és primordialis 6ssejt-mélyhiitési eljarasok

Halak esetében a nagy mennyiségii felhalmozott szikanyag miatt a petesejt (ikra) és embrio
mélyhiitése nem kivitelezheté (Chao & Liao, 2001; Gwo et al., 2009; Isayeva et al., 2004; Streit-
Jr et al., 2014), ennek hianyaban kizarolag a mélyhiitott spermabol nem reprodukalhaté az adott
faj, igy a veszélyeztetett fajok ex situ in vitro génmegorzése nem megoldott. Erre a problémara
megoldas lehet a hereszovetbdl izolalt spermatogonialis Ossejtek (spermatogéniumok)
mélyhiitése, melyek steril (pl. triploid) recipiensbe iiltetve a recipiens ivaratdl fiiggden képesek
mindkét ivar iranyaba differencialodni (Lacerda et al., 2013; Robles et al., 2016; Yoshizaki et al.,
2011, 2003), igy a recipiens egyed a donor faj spermajat vagy ikrajat termeli. Ezzel a modszerrel
athidalhaté az ikramélyhiités problémaja, és a mélyhiitott spermatogdéniumok beiiltetésével akar
teljes kipusztulas utan is reprodukalhaté lenne egy adott faj. Azokban a fajokban, ahol az ivar
genetikailag determinalt, a cél a heterogametikus ivar meg6rzése, ugyanis ebben az esetben nem
veszik el genetikai informaci6. Ez azt jelenti, hogy XX/XY rendszer esetében a

spermatogoniumokat, mig ZZ/ZW rendszer esetében az oogéoniumokat célszerti megorizni.

A spermatogoniumok ¢€s primordidlis dssejtek mélyhtitése torténhet izolalt sejtek vagy egész
szovetek formajaban (Wang et al., 2008; Xiao et al., 2010), de akar egész embrid (Higaki et al.,
2013a) mélyhiitését kovetden is izolalhatok ezek a sejttipusok. Az izolalt spermatogoniumokat
larvakorban hasiiregbe injektalva a donor eredetii sejtek kolonizaljak a recipiens ivarszervét,

melyet fluoreszcens jeloléssel nyomon kovethetiink (Okutsu et al., 2006; Y oshizaki et al., 2010).

2.4, Az intracellularis védéanyag-koncentracio csokkentésének
lehetoségei
Az intracellularis véddanyagként hasznalt alkoholok citotoxicitdsa miatt a felhasznalt

koncentraciét a minimalisan elégséges szintre sziikséges csokkenteni. A membran-permeabilis

véddanyagok kedvezo hatasa részben kivalthatd extracellularis védéanyagokkal.

2.4.1. Fehérje kiegészités
A mélyhttési eljarasok soran a névekvd ozmolalitds és csokkend homérséklet hatasara a
sejthartya fehérjéi aggregalodhatnak, valamint a sejthartya instabilla valhat (a lipidmolekulak
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hexagonalis-1I elrendezddésbe keriilése miatt). Egyes foszfolipidek nem képesek a felolvasztas soran
visszaalakulo kettds lipidmembranban visszaszerezni eredeti elrendezodésiiket (9/A abra), igy a
karosodas irreverzibilis (9/B abra). Ezen folyamatok (a fehérjék Osszecsapodasa, a lipidek
rendellenes elrendezédése és a membranszivargasok) visszaszoritasa megoldast jelenthet a
sejthartya stabilizalaséra, ez kiilonbozo tipusu fehérjék higitdbhoz valdé hozzaadasaval érhetd el.

(Horvéth et al., 2006b)
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9. abra: A sejthartya felépitésének sematikus abrazolasa: a foszfolipidek és a fehérjék
elhelyezkedése a sejthartyaban (A), valamint a hdmérséklet csokkenés hataséara kialakulo
valtozasok a sejthartyaban: a foszfolipidek kristalyos (a) és hexagonalis-II (b) elrendezddése,
Osszecsapodott fehérjék (c) (B) (Forras: Horvath et al, 2006b)

A vitrifikacio hatékonysaga fokozhat6 az oldat viszkozitasanak novelésével. Erre a célra
kiilonboz6 fehérjék hasznalhatoak, tobbek kozott a BSA, FBS (magzati borju szérum), valamint a
szeminalis plazma. A szemindlis plazma Osszetétele révén képes csokkenteni a halsperma
mélyhiités soran fellépd karos hatasokat (Lahnsteiner et al., 1998). Ezt a megfigyelést leirtak mar
tobbek kozott 16 (Moore et al., 2005), vadkan (Okazaki & Shimada, 2012), valamint kos és bika
(Graham, 1994) sperma mélyhiités esetében is. A szeminalis plazma felhasznalasakor figyelembe
kell venni az allategészségiligyi kockazatokat: halak esetében ez a kockazat jelentGsen
alacsonyabb, mint az emldsoknél, mivel a szamos halfajra jellemzd kiilsé termékenyitési modnak
koszonhetden a fertdzések esélye alacsony. Emellett az egyedi tenyészérték halak esetében szintén
alacsony emlds fajokhoz viszonyitva, igy a belsdé termékenyitésii fajoknal sincs olyan kockazat,
mint egy kiemelt tenyészértékii szarvasmarha vagy 16 esetében. Fontos, hogy a szeminalis plazma
késébbi eredményes felhasznaldsdhoz a sperma fejésénél el kell keriilni a vérrel vagy tiriilékkel
valo szennyezddést, mivel ezek rontjak a sperma mindségét, valamint taptalajul szolgalnak a
baktériumoknak (Alavi, et al., 2008), emellett a szennyezett sperma szeminalis plazmajanak

Osszetétele szignifikansan megvaltozik (Ciereszko & Dabrowski, 1994). A hiitdmédium
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szeminalis plazmaval torténd kiegészitésének kedvezd hatasat leirtdk a halsperma vitrifikaciod
soran (Merino et al., 2011), azonban a szerz6 szintén szintetikus anal6g hasznalatat javasolja a

mikrobioalis fertdézések elkeriilése érdekében.

2.5.2. Szénhidrat kiegészités

A kiilonb6z6 ozmoprotektans szénhidratok koziil a mélyhiitéses vizsgalatokban kiemelt
szerepe van a trehaloznak. A trehaldoz egy természetes alfa kotésti diszacharid (10. abra),
bioszintézise egyes gombdakban, ndvényekben &és néhany gerinctelen éllatban torténik.
Membranstabilizald hatasa révén (Fuller, 2004) trehaloz kiegészitéssel eredményesebben
6rizhet6k meg bioldgiai mintak, mint mas cukrok hasznalataval (Crowe et al., 1996). Szamos
publikacié szamol be a trehaldz vitrifikacios hatékonysagot noveld hatasarol (Aksan & Toner,
2004; Berlinguer et al., 2007; Green & Angell, 1989; Wusteman et al., 2008).

OH

H O/\OO . ~OH

HO"" (‘) H""cHJ OS~"oH
OH

10. abra: A trehal6z szerkezete. Forras: Internets

Halsperma mélyhiités és vitrifikacid témakorében kevés irodalmi adat elérhetd a trehaloz
kiegészités hatasarol. Egy 2015-ben megjelent cikkben 100 mM trehal6z és 50 mM taurin egyiittes
hasznalataval sikeresen novelték a halsperma mélyhiités utani felolvasztast kdvetden mért
motilitas értékeit (Liu et al., 2015). Egy masik cikk eredményei szerint a halsperma felolvasztas
utani mozgasanak sebessége csak abban az esetben nem csokkent szignifikansan, ha trehal6zt is
tartalmazott a hiitdémédium (Koh et al., 2010). A trehaloz védéanyagként torténd felhasznalasanak
elénye, hogy kevésbé toxikus, mint mas krioprotektiv anyagok (Vuthiphandchai et al., 2009). Egy
lazacféle esetében spermatogdénium mélyhiitése soran a trehal6z ozmoprotektans hatékonysagat

harom mas szénhidrattal (glikéz, raffindz, galaktdz) hasonlitottdk Ossze, és a trehaloz
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szignifikansan hatékonyabbnak bizonyult a masik harom vizsgalt cukornal (Yoshizaki & Lee,
2016).

2.5.3 Koleszterol kiegészités

A koleszterol fontos szerepet jatszik a spermiumok élettani funkcidinak fenntartasaban,
tobbek kozott stabilizalja a membranokat alacsony hémérsékleteken. Ebb6l adéddéan a magas
koleszterol/foszfolipid arannyal rendelkez6 fajok spermiumai jobban toleraljak a hidegsokkot,
mint azon fajok spermiumai, ahol ez az arany alacsony. A spermium membran koleszterol
tartalmanak novelésével (koleszterollal telitett ciklodextrinekkel kezelve) novelheté a mélyhiitott-
felolvasztott sperma minésége (Mocé et al., 2010). A mélyhiitott sperma felolvasztasat kovetden
fontos a koleszterol kivonasa, mivel a koleszterol a membranstabilizal6 hatasa mellett részlegesen
gatolja az akroszoma-reakciot, ezaltal csokkenti a termékenyiilési aranyt. A Kkoleszterol
felolvasztast kovetd kivonasaval azonban ez a negativ hatas nem megfigyelhet6 (Oliveira et al.,
2010). A koleszterol pozitiv hatasat leirtak mén, (Moore et al., 2005; Oliveira et al., 2010), bika
(Mocé & Graham, 2006), vadkan (Lee et al., 2015), kecske (Mocé et al., 2014) és kos (Mocé et

al., 2010) sperma esetében.

Emldsokkel szemben a legtobb halfaj spermiumanak nincs akroszémadja, ezért a koleszterol
akroszoma reakciot gatld negativ hatdsa ezekben az esetekben nem fejezddik ki. Szivarvanyos
pisztrang fajon vizsgaltdk a membran koleszterol tartalmanak novelését: a felolvasztas utani
membranintegritdst sikeresen ndvelték, azonban a felolvasztott sperma termékenyitd képességét

nem ndvelte az eljaras (Miiller et al., 2008).

2.6. A kisérleti halfajok jelentosége

2.6.1. Laboratoriumi modell halfaj

A zebradani6 széleskorlien alkalmazott modell faj, melyet huméan betegségek
tanulmanyozasara (Bakkers, 2011; Lieschke & Currie, 2007; Malhotra & Sebat, 2012; Seth et al.,
2013; Sullivan & Kim, 2008), fejlodésbiologiai és transzgenikus modellként (Ellett & Lieschke,
2010; Lele & Krone, 1996), valamint toxikoldgiai tesztrendszerekben (Dai et al., 2014; Hill et al.,
2005; MacRae & Peterson, 2015; Spitsbergen & Kent, 2003, 2007) egyarant alkalmaznak. A faj
kis testméretébdl adodoan az egy egyedhez tartozd sperma hagyomanyos moédszerekkel torténd
mélyhiitése nem kivitelezheté (Tiersch et al., 2012; Yang & Tiersch, 2009). A modellként
alkalmazott fajok genetikai allomanyanak megérzése kiemelt fontossagh kutatasi teriilet (Mazur

et al., 2008).
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2.6.2. Természetvédelmi szempontbol jelentds halfajok

Az eurdpai angolna mesterséges szaporitdsa napjainkban jelentdsen kutatott teriilet
(Penaranda et al , 2008), am a tudomany jelenlegi allasa szerint nem kivitelezhet a sikeres
szaporitast kovet6 larvanevelés (Miiller et al., 2012). A sikeres larvanevelés jelenlegi korlatai miatt
is kiemelt szerepe van a faj genetikai tartalékai in vitro megérzésének. Az angolna a veszélyeztetett
statusza mellett nagy gazdasagi jelentoséggel bir a tengeri és édesvizi haldszatban, valamint az

intenziv haltermelésben (Pintér, 2015).

