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1. A MUNKA ELŐZMÉNYEI, KITŰZÖTT CÉLOK 

1.1. A munka előzményei 

 Napjainkban a génmegőrzés szerepe növekvő fontosságú: évről évre 

több fajt minősítenek veszélyeztetettnek, kritikus állapotúnak vagy 

kihaltnak, ezzel párhuzamosan a háziasított fajok genetikai tartalékai a 

beltenyésztettség következtében folyamatosan szűkülnek. A halak a 

gerincesek legváltozatosabb és legnagyobb csoportja a maga 32000 – 

napjainkig – felfedezett fajával. A FAO (Food and Agriculture Organization 

of the United Nations) információi alapján több, mint ezer vízi faj 

veszélyeztetett a természetes vízi halászat által. Az allélok diverzitásának 

megőrzésére in situ állománymegőrzés mellett ajánlott ex situ in vitro 

génmegőrzést is folytatni, ez az ivarsejtek mélyhűtésével kivitelezhető. A 

sejtek mélyhűtésével a genetikai információ hosszú távon megőrizhető. A 

legtöbb halfaj esetében az általánosan elterjedt spermamélyhűtési eljárás a 

hagyományos (lassú) fagyasztás, azonban a közelmúltban számos kutató 

kezdte el vizsgálni a halsperma vitrifikációját, azaz ultragyors mélyhűtését. 

A hal-ivarsejtek mélyhűtése gazdasági és génmegőrzési szempontból 

egyaránt kiemelt jelentőségű kutatási terület. A halgazdasági termelés során 

a halsperma mélyhűtése megkönnyíti az ivarsejtek kereskedelmét és 

szállítását. A kutatás oldalán jelentős szerepe van a mélyhűtési eljárásoknak 

a génbankok létrehozása során, melyekkel veszélyeztetett fajokat 

menthetünk meg a kipusztulástól, valamint kiemelt szerepe van a 

transzgenikus vonalak megőrzésében is. Szintén fontos és fejlődő terület az 

orvostudományi és fejlődésbiológiai kutatások során használt modellállat, a 

zebradánió (Danio rerio) spermájának mélyhűtése. A laborállatként használt 

halfajokra - például a zebradánió és a mexikói kardfarkúhal (Xiphophorus 
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hellerii) - jellemző a kis testméret, és ennek következményeként a kis 

mennyiségű sperma termelése. A néhány µl térfogatú folyadék 

fagyasztásánál a hagyományos mélyhűtés nehezen kivitelezhető, a 

vitrifikáció viszont megoldást jelenthet erre a problémára.  

Az elmúlt három évtizedben végzett számos kutatás ellenére hal 

petesejtek (ikra) és embriók mélyhűtése a tudomány jelenlegi állása szerint 

nem kivitelezhető sem vitrifikációval, sem a hagyományos mélyhűtési 

eljárásokkal. Ennek alapvető oka az ikra és az embrió viszonylag nagy 

mérete, magas hűtési érzékenysége, valamint a nagy mennyiségű szikanyag, 

amelybe az alacsony permeabilitású sejtmembránokon nem tud a 

károsodások megelőzéséhez elegendő védőanyag bejutni. Számos kutatás 

foglalkozik a probléma megoldásával, többek között a membráncsatornák 

alaposabb megismerésével és megváltoztatásával, valamint a szikanyag 

részleges eltávolításával. Egyre több kutató álláspontja szerint az 

ősivarsejtek mélyhűtése a helyettesítő megoldás. Különböző halfajokban 

sikeresen alkalmaztak vitrifikációt ősivarsejtek mélyhűtésére. Ez az eljárás 

áttörést jelenthet a hal génmegőrzés területén, mivel az ősivarsejtek 

(spermatogóniumok, oogóniumok) mélyhűtésével megőrizhető mindkét ivar 

genomja. Vitrifikált zebradánió embriókból izolált primordiális ősivarsejtek 

steril recipiensbe történő átültetésével fertilis zebradániókat hoztak létre, 

melyek a vitrifikált embriók genetikai állományát örökítették tovább. Ezek 

alapján kijelenthető, hogy amennyiben sikerül a génmegőrzés tárgykörében 

érdekelt (pl. veszélyeztetett) halfajokra primordiális ősivarsejt mélyhűtési 

módszereket kidolgozni, azzal lehetővé válik az adott faj ex situ in vitro 

génmegőrzése – anélkül, hogy embriót vagy petesejtet tárolnának mélyhűtve. 
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1.2. Célkitűzés 

