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1. Osszefoglalas

Kisérleteink célja az volt, hogy a sertés spermiumok mélyfagyasztasaban a kiilénb6zd nagysagu
(20/40/80MPa) és kulonbdzd ideig hatd (40/80/120 perc) hidrosztatikai nyomas (HP) altal
kivaltott stressz hatasat vizsgaljuk a sertés spermiumok in vitro paramétereire és telepi
korulmények kozott (cervikalis termékenyitéssel hormonalis szinkronizacid nélkul) a
szaporodasbiologiai eredményekre. Feltételeztik, hogy a HP alkalmazasaval a sertés
spermiumok ellenalloképessége a mélyfagyasztas karositd hatasaval szemben névelhet, ami
jobb termékenyité képességet eredményez.

Az elsé in vitro kisérletlinkben informaciot kaptunk arrél, hogy az ondovételt koveté higitas utan
(Ext.l.) szobahémérsékleten (RT) végzett egyszeri 80MPa kezelés — fiiggetlenil a nyomas
idejétél — vagy a légkoéri nyomason (ATM, kontroll) valé tarolas RT-n mar a mélyfagyasztast
megel6zéen szignifikdnsan rontd hatassal bir az 6sszes mozgd spermiumok (TM%, P<0,001)
és/vagy a progressziven mozgé spermiumok (PM%, P<0,05) aranyara, amig ezt az azonos
koralmények kozott elvégzett a 20 és a 40MPa kezelés képes volt kivédeni. A mélyfagyasztas
utani TM% és PM%-ra — a nyomas nagysaga mellett — mar a nyomas id6tartama is hatassal volt
(P<0,05). A legnagyobb TM% értékeket a 40MPa:120 perc kezeléssel értik el, de a legnagyobb
mértéki javitd hatas — a kontroll ATM mintakhoz képest — a 40MPa:80 perc kezelést kévetden
jelentkezett. Hasonlé eredményt kaptunk a PM% esetében is, de a 40MPa:80 perc kezelés
javitd hatasanak mértéke szignifikansan nem (P>0,05) klloénb6zétt a 40MPa:120 perc
kombinaciétél. Eredményeinkb8l megallapithattuk, hogy az onddkezelés soran a spermiumok
dinamikus rendszerként “viselkednek” a rajuk haté HP kezeléssel szemben és a tapasztalati
uton felallitott nyomas:idé6 matrix kisérleti kombinacidkbdol a legidedlisabb javitd hatas a
40MPa:80 perc HP kezeléstdl varhato.

A masodik in vitro kisérletinkben azt vizsgaltuk, hogy 40MPa:80 perc kezeléssel tovabb lehet-e
optimalizalni RT-n a mélyfagyasztasi protokollt ugy, hogy a HP-t egy alkalommal a
mélyfagyasztas kilonb6z6 Iépéseiben alkalmazzuk: HP1: ondovételt kdvetd higitas (Ext.l.) utan
testhémérsékleten (BT), HP2: onddvételt kdvetd higitas (Ext.l.) utdn RT-n, HP3: a centrifugalast
kdvetd visszahigitas (Ext.ll.) utan RT-n és HP4: a mélyfagyasztasos higitéval vald higitas
(Ext.Ill.) utan RT-n. A HP2-vel és a HP3-mal lehetett a legnagyobb TM%-ot és az ATM
csoporthoz képest szignifikans ndvekedést (P<0,05) elérni. A tdbbi HP kezelési mod és az ATM
mintak in vitro paraméterei kdzoétt (TM%, PM%, akroszéma-, fej- és farokmembran) egyik
esetben sem tudtunk szignifikans kilonbséget (P>0,05) megfigyelni. A HP3 kezelés tébb

szempontbdl is elénybsebbnek bizonyult a HP2 kezeléshez képest. Egyrészt a legnagyobb
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mértéki javitd hatassal rendelkezett a TM%-ban az egyéb HP kezelésekkel szemben, masrészt
az Ext.ll. higitas utani kisebb térfogat (10-15 ml) jelentésen megkonnyitette az ondémintak HP
kezelését. Ezzel igazoltuk, hogy a HP kezelés alkalmazasanak a helye tovabbi hatassal van a
mélyfagyasztas utani TM%-ra és az RT-n elvégzett HP3 (40MPa:80 perc) kezeléssel tovabbi
javité hatas érhet6 el.

Az in vivo kisérletink soran a stresszkezelt (HP-FT, HP3, 40MPa:80 perc) és kontroll (C-FT)
mélyfagyasztott ondéval mesterséges termékenyitéseket (Al) végeztink. A HP-FT csoportban a
vissza nem ivarzok aranya (86,2% vs. 64,7%), a vemhesllési arany (82,3% vs. 60,8%) az
O0sszes malac/alom (10,8+4,5 vs. 8,0+3,8) és az él6 malac/alom (9,414,2 vs. 7,3 +3,6)
szignifikansan nagyobb (P<0,05) volt, mint a C-FT csoportban. A fialasi aranyban a kisérleti
csoportok kozétt nem szignifikans (P>0,05), de szambeni ndévekedés (78,4% vs. 58,8) volt
megfigyelheté. A HP-FT kocacsoportban a vissza nem ivarzas kozel harom és félszer (Fisher
teszt, OR=3,3), a vemhesiilés haromszor (Fisher teszt, OR=2,9) és a fialas esélye két és félszer
(Fisher teszt, OR=2,5) nagyobb volt, mint a C-FT kocacsoportban. Tovabbi nem szignifikans
kilénbség (P>0,05) volt mind a két kisérleti csoportban a vemhesiilt és a nem vemhesiilt kocak
termékenyitésére felhasznalt adagok TM%-a és PM%-a kozo6tt, valamint a TM%, a PM% értékei
és az Osszes malac/alom kozott is (Pearson féle korrelacios egyutthatd, r=0.11-0.20). Habar a
HP kezelés ndvelte a mozgast és javitotta a szaporodasbioldgiai mutatokat, de e két javitott
érték kozott nem lehetett kdzvetlen kapcsolatot talalni. Az in vitro és in vivo kisérleteink soran
kapott eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy a HP kezelés — a mozgasra kifejtett javitd
hatdsan tul — hatéssal lehet a spermiumok mas életfunkcidira is, ami a javulo
szaporodasbioldgiai teljesitményt eredményezi. Az egyes vizsgalati id6pontokban (fialaskor,
valasztaskor és a valasztast kdvet6 két hét mulva) a testtémegben és a malacok szamaban mért
szignifikdnsnak nem (P>0,05) tekinthetd kildnbség azt mutatja, hogy a HP kezelésnek nem volt
negativ hatasa sem a malacok tulélésére, sem a testtdbmeg gyarapodasra. Az FT ondo
gyakorlati  felhasznalasaval kapcsolatos ismereteket az innovacionkkal szerzett
tapasztalatainkkal tovabb bévitettik, amikor a mélyfagyasztast megel6z6 HP-val javitott
szaporodasbioldgiai eredményeket értink el. Tovabba bizonyitottuk, hogy az RT-n végzett HP
kezeléssel az ondokezelés teljes folyamatat — beleértve a krioprotektansokat tartalmazé
higitokat is — RT-re lehet optimalizalni. Az igy mélyfagyasztott ondéval ovulacio indukcio nélkuli
cervikalis termékenyitéssel — ellentétben a standard mélyfagyasztasi (higitdasok hémérséklete
15-17°C és 5°C; programozhaté mélyfagyasztas) és Al protokollokkal (intrauterin, mély

intrauterin és/vagy hormonalis kezelések) — a korabbi tanulmanyokhoz hasonlé és tenyésztési



szempontbdl is elfogadhatd eredményeket lehet elérni (fialasi arany: 51-78% vs. 78,4%; dsszes
malac/alom: 8,0-12,5 vs. 10,8).

Tovabbi in vitro vizsgalatok szikségesek ahhoz, hogy jobban megértsik a HP kezelésnek a
spermiumokra kifejtett hatasat, amely U0 lehetbéségeket nyithat az eredményesebb,

gazdasagosabb felhasznalashoz és a HP technoldgia fejlesztéséhez.



2. Bevezetés

A vildg lakossaganak a szama 2010-ben 6,9 milliardra volt tehet6, amely 2050-re — a
ndvekedési arany csdkkenésenek az ellenére (1963-ban 2,2%, 2011-ben 1,1%) - 7,5-10,5
milliardot is elérheti (http://en.wikipedia.org/wiki/World_population). A noévekvé népességgel
folyamatosan né a husfogyasztas mértéke. A megndvekedett igény Kkielégitése jelentds
mértékben fligg a sertéshuds elballitastdl, mivel az évenként elfogyasztott voéroéshus
mennyiségének kb. 40%-at a sertéshus teszi ki. A 98,9 millié tonnardl (2006) elézetes becslések
alapjan 2020-ra 125 millié6 tonnara fog emelkedni a sertéshus eléallitasa, amelyben a fejl6dé
orszagok sertéstenyésztése vezetd szerepet fog jatszani (Gerrits et al.,, 2005). A vilag
sertésallomanyanak legnagyobb része Kinaban talalhatd (47%, 400.7 millié sertés), ahol 2006-
ban 20%-kal nét a sertéshus fogyasztasa és a kovetkezd években tovabbi névekedés varhatd
(http://en.wikipedia.org/wiki/Pork).

Az uj fajtaknak, a tartasi és takarmanyozasi technolégiaknak koészonhetéen nagyobb lett az
allatok takarmanyértékesitdé képessége, ndvekedési erélye és nétt az egy koca utan eléallitott
éves szinhus mennyisége (Gerrits et al., 2005). Ehhez a folyamathoz lenduletet adtak azok a
szaporodasbioldgiai kutatéasok, amelyeket napjainkban mesterséges termékenyitési (Al)
technolégiaként alkalmaznak. Az Al igazi térhdditasa azokkal a javitott d&sszetételii
spermahigitokkal kezd8dott, amelyekkel az ondét kézel szobah6mérsékleten és hosszu tavon
(5-7 nap) lehetett tarolni. Ha a spermiumokat ennél is hosszabb ideig kell tarolni, akkor a
mélyfagyasztds alkalmazasa elkerllhetetlen (Johnson et al., 2000). A glicerinnek a
mélyfagyasztds soran a bikaspermiumokra kifejtett védd hatasa hasonlé eredménnyel
kecsegtetett a kanondo esetében is, azonban az koran kidertlt, hogy ennél ez nehezebb feladat
(Polge et al., 1949). A kdvetkez6 sikerek mintegy két évtizedet varattak magukra, amikor el6sz6r
szamoltak be a mélyfagyasztott (FT) sertésonddéval — még ,véres modszerrel” (sebészi uton a
petevezetébe) — elért elsd vemhességrél (Polge et al., 1970). Ezt kovették a sertés FT ondét
cervikalisan alkalmazo els6 sikeres termékenyitések (Pursel et al., 1971).

1975-ben dolgoztak ki azt a mélyfagyasztasi médszert, ami a kan ondodsejtek figyelemreméltd
tuléléséhez vezetett és lehetéséget adott az FT ondd kereskedelmi célu felhasznalasara (Pursel
& Johnson, 1975; Westendorf et al., 1975). Ez a moddszer az alapja — kisebb-nagyobb
modositasokkal — valamennyi, napjainkban alkalmazott mélyfagyasztasi moddszernek is
(Woelders, 1997; Grol¥feld et al., 2008). Mindezek ellenére — pl. a szarvasmarhaval ellentétben
— az Al-k mindbéssze kb. 1%-a torténik FT spermaval, mert gazdasagossaga elmarad a friss

spermaétdl (FS) (Roca et al., 2006a, Knox, 2011). A vemhestilési és a fialasi arany 20—30%-Kkal,
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a megsziletett malacszam almonként 2—3 malaccal kevesebb, mint az FS-t alkalmazé Al-ké
(Johnson et al., 1981; Johnson, 1985; Johnson et al., 2000; Roca et al., 2006b). Az ok a
mélyfagyasztas és felolvasztas soran a spermiumok szerkezeti és funkcionalis karosodasa, ami
csOkkent élet- és termékenyitéképességhez vezet in vitro kérilmények kézott és a ndi nemi
utakban is (Waberski et al., 1994; Watson, 2000).

Az elmult évtizedekben mélyfagyasztas karositd hatasainak elkerulésére, csokkentésére és a
telepi felhasznalas gazdasagossaganak a novelésére szamos mélyfagyasztasi és Al
technolégiai médositas vagy ezek egyuttes alkalmazasa latott napvilagot. Ezek kozoétt talaljuk a
programozott mélyfagyaszté alkalmazasat (Roca et al., 2003; Bolarin et al., 2006; Wongtawan et
al., 2006; Bathgate et al., 2008; Didion et al., 2013); az uj csomagolasokat a FlatPack (Eriksson
et al.,, 2002) és a MiniFlatPack (Wongtawan et al., 2006) formajaban, amelyekben az
elényodsebb térfogat és felllet arannyal mar egy termékenyité adagot lehet mélyfagyasztani; az
egy termékenyité adagban felhasznalt spermiumok szamanak a csokkentését (Roca et al.,
2003; Bolarin et al., 2006; Bathgate et al., 2008); az ovulacié idejéhez igazitott Al-k szamat
(Bolarin et al., 2006; Wongtawan et al., 2006; Bathgate et al., 2008; Buranaamnuay et al., 2010);
az Al-k és a megtermékenyités helyszine k6zotti tavolsag csdkkentését kilonbdzé termékenyitd
katéter tipusokkal a méhtestbe (Ul) (Casas et al., 2010) vagy mélyen a méhszarvakba (DUI)
(Roca et al., 2003; Bolarin et al., 2006; Bathgate et al., 2008; Buranaamnuay et al., 2010) és az
Al-k és az ovulaciok kozoétti idétartam csdkkentését hormonalis ovulacié indukciéval (Roca et al.,
2003; Bolarin et al., 2006; Wongtawan et al., 2006; Bathgate et al., 2008; Buranaamnuay et al.,
2010).

Napjaink Ujabb kutatasi iranyvonala azokra a korabbi megfigyelésekre vezetheték vissza,
amelyek szerint a sertés spermiumok ellenalloképessége — az inkubacié soran a hideggel, a
higitassal, a hiitéssel, a tarolassal és/vagy a mélyfagyasztassal szemben — lényeges, szerzett
€s megvaltoztathato tulajdonsag (Pursel et al., 1973). Ezek a tapasztalatok az alapjai azoknak
az innovacioknak, amelyekben a szubletalis stresszt, mint ellenallé képességet fokozé hatast,
sikeresen alkalmaztak egér blasztocisztak (Pribenszky et al., 2004; Pribenszky et al., 2005a),
szarvasmarha embridk (Pribenszky et al., 2005b), bika spermiumok (Pribenszky et al., 2007) és
sertés petesejtek (Du et al., 2008; Pribenszky et al., 2008) mélyfagyasztasaban.