A marvanypisztrang allomanya folyamatosan csokken, é16helyérdl fokozatosan kiszoritjak
mas fajok kompeticio, illetve hibridizacié révén (Berrebi et al., 2000; Crivelli et al., 2000). A faj
a tobbi pisztrangfélétdl kiilonleges, marvanyszerl szinezete, és kiemelten magas novekedés rataja
révén kiiloniil el, ezen tulajdonsagai miatt a gazdasagi jelentésége (horgaszati hasznositas)
kiemelt. Napjainkban csupan nyolc genetikailag tiszta marvanypisztrang populécio talalhatd a

szlovéniai Soca folyo vizgyijtéjében.

Az adriai pér a pénzes pér faj egy genetikailag kiilonallo populéacidja, Szlovéniaban
egyetlen foly6 vizrendszerében él (Horvath et al., 2015; Horvath et al., 2012; Susnik et al., 2004).
A populéciot veszélybe sodorta a mas vizgylijtokbol szdrmazo pérallomanyok betelepitése, ami
nem kivant hibridizaciohoz és introgresszidhoz vezetett. A helyzet javitdsdra a Tolmini
Horgészegyesiilet munkatarsai minden évben mélyhtitik a vad populaciok spermajat, és az azzal

torténd termékenyitéseket kovetden kitelepitéseket végeznek, ezzel ndvelve az egyedszamot.

2.6.3. Gazdasagi jelentdségii halfajok

A sebes pisztrang, ponty, compo és siigér (mas néven csaposiigér) halfajok a halgazdasagi
termelésben foglalnak el fontos helyet (De Groot, 1987; Purdom, 1993; Woynarovich et al., 2011).
Hazankban a haltermelés mellett horgaszati hasznositasban fontos szerepe van a pontynak és a
pisztrangfajoknak. A compo és a siigér szintén jelen van a horgaszvizekben, azonban jelentdségiik

csekélyebb (Pintér, 2015).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérleti allomany és sperma mindésités

A Kkisérletek soran az allatokat érd stressz minimalizaldsara torekedtiink, a vizsgalatokat az
Elelmiszerbiztonsagi Kormanyhivatal és az Allategészségiigyi Korméanyhivatal engedélyezte
(engedély szam: XIV-1-001/2299-4/2012, Pest megye, Budapest, Magyarorszag). A vizsgalatok
soran felhasznalt vegyszereket a Sigma-Aldrich (Budapest, Magyarorszag) és Reanal (Budapest,
Magyarorszag) cégektol szereztiik be. A sperma-vitrifikacios kisérletek soran a halak kiilénb6z6
intézményekben voltak elhelyezve (3. tablazat). A halaktdl a spermat fejéssel nyertem ki. A
halakat altatasban fejtem a gyakorlatban alkalmazott altatasi modszertan (angolna: 60 mg/I
benzokain, siigér és zebradanié: 150 mg L™t MS-222, t5bbi halfaj: 0,4 ml/I 2-fenoxietanol) szerint.
Ponty, compo, sligér €s angolna fajok esetében a fejést hormondlis indukcio elézte meg. A
spermavételt kovetéen a halakat altatooldattol mentes, oxigénben dus vizbe helyeztik. A
kisérletek megkezdéséig a spermat olvadd jégen taroltuk (maximum 30 percig). Az Osivarsejt-
vitrifikdciés vizsgalatok esetében a halak (ponty és zebradanid) thlaltatasat kovetéen az
ivarszerveket kimetszettiik. Az egyes fajokra jellemzd egyedi kezeléseket az aldbbiakban

csoportositva fejtem ki (3.1.1. fejezettdl kezdddden).

Az 6sszegyljtott sperma mindségét az aktivaciot kovetd motilitds mérésével hataroztam meg
szamitogépes spermavizsgalati rendszer (CASA) hasznalataval (11. abra). A sperma aktivaciojat
fajspecifikus oldatokkal végeztem, melyekhez minden esetben BSA-t (0,01 g/ml) kevertem a
sejtek livegre tapaddsanak gatlasahoz. A CASA rendszer a Sperm Vision® nevil szoftvert
haszndlja, amely felismeri a mozg6 és statikus sejteket. A rendszer altal mért szamos paraméter
kozil a progressziv motilitast valasztottam a vitrifikacios protokollok értékeléséhez (Rurangwa et
al., 2004; WHO, 2010; Wilson-Leedy & Ingermann, 2007). A CASA-t az alabbi beallitasokkal

hasznaltam:

e progressziv motilitds kiiszobértéke (minden halfaj esetében): DSL (megtett egyenes
utvonal a mozgas kiindulési- és végpontja kozott) >5 pm,

e pixel/um arany: 151/100,

e fej teriilet méret: zebradani6 1-50 um?, angolna 5-80 um?, siigér 1-80 um?, a tbbi halfajnal

altalanosan hasznalt 1-100 um?,
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11. 4bra: A Halgazdalkodasi Tanszék laboratoriumaban talalhatdé CASA berendezés:
szamitogépes rendszerrel 6sszekotott mikroszkdp haszndlat kozben (A) és a mikroszkop
objektivje ala helyezett Makler kamra (B), CASA felvétel friss (C), valamint vitrifikacié utan
felolvasztott zebradanio sperma vizsgalatakor (D). A piros szinnel jel6lt sejtek immotilisak (nem
mozognak), a zold sejtek progressziven mozognak (a jelolt vonal mentén), a sotétkék sejtek
korkorosen mozognak, a fehérek linedris, a liladk nem-linearis, a vilagoskékek lokalis mozgast
végeznek.

A spermat fajonként optimalizalt izotonids hiitémédiummal higitottam, majd hozzaadtam a
véddanyagokat kiilonboz6 koncentracioban. A vitrifikacios technikdk hatékonysagat miiszalmas,
oltokacsos és Cryotop-0s (Kuwayama, 2007) modszerrel is teszteltem (12. abra). Minden esetben
kozvetleniil folyékony nitrogénbe helyeztem az oldatot tartalmazd eszkozt, eldzetes
nitrogéngd6zben végzett hiités nélkiil. A vitrifikacid eredményességét vizualis megfigyeléssel is
vizsgaltam: a jégkristalyok képzddésével jard fagyott anyag tejszerti, mig a vitrifikalt oldat

iivegszertien attetszo.
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12. abra: Vitrifikacios eljarasok soran hasznalt eszk6zok: Cryotop, miiszalma, oltokacs

A Cryotopon és oltoékacson vitrifikalt szuszpenziokat kdzvetleniil az aktivalo oldatba helyezve
olvasztottam fel, a folyékony nitrogénbdl torténd kivétel és az aktivald oldatban torténd
felolvasztas kozott eltelt id6 minden esetben 1 masodperc volt (stopperrel mérve, N=50). A

miszalmékat vizfiirdében olvasztottam 40°C-on, 11 masodperc alatt.

A felolvasztas utani motilitas értékek mellett zebradanio- és angolnasperma esetében a
membranintegritast is vizsgaltam (13. abra). A Valenciai Miiszaki Egyetemen végzett vizsgalatok
soran angolna spermiumok membranintegritas vizsgalatanal a PI/SYBR 14 festést hasznaltam,
azonban a Szent Istvan Egyetemen végzett zebradanio sperma festésekor PI/SYBR Green festést
hasznaltam (Horvath et al, 2012). A mintakat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltam: az €16 sejtek
z6ld szinliek, az elpusztult sejtek pirosak. Az életképesség vizsgalata soran a QCapture Pro
(QImaging, Canada) szoftver segitségével a megfestett mintakrol digitalis felvételeket készitettem,
majd a fényképeken szamoltam a membran-intakt (z6ld) sejtek ardnyat az ImageJ 1.501 (National
Institutes of Health, USA) szoftverrel. Azon fajok esetében, ahol rendelkezésiinkre allt megfeleld
mindségli ndivart allomany, termékenyitési tesztet végeztem. Angolna faj esetében morfometriai

vizsgalatokat végeztem a vitrifikalt spermiumokon.
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13. 4bra. Kiilonb6z6 halfajokon elvégzett kisérleti elemek 6sszegzése (z61d nyilak: friss
spermaval végzett vizsgalatok, kék nyilak: vitrifikalt-felolvasztott spermaval végzett
vizsgalatok).
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helyszinei.

Faj Vizsgalatok idopontjai Helyszin

Eurodpai angolna, 2014 aprilis, oktober, 2015 junius, SZIE AKI Halgazdalkodasi

magyar alloméany julius Tanszék

Eurdpai angolna, 2014 marcius, aprilis, november, Valenciai Miiszaki Egyetem,

spanyol allomany december Spanyolorszag

Compb 2014 jinius, jalius, 2015 jalius SZIE AKI Halgazdalkodasi
Tanszek

Marvanypisztrang 2015 november Tolmini Horgész 'Egyesiilet,
Szlovénia

Pénzes pér 2015 aprilis, 2016 aprilis Tolmini Horgasz Egyesilet,

Sebes pisztrang

Ponty

Stigér

Zebradanio

2016 januar
2014 majus, 2015 majus, junius

2013 december, 2014 januar, februar,
marcius, november, december, 2015
janudr, februar, marcius, aprilis

2013 szeptembertdl folyamatosan
(2016 decemberig)

Szlovénia
Lillafiiredi Pisztrangtelep

SZIE AKI Halgazdalkodasi
Tanszék

SZIE AKI Halgazdalkodasi
Tanszék

SZIE AKI Halgazdalkodasi
Tanszek

37



10.14751/SZIE.2017.060
3.1.1. Lazacfélék

Lazacféléktdl mind a harom vizsgalt faj (14. abra) esetében ivasi idészakban végeztem a

spermagytjtést.

14. 4bra: A vizsgalt lazacfélék: pénzes pér (A), marvanypisztrang (B), sebes pisztrang (C)

3.1.1.1.Pénzes pér

2015 és 2016 aprilisaban végeztem a vizsgalatokat a Tolmini Horgasz Egyesiilet (Ribiska
Druzina, Tolmin, Szlovénia) telepén talalhato egyedek (n=20) spermajanak felhasznalasaval. A
2016-o0s vizsgalatok soran termékenyitési tesztet is végeztem (15. abra), az ikras egyedek szintén

az egyesiilet tenyészallomanyabol szarmaztak.

Az optimalis sperma vitrifikacios modszer kidolgozasa utan az alabbiakat vizsgaltam pér

fajban:

e higitéoldatok dsszehasonlitasa: pér szemindlis plazma és pér higito,

e avitrifikacios oldat trehal6z kiegészitésének vizsgalata (0/0,2/0,4 M trehaldz).
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15. &bra: Vitrifikalt spermaval termékenyitett pénzes pér ikra a Tolmini Horgasz Egyesiilet
keltet6hazaban.

3.1.1.2.Marvanypisztrang

2015 novemberében végeztem a vizsgalatokat a Tolmini Horgasz Egyesiilet telepén talalhat6

egyedek (n=10) spermajanak felhasznalasaval.

A vizsgélatok soran az aldbbi modszereket hasonlitottam 0ssze, minden véddanyag-

kombinéciot Cryotopon és oltokacson egyarant vizsgalva:

e 1. védbéanyag kombinacio (CP1): 20% MeOH + 20% PG (Kasa et al., 2016)

e 2. védbéanyag kombinaci6 (CP2): 10% DMSO + 30% EG (Cuevas-Uribe et al., 2013)

e 3. védbéanyag kombinacid (CP3): 20% glicerin + 20% EG (Cuevas Uribe, 2011a)

e 4. védbéanyag kombinacid (CP4): 20% MeOH + 10% MG + 10% PG (Cuevas-Uribe et al.,
2011b)

3.1.1.3.Sebes pisztrang

2013 és 2016 kozott a természetes szaporodasi szezonban (novembertdl januarig) végeztem a
vizsgalatokat a Lillafiiredi Pisztrangtelep allomanyan (n=10). Sebes pisztrang fajban a lazacfélékre

kidolgozott vitrifikdcios modszert teszteltem motilitas és termékenyiilés értékeket mérve.
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3.1.2. Pontyfélék

3.1.2.1.Zebradanio

A vizsgalt zebradanio egyedek (n=30) a Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodasi Tanszékén
tartott AB vonalbol keriiltek ki. Ezt az allomanyt 2013 0szétél 2016 tavaszaig hasznaltam
kisérleteim soran. Egy csoportba tartozo tejeseket (15 egyed) hetente egy alkalommal fejtem,

mivel 7 nap elegendé a halaknak a sperma ujratermelésére.

