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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ALH:

ART:
BCF:
BSA:
CASA:
COC:
CPA:
DAP:
DCL:
DSL:

IVC:
IVEP:
IVF:
IVM:
LIN:
MOT:
PBS:
pMOT:
STR:
SuU:
TALP:
TCF:
VAP:
VCL:
VSL:
WOB:

Amplitude of lateral head displacement (a fej oldaliranya elmozdulasanak
amplituddja)

Assisted Reproduction Technology (asszisztalt reprodukcids technikak)
Beat cross frequency (a fej kilengésének frekvenciaja)

Bovine Serum Albumin

Computer Assisted Semen Analysis

Cumulus-oocita komplex

Krioprotektiv anyag

Distance average path (a megtett ut atlagos hossziisaga)

Distance in a curved line (ténylegesen megtett it hosszisaga)

Distance in a straight line (a kiindulasi és végpont kozott megtett egyenes
utvonal)

In vitro Culture (in vitro tenyésztés)

In vitro embryo production (in vitro embrioel6allitas)

In vitro Fertilization (in vitro termékenyités)

In vitro Maturation ( in vitro érlelés)

Linearity (linearitasi index)

Motilitas

Phosphate Buffered Saline

Progressive motility (progressziv motilitas)

Straightness (egyeneshaladasi index)

Swim-up (feltsztatas)

Tyrode’s albumin lactate pyruvate médium

Tris—citric acid—fructose, Tris puffer

Average path velocity (atlagolt ut sebessége, atlagsebesség)
Curvilinear velocity (ivsebesség)

Straight line velocity (egyenesvonali sebesség, progressziv sebesség)

Wobble (oszcillacios index)



1.  BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A juhokroél azt mondjak, hogy elsd haziasitott faj volt, ezért a korai id6ktdl kezdve szoros
kapcsolatban alltak az emberrel (Shelton, 1995). A juhtartas az utobbi években az 01j és fejlett
technologiak fontos kutatdsi eszkozévé valt. Az allat mérete ¢s fizioldgidja megfeleld
modellallatta teszi az emlésok kiilonféle bioldgiai funkcioinak, a szaporodasbioldgia,
embrioldgiai és a magzati fejlédés szempontjabol. A juhtartas novelése lehetdséget biztosithat
a kisebb gazdasagok megélhetésének javitasara, kiilondsen a kevésbé fejlett orszagokban. A
szaporasagi hatékonysag fokozasaval szamuk ndvelhetd, ennek modszere lehet a kiilonféle
asszisztalt reprodukcids technologidk hasznalata, mint a mesterséges termékenyités, a
embridatiiltetés és a hozza szorosan kapcsolodo eljarasok, mint a szuperovulacio kivaltas,
embridkinyerés, in vitro embrideldallitas (Devendra, 1980; Zhu, et al., 2001;
Mahammadpour, 2007).

A hortobagyi racka (Ovis aries strepsiceros Hortobagyensis) eredetét pontosan nem tudjuk,
nagy valoszinliséggel mar a honfoglalé dseinkkel érkezett a Karpat-medencébe, els6 igazolt
régészeti leletek ¢és irasok a XVI-XVII. szazadbol maradtak fent (MIKSZ, 2023). Az
Allomany a II. Vilaghabort utan csak a Hortobagyon maradt fent kis 1étszamban, jelenleg is
itt van az orszdg egyetlen kos torzstenyészete. 1961-ben az Allami Gazdasagok
Féigazgatosaga (AGF) megsziintette a magyar alfoldi rackak torzskonyvi ellenérzését. Polgar
Sandor javaslatara az allomanyt dedomesztikalni szerették volna, kiilonleges szarvalakulasa
miatt vadaszati célokra akartak felhasznalni. Hogy a fajta mégsem tiint el teljesen csak néhany
lelkes allattenyésztonek koszonhet6 (Veress , et al., 2005) A racka juhok f6 ismertet6jegye a
szarvalakulés, amely a vildgon egyediilallo. Két szinvéltozata létezik, de még jelenleg egy
fajtanak tekintik (MJKSZ, 2023).

Az Eurdpai Allattenyészté Szovetség (EASZ) 1972-ben Stockholmban rendezett
Kornyezetvédelmi konferencidjanak iilésén javaslatot tett a helyi parlagi fajtdk megdrzésére,
feladatuknak tekintették, hogy minden orszag helyi fajtait ismertessék, a kipusztulastol
megmentsék (Veress, et al., 2005).

A Magyar Foldmiivelésiigyi és Elelmiszeriigyi Minisztérium 1973-ban felismerve a
genetikai erdforrdsok fontossagat, hivatalos génmegdrzési programba kezdett, amibe
beletartozott tobb szarvasmarha-, sertés-, juh-, baromfi-, és 16fajta fenntartasa (Bodo, 1985).
Az allatnemesités célja az emberis€ég igényeit minél inkdbb kielégité viladgfajtak

kitenyésztése, ezért homogénebb, nagy termelési potenciallal rendelkezd haziallatok keriilnek



elotérbe, a helyi, 6shonos fajtakat teljes mértékben kiszoritva a termelésbdl. Azonban nem
lehet tudni, hogy milyen szerepe lehet ezeknek az allatoknak a jovében, mikor lesz sziikség
azokra a pillanatnyilag nem fontos génekre, amit ezek az allatok hordoznak (Debnar, 2015).
Az ENSZ 1992-ben Rio de Janeiro-i Kornyezet és Fejlodés Konferenciajan a haziallatokat is
a biologiailag védendd értékek kdzé sorolta.

1993-ban jovéhagyott CXIV. Allattenyésztési Torvény 11. § a haziallatok védelmérdl
rendelkezik. Kimondja, hogy azok a haziédllatfajtak, amelyek Magyarorszag
természetfoldrajzi kornyezetében alakultak ki, vagy tartasuknak, tenyésztésiiknek ¢és
hagyomanya van hazankban, nemzeti értéket képeznek (Bodo, 2001).

A Magyar Juhtenyésztok Egyesiiletének is kiemelt céljava valt a fajta megérzése in Situ
formaban, 2011-re pedig sikeriilt kidolgozni egy in vitro spermamélyhiitési eljarast
hortobagyi racka juh esetén (Egerszegi, et al., 2011).

A jelenleg MATE-Kaposvari Campushoz tartoz6é herceghalmi telephely 2014-ben
csatlakozott a ,,Genetikai er6forrasok megdrzése intézkedés keretében a védett dshonos és
veszélyeztetett mezdgazdasagi allatfajtdk megdrzése” cimili programhoz, aminek keretében
az 6shonos juh fajtak in vitro génmegorzésében, a termékenyitd anyag mélyhtitve tarolasaban
vette ki a részét.

Jelen dolgozatban a hortobagyi racka juh génmegdrzési eljarasoknak az egyéb in vitro

modszereit, lehetdségeit szeretném bemutatni.

CELKITUZESEK

Egy olyan post mortem ex situ in vitro génmeg0drzési eljarast szerettem volna kidolgozni juh
fajon, amely jelent6sen képes javitani az eddig alkalmazott in vitro embri6 eléallitasi (IVEP)
technikdkon. Egy természeti katasztrofa, vagy betegség esetén génmentési eljarasokat
alkalmazhatunk, pl. ex situ gamétabankok (spermium, embrid, petesejt) 1étrehozasaval.
Ezeknek a modszereknek a segitségével egy hirtelen allomanycsokkenés ellenére is
lehet6ségiink marad olyan valtozatok fenntartasara, amelyek pl. egy betegség esetén

elvesznének (1. abra).
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1. dbra: Oshonos dllataink in vitro génmeg6rzésének lehetéségei

Dolgozatomban azokat a mddszereket szeretném bemutatni, amelyek segitségével kozelebb

kertilhetlink egy hatékonyabb in vitro embrioeldallitashoz.

A kutatds soran elvégzett vizsgalatok:

Gamétak felhasznalasaval utod 1étrehozasara az in vitro embrioeléallitas nyujt lehetéséget,
ehhez viszont egy in vitro eldallité protokollra van sziikség. A szarvasmarha esetén mar
kidolgozott, a gyartd altal juh embridk eldallitdsara is ajanlott IVF Bioscience® médiumokkal
torténd embriodeldallitasi technologiat vizsgaltuk.

Ex situ in vitro génmeg0rzés szempontjabol post mortem kinyert gamétakkal, petesejtekkel
¢és mellékherébdl szarmazd spermiumokkal torténd hatékony IVEP technika kifejlesztése juh
fajtaban a protokoll alapjan.

Spermium szelekcios swim up eljaras kidolgozasa juh mellékhere eredetli spermiumokra.

In vitro termékenyitési kisérletek elvégzése a modszer hatékonysaganak bizonyitasa céljabol.

Az in vitro létrehozott juh embriok mélyhtitése fagyasztassal és vitrifikacioval.



Problémafelvetés:

IVF Bioscience® IVEP protokoll betartasaval alacsony osztodasi szazalék volt megfigyelhetd
az eldkisérletek soran.

A termékenyitéshez hasznalt mellékhere eredetli spermiumok az IVF spermakezelés soran a
SemenPrep® médiumban torténd centrifugalas utan jelentds csokkenést mutattak motilités,

progressziv motilitas tekintetében.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES
2.1. OSHONOS ALLATAINK VEDELME

Napjainkra a Magyarorszagon €16 6shonos allataink in situ megdrzése nagyon sok figyelmet,
anyagi tamogatast kap, koszonhetéen annak, hogy felismerték ezeknek az allatoknak a
jelentéségét kulturalis és szakmai szempontbdl is. Azonban in vivo és in vitro hossza tava
eltarolasuknak rendszere még nincs teljes mértékben kidolgozva. Oshonos allataink nagy
mértékben vannak kitéve a kiilonb6z0 éghajlati valtozasoknak, az egyre inkébb terjedd
fert6z6 betegségeknek, ezért egyre fontosabba valt a genetikai er6forrasok ilyen formaban
torténd megdrzése. A védett dshonos fajtak jelentds genetikai értéket képviselnek, eredeti
allapotban valdé meg6rzésiik nemzeti érdek és allami feladat (Veress, 1996; Bodo & Veress,
1997). A biologiai sokféleség fenntartasanak elétérbe keriilésével, a kornyezetkiméld
gazdalkodassal tenyésztésiik egyre nagyobb hangsulyt kap, extenziv tartasra az dshonos fajtak

felelnek meg leginkabb (Olah, 2002).

Oshonos allataink védelmére az asszisztalt reprodukcids technologiak alternativ megoldast

jelenthetnek hosszu tavu fenntartasuk érdekében.

2.2.  ASSZISZTALT REPRODUKCIOS TECHNOLOGIAK

Az ART-k elosegitik és tamogatjak az adott faj szaporodasat, az ivarzasszinkronizalast,
ivarzasindukciodt, a mesterséges termékenyitést és spermamélyhiitést, az embrioatiiltetést és -
mélyhiitést alkalmazzak leggyakrabban. Meghatdroz6 szerepe van az allattenyésztés
termelékenységének javitasaban, genetikailag értékes egyedektdl 1ényegesen tobb utddot
nyerhetiink, mint természetes koriilmények kozott. Segitségiil szolgalhat a kihalassal
fenyegetett vadon €10 ritka allatfajok megmentésében, de kulcsszerepet tolthet be az 6shonos

allatfajtaink megmentésében is (Vass, 2014).
2.2.1. Spermagyiijtési eljarasok

A genetikailag értékes allatokbol vagy veszélyeztetett fajokbol szarmazo, életképes
spermiumok Kkinyerése és mélyhiitése a him ivarsejtek megérzése szempontjabol fontos

modszer. Erre tobb lehetdség is van, amit az alabbiakban részletesen szeretnék bemutatni.

A spermagyjtés fajtol fliggéen tobbféleképpen is elvégezhetd. Juhoknal a leggyakrabban
alkalmazott technikak a mihiively, az elektroejakulator, illetve post mortem esetben a

mellékhere eredetii spermiumok gytijtése.
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Ejakulalt sperma gyiijtése

A spermagyiijtési eljarasok koziil a mihiively utdnozza
leginkdbb a természetes fedeztetés modszerét. Nagyobb
koncentraci6ji  sperma  nyerheté vele, mint az
elektroejakulator hasznalatakor (Wulster-Radcliffe, et al.,
2001a; Marco-Jimenez, et al., 2008). Ebben az esetben - .. |

1. kép: Kosokhoz hasznalt miihiively.
azonban egy tobb hetes szoktatasi id6 sziikséges a him ivarg Készitette: Dr. Kuwvolgyi G. Herceghalom

(2015)
allatoknak (1.kép).

Spermiumok kinyerése elektroejakulatorral

Az elektroejakulacidhoz hasznalt késziilék aramforrasbol,
transzformatorbol és rektalis szondabol all. A szonda
méretét altalaban az érintett faj hatarozza meg (2. kép). Az

elektroejakulator lehetévé teszi az alacsony libidoju és

nostényt megugrani képtelen himektdl szarmazd sperma » sy Kosokhoz (felss) és bikikhoz
e . , , , ; , . hasznalt elektroejakulator (also). Készitette:

gylijtését is, ezért egy alternativ modszerként hasznalhatd pepugr v J. Herceghalom (2018)

(Barker, 1958; Sundararaman, et al., 2007; Guiliano, et al.,

2008). A juhok elektroejakulaltatasa ezzel a modszerrel gyorsabb, kényelmesebb, nagyobb

spermamennyiséggel, de alacsonyabb spermiumkoncentracioval jar, azonban az allatnak

stresszt okoz, ami allatjoléti szempontbol nem a legidealisabb valasztas (Mattner & Voglmayr,

1962; Salamon & Morrant, 1963; Wulster-Radcliffe, et al., 2001b; Marco-Jimenez, et al., 2005).
Post mortem — vagy kasztralast kovetoé spermium kinyerés

A cauda epididymisben tarolt spermiumok altalaban jo mindségliek és elég érettek ahhoz, hogy
képesek legyenek megtermékenyiteni a petesejteket (Matas, et al., 2010; Pamungkas, et al.,
2012). Miutan egy allat elpusztul, csirasejtjei egy bizonyos ideig életben maradnak, igy
lehetséges lehet egy allat utdodainak eldallitasa a halala utan (Hishinuma, et al., 2003). A jo
mindségli ejakulatum kinyeréséhez azonban a spermiumgytijtést és -feldolgozast az allat
elhulldsa utdn azonnal el kell végezni, mivel az id6 és a hdmérseklet jelentds valtozasokat
okozhat a spermiumok életképességében. Martinez-Pastor, et al., (2005); Shakeri, et al., (2008)
arr6l szamoltak be, hogy a 48 oran keresztiil szobahdmérsékleten tarolt kos spermiumok jobb
minéségét a halal utani elsé 24 oraban gyjtotték. Garde, et al., (1998) azt tapasztaltak hogy a
spermiumok ¢életképessége és in vitro fertilitasa csokkent, amikor az allat elhullasa és a

spermagytijtés pillanata kozott eltelt idé megnott.
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Szamos tanulmany szamolt be arr6l tobb allatfaj esetén, hogy a mellékhere tobb oran, vagy
napon keresztiil tartd hiitve tarolasa utan életképes ivarsejteket, termékeny spermiumokat
lehetséges Kinyerni : szarvasmarha (Martins, et al., 2009), 16 (Vieira, et al., 2012), hazimacska
(Ganan, et al., 2009; Thuwanut, et al., 2010), kutya (Suppawiwat, et al., 2006), kos (Mir, et al.,
2012), vadon €16 kérédzok (Martinez-Pastor, et al., 2005), teve (Waheed, et al., 2011), bivaly
(Barati, et al., 2009) és gimszarvas (Soler, et al., 2003; Malcotti , et al., 2012). Ezek a munkak
azt mutattak, hogy a spermium mindsége a post mortem idé fiiggvényében romlik, és a
mellékhere 5 °C koriili tarolasa meghosszabbitja a himivarsejtek talélését a mellékherékben,

igy tobb id0 jut a spermiumok feldolgozasara.

A mellékhere eredetli spermiumok kinyerése és mélyhtitése elengedhetetlen eszkoz az értékes
hazi- vagy vadon €16 allatok genetikai dllomanyanak megdrzéséhez. A spermiumok a herékben
képzddnek (gametogenezis), az érés a mellékherében megy végbe, amikor a sejtek belépnek a
mellékhere feji részébe, tovabbhaladnak a mellékhere testébe, és végiil elérik a farki régiot, ahol
az ejakulacio pillanataig tarolodnak. A farki régioban tarolt spermiumok altalaban jo
mindségliek és magas érettséggel rendelkeznek, igy képesek megtermékenyiteni a petesejteket.
A mellékhere kedvezd kornyezetet biztosit a spermiumok termékenyitoképességének, tobb
hétig tartd fenntartasahoz (Bertol, 2016). A mellékherébdl szarmazo6 spermiumok visszanyerése
egy utols6 lehetdség az elhullott allatok ivarsejtjeinek felhasznaldsara, a kihalds altal

fenyegetett allatok fenntartasara (Tittarelli, et al., 2006).