 Kutatásaim célja fajspecifikus sperma-vitrifikációs módszerek 

kidolgozása volt az alábbi halfajok esetében:  

• lazacfélék (Salmonidae): pénzes pér (Thymallus thymallus), sebes 

pisztráng (Salmo trutta m. fario), márványpisztráng (Salmo 

marmoratus), 

• pontyfélék (Cyprinidae): ponty (Cyprinus carpio), compó (Tinca 

tinca), zebradánió (Danio rerio), 

• sügérfélék (Percidae): csapósügér (Perca fluviatilis), 

• angolnafélék (Anguillidae): európai angolna (Anguilla anguilla). 

 Kutatásaim eredményességének értékelésére a következő mennyiségi és 

minőségi paramétereket vizsgáltam a vitrifikált, majd felolvasztott spermán: 

• progresszív motilitás,  

• életképesség (membránintegritás),  

• morfometriai paraméterek,  

• termékenyítő képesség. 

 A sperma vitrifikációs kutatásokkal párhuzamosan spermatogónium 

(hereszövet) vitrifikációs módszereket is teszteltem zebradánió és ponty 

fajokban. Ezek eredményességét tripán-kék membránintegritás festéssel 

vizsgáltam. 
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2. ANYAG ÉS MÓDSZER 

2.1. Halsperma-vitrifikáció 

A halaktól a spermát fejéssel nyertem ki. A halakat altatásban fejtem 

a gyakorlatban alkalmazott altatási módszertan (angolna: 60 mg/l benzokain, 

sügér és zebradánió: 150 mg L-1 MS-222, többi halfaj: 0,4 ml/l 2-

fenoxietanol) szerint. Ponty, compó, sügér és angolna fajok esetében a fejést 

hormonális indukció előzte meg. A spermavételt követően a halakat 

altatóoldattól mentes, oxigénben dús vízbe helyeztük. A kísérletek 

megkezdéséig a spermát olvadó jégen tároltam (maximum 30 percig). Az 

összegyűjtött sperma minőségét az aktivációt követő motilitás mérésével 

határoztam meg számítógépes spermavizsgálati rendszer (CASA) 

használatával. A sperma aktivációját fajspecifikus oldatokkal végeztem, 

melyekhez minden esetben BSA-t (0,01 g/ml) kevertem a sejtek üvegre 

tapadásának gátlásához. A CASA rendszer a Sperm Vision® nevű szoftvert 

használja, amely felismeri a mozgó és statikus sejteket. A rendszer által mért 

számos paraméter közül a progresszív motilitást választottam a vitrifikációs 

protokollok értékeléséhez. 

  A spermát fajonként optimalizált izotóniás hűtőmédiummal 

hígítottam, majd hozzáadtam a védőanyagokat különböző koncentrációban. 

A vitrifikációs technikák hatékonyságát műszalmás, oltókacsos és Cryotop-

os  módszerrel is teszteltem. Minden esetben közvetlenül folyékony 

nitrogénbe helyeztem az oldatot tartalmazó eszközt, előzetes nitrogéngőzben 

végzett hűtés nélkül. A Cryotopon és oltókacson vitrifikált szuszpenziókat 

közvetlenül az aktiváló oldatba helyezve olvasztottam fel, a műszalmákat 

vízfürdőben olvasztottam 40°C-on, 11 másodperc alatt.  
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  A felolvasztás utáni motilitás értékek mellett zebradánió- és 

angolnasperma esetében a membránintegritást is vizsgáltam. Azon fajok 

esetében, ahol rendelkezésünkre állt megfelelő minőségű nőivarú állomány, 

termékenyítési tesztet végeztem. Angolna faj esetében morfometriai 

vizsgálatokat végeztem a vitrifikált spermiumokon. 