A zebradanio himek fejését iivegkapillarissal, mikroszkop alatt végeztem (16. abra). A fajtol
gyljthetd sperma mennyisége altalaban nem éri el az 1 ul-t, igy ez az egyediili modszer, amivel
boncolas nélkiil kinyerhet6 a hal ivarterméke. A halakat vizsgalat el6tt MS-222 oldatban altattam,

a lefejt spermat HBSS oldatba helyeztem a vizelettel vald szennyezddés altal okozott aktivacio

gatlasara (Jing et al., 2009).

16. abra: Szivacson rogzitett zebradanio sperma fejése mikroszkop alatt, a has csipesszel torténd
kétoldali nyomasaval, iiveg kapillarissal.

A termékenyitési teszt elvégzéséhez a néivara egyedek ikrajat altatast kovetden szaraz Petri
csészébe fejtem (hasfal nyomasaval), majd 10 egyedtdl szarmazd ivarterméket milanyag
spatulaval 6sszekevertem az ikra-mindség egységessé tételére. Kontroll termékenyitést frissen fejt

spermaval végeztem, a Vitrifikalt mintaval azonos sperma:ikra aranyt alkalmazva a

termékenyitéskor.

A vizsgélatok soran el6szor az aldbbi két, eldkisérleteim alapjan zebradanié sperma

vitrifikaciora hatékonynak talalt védéanyag-kombinaciot hasonlitottam 0ssze:

e 10% MeOH + 10% PG + 10% MG,
e 15% MeOH + 15% PG.
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Ezt kovetéen az optimalis véddanyag-kombinaciot kiilonbozd trehaloz kiegészitésekkel
(0/0,2/0,4M) hasonlitottam Ossze, majd a leghatékonyabb modszer eredményességét

termékenyitési probaval is teszteltem.

3.1.2.2.Ponty

A 16 himivaru ponty (testtomeg: 1582 + 221 g, teljes testhossz: 46,5 = 2 cm) a Szent Istvan

Egyetem Halgazdalkodasi Tanszék haltartdo épiiletében keriilt elhelyezésre, az allomany az

rrrrrr

hastiregbe oltott hipofizis injekcioval indukaltam.
Az optimalis sperma vitrifikaciés modszer kidolgozasa utan az alabbiakat vizsgaltam ponty fajban:

e higitdoldatok dsszehasonlitasa: ponty szemindlis plazma és pér higito,

e avitrifikdcids oldat trehaldz kiegészitésének vizsgalata (0/0,2/0,4 M trehal6z).

3.1.2.3.Compo

A 17 himivard comp¢ (testtomeg: 500 + 48 g) a Szent Istvan Egyetem Halgazdalkodasi

------

el6tt 10 mg/ttkg hasiiregbe oltott hipofizis injekcioval indukaltam.

Compo fajban az optimalis higitasi arany meghatarozasa volt az elsddleges cél, ezt kdvetden a

trehal6z kiegészités (0/0,2/0,4 M trehaldz) hatasat vizsgaltam.

3.1.3. Siigérfélék

A 27 tejes (teljes testhossz: 19,5 + 4 cm; testtomeg: 101 £ 67 g) és 14 ikras (testtomeg: 106 +
57 g) egyedbdl allo csaposiigér allomany tavakbol torténd lehalaszas utan a Halgazdalkodasi
Tanszék haltarto épiiletében keriilt elhelyezésre. A sperma fejését a hormonalis indukciot (250 1U
kg hCG) kévetd hatodik napon végeztiik, mivel korabbi vizsgilataink eredményei alapjan ebben
az idGintervallumban a legnagyobb a sperma mennyisége és legjobb a mindsége. Altatast kovetden
(MS-222, 150 mg L) az ivarnyilas kornyékét papirtorldvel szarazra térdltem, majd ezt kdvetden
1,5 ml-es Eppendorf csdvekbe fejtem a spermat a has oldalso részére kifejtett nyomassal. A friss
spermamintak (17/A abra) vizsgalatat kovetden a 80% progressziv motilitasnal magasabb értéket

mutaté mintakkal dolgoztam tovabb.
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A termékenyitési tesztekhez a siigér ikrasokat egyszeri hormon injekcioval kezeltem (hCG,
500 NE/testtomeg kg, Ferring, Saint Prex, Svajc), ezt kovetéen petefészek biopsziaval minden nap
megvizsgaltam az éré oocytakat az ovulacié varhat6 idopontjanak becsléséhez. A vizsgalatokhoz
az ikrat Serra-féle felvilagosito oldatba helyeztem (70%-os etanol, 40%-os formaldehid és 99,5%-
os ecetsav 6:3:1 aranyu keveréke). Az olajcsepp mérete €s elhelyezkedése alapjan hataroztam meg
az ikra érettségét és az ovulacid bekdvetkezésének feltételezett idopontjat: az ovulacidhoz kozeli
allapotban 1év6 ikraszemekben egyetlen nagy méretli olajcsepp lathatd (Zarski et al., 2012). A
varhat6 ovuléciod eldtti napon az ivarnyilast bevarrtam a spontan ikraleadas elkeriilésére, majd az
ikra fejése elott a varrast eltavolitottam €s az ivarnyilas kornyékét szarazra toroltem. Az ikrat
szaraz edénybe fejtem (17/B abra), felhasznalasig hiitve taroltam (4° C-on). A termékenyiilési

szazalékot inkubaciot (17/C ébra) kovetden szamoltam fénymikroszkop alatt (17/D).

C

17. abra: Siigér sperma (A) ¢€s ikra (B) fejése, a termékenyitett ikrak inkubalasa (C), fejlodo
embriok fénymikroszkoppal fotézva (D).

A vizsgalatok soran az alabbi védéanyag-kombinaciokat hasonlitottam Ossze:

e 10% MeOH + 10% PG + 10% MG
e 10% MG + 10% PG
e 15% MG + 15% PG
o 20% MG + 20% PG.

Ezt kovetden a legmagasabb motilitast eredményez6 modszerrel vitrifikalt sperméval

végeztem termékenyitési probat.
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3.1.4. Angolnafélé¢k

Az eurdpai angolna esetében vizsgaltam egy magyar és egy spanyol allomany spermajanak
kertiltek elhelyezésre 96 literes akvariumokban. A halak atlagos testtomege 115 + 8 g volt. A
magyar angolna allomany (n=10) a Balatonbol szarmazott, és a Szent Istvin Egyetem

Halgazdalkodasi Tanszékének haltarto épiiletében volt elhelyezve.

18. 4bra: Europai angolna hormonalis kezelése (A) és hasi nyomassal, fecskenddvel torténd
spermagytjtés (B)

A halakat minden esetben hormonalis injekcioval kezeltiik a spermiacié indukalasara (hCG,
1,5 1U/g testtomeg, 18/A abra). A mintavételekre (18/B abra) a rendszeres hetenkénti hormonalis
kezeléssorozat 8. és 10. hete kozott keriilt sor, mivel a sperma mindsége ebben az iddszakban a
legjobb (Perez & Asturiano, 2000). A mintavételekre az aktualis heti hormonkezelés utan 24

oraval kerilt sor.

A spermagyiijtés mindkét allomany esetében azonos modon tortént: altatast kovetden (60 mg/I
benzokain) a szarazra tor6lt ivarnyilasu angolnak spermajat hasi nyomassal nyertem ki, majd
pipettaval gyljtottem Ossze. A spermat 15 ml-es centrifugacsovekben olvadd jégen taroltam

tovabbi felhasznalésig.

A spanyol angolnaallomany esetében a motilitas értékek vizsgalata mellett a spermiumok
fejének morfometriai elemzését is elvégeztem az ASMA szoftverrel (Computer Automated Sperm
Head Morphometry Analysis, Sperm Class Analyser, Morfo Version 1.1, Imagesp, Barcelona,
Spain). Glutaraldehides fixalast (1:20 v/v, 5%-os glutaraldehid s6oldatban) kdvetéen minden
mintaban 100 spermium fejérdl készitettem felvételt, melyekbdl a program keriilet- és teriilet
adatokat szamolt, ezek atlagértékeit hasonlitottam Gssze a kiilonb6zo kezelési csoportok kozott

(19. abra).
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19. abra: Morfometriai elemzéshez rogzitett angolna spermium-fejek képei 100x nagyitasban,

glutaraldehides fixalast kdvetden.

A vizsgalatok soran elséként az alabbi véddanyag-kombinacidkat hasonlitottam Ossze:

e 10% MeOH + 10% PG + 10% MG
e 20% MeOH + 20% PG.

Ezt kovetden a higito trehaldz kiegészitésének hatasat vizsgaltam kiilonb6z6 koncentracidkkal

(0/0,2/0,4/0,8M trehaloz).

3.2.  Spermatogoniumok vitrifikacidja

A hal ivari 6ssejtek vitrifikacios protokolljainak kidolgozasahoz a zebradanidt és a pontyot

valasztottam modellnek (20. abra). Ezen vizsgalatok esetében az ivarszervet mitéti uton

eltavolitottam a halak tulaltatasat (MS-222 oldat) kdvetéen. A zebradanio esetében az ivarszervek

kivételét mikroszkop alatt végeztem. A kioperalt szerveket L-15 izotonias oldatba helyeztem

(Leibovitz, 1963).
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20. abra. A ponty és zebradanio fajokon végzett spermatogdnium vitrifikacids vizsgalatok

sematikus abraja. (Marinovi¢, 2017 alapjan)

3.2.1. Zebradani6 spermatogoniumok vitrifikacioja

A vizsgalatokhoz 10 zebradaniot talaltattam, a heréket mikroszkop alatt kimetszettem (21.

abra), majd L-15 médiumba helyeztem.

21. 4bra. Zebradanio6 hereszovet eltavolitdsa mikroszkop alatt.
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A szovetdarabokat akupunktiras tiikre régzitettem (22/A abra), majd a tiikre helyezett
szoveteket kétlépéses protokoll soran helyeztem a hitdmédiumokba (22/B abra). Szamos
védOanyagot teszteltiink kiillonb6z6 koncentraciokban ¢és kombinaciokban, kétlépéses

hozzaadassal:

-els6 1épés: ekvilibracids oldatba (E) helyezés (5 perc),

-masodik 1épés: vitrifikacios oldatba (V) helyezés (30 masodperc).

Minden ekvilibraciés médiumot minden vitrifikadciés médiummal kombindlva teszteltiink. Az
alkoholok (lasd: 3. tdblazat) mellett minden hiitdémédiumban ozmoprotektansként trehaldz
kiegészitést (0,5 M), a viszkozitas novelésére pedig fehérje kiegészitést (10% FBS), valamint
25mM Hepes kiegészitést alkalmaztunk.

3. tablazat: Az egyes ekvilibracids (E1-E3) és vitrifikacids (V1-V3) oldatok dsszetétele.