A legtobb tanulmanyban a heréket 5°C-os hiitési homérsekleten tartjadk feldolgozasig
(Egerszegi, et al., 2012), ami lelassitja a sejtlebontasi folyamatokat, ezzel megndvelve az
ivarsejtek életképességének tartamat (Martins, et al., 2009). Az alacsony hémérséklethez képest
(4-6 °C) a szobahOmérséklet (18-22 °C) dsszehasonlitasa soran azt talaltak, hogy a tarolasi

hémérséklet nagyban befolyasol néhany paramétert, mint az akroszoma integritasat, a

crer

2.2.2. Spermafeldolgozas

Kozvetleniil a spermagytijtés utdn a sperma makroszkopikusan értékelhetd szin és térfogat
alapjan, késébb a laboratériumban a spermiumok mozgékonysaganak, az ondd pH-janak és
spermiumok szazalékos aranyanak vizualis becslése valdsziniileg a leggyakoribb laboratoriumi
elemzés. Ez a modszer nagyon hasznos lehet, bar egyetlen fontos spermatulajdonsagot értékel

és ki van téve az emberi szubjektivitasnak. (Moce & Graham, 2008).
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Minden allatfajnal a spermat testhomérsékleten gytjtik, ezért torekedni kell ennek
megtartasara, egy hirtelen homérsékletcsokkenés hidegsokkot eredményez (Hafez, 1987). A
sperma hiitése soran térekedni kell a fokozatos hiitésre, mivel az ondé tul gyors, 30 °C ¢s 0 °C
kozotti hiitése halalos stresszt indukal a himivarsejtben. A spermiumsejtek 5 °C-rdl kiindulva
gyors, 15-60 °C/perc sebességgel valdo mélyhiitése elfogadhaté talélési aranyt mutat. A htitési
sebességnek azonban elég lassunak kell lennie ahhoz, hogy a viz ozmoézis utjan hagyja el a
sejteket, megakadalyozva a sejten beliili jégképzodést (Mazur, 1984). A kos spermiumok
kozéprésze és farki része kiilondsen sériilékenynek bizonyult, ha a hiités lassabban torténik

(Kumar, et al., 2003).

Mellékherei spermiumok esetén a gylijtést kovetden nem torténik azonnali feldolgozas, a
heréket, illetve a mellékherét el kell juttatni a megfeleld laboratériumba tovabbi feldolgozasra,
akdr az allat elhulldsi helyétél, akar a vagohidrol. A széllitds ebben az esetben
szobahdmérsékleten torténik, majd az ejakulalt spermaval megegyezo modon torténik az 5 °C-

ra térténd hiitése (Mujitaba, et al., 2022).
Kiilonbozo modszerek a mellékhere eredetii spermiumok életképességének javitasa érdekében

Mellékhere eredetli minték soran a szikepenge segitségével torténd szeletelésnél sok tormelék
és vér kerlil a mintdba, ami rontja a spermiumok életképességét, ezért sziikséges ezek
eltavolitdsa olyan modszerekkel, amelyek nem okoznak kart a spermiumok
mozgékonysagaban. A megfeleld és hatékony tartdsitas elengedhetetlen eleme a spermiumok
jovobeni felhasznalasanak, ezért a kiilonbozo pufferek hozzaadasa, majd ezekkel torténd

centrifugaldsa egy j6 alternativa lehet.

Egy Osszetett vizsgalat sordn megnézték a kiilonb6zd médiumokban torténd eltartds és
centrifugalas hatasat. A kisérlet soran a Tris- citric-acid- fruktoz és -gliikkoz (TCF, TCG), illetve
a Natrium- citrat- fruktoz és -glikoz (SCF, SCG) higitokkal végzett vizsgalatok soran
kimutattak, hogy ezek hasznalataval kozvetleniil a mellékhere eredetii spermiumok kinyerése
utani higitassal és centrifugalassal egy jo mozgékonysaggal rendelkezd, tisztitott mintat
kaphatunk. A kiilonb6z6 higitok koziil kiemelheté a TCG puffer, ami mélyhiités és felolvasztas
utan magasabb spermium motilitast eredményezett a tobbi higitoval dsszehasonlitva (Ahmed,

et al., 2019). Ebben a vizsgalatban a mintakat 10 percig 855x g sebességgel centrifugaltak.

A centrifugalas az egyik leggyakoribb spermiumel6készitési modszer, aminek fejlesztése egyre

fontosabba valik a mesterséges termékenyités és az IVF szdmdra. Egy olyan sebesség
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kidolgozasara van sziikség, amivel a sejtek karosodasat csokkenteni tudjuk, elkeriilve ezzel a

nagy spermiumvesztességet (Neila-Montero, et al., 2022).

Tobb ilyen kisérletet végeztek az elmult évek soran, azonban a mai napig nincs meghatarozva
a legkevesebb sejtkarosodassal jaro centrifugalasi erd. A 3000x g, vagy annal nagyobb erdvel
10 percig tartd centrifugalds szobahdmérsékleten a spermiumok mozgési karakterisztikajaban
valtozast figyeltek meg (Neila-Montero, et al., 2021). A minta 1200x g vagy az alatti sebesség
10 percen at tartd centrifugalasa soran (Neila-Montero, et al., 2022) nem tapasztaltak lathato

karosodast a sejtekben.

2.2.3. Az ondosejtek mozgasi paramétereinek értékelése digitalizalt eljarassal (CASA

rendszer)

Az ondd mindségének rutinszerl biralatara hasznalt modszerek kozott a digitalizalt motilitas-
vizsgalorendszerek nagymértékben elterjedtek a vildgban, mar szinte nincs olyan
szaporodasbioldgiaval foglalkozo laboratorium, ahol ne lenne megtalalhato. Ezek a rendszerek
jol szemléltetik a sejtek életképességét, hasznalatuk gyors és egyszeril, ezen feliil rogzitik és
taroljak a kiilonb6z0 mozgasi paramétereket, kizarjak a szubjektiv biralat pontatlansagat
(Horvath, et al., 2006b). Az els6 ilyen szamitdogép az 1980-as évek kézepén mar a human
laboratoriumokban is megjelent. Elénye, hogy a faziskontraszt objektivvel ellatott mikroszkop
lehetdvé teszi, hogy a spermium vilagos, a hattér sotét latotérben tudjon megjelenni. A
spermiumok mozgasat a mikroszkop latocsovére helyezett digitalis kamera kozvetiti a
szamitogép programjanak, ahol a rendszer érzékeli, végigkdveti minden himivarsejt mozgasat
a latotérben a kiindulasi és a végpont kozott, a végén pedig értékeli ezeket a mozgasokat az

alabbiak szerint:

- Motilitas (%), progressziv motilitas (%),

- VCL: A himivarsejt sebessége a ténylegesen megtett teljes mozgasi utvonalara
szamolva (um/s).

- VSL: A himivarsejt sebessége mozgasanak kiindulasi és végpontja kozotti tavolsagra
szamolva (progressziv sebesség) (um/s).

- VAP: A himivarsejt sebessége mozgasanak atlagolt utvonalara szamolva (um/s).

- DAP: A himivarsejt ténylegesen megtett utvonalanak és a mozgasanak kiindulasi és
végpontja kozott mért tavolsaganak (netto) az atlagolt hosszusaga (um).

- DCL: A himivarsejt altal ténylegesen megtett ut hosszisaga (um).
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- DSL: A himivarsejt altal megtett egyenes utvonal a mozgas kiindulasi és végpontja
kozott (um).

- LIN: A himivarsejt ténylegesen megtett mozgasi Gtvonalanak az egyenestdl szamitott
eltérése (%).

- ALH: A fgj oldaliranyu kitéréseinek atlagos nagysaga (um).

- BCF: A fej kilengésének atlagos nagysaga (Hz).

- WOB: A himivarsejt teljes mozgasi utvonalanak az atlagolt mozgasi utvonaltol
szamitott eltérése (%).

- STR: A himvarsejt atlagolt mozgasi itvonalanak az egyenestdl szamitott eltérése (%).

- ALH: A fgj oldaliranyu kitéréseinek atlagos nagysaga (um).

2.2.4. Kos sperma mélyhiitése

Az ivarsejtek mélyhtitése az ART fontos eszk6zévé valt, kiilondsen akkor, ha a donorok kozotti
tavolsag — a him ¢és ndi ivarsejtek- iddben és térben eltérd. A sperma hosszl tdvi megdrzése
akkor is fontos, ha a jovében IVEP-et és/vagy mesterséges megtermékenyitést kell végezni
(Merlo, et al., 2008; Barbas & Mascarenhas, 2009). A mélyhiitést kovetd sperma mindsége
azonban mindig korlatot jelent, mivel a mélyhiités és felolvasztas soran szamos folyamat zajlik,,
amelyek potencialisan karosithatjak a himivarsejtet, gyakran csokkenti a termékenységet. A
mélyhiités befolyéasolja a spermiumok tulajdonsagait is, mint példaul a mozgékonysagot €s a
plazmamembran integritasat, kovetkezésképpen csokkenti a spermiumok taléléképessegét.
Ugy tiinik, hogy a kos himivarsejt membranjainak sajatos dsszetétele van, ami érzékenyebbé
teszi Oket a mélyhiitéssel szemben, ezért nehezebb a kossperma mélyhiitése, mint mas
haszonallatfajok esetében. Ennek oka lehet, a kosspermiumok sejthartyajanak magasabb telitett
zsirsavaranya ¢és alacsonyabb foszfolipid aranya, a  tobbi allatfajhoz viszonyitva
(Abdelhakeam, et al., 1991; Salamon & Maxwell, 1995b; Ollero, et al., 1998; Byrne, et al.,
2000). A himivarsejt taléloképességét a mélyhiitési eljarasok €s az azt kdvetd felolvasztas is
befolyasolja. Bar a juhokban a spermiumsejtek 40-60%-a meg tudja Orizni mozgékonysagat a
fagyasztas és felolvasztas utan, a spermiumoknak csak 20-30%-a marad termékenyit6képes
(Watson, 2000; Salamon & Maxwell, 2000).

2.2.5. A kossperma mélyhiités modszerei

A juhokndl széles korben alkalmazott ivarsejt mélyhiitési modszerek a szabalyozott lassu

mélyhiités és a vitrifikacio (Papadopoulos, et al., 2002).
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Lassu mélyhiités

A lassu mélyhiités technikajaban a minta elég gyorsan lehiil ahhoz, hogy megakadalyozza a
hiités okozta karosodast, ugyanakkor elég lassti ahhoz, hogy lehetdvé tegye a sejtek
vizvesztését, intracelluldris jégképzodés nélkiil. A lassi mélyhtitési technikat kisérd
»sejtkiszaradds” potencialisan eldnyds a himivarsejtek tualélésére, mig a gyors mélyhiitési
sebesség nagyobb valoszinliséggel sejthalalt okoz. A lassu fagyast a stabilabb termodinamikai
egyensuly is jellemzi. Alacsony koncentracioban hasznaljak a krioprotektans anyagokat,
amelyek altalaban kémiai toxicitassal és ozmotikus stresszel jarnak egyiitt (Byrne, et al., 2000;
Arav, etal., 2002; Hiemstra, et al., 2005; Barbas & Mascarenhas, 2009). Kimutattak, hogy mind
a lehtilés, mind a felengedés sebessége hatdssal van a plazmamembranra, igy a himivarsejt

talélésére is.
Vitrifikacio

A vitrifikacié egy gyors mélyhiitési modszer, amelyet az oldat alacsony hdmérsékleten torténd
szilardulasanak neveznek jégkristalyok képzddése nélkiil. Ez magéaban foglalja a gyors hiitési
jégkristalyok képz6dését a sejtben, és minimalizaljak a hidegsokkot (Vajta, 2000; Barbas &
Mascarenhas, 2009). A vitrifikacio 30-50% CPA-t igényel a tapkozegben, szemben a lassu
mélyhiitési technika 5-10%-val (Dinnyés, et al., 2007). Bar tigy tiinik, hogy a vitrifikacio jobb
eredményeket ad a felolvasztas utan, a legtobb emlds spermiumsejtje rendkiviil érzékeny a CPA
sejtekben, szovetekben vagy szervekben a hdatadds azonban tal lassi ahhoz, hogy lehetéveé
tegye a vitrifikaciot a kristalyosodas veszélye nélkiil. EIony0s a nagy térfogatok, példaul sperma
¢és szovetek mélyhiitése lassu hiitési sebességgel. Ezért a vitrifikacio altalaban nem tul sikeres

a sperma mélyhtitésére (Arav, et al., 2002; Isachenko, 2003; Hiemstra, et al., 2005).

2.2.6. A mélyhiitott sperma minoségét befolyasolo tényezok

A sperma mélyhiitésében tobb fontos tényezd is szerepet jatszik, amelyek befolyasoljak a
spermiumok mindségét és ¢letképességét. A kos sperma mindsége romlik a hiités, mélyhtités,
felengedés és a krioprotektans szerek hozzaadasa kovetkeztében (Fernandez-Santos, et al.,
2006), nagyon érzékenyek a fagyasztasi folyamat soran fellépd széls6séges homérsékleti
valtozasokra. A spermiumsejtek mélyhiitésére hasznalt eljardsokrél kimutattak, hogy a

spermium plazmamembranjanak karosodasat is okozzak (Marco-Jimenez, et al., 2005).
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2.2.7. Spermakezelési eljarasok
Védéanyagok (CPA-K)

Az extenderek védoképességgel rendelkezo higitokdzegek, amelyeket a spermiumok hosszabb
ideig tarté fenntartasara hasznalnak (Hafez, 1987; Royere, et al., 1996), a himivarsejteket
energiaforrassal latjak el, megvédik a sejteket a hémérséklet okozta karosodasoktol, és
megfeleld kornyezetet biztositanak a spermiumok taléléséhez. CPA hasznalata nélkiil 5 °C-on
a sejtek életképességében 14%-os csdkkenést mutatott, azonban a motilitast nem befolyasolta
szignifikansan, CPA hasznalataval azonban az ¢letképesség 51%, a mozgékonysag 62%-0t
mutatott. A mélyhtités ¢és felolvasztds komolyabb valtozasokat idéz eld kiilonb6zd higitok
hasznalata nélkiil, amelyek a mozgékonysag teljes elvesztéséhez is vezetnek (Ollero, et al.,
1998; Paulenz, et al., 2002; Dorado, et al., 2007). A higitok 1ényege, hogy segitse a spermium

sejtek membran épségét a mélyhiitési és felengedési folyamat soran (Soylu, et al., 2007).

Az extenderek altaldban membran permeabilis, vagy nem permeabilis CPA-t, sokat, cukrokat
¢és antibiotikumokat tartalmaznak, utobbival szabalyozva a mikrobialis szennyezddések
elszaporodasat. A cukrok biztositjdk a spermiumok energiaszubsztratjat (Hafez, 1987,
Berlinguer, et al., 2007). A higitokhoz puffereket is adnak a sperma pH-értékének fenntartasa
érdekében. A lipidek hozzdadésa egy toltdanyaghoz lekiizdi a hidegsokk kezdeti kéaros hatéasat,
egy 106 lipid forras a tojassargaja. A tojassargajat tartalmazo higitokat széles korben alkalmazzak
(Maxwell & Salamon, 1993; Marti, et al., 2003), azonban virusfertézések vagy allergias
reakciok lehetséges forrasa lehet. Szamos tanulmanyt végeztek a kos ondd mélyhiitésére
szolgalo kiilonféle higitok és protokollok kidolgozasara, a termékenységi eredmények azonban
mindig alacsonyabbak maradtak, mint a friss spermaval torténd termékenyités soran (Woelders,

et al., 1997; Stanic, et al., 2000).
Meélyhiitéshez hasznalt krioprotektansok

Ahhoz, hogy a sperma mélyhiitése sikeres legyen, a krioprotektiv adalékanyagoknak jelen kell
lenniiik (Cunningham, 1999). A krioprotektansok feladata, hogy a mélyhiitési eljaras soran a
sejteket megvédjék a sejtviz karosoddsatol és a sokkhatastol. Ezeket a reagenseket a mélyhfitd
és vitrifikalo oldatok els6dleges komponenseinek is nevezik (Moore & Bonilla, 2006; Pereira
& Marques, 2008). Ezek a krioprotektans anyagok elengedhetetlenek a mélyhiités soran, de
ezek akar alacsony koncentracioban is artalmasak lehetnek (Fernandez-Santos, et al., 2006). Az
alkalmazott CPA-k tipusa kiilonb6z6é allatfajokban eltéré lehet (Viveiros, et al., 2000). A

krioprotektansok hozziadasa ¢és eltavolitasa szintén fontos szerepet jatszik a sperma
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mélyhiitésében, igy példaul a krioprotektansok molaris ardnyban torténd hozzdadasa és
eltavolitasa  jelentds, de 4atmeneti ozmotikus stresszt jelenthet a  himivarsejt
plazmamembranjara. A glicerin védotulajdonsagainak felfedezése ota a leghatékonyabb
védbszer az intracellularis viz fagyaspontjanak csokkentésében (Royere, et al., 1996), ezért ma
mar széles korben alkalmazzak, annak ellenére, hogy ozmotikus stresszt valt ki (Watson, 2000;
Morrier, et al., 2002). Ha a spermat glicerin nélkiili higitokban mélyhfitik, olyan intracellularis
kristalyok képzOodnek, amelyek a felolvasztas soran karosithatjdk a spermium szerkezetét,
azonban, ha a higitészerekhez torténik a hozzaadasa, korlatozza toxicitast. A glicerin
hozzédadasa a lehiitott kosspermahoz altalaban csokkenti a spermiumok mozgékonysagat €s az
akroszoma integritasat (Anel, et al., 2003; Kumar, et al., 2003; Sonmez & Demirci, 2004). A
glicerin mellett méas véddszereket is hasznalnak, mint a dimetil-szulfoxidot (DMSO) és
etilénglikolt (EG). Feltételezhetd, hogy egy adott krioprotektans alkalmazasanak sikere
fajspecifikus. A jelenleg hasznalt krioprotektansok koziil a glicerin a legalkalmasabb CPA a
juhsperma mélyhiitésében. Azt talaltak, hogy a glicerinnek nincs hatasa a mélyhiitott-olvasztott
spermiumok minéségére a motilitas és életképesség alapjan (Morrier, et al., 2002; Salamon &
Maxwell, 2000).