2.2. Hal spermatogónium-vitrifikáció 

 A hal ivari őssejtek vitrifikációs protokolljainak kidolgozásához a 

zebradániót és a pontyot választottam modellnek. Ezen vizsgálatok esetében 

az ivarszervet műtéti úton eltávolítottam a halak túlaltatását (MS-222 oldat) 

követően. A zebradánió esetében az ivarszervek kivételét mikroszkóp alatt 

végeztem. A kioperált szerveket L-15 izotóniás oldatba helyeztem. A 

szövetdarabokat akupunktúrás tűkre rögzítettem, majd a tűkre helyezett 

szöveteket kétlépéses protokoll során helyeztem a hűtőmédiumokba. Számos 

védőanyagot teszteltünk különböző koncentrációkban és kombinációkban, 

kétlépéses hozzáadással: első lépés: ekvilibrációs oldatba (E) helyezés (5 

perc), második lépés: vitrifikációs oldatba (V) helyezés (30 másodperc). 

Minden ekvilibrációs médiumot minden vitrifikációs médiummal 

kombinálva teszteltünk. Az intracelluláris védőanyagok (metanol, propilén-

glikol, dimetil-szulfoxid) mellett minden hűtőmédiumban 

ozmoprotektánsként trehalóz kiegészítést (0,5 M), a viszkozitás növelésére 

pedig fehérje kiegészítést (10% FBS), valamint 25mM Hepes kiegészítést 

alkalmaztunk. A felolvasztás az ozmotikus sokk minimalizálása érdekében 3 

lépcsős protokoll alapján történt, csökkenő trehalóz koncentrációjú 

oldatokkal (10%FBS + 0,3M / 0,1M / 0M trehalóz). 
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EREDMÉNYEK 

2.3. Halsperma-vitrifikáció 

Összesen négy családba tartozó nyolc halfaj esetén sikerült kidolgoznom 

sperma-vitrifikációs módszereket. Az optimális sperma-vitrifikációs 

módszerek között fajonként jelentős eltéréseket találtam a védőanyag típusa 

és koncentrációja, valamint az optimális hűtőmédium és hígítási arány terén 

egyaránt (1. táblázat). Két tényezőben egyeztek meg az optimális 

protokollok az összes vizsgált faj esetében: az első pont a hűtés térfogata, 

ami kizárólag 10 mikroliter alatt volt megfelelő a vitrifikációhoz (ezen 

módszerek közül is a legkisebb töltési kapacitású Cryotop bizonyult a 

leghatékonyabbnak). A másik közös pont a védőanyag-koncentráció, 

amelynek tekintetében minden esetben 30-40% között mértem a legjobb 

eredményeket. Megfigyeléseim alapján 30% védőanyag koncentráció alatt a 

módszer nem eredményez teljes vitrifikációt (ezekben az esetekben 

jégkristály-képződés volt megfigyelhető, a minták nitrogénbe helyezve 

kifehéredtek), 40% védőanyag koncentráció felett pedig a citotoxikus hatás 

volt jelentős (a vitrifikációs teljes volt, azonban a felolvasztás utáni 

minőségjelző paraméterek szignifikánsan csökkentek). A hígítási arány, 

védőanyag összetétel illetve hűtőmédium tekintetében a mélyhűtési 

protokolloknál leírt fajra jellemző különbségeket tapasztaltam. 

 

 

 



9 

1. táblázat: A különböző fajok esetében a legmagasabb, vitrifikációt 

követő felolvasztás után mért progresszív motilitás értékeket 

eredményező protokollok összefoglalása. Prog. mot.=progresszív 

motilitás, term.=termékenyülési arány, MOH=metanol, PG=propilén-

glikol, MTX=metoxietanol. 

Család Faj Prog. 
mot. Term. Hígítási 

arány 
Hűtő-

médium 
Védő-
anyag 

Lazacfélék 
(Salmonidae) 

Pénzes pér 
(Thymallus 
thymallus) 

8,75±6,25
% 

13,1±1
1,7% 1:1 Pér hígító 

15% 
MOH + 
15% PG 

Márványpisztráng 
(Salmo 

marmoratus) 
8,6±0,7% - 1:1 Pér hígító 

20% 
MOH + 
20% PG 

Sebes pisztráng 
(Salmo trutta) 

13,2±5,8
% ‐  1:1 Pér hígító 

20% 
MOH + 
20% PG 

Pontyfélék 
(Cyprinidae) 

Zebradánió (Danio 
rerio) 