VédOanyag Osszetétel

El 1,5M MeOH + 1,5 M PG
E2 1,5M MeOH + 1,5 M DMSO
E3 15MPG+15M DMSO
V1 1,5M MeOH + 4,5 M PG
V2 1,5M MeOH + 5,5 M DMSO
V3 3MPG +3MDMSO

Az olvasztas az ozmotikus sokk minimalizalasa érdekében 3 1€pcsds protokoll alapjan tortént:

1. 10% FBS + 0,3 M trehaloz (1 perc)
2. 10% FBS + 0,1 M trehal6z (3 perc)
3. 10% FBS (5 perc)

A friss szovetet, majd felolvasztast kovetden a vitrifikalt szovetet emésztettem és festettem

az alabbi multi-enzimatikus emésztéses modszertan szerint:

370 ul L-15 oldat kimérése

Szovetdarab hiitdmédiumba helyezése és apritasa
50 pul kollagenaz oldat (20 mg/ml) hozzdadésa

75 pl tripszin oldat (10 mg/ml) hozzdadasa

o ~ W N e

5 ul DNéaz-I oldat (1 mg/ml) hozzaadéasa
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6. Osszekeverés

7. 24°C-on 90 perces inkubaci6 razdasztalon

8. Emésztési folyamat leallitasa: 400 pl L-15 médium és 100 ul FBS hozzaadasa

9. Sziirés (50 um-es sziirén at)

10. Centrifugalas (50xg, szobahdmérsékleten, 10 perc)

11. A feliiluszo6 eltavolitasa

12. A képzodott pellet reszuszpendalasa 20 pl L-15 oldatban

11. Eletképesség vizsgalata tripan-kék festéssel (1:1 higitasban), sejtszamlalas Makler-

kamraval

22. dbra. Zebradanio6 hereszovet darabok rogzitése akupunktaras tiikre (A) €s a tiik vitrifikacids
médiumba helyezése.

3.2.2. Ponty spermatogoniumok vitrifikécioja

Ponty faj esetében a modszertan €s a vizsgalt ekvilibracios ¢és vitrifikald oldatok osszetétele
megegyezett a 3.2.1. fejezetben leirtakkal, azzal az eltéréssel, hogy amig a zebradanio kis
testméretébdl adodoan teljes heréket rogzitetem az akupunkturas tlire, ponty esetében a herét 40
mg-os darabokra vagtam (a szovetdarabok egyedi tomegét mérlegen ellendriztem), és ezeket

vitrifikaltam a tiikre rogzitve.

3.3. Statisztikai analizis

A vitrifikacios vizsgalatok adatainak statisztikai elemzéséhez a GraphPad Prism (version
5.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego California USA) programot hasznaltam. A
legtobb vizsgalat esetében az elemszam alacsony volt (N<10), ezért az eredmények statisztikai
értékelésére nem-parametrikus teszteket (Kruskal-Wallis proba és Dunn-teszt) alkalmaztam. A
kontroll (friss sperma) progressziv motilitas értékeit kihagytam a statisztikai elemzésekbdl,

azonban referencia értékként minden esetben feltiintettem a kontroll motilitas értékeket.
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4. EREDMENYEK

Osszesen négy csaladba tartozo nyolc halfaj esetén sikeriilt kidolgoznom sperma-vitrifikacios
modszereket (4. tablazat). Az optimalis sperma-vitrifikdcids modszerek kozott fajonként jelentds
eltéréseket talaltam a véddanyag tipusa és koncentracidja, valamint az optimalis hitémédium ¢és
higitasi arany terén egyarant. Két tényezoben egyeztek meg az optimalis protokollok az Gsszes
vizsgalt faj esetében: az elsd pont a hiités térfogata, ami kizarolag 10 mikroliter alatt volt megfeleld
a vitrifikacidhoz (ezen modszerek koziil is a legkisebb toltési kapacitasu Cryotop bizonyult a
leghatékonyabbnak). A masik kozos pont a véddanyag-koncentracid, amelynek tekintetében
minden esetben 30-40% ko6zott mértem a legjobb eredményeket. Megfigyeléseim alapjan 30%
védOanyag koncentracio alatt a médszer nem eredményez teljes vitrifikaciot (ezekben az esetekben
jégkristaly-képzodés volt megfigyelhetd, a mintak nitrogénbe helyezve kifehéredtek), 40%
védOanyag koncentracid felett pedig a citotoxikus hatds volt jelentds (a vitrifikacios teljes volt,
azonban a felolvasztds utdni mindségjelzd paraméterek szignifikansan csokkentek). A higitasi
arany, véddanyag Osszetétel illetve hiitdmédium tekintetében a mélyhutési protokolloknal leirt

fajra jellemz6 kiilonbségeket tapasztaltam.

A kisérletek sordn tesztelt véddanyagokat halspermdn végzett akut toxicitasi vizsgalatok
alapjan valasztottam ki (Cuevas-Uribe et al., 2011a). A kiilonb6z6 krioprotektansok kedvezd
tulajdonsagait kombinalassal fokoztam: a metanol konnyen athatol a membranokon, és
viszonylagosan alacsony a toxicitasa (Ali & Shelton, 2007), a metil-glikol és a propilén-glikol

el6segiti az livegszerl szerkezet kialakulasat (Robles et al., 2005; Weiss et al., 2010).

A progressziv motilitds értékek minden esetben szignifikansan csokkentek a friss kontroll

értékhez képest.
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4. Tablazat: A kiilonb6z6 fajok esetében a legmagasabb, vitrifikaciot kovetd felolvasztas utan

mért progressziv motilitas értékeket eredményezd protokollok 6sszefoglalasa.

Csalid Faj Prog.mot.  Termékenyiilés TLBASI yiikmédium Védanyag
arany
Pénzes pér 0
(Thymallus 8,75+6,25% 13,1£11,7% 1:1 Pér higito 15% MOH
+ 15% PG
thymallus)
Lazacfélék Marvanypisztrang
: 20% MOH
[ - . SN
(Salmonidae) (Salmo 8,6+0,7% 1:1 Pér higito 20% PG
marmoratus)
Sebes pisztrang N ) o rs 20% MOH
(Salmo trutta) 13,245,8% - 11 Pér higito +20% PG
Zebradani6 (Danio o o ) 15% MOH
rerio) 10.8£5.2% 0,7+0,3% 1:4 HBSS + 15% PG
Ponty 10% MOH
Pontyfélék Ponty (C)_/prinus 7.240.6% ) 1:100 szeminalis +10%
(Cyprinidae) carpio) T plazma + pér MTX
higitd +10% PG
10% MOH
Compo (Tinca N ) Tt +10%
tinca) 3,1+0,1% 1:4 Pér higito MTX
+10% PG
Stigérfélek Stigér (Perca o o ) 15% MOH
(Percidae) fluviatilis) 141,6% 4,9+4.8% 15 Tanaka 7500 b
s o 0
Angolnafélék Eurodpai angolna 10,341,7% i 11 Tanaka + 20% MOH

(Anguillidae)  (Anguilla anguilla) 0,2M trehaldéz +20% PG

4.1. Sperma vitrifikacio: lazacfélék
4.1.1. Pénzes pér sperma vitrifikacigja
Pénzes pér fajban 30% véddanyag (15% MeOH + 15% PG) felhasznalasaval, 1:1 higitasi

arannyal (sperma:hiitémédium), pér szeminalis plazma higitoval, Cryotop eszk6zon vitrifikalva

8,75 + 6,25 % felolvasztas utani progressziv motilitast mértem (friss kontroll: 95,5 + 0,5 %).

A trehaloz kiegészités a pérsperma esetében szignifikansan csokkentette a felolvasztas utani
motilitas értékeket (23. abra).
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felolvasztast kovetden mért motilitas értékeire (N=5). Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget

jeldlnek (p<0,05).

A vitrifikalt pérspermaval termékenyitve a szempontos stadiumig fejlédé embriok aranya
14,3+12,7% volt (kontroll: 77,149%), a kelésig az embriok 13,1+11,7% jutott el (kontroll:
73,9+£10,4%). A kisérleti csoportok termékenyiilési értékei (szempontos stadiumig fejlodés és
kelés aranya) szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint a kontroll csoportban mért paraméterek

(24. abra), azonban a vitrifikalt csoportban nem tortént szignifikans csdkkenés a szempontos

stadium és a kelés kozott.
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24. dbra: Termékenytiilési mutatok vitrifikalt pénzes pér spermaval torténd termékenyités utan,
szempontos ikra illetve kelési szazalék tekintetében (N=5). Az eltérd betiik szignifikans

kiilonbséget jelolnek (p<0,05).

4.1.2. Marvanypisztrang sperma vitrifikacioja

Marvanypisztrang fajban 40% véddanyag (20% MeOH + 20% PG) felhasznalasaval, 1:1
higitasi arannyal (sperma:htitdmédium), pér higitdval, Cyrotop eszkdzon vitrifikalva 8,6 + 0,7 %
felolvasztas utani progressziv motilitast mértem (friss kontroll: 78,4 + 23,3 %). Ezzel a
vitrifikacios modszerrel szignifikdnsan magasabb volt a sperma felolvasztas utdni motilitdsa, mint

a tobbi modszer hasznalataval (25. abra).
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Protokollok

felolvasztas utan mért progressziv motilitas értékek (N=6). Az eltérd betiik szignifikans

kiilonbséget jeldlnek (p<0,05).

4.1.3. Sebes pisztrang sperma vitrifikacidja

Sebes pisztrang fajban 40% véddanyag (20% MeOH + 20% PG) felhasznalasaval, 1:1 higitasi
arannyal (sperma:hlitdmédium), pér higitoval, Cyrotop eszkézon vitrifikdlva 13,2 + 5,8 %

felolvasztas utani progressziv motilitast mértem (N=6, friss kontroll: 84,4 + 9,7 %).

A vitrifikalt spermaval termékenyitési probat végeztiink (5 Cryotop / 100 ikraszem, N=6),
azonban nem talaltunk szempontos stadiumig fejlodé embriot a kisérleti csoportban (kontroll: 37
+ 5,2%).

4.2. Sperma vitrifikacio: pontyfélék
4.2.1.Zebradanié-sperma vitrifikacioja

Zebradanio fajban 30% véddanyag (15% MeOH + 15% PG) felhasznalasaval, 1:4 higitasi
arannyal (sperma:hiitémédium), HBSS higitoval, Cyrotop eszkdzon vitrifikalva 10,8+5,2%
felolvasztas utani progressziv motilitast mértem (friss kontroll: 84,5+8%). Ugyanezzel a
protokollal a vitrifikalt-felolvasztott mintakban SYBR-14/PI festést kovetéen a membran-intakt

sejtek aranya 91,4+2% volt, mely nem kiilonbozott szignifikansan a kontrolltol (96+1,4%).
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A 0,2 M-os trehaloz kiegészitésnek nem volt szignifikdns hatasa a felolvasztas utani

motilitas értékekre, 0,4 M trehaloz kiegészitésnél pedig szignifikansan csokkent a vitrifikalt

zebradani6 sperma motilitasa (26. abra).
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felolvasztast kovetden mért motilitas értékeire (N=12). Az eltér6 betlik szignifikans kiilonbséget

jelolnek (p<0,05).

Az optimalis protokollal vitrifikalt spermaval termékenyitést végeztem, melynek
eredményeképp az embriok 0,7+0,3%-a kelt ki (N=5, kontroll: 59,8+3%). A kikelt embridk (27.

abra) morfoldgiailag nem mutattak eltérést a kontroll csoporttol.
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C D

27. dbra: A vitrifikalt zebradanio spermaval végzett termékenyitési probabol szarmazé fejlodo
embriok képei (embridk a vitrifikalt spermaval termékenyitett csoportbdl: B,C,D, embriok a friss

spermaval termékenyitett kontroll csoportbol: A).