2.2.8. Felolvasztasi eljaras

A mélyhlitott sperma felolvasztdsa torténhet kiilonb6zd oldatokban, mélyhiitéskor hasznalt
higitojaban, vagy fizioldgias sooldatban is. A sperma felolvasztasakor az oldatokon kiviil a
homérsekletet €s az 1dot is figyelembe kell venni a sejtkarosodas minimalizalasa érdekében. A
felolvasztas gyorsan, vagy lassan is végrehajthato. Erdekes megfigyelés, hogy abban az
esetben, ha gyors kiolvasztas torténik (70 °C 5 masodpercig), magasabb lesz a felolvasztas utani
spermiummozgas ¢és membranintegritds, mint lassu felolvasztas esetén (35 °C-on 12

masodpercig) (Soderquist, et al., 1997).

2.3.  SPERMIUMSZEPARALASI ELJARASOK
A spermiumok termékenyitoképességének meghatarozasa nagy jelentdséggel bir a késdbbi
tenyésztés soran. Az eldkészitési technika segitségével jO életképességli, és megfeleld
motilitast termékenyité anyag hozhato 1étre. A spermiumok kapacitacioja, vagy apoptotikus

allapota, is nagyban befolyasolja a petesejtek termékenyitéképességét (Marti, et al., 2013).

Megallapitottak, hogy a spermiumok onddplazmaval vald hosszan tartd taroldsa kéaros hatassal

van a spermiumok miikodésére, de védelmet biztosit bizonyos karos koriilményektél, mint
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példaul az oxidativ stressztdl. Az ejakuldlt sperma eldregedett spermiumokat és
sejttormelékeket is tartalmaz, amelyek csokkentik a spermiumok tulélését (Saleh & Agarwal,
2002).

2.3.1. Spermamosas

A spermiumok elvalasztasat az ondoplazmatol, a spermamosast ma mar rutinszerien
alkalmazzak a kiilonb6z6 reprodukcios eljarasok soran. A modszer soran az ondoplazmat
eltavolitjak az, majd ujraszuszpendaljak a spermiumokat egy megfelel6 médiumban.
Mélyhiitott, majd felolvasztott, vagy spermahigitoval kezelt mintak esetén pedig a kiilonb6zo
krioprotektans anyagoktdl mentessé lehet tenni a termékenyitd anyagot. A legtobb ilyen eljaras
egy szlirést, vagy egy centrifugélési lepést tartalmaz (Marti, et al., 2013). A modszer
problémdja, hogy ekkor nem torténik spermiumszelekcio, az elhalt, vagy rendellenes sejtek is
megmaradnak, ami karos a spermiumok ¢életképességére (Morrell & Rodriguez-Martinez,

2011), ezért ezt a modszert akkor érdemes hasznalni, ha megfelelé a minta mindsége.

2.3.2. Swim-up, felisztatasos modszer

A swim up (SU) szamos variacioban létezik, mindegyik a mozgékony spermiumok azon
képességén alapszik, hogy a sejtek egyik szuszpenziobol a masikba mozognak. Az egyik
legrégebben hasznalt spermium elvalasztasi mddszer, az elsé megjelent publikacidk utan egy
évvel mar szarvasmarha IVF soran torténé felhasznalasanak az elsd eredményeirdl is
beszamoltak (Parrish, et al., 1986). 2013-ban kos spermaval egy Osszehasonlitd vizsgalatot
végeztek, ahol az életképességet, a kapacitacios allapotot, illetve az apoptotikus allapotot is
felmérték (Marti, et al., 2013). Eredményeik alapjan a legjobb értékeket minden vizsgalat soran
a SU modszernél talaltak, motilitas esetén példaul a SU volt az egyetlen, ahol a nyers mintahoz
képest az eljaras novelte az életképes spermiumok aranyat. A tébbi kiprobalt mddszer soran,
(Percoll stirtiséggradiens centrifugalas, szachar6zos mosas és szlirés) némi spermiummembran

elvaltozast talaltak, kismértékben csokkentve a spermiumok életképességét (Marti, et al., 2013).

A SU az egyik leggyakrabban hasznalt modszer a spermiumok el6készitésére. Az eljaras soran
az ejakulatumot a tapkozeg ald kell rétegezni, testhdmérsékletet biztositva, igy meghatarozott
1d6 alatt a spermiumok motilitas alapjan szétvalnak mozgo, illetve nem mozgé frakciora. A jo
motilitassal rendelkez6 sejtek a felsd frakcioban helyezkednek el (Berger, et al., 1985). Az
eljaras idGtartamara kiilonb6z6 id6tartamokat irtak le (Han, et al., 2016; Parrish, et al., 1995;

Somfai T., 2002; Bodo, 2003), atlagosan 30-60 perc a leggyakrabban alkalmazott idé.
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2.4.  INVITRO EMBRIOELOALLITAS (IVEP)
A genetikai anyag mélyhtitésének fontos feladata a genetikai er6forrasok megérzése, akar in
vivo, akar in vitro formaban (Sharkey, et al., 2002; Andrabi & Maxwell, 2007). Az eljaras
magaban foglalja a spermiumok, petesejtek, embriok vagy szomatikus sejtek megdrzését. A
sperma mélyhlitése és a mesterséges termékenyités szintén szdmos eldénnyel jarhat az
allattenyésztés szamdra, a modszer soran fontos géneket Orizhetiink meg a jovObeni
felhasznalashoz. Egy kiemelked6 értékmérOkkel rendelkezé apaallat esetén ennek
segitségével lehetdség van a sperma nagy tavolsagu szallitasara, nagy szamu anyaallat
termékenyitésére hosszu ideig, vagy az év kiilonb6z6 évszakaiban torténd termékenyitésére

is (Gillan, et al., 2004; Peris, et al., 2004).

A genetikai er6forras soran nagy figyelmet kell forditani a petesejtek, embriok megorzésére,
hosszii tavh fenntartdsara, vagy recipiensbe iltetésére. A kinyerésiikre alkalmas
petefészkekhez legolcsobban, illetve a legnagyobb szamban a vagohidakon lehet hozzajutni,
azonban ezek a petesejtek fejlddési kompetencidjuk, genetikai felépitésiik és életkoruk

tekintetében igen valtozatosak (Bilodeau-Goeseels & Panich, 2002).

Az in vitro embrideldallitas (IVEP) egy tobblépcsds rendszer, ami a kovetkezd 1€pésekbdl all:
Kozvetleniil a tiisz6kbdl kinyert petesejtek in vitro érlelése (in vitro maturacio, IVM), az in
vitro termékenyités (in vitro fertilizacio — IVF) és a termékenyitett petesejtek in vitro

tenyésztése (in vitro kultivacié — IVC) blasztociszta stadiumig.

Juhok esetében az IVEP-el kevesebb elérelépést sikeriilt elérni az elmult években a technika
szamos hianyossaga miatt, mint példaul az in vitro érlelés, a megtermékenyités és a
tenyésztési eljarasok tekintetében. Az elmult 30 ¢év kutatasi erdfeszitései ellenére az
eredmények még mindig kiszamithatatlanok, emiatt kereskedelmi forgalmazasuk sem tudott
megkezdddni. A spermiumok hatékonyabb mélyhiithetéségére és mélyebb embriofiziologiai

kutatasokra lenne sziikség (Paramio & lzquierdo, 2014).

2.4.1. Petesejt gyiijtési technikak

A petesejtek Kinyerésének modja befolyasolhatja az IVEP hatékonysagat (Katska-
Ksiazkiewicz, et al., 2007). A levagott allatokbdl szarmazd petesejtek Kinyerésére kiilonbozo
modszereket alkalmaznak, azonban oocitak €16 allatokbol is kinyerhetdk. A levagott juhoknal
altalaban a petefészek felszeletelését/feldarabolasat vagy tiiszéaspiraciot alkalmazzak a
petesejtek kinyerésére (Wani, et al., 2000). E15 allatokbol a petesejt-kumulusz komplexeket

laparoszkop segitette tliszOaspiracioval (LOPU) lehet izolalni.
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Petesejt kinyerés petefészek szeletelés modszerével

A szeletelés olyan modszerre utal, amelynek sordn a petefészkeket gytijté taptalajt tartalmazo
Petri-csészébe helyezik. Ezutan a petefészek teljes feliilletén egy sebészeti szikepenge
segitségével bemetszést végeznek (Pawshe, et al., 1994; Wani, et al., 2000; Wang, et al., 2007).
A petesejtek ezt kovetden a tiiszOkbol a Petri csészében 1évo taptalajba keriilnek. A juhok
esetében ellentmondasos eredmények sziilettek a petefészkek feldarabolasaval kapcsolatban,
nagyobb szamu petesejtet eredményez, azonban a keletkezé térmelék megzavarja a petesejtek
mikroszkopos keresését, ami a begylijtott petesejtek elvesztéséhez is vezethet (Wang, et al.,
2007; Wani, et al., 2000).

QOocita aspiracio

A petesejtek kinyerésének ez a modszere azt jelenti, hogy az Osszes lathatd petefészek tiisz6jét
egy eldobhatd fecskend6hoz csatlakoztatott injekcios tii segitségével szivjak le. A follikularis
petesejtek aspiracidjat meglehetdsen nehéz feladat kiskérodzok esetében, ahol a kis méreti
petefészekben atlagosan két darab elfogadhato minéségti cumulus oocita komplex (COC) van
petefészekenként, amit aspiracioval sikeresen ki lehet nyerni (Pawshe, et al., 1994; Cognie,
1999). A leszivott follikularis folyadékot egy keresé Petri-csészébe teszik at a petesejtek

mikroszkopos kereséséhez.

2.4.2. A petesejtek mindségét befolyasolo tényezok

Az oocita-Kinyerési modszer célja a petefészkenként nyert jO mindségli petesejtek teljes
szamanak maximalizalasa. A Kinyert petesejteket életképes embriok eldallitasara kell
felhasznalni ugy, hogy fejlédési kompetencidjukat megdrizzeék az in vitro érlelés soran (Wani,

et al., 2000; Shirazi, et al., 2005; Morton, et al., 2008).

A petesejtek mindségét tehat az hatarozza meg, hogy a petesejt képes-e elérni a nuklearis és
citoplazmaris érettséget, képes-e megtermékenyiilni és a fejlédé embriokbol késobb lesznek-e
¢életképes utédok (Duranthon & Renard, 2001; Hussein, et al., 2006; Sirard, et al., 2006). A
petesejtek mindsége Osszefligg a donor allat életkoraval, szezonalitassal, a tliszéfejlédési
stadiummal és a petesejtek érleléséhez hasznalt taptalajjal (Camargo, et al., 2006; Keskintepe,
etal., 1994).

2.4.3. A donor életkora

Az anyajuhok ¢életkora, amelybdl a petesejteket szeretnénk kinyerni meghatarozza a petesejtek

fejlodési kompetenciajat. A prepubertas baranyok esetében a petesejtek gytjtése mar 4 hetes
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korban megkezdddhet, a legtobb tiiszé a petefészken mar 4-6 hetes kor kozott jelentkezik
(Armstrong, et al., 1997) és a maximalis tiisz6szamot is ebben a Korban érik el. Ez a szam
fokozatosan csokken egy stabilan alacsony szdmra, amikor az anyajuhok elérik a pubertas kort.
A barany szuperovulacié hatasa akkor a legjobb, ha a petefészek felszinén 1évo tliszOk szama
elérte a maximumot (Koeman, et al., 2003; Chen, et al., 2008). A pubertas elétti allatokbol
szarmazd petesejtek azonban csokkent fejlodési kompetenciat mutatnak, dsszehasonlitva a
feln6tt kérédzokbol szarmazd petesejtekkel (Khatir, et al., 1996; Morton, 2008). Amikor a
petesejtek prepubertas baranyokbdl szarmaztak, csak a 29%-a fejlodott a blasztociszta
stadiumig, szemben a feln6tt anyajuhoktol gyiijtott petesejtek 39,3%-os fejlodési aranyaval
(Morton, et al., 2005). Juhoknal is el6fordulhat polispermia, de — figyelmen kiviil hagyva a
polispermia lehetdségét-, a pubertas elbtti petesejtekbdl szarmazéd blasztocisztak hajlamosak
egy nappal késdbb fejlédni, mint a felnétt petesejtekbdl szarmazo blasztocisztak (O'Brien , et
al., 1997).

2.4.4. A petefészek tiiszomérete

A tiiszd fejlodési szakasza és a petesejt novekedése egyenesen aranyos. Beszdmoltak arrdl,
hogy a tiiszOméret nagymértékben befolydsolja az ovulacio soran nyert petesejtek mindségét és
a kapott embrid mindségét (Sirard, et al., 2006). A petesejtek tiisz6n beliili ndvekedése altalaban
lassti folyamat, amelyben a petesejteknek a theca és a granulosa sejtekkel valo kolesonhatas
révén kell kompetenciat szerezniiik a meiotikus éréshez (Camargo, et al., 2006; Krisher, 2004).
Ez az ovulaciot megel6z6 fejlddési szakaszokban torténik, egy olyan folyamaton keresztiil,
amelyet altalaban petesejtek kapacitalodasanak neveznek (Hyttel, et al., 1997), ahol ezen id6
alatt a petesejt érési valtozasokon megy keresztiil (Elder & Dale, 2000). Juhoknal 2-6 mm
méretil tiiszOK altalaban teljesen kifejlett petesejteket tartalmaznak, amelyek jo kompetenciat
mutatnak az in vitro sejtmag érésben. A petesejtek fejlédési kompetencidja egyértelmiien
Osszefiigg a petesejtek atmérdjével, fejlodési kompetencia ndvekedése érhetd el, ha 8 mm-nél
nagyobb atmérdji tiiszoket hasznalunk (Crozet, et al., 1995; Hyttel, et al., 1997; Hendriksen, et
al., 2000; Lonergan, et al., 2003). A novekedési fazis soran a petesejtek atmérdje tobb mint 120
um-re né (Hyttel, et al., 1997). Tanulmanyok kimutattak, hogy a 110 um-nél kisebb atmér6ji
petesejtek még novekedési fazisban lehetnek (Fair, et al., 1995), ami azt is jelentheti, hogy a
petesejtek  kevésbé képesek a megtermékenyités utan fejlodni, ezért alacsonyabb
blasztocisztaképzodést eredményeznek. Az ilyen Kkis petesejtek hajlamosak bizonyos
kromoszéma-elvaltozasokra is az érés soran, ami hatraltatja a tovabbi fejlédést (Armstrong,

2001; Lechniak, et al., 2002). A petesejt atmérdje egyenesen aranyos a tiisz6 atméréjével, a
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petesejtek tovabb novekednek, még a 10 mm-nél nagyobb atmérdjii tiiszokben is (Arlotto, et
al., 1996). Az embrionalis fejlddésben nemcsak a tiisz6k mérete fontos, hanem a petefészek
felszinén 1évo tliszOk szama is. Kimutattak, hogy a felszinen 8 vagy tobb tiiszovel rendelkezd
juh petefészkek nagyobb szazalékos osztodast és blasztociszta aranyt eredményeznek, mint a

4, vagy kevesebb tiiszével rendelkez6 petefészkek (Mossa, et al., 2006).

2.5.  INVITRO ERLELES (IVM)

A petesejteket morfologiai jellemzok alapjan szubjektiv biralat ala vetik, ahol csoportositjak és
szelektaljak (Katska-Ksiazkiewicz, et al., 2007). Az IVM-hez hasznalt petesejteket altalaban a
kovetkezo kritériumok alapjan valasztjak ki: tiiszOméret, citoplazmatikus megjelenés, a
petesejtek koriili kumuluszsejtek (COC-k) megjelenése. A petesejtek koriili kumulusz sejtréteg
vastagsaga meghatarozza a petesejtek meiotikus kompetencigjat. A vastagabb kumulusz
sejtrétegek azt jelzik, hogy a corona radiata sejtek elegenddek ahhoz, hogy a petesejt befejezze
a sejtmag érését (Schoevers, et al., 2007). A petesejtek nuklearis és citoplazmatikus érésének
fontos jelzése tehat a petesejteket korillvevé kumuluszsejtek rétegei (Kidson, 2005).
Ennélfogva a kumulusz expanzidé fontos jelzés a petesejtek in vitro érési sebességének
felmérésére (Gupta, et al., 2005). A kumuluszsejtek tamogatjak a spermium behatolasat a
petesejtbe ugy, hogy megakadalyozzak a zona megkeményedését (Schoevers, et al., 2007). A
kumulusz kiterjedése segiti a spermiumkapacitaciot, a megtermékenyiilést ¢és az
embriofejlodést (Chen, et al., 1990).

Az in vitro petesejtek érése roviden magaban foglalja egyrészt a COC-k mesterséges
eltavolitasat a tliszOkbdl, masrészt a tenyésztést, hogy elérje a metafazis II.-t. Mindazonaltal az
in vitro érett petesejteknek csak kis hanyada mutat teljes fejlédési potencialt a megadott korig
(Gilchrist & Thompson, 2007). A petesejt érésének szamos aspektusa van, beleértve a sejtmagi
és citoplazmatikus érést. A sejtmagi érés a meiodzist és a folyamat Gjraindulasat jelenti a
metafazis II. stadiumba, mig a citoplazmatikus érés a petesejtek citoplazmatikus
kapacitaciojaval kapcsolatos érési eseményeket is magaban foglalja (Kidson, 2005). Az in vitro
petesejtek érlelésében azonban a mai napig nagyon sok hianyossag van még, kiilondsképpen

kiskér6édzok esetén (Shi, et al., 2009).
IVM-hez hasznalt tapkozegek

Az IVM eljarast napjainkra minden allatfajon kiilon standardizaltak, amire tobbek kozott
magéanak a technologianak a koltségesokkentése miatt volt sziikség. gy az IVM metodus draga

osszetevoit kevésbé draga kémiai osszetevokkel helyettesitik (Gupta, et al., 2005). Altalaban a
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petesejt IVM-hez hasznalt taptalajok altalanosan Gsszetett készitmények, amelyeket eredetileg
szomatikus sejtek és szovetek tenyésztésére terveztek. A taptalaj készitményeket ugy tervezték,
hogy megfeleljenek a szomatikus sejtek anyagcsere-sziikségleteinek, kiilondsen a sejtvonalak
hosszutavu fenntartasdhoz, nem pedig az ér6 COC-k dsszetett és dinamikus kovetelményeinek.
Ezért sziikkséges olyan tapkozeg-készitmények meg-, vagy ujratervezése, illetve a piacon

ujonnan megjelent specidlisan erre a célra kidolgozott tapkdzegek haszndlata.