10.8±5.2
% 

0,7±0,
3% 1:4 HBSS 

15% 
MOH + 
15% PG 

Ponty (Cyprinus 
carpio) 7,2±0,6% - 1:100 

Ponty 
szeminális 
plazma + 
pér hígító 

10% 
MOH + 

10% 
MTX 
+10% 

PG 

Compó (Tinca 
tinca) 3,1±0,1%   1:4 Pér hígító 

10% 
MOH + 

10% 
MTX 
+10% 

PG 

Sügérfélék 
(Percidae) 

Sügér (Perca 
fluviatilis) 14±1,6% 4,9±4,

8%  1:5 Tanaka 
15% 

MOH + 
15% PG 

Angolnafélék 
(Anguillidae) 

Európai angolna 
(Anguilla anguilla)

10,3±1,7
% - 1:1 

Tanaka + 
0,2M 

trehalóz 

20% 
MOH + 
20% PG 
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2.3.1. Lazacfélék 

Pénzes pér fajban 30% védőanyag (15% MeOH + 15% PG) 

felhasználásával, 1:1 hígítási aránnyal (sperma:hűtőmédium), pér szeminális 

plazma hígítóval, Cryotop eszközön vitrifikálva 8,75 ± 6,25 % felolvasztás 

utáni progresszív motilitást mértem (friss kontroll: 95,5 ± 0,5 %). A trehalóz 

kiegészítés a pérsperma esetében szignifikánsan csökkentette a felolvasztás 

utáni motilitás értékeket. A vitrifikált pérspermával termékenyítve a 

szempontos stádiumig fejlődő embriók aránya 14,3±12,7% volt (kontroll: 

77,1±9%), a kelésig az embriók 13,1±11,7% jutott el (kontroll: 73,9±10,4%). 

A kísérleti csoportok termékenyülési értékei (szempontos stádiumig fejlődés 

és kelés aránya) szignifikánsan alacsonyabbak voltak, mint a kontroll 

csoportban mért paraméterek, azonban a vitrifikált csoportban nem történt 

szignifikáns csökkenés a szempontos stádium és a kelés között. 

Márványpisztráng fajban 40% védőanyag (20% MeOH + 20% PG) 

felhasználásával, 1:1 hígítási aránnyal (sperma:hűtőmédium), pér hígítóval, 

Cyrotop eszközön vitrifikálva 8,6 ± 0,7 % felolvasztás utáni progresszív 

motilitást mértem (friss kontroll: 78,4 ± 23,3 %). 

Sebes pisztráng fajban 40% védőanyag (20% MeOH + 20% PG) 

felhasználásával, 1:1 hígítási aránnyal (sperma:hűtőmédium), pér hígítóval, 

Cyrotop eszközön vitrifikálva 13,2 ± 5,8 % felolvasztás utáni progresszív 

motilitást mértem (N=6, friss kontroll: 84,4 ± 9,7 %). A vitrifikált spermával 

termékenyítési próbát végeztünk (5 Cryotop / 100 ikraszem, N=6), azonban 

nem találtunk szempontos stádiumig fejlődő embriót a kísérleti csoportban 

(kontroll: 37,0 ± 5,2%). 
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2.3.2. Pontyfélék 

Zebradánió fajban 30% védőanyag (15% MeOH + 15% PG) 

felhasználásával, 1:4 hígítási aránnyal (sperma:hűtőmédium), HBSS 

hígítóval, Cyrotop eszközön vitrifikálva 10,8±5,2% felolvasztás utáni 

progresszív motilitást mértem (friss kontroll: 84,5±8%). Ugyanezzel a 

módszerrel a vitrifikált-felolvasztott mintákban SYBR-14/PI festést 

követően a membrán-intakt sejtek aránya 91,4±2% volt, mely nem 

különbözött szignifikánsan a kontrolltól (96±1,4%). A 0,2 M-os trehalóz 

kiegészítésnek nem volt szignifikáns hatása a felolvasztás utáni motilitás 

értékekre, 0,4 M trehalóz kiegészítésnél pedig szignifikánsan csökkent a 

vitrifikált zebradánió sperma motilitása. Az optimális protokollal vitrifikált 

spermával termékenyítést végeztem, melynek eredményeképp az embriók 

0,7±0,3%-a kelt ki (N=5, kontroll: 59,8±3%). A kikelt embriók 

morfológiailag nem mutattak eltérést a kontroll csoporttól. 

