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Osszefoglalas

Napjainkra a mesterséges termékenyités jelentds szerepet jatszik a nyultenyésztésben. A
tenyésztOk altalaban friss, vagy hiitott szaporitdéanyaggal termékenyitenek, azonban néhany
kiilonleges esetben mélyhiitott spermat is felhasznalnak. Veszélyeztetett fajtdk, vagy
transzgénikus nyulvonalak ex situ génmegoOrzéséhez gamétabankokat hozhatunk létre. A
spermabankok gyakorlati alkalmazasahoz megbizhaté mélyhiitési technologiat kell kialakitanunk.
A hagyomanyos mélyhtitési protokollok tojassargaja alapi spermahigitok hasznalatat javasoljak.
Habéar ezen oldatok sziirésével és az antibiotikumok haszndlatdval a bakteridlis fertdzés
megelézhetd, a tojassargaja helyettesitésére kereskedelmi forgalomban kaphatd csiramentesitett
fogyasztasi tejféléket (ESL, UHT tej) kivantunk kiprobalni egy aszeptikus higito 1étrehozasahoz.
Kisérleteinkben a spermiumok tulélési- valamint a termékenyitoképes sejtek aranyat a
miszalmék felolvasztasat kovetden vizsgaltuk.

Kulcsszavak: sperma mélyhiités, nyul, spermabank

Applicability of milk based diluters for cryopreservation of rabbit sperm
Abstract

Because of several advantages, the artificial insemination (Al) becomes an important method of
the practice of rabbit breeding. Usually, the breeders use fresh or cooled semen for insemination,
but in some special cases cryopreserved semen is applied. It is possible to create a gamete bank
for ex situ genetic conservation of an endangered breed or transgenic rabbit lines using
cryopreserved semen samples. For the practical application of sperm banking we have to develop
a reliable cryopreservation technique. The advice of a conventional cryoprotocol is to use egg
yolk based semen diluters. Although filtering and using antibiotics mainly prevents them from
bacterial contaminations, we wanted to try using some routinely sterilized, commercial milk
(ESL, UHT milk) for replacing egg yolk to create an aseptic diluter. We studied the rate of
survival and fertility of sperm treated by different diluters after thawing of the cryopreserved
staws.

Keywords: sperm cryopreservation, rabbit, spermbank
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Bevezetés

A mesterséges termékenyités gyakorlata akarcsak néhany intenziv nyultenyésztéssel
foglalkoz6 eurdpai orszagban, a magyarorszagi nyultenyésztok korében is egyre jobban elterjedt
(Mocé és mtsai, 2003). Az eljaras elénye, hogy a természetes paroztatds esetén felmeriilé
allategészségligyi kockazatok mérsékelhetdk, a termékenyitéshez az apadllatok szama csokkentheto, s
ennek révén a nagyobb szelekcids intenzitds mellett a genetikai elérehaladas is novelhetd. A
nyultenyésztOk napi gyakorlataban altalanosan a 10-20-szorosara higitott friss spermaval torténd
termékenyitést alkalmazzak (Szendro, 2004), a mélyhiitésbol szarmazo felolvasztott sperméaval valo
termékenyités azonban nem elterjedt eljaras.