A follikularis folyadék Osszetétele eltér az altalanosan hasznalt IVM-médiumtol, és leginkabb
2007). Az IVM soran a petesejtek és a kornyezé kumulusz-sejtek funkcionalis egységet
alkotnak, ezért fontos figyelembe venni a COC tapanyagigényét az in vitro érési taptalaj javitasa
érdekében (Sutton, et al., 2003). A legtobb emlés IVM alap taptalajt szérummal és hormonokkal
egészitik ki (Pawshe, et al., 1996; Wang, et al., 1998).

2.6. INVITRO TERMEKENYITES (IVF)

Az IVF eljardsok nagyon hasonldéak mind a természetesen ovulélt, mind a tiisz6bdl leszivott
petesejtekben (Tajik & Shams Esfandabadi, 2003). Az eljarast altalaban olyan kdzegben hajtjak
végre, amelyet kifejezetten ugy alakitottak ki, hogy utdnozza a petevezetd kornyezet- €s
biokémiai Osszetevdit, és eldsegitse a spermiumok kapacitdlodasat. A petevezetd
szimulalasahoz megfelelé6 kornyezetet ad, ezzel biztositva a petesejtek érését és a
termékenyitéshez sziikséges feltételeket (Elder & Dale, 2000). Azonban gyakran nehéz hasonld
feltételeket biztositani a petevezetd ¢s a méh szorosan szabalyozott kornyezetében fellépd

¢lettani allapotok esetén (De La Torre-Sanchez, et al., 2006).

A himivarsejtek csak azutdn érik el teljes termékenyitési kapacitasukat, hogy a néi reproduktiv
traktusba eljutnak. Ezeknek a sejteknek tovabbi fiziologiai valtozasokkal jaré dontd folyamaton
kell keresztiilmenniiik, miel6tt behatolnanak a zona pellucidaba, és egyesiilnének a petesejttel
(Katska-Ksiazkiewicz, et al., 2004; Camargo, et al.,, 2006). Ezeket a valtozasokat
spermiumkapacitdcionak nevezik. A kapacitacid lehetévé teszi, hogy a spermiumsejtek
normalis akroszoma reakcion menjenek keresztiil a megtermékenyités eldtt. Néhany korai IVF-
kisérlet sikertelen volt, mivel a himivarsejtek nem voltak kapacitivak (Hafez & Hafez, 2000;
Graham & Moce, 2005; Camargo, et al., 2006), a sperma mélyhiitésével azonban a kapacitacid
korabban indukalddik, igy a himivarsejtek megkeriilnek bizonyos normadlis folyamatokat
(Morrier, et al., 2002). Az IVF-hez hasznalt taptalajnak biztositania kell a spermiumok

mozgékonysagat és kapacitalodasat, a két ivarsejt 6sszeolvadasat, majd az embrionalis fejlédés
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meginduldsat. Ez nem mindig van igy, mivel a két ivarsejt sziikségletei és metabolikus
tevékenységei nem azonosak, ezért fontos, hogy megfeleld taptalajt hasznaljunk a spermium-

elokészitéshez (I1zquierdo, et al., 1998).

A legtobb termékenyitd kozegben  heparin szerepel, mivel indukdlja a spermiumok
kapacitalodasat. A heparin kotédik a spermiumhoz és valtozasokat indukal a spermium
intracellularis kornyezetében, ezaltal Cay*-felvételt, valamint az intracellularis szabad kalcium
és az intracellularis pH névekedését eredményezi (Lane, et al., 1999). A heparin megnovekedett
koncentracioja befolyasolhatja a képzodott blasztocisztdk szdzalékos aranyat. Mas szerek,
példaul koffein és penicillamin, hipotaurin és epinefrin keveréke szintén bekeriilhet a
termékenyitd taptalajba, a spermiumok mozgékonysaganak serkentésére és élettartamuk
meghosszabbitdsara. A szarvasmarha szérum albumin (BSA) egy masik kiegészité az IVF
tapkozegben, amely felhasznalhaté a spermiumok in vitro kapacitalodasanak javitasara. A
heparin és a BSA egyiittes hatdsa a juhok termékenyitési aranydra azonban kevéssé
dokumentalhatd. A koffein azonban csdkkenti a juhokban a friss spermaval elért termékenyitési

aranyt (Izquierdo, et al., 1998; Wani, 2002).
2.6.1. IVF-hez hasznalt termékenyitéanyag

A kapott termékenyitési arany a felhasznalt spermatol fliggéen ingadozik. Az IVF soran a
felhasznalt sperma lehet friss, mélyhtitott, szexalt vagy mellékherei eredetii. Mindsége altalaban
a higitas és mélyhiités mértékével romlik. A kozvetleniil a spermavétel utdn elfogadhatonak
itélt sperma higitas utan csokkentheti a spermiumok mozgékonysagat (Sugulle, et al., 2006). A
mélyhiitott spermat friss spermaval dsszehasonlitva az lathatd, hogy a mélyhiités csokkenti a
termékenységet, a felolvasztis utan alacsonyabb életképességet mutat. A friss himivarsejtek
nagyobb petesejtkoté képességet mutattak, mint a mélyhttott-olvasztott spermiumsejtek
(Watson, 2000; Niu, et al., 2006). T6bb haszonallatfajban is sziilettek utédok pl. szarvasmarha,
sertés €s juh ivar szerint szelektalt spermiumok felhasznalasat kovetden, in vitro
termékenyitéssel és embridtranszferrel (Catt, et al., 1996; Johnson, et al., 2000; Fry, et al.,
2004).

Szamos tanulmany azonban alacsonyabb vemhességi aranyrol szamolt be az ivar szerint
szelektalt spermaval torténd termékenyités utan, mint a nem szelektalt spermiumokkal
(Hollinshead, et al., 2002; Seidel & Garner, 2002; Wheeler, et al., 2006). A spermium

ivarmeghatarozasara hasznalt DNS-festékek bizonyos citotoxikus hatast fejtenek ki, amely
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hatassal van a termékenyiilésre, az embrionalis fejlédésre és az utddok allapotara (Hollinshead,
etal., 2004).

Post mortem mellékherei spermiumok felhasznalasa torténik. Az eljaras nagyon fontos lehet
olyan esetekben, ahol a genetikai tartalékok kinyerése mas modon mar nem torténhet meg. Ilyen
eset lehet példaul egy genetikailag értékes, esetleg veszélyeztetett allat orokitdanyaganak
hosszatavi megOrzése, fenntartasa. A melléKherébdl szarmazo spermiumok termékenyitd

képességénck eredménye hasonlo a természetes modon vett spermiumokéhoz (Kaabi, et al.,
2003).

2.7. INVITRO TENYESZTES (IVC)

Az in vitro embridtermelés utolsd 1épése a feltételezett zigdtak tenyésztése, hogy elérjék a
blasztociszta stadiumot a termékenyités utani 6-8. napon (Gardner, et al., 1994). Ez az idészak
van a legnagyobb hatdssal a blasztociszta mindségére, az IVC sikere kiillonb6zd tényezdktol
fiigg, mint példaul a pH érték, Oz, CO> arany, aminosavak, lipidek fehérjék mennyisége. A
megfeleld kornyezettdl torténd barmilyen valtozas vagy eltérés embrionalis ledllashoz vezethet

(Paramio & lzquierdo, 2014).

Hagyomanyos tapkozegben az embriok 8-16 sejtes stadiumig képesek fejlodni, azutan leallnak,
ezért ezekhez a médiumokhoz kiegészitést kell adni. Kezdetben petevezetobdl szarmazo
hamsejteket adtak a taptalajhoz (Gandolfi & Moore, 1987), azonban a fertdzésveszély és a kétes
mindség miatt és az oxidativ stressz elkeriilés érdekében antioxidansok, mint példaul
ciszteamin keriilt a médiumba (De, et al., 2011 ). Kiilonboz6 taptalajokat sikeresen alkalmaztak
a kiskér6dzok embrideldallitasanak fejlesztésére, mint példaul a TCM 199 (Wani, et al., 2012),
vagy B2 (Katska-Ksiazkiewicz, et al., 2007) taptalaj, de a legszélesebb korben hasznalt kdzeg
a szintetikus petevezeték folyadék (SOF) (Tervit, et al., 1972). Tervit és munkatarsai (1972)
elséként szamoltak be juh zigotak sikeres tenyésztésérdl a blasztociszta stadiumig in vitro SOF
taptalaj felhasznéalasaval, amely a juh petevezeték folyadékanak Osszetételén alapult. Ez a
taptalaj aminosavakkal kiegészitve tamogatja a kér8dz6k embrionalis fejlédését. Ugy
alakitottak ki, hogy utdnozza a petevezetd folyadékot, egy Osszetett kozeg, amely a vérbol és a
hamsejtekbdl szarmazo aktiv szekréciobol szarmazik. A termékenyités utan 72 orara ebbe a
folyadékba helyezett juh embriok 8-16 sejtes allapotba képesek fejlddni. Ebben az iddszakban
az embrionalis fejlodést a folyadék Gsszetételének enyhe valtozasai szabalyozzak (Tervit, et al.,
1972). A SOF-on kiviil mas médiumok is hasznalhatok, pl. TCM 199, Hams-F10 és Tyrodes
taptalaj (Walker, et al., 1996; Wani, 2002; Camargo, et al., 2006; Cox & Alfaro, 2007). Az
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alkalmazott taptalajok nemcsak az embriondlis fejlddést, hanem a mélyhiités utdni embrid

tulélést is befolyasoljak (Nedambale, et al., 2004).

2.8.  EMBROK MELYHUTESESENEK LEHETOSEGEI
Az in vitro embridk tenyésztése az elmult évek soran nagy fejlddésen ment at, a mélyhitési
technikdk fejlddésével lehetdség nyilt az értékes gének széleskorti elterjedésének, lehetdséget

teremtve ezzel a veszélyeztett fajtak, fajok genetikai meg6rzésére is (Falchi, et al., 2022).

Azonban a mai napig a mélyhiitési technika széles korti hasznalata még viszonylag alacsony,

sikeres alkalmazasa kiskér6dzokben nagymértékben fiigg az alkalmazott technikatol (Baril, et
al., 2001).

A sikeres juhembridk mélyhiitésére az elmult évek alatt két jol miikodo eljarast dolgoztak ki, a
lassu mélyhfitést (etilén-glikol) és a vitrifikaciot. A szakirodalom az alkalmazott modszertdl

fliggetlentil kimutatta, hogy az embriok tulélési ardnya mindkét esetben altaldban hasonlo

(Gibbons, et al., 2011).
Lassu mélyhiités

Az egyik legelterjedtebb mélyhiitési technika, amit mar sok éve hasznalnak spermiumok hosszt
tavu eltarolasa soran. Eldnye, a csokkent sejttoxicitas az alacsony krioprotektans koncentracio,
azonban lehetévé teszi jégkristalyok képzddését, amelyek sejtkarosodashoz vezethetnek (Brair,
et al., 2020). A modszert eredetileg in vivo eredetli embridok szamara fejlesztették ki, in vitro
eljards soran alacsonyabb tulélési aranyt eredményeztek, ettdl fliggetleniil a lassa mélyhiités

tovabbra is a legszélesebb korben hasznalt technologia (Santos-Neto, et al., 2017).

Eloszor 1977-ben irtak sikeres etilén-glikolban mélyhiitott patkanyembriok taléléseérdl
(Miyamoto & Ishibashi, 1977), majd juhokkal végzett vizsgalatok soran kimutattak, hogy az
EG jobb fagyvédd szer az eddig haszndlt DMSO, vagy glicerin, alacsonyabb toxicitassal
rendelkezik, mint ez eldbb felsoroltak (Tervit & Gold, 1984).

Az eljaras lényege, hogy az embridkat tartalmazd tapkozeg vizben gazdagabb, mint az
intracellularis kozeg, igy a fagyas elején az elsdé jégkristalyok az extracellularis kdzegben
keletkeznek, aminek kovetkeztében csokken a sejten beliili jégképzddés. A lassi mélyhiités
megprobalja fenntartani az egyensulyt azoktol tényezoktdl amelyek karosodast okozhatnak,
mint az ozmotikus sériilés, a jégkristalyok képzddése, a krioprotektansok toxikus hatasa (Vajta,

2000).
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Vitrifikacio

A vitrifikdcio egy viszonylag 0j eljarasnak tekinthetdé az embriomélyhiités gyakorlatdban, a
kiilonb6z6 fajokra, kiilonboz6 vitrifikacios eljarasokat alkalmaztak (Donnay, et al., 1998; Baril,
et al., 2001; Martino, et al., 1996; Kuwayama & Kato, 200), azonban az eljaras alapjaiban a
modszerek megegyeznek. A védbéanyagok kombindcidjat nagy koncentracioban tartalmazod
fagyasztd oldatban mélyhiitik az embriokat egy gyors hiitési sebességgel, a sejtbe bejuto
krioprotektiv anyagok €s a gyors (-196 °C) hiitése eredményeképpen az embridok nincsenek
kitéve a jégkristalyok képzddésnek, hanem iivegszerli anyagot képezve megszilardulnak
(Naitana, et al., 1997). Azonban az oldatban talalhato krioprotektans magas koncentracidja
miatt az eljaras nagymértékii toxicitassal jar (Vajta, et al., 1998). A probléma kikiiszobdlése
érdekében csokkentették az oldat térfogatat, ndvelték a hiités sebességét (Papis, et al., 2000;
Kuwayama, et al., 2005; Martino, et al., 1999). A Cryotop rendszer fejlesztésével sikeriilt egy
modszert megalkotni, ahol az embridkat egy vékony polipropilén lemezre helyezve, rendkiviil
kis térfogata (<0,01ul) vitrifikacios oldat elegendé a mélyhiitéshez (de Oliveira Leme, et al.,
2016).

Az IVEP segitségével 1étrehozott embridkat kiilonbozo fejlodési szakaszban vitrifikalhatjuk, 4,
8, 16, morula, vagy blasztociszta fej6dési stadiumban, azonban a mélyhtitési eljaras mindegyik

stadiumban megegyez6 (Shirazi, et al., 2010).

2.9. EMBRIOATULTETES
Az eddig a szakirodalomban leirt eljarasok utolsé 1épése az embridatiiltetés az egyik
legnagyobb jelentdséggel bird asszisztalt reprodukcios technika, amit vilagszerte széles korben

alkalmaznak.
Elényeit és hatranyait (Cseh & Dohy, 2003) az alabbiak szerint fogalmaztak meg:

- A moddszer segitségével a genetikai elérehaladas felgyorsithatd, a nagy tenyészértékii
néivart egyedektdl nagyobb szamu utdd nyerhetd ki.

- Megkdnnyiti, biztonsdgossd ¢és gazdasdgossa teszi a nemzetkdzi tenyészallat
kereskedelmet, nincs szallitasi vesztesség, allategészségligyi kockazat, akklimatizacios
problémak elkeriilhetok.

- Azonban az eljaras rendkiviil koltséges, a szuperovulacié sordan még napjainkban is az

1970-es évek elején kialakitott eljaras van hasznélatban.
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Magyarorszagon az 1980-as évekt6l vannak mar gyakorlatban alkalmazott sikeres juh
embriodatiiltetések (Cseh, et al., 1984; Cseh & Seregi, 2007), 1995-ben megsziilettek az in vitro
fertilizacioval eléallitott az elsé baranyok (Cseh, et al., 1995), majd t6bb évtizedes sziinet utan
2009-t6l ismét eldtérbe keriilt az eljaras, 3 év alatt 430 db juh embrid keriilt beiiltetésre

recipiensekbe (Vass, 2014).

Az IETS (International Embryo Technology Society) adatai alapjan az elmult évben (2022)
vilagszinten az el6z6 évhez képest novekedés figyelhetd meg; juh embridatiiltetés in vivo
mélyhiitott formaban 620 db, in vitro elballitott embriok esetében pedig 1489 esetben volt
(IETS, 2022).

Sikeres racka embridatiiltetés tortént 2020-ban Herceghalomban (3. kép), ahol a donorbdl

kinyert embriok recipiensbe keriilve €16 utédokat eredményeztek (Szobeli kozlés).

3. kép: Embriok kinyerése, recipiensekbe iiltetése és az eljarasnak koszénhetéen
megsziiletett utod.. Készitette: Debnar V.J., Herceghalom (2020-2021)
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3. A VIZSGALATOK MODSZEREI
Munkémat a MATE- ATI PATAB t.sz. Szaporodasbioldgiai, Embriologiai és Génmegdrzési

csoport Kaposvari Campus kihelyezett telephelyén, Herceghalmon végeztem.

A kiilonféle taptalajok ¢és médiumok pontos Osszetétele a Mellékletek c. fejezetben talalhatod

meg.

Az egykori AIK ATHK 1991. 6ta rendes tagja volt a Magyar Juhtenyésztdk és
Kecsketenyésztok Szovetségének (MIKSZ), torzstenyészetet tartott fent a kisérleti Modell-
telepén, ahol hortobagyi fekete racka tenyésztését is végezte 2005-t61. Az Intézet 2014-ben
csatlakozott a ,,Genetikai er6forrasok megdrzése intézkedés keretében a védett ¢shonos és
veszélyeztetett mezdgazdasagi allatfajtdk megdrzése” programhoz, aminek keretében az
6shonos juh fajtak in vitro génmegorzésében, a termékenyitd anyag mélyhiitve tarolasaban

segitette a génmegdrzési palyazatot.