Ezután különböző koncentrációjú trehalóz kiegészítéssel próbáltam 

javítani a fenti módszertan (10% MeOH + 10% MG +10% PG, hűtőmédium: 

ponty szeminális plazma. 1:100 hígítási arány) hatékonyságát. 0,4 M 

trehalózzal kiegészítve, Cryotop eszközön vitrifikálva 7,2±5,8% felolvasztás 

utáni progresszív motilitást mértem (friss kontroll: 88,5 ± 8,9%). Az ennél 

magasabb, illetve alacsonyabb koncentrációjú trehalóz kiegészítés 

szignifikánsan alacsonyabb motilitás értékeket eredményezett. 

Compó fajban elsőként az ideális hígítási arányt kellett meghatároznom, 

mivel a ponty sperma vitrifikációja során használt 1:100 hígítás nem 

eredményezett mozgó sejteket felolvasztás után. A vitrifikáció során 

10%MeOH+10PG+10%MG védőanyagot használtam, eszközként 
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oltókacsot. Az 1:4 hígítási arányt használva szignifikánsan magasabb 

motilitás értékeket mértem (6,84±3,3%, friss kontroll: 80,8±22%), mint az 

1:100 hígítás esetében. Ezt követően a hűtőmédium trehalóz kiegészítésével 

próbáltam növelni a felolvasztás utáni motilitás értékeket, ez esetben 4 

koncentrációt (0,8 M, 0,4 M, 0,2 M, 0 M) teszteltem. A hűtőmédium 0,4 M 

trehalózzal történő kiegészítése esetén szignifikánsan magasabb motilitás 

értékeket (1,9 ± 1,2 %, friss kontroll: 81,0±28%) mértem, mint a 0,8 M, 0,2 

M és 0 M trehalóz kiegészítés esetén.  

2.3.3. Sügérfélék 

Sügér fajban 30% védőanyag (15% metanol + 15% propilénglikol) 

felhasználásával, 1:5 hígítási aránnyal (módosított Tanaka hígítóban), 

Cryotop eszközön vitrifikálva 14 ± 1,6% felolvasztás utáni progresszív 

motilitást mértem (friss kontroll: 76 ± 17%). A 20% és 30% védőanyag 

(metanol és propilénglikol 1:1 arányú keveréke) között nem találtam 

szignifikáns különbséget, azonban 40% védőanyag hozzáadásakor a 

felolvasztás utáni progresszív motilitás szignifikánsan csökkent. A vitrifikált 

spermával történő termékenyítési teszt fejlődő embriókat eredményezett (4,9 

± 4,8% termékenyülés, friss kontroll: 76 ± 14,5%). A három különböző 

termékenyítésre használt spermamennyiség (1/6/18 Cryotop/100 ikraszem) 

között nem találtam szignifikáns különbséget. 

2.3.4. Angolnafélék 

Első lépésként membránfestéssel (SYBR-14/PI) vizsgáltam 4 különböző 

sperma-vitrifikációs módszer hatékonyságát. 50% védőanyag koncentráció 

felett szignifikánsan csökkent az ép membránnal rendelkező angolna-

spermiumok aránya, így további vizsgálatok során 40%-nál magasabb 
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védőanyag koncentrációt hatását nem vizsgáltam. 30% és 40% védőanyag 

koncentráció használatával nem csökkent szignifikánsan az életképesség a 

friss kontrollhoz képest. Öt különböző módszer összehasonlítása során 

megállapítottam, hogy nem mérhető szignifikáns különbség a friss és a 

vitrifikált-felolvasztott spermiumok fejének morfometriai paramétereiben 

(fej kerület és terület, n=100/minta). Korábbi vizsgálatok alapján 

kijelenthető, hogy a morfometriai paraméterek korrelálnak az 

életképességgel, tehát ez alapján megállapíthatjuk, hogy a vizsgált 

vitrifikációs módszerek megfelelőek az európai angolna spermájának 

vitrifikálására. 