4.2.2. Pontysperma vitrifikacidja

Ponty esetében elsdként az idealis higitasi aranyt kellett meghataroznom. Osszehasonlitottam
a mélyhttési eljarasok soran hasznalt 1:100 higitast a mas pontyféléknél hasznalt kisebb higitassal
(1:4). Az 1:100 higitasi arannyal torténé vitrifikaciot kovetden felolvasztas utan 3,44+3,2%
progressziv motilitdst mértem, ez szignifikdnsan magasabb, mint az 1:4 higitds esetében
(0,4+0,4%, friss kontroll: 82,9+8,3%). Az eredmények alapjan ponty sperma vitrifikacidja soran
az 1:100 higitas javasolt, mivel az ivartermék magas sejtkoncentracioja miatt kisebb higitassal

nem elegendd a hiités elétt hozzaadott véddanyag a sejtek vitrifikalodasahoz.

cre

modszertan (10% MeOH + 10% MG +10% PG, hitémédium: ponty szeminalis plazma. 1:100
higitasi arany) hatékonysagat. 0,4 M trehalozzal kiegészitve, Cryotop eszkozon vitrifikalva

7,2+5,8% felolvasztas utani progressziv motilitast mértem (friss kontroll: 88,5 + 8,9%). Az ennél

crer

motilitas értékeket eredményezett (28. abra).
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28. abra: Vitrifikalt pontysperma felolvasztast kovetéen mért progressziv motilitas értékei a
hiitémédium 0,8M/0,4M/0,2M/OM trehaloz kiegészitésével (N=9). Az eltérd betiik szignifikans
kiilonbséget jeldlnek (p<0,05).

4.2.3. Composperma vitrifikacioja

Compo fajban elsOként az idedlis higitasi aranyt kellett meghatdroznom, mivel a ponty sperma
vitrifikacioja soran hasznalt 1:100 higitds nem eredményezett mozgé sejteket felolvasztas utan. A
vitrifikacio soran 10%MeOH+10PG+10%MG véddanyagot hasznaltam, eszkdzként oltokacsot.
Az 1:4 higitasi aranyt hasznalva szignifikdnsan magasabb motilitas értékeket mértem (6,84+3,3%,

friss kontroll: 80,8+22%), mint az 1:100 higitas esetében (29. abra).
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29. dbra: Composperma vitrifikacioja soran hasznalt kiilonb6z6 higitasi aranyok hasznalatat
kovetéen mért felolvasztas utani progressziv motilitas értékek (N=10). Az eltérd betiik

szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).

Ezt kovetden a hlitdmédium trehaldz kiegészitésével probaltam ndvelni a felolvasztds utani
motilitas értékeket, ez esetben 4 koncentraciot (0,8 M, 0,4 M, 0,2 M, 0 M) teszteltem. A
hitomédium 0,4 M trehalozzal torténd kiegészitése esetén szignifikansan magasabb motilitas
értékeket (1,9 £ 1,2 %, friss kontroll: 81+28%) mértem, mint a 0,8 M, 0,2 M és 0 M trehaldz
Kiegészités esetén. Feltételezhetéen 0,4 M koncentracio alatt a trehal6z nem képes kifejteni a
membran-protektiv hatasat, 0,4 M koncentraci6 felett pedig ozmotikus hatdsa révén karositja a

sejteket (30. abra).
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30. abra: Vitrifikalt compdsperma felolvasztast kovetéen mért progressziv motilitas értékei a
hiitémédium 0M/0,2M/0,4M/0,8M trehaldz kiegészitésével (N=10).
Az eltéro betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).

4.3. Sperma-vitrifikacio: siigérfélék

Stigér fajban 30% védbanyag (15% MeOH + 15% PG) felhasznalasaval, 1:5 higitasi
arannyal (moédositott Tanaka higitoban), Cryotop eszk6zon vitrifikalva 14 + 1,6% felolvasztas
utani progressziv motilitast mértem (friss kontroll: 76 = 17%). A 20% és 30% védéanyag (MeOH
¢s PG 1:1 aranyu keveré¢ke) kozott nem taldltam szignifikédns kiilonbséget, azonban 40%
véddanyag hozzaadasakor a felolvasztas utdni progressziv motilitas szignifikansan csokkent. A
mozgas sebessége €s egyenessége szintén a 40% véddanyag hasznalatakor valtozott szignifikansan

(31. abra). A kontroll (friss sperma) progressziv motilitasa 76 + 17% volt.
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31. abra: A metanol és propilénglikol 1:1 aranyu keverékének kiilonb6z6 koncentraciokban
alkalmazott hatdsa a stigérsperma vitrifikaciot kdvetd felolvasztas utan mért motilitas értékeire

(N=10). Az eltéré betiik szignifikans kiilonbséget jeldlnek (p<0,05).

A vitrifikalt sperméval torténd termékenyitési teszt fejlddé embridkat eredményezett (4,9 +
4,8% termékenyiilés, friss kontroll: 76 + 14,5%). A harom kiilonb6z6 termékenyitésre hasznalt
spermamennyiség (1/6/18 Cryotop/100 ikraszem) kozott nem taldltam szignifikans kiilonbséget
(32. abra).

=
a1
)

X

o

©

N

\©

N

9 10+

)

o

S

E’

o 54

X

)

£

.

£ -

C T T
> o P

Egy ikratétel termékenyitésére felhasznalt Cryotopok szama

32. abra: A vitrifikalt siigérsperma kiilonb6z6 mennyiségli felhasznalasa 100 ikraszem

termékenyitésére (1/6/18 Cryotop/ikratétel, N=5)
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4.4. Sperma-vitrifikacio: angolnafélék

4.4.1. A spanyolorszagi angolnaalloméanyon végzett vizsgalatok

Els6 1épésként membranfestéssel (SYBR-14/PI, Invitrogen) vizsgaltam 4 kiilonbdz6 sperma-
vitrifikdcios modszert. 50% véddanyag koncentracio felett szignifikdnsan csokkent az ¢ép
membrannal rendelkezé angolna-spermiumok aranya, igy tovabbi vizsgalatok soran 40%-nal
magasabb véddanyag koncentracidt hatasat nem vizsgaltam. 30% és 40% véddanyag koncentracid

hasznalataval nem csokkent szignifikdnsan az életképesség a friss kontrollhoz képest (33. abra).
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33. abra: Friss és vitrifikalt-felolvasztott angolnasperma mintakban €16 sejtek szazalékos aranya
SYBR-14/PI festést kovetden szamolva. K=friss kontroll, 1= 10% MeOH+10% EG+ 10% PG,
2=10% MeOH+ 10% EG+ 10% PG+10% FBS, 3= 20% MeOH+ 20% EG+ 10% PG + 10%
FBS, 4= 20% FBS (N=10). Az eltérs betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).

Ot kiilonbozd modszer Osszehasonlitasa soran megallapitottam, hogy nem mérhetd
szignifikans kiilonbség a friss és a vitrifikalt-felolvasztott spermiumok fejének morfometriai
paramétereiben (fej keriilet és teriilet, n=100/minta). Korabbi vizsgalatok alapjan kijelenthetd,
hogy a morfometriai paraméterek korreldlnak az ¢életképességgel, tehadt ez alapjan
megallapithatjuk, hogy a vizsgalt vitrifikdcios moddszerek megfeleldek az eurdpai angolna
spermajanak vitrifikalasara. (34.A és 34.B abrak).
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34. abra: A kiilonb6z6 protokollokkal vitrifikalt angolnaspermiumok fejének keriilete (A, N=10)
és teriilete (B, N=10). Friss kontroll; 1 - 20% véddanyag, 1:9 higitasi arany, Cryotop; 2 - 20%
védOanyag, 1:9 higitasi ardny, miliszalma; 3 —40% véddanyag, 1:1 higitasi arany, Cryotop; 4 - 40%
védOanyag, 1:9 higitasi arany, Cryotop; 5 - 40% véddanyag, 1:9 higitasi arany, miiszalma

Tovabbi vizsgalatok sordn kiilonb6zé modszereket hasonlitottam Ossze a felolvasztis utan
mért motilitds értékek alapjan. A téblazat adatai szemléltetik, hogy bar a vizsgalt vitrifikacios
modszerek nem okoztak a spermiumok morfometriai paramétereinek megvaltozasat, a sejtek a

mozgasképességiiket csak a Cryotop-on torténd vitrifikalaskor 6rizték meg.

Ezt kovetden az eredetileg 1:9-es higitasi aranyt 1:1-re csokkentettem, és igy szignifikansan
magasabb motilitas értékeket mértem felolvasztast kdvetden, azonban a miiszalmaban végzett

vitrifikacio ezzel a higitasi arannyal sem bizonyult eredményesnek (5. tablazat).

5. tdblazat: Vitrifikalt angolnasperma felolvasztast kovetden mért progressziv motilitas

értékei (N=10). Az eltérd betiik szignifikans kiilonbséget jeldlnek (p<0,05).

Védoanyag Hiitéeszkoz ng}tas1 Progressziv motilitas
arany
10% MeOH + 10% PG Cryotop 1:9 0,6+0,49%?
10% MeOH + 10% PG miszalma 1:9 0%
10% MeOH + 10% PG + 10% EG Cryotop 1:9 0%
10% MeOH + 10% PG + 10% EG  miiszalma 1:9 0%
20% MeOH + 20% PG Cryotop 1:9 1,25+1,64%?
20% MeOH + 20% PG miszalma 1:9 0%
20% MeOH + 20% PG Cryotop 1:1 5+0,81%"
20% MeOH + 20% PG miszalma 1:1 0%
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4.4.2. A magyarorszagi angolnadllomanyon végzett vizsgalatok

Eurdpai angolna fajban 40% véddanyag (20% MeOH + 20% PG) felhasznalasaval, 1:1 higitasi
arannyal (sperma:hiitémédium), ponty szeminalis plazmat hasznalva higitoként 0,2 M trehaldzzal
kiegészitve, Cryotop eszkozon vitrifikalva 10,3 + 1,7 % felolvasztas utani progressziv motilitast
mértem (friss kontroll: 88,3 + 2,7%). A 0,2 M trehalozt tartalmazd higitdé hasznalataval
szignifikansan magasabb felolvasztas utani motilitas értéket mértem, mint a tobbi kisérleti

csoportban (35. abra).
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35. abra: Vitrifikalt angolna sperma felolvasztast kovetéen mért progressziv motilitasa a
hiitémédium 0 M/0,2 M/0,4 M/0,8 M trehaldz kiegészitésével (N=10). Az eltérd betiik
szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).
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4.5. Spermatogonium vitrifkacio
4.5.1. Zebradanid spermatogonium vitrifikacid

Mind a kilenc tesztelt vitrifikacios modszer kiilonb6z6 mértékben bizonyult alkalmasnak a
spermatogoniumok megdrzésére. A legmagasabb tulélési aranyt (58,31 + 13,79%) az E1
ekvilibracios (1,5 M MeOH + 1,5 M PG) oldat és a V3 vitrifikacios oldat (3 M PG + 3 M DMSO)

hasznalatakor mértem (36. abra).
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36. abra: Vitrifikalt zebradani6 herébdl izolalt spermatogoniumok talélési szazaléka (N=10). A

csillaggal (*) jelolt érték szignifikansan eltér a tobbi értéktdl (p<0,05).

4.5.2. Ponty spermatogénium vitrifikacid

crer

zebraddnid esetében kapott értékeknél. Ponty spermatogéniumok vitrifikdlasara az E3
ekvilibracios oldat kombinalva a V2 és V3 vitrifikacios oldatokkal eredményezte a legmagasabb
talélési aranyt (E3V2: 11,43 +5,2%, E3V3: 10,05 + 4%, 37. 4bra).
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37. ébra: Vitrifikalt pontyherébdl izolalt spermatogoéniumok tulélési szazaléka (N=10). Az eltérd
betiik szignifikans kiilonbséget jelolnek (p<0,05).
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Halsperma-vitrifikacio

A halak spermdjanak mélyhiitése soran probléma az Aaltalanosan hasznalt eszk6zok
(miiszalmak) relative nagy hiitési térfogata (0,25 ml — 5 ml), mellyel a kis testméretii; néhany
mikroliter térfogata (Yang & Tiersch, 2009) spermat termel6 halak ivartermékét egyedileg, in vitro
génmegOrzeés céljabol nem lehet mélyhtiteni. A nagyobb testméretli gazdasagi halfajok esetében
problémat jelent az egységes mélyhlitési mddszertan hianya, valamint az, hogy a halgazdasagi
gyakorlatban a mélyhititott spermaval torténd termékenyités igen ritka. Az ekvilibrium mélyhtités
soran keletkezd jégkristalyok karositjdk az ivarsejteket, ami rontja a termékenyiilési

eredményeket. A fent emlitett problémakra kinal megoldast a sperma vitrifikacioja.