3.1. EJAKULALT SPERMA KINYERESE, MELYHUTESE, ERTEKELESE

Az ejakulalt sperma gyijtését 2014-2017 kozott végeztiik a fentiéshonos juh génmegdrzési
palyazat keretein beliil, ahol 2015-t6] mint BSc szakdolgozd segitettem be a
munkafolyamatokba, majd 2016-t61, mint alkalmazott a mai MATE herceghalmi telephelyén.

3.1.1. Ejakulalt sperma gyiijtése, feldolgozasa

A palyazati kiirasnak megfeleléen, az MIKSZ altal kijelolt egyedeket (cikta, cigdja, tejeld
cigaja, hortobagyi racka) az akkori NAIK-ATHK telephelyére szallitottak be a kiilonbozd
tenyészetekbdl, ahol 30 napos karantén idGszak utan elkezd6dott a kosok betanitasa a

spermavételre, ami atlagosan 2-3 hetet vett igénybe (4.kép).

4. kép.: Kosok spermavételre szoktatasa miithiively segitségével. Készitette: Debnar V.J., Herceghalom (2016)
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A betanitasi id6 utdn az ejakulatumot egy komplex androlégiai vizsgalat kovette, ahol a
volumen, koncentracio, motilitds, él6-elhalt sejtek aranya, és morfoldgiai vizsgalat tortént. A

mélyhttésre alkalmas paraméterek az alabbiak voltak:

- Minimum 75% motilitas
- Kevesebb, mint 15% 0Osszes morfologiai defektus

- Minimum 2 milliard spermium/ml

A sikeresen nyert ejakulatumot a laboratoriumban tovabbi vizsgéalatok kovették. Megnéztiik a
spermium tdmegmozgast, ahol 1-5-ig tartod skalan pontoztuk, vizsgaltuk a mennyiséget pipetta
segitségével (Gilson, USA), a koncentraciét spektrofotométerrel (IMV, Accucell,
Franciaorszag). A mozg6 sejtek szazalékos aranyat 100x-0s higitasban értékeltiik faziskontraszt

mikroszkoppal (Olympus BX-51) 200x-os nagyitasban.

A koncentraciét 300 x 10%ml él6 sejt aranyban allitottuk be Andromed® (Minitiibe,
Tiefenbach, Németorszag) higitoval. Végiil a higitott spermat 0,5 ml-es miiszalmakba toltottiik,

¢és PVP (poly-vinyl- pyrrolidon) por segitségével zartuk.
A szalmak jelolése egyedileg tortént:
Allomés kédja_kos ENAR szama_termelés datuma

A szalmakat fokozatosan 5°C-ra hutottiik €s 2 oran keresztiil ekvilibraltuk, majd 8 percre
nitrogéng6z folé helyeztiik a mintakat, végiil folyékony nitrogénbe martottuk (Salamon &
Maxwell, 2000).

A termékenyitdanyag mindségének ellendrzése celjabol, mélyhiitési alkalmanként egy szalmat
(minimum 1 napos -196°C-os tarolast koveten) felolvasztottunk 37°C-0s vizfiirdében 30
masodperc alatt, majd Andromed® higitoval 10x-ére higitva 10 percig ekvilibraltattuk. Az
inkubalast kovetden a mozgd sejtek aranyat szubjektiv motilitdsvizsgalattal és CASA
rendszerrel értékeltiik. Emellett él6-elhalt spermiumok aranyanak meghatarozasat Kovacs-
Foote szerinti festéssel (Kovacs & Foote, 1992) készitett keneten 1000x-es nagyitasban (Leica

MD50) mikroszkoppal végeztiik.

Azokat a mintakat tekintettiik megfelelé6 mindségiinek, amelyek felolvasztas utan minimum
40% motilitassal rendelkeztek. Azokat a kosokat, amelyek egymast koveté 3 mélyhitési

idépontban 30%-nal alacsonyabb motilitasi értékekkel rendelkeztek, a programbol kizartuk.
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3.2.  MELLEKHERE EREDETU SPERMIUMOK MELYHUTESE

A termékenyitésekhez sziikség volt mellékhere eredetli spermiumokra, amiket kiilonbozo
vagohidakrol sikertilt beszerezni. A vagast kovetden a heréket a scrotummal egyiitt szallitottuk
a laboratoriumba, igy egyedileg tudtuk mélyhiiteni a mintdkat. A szallitds 5°C-on tortént

minden esetben (Kaabi, et al., 2003).

3.2.1. Mellékhere eredetii spermiumok feldolgozasa

A szervek feldolgozasat szobahdémérsékleten végeztilk. A tasakbol Kipreparalt herékr6l az
azokat boritd kozos hiivelyhartya fali lemezét lefejtettiik, a mellékherét szikével elvalasztottuk
a heréktol és lemetszettiik a mellékherék farki részét. Olloval és érfogoval dvatosan lefejtettiik
a kozos hiivelyhartya zsigeri lemezét, a vérereket igyekeztiink minél alaposabban eltavolitani.
Ezt kovetden a szobahdmérsékletre elomelegitett 2 ml TCF hozzaadasaval Petri-csészébe
helyeztiik a szervdarabot és azon kereszt és harant iranyt bemetszéseket, vagasokat végeztiink.

A spermiumok 30 perces kiusztatasaval kapott szuszpenziot egy steril-gézlap segitségével

5. kép: Mellékhere eredetii spermiumok kinyerés vagéhidrol beérkezett mintakbol. Készitette: Debndr V.J., Herceghalom
(2023), a.: Herék beérkezése a laboratériumba, a hereborék eltavolitdsa. b.: Mellékhere farki része., c.: Szeleteléses
spermiumkinyerés. d.: Mellékhere dtmosdsa az 0sszes spermium kinyerése érdekében. e.: A Kinyert spermium Petri-
csészében. f.: Spermium dtsziirése steril gézlapon. g.: Spermium centrifugdlds

atszirtiik és egy 15ml-es centrifugacsdbe gytjtottikk (Egerszegi, et al., 2012). Ezt kovetéen
minden mintat centrifugaltunk 880x g (rcf) fordulaton, 10 percig (Mujitaba, et al., 2022) (5.
kép), majd a feliiluszot leszivva a mintat eldszor tomegmozgas alapjan értékeltiik, késobb a
spermium koncentraciotol fiiggéen 50-100 x-0s higitasi aranyban szubjektiv motilitast

végeztiink. Minden minta esetén szubjektiv elbirdlas is tortént, a j06 mindségli minta szinét,
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szagat, allagat tekintve. JO mindséglinek tekintettiik, amelyek szine gyongyhazfehér,

jellegzetesen fanyar szagu és tejszertien folyik.

Mennyiségi meghatarozas 100-1000ul vagy 100-5000 pl mérési tartomanyt Gilson (USA)
pipettaval tortént, egymashoz viszonyitva allapitottuk meg a mintdk szinét, ahol tovabbi
feldolgozasra csak a gyongyhazfehér mintak hasznaltuk, az eltérd sziniiek a tovabbiakban Ki

lettek zarva.

Mozgékonysag meghatarozasa mikroszkopos vizsgalattal tortént. A nyers mintabol 10pul
mennyiséget vettiink ki és higitottuk 1:99 aranyban Andromed® (Minitiibe, Tiefenbach,
Németorszag) higitoval. Az értékelés szubjektiv, fénymikroszkopos meghatarozas alapjan
tortént, ahol 0-100%-os tartomanyban értékeltiik, OlympusBX-51 binokularis mikroszkop

segitségével, 200x-os nagyitasban, faziskontraszt optikat hasznalva.

Koncentracio meghatarozasara Makler-féle (Sefi Medical Instruments Ltd., Izrael)
spermiumszamlalé kamrat hasznaltunk, itt hasonldan a fent leirtakhoz, 1:99 ardnyban higitottuk
a mintat. A minta higitasat ebben az esetben desztillalt vizzel végeztik a kdnnyebb
leszamolhatosag érdekében. A kamra tivegére 10ul mennyiségli mintat cseppentettiink és 3-4 X

10 négyzetet szamoltunk le, atlagoltuk, majd a térfogat és a higitds figyelembevételével

crcr

3.2.2. Mélyhiités és felolvasztas

A koncentracié meghatarozasa utan Andromed® (Minitiibe) mélyhiitésre alkalmas higitoval
beallitottuk a megfeleld koncentracidt, ami esetiinkben 200x10%/ml 6ssz sejtszam volt. A
szobahdmérsékletii spermiumokhoz Andromed® véddanyagot lassan csepegtetve adtuk hozza,
majd 250ul-es miiszalmaba toltottiik, a végét pedig PVP (poly-vinyl- pyrrolidon) porral zartuk.
Betoltés utan a miiszalmakat fektetett allapotban fokozatosan hiitéttiik 5°C-ra 120 perc alatt, az

1d6 lejarta utan folyékony nitrogén fol¢ helyeztiik 4 cm-re, 8 percig, majd folyékony nitrogénbe

6. kép: Spermiumok miiszalmaba téltése, majd folyékony nitrogénben valo eltarolas. Készitette: Debnar V.J.
Herceghalom (2023). a.: Az elSkészitett, feliratozott miiszalmdk. b.: A 200x 108/ml koncentraciéra bedllitott mintdk
nitrogéngoz folott. c.: Nitrogénben eltarolt mintak
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meritettiik (Egerszegi, et al., 2012). Végezetiil a tarolo kaniszterekbe, majd tarold konténerbe
helyeztiik (6. kép).

A mintakat minimum 24 6ras -196°C-os nitrogénben vald tarolas utan olvasztottuk fel, ekkor
37°C-os vizfiirdobe meritettiik a szalméakat 30 masodpercre. A mintakat Eppendorf® csdvekbe
tettiik , majd Andromed higitoval torténd 1:2 aranyu elegyités utan 10 percig pihentettiik. Els6
1épésben szubjektiv, szazalékos meghatarozassal biraltuk a mozgékonysagukat, majd CASA
vizsgalattal megallapitottuk a mozgékony spermiumok ardnyat, a progressziv motilitasi
szazalékot, a spermiumok sebességének valtozasait VAP (um/s), VCL (um/s), VSL (um/s),
STR (%), LIN (%), WOB (%), ALH (um) és a BCF (Hz) értékeket.

3.3.  SPREMIUMSZEPARALASI ELJARASOK

3.3.1. Spermamosasnal alkalmazott tapkozegek dsszehasonlitasa

2021. és 2022.-ben végzett mellékhere eredetli IVEP kisérleteink sordn a legtobb problémat az
IVF soran végzett j6 mindségli termékenyitdanyag hasznalata okozta. Hidba volt megfeleld
mindségli a mélyhitott- felolvasztott mintank, a termékenyitések mégsem a véartnak
megfeleléen alakultak. Tobb lehetséges probléma keriilt elétérben, mint példaul a néivara
allatok szezonalitdsa, a nem megfeleld ivarérettség (tul fiatal, vagy tul idds), esetlegesen
valamilyen szaporodasbiologai probléma miatt keriiltek az allatok a vagohidra. A kiilonb6zo
felvetddott problémak koziil én a himivar, a spermiumok problémajanak kizarasaval szerettem
volna kezdeni, ezért el6szor a spermamosé protokollt teszteltem mellékhere eredetli
spermiumokkal, kontrollként pedig ejakulalt mintat hasznaltam. Ahhoz hogy a kisérlet soran
azonos kezdeti motilitassal és progressziv motilitassal rendelkezzenek, a SU kisérletekhez a
spermiumszelektald hatas vizsgalata végett a Kiselejtezett ejakulalt mintakat hasznaltam.
Masodik 1épésben pedig egy olyan swim-up moédszert szerettiink volna kidolgozni, ami
elosegitheti a késobbi in vitro embrioeldallitast, hogy akar egy értékes allat rosszabbul sikeriilt

spermafagyasztasat is fel lehessen hasznélni a késdbbiekben.

A spermamosast az IVF- BIOSCIENCE protokollban leirt, a gyarté altal forgalmazott
SemenPrep elnevezésii tapkozeggel végeztem. A kisérlet sordn a mennyiségeken, centrifugalasi

1d6ben ¢€s egyéb a protokoll szerint megadott utasitdisokon nem valtoztattam.
Mosas Iépései:

A kisérletekhez 0sszesen 6 ml 38°C hdmérsékleti médiumot hasznalatam.
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Els6 1épésben a folyékony nitrogénben elhelyezett mélyhiitdtt spermaminték felolvasztasa és
vizsgalata tortént a fentebb leirtak alapjan (3.1.1. fejezet).

15 ml- es centrifugacsébe 4 ml médiumot helyeztem, majd hozzaszuszpendaltam a nativ
mintat, €s 5 percig 300X g (rcf) fordulaton centrifugaltam.

A feliiluszot leszivtam annyira, hogy az aljan kb. 350 pl spermiumduis minta maradjon, majd
hozzaadtam 2 ml tapkozeget €s ismételten centrifugaltam 300x g (rcf) fordulaton 5 percig.
CASA vizsgalattal értékeltem a kapott minta motilitasat €s egyéb mozgassal kapcsolatos

értekeit.
3.3.2. Swim-up médszer

Els6 1épésben a kisérleteket ejakulalt 2014. és 2017. kdzott mélyhiitott cikta, cigaja, hortobagyi
racka, és tejeld cigaja kosok felolvasztott mintaival kezdtem, a vizsgalatok végeztével kezdtem

a mellékhere eredetli spermiumok swim-up vizsgalatat. Mindkét esetben 5 ismétlést végeztem.

A SU soran 3 kiilonb6zd tapkdzeget hasznaltam: a STALP, USTALP és IVFTALP. A
médiumok kozotti eltérés a BSA mennyiségek és frakciok kozott volt (fraction V. és Fatty Acid
Free), (Isd. Mellékletek fejezet).

A vizsgalatokat soran 30 és 60 perces SU vizsgalatokat végeztem ugyanazokkal a felolvasztott

mintakkal, az ismétlések soran kiilonb6z6 kosok mélyhiitétt mintait hasznaltam fel.

3.3.3. A vizsgalati mintak felolvasztasa, CASA vizsgalata ejakulalt és mellékhere eredetii

spermamintakkal

A miiszalmakat folyékony nitrogénbdl 37°C-os vizfiirddben olvasztottam ki 20 masodperc
alatt, majd 1,5 mL-es centrifugacsdvekbe tettem. Minden vizsgalat soran egyszerre 5 darab

250pl-es szalmat olvasztottam fel, ezek Osszessége adta egy kisérleti mintamat.

10 perc 37°C-os pihentetés utan az ejakulatum szubjektiv motilitas, majd CASA vizsgalata
kovetkezett, ahol feljegyeztem a kiilonbozd kezdeti értékeket olvasztasi utani kozvetlen
vizsgalat (F0), felolvasztas utan eltelt 30 perc (F30) és 60 perc (F60), ezek voltak a kiindulasi
értekek. Feljegyzésre keriilt a mozgékony spermiumok ardnya, a progressziv motilitasi
szazalék, a spermiumok sebességének kiilonbozé valtozasai VAP (um/s), VCL (um/s), VSL
(um/s), STR (%), LIN (%), WOB (%), ALH (um) és a BCF (Hz). A mintakat 1:9 aranyu
higitasban vizsgalatam (a nativ mintakbol 10ul atpipettaztam egy masik centrifugacsébe, amit

90 ul Andromed® higitoval kevertem).
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3.3.4. A kiilonb6z6 swim up médszerek dsszehasonlitasa

A nativ mintakat 6 egyenld részre osztottam €s a mar kordbban eldinkubélt (min. 2 6ra)

médiumok ala rétegeztem egy tivegkapillaris segitségével.

Kiil6nb6z6 médiumokkal torténé swim-up menete:

- 1 és 3 ml 38°C homérsékletit STALP, USTALP, illetve CO2-dal dusitott kdzegben eldinkubalt
(5.5-6.5% CO2, 21% 0O2) IVFTALP médium a kisérletek megkezdése el6tt 15ml-es

centrifugacsovekbe toltottem.

-150 pl spermamintakat a médiumok aljara pipettaztam, tigyelve,

hogy a minta ne keveredjen 6ssze (7. kép).

- Ezutan a mintakat 2 kiilonb6z6 termosztatba helyeztem, mivel

az IVFTALP médium igényei a Hepes hianyaban mas

koriilményeket igényel. 7

kép: TALP médiumban az
alarétegzett spermium. Készitette:

- A 3-3 db minta 30 és 60 perces inkubalasa 38°C-on tortént. Debnar V.J., Herceghalom (2023)

- Az 1d9 lejarta utan 850 ul mennyiségi feliiluszo leszivasa kovetkezett.

- A feliiluszot a mar eldinkubalt 3 ml 38 °C-os STALP, USTALP ¢és IVFTALP médiumba

szuszpendaltam.

- A centrifugacsoveket Parafilmmel (Alcan, Chicago) zartam, és ejakulalt spermamintak esetén
300x g (rcf), mellékhere eredetii spermiumok esetén 880x g (rcf) -en torténé 10 perces

centrifugalas kovetkezett.
- Utolso 1épésként a feliiluszo eltavolitasa tortént, ahol 150 pl iiledéket hagytam.

A mintékat ezutan ismét szubjektiven és CASA segitségével is értékeltem, dsszehasonlitva a
kezdeti 1:9 ardnyban higitott nativ mintdkkal. A vizsgalat végén minden esetben

koncentracioszamitast végeztem.