Európai angolna fajban 40% védőanyag (20% MeOH + 20% PG) 

felhasználásával, 1:1 hígítási aránnyal (sperma:hűtőmédium), ponty 

szeminális plazmát használva hígítóként 0,2 M trehalózzal kiegészítve, 

Cryotop eszközön vitrifikálva 10,3 ± 1,7 % felolvasztás utáni progresszív 

motilitást mértem (friss kontroll: 88,3 ± 2,7%). A 0,2 M trehalózt tartalmazó 

hígító használatával szignifikánsan magasabb felolvasztás utáni motilitás 

értéket mértem, mint a többi kísérleti csoportban. 

 

 

2.4. Hal spermatogónium-vitrifikáció 

Zebradánió faj esetében mind a kilenc tesztelt vitrifikációs módszer 

különböző mértékben bizonyult alkalmasnak a spermatogóniumok 

megőrzésére. A legmagasabb túlélési arányt (58,31 ± 13,79%) az E1 

ekvilibrációs (1,5 M MeOH + 1,5 M PG) oldat és a V3 vitrifikációs oldat (3 

M PG + 3 M DMSO) használatakor mértem.  
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Ponty here vitrifikációját követően a spermatogóniumok túlélési aránya 

alacsonyabb volt a zebradánió esetében kapott értékeknél. Ponty 

spermatogóniumok vitrifikálására az E3 ekvilibrációs oldat kombinálva a V2 

és V3 vitrifikációs oldatokkal eredményezte a legmagasabb túlélési arányt 

(E3V2: 11,43 ± 5,2%, E3V3: 10,05 ± 4%). 

2.5. Új tudományos eredmények 
1. Bebizonyítottam, hogy a Cryotop mint hűtőeszköz eredményesen 

használható különböző halfajok spermájának vitrifikációja során. 

2. Elsőként sikerült sperma vitrifikációs eljárásokat kidolgoznom nyolc 

halfaj: pénzes pér, sebes pisztráng, márványpisztráng, ponty, compó, 

zebradánió, csapó sügér, európai angolna esetében, a módszerek 

hatékonyságát három faj esetében (zebradánió, csapó sügér és pénzes 

pér) a termékenyítési kísérletek is bizonyították.   

3. Megállapítom, hogy az általam leírt vitrifikációs eljárások 

alkalmazásával az európai angolna spermiumainak morfometriai 

paraméterei nem változnak szignifikánsan. 

4. Hereszövet vitrifikációs eljárásokat dolgoztam ki ponty és zebradánió 

fajok esetében. 
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3. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

3.1. Halsperma vitrifikációja 

Kísérleteim eredményeképpen lehetővé vált számos olyan halfaj 

spermájának vitrifikációja, amelyekről korábban nem állt rendelkezésre 

információ. Általánosságban megállapítható, hogy a vizsgált hűtőeszközök 

közül (műszalma, oltókacs, Cryotop) halsperma vitrifikációjára alkalmasnak 

két eszköz bizonyult: a műanyag oltókacs, illetve a Cryotop. Mindkét eszköz 

alkalmas kis térfogatok hűtésére és gyors olvasztására, egyedileg jelölhetőek, 

azonban a Cryotop használatakor szignifikánsan magasabb felolvasztást 

követő motilitás értékeket mértem, mint az oltókacson vitrifikált mintáknál. 

A vitrifikált sperma felolvasztást követően mért motilitás értékei a 

legtöbb faj esetében alacsonyabbak voltak, mint a hagyományos 

mélyhűtéssel elérhető értékek. Ezt a tendenciát írták le a témában publikáló 

más szerzők is, mivel a vitrifikációt követően a spermiumok mozgása inkább 

rezgésszerű, mint progresszív. A jelenség magyarázata egyelőre nem 

tisztázott, de feltételezhetően az oldat magas viszkozitása okozza a 

károsodást. Több faj esetében termékenyülést is leírtam a vitrifikált 

spermával történő termékenyítést követően, ez is bizonyítja azt, hogy 

alacsony motilitás értékek mellett is hatékonyan megőrizhető a genetikai 

információ. 