Kisérleteink célja volt, hogy vizsgaljuk a hidrosztatikai nyomassal kivaltott stresszkezelésnek
(HP) az FT sertés spermiumok in vitro paramétereire és telepi kérulmények kozott (cervikalis
termékenyitéssel hormonalis szinkronizacio nélkil) a szaporodasbioldgiai eredményekre kifejtett

hatasat.
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3. Irodalmi attekintés
3.1. A mélyfagyasztas hatasa a sertés himivarsejtjeire

3.1.1. Fizikai és kémiai valtozasok

A himivarsejtek hosszu tavu eltarthatésaganak az alapja az anyagcserefolyamataik csdkkentése
vagy reverzibilis gatlasa. Ennek a legszélesebb korben alkalmazott formaja a hités és a
mélyfagyasztas. Az alacsony homérséklet, a hdémérsékletvaltozas, a spermiumok és
kornyezetik koézott lejatszodd fizikai és kémiai valtozasok karos hatastuak az emlésok
himivarsejtjeire. A sertés himivarsejtek — ellentétben mas gazdasagi haszonallat fajokkal (pl.
bika) — az egyik legérzékenyebb bioldgiai rendszerként ismertek (Woelders et al., 2005). Ha a
hémérséklet 0°C ala csokken, akkor a himivarsejt és kornyezete tovabbra is folyékony
halmazallapotu marad, mert a fagyaspontjuk ennél alacsonyabb. Az egész rendszer un. tulhiitott
(,supercooling”) Aallapotba kertl. A hdémérséklet tovabbi csokkentésével, a fagyasztas
sebességétdl és a higitdo dsszetételétdl fuggden — kb. -5°C és -15°C kdzotti tartomanyban —
elséként a higitd kezd megfagyni, ami a sejten kivili térben jégkristalyok képzédésével jar,
mikdzben az intracellularis tér még mindig folyékony tulhitétt allapotban van. Ennek az oka
feltehetéen a sejtmembran, ami egy természetes gatat képez, kezdetben megakadalyozza a
jégkristalyoknak a sejten bellli térben valé kialakulasat. A sejten kivil megfagyott vizbél az
oldott sok kiszorulnak és a meg nem fagyott részben koncentralédnak. Ez egyre nagyobb
ozmotikus nyomaskulonbséget alakit ki a sejten bellli térrel, aminek a hatasara a sejten beldli
viz kifele aramlik és megfagy. Ezzel kezdetét veszi a sejt dehidracidja (Mazur et al., 1972;
Mazur, 1977; Muldrew & McGann, 1990). Tulsagosan lassu hltési sebességnél az intracellularis
viznek kell6 ideje van, hogy megvédje a sejtet az intracellularis kristalyképzddéstdl, azonban a
kilénb6zd oldott sék a sejten belll maradnak és koncentraldédnak. A sejten belll megvaltozott
pH és a megemelkedett iontartalom karosodast eredményezhet. Ha a hités sebessége
tulsagosan gyors, akkor a viz kiaramlasanak sebessége nem képes lépést tartani a hités
sebességével, a sejt fokozatosan tulh(tétt allapotba kerll. Az extra- és az intracellularis tér
kozotti  egyensulyi  allapot (equilibrium) hidnyaban az extracellularis térben elinduld
jégkristalyképz8édés idépontjaban nagyobb lesz a sejten bellli kbzeg folyékony tartalma, ami
elérve a fagyaspontjat, megfagy. A sejten belll igy nagyméretl kristalyok képzédnek, amelyek
roncsolé hatasuak (Mazur, 1963; Mazur, 1977; Muldrew and McGann, 1990; Woelders et al.,
2005). A mélyfagyasztas soran alkalmazott fagyasztasi sebességnek lassunak kell lennie ahhoz,
hogy a fokozatos dehidracioval megel6zze a sejten bellli jégkristalyképz6dést, de mégis

gyorsnak, hogy ne alakulhasson ki a nagy intracellularis ionkoncentracié az un. ,solution effect”
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karositdé hatasa (Daw et al., 1973; Griffiths et al., 1979). A cél, a sejt és kornyezete kozotti
egyensulyi allapot elérése, ahol a sejt fokozatosan dehidraltta valik, mikbzben megakadalyozza

a sejten bellli jégkristalyok képz6dését.

3.1.2. Szabad gy6kék és a redox rendszerek

A szabad gydkok egy vagy tobb paratlan vegyertéki elektronnal, vagy nyitott elektronhéjjal
rendelkez® olyan atomok vagy molekulak, amelyek szamos anyaggal képesek reakcidba Iépni.
Valamennyi él6 sejt aerob és részben anaerob kdérilmények kdzott termel szabad gydkoket, ami
a normalis sejtmikodés kovetkezménye. Ez alol az emlds sejtek sem kivételek. A szabad
gyokok kozott talaljuk a szuperoxid aniont (|O27), a hidrogen-peroxidot (H2O-), a hidroxilgydokoét
(OH"). A szabad gyokok eltavolitasara az ondd komplex redoxrendszerrel rendelkezik. A
spermiumokat védd antioxidans rendszerek elsdsorban citoplazma eredetliek. Ezek kodzott
talaljuk az enzimként mikdédd glutation-peroxidazt, a katalazt és a szuperoxid-dizmutazt
(Bilodeau et al., 2001; Aitken & Baker, 2004), de tartalmaznak nem enzimatikus képesseégi
antioxidans molekulakat is, ilyenek az albumin, az alfa-tokoferol, a glutation, a C-vitamin, a
taurin vagy a hipotaurin (Brzezinska-Slebodzinska et al., 1995). Az ondo in vitro kezelése a
redox rendszer egyensulyi allapotanak a felbomlasahoz vezet. A spermiumok mar a
mellékherében torténd érésik soran elveszitik a citoplazma eredetli antioxidans rendszerik
jelentds részét, majd az ejakulacioval egy még kisebb antioxidans képességgel rendelkez6
onddplazmaba kertlnek (Brouwers et al., 2005). Az ondo kezelése (higitasok és a centrifugalas)
az ondodplazma részleges vagy teljes eltavolitasat jelenti a benne lévé maradék antioxidansokkal
egyutt. Az ondo tovabbi tarolasa is aerob korulmények kozott torténik — érintkezik levegbvel és
fénnyel —, amely tovabb fokozza a szabad gyokok termelését (Gaczarzewicz et al., 2003).
Kdzvetlen és kozvetett megfigyelések bizonyitjak, hogy a mélyfagyasztas szamos Iépése a
szabad gyokok keletkezésével és az antioxidansok csdkkenésével jarhat (Bilodeau et al., 2000).
A redoxrendszerek egyensulyanak felbomlasa hatassal van a himivarsejtek életmikodésére,
mivel a peroxidok gyors és visszafordithatatlan szerkezeti valtozast idéznek el6. Ez fokozottan
nagy veszélyt jelent a kan himivarsejtjeire, mivel nagyon nagy a sejtmembranok foszfolipidjeiben
a telitetlen zsirsavak aranya (Cerolini et al., 2000). A lipidperoxidacio irreverzibilis
motilitdscsOkkenéshez, a sejtlégzés gatlasahoz, az intracellularis enzimek eltiinéséhez és a
dezoxiribonukleinsav (DNS) karosodasahoz vezet (Baumber et al., 2003). Mivel a mozgashoz
szukséges energiat a mitokondriumok biztositjdk, ezért a mitokondridlis DNS és a

mitokondriumok szerkezetének oxidativ karosodasa lehet az egyik magyarazat a
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mélyfagyasztott spermiumok csokkent mozgasara és termékenyit6 képességére vonatkozdan
(Cummins et al., 1994).

3.1.3. Sejtmembran

A himivarsejtek kettds foszfolipid sejtmembranja nem csak a megtermékenyités folyamataban,
hanem a mélyfagyasztas hatasainak a befolyasolasaban is fontos szerepet jatszik. A
sejtmembran lipidkomponensei k6z6tt a klildnb6zd lanchosszusagu telitett és telitetlen zsirsavak
és a koleszterin is szerepel. A lipidek korllbelll 60%-a a tdbbszdrdsen telitetlen zsirsavakbol
szarmazik, amelyek a szamtalan kett6s kotés miatt a koleszterinnel egyutt a sejtmembrannak
megfelel§ féligateresztd képességet és kelld folyékonysagot kdlcséndz. A sertésspermiumok
sejtmembranjainak telitetlen zsirsav tartalma 25% dokozapentaénsavbdl (C22:5 n-6) és 30%
dokozahexaénsavbol (C22:6 n-3) all (Parks & Lynch 1992; Penny et al., 2000). A telitetlen
zsirsavak nagy aranya miatt a sertésspermiumok a szabad gyokokkel szemben kulondsen
érzékenyek (Parks & Graham 1992; Maldjiana et al.,, 2005). A sejtmembranok
koleszterintartalma kisebb sertésben és kiskéré6dzékben jobb eredménnyel mélyfagyaszthaté a
human-, a husevé- és a szarvasmarha-spermiumokkal szemben. A koleszterin a mélyfagyasztas
soran képes meggatolni a foszfolipidek tulzott mértékii elmozdulasat és atrendezédését
(Brouwers et al.,, 2005), azonban az alacsonyabb koleszterin/foszfolipid arany miatt a
membranoknak a ,folyékony” allapotbdl a ,gél” allapotba valé atmenete a hités soran mar
hamar végbemegy. Ez a sertés himivarsejtek foszfolipidjeiben vissza nem fordithato
atrendez6dést eredményez, ami a sejtmembran féligatereszté képességének elvesztéséhez és
végul szakadasahoz vezet (Maldjiana et al., 2005). A sejtmembranok eltér§ Osszetétele is
magyarazatot adhat a mélyfagyaszthatosagban rejl6 kilonbségekre, valamint a szerkezeti

Osszetétel megvaltoztatasa okozhatja a mélyfagyasztas kudarcat (Parks & Graham 1992).

3.1.4. Kriokapacitacio

A kapacitacié az emlés spermiumoknak a n6i nemi utakban lejatsz6dé érési folyamatanak utolsé
el6tti Iépése, amelyet az akroszoma reakcio kovet. Ez a két, megfelelé id6ben és helyen
végbemend folyamat elkerulhetetlentdl szikséges ahhoz, hogy a himivarsejt a petesejtet
megtermékenyitse. Kocaban a kapacitacié el6tti allapotban 1évé spermiumok a petevezetd sziik
szakaszanak (isztmusz) caudalis részében, a nyalkahartya hamsejtieihez kapcsolddva,
spermarezervoart hoznak létre. A kapcsoldédas a kapacitacio folyamatat gatolja, azonban ennek

megszlintével a kapacitacio elindul (Petrunkina et al., 2005). A kapacitacié szamos egymasra
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épulé biokémiai Iépesek sorozata, amely szamos pozitiv, destabilizaciés folyamatot foglal
magaba, ami a sejtmembran szerkezeti atalakulasahoz vezet (Vadnais et al., 2005a). Els6ként a
koleszterin és a mellékherében vagy a jarulékos nemi mellékmirigyek valadékabol nyert un.
dekapacitacios fehérjék — kanokban az anti-agglutinin — oldédnak ki a sejtmembranbdl (Vadnais
et al., 2005b). A koleszterin eltavolitasa elésegiti bizonyos membranfehériékben a tirozin
foszforilacidjat, amelyet tovabbi albuminszerli fehérjék, a hidrogénkarbonat- (HCO3) és a
kalcium ion (Ca?"), mint kapacitacidés faktorok tdmogatnak. E véltozasok hatasara megné a
sejtmembran ioncsatorndinak ateresztéképessége, amely tovabbi Ca?* és HCOsz bedramlast
eredményez. Ezek kozvetlenll katalizaljagk a cAMP termel6dését, ami a spermiumoknak
hiperaktiv mozgast koélcsondz. A sertésspermiumok mélyfagyasztasa soran a kapacitacio
folyamatahoz részben hasonld, un. kriokapacitaciés valtozasokat lehet megfigyelni, de a tirozin
foszforilaciéja és a HCOs; bedaramlasa kilonb6z6 mennyiségben és formaban jelentkezik
(Kaneto et al., 2002, Leahy & Gadella, 2011). Az id6 elbtti kriokapacitacié miatt a spermiumok
nem, vagy csak csokkent mértékben képesek a petevezetd nyalkahartyajahoz kapcsolodni és
spermaraktart kialakitani. Habar az igy kapacitalodott spermiumok is képesek lennének a
petesejtek megtermékenyitésre, azonban az akroszémareakci® gyors beindulasaval
elpusztulnak még mielétt a petevezetébe érnének. Valdszinli ennek is szerepe van abban, hogy
az FT spermiumoknak jelentésen rovidebb az életképessége az FS onddban Iévé
himivarsejtekhez képest (Holt & Medrano, 1997; Fazeli et al., 1999).

3.1.5. DNS

A fagyasztas és felolvasztas folyamata nem csak a mozgasra és a membranokra van hatassal,
hanem az 6rokitd anyag tomoritettségére és stabilitdsara is (Cordova et al., 2002). Azon tul,
hogy az emlésspermiumok haploidok, egyben sajatos nukleoprotein szerkezettel is
rendelkeznek. A sejtmag fehérjék legnagyobb csoportjat a protaminok csaladjaba tart6zé
fehérjék alkotjak, amelyek a spermatogenezis soran az eltavozé hisztonok helyét elfoglalva
diszulfid hidakkal inter- és intramolekularisan kapcsolédnak a DNS-hez (Jiang et al., 2007). A
protaminok kisméret(i, savi természetl fehérjék, amelyek a DNS-sel egy komplex szerkezetet
alkotva az 6rokité anyagnak megfeleld tomoritettséget és stabilitast biztositanak. Ez a tomdritett
szerkezet szlikséges a DNS atmeneti inaktivalasahoz, védelméhez és a termékenyité képesség
megdrzéséhez. A protaminok két formaja kézill a protamin-1 valamennyi allatfajban igy a sertés
ondosejtekben is el6fordul (Flores et al., 2008). Human és sertésekkel végzett kisérletekben

igazoltak, hogy a spermium kromatin allomanya jelentésen megvaltozik a fagyasztas és a
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felolvasztas soran, ami nagyobb mértéki tomdritettséget eredményezhet. Ez a tulsagosan stabil
kromatin késlelteti az apai 06rokitd anyag formalédasat a megtermékenyités soran, ami
csekélyebb mértékli embrionalis fejlédést és nagyobb aranyd korai embridvesztést okoz
(Hamamah et al., 1990). A DNS toredezettsége és az egyes allatfajok himivarsejtjeinek
termékenyitd képesseége kozdtt szoros kapcsolat van. A  mélyfagyasztds a DNS
fragmentalédasat is elédézheti (Fraser & Strzezek, 2005), mindazok ellenére, hogy a
spermiumok egyéb tulajdonsagaiban (mozgas, életképesség) nem volt megfigyelhet6 valtozas.
A toredezett DNS-sel rendelkezd spermium is képes mozogni és a petesejtbe hatolni, azonban
az ebbdl szarmazé embridk az osztédas 4-8 sejtes allapotaban elpusztulnak (Silva and Gadella
2006). Hasonld eredményre jutottak mas szerzdk is, de a fagyasztas és a felolvasztas
kromatinra kifejtett negativ hatasat nem az 6rokité anyag téredezettségében, hanem a protamin-
DNS kapcsolat gyengllésében latjak. Ezek a valtozasok mar a mélyfagyasztas kezdeti
folyamataban megjelennek, kiterjednek a teljes orokité anyag egészére, és a termékenyitést
kovetd osztédasi folyamatok zavarat okozzak (Flores et al.,, 2008). Masok altal ezek az
elvaltozasok nem voltak igazolhatéak (Hernandez & Roca, 2006). A kiilénb6zd megfigyelések
ellenére mégis megallapithatd, hogy az 6rokitd anyag megfeleld6 minésége és allanddésaga

befolyasolja a mélyfagyasztott sperma felhasznalhatésagat.