Az ex situ génmegOrzeés szamara a termékenyitOképes szaporitdanyag hossza tava eltarolasa
elengedhetetlen. A spermabankok kialakitasa transzgénikus allatmodellek kialakitdsa esetén is nagy
szerepet jatszik, hiszen a genetikailag modositott vonalak in situ fenntartasa mellett a hasznositas
id6leges modja miatt a genetikai anyag gamétabankokban torténd tarolasa jelentésen csokkentheti a
vonalfenntartds koltségeit. Lényeges szempont, hogy a mélyhiitéssel torténd tarolds soran a
termékenyitdanyag a termékenyitoképességét megdrizze. Ezt tobbek kozott a spermiumok
mozgékonysagaval, motilitdsaval jellemezhetd €16 allapot és a sejtek akroszoma membranjanak
épsége biztositja. A spermaértékelés gyakorlata a sejtek életképességére iranyul, amit viabilitasi
festéssel illetve motilitas vizsgalattal (szubjektiv vagy szamitogép segitette spermaértékelési modszer)
hatdroznak meg. A mélyhlitési eljaras gyakorisaga ¢és fontossaga ellenére a mélyhlitott
nyllspermiumok talélési aranya ritkan 30% koriili, ami a sikeres termékenyiilés feltétele. A
spermabankok gyakorlati alkalmazasahoz olyan megbizhatd mélyhitési technologiat kell
kialakitanunk, ami eleget tesz ennek a minimalis elvarasnak. A termékenyitdéanyaggal szemben
tamasztott masik elvards a felolvasztott spermaminta korokozd mentessége. A hagyomanyos
mélyhtitési protokollok tojassargaja alapi spermahigitok hasznalatat javasoljak (Mocé és mitsai,
2003). Habar ezen oldatok sziirésével és az antibiotikumok hasznalataval a bakterialis fertdzés
megeldzhetd, kisérleteinkben a tojassargdja helyettesitésére kereskedelmi forgalomban kaphato
csiramentesitett fogyasztasi tejféléket (ESL, UHT tej) kivantunk kiprobéalni aszeptikus higito
létrehozasahoz. A higitok krioprotektiv hatékonysagat felolvasztast kdvetden hasonlitottuk dssze, a
spermamintak festéssel meghatarozhato, prediktiv termékenyitéképességének (felolvasztast kovetd
tulélés és akroszoma integritas) jellemezésével.

Anyag és modszer

Spermavétel

A Hycole bakokat ad libitum takarmanyozassal, napi 12 6ras fényperiodust biztositva allando
20°C-on, 65-70% relativ paratartalmi allathdzban tartottuk. A spermavétel ndstény éllatra vald
ugratassal, mihiively alkalmazasaval tortént. Kisérleteinket harom ismétlésben végeztiik. A kinyert
spermamintdk motilitasat szubjektiv, fénymikroszkdpos megfigyeléssel becsiiltiik meg. A legalabb
70%-ra becsiilt mozgd ¢éldsejt aranyt elérd mintdkat hasznaltuk fel a kisérletekben, ezeket
elegyitettiik.

Meélyhiités

A tovabbi higitds szaméara egyenld mennyiségeket alakitottunk ki a 9 kezelési csoport
szamara. A kontroll csoportban az el6zetes mélyhtitési kisérleteinkben mar alkalmazott hagyomanyos
tojasalapu higitokat (M1: Weitze Tris, tojassargaja, DMSO; M2: Weitze Tris, tojassargaja, glicerin,
DMSO) alkalmaztuk (Baranyai és mtsai, 2001, Kerekes és mtsai, 2012). UHT, ESL 1,5% és 2,8%
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zsirtartalmu tejek felhasznalasaval a tojassargajat térfogataranyosan helyettesitve készitettiink a
mélyhitési folyamat szdmara a krioprotektanst tartalmazo higitokat. Az ESL és UHT tejmintakbol
fagyasztva szaritdssal tejport készitettlink, amikbdl rehidrataladssal szintén négyféle higitot
alakitottunk ki.

A mélyhlités soran a spermamintdhoz eredeti térfogatanak kétszeresének megfeleld
mennyiségli M1 oldatot adtunk cseppenként. Az elsédleges higitasu elegyet 90 percre 4°C-ra
helyeztiik, majd a kiindulasi térfogattal megegyez6 mennyiségii M2 higitoval alakitottuk ki a minta
végleges térfogatat. Ezt kovetden 0,25 ml-s milanyag miiszalmakba toltottiik a mintakat és a csoveket
polivinilalkohollal zartuk le. A miiszalmakat 20 percen at 4°C-on vizszintesen taroltuk, majd
folyé¢kony nitrogén gézébe helyeztiik, a folyadék felszin felett 4 cm magassagban képzett tarolon 5
percig. A gyors atfagyasi folyamat megkezdését kovetden az alkalmazott higitonak megfeleld
szinkdddal jelolt miiszalmékat a folyékony nitrogénbe meritettiik és végiil a folyékony nitrogénnel
toltétt mintatarolo tartalyba helyeztiik.

Felolvasztas, féenymikroszkopos vizsgalat

A folyékony nitrogénbdl kivett miiszalmdkat 60 masodpercre 37,5°C-os vizfiirddbe
helyeztiik. A miiszalmak tartalmat 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe gyiijtottiik, amikbdl a festés
szamara mintakat vettiink.