3.4.  JUH PETESEJTEK IN VITRO ELOALLITASA
Az in vitro embridelballitas soran a Semen prep spermamoso tapkozegen kiviil mindent az IVF

BIOSCIENCE® altal megadott protokoll leirdsa alapjan végeztem.
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A petesejtek gytijtésének modja

A kisérlethez felhasznalt 14 darab racka anyaktol szarmazé petefészkeket 2023. marciusaban a
herceghalmi vagohidrol gyljtottem, ahonnan aztan kozvetlen feldolgozasra keriiltek a
laboratoriumban. Elsd 1épésben a petefészkeket atmostam PBS (Gibco, BRL, Grand Island,
New York) oldatban, majd a petefészkekrél eltavolitottam a kiillonbozé egyéb

szovetmaradvanyokat egy steril ollo, szikepenge, illetve csipeszek segitségével. A petesejteket

8. kép: Teljes ndi nemi traktus feldolgozdsa. Készitette: Debnar V.J., Herceghalom (2023). a.: Vagohidrol
beérkezett néi nemi szerv. b.: Kivagott petefészkek PBS oldatban. c.: Petefészek Petri- csészében. d.: Petefészek
szeletelése. e.: Petri- csészében 1évd petesejtek keresése mikroszkop alatt.

ezutan szeletelési technikaval gytjtottem (Wani, et al., 1999). Petri (Falcon®) csészébe
helyezve a petefészkek teljes feliiletét bevagdaltam fliggdleges, illetve merdleges iranyba egy
sebészeti szikepenge segitségével, majd az egész petefészket alaposan atoblitettem OPU (IVF
Bioscience, UK)+10% FCS-t (Sigma, F2442) tartalmazo oldattal. Sztereomikroszkoppal
(Olympus SZX12, Japan) a COC-kat mikroszkoposan megvizsgaltam, kivalogattam a

petesejteket €s morfologiai megjelenésiik alapjan osztalyoztam (8.kép).

A komplett, kompakt kumuluszrétegekkel és egyenletesen granulalt citoplazmaval rendelkez6
COC-kat valasztottam ki a tovabbi munkara. A szabalytalan szemcsés citoplazmaval
rendelkez6, denudalddott petesejteket nem tekintettem érlelhetének, ezeket kihagytam a
tovabbi munkabol. A kinyert, elfogadhaté mindségli petesejteket egy vékony livegkapillaris
segitségével egy BO-WASH (IVF Bioscience, UK) médiumot tartalmazd Petri csészébe
helyeztem. A petesejteket 4 kiilonb6z6 csoportba soroltam:
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1- nincs kumulusz réteg

2- vékony, sériilt kumulusz réteg
3- kozepes vastagsagu, ép kumulusz réteg
4- vastag, sértetlen kumulusz réteg

1, 2: csupasz vagy hianyos gomolyfelhds sejtrétegekkel rendelkezd petesejtek.

3,4: két vagy tobb komplett, kompakt kumuluszréteggel és egyenletesen granulalt

citoplazmaval rendelkez6 COC-K.

3.4.1. Invitro érlelés (IVM)

A jo mindségl (3,4 csoport) petesejteket
36°C-0s BO-WASH  médiumban
atmostam (9. kép). Az 500 pl érleld
taptalajt tartalmazé BO-IVM médiumot
négylyukt Petri-csészéket legalabb 2
6ran  at  elSinkubaltam  (ESCO |
CEICulture COz inkubator) mieldtt az ;
oocitakat belehelyeztem a vajatokba 9 kép: PetesejtekaBO-WASH médiuméan. Készitette: Debnar V. J.,
Herceghalom (2023)
(5.5-6.5% CO2, 21% O, 38.8 °C). A

COC-kat (max. 50 petesejtek/lyuk) ezutan egy négylyukti edénybe helyeztem 21-24 6ras

R AN

maturacio céljabol. Az érést kovetden a petesejteket ismét értékeltem sztereo (Olympus SZ-7)
mikroszkop alatt. Az érett petesejteket szelektaltam termékenyitésre, teljes kumulusz, minden
réteget érintd expanzio alapjan. Az elso kisérletben 47 darab, a mésodik kisérlet soran pedig 66

darab petesejtet hasznaltam fel.

3.4.2. Invitro termékenyités (1VF)

Az érett petesejteknek 400 pl-es cseppeket készitettem BO-IVF médiumbol, amit min. 2 éran
at ekvilibraltattam (5.5-6.5% CO2, 21% O», 38.8 °C). Az IVF soran a petesejteket 2 kiilon
csoportra bontottam, a Nunc® edény felsd két része lett a petesejtek atmosasara szolgalo csepp,
az also kettd pedig az ejakulalt és a mellékhere eredetii spermiumokkal valé termékenyitéshez

kialakitott vajat.
A termékenyitéshez racka kos ejakulalt és racka mellékherébdl kinyert spermiumot hasznaltam.

A protokolltol eltérve, itt a spermamosas helyett az el6z6 részben leirt eljarasnak megfeleld

altalunk legjobbnak itélt IVFTALP SU modszerrel prébaltam a legmozgékonyabb
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spermiumokat kivalogatni, a minél sikeresebb termékenyitéshez mind ejakulalt, mind

mellékhere eredetii spermiumok tekintetében.

A termékenyitési dozis a protokollban leirtak szerint tortént, kiszamoltam Makler- sejtszamlalo

segitségével a koncentraciot, majd a termékenyitési dozisnak (2 M/mL) megfeleld mennyiséget

adtam a kiilonb6zé mintdkbol az érett petesejtekhez (10. kép). A tenyésztdedényt
visszahelyeztem a az inkubatorba (5.5-6.5% CO», 21% O, 38.8 °C) 16-20 orara.

10. kép: Petesejtek és spermiumok az IVF pillanataban. Készitette: Debnar V.J., Herceghalom (2023)

3.4.3. In vitro tenyésztés (1\VVC)

Az in vitro tenyésztés elsé 1épésében egy tenyésztéedényt készitettem, ahol 100 ul BO-IVC
médiumot fedtem BO-OIL réteggel amit minimum 2 6ra inkubalasi id6 (6% O3, 5.5-6.5% COz,
87.5-88.5% N2, 38.8°C) utan lehet felhasznalni. Minden tenyésztdcsepphez készitettem egy
BO-IVC oblitéedényt is, hogy minél kevesebb toxikus anyag keriiljon at a cseppek

valtogatasakor.

A zigotakat az IVF edénybdl 16-20 ora eltelte utan els6 1épésen a BO-
WASH médiumba helyeztem denudalas céljara (11. kép). Ehhez egy
megfeleld livegkapillarist htiztam, amivel a kumuluszt teljesen el

tudom téavolitani roluk. A mosé médiumban a zigotak maximum 30

percet lehetnek, a kozeg hossztavon toxikus szdmukra.

11. kép: Kumulusz eltavolitasa.
Készitette:  Debnar V. J,
Herceghalom (2023)
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A kumulusz eltavolitasa utan a BO-IVC edény 6blité cseppjébe, majd a végleges BO-IVC
cseppbe helyeztem a feltételezett zigotakat és bekertiltek az inkubatorba (6% Oz, 5.5-6.5% COy,
87.5-88.5% Nz, 38.8°C).

Az IVC soran naponta rogzitettem a fejlodést, a 4. illetve az 5. napon 8 sejtes és a morulava

érett sejteket 2 féle modszerrel mélyhutottik (12., 13. kép).

12. kép: Kiilonbozd fejlédési stadiumban 1évé embriok, ejakulalt spermiummal torténd termékenyités utan. Készitette: Debnar
V. J., Herceghalom (2023). a.: Petesejt ami nem fejlédott tovabb. b.: 4 sejtes dllapot. c.: 6-8 sejtes dllapot. d.: 8-16 sejtes
dllapot. e.: morulak

13. kép: IVF soran mellékhere eredetii spermiummal termékenyiilt zigotak az IVC médiumban kiilonbozé fejlédési stadiumban.
Készitette: Debnar V.J., Herceghalom (2023)

3.5.  EMBRIOK HOSSZU TAVU ELTAROLASANAK MODSZEREI
A morulak mélyhiitéséhez 2 féle eljarast alkalmaztunk. Az els6 egy etilén-glikolos fagyasztas
volt, ahol a két ismétlésben végzett juh petesejtek in vitro eldallitasa soran mind mellékherei,

mind ejakulalt spermaval torténd termékenyités soran kapott morulak felét mélyhiitottem.

A masik modszer a Kitazato , Cryotop® vitrifikacid volt, amivel a moruldk masik felét

mélyhiitsttiik.
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3.5.1. Krioprezelvalas, etilén-glikolos fagyasztas

Az etilén- glikolos mélyhilitéshez egy specidlisan erre kialakitott CryoLogic CL5500
szabalyozott sebességli, biologiai mintak mélyhiitésre kialakitott eszkdzt hasznéltunk. Ez az
eszkd6z automatikusan biztositja a megfeleld hdOmérsékletet, programozhatdosdganak
koszonhetden specidlisan  kiilon-kiilon allatfajra be Ilehet Aallitani. Egy hdémérséklet
szabalyozobol, egy kriokamrabdl és egy kriofiirdobdl all. A kamra kdzvetleniil a folyékony
nitrogénben van ¢€s csatlakozik a hdmérsékletszabdlyozo vezérlohdz. A mélyhiités menetét a

14. kép szerint végeztiik.

14. kép: A lassii mélyhiités menete: a.: Az eszkozt folyékony nitrogénnel toltottiik fel. b.: Belehelyeztiik az embridkkal toltott
miiszalmakat. c.: Miiszalmak a mélyhiit berendezésben. d.: Seeding. e.. Mintak fokozatos hiitése -196 °C-ra.

A mélyhiitésre alkalmasnak biralt moruldkat kivalogattuk és az alabbiak szerint 250 pl- es

muszalmakba toltottiik.

Az eljarast az aldbbiak szerint végeztiik (15. kép):

- Az embridkat 37°C-o0s holding
médiumban  4x  alaposan
atmostuk (BoviHold,
Minitiibe, Ref. 19982/6047)

- Athelyeztiik ket 4 percre a
37°C-os etilén glikol

L
15. kép: Feliratozott miiszalmdk, a kriprotektins médiumok és az embriok
betiltése. Készitette: Debnar V.J., Herceghalom (2023)
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médiumba (BoviFreeze, Minitiibe, Ref.:19982/6052)

Végiil miiszalmaba toltottiik, a végét PVP-vel (poly-vinyl- pyrrolidon) zartuk a 2.abra szerint.

[]l/JLerT \] : [/Jl[\] )
/] T T I\

PVP Holding Holding Etilén-glikol az Holding Holding Mdszalma
embriodkkal zardvég

2. abra: A miiszalmaba toltétt embriok sematikus rajza. Készitette: Debnar V.J. (2023)

3.5.2. Vitrifikacié, Cryotop® médszerrel

A vitrifikacios eljaras soran a Kitazato Vitrification
Cryotop modszert hasznaltuk (16. kép). Els6
1épésben kivalogattuk az altalunk mélyhiiteni kivant
moruldkat. Elkészitettiik a vitrifikacidhoz sziikséges

tenyésztéedényeket. A protokollt kovetve az alabbi

lépéseket Végeztﬁk; 16. kép: Cryotop modszerhez sziikséges eszkozok.
Készitette: Debnar V.J., Herceghalom (2023)

A vitrifikacios ES, VS1, VS2 médiumokb6l 300 pl
mennyiséget szobahOmérsékleten a tenyésztd edénybe
pipettaztuk.

Pasteur pipetta segitségével felszivtuk az embriokat és az ES

tapkozegbe helyeztiik 10-15 percre. Ekkor az embrid

zsugorodni kezdett, majd fokozatosan visszanyerte eredeti 17 iep:  Embrick az  ES
tapkozegben. Készitette:  Debnar

allapotat, ami azt jelenti, hogy az ekvilibracio befejez6dott (17. v3. Herceghalom (2023)
kevesebb ES médiummal ¢€s atpipettaztuk a ,e

kép).
. ‘ -
o @ 1 ~

Ekkor az embridkat felszivtuk minél
embriok ¢és athelyeztik oOket a VS2 18. kép: VS2 médiumban torténé dtmosas. Készitette: Debnar
V.J., Herceghalom (2023)

VS1 médiumba, ahol 3x alaposan atmostuk.

Az embriok ebben a tapkdzegben
maximalisan 30 mésodpercet tolthetnek.

Ezutan ismét felszivasra keriiltek az




médiumba, ahol 2x-1 alapos atmosas utan kiszaradas okozta zsugorodas kovetkezik be (18.kép).
Ekkor a Cryotop szalmat a

mikroszkép aléd helyeztiik, az ?\\
Osszezsugorodott embriokat ‘ "

pipetta segitségével a Cryotop \‘?‘\\

felszinére helyeztﬁk minimalis 19. kép: Embrié a Cryotop szalmdn, majd a VS2 médium leszivdsa a feliiletrdl.
i , . Készitette: Debnar V.J., Herceghalom (2023)
térfogatt  VS2  médiummal

~

(kevesebb, mint 0,1 ul). Miutan az embriokat elhelyeztiik a
maradék folyadékot leszivassal eltavolitottuk. Egy Cryotopra
két darab embriot helyeztiink (19.kép).

Végiil a Cryotopot egy hirtelen mozdulattal a folyékony

nitrogénbe meritettiik, visszahelyeztiik a szalma zarokupakjat

¢és konténerben eltaroltuk (20. kép). 20. kép: Folyékony nitrogénben valo
eltarolas. Készitette: Debnar V.J.,

Herceghalom (2023)

3.6. AZ ADATOK KIERTEKELESENEK MODJA

Az adatok Osszesitéséhez és grafikai abrazolasahoz Microsoft Office 16 Excel tablazatkezeld

programot hasznaltunk.

GraphPad Instat Version 3.05 statisztikai programot hasznaltunk az 4tlagok kiszamitdsdhoz

¢s az adatok értékeléséhez (Anova, Dunnett proba).

IBM SPSS 20 statisztikai programmal végeztiik az eredmények Osszehasonlitasat (paros T-

proba).
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
4.1. SPERMAMOSASI EREDMENYEK

Elso kisérletemben a kovetkezore kerestem a valaszt:

1. Az IVEF-BIOSCIENCE 4éltal javasolt SemenPrep spermamosé médium 30 és 60
perces hatasat vizsgaltam meg ejakulalt és mellékhere eredetli mintakon. Kivancsiak voltunk,

hogy az idg eltelte mennyiben befolydsolja a spermiumok életképességét.

A kisérleteket 3 ismétlésben végeztem ejakulalt és mellékhere eredetii spermiumok esetén is.

3. dbra: SemenPrepben valo 30 és 60 perces eltartas

Ejakulalt és mellékhere eredetli spermiumok atlag értékének
SemenPrepben vald eltartds motilitds és progressziv motilitdsban
vald eltérése (%)
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MOTILITAS MOTILITAS
EJAKULALT SPERMIUMOK MELLEKHERE EREDETU SPERMIUMOK

M FelolvasztottO M SemenPrep30 = SemenPrep60

Amint a 3. abran is latszik, a spermamosasi eljaras az ejakulalt és a mellékhere eredetii
spermiumok esetén a spermamos6 médiumban az i1dd elteltével motilitasi szdzalékban és
progressziv motilitasi szazalékban csokkenést mutatott. A mellékhere eredetli spermiumok
drasztikus motilitas és progressziv motilitasbeli csokkenése miatt a tovabbiakban nem

ismételtiik a kisérleteket, tovabbi statisztikai elemzéseket nem végeztiink (3. abra).

4.2.  SWIM-UP HOZ HASZNALT TAPTALAJOK OSSZEHASONLITASA

A spermamosas utdn létrehozott termékenyitdanyag csokkent motilitdsa miatt megoldast
kellett talalnunk arra, hogy a mélyhttott- felolvasztott spermiumok koziil egy jo motilitasi
értekekkel rendelkezd szubpopuldcidt hozzunk létre, ezért a SU spermiumszelekcids
modszert szerettiink volna kidolgozni juh IVF szamara. A kisérlet soran kivancsiak voltunk a

kiilonbozo taptalajok hatasaira a mélyhiitott, majd felolvasztott mintakra. Az értékelések
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soran kontrollként a felolvasztott, 1:9 aranyban higitott mintat hasznéltunk, illetve kiilon-
kiilon vizsgaltuk az ejakulalt és a mellékhere eredetii mélyhiitott- felolvasztott spermiumokat

5 ismétlésben.

1. Milyen hatassal van motilitas, progressziv motilitas és egyéb kinetikai paraméterekre

a kiilonbozo tapkdzegek hasznalata?

1/a: A mintak vizsgalata soran megallapithatd, hogy a felolvasztott mintdhoz képest a SU
motilitas és progressziv motilitdsban jobb értékekkel rendelkezd szubpopulaciot alakitott ki
(4. abra). Statisztikailag igazolt Osszefiiggéseket a mellékhere eredetii spermiumoknal
talaltunk, ejakulalt spermiumoknal is hatékonyan miikodik a SU, de a kiilonboz6 taptalajokat

Osszehasonlitva, a javitd hatas a mintakban nem mutatott szignifikans eltérést.

4. dbra: Az ejakulalt és mellékhere eredetii spermamintak értékei lathatok a felolvasztott minta és a kiilonbézé SU médiumok
Jjavito motilitas és progressziv motilitasi értékeivel (%).

A KEZDETI FELOLVASZTOTT MINTAHOZ HASONLITVA SU

% HATASA AZ EJAKULALT ES MELLEKHERE EREDETU MINTAK
80 MOTILITAS, PROGRESSZIV MOTILITAS ERTEKEBEN (%)
70
60
50
40
30
20
¢ | | Il 1T 11
0
EJAKULALT MELLEKHERE EJAKULALT MELLEKHERE
SPERMAMINTAK EREDETU SPERMAMINTAK EREDETU
SPERMAMINTAK SPERMAMINTAK
MOTILITAS PROGRESSZIV MOTILITAS
m Felolvasztott O m Felolvasztott 30 m Felolvasztott 60 IVFTALP30 IVFTALPG60
STALP30 STALP60 USTALP30 USTALP60

A 4. adbran lathat6, hogy mind ejakuldlt, mind mellékhere eredetli spermiumoknal a
mindharom SU kezelés jobb mindségli spermiumokat szelektalt ki. Motilitas, progressziv
motilitds szempontjabol, azonban a kevés esetszam €s a nagy szoras miatt statisztikai eltérést

nem talaltunk (p>0,05).