3.1.6. Sokkfehérjék

A sokkfehérjek (HSP60, HSP70, HSP90) a kapron fehérjecsaladhoz tartozé molekulak. A
HSP90 szamos emldsfajban a szoveti fehérjetartalomnak kb. 1-3%-at alkotja. A szereplk az
élettani folyamatokban még nem ismert, de fontos szerepet jatszanak a stresszel szembeni
ellendlld képesség kialakitasaban és a fehérijék védelmében (Huang et al, 1999). A
hémérsékletemelkedéssel jar6 stressz hatasara termel6dé6 HSP70 a fehérjeszintézis
egyensulyara kifejtett hatassal képes a sejtek szamara védelmet biztositani. A kapron fehérjék
segitik a citoplazmaban, a mitokondriumokban és az endoplazmatikus retikulumban 1évé egyéb
proteinek mikoédését (Santoro, 2000). A HSP90 aktivalni képes a nitrogén-oxid—szintaz
mikodését (Lewis et al., 1996), ami tovabbi védd szerepet jelent a karositdé oxidativ stresszel
szemben (Conconi et al., 1996) és az adenozin-trifoszfat (ATP) anyagcseréjében (Prodromou et
al., 1997). A mélyfagyasztasnak a HSP90-re kifejtett kedvezdtlen hatdsa a HSP90
mennyiségének a csdkkenésébdl vagy a sérilt sejtmembranon keresztili fokozott ,szivargas”-
bdl ered. A legnagyobb csdkkenést az 5 °C-ra vald hités soran lehetett megfigyelni (a kezdeti

mennyiség minddssze 64%-a volt kimutathatd), mikbzben a spermiumok mozgasaban még nem
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volt valtozas. Tovabbi -100 °C-ra valé hidtés alkalmaval mar mindkét értékben csokkenés
mutatkozott. Ez azt jelzi, hogy a HSP90 cstkkenése megel6zi a spermiumok mozgasaban
bekovetkez6 valtozast, ami az ATP-raktarak kimerilését és végul a spermiumok csokkent
mozgasat okozza (Huang et al., 1999). A HSP-nek a szaporodasbioldgiai folyamatokban
betdltott szerepe nagyon sokrétli, azonban tovabbi vizsgalatok szikségesek az egyes

folyamatokban betdltott szerepe tisztazasahoz.

3.1.7. Ondéplazma

Az onddplazma legnagyobb része a jarulékos nemi mirigyek, kisebb része az onddvezetd és
mellékhere valadékabdl all. Kanokban a kuléndsen hosszan tartd ejakulacio soran tavozo ondoét
a spermiumok koncentracidja, a kilonb6zé elektrolitok és fehérjék koncentracioja alapjan harom
frakciora lehet felosztani. Az els6é frakcid (5-20%) a hugycs6 faldban levé mirigyek, a
bulbourethralis mirigy (Cowper—mirigy) és a prosztata valadékabol all. Kisebb szamban
tartalmaz himivarsejteket és nagy a natrium- (Na*) és klorid-ion (CI") tartalma. A masodik, az un.
.Sperma gazdag” frakcié (kb. 60-80 ml) a mellékhere, az ondbéhdlyag és a prosztata
valadékaban az ondosejtek 80-90%-at tartalmazza. A spermagazdag frakcio elsé 10-15 ml-
rében (P1) drtl a spermiumok legnagyobb része, majd a frakcié tovabbi részében (P2)
jelentésen csokken a mennyiségik. A harmadik frakcié (40—60%) — egyre kevesebb himivarsejt
tartalommal — elsdésorban az onddéhdlyag, kisebbik részben a prosztata és a bulbo-urethralis
mirigy valadékbdl all, szintén magas Na'-, Cl-ion— és szialinsavtartalommal. A spermiumok
folyamatosan valtozd oOsszetétell ondoplazmaba kertilnek attél fliggben, hogy az egyes
jarulékos nemi mirigyek valadéka az adott pillanatban milyen aranyu az ondéplazmaban: a
mellékhere hypotaurint, karnitint, egyéb aminosavakat, az onddéhdlyag fruktézt, citromsavat,
cinket; a bulbo-urethralis mirigy szialinsavat, a prosztata citratot, cinket termel (Mann & Lutwak-
Mann, 1981). Az onddplazma a spermiumokra kifejtett hatasa nagyon sokrétli, ami jelentésen
flgg az egyes frakciok Osszetételétdl: ndveli a sejtek mozgasat (Rodriguez-Martinez, 1991), a
membranok stabilitasat (Maxwell & Johnson, 1999) a hideg sokkal (Pursel et al., 1973) és az
oxidativ stresszel szembeni ellendlld6 képességet (Roca et al., 2004), mérsékeli a
mélyfagyasztasnak a DNS-re kifejtett karosito hatasat (Fraser & Strzezek, 2005).

Az ejakulacié alatt a kiilonb6z6 valadékokkal a fehérjék is folyamatosan, de valtozé mértékben
urtlnek. A spermagazdag frakcié végén jelentésen tobb a fehérjék mennyisége, mint az elején.
A fehérje tartalom szinte kizarélag spermadhezin (12-16 kDa), amely a spermiumok fellletéhez

hozzakapcsolddva fontos szerepet jatszik a megtermékenyitésben (Pena et al., 2006). Léteznek
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az un. nem heparinhoz két6dé spermadhezinek is, amelyek a frissen higitott és a
mélyfagyasztott onddban is a spermiumok mozgasat, életképességét és a mitokondridlis
aktivitast védelmezik (Caballero et al., 2004). Ezzel szemben vannak olyan fehérjefrakciok is,
amelyek kedvezétlen hatasuak a spermiumok életfunkcidira. A heparinhoz koét6dé
spermadhezinek hatranyosan befolyasoljak a sertésspermiumok mozgasat (Centurion et al.,
2003). A sertésonddban kis molekulatdmegi (5.7 kDa) antibakteridlis hatassal rendelkezé gatlo
fehérjéket is kimutattak (Strzezek et al., 1992).

A HCOgs-nak is fontos szerepe van a spermagazdag frakcidban Urilé spermiumok mozgasanak
aktivalasaban. A mozgast a HCO3 figgd enzim, az adenil-ciklaz aktivalja, amely a folyamat
kozvetlen, specifikus és pH-fuggetlen iranyitdja. A mellékhere savas koézegli, ahol a HCOg3
tartalom az 1/10-re csokken (32,2+3,81 vs. 3,16+£0,23 mmol/l), ami az ejakulacié soran az
ondoéhdlyag tartalmanak a hozzakeveredésével ismételten tobbszordsére emelkedik (23,9+0,95
mmol/l) (Rodriguez-Martinez, 1991). Ez a magyarazata annak, hogy a sperma gazdag frakcio
elsd részének a HCOs koncentracidja a legalacsonyabb (Rodriguez-Martinez et al., 2005). A néi
nemi utak alacsony —, de a megtermékenyités helyszinéhez kozeledve fokozatosan néovekvd —
HCOs koncentracioja is segit kezdetben megérizni a P1 soran Grilé spermiumok termékenyité
képességét, szemben a mar kezdettél fogva magasabb HCOgs tartalommal rendelkezé P2
eredetl spermiumokkal (Rodriguez-Martinez 2007). A P1 spermiumok kisebb mértékben
érzékenyek a mélyfagyasztas soran a hidegsokkal szemben, mint a teljes ejakulatumbdl vagy a
P2-b8l szarmazé spermiumok és ezek alkotjdk a ndi nemi utakban a spermarezervoar
legnagyobb részét (Rath and Niemann, 1997). A f6leg mellékhere eredetd, javité hatasu
fehérjéket tartalmazo P1, a gatlo hatasu nagy spemadhezin tartalmu P2 és a kiilénb6zd HCO3
koncentraciok adhatnak magyarazatot az egyes ondoéplazma frakcioknak a mélyfagyasztas
soran a spermiumok védelmében betoltdtt szerepére és a P1 eredetlii himivarsejtek
eredményesebb fagyaszthatésagara (Saravia et al. 2007).

Az onddplazma méhbe kerllése el6nyds hatasu az ovulaciora, a megtermékenyulésre
ragcsalékban és sertésben, el6segiti a méh 0Osszehuzodasat és serkenti a gyulladasos
folyamattal szembeni valaszkészséget, valamint az implantaciét. Valészinlleg a kell6
mennyiségl onddplazma hidnyanak is tulajdonithatdé a nagyon kis térfogatu, szexalt spermaval
elért nagyon alacsony vemhesulési arany. Az ondoplazma mennyisége tulsagosan kevés ahhoz,
hogy kivaltsa a gyulladasos folyamatok el6futaraként ismert citokinek termelédését és serkentse
a megtermeékenyitést és az implantaciot megeléz6 tisztitd szerepet ellatdé polimorfonuklearis

sejtek méhbe val6 dramlasat (Kirkwood et al., 2008).
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Az ondoplazmaban valo tarolasi id6tartamnak is szerepe van a spermiumok késdbbi
higedsokktirésében. A szobahémérsékleten a sajat, FS onddplazmaban valé rovid (kb. 60 perc)
idejl inkubacié kedvezd, de a hosszabb idejl inkubacié (20 6ra) kifejezett karositd hatassal volt
a mélyfagyaszthatésagara (Tamuli and Watson, 1994). A kriokapacitacion atesett spermiumok
nem alkalmasak a petevezet6ben megfeleld spermarezervoar Kkialakitasara, azonban az
ondoplazma képes a FS és a FT spermiumokat in vitro korulmények kozott megvédeni a
kriokapacitaciotol és képes a kriokapacitaciot visszaforditani (Vadnais et al., 2005a). Ez alapjan
feltételezhetnénk, hogy az onddplazma—kiegészités javitja az FT onddval torténd termékenyités
eredményeit. Ezzel szemben a 10% onddplazma—kiegészités sem a himivarsejtek
spermarezervoar képzésére, sem a fialasi aranyra nem volt hatassal, mindannak ellenére, hogy
a termékenyitések az ovulacio el6tti 2 o6ran belll torténtek (Kirkwood et al., 2008).
Feltételezhetéen az onddplazma minimalis mennyisége (kb. 30%) szikséges ahhoz, hogy az in
vitro eredményekben megfigyelt védéhatasok in vivo kérilmények kdzott is érvényestiljenek.

Az ondoplazma eltér6 hatasat vélték felfedezni az un. ,jél” és ,rosszul” fagyaszthaté ondéju
kanok esetén. A “j6l” mélyfagyaszthatdé ondok esetén az onddéplazma eltavolitasa nem volt
hatassal, de a “rosszul’ mélyfagyaszthaté sertésondd esetében szignifikans csdkkenés volt
megfigyelheté a FT utani mozgasban. Az ondéplazma hianya mindkét csoportban — fliggetlendl
attél, hogy ,jél” vagy ,rosszul” fagyaszthaté sertésondokrdl volt-e sz6 — megndvekedett
kriokapacitacido és akroszoma karosodas jelentkezett. Ezek mérétéke jelentésen csdkkenthetd
volt, ha a kiolvasztast kévetéen a higitéhoz 10% onddplazmat adtak (Okazaki et al., 2009).

Az FT sertésondd szaporodasbiolégiai eredményességének a javitdsahoz a fenntiekben
Osszefoglalt sertés himivarsejteket éré karos hatasok megszintetésére, de legalabb is
csOkkentésére vagy a sejtkarosodasok kulénbdzd formaju kompenzaldsara van sziikség. Ez
jelentheti az onddkezelés és a mélyfagyasztas egyes lépéseinek megvaltoztatasat —, ami
érintheti a spermiumokat vagy az 6ket korulvevd kdrnyezeti hatasokat (higitdk, centrifugalas,
mélyfagyasztas stb.) —, de lehetéség van az Al technolégia modositasara vagy ezek egyuttes

alkalmazasara is.

3.2. A sertésond6 mélyfagyasztasanak eredményességét javitdé hatasok

Az FS és az FT spermiumok in vitro értékeit javitdé anyagok kézil az egyik legszélesebb kérben
tanulmanyozott az antioxidansok szerepe. Groffeld et al. (2008) és Rodriguez-Martinez &
Wallgren (2010) altal készitett oOsszefoglald tanulmanyok részletes attekintést adnak a

kulénb6zb antioxidansoknak (butil-hidroxi-toluol, katalaz, glutation, szuperoxid-dizmutaz, E-
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vitamin, Trolox) a sejtmembranokra (fej, akroszéma), a mélyfagyasztas utani Osszes és
progressziv mozgasra, a lipidek peroxidaciojara, a morfolégiara, az élé/holt aranyra, a DNS
allapotara, a mitokondridlis aktivitasra kifejtett hatasarél. Beszamolnak a hitési, fagyasztasi és
kiolvasztasi sebességeknek — a killdénb6z8 krioprotektans (glicerin, trehal6z) koncentraciokkal —
a spermiumok tulélésére kifejtett hatasarol is.

Nem csak az antioxidansokkal lehet stabilizalni a membranokat és biztositani a DNS védelmét,
hanem a hasonlo hatas érhet6 el a koleszterin, a kilénb6z6 lipidek és a onddplazmaban 1évé
bizonyos fehérje frakciok felhasznalasaval is (Leahy & Gadella, 2011). A szamos in vitro
kisérletben elért javitd hatas ellenére jelentésen alacsonyabb azoknak a telepi kisérleteknek a
szama, amelyek a javitott in vitro paramétereknek a szaporodasbioldgiai értékekre kifejtett
hatasat telepi koérilmények kozott is vizsgalja. Ezeknek az in vivo kisérleteknek a kisebb szama
a mélyfagyasztasi technolégia, a nagyobb szama az Al technoldgia moédositasaval novelte a
felhasznalas eredményességét.

A sertésondd mélyfagyasztasa soran tobbféle csomagolast lehet hasznalni. Ezek kozil a
legszélesebb korben alkalmazott a Maxi (5 ml) és az un. ,feles” (0,5 ml) szalma, de a legjobb
felolvasztas utani in vitro eredményt az un. ,negyedes” (0,25 ml) szalmaval érték el (Bwanga et
al., 1990). Ennek az oka: a szalma nagy fellletéhez képest kis térfogat, ami a mélyfagyasztas
és a felolvasztas soran a legkedvezébb és legegységesebb hdaramlasi feltételeket képes
biztositani. Eriksson et al. (2002) egy Uj csomagolasi format az un. FlatPack-et fejlesztették ki. A
FlatPack a nagy térfogataval (5 ml) és feluletével a 0,25 ml-es szalmakra jellemzd
termodinamikai el6nyeket kapcsolta 6ssze. A FlatPack-ben FT onddval végzett Al-kel a
természetes fedeztetéshez és a FS-t alkalamzé Al-hez hasonlé eredményeket (fialasi arany,
Osszes malac/alom, él6 malac/alom szignifikdnsan nem kilonbdzott) értek el. Az igéretes U
csomagolasi forma ellenére a tovabbi telepi kisérletek visszatértek a hagyomanyosnak
mondhato6 0,5 ml-es szalmahoz és az Al technoldgia modositasat helyezték elétérbe.

Roca et al. (2003) hormonalis ovulacid indukciét alkalmazva (eCG/hCG) kocakat
termékenyitettek egy alkalommal FT-t (1x10° sp./term. adag) és FS-t (150x10° sp/term. adag)
alkalmazé DUI-val, valamint FT-vel (6x10° sp/term. adag) hagyomanyos cervikalis Uton. A fialasi
aranyban, az 6sszes malac/alom szamban sem volt szignifikans kulébség a kisérleti csoportok
kozott. A tovabbi telepi kisérleteikben hasonlé termékenyitési adagokat alkalmaztak DUI-val (FT:
1x10° sp./term. adag, FS: 150x10° sp/term. adag) ovulacio indukcid nélkil kétszeri Al-vel
(ivarzas kezdetét kdvetd 30. és 42. 6ra). Csak a fialasi aranyban volt szignifikdns kildnbség az
FS-t alkalmazé termékenyitések javara, az 6sszes malac/alom szamban nem. Bathgate et al.