A vitrifikációs módszerek hatékonyságát a motilitás értékek mellett 

az angolna sperma morfometriai elemzésének eredményei is bizonyítják, 

mivel a vitrifikált-felolvasztott spermiumok fejének kerülete és területe nem 

csökkent szignifikánsan a friss sperma értékeihez képest. 
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A fluoreszcens membránintegritás vizsgálatok eredményei azt 

mutatták, hogy a vitrifikált zebradánió- és angolna sperma életképessége 

nem különbözött szignifikánsan felolvasztás után a kontroll értékektől. Ezzel 

szemben a motilitás értékek, valamint zebradánió esetében a termékenyülési 

értékek szignifikánsan alacsonyabbak voltak vitrifikációt követően a kontroll 

értékeknél. 

A hígító oldat trehalóz kiegészítésével szignifikánsan magasabb 

felolvasztás utáni motilitás értékeket mértem ponty, compó és angolna 

sperma vitrifikációja esetében. Ezzel szemben a trehalóz kiegészítés pozitív 

hatása nem volt megfigyelhető zebradánió és pénzes pér fajok spermájának 

vitrifikációjakor. 

A vitrifikáció eredményességének kritikus pontja az olvasztás, 

amikor rekrisztallizáció történhet. Kísérleteimben a legjobb eredményeket 

akkor kaptam, amikor a vitrifikált spermát közvetlenül az aktiváló oldatban 

olvasztottam fel, a cseppfolyós nitrogénből való kivételt követően, 1 

másodpercen belül. 

3.2. Hal spermatogóniumok vitrifikációja 

A hereszövetek mélyhűtve tárolásával, majd a felolvasztott szövetből 

történő spermatogónium izolálásával és nőivarú steril recipiensbe való 

beültetésével reprodukálható a női ivar, ezáltal veszélyeztetett populációk 

helyreállíthatóak akkor is, ha már nincs fellelhető nőivarú egyede a fajnak.  

Az akupunktúrás tűn történő szövet vitrifikációt erre a célra alkalmasnak 

találtam zebradánió és ponty fajokban. A tűk egyedileg jelölhetőek, valamint 

kriocsövekben vagy sínekre rögzített gobletekben tárolhatóak felolvasztásig. 
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A vitrifikációt követően sikeresen izoláltam spermatogóniumokat ponty és 

zebradánió faj esetében egyaránt. 

A spermatogóniumok vitrifikációjával megőrizhetővé válik mindkét ivar 

genomja, így kiváltható a nem mélyhűthető hal ikra és embrió megőrzése. 

Az utóbbi években különböző halfajokban sikeresen alkalmaztak 

vitrifikációs protokollokat ősivarsejtek megőrzése során. Egy 2017-ben 

megjelent cikkben medaka teljes hereszövet sikeres vitrifikációját írták le. 

Ugyanez a japán kutatócsoport korábban teljes hal védőanyagmentes 

mélyhűtése után izolált sikeresen élő ősivarsejteket kiolvasztást követően a 

hal ivarszervéből, majd az izolált sejteket steril recipiens lazacba ültetve 

beépültek és osztódtak, a recipiensek a donor hal ivarsejtjeit termelte. Az így 

kapott ikra és sperma segítségével donor eredetű utódokat állítottak elő, 

ezáltal bizonyították, hogy ez a módszer sikeresen alkalmazható 

veszélyeztetett fajok génmegőrzésére. 

 

3.3. Javaslatok 

• Javaslom a Cryotop hűtőeszköz használatát halsperma vitrifikációjára, 

mivel vizsgálataim eredményei alapján ez az eszköz a legalkalmasabb a 

halsperma ultragyors mélyhűtésére. 

• Javaslom a vitrifikációt zebradánió-sperma megőrzésére, mivel a faj kis 

testméretből adódóan más – nagyobb hűtési térfogatot igénylő – hűtési 

eljárásokkal nem kivitelezhető az egyedi spermaminták 

krioprezervációja. 
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• Javaslom a hereszövet vitrifikációt zebradánió és ponty 

génmegőrzésére, mivel ezzel a módszerrel a nőivar is reprodukálható, 

így áthidalható a halikra mélyhűtésének problémája. 

• Javaslom a trehalóz, mint védőanyag használatát az alábbi fajok 

spermájának vitrifikációjához: ponty, compó, európai angolna, mivel 

ezen fajok esetében a vitrifikációt követően a felolvasztott sperma 

motilitására pozitív hatással volt a trehalóz kiegészítés. 
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