1/b: Az 5. abran szerepld adatok alapjan megallapithato, hogy a felolvasztott nem kezelt

spermamintdk €s a kiilonb6zé SU kezelésen atment csoportok kozott a mellékhere eredetii
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spermamintaknal szignifikans eltérés lathaté még a nagy szoras (kevés mintaszam) ellenére

is.

5. dbra: Mellékhere eredetii spermiumok szignifikdns eltérése a felolvasztott mintdhoz képest

MHFO  MHIVFTALP  MHIVFTALP  MHSTALP  MHSTALP  MHUSTALP  MHUSTALP
30 60 30 60 30 60
71,8 £16,2 71,4489 65,5 6,2 52,2420,6 66,8 11,2 55,0 £6,1
*% *% *% **k **k *x
66,4 +19,6 69,9 £11,4 50,9 +5,7 544+133
*% *% * **k
49,9 +18 52,7432 45,8439 44518
*% *% * *
44,0 +1,9 46,1 43,0 38,2425 35,9 +4.6 38,1 42,1 33,5428
*% *% *% **% *% *%
111,5+54 1142 45,8 101,3 £6,9 100,3 +3,7
*% *% *% *
P 98,7 46,6 100,1 +6,7 84,7475 83,1 +10,4 86,3 +4,8 75,1 +7,7
*% *% *% **% *% *%
LINP 0,4 +0,03 0,4 +0,01 0,3 +0,08 0,4 +0,02 0,4 40,05 0,4 +0,08
*% *% * * *% *
STRP 0,8 +0,03 0,8+0,03 0,8 +0,05 0,8 40,01 0,8 +0,02 0,8 +0,07
BCF P 40,2 412 37,9+1,7 32,7435 35,9432 36,742,9 33,5+1,1

A csillag jelolések az MHFO-t61 valo eltérésszignifikanciaszintjét mutatjak: * (p<0.05), ** (p<0.01), ***(p<0.001)

1/c: Az ejakulalt és mellékhere eredetii spermiumokon kiilonboz6 ideig tortént SU kezelés

Osszehasonlitdsa soran az  alabbi  paramétereket vizsgéaltuk a  spermiumok
mozgaskarakterisztikdjanak szempontjabol: motilitas, progressziv motilitas, BCF, WOB,

LIN, STR.

Motilitas és progressziv motilitasi értékeknél nem talaltunk szignifikans eltérést (p>0,05),
egyeb kinetikai paraméterek vizsgalatandl a BCF értéknél jelentds szignifikans eltérést

talaltunk SPTALP esetén (6. abra).
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6. abra:A harom médiumban tortént SU kezelés hatdsa a kinetikai paraméterekre. A szignifikans eltérés egymdshoz viszonyitva

Szignifikans Szignifikans Szignifikans Szignifikans
eltérés BCF eltérés WOB eltérés LIN eltérés STR
esetén esetén esetén esetén
EIVFTALP30 MHIVFTALP 30 ns. Fkk * ns.
MHIVFTALP Fxk falalal *
EIVFTALP60 *
60
MHUSTALP * *x *x
EUSTALP30 *
30
MHUSTALP wx *x *
EUSTALPG60 ns.
60
M HSTALP *kk *k*k *k*k
ESTALP30 Fkk
30
MHSTALP *x *x *x
ESTALP60 60 *

A csillag jelolések az egymdstdl valé eltérés mértékét mutatjdk: * (p<0.05), ** (p<0.01), ***(p<0.001). ns.: (p>0,05).

WOB, LIN és STR esetén minden ejakulalt és STR=VsL/

\_X LIN=VSL/VCL

WOB =

mellékhere eredetli mintanal szignifikdns eltérést

VCL

tapasztaltunk (6. abra). Ez a harom érték jeloli a
sejtek egyenes vonall, alacsony fejkilengéssel,
alacsony hiperaktivitassal és alacsony oldaliranyt

elmozdulassal rendelkez6 sejtek aranyat (21. kép).

21. kép: Spermiumok kiilonbozé
mozgdskarakterisztikaja

1/d: A 6. abra alapjan tovabb vizsgaltuk a mintakat, megnéztiik melyik esetben, mellékhere

eredetd, vagy ejakulalt spermiumoknal kozelitenek az értékek WOB, LIN és STR esetén a 1-
hez.
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1. abra:: Kinetikai paraméterek vizsgalata

LIN, STR, WOB értékek 1-hez valé kozelitésének
grafikus abrazolasa

1,2

1

0,8 I

0,6

0,4 1

0,2

0 =

Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q

€ @ & PFEEE & € &€ EE
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KN R\ R - M RN O K\ R I A OO
S S ¢ & & & &g

ELIN mSTR mWOB

A 7. é4bra alapjan lathato, hogy a felolvasztott mintahoz képest az ejakulalt spermiumok
jobban kozelednek az 1.-hez, ami azt mutatja, hogy mozgasukban kevesebb a fej kilengésére
utalé mozgas, tobb az eldre haladdo mozgast végzd sejt. A mellékhere eredetli mintdkban a
felolvasztott mintdhoz képest mindhdrom esetben jobb értékeket mutatnak, azonban az

alacsony WOB és LIN értékek nagyobb oldaliranyt mozgasra, engednek kovetkeztetni.

1/e: A vizsgalat soran kivancsiak voltunk, hogy az észlelt eltérések a SU hatasanak, vagy csak
az alkalmazott tapkozegnek tudhatjuk-e be, ezért IVFTALP-ban eltartasi tesztet végeztiink
38,5 °C-on, 5%C0; gazelegyben.

8. abra: IVFTALP médiumban térténd eltartds hatdsa a kiilonbozé mozgasi értékekre.

Ejakulalt és mellékhere eredetl spermamintdk IVFTALP médiumban 30 és 60 percen &t torténd
eltartasa

1,2

0,8

0,6
04
0.2

0

EIVFTALP30 eltartas EIVFTALP 60 eltartas MHFO MHIVFTALP30 eltartasi MHIVFTALPE0 eltartasi
Ejakuldlt spermamintak Mellékhere eredetli spermamintak

= LIN STR = WOB
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Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az IVFTALP-ban torténd eltartas soran nem
valtoztak jelentOsen ezek az értékek, ezért feltételezhetd, hogy a SU soran azok a sejtek

usznak fel, amelyek elérehaladd, egyenes vonalu mozgast végeznek (8. abra).

1/f:

mozgaskarakterisztikat jellemzé CASA értékre vizsgaltuk (9. abra), azonban statisztikailag

Az 1d6 fliggvényében a mellékhere eredeti spermamintdkat minden tipusu

igazolhaté szignifikans eltéréseket csak a mellékhere eredetli spermium mintak esetében

kaptunk.

9. dbra: Felolvasztott és SU mintdk dsszehasonlitisa az id6 fiiggvényében

30 PERC SU 60 perc SU
MHF30 MHIVF30 MHST30 MHUST30 MHF60 MHIVF60 MHST60 MHUST60
71,8 16,2 65,5 16,2 66,9 11,2 71,5 +8,9 52,3 +20,6 55 16,1
¥k ¥k * % EEd * 3k EEd
66,5 +19,7 50,9 5,8 54,5+13,4 70 +11,5 43,8 +17,4
¥k ¥k * % ¥k *
102,2 +5,5
¥k
49,9 +1,9 45,8 £3,9 44,6 £1,9 52,8 +3,3 42,1 45,5 39,9434
k% k% * ¥ k% * %k * %k
44, +1,9 38,2+2,6 38,1+2,2 46,1 3 35,9+4,6 33,5+2,8
k% k% * ¥ k% * %k * %k
222,9 £42,5 221,2£12,4 188,4 £31,9
* %k *
111,5+5,4 101,3 6,9 100,3 £3,7 114,2 +5,8 97,1119 89,6 +11,2
k% k% * % k% * %k EEd
98,7 6,6 84,7 7,5 86,3 +4,80 100,1 +6,7 83,1+10,4 75,1+7,7
%%k %%k * % k% %k EEd
0,4 +0,03 0,4 +0,05 0,4 +0,01
%k * % k%
0,9 +0,03 0,8 +0,05 0,9 +0,02 0,9 +0,03 0,8 +0,01 0,8 +0,07
* * * * * *
0,5 0,01 0,5 +0,04
* *
40,2 1,27 32,7 £3,53 36,7 £2,90 37,9 1,7 35,9+3,2 33,5#1,1
%k %k * ¥ %%k %k EEd

A csillag jelélések az egymastol valo eltérés mértékét mutatjak:
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4.3. KONCENTRACIOVALTOZAS A SWIM-UP SORAN
A koncentracid6 meghatarozasanal a SU soran a spermiumok visszanyerésének mennyiségét
szerettiilk volna meghatarozni. A felusztatasos modszerrel nagy spermiumveszteség rovasara

tudunk csak jo motilitast kozeget kapni. A masodik kisérletben megnéztiik a 30, vagy a 60

cre

1. Az egyes tapkozegek segitségével milyen koncentracioban tudjuk visszanyerni az €10,

jol mozgd spermiumokat?

10. dbra: Ejakulalt, mellékherei spermiumok koncentracidjanak kiilonbsége.

M/ml SU utani spermiumkoncentracio (x10%/ml)
30
25
20
15
10
5
0 H B = B B &
Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
&‘( & ((/0") (é&( & ((/0") \2§<< @QE) \2\\5") \2§ @\zi') \2\\)")
) S N N\
Ejakulalt spermium koncentrdcié SU utan Mellékhere eredetl spermium
koncentracio SU utdn
EIVFTL30 ESTL30 EUSTL30 EIVFTL60 ESTL60 EUSTL60 | |

B MHIVFTL30  m MHSTL30 B MHUSTL30 B MHIVFTL60O  m MHSTL60 m MHUSTL60

Ejakulalt és mellékhere eredetti mélyhiitott felolvasztott szalmak ANOVA Tukey probaval
végzett statisztikai elemzése kimutatta, hogy az IVFTALP30 kezelés soran feluszott
spermiumok mennyisége szignifikansan eltért a tobbi kezeléshez képest: EIVFTALP30 és
ESTALP30, EUSTALP30 (p<0,05). EIVFTALP30 ¢és MHSTALP30, MHUSTALP30 esetén
pedig p<0,001.

crer

ANOVA Tukey statiszikai értékeléssel: EIVFALP30 vs ESTALP30 (P<0.05), EIVFTALP30
vs EUSTALP30 (P<0.05), kozepes szignifikans eltérést és EIVFTALP30 vs MHIVFTALP30
(P<0.001), EIVFTALP30 vs MHSTALP30 (P<0.001), EIVFTALP30 vs MHUSTALP30
(P<0.001) erés szignifikans eltérést talaltunk.
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2. A szakirodalomban legtobbszor leirt 60 perces SU idejének lerdviditése mennyiben

valtoztatja meg a minta koncentracidjat, van-e kiilonbség a 30 és 60 perces SU soran a

médiumok kozotti koncentracidjaban?

Mellékhere eredetii spermiumok
koncentraciéjanak hatékonysaga 30 és 60
perces kilonb6z6 médiumokban végzett SU

utan
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
TR T
0,00 ™ T
M/m ('j“ssz sej'F és SuU ’A SuU ) ’A SuU )
0ssz sejt %o0s hatékonysaga hatékonysaga
eltérése motilitdsi %-  progressziv
ban motilitasi %-

ban

M |VFTALP 30 perc SU m USTALP 30 perc SU
STALP 30 perc SU IVFTALP 60 perc SU

W USTALP 60 perc SU m STALP 60 perc SU

rer

Mellékhere eredetl spermiumok
koncentracidjanak hatékonysaga 30 és 60
perces kilonb6z6 médiumokban végzett SU

utén
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00 I
I Tk
0,00 l- [ ] | I
M/ml i)'"ssz sejF és SU ,ASU , ,ASU ’
0ssz sejt %os hatékonysaga hatékonysaga
eltérése motilitasi %-  progressziv
ban motilitasi %-

ban

M [VFTALP 30 perc SU m USTALP 30 perc SU
STALP 30 perc SU IVFTALP 60 perc SU

W USTALP 60 perc SU m STALP 60 perc SU

A grafikonon lathato, hogy a 30 perces SU kezelés hatdsara a sejtek az IVFTALP médiumban

magasabb koncentracioban voltak megtalalhatok, mint a tobbi kezelési csoportban. Az ejakulalt

mintak esetében kiugro értéket tapasztaltunk 30 perc utan (11. dbra).

SPSS péros T-probaval elvégzett statisztikai elemzés soran az EIVFTALP30 perc —
MHIVFTALP 30 perc kozott, és az EUSTALP30 perc — MHUSTALP 30 perc kozott talaltunk

szignifikans eltérést (12. abra).
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12. abra: Spss paros T-probaval végzett mintak szignifikans eltérésének eredményei.

Paired Samples Test

Paired Differences t df | Sig. (2-
Mean Std. Std. Error  |95% Confidence Interval of tailed)
Deviation Mean the Difference
Lower Upper

1 EFO - MHFO 170,70000 | 190,72831 | 110,11704 | -303,09540 | 644,49540] 1,550 2 ,261
2 EIVFTALP30-MHIVFTALP30 21,32000 6,49668 3,75086 5,18136 37,45864 | 5,684 2 ,030
3 ESTALP30 - MHSTALP30 9,43333 9,42461 544130 | -13,97869 32,84536 | 1,734 2 ,225
4 EUSTALP30 - MHUSTALP30 9,21333 3,71168 2,14294 -,00698 18,43365 | 4,299 | 2 ,050
5 EIVFTALP60 - MHIVFTALP60 14,97000 9,99839 5,77258 -9,86739 39,80739 | 2,593 | 2 122
6 ESTALPG0 - MHSTALP60 10,22333 8,77374 5,06552 -11,57185 32,01851 | 2,018 2 ,181
7 EUSTALP60 - MHUSTALP60 11,10000 8,21522 4,74306 -9,30775 31,50775 | 2,340 2 ,144

4.4. INVITRO EMBRIOELOALLITAS ES MELYHUTES

In vitro embrideldallitasi kisérletemet két ismétlésben végeztem. A vagoéhidrol az elséd
ismétlés sordn 6 racka anya teljes nemi traktusdbol 12 darab petefészek, a masodik ismétlés
soran 8 racka anyatol 14 petefészek bizonyult alkalmasnak a tovabbi munkahoz. A
petefészkekbdl 6sszesen 113 darab petesejtet tudtam kinyerni a két ismétlés soran, ezeket
IVM tépkozegben érleltem 21-24 6ran at.

Az in vitro embrideldallitasi 1épéseket, a termékenyités kivételével az IVF-BIOSCIENCE

altal megadott protokoll szerint végeztem.

1. A termékenyitést mindkét ismétlésben 2 fajta spermat, ejakulalt racka kos mélyhitott-
felolvasztott és mellékhere eredetii racka kostol szarmazo mélyhiitott- felolvasztott szalmakat
hasznaltam. CASA vizsgalatot végeztem eldtte, majd a SU utan is, illetve meghataroztam a
koncentraciot. Ezeket az adatokat Osszehasonlitottam a SU kisérletek sordn kapott

eredményekkel:

1/a.: A kezdeti, és a SU soran hasznalt kisérletekhez és termékenyitéshez hasznalt mintak

motilitasi, progressziv motilitasi és BCF értékei:
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13. dbra: Termékenyitéképesség szempontjabol jelentds adatok, a motilitas, progressziv motilitas és BCF érték.

Ejakulalt és mellékhere eredetl spermamintdk 6sszehasonlitdsa felolvasztas és
a SU utdn. A kisérletek soran kapott atlag és a termékenyitésre (_T) felhasznalt
mintak atlaga.

80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

EFO EFO_T EIVFTALP30 EIVFTALP30_T MHFO MHFO_T MHIVFTALP30 MHIVFTALP30_T
Ejakuldlt spermaminta Mellékhere eredetli spermaminta

B MOT = PMOT mBCF

Termékenyitéképesség szempontjabol fontos értékek: a motilitas, progressziv motilitds és a
BCF értékek, ezeket a garfikonon abrazolva lathatd, hogy a SU utan a kisérletek- és a két
termékenyités soran sem ejakulalt, sem a mellékhere erdetii spermamintakban nagy eltérés nem

lathat6 (13. abra).

1/b.: A spermiumok mozgasanak értékeléséhez a LIN, STR és WOB értékek vizsgalatara van
sziikség, hiszen ezek mutatjak meg, hogy a spermium mennyire mutat egyenes, elérehalado
mozgast. Ebben az esetben 6sszehasonlitottam a kisérleteket soran felolvasztott mintak atlagat

¢és a termékenyitéshez hasznalt mintak atlagat.
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14. abra: Ejakulalt és mellékhere eredetii spermamintik LIN, STR és WOB atlag értékei.

Ejakulalt és mellékhere eredetl spermamintdk 6sszehasonlitdsa
felolvasztds és a SU utan. A kisérletek soran kapott atlag és a
termékenyitésre (_T) felhasznalt mintak atlaga.

1,00
0,80
0,60
0,40
0,20 I
0,00
EFO EFO_T EIVFTALP30 EIVFTALP30_T MHFO MHFO_T  MHIVFTALP30MHIVFTALP30_T
Ejakuldlt spermaminta Mellékhere eredetl spermaminta

ELIN mSTR mWOB

A grafikonon lathaté a felolvasztott és SU kezelésen atesett parok kozott nem lathatd
nagymértéki eltérés. Azonban a SU hatasara azok a sejtek usztak fel a feliiluszoba, akik

egyenes vonali mozgast végeztek (14. abra).

1/c.: Osszehasonlitottam a 30 perces IVFTALP médiummal végzett termékenyitési- és a
kisérletek soran kapott sejtek szamat. (15. abra). Mindkét spermiumminta esetén a kisérletek
soran a SU hatékonyabbnak bizonyult, mint amikor a termékenyités soran hasznaltuk. A
feluszott sejtek aranyaban enyhe csokkenést, azonban a motilis és progressziv motilis sejtek

aranyaban joval erésebb csokkenés lathato.