(2008) is a kétszeri (ivarzas kezdetét kdveté 24 és 36 ora) DUI-val (1x10° sp/term. adag) a
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cervikalisan FS-t alkalamzé Al-hez hasonléo eredményeket kaptak. A DUI-t alkalmazo telepi
kisérletekkel igazoltak, hogy a DUI-t alkalmazé kisebb sejtszamu FT termékenyité adagokkal az
FS termékenyitéshez hasonl6 eredményeket lehet elérni.

Bolarin et al. (2006) hormonalis kezelés nélkul a valasztast kovetd két idépontban (az ivarzas
kezdetét kovetd 30-31. és 36-37. draban) két kilonbozé termékenyitési adaggal (1x10° és
2x109 sp/term. adag) végeztek Al-ket, amelyeket a petefészkek ultrahangos ellen6zésével
kapcsoltak 0ssze. A periovulacidés idészakban végrehajtott egyszeri Al-kel (1x10° sp./term.
adag) szignifikansan magasabb lett a vemhesllési arany és a 6sszes malac/alom szama,
ellentétben a prae- és postovulacios idészakban végzett Al-kel. Habar a pre- és a postovulacios
idészakban vézett kétszeri Al-k (2x10° sp./term. adag) javitottdk a szaporodasbioldgiai
mutatokat, de nem voltak hatassal a periovulaciés idészakban végrehajtott termékenyitések
eredményéire.

Wongtawan et al. (2006) az egyszeri Al adagot tartalmazo (1x10°) 0,7 ml-es MiniFlatPack-kel és
0,5 ml szalmaval DUI termékenyitéseket végeztek ovulacio indukcié nélkil. A felovasztas
kovetben a termékenyitési adagokat — korabbi DUI-t alkalmazé Al-kel szemben - nem higitottak
tovabb. Habar DUI-val és a kontrollként alkalmazott 0,5 ml-es szalmaval elért vemhesulési arany
alacsony (31,8% és 40,0%) volt, azonban az ilyen kis térfogatban koncentralt Al adagok is
adhatnak igéretesnek tindé vemheslléseket. Tovabbi megerdsitést nyert az a korabbi
megfigyelés is, hogy jobb és elfogadhaté vemhesulési arany eléréséhez az Al-ket az
ovulaciohoz legkdzelebbi idépontban kell végrehajtani. A legjobb vemhesulési arany (60%) az
ovulacio el6tti 4-8 oran belll elvégzett Al-nél volt megfigyelheté.

Hasonlé termékenyitési protokollt alkalmaztak Buranaamnuay et al. (2010), akik 0,5 ml-es
szalmaban FT termékenyitési adagokat (1x10° sp./term. adag) hasznaltak fel DUI-val spontan
és ovulacié indukalt (hCG) kocdkban. A spontan ovulalé kocak termékenyitése 12 oOras
id6kozzel tortént egészen az ovulacioig, amig a hCG kezelt kocacsoportban ez rogzitett idejl
volt: 36, 42 és/vagy 48 oraval az injekciot kdvetden. Csak az ivarzas hossza volt szignifikansan
rovidebb a hormonnal kezelt csoportban, de a fialasi aranyban és a malac/alom szamban nem
volt szignifikans kilonbség a vizsgalati csoportok kozott. Az eredmények azt mutattak, hogy
bizonyos rendszereséggel az ovulacioig folytatott alacsony sejtszammal végzett Al-kel is — az
ovulacidindukcio alkalmazasa nélkul — azonos szaporodasbiologiai eredmények érheték el.

A mélyfagyasztas eredményessége nem csak az alabbiaktdl fugg, mivel jelentés kildnbséget
figyeltek meg a fajtak kozott, a kanok kdzott, az egy kantdl szarmazo kulénbdzd ejakulatumok
mélyfagyaszthatésagaban is. Ez alapjan az ondodkat ,j6l“, ,kbézepesen“ vagy ,rosszul®

mélyfagyaszthatoknak lehetett mindsiteni. Gil et al. (2005) szerint az FT onddkat egyes in vitro
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tulajdonsagai alapjan (pl. petesejt penetracid) sorolhaték a ,jol” és a ,rosszul” mélyfagyaszthatok
csoportjaba. Hasonlé megfigyelésre jutottak Casas et al. (2010), akik a “joI” és “rosszul’
mélyfagyaszthato kanok ko6zott a progressziv mozgasban és a sejtmembranok érintettségében
véltek kuldnbséget felfedezni. Ez az in vitro eredményekben medfigyelt szignifikans klldénbség a
vemhesulési és a fialasi aranyban is megmutatkozott, de az 6sszes malac/alom szamban mar
nem. Ezen megfigyelések ujabb magyarazatot adhatnak arra a ma mar széles korben elfogadott
megfigyelésre, hogy az FT sertésondd alacsonyabb és valtozatos termelési eredménye ,kan
fugg®” is lehet.

Az in vitro és in vivo kisérletek soran szerzett eredményekb8l szamos, a felhasznalas
sikerességeét befolyasold kévetkeztés vonhato le. A fogamzas egyik alapvetd feltétele, hogy az
ovulacidkat megelézéen kelld6 szamu és megtermékenyitésre képes spermium alljon
rendelkezésre a petevezetbben. Ennek a térben és idében valé szinkronizaciénak a
megvaldsitasa a sertés FT spermiumokkal kapcsolatban tébb szempontbdl is kiilénésen nehéz.
Ez adddik abbdl, hogy az FT himivarsejtek — ellentétben a frissen hitétt himivarsejtekkel —
rovidebb ideig (kb. 2-8 6ra) élnek tul a néi nemi utakban és kisebb mértékben képesek a
petevezetd nyalkahartyajahoz kapcsolddva funkcionalis spermaraktart kialakitani (Fazeli et al.,
1999). Napjainkban a mélyfagyasztas és az Al szamos olyan modositott formajaval
rendelkeziink, amelyek telepi koérilmények kozott is egyszer( felhasznalast és elfogadhatd
termelési eredményeket biztosit (1. tablazat). A valtoztatasok kisebb része a mélyfagyasztasi, a
tébbsége az Al technolégiai modositasara térekszik. Ennek az lehet az oka, hogy a sertés
himivarsejteket ért karosodasok olyan sokrétliek, hogy azok csdkkentése és teljes kivédése egy-
egy mélyfagyasztas technoldgiai 1épés megvaltoztatdsaval nem vagy csak nagyon nehezen
lehetséges. Mindezt tovabb neheziti, hogy nem csak az egyes kanok, hanem egy kan
ejakulatumai kdzott is jelentds eltéresek lehetnek a mélyfagyasztas szempontjabdl (Gil et al.,
2005). Az 5 ml-es FlatPack azon kevés szamu ujitas kdzé tartozik, amely mindazon tul, hogy a
himivarsejteknek kedvezdbb termodinamikai feltételt biztosit, megfelel az ,egy csomag egy Al
adag” elvarasnak. Telepi korulémények kozott jelentés segitség lehet, ha egy Al adagot egy
csomag kiolvasztasaval, nem pedig tobb szalma tarolasaval és kezelésével lehet biztositani
(Eriksson et al., 2002). Mindezek ellenére a telepi termékenyitések soran a 0,5 ml-es szalma
alkalmazasa terjedt el nagyobb mértékben. Feltehetéen azért, mert mar egy szalmaban -
kilondsen a DUI-t alkalmazo termékenyitések esetén — is biztosithato a termékenyllésekhez
szukseéges sejtszam (Wongtawan et al., 2006). Az egy Al adagban hasznalt sejtszam nem csak
a megfelel6 vemhestilési arany és alomszam eléréséhez sziikséges, hanem az ondé mélyhités

gazdasagossagat is érinti. Minél alacsonyabb sejtszammal lehet elérni elfodaghaté
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eredményeket, annal nagyobb szamu Al adagot lehet egy mélyfagyasztassal egy apaallattol
eléallitani. Jelenlegi tapasztalatok szerint DUI-val és/vagy hormonadlis kezeléssel az egy Al
adagban szilkséges legalacsonyabb sejtszam 1x10°.

Az FT ondé alkalmazasahoz az igazi lendiletet, azok a termékenyitd katéter tipusok adtak,
amelyekkel a felovasztott ondét a méh kilénbézé mélységeibe, a megtermékenyités
helyszinéhez a lehetd legkdzelebb lehetett eljuttatni DUI-val (Martinez et al., 2002) vagy Ul-val
(Gil et al., 2004; Casas et al., 2010). Ezekkel a termékenyité katéterekkel cstkkenteni lehetett
azt a tavolsagot, amit a hagyomanyos cervikalis termékenyités soran a spermiumoknak meg
kellett tennitik. A DUI hatranya, hogy az egyszeri ,vakon” végzett katéter bevezetéssel csak az
egyik oldali méhszarvba lehet az Al anyagot bejuttatni, azonban kétszeri Al-vel — igaz fennall az
ellenoldali termékenyités lehetésége — sem lehet kizarni ugyan annak a méhszarvnak az
ismételt termékenyitését. Mindezek alapjan azt gondolhatnank, hogy az egyoldali Al-nek
készdnhetben az ellenoldali petesejtek megtermékenyitése teljesen kizart. Erre racafolnak azok
a megfigyelések, amelyek soran a spermiumok ellenoldali méhszarvba valé — igaz kisebb
mértékl — inrauterinalis vadorlasat igazoltak (Brissow et al., 2011). Tovabba az egyszeri vagy
kétszeri DUI soran nem volt kildnbség a megtermékenyitett petesejtek szamaban, ami felhivja a
figyelmet arra, hogy nem csak az Al-k szama, hanem egyéb faktorok is fontos szerepet
jatszhatnak a megtermékenyulésben. Ezek koézott taldljuk az Al-k és az ovulacidok kdzott eltelt
idétartamot. A ndi nemi utakban rovid tulélésre képes FS spermiumoknak nagyon szik
idéintervallum all rendelkezésre a megtermékenyitéshez. A legjobb vemhesulések akkor érheték
el, ha az ovulaciot megel6zd 4-0 és 8-4 oraban kerulnek sorra az Al-k (Waberski et al., 1994;
Bolarin et al., 2006). Ennek az id8intervallumnak a telepi koértilmények kozoétt valdé pontos
meghatarozasa — fuggetlenul a termékenyitések formaitdl — nagyon nehéz, ezért az ivarzasok
pontos és preciz ellenérzése elkerllhetetlen. Mas allatfajokkal ellentétben nem all
rendelkezésinkre mas az ovulacio idejét elbrejelzé eszkdz, mint az ivarzasok kezdete, ennek
kdvetése és rogzitése, amelyet az ivarzas kezdetétél szamitott fix idében végrehajtott Al-k vagy
az ovulaciok mesterséges indukcidja (hCG) kdvet. Az ovulacié indukcid alkalamzasa elsésorban
nem a jelentésen nagyobb vemhesilési, fialasi aranyban és az alomszamban nyilvanul meg,
hanem az Al-k szamat, a kocak ivarzasanak a hosszat, a kocak ivarzasai és az alomszamai
kdzotti  kulonbségeket lehet csokkenteni (Buranaamnuay et al.,, 2010). Az ivarzasok
egységesebb idétartama noveli az Al-k biztonsagat és tervezhetdbbé teszi a napi munkat.

Az eddigi sertés mélyfagyasztott onddval kapcsolatos in vitro és in vivo kisérlete soran szerzett
sokrétl eredmény és tapasztalat adott kell6 alapot ahhoz, hogy egy Uj innovaciot alkalmazzunk

a sertésondd mélyfagyasztasi technoldgiajaban.
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3

1. tablazat. Telepi korulmények kozott mélyfagyasztott sertésondot alkalmazd mesterséges termékenyitések 6sszefoglalasa.

Spermium/Al  Csomagolas  Mélyfagyasztas Al Ivarzas/ovulacio Al Fialasi Osszes rodal
rodalom
adag (x10°) (ml) formaja szama indukcid tipusa arany (%) alomszam
5
5 PR 2 ) n.a. 73 10,7+3.6 Eriksson et al., 2002
(FlatPack)
1 1 DUI 77 9,3+0.4
eCG/hCG

6 0,5 PR 1 CAl 75 9,6+0,5 Roca et al., 2003
1 2 - DUI 70 9,2+0.2

1 53 9,1+0,3

° 70 9,920,3 Bolarin et al., 2006

- olarin et al.,

1 0,5 PR 2 DUI 70 9.140,2

1 51 9,0+0,3

2 05 PR 2-3 - Ul 75 10,5¢0,4  Fraser et al., 2007
1 05 PR 2 - DUl 47 9,1#0,3  Bathgate et al., 2008

3 i DU 60 8,0+2,8 Buranaamnuay et al.,
1 0,5 LN
2 65 9,4+3,7 2010

7,5 0,5 PR 2 - Ul 53 9,3+1,1 Casas et al., 2010
2 0,5 PR 3 - CAl 78 12,5+3,9 Didion et al., 2013

Al: mesterséges termékenyités, CAl: cervikalis mesterséges termékenyités, Ul: inrauterin termékenyités, DUI: mély inrauterin termékenyités, PR:

programozott mélyfagyasztas, LN2: mélyfagyasztas nitrogén gézben, eCG: equine chorion gonadotropin, hCG: human chorion gonadotropin
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3.3. A stressz és a hidrosztatikai nyomas (HP) kapcsolata

A szubletalis stressz ideiglenes javitdo és tovabbi stressz hatasokkal szembeni nem specifikus
ellenallé képességet fokozd hatasat az élet valamennyi tertletén — a baktériumoktdl a tébbsejtii
élélényeken keresztll, beleértve az embert is — medgfigyelték. Amikor egy él6 szervezetet
valamilyen specialis inger ér, arra meghatarozott médon reagal és beindul a szervezet részérdl
egy vészreakcid, melyet a vegetativ idegrendszer szimpatikus része iranyit. Ez a bonyolult és
Osszefluggd reakcié a szervezet védekezésének szolgalataban all és lehet6séget teremt a
harcra vagy a menekulésre (“fight or flight”). Selye (1936) — mikdzben egy specifikus
hormonhatast probalt analizalni — azt figyelte meg, hogy akarmi is "tamadja meg" a szervezetet
az altalanos, egységes valaszt valt ki és a szervezet mindig ugyanazt a mechanizmust inditja
be. Ez a reakcio, amely vagy lekizdi a veszélyeztetd hatast, vagy nem, de semmiképpen sem
tarthaté fenn sokaig. Ha az inger tovabbra is fennall, akkor egy adaptaciés (rezisztencia) fazis
alakul ki, vagyis a szervezet igyekszik alkalmazkodni a megvaltozott kérilményekhez. Ha a
kiils6 hatas nagyon tartés, akkor a védekezési mechanizmus kimertl (ez a harmadik fazis) és az
egyed el is pusztulhat. Selye a provokalo tényezéket stresszoroknak, az allapotot stressznek
nevezte el. A haromfazisu rendszer, amely a védekezési mechanizmusban részt vesz, az
ugynevezett altalanos adaptacios szindroma (http://www.termeszetvilaga.hu). A stressz a sejtek
szintjén is képes érzékelést, értekelést majd ellenallast kivaltani, ami a sejtek ideiglenes ellenalld
képességének ndvekedéséhez jarul hozza (Kiltz, 2005). A stresszel szembeni
valaszreakcidokban kulcsfontossagu szerepet betdltd fehériék a sejtekben konzervalt allapotban
vannak, de stressz hatasara részt vesznek egyéb fehériék, a DNS, a kromatin és a
cytoszkeleton stabilizaciéjaban, kijavitjdk a redox folyamatokat, az energiatermelést, a lipid
metabolizmust és eltavolitjak a sértilt fehérjéket (Klltz, 2003). Az olyan mértékl stresszt, amely
a sejtfunkciok sérulése nélkul serkentd, pozitiv hatassal bir, azt ugynevezett eustressznek is
hivhatjuk (Selye, 1975). Az ondokezelés Iépései a spermiumok ért stresszhatdsok sorozatabdl
all: a hémérséklet- és pH-valtozas, a higitas, a centrifugalas soran megemelkedett centrifugalis
er6, az ozmotikus nyomas, a higiték toxikus dsszetevéik stb., azonban ezen stresszhatasok
tobbsége nem kontrollalt uton képes befolyasolni a sejtfunkcidkat.