Kisérleteim eredményeképpen lehetéveé valt szamos olyan halfaj sperméjanak vitrifikacidja,
amelyekrél korabban nem 4llt rendelkezésre informacio. Altalanossagban megallapithato, hogy a
vizsgalt hiitéeszk6zok koziil (miszalma, oltokacs, Cryotop) a Cryotop bizonyult a
legeredményesebbnek. A vitrifikdcidhoz sziikséges gyors hiitési sebesség elérésé¢hez fontos a
vitrifikalt oldat térfogatanak minimalizalasa (Dinnyes et al., 2007). A miiszalmak esetében a
legkisebb térfogatu szalma (0,25 ml) is tal nagynak bizonyult a kelléképpen gyors héatadashoz,
és kristalyosodast eredményezett a vitrifikacid és a felolvasztas soran is. Ez a tapasztalat ellent
mond Varela és munkatarsai cikkének, melyben 10% DMSO védbéanyag hasznalataval, 0,25 ml-
es miiszalmaban sikeresen vitrifikaltak gyiimolcsevé piranha spermajat (Varela et al., 2015).
Vizsgalataim alapjan 10% DMSO sokkal kisebb hiitési térfogatnal gatolja a jégkristalyok
képzddését, és 0,25 ml-es miiszalmaban magasabb (40-50%) véddanyag koncentraciéval sem
bizonyult: a miianyag oltokacs, illetve a Cryotop. Mindkét eszk6z alkalmas kis térfogatok hiitésére
€s gyors olvasztasara, egyedileg jeldlhetdek, azonban a Cryotop hasznélatakor szignifikdnsan
magasabb felolvasztast kovetd motilitas értékeket mértem, mint az oltdkacson vitrifikalt
mintdknal. A jelenség oka feltehetden a két eszkoz térfogata kozotti kiillonbségen alapszik: az
oltékacson (10 pl) négyszer annyi folyadék helyezkedik el, mint a Cryotopon (2,5 ul), ebbdl
adodoan a hoatadas lassabb az oltokacs esetében, ami a felolvasztaskor rekrisztallizaciot
eredményezhet. A kis hiitési térfogattal eldidézhetd gyors hdatadas azért kulcsfontossagu, mert
amennyiben a vitrifikacid6 nem teljes, csak részleges -intracellularisan nem, azonban
extracellularisan keletkeznek jégkristalyok-, ennek kovetkeztében a sejtek karosodhatnak (Vajta
& Nagy, 2006).
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A vitrifikalt sperma felolvasztast kovetéen mért motilitas értékei a legtobb faj esetében
alacsonyabbak voltak, mint a hagyomanyos mélyhiitéssel elérhetd értékek. Ezt a tendencidt irtak
le a témaban publikaldé mas szerzok is (Cuevas-Uribe et al., 2011a, 2011b; Figueroa et al., 2013).
Ennek oka az, hogy a vitrifikaciot kovetéen a spermiumok mozgasa tobbnyire inkabb lokalis
(rezgésszeril), mint progressziv (Cuevas-Uribe et al., 2011b). Ennek magyarazata egyel6re nem
tisztazott, de feltételezhetden az oldat magas viszkozitasa okozza a karosodast. Tobb faj esetében
termékenytilést is leirtam a vitrifikalt sperméval torténd termékenyitést kovetden, ez is bizonyitja
azt, hogy alacsony motilitas értékek mellett is hatékonyan megdrizhetd a genetikai informéacio.

A vitrifikacios modszerek hatékonysagat a motilitas értékek mellett az angolna sperma
morfometriai elemzésének eredményei is bizonyitjak, mivel a vitrifikalt-felolvasztott spermiumok
fejének kertilete és teriilete nem csokkent szignifikdnsan a friss sperma értékeihez képest. Angolna
fajon szamos kutatas vizsgalta a spermium fejének morfometriajat (Asturiano et al., 2006; Marco-
Jiménez et al., 2006a), valamint a mélyhiitési eljarasok morfometriai paramétereket befolyasolo
hatasat (Pefiaranda et al., 2009). Az ozmotikus stressz kovetkezményeképp jelentds morfometriai
valtozasokat figyeltek meg eurdpai angolna spermajan (Asturiano et al., 2007). Az elhalt
spermiumok feje jelentdsebb méret csokkenésen megy keresztiil, mint az ¢l6ké (Penaranda et al.,
2009), ennek ismeretében az altalam kidolgozott vitrifikacios protokollok megfeleléek angolna
esetében.

A fluoreszcens membranintegritds vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy a vitrifikalt
zebradanio- és angolna sperma életképessége nem kiilonbozott szignifikdnsan felolvasztas utan a
kontroll értékektol. Ezzel szemben a motilitas értékek, valamint zebradanié esetében a
termékenytilési értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak vitrifikaciot kovetéen a kontroll
értékeknél. A halspermiumok membranja nem feltétleniil érzékeny a vitrifikdciora: szivarvanyos
pisztrang esetében a membranintegritds nem csokkent szignifikdnsan még abban az esetben sem,
amikor semmilyen védGanyagot nem hasznaltak a sperma vitrifikacidja soran (Merino et al.,
2011). A szerz6 véleménye szerint ez azért lehetséges, mivel a vitrifikacié soran nem képzédnek
jégkristalyok, amelyek karosithatnak a sejtek membranjait. Ugyanebben a cikkben azt is leirtak,
hogy bar a membranintegritas értékeket nem csokkentette a vitrifikacid, ezzel szemben a JC-1
festéssel vizsgalt mitokondridlis membranpotencial 68%-r6l 36%-ra csokkent. Ez a valtozas
pozitiv korrelaciot mutat a vitrifikalt spermaval végzett termékenyitési proba eredményével, ami
a kontroll 62%-hoz képest csak 32% termékenyiilést eredményezett. Ezen eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy a vitrifikdcio sordn a mitokondriumok kéarosoddsa okozza a motilitds

csOkkenését.
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A felolvasztas utdn mért alacsony motilitds értékek egy tovabbi lehetséges oka, hogy a
mélyhiités és felolvasztas a spermiumok spontan aktivaciojat okozza néhany fajban: megfigyelték
ezt a jelenséget ponty és siigér fajokban, ezzel szemben nem jellemzd szivarvanyos pisztrang,
csuka és kecsege fajokra (Dzyuba et al., 2010). Ponty fajban a spontan aktivacio hatasat vizsgaltak
a felolvasztas utani id6 muldsaval: 25 masodperc és 10 perc kozott szignifikdnsan csokkent az
ATP szint: 46 nmol ATP/10%ré1 10 nmol ATP/10%re (Boryshpolets et al., 2009). Az ATP tartalom
¢s motilitds kapcsolatat biolumineszcencia méréssel vizsgaltdk ponty spermdn: immobilizald
oldatban a mozdulatlan spermiumok ATP tartalma magas maradt, ezzel szemben az aktivalt,
mozgo6 spermiumok ATP tartalma csokkent. A mitokondridlis 1égzés gatlasaval a spermiumok
ATP tartalma szintén csokkent, a higitd oldat tipusatol (aktivald vagy immobilizald) fiiggetleniil.
Az egyszer mar aktivalt spermiumokat 10 percre visszahelyezve egy magas ozmolalitdsu
(immobilizald) oldatba a sejtek visszanyerték a kezdeti ATP tartalom 90%-at és
mozgasképességiiket egyarant. Ez alapjan kijelenthetd, hogy ponty sperma esetében a motilitas a
mitokondrialis 1égzés altal termelt ATP-t61 fiigg, tehat de novo ATP szintézis torténik (Perchec et
al., 1995). Ezeket az informaciokat figyelembe véve érdemes lenne halfajonként kiilon-kiilon
megvizsgalni a spontan aktivacio jelenségét, valamint mérni a mitokondridlis membranpotencial
valtozésait a motilitas értékekkel egyiitt.
térfogat (néhany mikroliter) sziikséges. A legjobb eredményeket a Cryotop eszkdzon torténd 2
mikroliteres mennyiség vitrifikalasaval értem el, emellett alacsonyabb hatékonysagl vitrifikaciot
kiviteleztem oltokacson. Ezzel szemben a miiszalmas vitrifikacio egyetlen vizsgalt fajban sem
eredményezett mozgd spermiumokat a felolvasztds utan. Cuevas-Uribe ¢€s munkatarsai
membranintegritds értékekkel vetették 0ssze a miiszalmas és az oltokacsos vitrifikaciot, és az
eredmények azt mutattak, hogy az intakt membrana spermiumok ardnya tobb, mint kétszerese
oltokacson torténd vitrifikaciot kdvetden, mint azonos protokollal térténd miiszalmas vitrifikacid
utan (Cuevas-Uribe et al., 2011a). A hiitéeszkoz 0.07 cm-es vastagsaga esetén a szamitott hiitési
sebesség koriilbeliil 720.000 K/perc (Isachenko et al., 2003), mely elég gyors ahhoz, hogy
meggatolja a jégkristalyok keletkezését.

A sikeres vitrifikacidhoz elegendd véddanyag koncentracio toxikus és hipertonids hatassal
karositja a sejteket (Yavin & Arav, 2007). A halsperma képes toleralni a magas védbanyag
koncentraciot, amennyiben az kiilonb6z6 krioprotektansok megfelel6 kombinaciojabol adodik
Ossze (Cuevas-Uribe et al., 2011a, 2011b), valamint a toxicitas csokkenthetd az ekvilibracids 1d6
minimumra csokkentésével. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy miutdn a spermat tartalmazo

oldathoz hozzaadjuk a védGanyagokat, 1 percen beliil a cseppfolyods nitrogénbe kell helyezni a
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mintdkat. A kiilonb6z6 véddanyagok kombinalasaval a vitrifikacios hatékonysaguk ndvelhetd,
mig a toxicitasuk csokkent (Ali & Shelton, 2007). Ezen okokbdl kisérleteim soran az ekvilibracios
idét minden esetben 1 perc alatt tartottam, és minimum 2 védéanyag kombindcidjat hasznaltam a
tesztek sordn. Eredményeim azt mutatjdk, hogy 40%-os koncentracio felett a véddanyagok
toxicitasa tul magas, 30% alatt pedig a jégkristaly képzddés folyamata nem teljesen gatolt. A
véddanyag-mentes vitrifikacio egyetlen faj esetében sem bizonyult hatékonynak, ezt mas fajok
esetében is megfigyelték (Cuevas-Uribe et al., 2013, 2011a). Ezzel szemben néhany cikkben
sikeres véd6anyag-mentes vitrifikaciot kozoltek (Merino et al., 2012, 2011).

A higit6 oldat trehal6z kiegészitésével szignifikansan magasabb felolvasztas utani motilitas
értékeket mértem ponty, compd és angolna sperma Vitrifikacidja esetében. Ezzel szemben a
trehaloz kiegészités pozitiv hatdsa nem volt megfigyelhetd zebradanid és pénzes pér fajok
spermdjanak vitrifikaciojakor (6. tdblazat). Szamos szerzd irta le a trehal6z kedvezd hatésat hal
ivarsejtek mélyhtitésekor (Judycka et al., 2016; Koh et al., 2010; Liu et al., 2015; Yoshizaki &
Lee, 2016), azonban mas vizsgalatokban nem bizonyult hatékonyabb véddanyagnak a trehaldz

egyéb cukrokkal (pl. szachardz) 6sszehasonlitva (Somfai et al., 2015).

6. Téblazat: Trehaloz kiegészités hatdsa a vitrifikalt sperma felolvasztis utdn mért progressziv

motilitas értékeire (+: pozitiv hatas, -: negativ hatas, o: nincs hatas).