A termékenyit6képes sejtek aranyat a sejtek plazmamembranjdnak és akroszomadjanak
integritdsa alapjan hatdroztuk meg, Kovacs-Foote féle eld/elhalt és akroszoma membran-allapot
meghatarozdsara alkalmas fénymikroszkopos festést alkalmazva (Kovdcs és Foote, 1992). A
kiértékelést binokularis fénymikroszkoppal —végeztik, 400x nagyitassal. A spermiumfej
posztakroszomalis Chicago Sky Blue/neutral voros festékekkel valod szinezddése alapjan allapitottuk
meg a sejt élo allapotat, az akroszOma membran épségére az akroszoma Giemsa/neutral vords
szinezéke utalt. Termékenyitoképes sejtnek a kizardlag a biborvords akroszomalis, vilagos
posztakroszémalis résszel, és sértetlen, rozsaszin farokkal rendelkezd sejteket tekintettiik.
Targylemezenként 300 ivarsejt festddését figyeltiik meg a Hamupipdke sejtszadmlaldo program
segitségével, a sejteket termékenyitoképes €s termékenyitésre alkalmatlan (elhalt, vagy ¢€l6, de
akroszoma-, illetve farokmembran sériilt sejtek halmaza) kategoriakba sorolva (Nagy és mtsai, 1999).

Eredmények és értékelés

A kisérleti eredményeinket az [. tabldzatban foglaltuk Ossze. Az adatok statisztikai
elemzéséhez Khi négyzet probat hasznaltunk, kovetkeztetéseinket erre alapozva fogalmaztuk meg.

1. tdblazat: Tulélé, termékenyité képes himivarsejtek aranya a felolvasztast kovetéen a
kiilonb6z6 kezelési csoportokban

Tualéls termékenyitéképes sejtek %-os ardnya + SD*
Higitok® ESL15% | UHT 1,5% ESL 2,8% UHT 2,8% Kontroll
Frissen készitett® | 20,6 +22% | 14,5+0,7° 14,4+32° 13,7+3,1° | 23,9+24°
Rehidratalt* 16,8+3,1° | 16,0+3,1° 14,9 +2,5° 14,9 +2.8° -
a,b: P>0,01

Table 1: Ratio of fertile, viable spermcells in different treatment groups after thawing
'Ratio of survived, fertile cells %+ SD, Diluters, *Freshly prepared, “Rehydrated
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Az elemzés alapjan csak egyetlen kisérleti kezelési csoport talélési eredménye nem
mutatott szignifikans eltérést a kontroll csoport eredményétdl (23,9%). A frissen feldolgozott
ESL 1,5%-o0s zsirtartalmu tej alapt higitoval kezelt spermiumok 20,6 %-a Orizte meg a
termékenyitOképességét a Kovacs-Foote féle festéssel vald értékelés alapjan. A tobbi kezelési
csoport eredménye gyengébb tulélésre utalt és az eltérés szignifikansan kiilonbozott a kontroll
csoport eredményétol.

Kovetkeztetések és javaslatok

Vizsgalatainkban kiilonbo6z0 tej alapu higitok felolvasztas utani talélésre gyakorolt hatasat
vizsgaltuk, a hagyomanyos tojassargajat tartalmazo higitoval 6sszehasonlitva. Megallapitottuk,
hogy a kezelések soran az 1,5 %, csokkentett zsirtartalmi ESL tej haszndlataval elérhetd a
hagyomanyos higité alkalmazasakor jellemzd tulélési eredmény. A liofilizalt, majd rehidratalt
mintdval azonban nem sikeriilt ezt a hatékonysagot reprodukalni. Tovabbi kisérletekben kivanjuk
tisztazni, hogy az UHT kezelés, illetve a fagyasztva széritds soran milyen tényezdk hatdsa miatt
csokken a tej adalék krioprotektiv hatdsa. A tovabbiakban egyedi bakoktol szarmazd, elkiilonitett
spermamintak mélyh{itését is tervezziik, mely soran alacsonyabb zsirtartalmu (0,5% zsirtartalom)
tejjel kivanjuk helyettesiteni a tojas sargajat az M1 és M2 higitokban.
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