A nyomast, mint thermodinamikai jelenséget nagyon széles korben és nagy sikerrel alkalmazza
a fizika, a hidrometallurgia, a geokémia és a biolégia. Valamennyi alkalmazasi terilet a
nyomasnak a természetben megfigyelhetd hatdsait prébalja kiaknazni és felhasznalni (a gazok
és a folyadékok 6sszenyomhatéak, az ércekbdl asvanyi anyagok keletkeznek, ndvekszik a
mélytengeri baktériumok tulélése stb.). A HP az elmult évszazadban az egyik legjelentésebb

tudomanyos felfedezés és alkalmazas volt a biologia tertletén. Ellentétben mas fizikai
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hatasokkal jelentésen alacsonyabb energiat kdzvetit, amivel a legnagyobb mértékben sikerult
megérizni az élelmiszerek élvezeti értékét a korokozd baktériumok tobbségének az
elpusztitasaval. Ez a HP széles korl felhasznalasahoz vezetett az élelmiszeriparban a 20.
szazad végén, de kiléndsen nagy lendlletet adott a kilonb6z8 sterilizasli technolégiak
fejlédéséhez. Habar a HP legfébb alkalmazasi terilete napjainkban tovabbra is valtozatlan,
azonban egyre tobb tanulmany foglalkozik az orvosi alap és alkalmazott kutatasok teruletén a
HP elény6s hatasainak a vizsgalataval és felhasznalasanak tovabbi lehetéségeivel (Demazeau
& Rivalain 2011). A kisérleteink soran a HP-t alkalmaztuk mi is stresszhatas kivaltasara. A HP
indukalt stresssz a kezelt minta valamennyi pontjan azonnal hat, hatasanak mértéke a mintan
belll egységes, nem rendelkezik penetracidés problémakkal, a legfinomabban kontrollalhaté és
szabalyozhatd hatas a kornyezeti stresszhatasok koézott. Hatasa azonnal kialakithatd, nem
igényel hosszu id6t és hatasa azonnal megsziinik, amennyiben a minta ismét a légkoari
nyomasra kerul vissza (Pribenszky et al., 2010; Pribenszky et al., 2011).

Kisérleteink soran feltételeztiik, hogy a HP altal kivaltott stressz alkalmazasaval a sertés
spermiumok ellenalloképessége novelheté a mélyfagyasztas karositd hatasaval szemben, ami

jobb termékenyité képességet eredményez.

4. Anyag és modszer

4.1. Allatok
Az onddkat a Felsébabadi Zrt. sertéstelepén (Ocsa-Felsébabad) tartott tizenharom sertés kantdl

(Magyar nagyfehér, Magyar lapaly, Hungahib, Dalland, kor: 25,5+5,2 honap) gydjtottuk. Az
allatokat tartasa és takarmanyozasa — a telepen alkalmazott altalanos gyakorlatnak megfeleléen
— egyedi bokszos volt. Az ondévételekre — alkalmanként 2-3 kantdl — atlagosan heti kett6
alkalommal kerult sor. A Kkisérleti napok kivételével a kanokat a telep mesterséges
termékenyitési programjaban hasznaltak.

Az in vivo kisérleteinket a mesterséges termékenyitéseket a Gybzelem Mezbgazdasagi
Szovetkezet lajoskomaromi sertéstelepén (kb. 1000 tenyészkoca, Lapaly x Nagyfehér)
végeztik. A kocdk automata-szell6ztetd és légkondicionalé rendszerrel felszerelt termekben,
egyedi allasokban kerlltek elhelyezésre. A kocak takarmanyozasa szamitott fejadag alapjan

napi harom alkalommal tértént, az ivovizellatasuk ad libitum volt.
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4.2. Mélyfagyasztas

Az onddkat a spermavételt kdvetden testhémérsékletre (BT; 35°C) eldmelegitett Piglet Standard
higitoval (Ext.l., Piglet Plusz 2004 Bt.) 1:3 (v/v) aranyban higitottuk. Az egyes ejakulatumokat
nem kevertlk, valamennyit egyedi mintaként dolgoztuk fel. A higitott ejakulatumokat — kb. 2-3
6ran belll — temperalt spermaszallitdé konténerben a tovabbi feldolgozas céljabdl laboratériumba
szallitottuk (Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar, Haszonallat-gyégyaszati Tanszék
és Klinika, Androldgiai Laboratérium, Déramajor, UlB), ahol az aktudlis szobahémérsékletre
(RT; 23-27 °C) hdltek le. A 70%-nal nagyobb 6sszes mozgassal (TM%) és 80%-nal nagyobb
rendes morfologiaval rendelkez6 mintak kerultek csak tovabbi feldolgozasra. Az ejakulatumok
kezelése és mélyfagyasztasa Westendorf et al. (1975) altal kidolgozott protokollt kdvette kisebb
modositasokkal. A higitott onddkat centrifugaltuk (RT, 2400 g/3 perc) (Carvajal et al., 2004),
majd a fellluszot elontottik és a visszamarado pelletet tovabb higituttuk Ext.Il. higitoval RT-n
(80 ml 11% laktéz + 20 ml tojassargaja). Ezt az 1:2 aranyu (v/v) higitas — 2 rész Ext.ll.-vel
higitott minta + 1 rész Ext.lIl. higité (89,5 ml Ext.ll. + 9 ml glicerin + 1,5 ml Equex Paste (Nova
Chemicals Sales, Inc., Scituate, MA)) — kovette. A spermiumok végsé koncentracidja 1x10°
spermium/ml volt, amelyet Makler kamraval (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel)
ellendriztiink. Ezt kdvetéen a sperma mintakat 0,5 ml-es miszalmaba toltottik (IMV, L’Aigle,
France), amelyeket ulrahangos készilékkel zartunk (MTG Ltd., Altdorf, Germany). A
miszalmakat vizszintesen mélyfagyasztd talcakra, majd hitheté termosztatba (Memmert Ltd.,
Schwabach, Germany) helyeztik. A hiités elsdé szakaszaban 1 6ra alatt RT-rél 15 °C-ra, majd
tovabbi 2 6ra alatt 5 °C-ra hitottik. Ezt kdvetéen a miszalmakat 20 percig 4 cm-rel a folyékony
nitrogén (-196 °C) felett taroltuk, majd a folyékony nitrogénbe helyeztiik, ahol a tovabbi in vitro
vizsgalatokig vagy in vivo felhasznalasig taroltuk (1. &bra). Az alabbiakban részletezett
mélyfagyasztasi protokollt alkalmaztuk minden kisérletiinkben azzal a kaldnbséggel, hogy a
kllénb6zb  kisérleti  elrendezéseknek megfeleléen hidrosztatikai nyomassal kivaltott
stresszkezelést (HP) illesztettink a mélyfagyasztas kilénbdzd lépéseibe (Id. 4.3. Kisérleti

elrendezések fejezet).

: Hiités
ExtL|{ | ExtL [ |Centrifugalas || ExtIL| |ExtIIL , ,
» ’ (o] r
BT TIBT_RT RT RT rT RT—15°C, 1 c | Melyfagyasztas
15°C—5°C, 2.6ra

1. abra. A sertésondok mélyfagyasztasi protokolljanak fébb 1épései.

BT: testhdmérséklet, RT: szobahémérséklet, Ext.: higitd
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4.3. Kisérleti elrendezések

A HP kezeléseket egy szamitdogép vezérelt nyomaskamraval (HHP1400, ARTechnic Kft.,
Debrecen) végeztik (2. abra). A egyben fiithetd nyomaskamra rozsdamentes (KO 33) terében
nyomokodzegként desztillalt vizet alkalmaztunk. A nyomast egy a kamraval 6sszeépitett
munkahenger biztositotta, amelynek az elmozdulasa soran nyomast alakitott ki a
nyomokodzegben és a benne elhelyezett anyagokban. Az ejakulatum mintakat buborékmetesen
— a minta mennyiségetdl fuggéen — 10, 20 vagy 50 ml mianyag Luer lock veégi fecskendékbe
vagy mianyag infuziés zsakokba toltottuk. A tarolo formakat Luer lock dugodval zartuk, hogy
elkeruljuk a nyomokodzeggel vald érintkezést. A fecskendbk és az infuzids zsakok rugalmas fala
biztositotta a nyomas atadasat. A munkahenger mozgasat egy szamitégépre telepitett szoftver
iranyitotta, amely 1-100 MPa kozotti nyomas kialakitasara vagy épp megszintetésére volt képes
20 MPa/perc sebességgel.

2. dbra. A magas hidrosztatikai nyomas (1-100 MPa) létrehozasa szamitégép vezérelt

nyomaskamraval.

Az 1. kisérletben 8 kantdl 3 alkalommal gydijtéttink ondot (n=24). A kisérletiink célja az volt,
hogy megvizsgaljuk a kulénb6z6 HP kezeléseknek (nyomas:idd) az onddkezelés soran és a
mélyfagyasztast kovetéen a spermiumok mozgasara kifejtett hatasat. Minden egyes
ejakulatumot az Ext.l. higitast kdvetéen harom atmoszférikus nyomason tarolt kontroll (ATM) és
kilenc HP kezelt kisérleti csoportra osztottuk. A HP kiséleti csoportok az Ext.l. higitast kdveten

RT-n HP kezelésben részeslltek, mikdzben az ATM-ket azonos ideig RT-n taroltuk (2. tablazat).
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2. tablazat. Az ejakulatumokbal kialakitott kisérleti csoportok (nyomas:idé kombinaciok).

ATM: atmoszférikus nyomason tarolt kontroll csoport, HP: hidrosztatikai nyomassal stresszkezelt

csoport
Id6 (perc)
40 80 120
ATM - - -
20 HP HP HP
Nyomas (MPa)
40 HP HP HP
80 HP HP HP

A HP kezeléseket kovetéen a kisérleti csoportokat azonos médon mélyfagyasztottuk (3. abra).
Harom alkalommal vizsgaltuk a spermiumok 6sszes mozgasat (TM%) és progressziv mozgasat

(PM%): kdzvetlen a HP kezelések utan, az 5°C-os inkubaciét és a mélyfagyasztast kdvetden.

. Hites
ExtL| | Extl. | |Centrifugalas || ExtIL| |ExtIIL , )
P = 0 .
BT PIBT—RrTM™ RT RT rT [ RT—15°C, 1 éra | Mélyfagyasztas
15°C—5°C, 2 ora

‘

o
&

3. abra. A klilénbdz6 HP kezelések alkamazasa az 1. in vitro kisérlet mélyfagyasztasi
protokolljaban.
BT: testhbmérséklet, RT: szobahdmérséklet, Ext.: higitd, HP: hidrosztatikai nyomassal kivaltott

stresszkezelés

A 2. kisérletben 13 kantél 3 alkalommal ejakulatumokat gydjtéttiink (n=39). A kisérletliink célja
az volt, hogy az 1. kisérletben a legnagyobb javité hatast adoé és a spermakezelés kulénbdzé
lépéseiben alkalmazott HP kezelés (40MPa:80 perc) hatasat vizsgaljuk a spermiumok
mélyfagyasztas utani in vitro paramétereire (TM%, PM% és a sejtmembranok). Az egyes
ejakulatumokbdl 1 ATM és 4 HP kezelt kisérleti csoportot hoztunk létre, ahol az egyes HP
kisérleti csoportokat egy alkalommal a sperma kezelés kulénb6z6 fazisaiban HP-vel kezeltik —
HP1: ondovételt kdvetd higitds (Ext.l.) utan testh6mérsékleten (BT), HP2: ondovételt kdvetd

higitas (Ext.l.) utdan RT-n, HP3: a centrifugalast kdvet6 visszahigitas (Ext.ll.) utdn RT-n és HP4:
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a mélyfagyasztasos higitoval vald higitas (Ext.lll.) utdn RT-n. —, mikézben a kontroll mintakat
ATM-n taroltuk (4. abra).

: Hités
Extl.| | Extl | |Centrifugalas || ExtIL{ |ExtIIL , ,
B s o .
BT ™ BT—RT RT RT RT > RT—15°C, 1 orra | Mélytagyasztas
15°C—5°C, 2 éra

4. abra. Az egyszeri HP kezelések (40MPa:80 perc) alkamazasai a 2. in vitro kisérlet
mélyfagyasztasi protokolljaiban.
BT: testhbmérséklet, RT: szobahdmérséklet, Ext.: higitd, HP: hidrosztatikai nyomassal kivaltott

stresszkezelés

A 3. kisérletben 4 kantdl (9-15 ejakulatum/kan) gy(jtéttink ondét (n=49) (3. tablazat). A
kisérletink célja az volt, hogy az 2. kisérletben a legnagyobb javitd hatast adé HP
stresszkezeléssel (HP3: 40MPa:80 perc, Ext.ll. utan, RT-n) a mesterséges termékenyités
szamara termékenyit6 adagokat készitstink és vizsgaljuk a spermiumok mélyfagyasztas utani in
vitro paramétereit (TM%, PM%) és a szaporodasbioldgiai eredményekkel valé kapcsolatat. Az
ejakulatumokat az Ext.ll. higitast kdvetéen kontroll (C-FT) és HP kezelt (HP-FT) csoportra
osztottuk. A HP-FT ejakulatumokat egy alkalommal RT-n (40MPa:80 perc) HP kezeltuk, amig a
C-FT ejakulatumokat ATM-n és azonos RT-n taroltuk (5. abra). Amennyiben egy ejakulatum HP-
FT mintaiban a kiolvasztast kévetéen a TM% alacsonyabb volt, mint 40, akkor az ejakulatumot

Al-re alkalmatlannak minésitetttk.

. Hiités
Extl| | ExtL [ |Centrifugalas || ExtIL| JExtIIIL. , ,
P> = o .
BT IBT_RT RT RT rT [ RT—15°C, 1 c | Mélytagyasztas
15°C—5°C, 2 ora

5. abra. Az in vivo kisérlet HP kezelt termékenyit6 adagjainak mélyfagyasztasi protokollja.
BT: testhbmérséklet, RT: szobahdmérséklet, Ext.: higitd, HP: hidrosztatikai nyomassal kivaltott

stresszkezelés
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3. tablazat. Az in vivo kisérletben mélyfagyasztott ejakulatumok megoszlasa és a termékenyitett
kocak szama.