Trehaloz Hatékony
Vizsgalt faj hatasa koncentracio
Pénzes pér ) -
Zebradanio (o) -
Ponty (+) 0,4M
Compd (+) 0,4 M
Angolna (+) 0,2M

A vitrifikacié sikerességének egy masik kritikus pontja az olvasztas, amikor
rekrisztallizacid torténhet. Kisérleteimben a legjobb eredményeket akkor kaptam, amikor a
vitrifikalt spermét kozvetleniil az aktivalo oldatban olvasztottam fel, a cseppfolyods nitrogénbdl
vald kivételt kovetden, 1 masodpercen belill. Egy korabbi tanulményban leirtak, hogy mexikoi
kardfalkuhal sperma esetében az olvasztd médium homérsékletének valtoztatasa (24°C és 37°C)
nem befolyasolta a kapott eredményt (Cuevas-Uribe et al., 2011b), igy feltételezhet6, hogy
mindkét hdmérséklet alkalmas az olvasztés soran fellépd jégkristaly-képzddés (devitrifikacio vagy
rekrisztallizacié) megakadalyozasara. Ez az allitas azonban csak halsperma esetében bizonyul

igaznak, mivel egér petesejtek vitrifikacidja utan lézer-indukalt ultragyors olvasztassal javitani
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crer

vizsgalata soran megallapitottak, hogy a rekrisztallizacid jelensége miatt az olvasztas sebessége

akar fontosabb is lehet, mint a hiitési sebesség (Mazur & Paredes, 2016; Seki & Mazur, 2011).

Tovébbi kérdés a kiilonboz6 (lasst és ultragyors) mélyhtitési eljarasok szerepe az epigenetikai
szabalyozasban. Eltéré mértékii, génmiikodést befolyasold valtozasokat, tobbek kozott a DNS
metilacidés- €s a hisztonszerkezet acetilaciés mintdzatanak megvaltozasat idézhetik el a
kiilonboz6 hiitési protokollok. Az epigenom; azaz a sejt epigenetikai tényezdinek Osszességének
valtozéasa génexpresszids valtozasokat eredményezhet. Zebradanid dsivarsejtek mélyhtitése utan a
transzkripcid szintjének csokkenését, valamint a hdsokk-fehérjék megnovekedett szintjét figyelték
meg (Riesco & Robles, 2013). Egy sertés sejteken végzett vizsgalat eredményei alapjan az
epigenetikdban fontos szerepet jatszd gének expresszids szintjének megvaltozédsa elkeriilhetd
megfeleld védbéanyagok alkalmazasaval (Zeng et al., 2014). Vitrifikalt nyalembriok OCT4
génexpresszio terén a vitrifikalt és a kontroll embriok kozott (Saenz-de-Juano et al., 2014). Ezzel
szemben szarvasmarha embriok vitrifikacidja utan jelent6s epigenetikai valtozasokat figyeltek
meg: a metilaltsag szintje csokkent, és bizonyos gének expresszios szintje is valtozott (Chen et al.,
2015), egér blasztocisztak vitrifikacioja utan megvaltozott metilacios szintet irtak le (Bakhtari et

al., 2014).

5.2. Hereszovet vitrifikacio

A hereszovetek mélyhiitve taroldsaval, majd a felolvasztott szovetbdl torténd spermatogoénium
izolalasaval és ndivaru steril recipiensbe vald beiiltetésével reprodukalhaté a néi ivar, ezaltal
veszélyeztetett populaciok helyreallithatoak akkor is, ha mar nincs fellelheté ndivarti egyede a

fajnak.

Az akupunktiras tiin torténd szovet vitrifikaciot (Liu et al., 2012; Xiao et al., 2010) erre a célra
alkalmasnak taldltam zebradanié és ponty fajokban. A tiik egyedileg jeldlhetdek, valamint
kriocsovekben vagy sinekre rogzitett gobletekben tarolhatéak felolvasztasig. A vitrifikaciot

kovetden sikeresen izolaltam spermatogdniumokat ponty és zebradanid faj esetében egyarant.

kivalthato a nem mélyhttheté hal ikra és embrié megdrzése (Robles et al., 2009). Az utdbbi

években kiilonbozd halfajokban sikeresen alkalmaztak vitrifikdcios protokollokat dsivarsejtek
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meg6rzése soran (Higaki et al., 2013a, 2010, 2009; Kawakami et al., 2012). Egy 2017-ben

Ugyanez a japan kutatdcsoport korabban teljes hal véddéanyagmentes mélyhiitése utan izolalt
sikeresen €16 Osivarsejteket kiolvasztast kovetéen a hal ivarszervébol (S. Lee et al., 2015;
Yoshizaki and Lee, 2016), majd az izolalt sejteket steril recipiens lazacba iiltetve beépiiltek és
osztodtak, a recipiensek a donor hal ivarsejtjeit termelte. Az igy kapott ikra €s sperma segitségével
donor eredetii utodokat allitottak eld, ezaltal bizonyitottdk, hogy ez a modszer sikeresen

alkalmazhat6 veszélyeztetett fajok génmegdrzésére.

5.3. Javaslatok

crer

eredményei alapjan ez az eszkdz a legalkalmasabb a halsperma ultragyors mélyhtitésére.

Javaslom a vitrifikaciot zebradanié sperma meg6rzésére, mivel a faj kis testméretb6l adodéoan mas
— nagyobb hiitési térfogatot igényld — hiitési eljarasokkal nem kivitelezhetd az egyedi sperma

krioprezervacioja.

Javaslom a hereszovet vitrifikaciot zebradanio és ponty génmeg0rzésére, mivel ezzel a modszerrel

a ndivar is reprodukalhat6, igy athidalhato a halikra mélyhtitésének problémaja.

ponty, compd, eurdpai angolna, mivel ezen fajok esetében a vitrifikaciot kovetden a felolvasztott

sperma motilitasara pozitiv hatassal volt a trehaldz kiegészités.
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6. Uj tudomanyos eredmények

Bebizonyitottam, hogy a Cryotop mint hiitdeszkoz eredményesen hasznalhat6 kiilonb6zo
halfajok spermdjanak vitrifikacioja soran.

Els6ként sikeriilt sperma vitrifikacids eljarasokat kidolgoznom nyolc halfaj: pénzes pér,
sebes pisztrang, marvanypisztrang, ponty, compo, zebradanio, csapd siigér, europai
angolna esetében, a modszerek hatékonysagat harom faj esetében (zebradanio, csapo stigér
¢€s pénzes pér) a termékenyitési kisérletek is bizonyitottak.

Megallapitom, hogy az altalam leirt vitrifikacids eljarasok alkalmazasaval az eurdpai
angolna spermiumainak morfometriai paraméterei nem valtoznak szignifikansan.

Hereszovet vitrifikacids eljarasokat dolgoztam ki ponty és zebraddnié fajok esetében.
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7. OSSZEFOGLALAS

A génmegorzés szerepe napjainkban ndvekvd tendenciat mutat, mivel a természetben €16
fajok diverzitasa csokken a human tényezok hatasara. A génmegdrzés egyik lehetséges formaja az
ex situ in vitro génbankok létrehozasa. Halak esetében az in vitro génbankok létrehozasanal
problémat jelent, hogy a halikra és embrié nem mélyhithetd, csupan a sperma. Ilyen modon csak
a himivar genetikai informdaci6ja 6rizhetdé meg, ez nem elégséges egy esetlegesen kihalt faj
reprodukélasdhoz. Erre a problémara megoldas lehet a spermatogéniumok mélyhtitése, melyek
steril recipiensbe iiltetve a recipiens ivaratol fiiggéen képesek mindkét ivar irdnyaba
differencialodni, igy a recipiens egyed a donor faj spermajat vagy ikrajat termeli. Ezzel a
modszerrel athidalhaté az ikramélyhiités problémdaja, és a mélyhiitott spermatogéniumok

beiiltetésével akar teljes kipusztulas utan is reprodukalhaté lenne egy adott faj.

A halak esetében szamos faj spermajanak mélyhiitési modszereit dolgoztdk mar ki, emellett
az utébbi években néhany halfaj esetében sperma vitrifikdcids modszereket is kozoltek.
Kutatasaim célja fajspecifikus sperma vitrifikacids protokollok kidolgozasa volt az alabbi — mas
szerzOk altal kordbban a sperma vitrifikacié targykorében nem vizsgélt - halfajok esetében: pénzes

pér, sebes pisztrang, marvanypisztrang, ponty, compo, zebradanio, csaposiigér, europai angolna.

A sperma vitrifikacidos modszerek értékelésére az alabbi végpontokat vizsgaltam a vitrifikalt-
felolvasztott sperman: progressziv motilitas (CASA-val mérve), életképesség, morfometriai
paraméterek (ASMA-val mérve), termékenyitd képesség. A sperma vitrifikdcids kutatdsokkal
parhuzamosan spermatogdénium (hereszovet) vitrifikacios protokollokat is teszteltem zebraddnio
¢és ponty fajokban. A spermatogénium vitrifikacios modszerek eredményességét tripan-kék

membranintegritas festéssel vizsgaltam.

A lazacfélékben (pénzes pér, sebes pisztrang, marvanypisztrang) végzett sperma vitrifikacios
kisérleteim soran kidolgoztam a vizsgalt fajok szamara optimalis modszertant. Az optimalis
hiitéeszkoznek minden lazacféle esetében a Cryotop bizonyult, 1:1 higitasi arannyal, metanol és
propilénglikol 1:1 ardnyt keverékének 30-40%-os hozziadadsdval. Szivarvanyos pisztrang
esetében mas szerzOk kozoltek vitrifikacios protokollokat (Andreev et al., 2009; Figueroa et al.,
2013; Merino et al., 2011), azonban ezek mindegyike nagyon alacsony (10% alatti) védGanyag
koncentréciot irt le. Ilyen alacsony véddanyag koncentraciok hasznalatakor sajat vizsgalataim
soran nem gatlodott a jégkristaly képzddés, ez pedig a sejtek motilitdsdnak elvesztéséhez vezetett.

Az emlitett szerzok altal leirt vizsgalatokban valdszintileg nem tényleges vitrifikaciora kertilt sor
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(ezt tamasztja ala az altaluk hasznalt viszonylag nagy hiitési térfogat is), hanem egy ultragyors

fagyasztasra.

A pontyfélékben (ponty, compd, zebradanid) egymastdl jelentésen eltéré modszerek
bizonyultak eredményesnek. A harom optimdlis mddszer eltér egymastol a hiitémédium és a
higitasi ardny esetében egyarant. Ennek oka a pontyfélék csaladjanak sokféleségében kereshetd.
Ponty és comp6 fajokban 0,4M trehaloz kiegészitéssel szignifikdnsan magasabb volt a felolvasztas
utani motilitds, mint trehaldz kiegészités nélkiil (p<0,05), azonban zebraddnid esetében ez a

kedvez6 hatas nem volt megfigyelhetd.

Csaposiigér esetében az altalam kidolgozott vitrifikdcios protokollt kovetden végzett
termékenyitési teszt kikeld larvédkat eredményezett. Ez alapjan kijelenthetd, hogy a moddszer

alternativaként hasznalhat6 stigér himivarsejtek génmeg6rzésére.

Az angolnafélék csaladjdba tartoz6 eurdpai angolna esetében bizonyitottam az
ozmoprotektdnsként haszndlt trehaldéz pozitiv hatdsat. Megvizsgéltam a spermiumok fejének
morfometriai valtozasait kiilonboz6 protokollok hasznalataval, és kivalasztottam azokat a

modszereket, amelyek nem vezetnek a sejtek morfometriai paramétereinek megvaltozasahoz.

A védbanyagmentes (intracellularis védOanyag hasznélata nélkiili) vitrifikdciét minden
vizsgalt faj esetében teszteltem, azonban a modszer egyetlen esetben sem eredményezett mozgd

sejteket felolvasztas utan.