15. abra: IVFTALP médiummal végzett termékenyitési- és a kisérletek sordn kapott sejtek szama

A feliszott motilis A feliszott progressziv

é feluszott sejtek % aranya az  motilis sejtek % arianya
oOsszes S O
- eredeti minta az eredeti minta
sejtek R , -
ardnva motilis sejtekhez progressziv motilis
y képest. sejtekhez képest.
Kisérletek soran
kapott atlag 1,67 5,41 6,58
eredmények
Ejakulalt - —
spermamintik Termékenyités
soran kapott atlag 1,87 2,24 2,41
eredmények
Kisérletek soran
kapott atlag 0,69 2,79 4,25
i eredmények
Mellékhere
eredeti Termékenyités
spermamintak . )
soran kapott atlag 0,63 1,52 2,23
eredmények

54



2. A termékenyités soran az érett petesejteket két csoportra bontottam, az egyik
csoportba dsszesen 47 db petesejt keriilt, amit fekete racka kos ejakulalt-, a masik csoportban
Osszesen 66 db érett petesejt keriilt, ezeket mellékhere eredetti mélyhttott-felolvasztott

mintdjaval termékenyitettem. A termékenyitést a kisérletek soran tapasztalt magasabb

s

Az IVC edénybe helyezést kovetod 4. €s 5. napon 6sszesen 18 db ejakulalt, és 9 db mellékhere
eredetli spermaval vald termékenyitésbdl szarmazd morula stddiumban 1évé embriot

talaltunk.

Az embridk mélyhlitését két modszer alapjan végeztiik az alabbi elosztasban:

EG programozott Kitazato Cryotop®
mélyhiités vitrifikacio
Ejakulalt spermiumokkal 8 darab — 4 darab 10 darab — 5 darab
termékenyitett morula darabszam miszalma cryotop szalma
Mellékhere eredetii spermiumokkal 5 darab — 2 darab 4 darab — 2 darab
termékenyitett morula daraszam miiszalma cryotop szalma

A petesejtek IVEP eljarasa soran a juhok petefészkeibdl atlagosan 4,3 darab morfologiai
kovetelményeknek megfeleld petesejtet tudtam kinyerni, ezekbdl pedig dsszesen 27 darab
fejlodott morula stadiumba, ami azt jelenti, hogy 1 darab petefészekbdl, 1,038 darab petesejt
tudott tovabbfejlodni.

A termékenyitéshez hasznalt ejakulalt spermiumok a petesejtek 38,3 %-at, a mellékhere eredetii

spermiumok pedig a 13,63 %-at tudta termékenyiteni és jutott el morula allapotig.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
Kisérleteim alapjan megallapithatd, hogy a swim up hasznalataval a gyengébb mindségi
mélyhiitott termékenyitéanyag javithatd, mind ejakuldlt, mind mellékhere eredetli spermiumok

eseteén.

A SemenPrepben torténd kezelés erdsen csokkentette a spermiumok motilis €s progressziv
motilis szazalékat ejakulalt és mellékhere eredetli spermiumoknal is, ezért ezt a kezelést in vitro
termékenyitések elotti  spermakezelések soran nem tartjuk hatékony eljarasnak. A
mosoéfolyadékban torténd kezelés csupan a mélyhiitéshez hasznalt kiilonféle higitok kimoséasara

alkalmas.

A kiilonb6z6 médiumok, IVFTALP, STALP, USTALP mindegyike sikeresen alkalmazhat6 a
SU soran, statisztikailag igazolhaté hatast a mellékhere eredetii spermiumoknal lehetett
kimutatni, azonban az ejakulalt spermiumok esetén mintanként értékelve latszik a mindségbeli
javulas, mind a motilitas, progressziv motilitas esetén is a feliiluszobdl izolalhatd spermium

frakcid tekintetében.

A spermiumok mozgaskarakterisztikajara vonatkozo értékekben mint a WOB, LIN és STR az
gjakulalt és mellékhere eredeti spermiumokkiilonb6z6 SU médiumokkal kezelt mintait
egymassal 0sszehasonlitva minden esetben szignifikans eltérést talaltunk (p<0,05, p<0,01,

p<0,001).

A mintak tovabbi vizsgélata sordn megallapithato, hogy a felolvasztott mintahoz képest az
ejakulalt és a mellékhere eredetli spermiumok a SU utan jobb értékeket mutattak, mint a
felolvasztott, nem kezelt mintdk WOB, LIN és STR értékei, ami a sejtek egyenes vonalu,
elérehaladdo mozgasarol adnak eldrejelzést. Az IVFTALP-ban valo 30 és 60 perces eltartas
azonban nem javitott ezeken az értékeken, ezért valoszinilisithetd, hogy nem a médium hatasara
valtoztak ezek az értékek. Feltételezhetd, hogy azok a sejtek képesek a SU soran a feliiluszoba
feluszni, akik egyenes vonall, egyenes mozgasra képesek, ezért a SU tekinthetd szelektalasnak

IS. Ezek a mozgaskarakterisztikak sziikségesek a késdbbiekben a sikeres termékenyitéshez.

A t6bbi mozgasra vonatkozo értékek statisztikai vizsgéalata soran csak a mellékhere eredetii

spermiumok esetén talaltunk szignifikans eltéréseket.

A SU soran az id6 lerdviditésével végzett vizsgalat sordn, ahol a két kiilonboz6 idépontot

hasonlitottuk G6ssze a sejtek mennyiségével, a 30 perces SU-al nagyobb spermiumszadmot
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tudtunk elérni, ejakulalt és mellékhere eredetli spermiumoknal is, igy ennek a hasznalatat

javaslom a tovabbiakban az IVF soran.

Az invitro embridel6allitas soran 6sszehasonlitottuk a két kiilonb6z6é mddon nyert spermaminta
termékenyitoképességét. A SU soran mindkét esetben az altalunk legjobbnak itélt IVFTALP

juttassuk az érett petesejtekhez, a 30 perces feltisztatast valasztottuk.

A termékenyitéshez ¢és a kisérletek soran haszndlt ejakuldlt és mellékhere eredetii
spermamintdkat a termékenyitOképesség eldrejelzéséhez sziikséges motilitds, progressziv
motilitas, WOB, LIN, STR és BCF értékek Osszehasonlitasa soran nem talaltunk eltérést.
Azonban a SU soran feliszott sejtek enyhe-, a motilis és progressziv sejtek pedig jelentds
csokkenést mutattak a termékenyitéshez hasznalt mintakban. A termékenyités 2 ismétlésben,
racka kos mellékhere eredetii spermaval tortént, ellentétben a kisérletek soran hasznalt merino,
cikta, cigja és racka spermiummal. Ez akar 6sszefliggésben lehet a szezonnal, a fajtaval, vagy
a spermium feldolgozasanak modjaval. Ezért érdemes lenne a kisérletet mas fajtaval, szezonban
¢és szezonon kivill nyert gamétakkal megismételni. Azonban elképzelhetd, hogy a mellékhere
eredeti  spermiumok érési folyamatahoz a felolvasztds wutan szemindlis plazma
hozzakeverésével javithatd lehet az in vitro termékenyités, a spermiumok érési folyamatait

ezzel be tudnak fejezni (Dominguez, et al., 2008; Andrade, et al., 2022).

Az IVF soran az osztddasndl is eltérést tapasztaltam a termékenyités hatékonysagaban, ezért
feltételezziik, hogy a WOB, LIN, STR ¢és BCF értékek prediktiv modon utalhatnak a

termékenyit6 anyag in vitro fertilitasara.

Sikeresen mélyhtitottiink 18 darab ejakulalt és 9 darab mellékhere eredetli spermiummal
termékenyitett racka juh embriot, ahol kétféle mélyhiitési protokollt, a Kitazato Cryotop és az

EG programozott mélyhtitést hasznaltuk, majd az embriokat folyékony nitrogénben eltaroltuk.

Hazéankban eldszor tortént meg post mortem kinyert gamétakbol keletkezett embriok

mélyhtitése juh fajban.

A jovbben ezeket az embridkat szeretnénk felolvasztani és recipiens anyakba iiltetni, hogy a
gyakorlatban igazoljuk a post mortem gamétakkal torténd in vitro embrio eléallitas ex situ in

vitro génmegorzésre valo alkalmassagat.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kutatasaim soran olyan kisérleteket végeztem el, amelyek elengedhetetlenek ahhoz, hogy a
késébbiekben post mortem eljarassal kinyert gamétakat sikeresen alkalmazzunk ex situ

génmegorzeés hatékonysaganak javitasara.

Kisérleteim sordn elsdként a spermiumok szelekciés modszerének beallitasaval kezdtiink. A
mithiivellyel kinyert ejakulalt spermamintak 2014. és 2017. kozott lettek mélyhiitve, amelyik
minta felolvasztds utan nem érte a 40%- 0s motilitasi értéket, selejtezésre keriiltek. A
leselejtezett mintakkal kezdtem a SU beallitasat, ahol 3 kiilonb6z6 médiumot, az IVFTALP,
STALP és USTALP-ot hasznaltam. A tapkdzegek hasznalatanal fontos paraméterek voltak: a
motilitasi, progressziv motilitasi és a kiillonbozd termékenyitésre utald értékek, a WOB, LIN,
STR ¢és BCF érték. Ezeket az értékeket CASA vizsgélattal hataroztam meg kozvetlen
felolvasztas elott, majd a kiilonboz6 idékben végzett SU utan. Parhuzamosan eltartast végeztem

a felolvasztott mintakkal és a SU idejének lejartaval azokat is CASA-val értékeltem.

Miutdn sikeresen eredményeket értem el ejakuladlt spermamintakkal, mellékhere eredetii
spermiumokkal is elvégeztem a SU eljarast a harom kiilonb6z6 médiummal. Ahhoz, hogy
mellékhere eredetii spermiumokkal tudjak dolgozni, vagohidrol beérkezett mellékherékbdl
kinyertiik a spermiumot, amit aztdn mélyhiitottiink. A felolvasztas utan a mintakat az ejakulalt

spermiumokkal megegyezé modon vizsgaltam.

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a SU soran az IVFTALP minden esetben
megndvelte a motilitds, progressziv motilitds ¢és egyéb mozgas karakterét jellemzd
paramaméterek, mint a BCF, LIN, WOB ¢és STR értékeit. Ezek a értékek a
termékenyitOképességre utalo adatok, a spermium mozgaskarakterisztikajar6l adnak
informaciot és elengedhetetlen a sikeres termékenyitéshez. Vizsgalatokat végeztem, hogy
ezeket a javito hatast értékeket a spermiumban a SU, vagy maga a médium okozza, ezért 30 és
60 perces IVFTALP eltartast végeztem. Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a SU-
nak van javitd hatasa, azok a sejtek képesek atjutni a feliiliszoba, amelyek megfelelnek az
egyenes vonalu elérehaladdo mozgasnak. A SU soran az 1d6 lerdviditésével végzett vizsgalat
soran a 30 perces SU-al nagyobb spermiumszamot tudtunk elérni, ejakulalt és mellékhere

eredetii spermiumoknal is.
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Tovabbi vizsgalatokat végeztem a spermamintak felolvasztas utani kezelésére, ahol az IVF-
BIOCSIENCE altal forgalmazott SemenPrep spermamos6é médiumot hasznaltam, azonban a

sejtek motilitasi, progressziv motilitasi szazaléka alulmulta az eredeti minta értékeit.

A petesejtek IVEP eljarasa soran megallapithatd, hogy a juhok petefészkeibdl atlagosan 4,3
darab morfologiai kovetelményeknek megfeleld petesejtet tudtam kinyerni, ezekbdl pedig
Osszesen 27 darab fejlodott morula stadiumba, ami azt jelenti, hogy 1 darab petefészekbdl,

1,038 darab petesejt tudott tovabbfejlédni.

A termékenyitéshez hasznalt ejakulalt spermiumok a petesejtek 38,3 %-at, a mellékhere eredetii

spermiumok pedig a 13,63 %-at tudta termékenyiteni és jutott el morula allapotig.

A 18 darab ejakulalt spermiummal termékenyitett €s a 9 darab mellékhere eredetli spermiummal

termékenyitett embridkat kétféle mélyhiitési eljarassal sikeresen eltaroltuk.

Az elvégzett kisérletek sorozata egy eldtanulmany volt, tovabbi ismétlésekre lesz sziikség a
modszerek fejlesztése érdekében, de az IVFTALP-al valo SU az IVF el6tt mindenképpen

sikeresnek mondhato, a tovabbiakban ajanljuk ennek a hasznalatat.
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9. MELLEKLETEK

Kész taptalajok
IVF BIOSCIENCE®

AZ IVF BIOSCIENCE egy komplett, optimalizalt rendszer az IVEP folyamat minden
1épéséhez, haszndlatra kész, részletes protokollal ellatva. Tartalmazza a petesejteket érleld
taptalajt (BO-IVM), a fertilizdcios médiumot (BO-IVF), a spermamosashoz sziikséges
médiumot (SemenPrep), és az embridtenyésztd taptalajt (BO-IVC), illetve a petesejtek és

embriok moséasahoz sziikséges médiumot (WASH) és olajat (OIL).
Taptalajok

1. Tyrode’s médium (TALP) 200mL:

Kalium - Klorid KCI (Merck 4936) 0,048 g/200 ml
Natrium - Klorid NaCl (Merck 6404) 1,3332 g/200 ml
Natrium-dihidrogén-foszfat-monohidrat Na:HPOs x H20 | 0,0082 g/200 ml
(Merck 6346)

Kalcium-klorid-dihidrat CaClz x 2H20 (Merck 2382) 0,06 g/200 ml

Magnézium-klorid-hexahidrat MgCl, x 6H20 (Merck 5833) | 26 0,02 g/200 ml

Fenolvords (sejtkultara-tesztelt) (Sigma P1503) 0,4 m1/200 mi

H20 (embrid-transzferhez hasznalhatd) (Sigma W1503) 199,6 ml/200 ml

A Tyrode’s alapmédium (TALP) ozmolaritdsa 230 mOsm. Hiitdszekrényben 2-4 °C kozotti

hémérsekleten maximum egy honapig taroltuk.
2. STALP-BSA

100 ml alaptaptalajt (TALP) az alabbi 6sszetevokkel egészitettem Ki:

Natrium Bikarbonat NaHCO3 (Sigma S5761) 0,2166 g/100 ml

Naétrium-piruvat CsHsO3Na (Sigma P3662) 0,0114 g/100 ml
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Natrium-DL-laktat CHsCH(OH)COONa (laktat | 0,3066 ml/100 ml
szirup) (Sigma L7900)
Gentamicin (10mg/ml) (Gibco) 0,4934 ml/ 100 ml

HEPES (Sigma H3375) 0,16 g/100 ml

3. Sp-TALP médium (STALP)

50 ml STALP-BSA taptalajt az alabbi 6sszetevokkel egészitettem Ki:

Szarvasmarha szérumalbumin (BSA fraction V. — Sigma A 9647) | 0,14 g/50 ml

CPP 0,05 g/50 ml

4. mdodositott Sp-TALP médium (USTALP)

50 ml STALP-BSA taptalajt az alabbi 6sszetevokkel egészitettem ki:

Szarvasmarha szérumalbumin (BSA Fatty Acid Free — Sigma | 0,14 g/50 ml
A8806)

CPP 0,05 g/50 ml

5. IVF TALP médium (IVFTALP)
50 ml STALP-BSA aptalajt az alabbi 6sszetevokkel egészitettem ki:

Szarvasmarha szérumalbumin (BSA Fatty Acid Free — Sigma | 0,3 g/50 ml
A8806)

CPP 0,05 g/50 ml

A készitett taptalajok pH-ja 7,2-7,3 kozott valtozott. A Sp-TALP médiumot hiitdszekrényben

2-4 °C kozotti hdmérsékleten taroltuk, és a készitéstdl szamitott maximum két hétig hasznaltuk.

6. TCF 100 mil:

Trisma Base (Sigma T6066): 3,028 g
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Citric Acid (Sigma C0759): 1,79
D-Fructose (Biochemem) 1,25¢
Desztillalt viz: 100 mi

7. Andromed®:

Tojassargdja mentes higitokdzeg bikasperma ¢€s egyéb kérddzok spermdjanak friss minta

eltartasara és mélyhiitésére. Allati eredetii 6sszetevoket nem tartalmaz, allandd, optimalis

mélyhiitési eredményeket biztosit mind ejakulalt, mind mellékhere eredetli spermiumok

szamara is.
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NYILATKOZAT

Alulirott Debnar Viktéria Johanna, a Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvin
Campus, Mezdgazdasagi biotechnolégus szak nappali/levelezé™ tagozat végzdés hallgatdja
nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkam, melynek elkészitése soran a felhasznalt irodalmat
korrekt modon, a jogi €s etikai szabalyok betartdsaval kezeltem. Hozzajarulok ahhoz, hogy
Zarodolgozatom/Szakdolgozatom/Diplomadolgozatom egyoldalas 6sszefoglaldja felkeriiljon
az Egyetem honlapjara és hogy a digitalis verzidban (pdf formatumban) leadott dolgozatom
elérhetd legyen a témat vezetd Tanszéken/Intézetben, illetve az Egyetem kdzponti
nyilvantartdsaban, a jogi és etikai szabalyok teljes korii betartdsa mellett.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*

Kelt: 2023. év 05. h6 07. nap

.
\

A

Hallgat6
NYILATKOZAT

A dolgozat készit6jének konzulense nyilatkozom arrol, hogy a
Zarodolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi
forrasok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi €s etikai szabalyairol tajékoztattam.

A Zaroédolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot zardvizsgan torténd védésre javaslom /
nem javaslom*.
A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*

Kelt: 2023. év 07. ho 08. nap

Nes——

R el

Bels6 konzulens
*Kérjiik a megfelel6t alahtizni!
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