M: mélyfagyasztott ejakulatumok Osszes szamalkan; S: selejtezett ejakulatumok szama/kan
(HP-FT TM%<40); A: MT-re alkalmasnak minésitett ejakulatumok szama/kan (HP-FT TM%>40);

MT: MT-k soran felhasznalt ejakulatumok szama/kan

Fajta* M S A MT Termékenyitett kocak szama
HH1 9 1 8 6 22
HH2 14 2 12 10 28
ML 11 1 10 8 24
DL 15 3 12 10 28
Osszesen 49 7 42 34 102

*HH: Hungahib, ML: Magyar Lapaly, DL: Dalland

4.4. In vitro vizsgalatok

4.4.1. Mozgas vizsgalata

A mélyfagyasztott ejakulatumok kontroll és kisérleti mintaibdl 2-2 miszalmat olvasztottunk ki
37°C-os vizfurdében 30 perc alatt. A motilitas vizsgalatokhoz sziikséges koncentraciéhoz (60
x108 spermium/ml) a mintakat tovabb higitottuk Ext I.-gyel 1:15 (v/v) aranyban és vizfirdében
inkubaltuk (37°C, 20 perc). A motilitas méréséhez flithetd targyasztallal felszerelt és negativ
faziskontraszt objektivvel (UPlan FINH 20X/0.5 Ph1, Olympus, Japan) ellatott mikroszkdpot
(Olympus BX30, Olympus, Japan) hasznaltunk és az adatokat egy szamitogép vezérelt
spermaelemzé szoftver (CASA) (SpermVision™ version 3.5, Minitube, Tiefenbach, Germany)
ertékelte. Minden mintabdl ketté csepp €s minden csepprél tiz tertlet vagy min. 2000 spermium
kerult elemzésre. A mozgas tipusainak értékeléséhez a CASA hasznalati utmutatéjaban a sertés
spermiumokra vonatkozé beallitasi értékeket alkalmaztuk: nem mozgdé: AOC (average
orientation change)<2,5; TM%: AOC>2,5 és DSL (distance straight line)<4,5 um/s; PM%:
AOC>2,5 és DSL>4,5 uym/s.

4.4.2. Sejtmembranok vizsgalata
A sejtmembranok vizsgalatdhoz a spermiumok kulsé membranjainak és az akroszoma
membrannak az egyuttes vizsgalatara alkalmas festési modszert hasznaltuk (Kovacs & Foote,

1992). Az ejakulatum mintakat (2 miszalma/ejakulatum) a vizfirdében olvasztottuk ki (37°C, 30
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sec) és ezt kovetben Ext.l. higitéval 1:15 (v/v) aranyban higitottuk, majd tovabb inkubaltuk
(37°C, 20 perc). Ezt kdvetben egy 37°C-ra elébmelegitett targylemezen a vizfurdében inkubalt
ejakulatumbdl és tdmény Chicago kékbdl (Sigma C-6879, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
készitett 0,2%-0s izoozmotikus (300 mosmol/l) festékbdl azonos nagysagu cseppeket kevertiink
O0ssze. Ebbdl kenetet készitettunk, amit kdzel fuggdleges helyzetben RT-n szaradni hagytunk.
Ezt 4 perc fixalas (86 ml 1 N HCI + 14 ml 37% formaldehid oldat + 0,2 g neutral vords (Sigma, N-
2880)), csapvizes, majd desztillalt vizes oblités kovetett. A festés tovabbi lépésében a
targylemezeket 7,5%-0s Giemsa oldattal feltoltétt festbkadakba helyeztik, amelyeket 3 6rara
50°C-ra elémelegitett vizflirdébe allitottunk. Ezt kbvetéen Gjabb csap- és desZztillalt vizes dblités,
majd 2 perc desztillalt vizes aztatas kovetkezett. A levegbn megszaritott mintakat 100x
immerzidés objektiv alatt fénymikroszkopban vizsgaltuk. A spermiumok vizsgalatahoz a

himivarsejt (n=200) kulonb6z6 részeinek festédését vizsgaltuk és értékeltik (4. tablazat):

4. tablazat. A sejtmembranok értékelése a spermiumok fej, az akroszoma és a farok teriiletének

festédése alapjan.

Sejtmembranok El6 Holt

Fej fehér vagy vilagos rézsaszin fekete vagy szlrke

Farok rézsaszin fekete vagy sotét ibolya
Ep Sériilt Hianyzo

Akroszéma lila so6tét vagy vilagos levendula fehér

4.5. Mesterséges termékenyités

A kocdakat hetenkénti rendszerességgel csitortdki napon valasztottak és a kocaszallason egyedi
allasokba helyezték. Az ivarzasok megfigyelése keresé kanokkal és a lovaglé proba
alkalmazasaval a valasztast kdvetdé 3. napon kezd8doétt, naponta 2 alkalommal. Az in vivo
kisérletiinkben csak a valasztast kdvetd 4. nap délutanjan elséként allé ivarzast mutatd kocakat
vontuk be, amelyeket az a valasztast kdvetd 5. napon (kedd), két alkalommal mesterségesen
termékenyitettink. Osszesen 10 alkalommal, alkalmanként 8, 10, és 12 kocabdl véletlenszeriien
termékenyitési parokat (n=51) alakitottunk ki, ahol a parbdl egyik kocat a kontroll (C-FT) a masik
kocat a kezelt kisérleti csoportba (HP-FT) soroltuk (3. tablazat). A kialakitott termékenyitési
csoportok koz6tt nem volt szignifikans (P>0,05) kildnbség a kocak korabbi — FS spermat
felhasznal6 Al-kel elért — vemhességeik (3,6+1,4 vs. 3,6+1,5), az 6sszes malac/alom (12,3£3,1

vs. 13,0+3,2) és az Osszes él6 malac/alom (11,2+2,9 vs. 11,2+3,1) szamaban. Egy
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termékenyitési adagban 12 milszalmat hasznaltunk, amely termékenyitési adagonként
Osszesen 6x10° sejtszamot jelentett. A miiszalmakat elémelegitett (37°C, 30 perc) vizflirdében
olvasztottuk ki, majd — hasonlo koéralmények kdzott elébmelegitett és tartott — mianyag
mesterséges termékenyit6 flakonokban toltottuk és 80 ml Ext 1.-gyel higitottuk. Minden kocat két
alkalommal mesterségesen termékenyitettink: az 1. Al a valasztast kdvet6 5. napon reggel
(06:00 és 08:00 ora kozott) — kb. 12 oraval az els6 medfigyelt allé ivarzast kovetéen —, a 2. Al
aznap délutan kb. 10 draval az 1. Al-t kdvetéen. Az Al-ket minden esetben azonos személyek
végezték, akik szamara ismeretlen volt a termékenyité adagok eredete (C-FT vagy HP-FT). Az
Al-hez a telepi gyakorlatnak megfeleléen — eldsikositott szivacsos végil, hagyomanyos cevikalis
termékenyité katétert (Schippers Export BV, Bladel, Netherlands) hasznaltunk hormonalis

kezelések nélkul.

4.6. Vemhességi vizsgalat és adatgyiijtés

Az adatgyljtés — a mesterséges termékenyitéseket (0. nap) kévetd 19. napon — a varhato
visszaivarzas megfigyelésével kezdddott. Ezt kovette a 28. és 33. nap kozott végzett
vemhességi ultrahangvizsgalat (AgroScan, ECM, Angouléme, France). A fialasokat kdvetéen
feljegyeztik a fialt kocak szamat, a malacok almonkénti szamat (6sszes és Osszes él6) és a
malacok testtdmegét. Az alacsony alomszammal rendelkezd kocak aldl a malacokat a fialast
kovetéen azonnal dajkasitottuk (10-12 malac/alom mindkét kisérleti csoportban) a
gazdasagossag és a kozel azonos takarmanyozasi feltételek biztositdsa érdekében. Tovabbi
almonkénti malacszam és testtomegmeérésre kerilt sor a valasztaskor (28. nap) és ezt kdvetd 14

nap mulva (42. nap).

4.7. Statisztika

Az 1. és 2. in vitro kisérlet hipotézisek tesztelésére Aaltalanos linearis kevert modelleket
illesztettink az adatokra, ahol az idépont és a kan (1. kisérlet) valamint a kan és az ejakulatum
(2. kisérlet) random hatasként, a kezelést fix hatasként vettik figyelembe. A magyarazoé valtozék
a becsult TM%, PM% és a membran integritas paraméterei voltak.

Az 1. kisérletben a nyomas (ATM, 20, 40 és 80 MPa), az id6 (40, 80 és 120 perc), az 5 °C-o0s
inkubécio és ezek interakcioi voltak a fuggetlen fix faktorok. Az idépontoknal figyelembe vettuk,
hogy mely kantél szamazott a minta, mivel bizonyos napokon eléfordult, hogy csak egy kantol

vettiink mintat. A kanoknak kdszdnhetd variancia elhanyagolhaté nagysagu volt, ezért a végsé

33



modell kialakitasanal a kanoknak kdszénhetdé randomhatast kihagyhattuk. Tobbszdrds
Osszehasonlitasokhoz az “fdr” korrekciot alkalmaztuk.

A 2. kisérletben a kezelés (40MPa:80perc) volt a fix hatas. A random hatasoknal figyelembe
vettik, hogy az ejakulatum melyik kanhoz tartozik. Az ejakulatumoknak koszonhetd variancia
nagysaga elhanyagolhaté mértéki volt, ezért a végsé modell kialakitasanal a hatasat nem
vettuk figyelembe. Annak ellenére, hogy az adataink szazalékértékek voltak, a hibatag és a
random factor eloszlasa normalis eloszlast kdvetett. A modellek illeszkedése rendben volt.
Tobbszoros 6sszehasonlitdsokhoz a Tukey-Kramer korrekciot alkalmaztuk.

A 3. kisérletinkben a Fisher's egzakt tesztet alkalmaztuk a vissza nem ivarzé kocak, a
vemhességi arany és a fialasi arany adatainak az elemzéséhez. A hipotézisek tesztelésére
altalanos linearis kevert modelleket illesztettink az adatokra, ahol a kan és az ejakulatum
random hatasként szerepelt (figyelembe vettik hogy melyik ejakulatum melyik kantol
szarmazott). Magyarazé valtozéként a TM% és a PM% szolgalt, fix hatasként pedig a C-FT és
HP-FT csoportok, a vemhes vagy nem vemhes kocak, valamint ezek interakciéi szerepeltek.
Amikor az alom tulajdonsagai szerepeltek magyarazé valtozoként (6sszes malac/alom, él6
malac/alom, testtdbmeg/malac), akkor a C-FT és a HP-FT csoportok voltak a fix hatasok (a
levagott és nem vemhesult kocak nem szerepeltek az elemzésekben). A normalitast és a
varianciak homogenitasat a modell diagnosztikai abrai alapjan a rezidiumok és a standard
reziduumok segitségével néztik. A modellek illeszkedése rendben volt. Pearson-féle korrelaciot
alkalamztuk a motilitds paraméterek (TM% és PM%) és a malac/alom k&dzotti kapcsolat
vizsgalatara.

Az adataink elemzéséhez a R statisztikai szoftvert alkalmaztuk. A szignifikancia szint 0,05 volt.

5. Eredmények
5.1. In vitro kisérletek

5.1.1. A HP kezelések hatasa

Az 1. in vitro kisérletinkben informaciot kaptunk arrdl, hogy a kulénbdzd HP kezeléseknek az
idétartama nem, csak a nagysaga van hatassal a mélyfagyasztast megel6z6 ondokezelés egyes
pontjain mért motilitasi értékekre. A 80MPa kezelés mar a mélyfagyasztast megel6z6 két mérési
idépontban — a HP kezelést és az 5 °C-os equilibracios idészakot kdvetéen — szignifikansan
ronto hatassal birt a TM% (P<0,001) és a PM%-ra (P<0,05) az ATM (kontroll), a 20 és 40MPa

kezelésekhez képest. Ha e két mérési pont kdzotti TM% valtozasat figyeltik, akkor amig az
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ATM mintakban szignifikans (P<0,05) csokkenés mutatkozott, addig ezt az azonos korulmények
kozott elvégzett 20 és 40MPa kezelések képesek voltak kivédeni. A PM%-ban ilyen jellegl

kulénbség nem volt tapasztalhato (5. és 6. tablazat, 6. és 7. abra).

5. tablazat. A kisérleti csoportok TM% és PM% értékei kdzvetlen a HP kezelést kdvetden (atlag
(S.E).

ATM: atmoszférikus nyomason tarolt kontroll, TM%: 6sszes mozgas, PM%: progressziv mozgas

Id6 (perc)
40 80 120
Nyomas
TM% PM% TM% PM% TM% PM%
(MPa)
ATM 88,1(2,2) 703(11,4) 88,3(1,8 61,4(10,4) 80,7 (1,4 68,5 (8,5)
20 81,3 (4,2) 71,5 (6,5) 915(2,5 61,2(16,3) 82,5(0,5) 64,6 (6,4)
40 87,5 (3,4) 73,4 (2,6) 87,3 (2,4) 52,8 (9,1) 80,5 (4,8) 63,9 (9,6)
80 65,5 (6,5) 48,2 (2,5) 78,5 (3,5) 53,5 (9,5) 69,5(3,5) 52,1(10,4)
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6. dbra. A HP kezelések hatasa a TM%-ra a HP kezeléseket (fehér boxplot) és az 5 °C-os
inkubécios idészakokat (szlrke boxplot) kdvetden.

A boxplottok eltérd indexei szignifikans kulénbséget (P<0,05) jeldinek
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7. abra. A HP kezelések hatasa a PM%-ra a HP kezeléseket (fehér boxplot) és az 5 °C-os
inkubacids idészakokat (szlirke boxplot) kovetéen.

A boxplotok eltéré indexei szignifikans kilénbséget (P<0,05) jeldlinek

6. tablazat. A kisérleti csoportok TM% és PM% értékei az 5°C-os inkubacids idészakot kdvetéen
(atlag (S.E.)).

ATM: atmoszférikus nyomason tarolt kontroll, TM%: 6sszes mozgas, PM%: progressziv mozgas

|d6 (perc)
40 80 120

Nyomas

(MPa) TM% PM% TM% PM% TM% PM%
ATM 72,2(2,5) 47,7(105) 78,3(4,1) 60,1(10,2) 755 (4,4) 455 (3,5)
20 785(1,6) 51,2(75) 856(23) 71,3(54) 80,6(2,0) 56,5 (4,5)
40 77,4 (1,5) 63,2 (5,7) 78,6 (4,1) 64.1 (7,7) 80,5 (4,5) 74,4 (2,2)
80 67,3(4,5) 46,7(45) 64,0(05) 47,3(21) 765(1,5) 66,3 (1,3)
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A mélyfagyasztast kdvetéen a TM% és PM% értékeire a nyomas nagysagan (P<0,001) tul a
nyomas ideje (P<0,05) is szignifikans hatassal volt. A 20 és 40 MPa kezelésekkel szignifikansan
magasabb (P<0,05) TM% és PM% értékeket lehetett elérni az ATM és a 80 MPa kezelésekhez
képest (7. tablazat). A legmagasabb TM% eérték a 40MPa:120perc kezeléssel lehetett elérni,
azonban a legnagyobb mértékl javité hatas — az ATM mintakhoz képest — a 40MPa:80 perc
kezeléssel adddott. Hasonlé eredményt kaptunk a PM% esetében is, de a 40MPa:80 perc
kezelés javitdé hatasanak mértéke szignifikansan nem kuilénbézott (P>0,05) a 40MPa:120 perc

kombinaciétdl (8. és 9. tablazat).

7. tablazat. A kisérleti csoportok TM% és PM%-a mélyfagyasztast kdvetéen (atlag (S.E.)).