A trehaloz védéanyagként torténd felhasznaldsaval a vizsgalt 6t fajbol harom faj esetében
(ponty, comp0, angolna) sikeriilt novelni a felolvasztas utan mért progressziv motilitas értékeket,
mig két faj esetében a trehaldz kiegészités hatasa negativ vagy semleges volt (pénzes pér,
zebradanid). Ez alapjan kijelenthetjiik, hogy a trehaldz hatasa fajonként eltérd, melynek oka

feltehetden a kiilonbozo fajok eltérd toleranciaja az ozmotikus viszonyok valtozasaira.

A hereszovet vitrifikdcid alkalmas modszernek bizonyult zebradanid és ponty
génmegoOrzésére. A spermatogdéniumok életképességét felolvasztast kovetden festéses modszerrel

igazoltuk.

A vizsgalt in vitro hal génmeg6rzési modszerek koziil nyolc halfaj esetében hatékony sperma
vitrifikacios modszereket sikeriilt kidolgoznom. Emellett hereszovet vitrifkaciés modszereket

dolgoztam ki sikeresen két halfaj esetében.
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8. SUMMARY

Nowadays the role of gene preservation shows an increasing trend since the diversity of
animal species living in the wild declines due to human factors. One possibility for gene
preservation is the creation of ex situ in vitro gene banks. In case of fish species there are some
problems with the creation of in vitro gene banks, such as that fish eggs and embryos do not tolerate
cryopreservation, only sperm can be cryopreserved. In this manner only the genetic material of the
males can be preserved, and it is not sufficient to restore any possibly extinct species.
Cryopreservation of fish spermatogonia can be a solution for this problem, due to following the
transplantation into a sterile recipient, these cells are able to differentiate into both sexes
(depending on the sex of the recipient), thus the recipient fish is going to produce the sperm or
eggs of the donor species. With this method, the problem of the non-cryopreservable fish eggs and
embryos can be overcome, and with the transplanation of the cryopreserved spermatogonia extinct

species can be reproduced.

In case of fish, sperm cryopreservation protocols had been carried out in numerous species,
beside this in the recent years sperm vitrification protocols were published in some species. The
aim of my studies was to develop species-specific sperm vitrification protocols in the following
species (which had not been investigated previously by other authors): grayling, rainbow trout,

brown trout, marble trout, common carp, tench, zebrafish, perch, European eel.

To evaluate the effectiveness of the vitrification protocols, the following parameters were
examined in vitrified-thawed sperm: progressive motility (measured with CASA), viability,
morphometrical parameters (measured with ASMA), fertilizing capacity. In parallel with the
sperm vitrification studies, spermatogonia (testicular tissue) vitrification protocols had been tested
in zebrafish and carp. The effectiveness of the spermatogonia vitrification was evaluated with

trypan blue membrane staining.

In the Salmonidae family (grayling, brown trout, marble trout) optimal species-specific
vitrification protocols had been carried out. In these species the optimal cooling device was the
Cryotop, with a dilution ratio of 1:1, using the mixture of MeOH and PG (1:1) in a final
concentration of 30-40%. In case of rainbow trout, other authors have published vitrification
protocols (Andreev et al., 2009; Figueroa et al., 2013; Merino et al., 2011), however, all of them
have described very low (below 10%) cryoprotectant concentrations. With the use of these low

cryoprotectant concentrations, the formation of ice crystals is not inhibited based on my own
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observations, which leads to the loss of matility of the cells. In the studies listed above probably
not actual vitrification occurred, only fast freezing - this idea is also supported by the relatively
large cooling volume they have used.

In the Cyprinidae family (common carp, tench, zebrafish) the optimal protocols were
considerably different regarding the optimal cryomedia and dilution ratio. The reason of this can
be the diversity of carp species. With 0.4M trehalose supplementation in the cryomedia, the
progressive motility following vitrification was significantly higher compared to the trehalose-free
results in case of carp and tench. However, in case of zebrafish the same positive effect of trehalose

was not observed.

In case of perch, fertilization test with vitrified sperm resulted in hatching larvae, thus we can

conclude that vitrification can be used as an alternative method for the storage of perch sperm.

In case of European eel the positive effect of the osmoprotectant trehalose was proved. Beside
this, the sperm head morphometric parameters were investigated, and methods were selected

which do not lead to changes in these parameters.

Vitrification experiments in the absence of intracellular cryoprotectants have not resulted
with motile spermatozoa in any species. Previous studies reported successful cryoprotectant-free
vitrification in rainbow trout (Merino et al., 2012, 2011), however, with the protocol described by

the authors, we were not able to obtain similar results.

With trehalose supplementation in the cryomedia, from the investigated 5 species we were
able to enhance the post-thawing motility results in case of 3 species (carp, tench, eel). The
potential osmoprotectant role of trehalose was not observed in case of zebrafish and grayling. Thus
we can conclude that the reaction of the sperm cells to the trehalose has high species-specifity.
The reason of this phenomenon could be the different tolerance of the species for the changing of

the osmotic parameters of the environment.

Vitrification of testicular tissue was suitable for gene preservation of zebrafish and common

carp. Viability of spermatogonia was proved by viability staining following thawing.

Succesful in vitro gene preservation methods had been carried out in fish species: sperm
vitrification methods in 8 species, and beside this, testicular tissue vitrification methods in 2

species.
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M2. A vizsgalatok soran hasznalt oldatok dsszetétele

e DIA523 (Lazacfélék termékenyito oldata): 94 mM NaCl, 50 mM glicin, 20 mM Tris
(Billard, 1977)

e HANK’S féle s6 oldat (HBSS): 0,137 M NacCl, 5,4 mM KCI, 1,3 mM CaCl; x 2 H20, 1
mM MgSOs x 7 H20, 0,25 mM NazHPOg, 0,44 mM KH2PO4, 4,2 mM NaHCO3, 0,1 g
CeH120e¢, pH 7,5 (Sigma-Aldrich, H9269)

e Leibovitz-féle L-15 oldat (mg/L): CaCl, 185.000, MgCl, 200.000, MgSO4 97.720, KCI
400.000, KH2PO4 60.000, NaCl 8000.000 Na2HPO4 190.120, DL-Alfa alanin 450.000,
Glicin 200.000, L-Arginin 500.000, L-Asparagin 250.000, L-Cisztein 120.000, L-
Glutamin 300.000, L-Hisztidin 250.000, L-1zoleucin 250.000, L-Leucin 125.000, L-Lizin
hidroklorid 94.000, L-Metionin 75.000, L-Fenilalanin 125.000, L-Szerin 200.000, L-
Treonin 300.000, L-Triptofan 20.000, L-Tirozin Dinatrium S6 276.160, L-Valin 100.000,
Kolin klorid 1.000, D-Ca-Pantotenat 1.000, Folsav 1.000, Nikotinamid 1.000, Piridoxin
hidrocklorid 1.000, Riboflavin-5-foszfat, Na 0.100, Tiamin monofoszfat 1.000, i-Inozitol
2.000, D-Galaktoz 900.000, Fhenol vords natrium s6 11.000, Natrium piruvat 550.000
(Leibovitz, 1963)

e Mesterséges tengerviz: 354,7 mM NaCl, 52,4 mM MgCl,, 9,9 mM CaCl,, 28,2 mM
NazS0s, 9,4 mM KCI; pH 8

e Pér higité: 200 mM gliik6z, 40 mM KCI, 30 mM Tris, pH 8,0 (Horvath et al., 2012)

e Serra-féle vilagosito oldat: 70%-o0s etanol, 40%-os formaldehid és 99,5%-0s ecetsav 6:3:1
aranyu keveréke

e Szeminalis plazma (ponty, pér): sperma centrifugalva (Eppendorf 5810, Eppendorf AG,
barhausenweg 1., 22339 Hamburg, Németorszag), 14000 Rpm-en (20817g), 5 percen
keresztiil, 4 °C-on, majd a feliilusz6 plazma pipettaval 6sszegytjtve. (Figueroaet al., 2013)

e Siigérfélék aktivalé oldata: 50 mM NaCl, pH 8,0 (Lahnsteiner, 2011)

e Tanaka higito, médositott: 137 mM NaCl és76,2 mM NaHCOz (Szabo et al., 2005)
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10.KOSZONETNYILVANITAS

Ezlton szeretnék kdszonetet mondani mindenkinek, akik segitségemre voltak munkdm soran.
Az aladbbiakban azokat szeretném koziiliik kiemelni, akik a legtdbbet segitettek szakmailag és

emberileg egyarant.

Elsésorban témavezetéimnek, Dr. Horvath Akosnak és Dr. Urbanyi Bélanak tartozom
koszonettel, akik lehetdséget teremtettek a kisérleteim elvégzéséhez, és mindig fordulhattam
hozzajuk a felmeriil6 kérdéseimmel. Maximalisan tdmogattdk munkamat a megfelelé kutatasi
koriilmények megteremtésével, valamint lehetéséget nyujtottak kiilféldi laboratoriumokban
végzett vizsgalatok elvégzéséhez. Emellett nemzetkoézi konferencidkon, valamint

tovabbképzéseken valo részvételemet is tamogattak.

Koszonettel tartozom a Halgazdalkodasi Tanszék Szaporodasbiologiai Kutatdcsoport
tagjainak, Dr. Bernath Gergelynek, Kollar Timeanak, Zoran Marinovié-nak és Dr. Jelena
Lujié-nak, akik folyamatosan segitették munkamat. Koszonom Dr. Csorbai Balazsnak, hogy
segitette a kutatocsoportunkat az intenziv haltarté rendszer iizemeltetésében. Koszonom Osz
Agnesnek, Dr. Lefler Kinga Katalinnak és Dr. Bokor Zoltannak, hogy segitetségemre voltak
a terepmunkak soran. K6szonom a zebradanids labor munkatarsainak, kiilonosen Dr. Csenki-
Bakos Zsoltnak és Gazsi Gyongyinek, hogy lehetévé tették a zebradanio fajban végzett
vizsgalataimat. Emellett kdszonettel tartozom a Halgazdalkodasi Tanszék minden kollégajanak,

akik segitettek munkam soran.

Koszonom Hoitsy Gyorgynek, a Lillafiiredi Pisztrangtelep vezetdjének, hogy szamos
alkalommal dolgozhattunk a telep halaival, emellett szakmai kérdésekkel is barmikor fordulhattam

hozza.

Koszonettel tartozom kiilfoldi vizsgalataim tdmogatoinak, akik kozremiikodésére mindig
szamithattam: Dr. Juan Asturiano-nak, a Valenciai Miiszaki Egyetem Akvakultura, Elettan és
Szaporodasbioldgiai csoportja vezetdjének, valamint Dusan Jesensek-nek, a Tolmini

Horgészegyesiilet vezetdjének.
A munkamat tovabba az alabbi palyazatok segitették:

o K-109847-es szami NKFI (kordabbi OTKA) palyazat,
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e Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma Uj Nemzeti Kivalosdg Programjéanak tamogatésa
(Doktorjeldlti 6sztondij, UNKP-16-3, UNKP/B/2/2016),

e Short-term Scientific Mission COST Office (Food and Agriculture COST Action FA1205:
Assessing and improving the quality of aquatic animal gametes to enhance aquatic
resources. The need to harmonize and standardize evolving methodologies, and improve
transfer from academia to industry; AQUAGAMETE),

e Magyarorszag Emberi Erdforrasok Minisztériuma altal finanszirozott Szent Istvan
Egyetem Kivalosagi Kutatokari Palyazat — 1476-4/2016/FEKUT,

e EUREKA HU_12-1-2012-0056 (PERCAHATCH).

Végezetiil koszondm a csaladomnak, kiilonosen Edesanyamnak és Vélegényemnek, hogy

tamogattak és biztos hatteret nyujtottak a tanulmanyaim soran.
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