ATM: atmoszférikus nyomason tarolt kontroll, TM%: 6sszes mozgas, PM%: progressziv mozgas

Id6 (perc)
40 80 120

Nyomas

(MPa) TM% PM% TM% PM% TM% PM%
ATM 30,6 (2,0) 17,1 (1,1) 23,2 (1,8) 13,3 (0,7) 41,8 (2,9) 29,7 (3,0)
20 38,8 (1,3) 21,1 (2,6) 43,2 (5,2) 30,8 (4,3) 51,5 (2,3) 38,7 (3,9)
40 38,8 (2,8) 24,3 (2,3) 42,2 (3,2) 26,6 (3,0) 55,5 (3,6) 46,6 (3,3)
80 29,5(1,2) 16,8 (1,1) 23,2 (2,4) 12,2 (1,6) 48,3 (2,9) 35,3 (1,5)
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8. tablazat. A mélyfagyasztast kdvetden a kuldnbdz6 HP kezelési kombinacidokhoz tartozé TM%
és PM% becsult nagysaga. A kiemelt kezelési kombinaciok rendelkeznek a legnagyobb
hatassal.

ATM: atmoszférikus nyomason tarolt kontroll, TM%: 6sszes mozgas, PM%: progressziv mozgas

™ % PM%

becsiilt érték becslilt érték

(S.E)) (S.E)
40 34,4 (2,0)° 19,8 (2,1)°
S 5 80 32,1 (2,4)° 20,7 (2,5)?
- o
= 120 48,5 (2,2)? 37,0 (2,5)°
ATM 32,0 (1,7) 21,1 (1,7
é = 20 42,4 (1,6)° 28,5 (1,7)°
o
S 3 40 44,6 (1,7)° 31,5 (1,7)
=z
80 34,4 (1,8) 22,2 (1,7)
ATM:40 31,2 (2.6) 17,7 (2.4)
20:40 38,7 (2,5) 20,0 (2,3)
40:40 38,8 (2,6) 23,7 (2,4)
80:40 29,1 (2,6) 17,3 (2,4)
- ATM:80 22,6 (3.1) 13,8 (3.1)
[&]
2 3 20:80 38,0 (3.1) 26,6 (3,1)
*(© b
E S 40:80 41,0 (3,1) 27,6 (3,1)
> 2 80:80 27.1 (3,4) 14,2 (3,4)
ATM:120 41,9 (3,0) 30,3 (3,4)
20:120 50,7 (3,0) 38,3 (3,4)
40:120 54,8 (3,3) 45,5 (3,7)
80:120 47,7 (3,3) 35,3 (3,7)

Az id6hoz (perc) és a nyomashoz (MPa) tartozo TM% és PM% értékek eltérd felsé indexei

szignifikans kulonbséget (P<0,05) jeldinek.
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9. tablazat. A mélyfagyasztast kdvetéen a 40 MPa-on kulénbdzé idéig HP kezelt és az ATM
(kontroll) mintak TM% és PM% értéke kozotti becsilt kildnbség.

TM%: 6sszes mozgas, PM%: progressziv mozgas

Nyomasi id6 (perc) Becsiilt kilonbség (S.E.)
40 7,6 (2,7)2
TM% 80 18,4 (3,1)°
120 12,9 (3,6)°
40 5,9 (2,0)2
PM% 80 13,8 (3,3)°
120 15,2 (4,2)°

A TM% és PM%-hoz tartozé becsult kulonbségek eltérd felsé indexei szignifikans kuldnbséget
(P<0,05) jeldIinek.
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5.1.2. A HP kezelés optimalizalasa

A 2. in vitro kisérletlinkben a HP2 és a HP3 csoportban a TM% szignifikansan nagyobb (P<0,05)
volt az ATM (kontroll) csoportokhoz képest, de ezt a PM%-ban mar nem lehetett megfigyelni. Az
ép akroszoma, fej és farok membrannal rendelkez6 spermiumok aranya a HP3 csoportban volt a
legmagasabb a kisérleti csoportok kdézll, de a kiulénbség az ATM (kontroll) csoporthoz képest

egyik esetben sem volt szignifikans (P>0,05) (10. tablazat).

10. tablazat. Az ondokezelés kulonbozé l1épéseiben HP-vel kezelt (40MPa:80perc) és az ATM
(kontroll) kisérleti csoportok mélyfagyasztas utani in vitro paramétereinek eredménye a
csoportok kozotti 6sszehasonlitassal (becsult kilonbség (S.D.)).

ATM: atmoszférikus nyomason tarolt kontroll; hidrosztatikai nyomassal kezelt csoportok (HP):
HP1: onddvételt kdvetd higitas (Ext.l.) utan BT-n, HP2: onddvételt kovetd higitas (Ext.l.) utan
RT-n, HP3: a centrifugalast kovetd visszahigitas (Ext.Il.) utdn RT-n és HP4: a mélyfagyasztasos
higitoval valo higitas (Ext.lll.) utdn RT-n

TM%: 6sszes mozgas, PM%: progressziv mozgas, *P<0,05;

Vizsgalt Ep akroszéma Ep fej Ep farok
TM% PM%

csoportok membran% membran%  membran%

HP2:ATM 9,9 (3.4)° 2.3(2.2) 1,9 (3,5) 2.7 (3.7) 73,6 (4,0)

HP3:ATM 11,9 (3.4)% 45 (2,2) 9,0 (3,5) 10,1(3,7) 2,5 (4,0)

HP4:ATM 5,5 (3,4) 0,0 (2,2) 4,9 (3,5) 3.4 (3.7) 35 (4,0)

HPL:ATM 0,1 (3,5) 32 (23) 5.5 (3,6) 2.8(3.8) 76,8 (4,0)

5.2. In vivo kisérletek

5.2.1. Mélyfagyasztasok eredményessége és felhasznalasa

A 49 mélyfagyasztott ejakulatumbdl 7 ejakulatumot (14,2%) a kiolvasztas utani TM% alapjan
selejteztink. Ezeknek az ejakulatumoknak a C-FT és HP-FT mintédiban is a TM% alacsonyabb
volt mint 40. A tovabbi 42 ejakulatum (85,7%) valamennyi HP-FT mintaiban a TM% értéke
meghaladta a 40-t, amig ez a C-FT mintdk esetén csak 26 ejakulatumban volt mérhetd, a
maradék 16 ejakulatumban a TM% alacsonyabb volt mint 40. Ebbél a 16 C-FT ejakulatumbdl —
a 26 ejakulatum mellett, a termékenyitheté kocak limitalt szamanak koészdnhetéen — 8-at
hasznaltunk fel Al-re, aminek a TM%-a 35,5-38,7 kdz6tt valtozott (3. tablazat).
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5.2.2. Szaporodasbiologiai (in vivo) eredmények

A HP-FT kocacsoportban a vissza nem ivarzd és az ultrahangos vemhességvizsgalattal
vemhesnek diagnosztizalt kocak aranya szignifikansan (P<0,05) magasabb volt, mint az ATM-n
tarolt mélyfagyasztott ondéval termékenyitett kontroll kocacsoportban (C-FT). A fialasi aranyban
is szambeni ndvekedés (58,8 vs. 78,4%) volt, de a kuldnbség nem volt szignifikans (P>0,05)
(11. tablazat).

11. tablazat. A mesterséges termékenyitések — cervikalis katéterrel, hormonalis kezelések nélkul
— szaporodasbiologiai eredményei a kulénb6z6 mélyfagyasztott ondoval termékenyitett
kocacsoportokban.

C-FT: kontroll mélyfagyasztott ondo, HP-FT: hidrosztatikai nyomassal kezelt mélyfagyasztott

ondo

C-FT HP-FT

Kocak szama a kisérleti csoportokban 51 51

Vissza nem ivarzo kocak szama a termékenyitést

—— . - 33 (64,7)* 44 (86,2)°
kovetd 19. és 28. nap kozott (%)

Vemhes kocak szama a termékenyitést kovetd
. . . o L 31(60,8)* 42 (82,3)°
28. és 33. nap kozott elvégzett ultrahangos vizsgalat alapjan (%)

Selejtezett vemhes kocak szama 1 2

Fialt kocak szama (%) 30 (58,8)2 40 (78,4)2

A sorok eltérd felsé indexei szignifikans kulénbséget (P<0,05) jeldInek.

A HP-FT kocacsoportban a vissza nem ivarzas kdzel harom és félszer (Fisher teszt, OR=3,3), a
vemhesulés haromszor (Fisher teszt, OR=2,9) és a fialas esélye két és félszer (Fisher teszt,
OR=2,5) nagyobb volt, mint a C-FT kocacsoportban. A nem vemhesllt kocak varhaté
visszaivarzasanak atlagos hossza a C-FT csoportban 24,0+3,4; a HP-FT csoportban 24,0+2,0
nap volt. Az ultrahangos vemhességvizsgalatot kdvetéen a C-FT csoportbdl egy vemhes koca
santasag miatt, a HP-FT csoportbol két vemhes koca vetélés miatt selejtezésre kerult a
vemhességuk harmadik trimeszterében. Az Osszes malac/alom szignifikdnsan magasabb
(P<0,05) volt a HP-FT csoportban, mint a C-FT csoportban. Hasonlé szignifikans kilénbség
(P<0,05) volt megdfigyelhetd az él6 malac/alom szamaban is a két kisérleti kocacsoport kdzott.
Habar mindkét csoport malac/alom szadma csdkkent — kb. 15%-kal a fialastél a 42. napig —,

azonban az él6 malac/alom szamaban tovabbra is megmaradt a szignifikans kilénbség
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(P<0,05) a HP-FT csoport javara. A malacok testtdtmegében sem a fialaskor, sem az ezt kdvetd

mérési id6pontokban (28. és 42. nap) nem volt szignifikans kulonbség (P>0,05) (12. tablazat).

12. tablazat. A kulonb6zé mélyfagyasztott onddval termékenyitett — cervikalis katéterrel,
hormonalis kezelések nélkll — kocacsoportok alomnagysagai és a malacok testtdmegei (atlag
(S.D.).

C-FT: kontroll mélyfagyasztott ondd, HP-FT: hidrosztatikai nyomassal kezelt mélyfagyasztott

ondéd
C-FT HP-FT
Osszes malac/alom 8,0 (3,8)2 10,8 (4,5)°
Fialas (0. nap) Osszes é16 malac/alom 7,3 (3,6)2 9,4 (4,2)°
Testtdmeg/malac (kg) 1,7 (4,7)? 1,7 (3,7)?
Malac/alom 6,4 (1,6) 8,0 (2,4)°
Valasztas (28. nap)
Testtomeg/malac (kg) 9,4 (1,1)? 9,1(0,8)
2 héttel a valasztas utan Malac/alom 6,2 (1,2)? 8,0 (2,4)°
(42. nap) Testtémeg/malac (kg) 13,3 (1,5)? 13,2 (1,1)?

A sorok eltérd felsé indexei szignifikans kulonbséget (P<0,05) jeldlnek.
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5.3. In vitro és az in vivo eredmények kozotti kapcsolat

Az Al soran felhasznalt FT ondok TM% és a PM% értéke szignifikansan nagyobb (P<0,001) volt
a HP-FT csoportban mind a C-FT csoportban, azonban a mozgasi paraméterekben nem
talaltunk szignifikans kilonbséget (P>0,05) az egyik kisérleti csoportban sem a vemhesdlt és a
nem vemhesilt kocak kdzott (13. tablazat). Tovabbi nem szignifikans O6sszefliggés (Pearson
korrelaciés egyutthatd, r=0,11-0,20; P>0,05) volt megfigyelheté mind a két kisérleti csoportban

(C-FT, H-FT) az dsszes malac/alom és a mozgasi paraméterek k6zott (TM%, PM%).

13. tablazat. A mélyfagyasztott ondék TM%, PM% értéke (atlag (S.D.)) és a szaporodasbioldgiai
eredmények kapcsolata.
C-FT: kontroll mélyfagyasztott ond6, HP-FT: hidrosztatikai nyomassal kezelt mélyfagyasztott

ondo, TM%: 6sszes mozgas, PM%: progressziv mozgas

Kisérleti csoportok TM% PM%
C-FT 43,7 (8,0) 18,9 (5,9)°
HP-FT 60,2 (11,5)° 25,6 (6,7)°
. vemhes 43,8 (7,4)° 18,6 (6,2)°
nem vemhes 43,6 (9,0)2 19,3 (5,5)°
vemhes 61,3 (11,6) 25,8 (7,1)°
HP-FT
nem vemhes 54,7 (9,8)2 24,4 (4,3)°

A sorok eltérd fels6 indexei szignifikans kulénbséget (P<0,001) jeldlnek.

6. Megbeszélés

A mindennapos sertéstenyésztési technolégiaban az FT ondé felhasznalasa kismértékl (Knox,
2011). A spermiumoknak a mélyfagyasztds soran elszenvedett szerkezeti és funkcionalis
karosodasa (Watson, 2000) az FS spermas termékenyitésekkel szemben alacsonyabb
szaporodasbioldgiai eredményeket ad (Almlid & Hofmo, 1996, Roca et al., 2006b). Mdodositott
mélyfagyasztasi protokollokat, kuldonb6zd higitokat, csomagolasi formakat, mesterséges
termékenyitési technolégidkat — spermiumok szama/termékenyitési adag, termékenyité adagok
szamalivarzas, termékenyités ideje a ciklus soran, a termékenyité katéter tipusa (Ul, DUI),
hormonalis szinkronizacié és ovulacié indukcié — lehet alkalmazni annak érdekében, hogy az FS

termékenyités eredményeit megkdzelitsék és/vagy elérjék (Grol¥feld et al., 2008).
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Napjainkban a megfelel6 min6ségli mélyfagyasztott ondo elballitasahoz modern eszkdzokkel
felszerelt andrologiai laboratoriumokra és magas szintl szakmai ismeretekre; a
felhasznalasahoz kell6 mértékl elfogadasra és tapasztalatra — kiléndsen telepi viszonyok kozott
- van szukség (Knox, 2011, Didion et al., 2013). A legszélesebb korben alkalmazott “standard”
mélyfagyasztasi technolégiaban a révidebb (2-4 6ra) vagy hossszabb (12-15 6ra) ideig tarto
onddkezelés (higitasok, centrifugalas) hémeérséklete 15-17°C. Ezt koveti a 4-5°C-ra vald hités,
ahol az ondét a krioprotektansokat tartalmazé mélyfagyasztasos higitéval tovabb higitjak,
equilibraljak (1,5-2,5 éra), majd szalmaba toltik és mélyfagyasztjak (Eriksson et al., 2002; Roca
et al.,, 2003; Bolarin et al., 2006; Casas et al., 2010; Didion et al., 2013). Androlégiai
laboratériumunk nem rendelkezett hithetd centrifugaval és programozhaté mélyfagyasztéd
berendezéssel, ezért az ondokezelés és mélyfagyasztas Iépéseit HP kezeléssel
megvaltoztattuk. A HP-vel kapcsolatos korabbi in vitro tapasztalatok alapjan (Pribenszky et al.
2004, 2005a, 2005b) feltételeztiik, hogy a HP kezeléssel optimalizalni lehet a mélyfagyasztast
ugy, hogy a megfelel6 szubletalis stresszkezelés a spermiumok mélyfagyasztassal szembeni
ellenalloképességét fokozza és sikeres felhasznalast eredményezzen. A valtoztatas nem
eredményezhette a spermiumok szamara karos hémérséklet ingadozas kialakulasat, ezért a
mélyfagyasztast megel6z6 valamennyi lépést (centrifugalds, higitasok, HP kezelés, higitas
mélyfagyasztott higitoval, miszalmaba toltés) az aktudlis szobahémérsékleten (20-27 °C)
végeztik, majd ezt kdvette a tovabbi hités (15°C-ra 1 6ra és 5°C-ra 2 6ra) és a mélyfagyasztas.
Habar az els6 in vitro kisérletiinkben a spermakezelés soran mért elsé motilitasi eredményekbdl
(HP nyomast, az 5 °C-os inkubaciét kdvetéen) még nem lehetett meghatarozni a legjobb
hatéssal biré kezelési format (nyomas:id6), mivel csak a nyomas nagysaga volt szignifikans
hatassal — a nyomas idétartama nem — a TM% és PM%-ra. Mindezek ellenére egyértelmi
informaciét nyertlink arrdl, hogy a 80 MPa — fliggetlenll a nyomas idejétél — rontd hatassal van a
spermiumok mozgasara (TM% és PM%). Amig a ATM (kontroll) mintdkban szignifikans
csokkenés jelentkezett a 5 °C-os hités utan a TM%-ban a hiités elétti id6szakhoz képest, addig
ezt a csokkenést a 20 és 40 MPa kezelés képes volt kivédeni. A felolvasztas utani TM% és
PM%-ra — az el6bbi ketté mérési pont eredményeivel szemben — a nyomas nagysaga mellett
mar a nyomas id6tartama is hatassal volt. Habar a legnagyobb motilitdsi TM% értékeket a
40MPa:120 perc kezeléssel értuk el, de a legnagyobb meértéki javitdo hatas a 40MPa:80 perc
kezeléssel adodott. Hasonld eredményt kaptunk a PM% esetében is, de a 40MPa:80 perc
kezelés javitdsanak mértéke szignifikansan nem kulénbdzott a 40MPa:120 perc kombinaciotol.
Eredményeinkb6l megallapithattuk, hogy az ondokezelés soran a spermiumok dinamikus

rendszerként “viselkednek” a rajuk haté HP kezeléssel szemben és bizonyitottuk, hogy a
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tapasztalati uton felallitott nyomas/id6 matrix Kkisérleti kombinaciokbdl (20/40/80MPa:
40/80/120perc) a legjobb javité hatdas a 40MPa:80 perc HP kezeléssel érhetd el, aminek az
alkalmazasa tovabbi vizsgalatokat igényel (Pribenszky et al., 2006)

Tovabbi in vitro kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy 40MPa:80 perc kezeléssel tovabb lehet-e
optimalizalni a HP alkalamzasat a mélyfagyaszti protokollban. Az 6t kilénbdz6 1épésben tesztelt
HP kezelések kozul az RT-n elvégzett HP2-vel (Ext.l. higitas utan) és a HP3-mal (Ext.ll. higitas
utén) lehetett elérni a legnagyobb a TM%-ot és szignifikans ndvekedését az ATM (kontroll)
csoporthoz képest, de a tdbbi HP kezelési modok és az ATM (kontroll) mintak kézott az in vitro
paraméterek (TM%, PM%, akroszéma-, fej- és farokmembran) egyikében sem volt
megfigyelhetd szignifikans kilénbség. A HP3 kezelés mas szempontbdl is elénydsebbnek
bizonyult a HP2 kezeléshez képest. Egyrészt a legnagyobb javitd hatassal rendelkezett az
egyéb HP kezelésekkel szemben, masrészt az Ext.ll. higitas utani kisebb térfogat (10-15 ml)
jelentdsen megkonnyitette az ondomintak HP kezelését. Igazoltuk, hogy a HP kezelések
alkalmazasanak a helye tovabbi hatassal van a mélyfagyasztas utani TM%-ra és az Ext.Il. utan
az RT-n elvégzett 40MPa:80 perc kezeléssel tovabbi javitd hatas érhetdé el (Horvath et al.,
2011.).

Az in vivo kisérleteink soran az Al-re olyan ejakulatumokat (C-FT és HP-FT) mintait alkalamztuk,
ahol a HP-FT mintakban a TM% >40 volt. A valasztott hatarérték ésszhangban volt a FT sertés
ondot felhasznalo telepi kisérletekkel. Eriksson et al. (2002) altal felhasznalt ondé TM%-a 49-
53% kozott valtozott, amig Roca et al. (2003) és Bolarin et al. (2006) csak >45%,
Buranaamnuay et al. (2010) >30% és Didion et al. (2013) >50% TM-mel rendelkezé Al adagokat
hasznalt fel. Eriksson et al. (2002) és Didion et al. (2013) a megvalasztott hatarértékekkel az
ejakulatumok mélyfagyasztasanak 95-98%-o0s sikerességérél szamoltak be. Ez a sikerességi
arany az in vivo kisérletinkben a HP-FT mintaink esetén 85,7%-0s (42/49), a C-FT mintdink
esetén 53,1% (26/49) volt. A 85,7% a korabbi szerzdk altal beszamolt eredményhez képest kis
mértékben alacsonyabb, azonban a HP kezelés — a C-FT ejakulatumokhoz képest — a
mélyfagyasztas sikerességét novelte. Arra a kérdésre, hogy a HP kezelés javitd hatasa csak a
maodositott mélyfagyasztasi protokollunkban érvényesil-e vagy esetlegesen egy standard
mélyfagyasztasi rendszerben is hasonl6 eredményt képes nyujtani, a jelen Kkisérleti
elrendezésunkben nem lehetett valaszt adni. Ennek igazolasara a HP tovabbi vizsgalatara lenne
szUkség a két kulénb6zd mélyfagysztasi modszert alkalmazva.

Egyes szerzOk szerint a spermiumok mozgasa fontos és hasznalhatd indikatora lehet a
spermiumok termékenyitd képességének (Waberski et al., 1990; Holt et al., 1997), azonban

Rodriguez-Martinez (2003) szerint a mozgas és a szaporodasbioldgiai paraméterek kozotti
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Osszeflggés az FS és az FT ondo esetében sem egyertelm( €s sok esetben ellentmondasos.
Eriksson et al. (2002) termékenyitési kisérleti soran sem talaltak szignifikans kapcsolatot a
kiolvasztas utani TM% és a szaporodasbiolégiai paraméterek kozott. Hasonld medfigyelésre
jutottak Broekhuijse et al. (2012a) is. Tapasztalataik szerint a mozgas az egyik legfontosabb és
leggyakorlatiasabb érték ahhoz, hogy dontsink egy ejakulatum tovabbi felhasznalasardl,
azonban a szaporodasbiologia eredményekkel valdé kapcsolata sok esetben nagyon gyenge.
Nem talaltak kapcsolatot az FS ondd sejtmembranjainak (fej, farok és akroszéma) allapota és a
szaporodasbioldgia eredmények kozott, azonban a DNS sérllésének mértéke és a fialasi arany,
valamint az 0Osszes malac/alom kozotti kapcsolat vizsgalata szignifikans kalonbséget
eredményezett (Broekhuijse et al., 2012b). Hasonldé medfigyelés latott napvilagot a FT ondéval
kapcsolatban, ahol a glutationnak a spermiumokra kifejtett véd® hatasa jelentésebb mértékben
érvényesilt a DNS-re kifejtett véd6é hatasban, mint a spermiumok barmely sejtfunkciojaban
(Estrada et al., 2014). Részben hasonlé megfigyelésre jutottak Casas et al. (2010), akik az un.
‘6l és rosszul mélyfagyaszthatd” ejakulatumok termékenyité képessége kozott véltek
kildénbséget felfedezni. Az un. “j6l fagyaszthatd ejakulatumok” himivarsejtjeinek szignifikansan
nagyobb él6/holt aranya és PM%-a kb. két és félszeresére ndvelte a vemhesulések
valoszinlségét, azonban a malacok almonkénti szamara mar nem volt hatassal. A mozgas
nagysaga és a szaporodasbioldgiai paraméterek koézotti eltérd megfigyelések arra engednek
kovetkeztetni, hogy a mozgas nagysagan tul mas patramétereknek is hasonlé vagy fontosabb
szerepe lehet a jovében az ejakulatumok ill. kanok termékenyit6 képsességének az
elérejezésében.

In vivo kisérletlink soran a kiolvasztas utani TM% és PM% is szignifikansan nagyobb volt a HP-
FT csoportban, mint a C-FT csoportban. A vissza nem ivarzok aranya, a vemhesulési arany és
az 0sszes malacszam/alom szignifikansan nagyobb volt a HP-FT, mint a C-FT csoportban,
mikézben egyik kisérleti csoportban sem volt szignifikans kilénbség a vemhesult és a nem
vemhesllt kocdk termékenyitésére felhasznalt termékenyité adagjainak TM% és PM%-ban.
Tovabbi nagyon gyenge korrelacié mutatkozott a TM%, PM% értéke és az 6sszes malac/alom
kozott is. A HP kezelés novelte a mozgast és javitotta a szapodasbioldgiai mutatokat, de e két
javitott érték kozott nem lehetett kdzvetlen Osszefuggést talalni. Az egyes vizsgalati
idépontokban (fialaskor, valasztaskor és a valasztasztast kdvet6 két hét mulva) a testtdbmegben
és a malacok szamaban mért nem szignifikans kulénbség azt mutatja, hogy a HP kezelésnek
nem volt negativ hatasa sem a malacok tulélésére, sem a testomeg gyarapodasra. Az in vitro és
in vivo kisérleteink soran kapott eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a HP kezelés —

a mozgasra kifejtett javitdé hatasan tul — hatassal lehet a spermiumok mas életfunkcidira is, ami a
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javulé szaporodasbiolégiai eredményeket eredményezi. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a
sertés spermiumokban talalhaté HSP70 és HSP90 mennyisége csdkken a hités soran, ami a
szoros Osszeflggésben van a kiolvasztast kovetd alacsonyabb motilitasi eredménnyekkel
(Huang et al., 1999, Huang et al., 2000a; Huang et al., 2000b). A HP nyomas altal indukalt HSP
ndvekedést figyeltek meg baktériumokban (Welch et al., 1993; Wemekamp-Kamphuis et al.,
2002), a HELA sejtekben (Wang et al., 2005) és a kondrocitakban transzkripcio indukalasa
nélkil (Kaarniranta et al.,, 1998). Habar a HP-val kezelt FT onddban a HSP szinte nem
kilénb6zott a  kontroll csoporthoz képest, de a vizsgalt 125 fehérjefrakcidé kozil a
megtermékenyitésben fontos szerepet betdltd 7-nek (pl. perilipin) szignifikansan magasabb volt
szintje (Huang et al., 2009). Ezek a megfigyelések szoros 6sszhangban vannak a fenti és a HP
kezeléssel kapcsolatos korabbi tapasztalatokkal — a szubletdlis stresszel kezelt sejtek
mélyfagyasztasa soran megfigyelt magasabb tulélése —, de a HP szerepének pontos
alatamasztasa tovabbi vizsgalatra szorul (Pribenszky & Vajta, 2010; Pribenszky et al., 2011).
Eriksson et al. (2002) az FT sertés ondo és a megemelkedett korai embrionalis mortalitas kozott
kapcsolatot talaltak, ami élettani ciklushosszusagtol eltéré és rendszertelen ivarzas formajaban
jelentkezett. Ez szarmazhatott a sikeres megtermékenyllések ellenére a vemhesség
fenntartasahoz sziikséges embridk elégtelen szamabdl vagy a korai embrionalis mortalitasbdl
(Salamon & Visser 1973; Osinowa & Salamon 1976). Kisérletiinkben a nem vemheslilt kocak —
két koca kivételével mindegyik kisérleti csoportban (C-FT és HP-FT) — visszaivarzasanak az
ideje (C-FT: 24+3,4 nap, HP-FT: 24+2,0 nap) szignifikdns nem kilénb6zétt (P>0,05), azaz a HP
kezelés ebb8l a szempontbdl nem volt hatassal a nem vemhesilt kocak varhatd
visszaivarzasanak az idejére.

Az FT ondéval végzett telepi kisérletek tobbségében elfogadhaté szaporodasbiolégiai
eredményeket programozott fagyasztoberendezésekkel (Erikksson et al., 2002; Roca et al.,
2003; Bolarin et al., 2006; Bathgate et al., 2008; Casas et al., 2010; Didion et al., 2013), ovulacio
szinkronzacioval (Roca et al., 2003) DIU-val (Roca et al., 2003, Bolarin et al., 2006, Bathgate et
al., 2008, Buranaamnuay et al., 2010.) vagy ezek egyuttes alkalmazasaval (Roca et al., 2003,
Buranaamnuay et al., 2010) értek el. Mindannak ellenére, hogy eltértink a standard
mélyfagyasztasi protokolltél és cervikalis termékenyitést alkalmaztunk ovulacié indukcié nélkul;
a HP-FT csoportban elért 78,4%-os fialasi arany és a 10,8 O0sszes malac/alom a korabbi
tanulmanyokhoz hasonl6 és tenyésztési szempontbdl is elfogadhatdé eredményeket adott (fialasi
arany: 51-78%, 6sszes malac/alom: 8,0-12,5).

Az Al soran az egy termékenyit6 adagban felhasznalt sejtszam a valamikori legmagasabb volt

(6x10° sp./term. adag). Mivel nem rendelkeztiink korabbi, mélyfagyasztott sertés ondot
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alkalmazé gyakorlati tapasztalatokkal, ezért Roca et al. (2003) iranyszamait kdvettlk (cervicalis
termékenyités 100 ml term. adaggal és 6x10° sp./term. adag). Habar az Al-k soran esetlegesen
eléfordulé visszafolyasbdl (Rath, 2002) és a meélyfagyasztas karositdé hatasabdl (Watson, 2000)
szarmazo sikertelenséget kivédtik — az FS ondét alkalamzd termékenyitésekhez képest kb.
kétszer ill. haromszor nagyobb sejtszammal —, azonban a sejtszam tovabbi csokkentése
szikséges ahhoz, hogy a technolégia valtozatlan szaporodasbiolégiai eredmények mellett
gazdasagosabb legyen és tovabb lehessen csokkenteni a méh spermiumokkal szembeni
immunreakciojanak mértékét (Schuberth et al., 2008).

Tobb évre visszatekintd FT ondét felhasznalé Al-k ramutattak, hogy nem csak a technolégiai
|épések valtoztatasaval lehet elfogadhaté eredményt elérni, hanem a szamokban csak nehezen
kifejezheté emberi tényezdkkel is. Négy év alatt a szaporodasbiolégiai eredményekben jelentds
javulast értek el mindannak ellenére, hogy az Al technolégia nem valtozott. Ez a kell6
elfogadottsaganak, az emberek t6bb éves un. ,tanulasi folyamatanak® és a pontosabb
munkanak volt tulajdonithaté. Ezért a mélyfagyasztott onddé alkalmazasa csak olyan
korilmények kozott ajanlhatd, ahol telepi menedzsment kelld mértékben felkészilt és a
felhasznalashoz sziikséges tdbblet figyelem és pontossag biztosithatd. Tovabba dva inteni kell
az FT ondo alkalmazasatol azokat a telepeket, amelyek egy hibas szaporodasbioldgiai
menedzsment javulasat az elsé latasra egyszerlibbnek tiné mélyfagyasztott ondd
alkalamzasaval probalnak javitani (Didion et al., 2013).

Tapasztalataink szerint a FT sertésondé alkalmazasa tovabbi tenyésztésszervezési problémakat
vet fel. A nagyon alacsony alomszadm tobb szempontbdl elénytelen egy telep szamara. A kis
szamu almot (1-5 malac) gazdasagossagi és munkaszervezési szempontbdl dajkasitani kell,
viszont a koca korai involucidja még nem teszi lehetévé az Ujbdli termékenyitést és hianyzik a
valasztas, mint a koca egyik legtermészetesebb ivarzasindukcidja. Az ilyen kocak az elmaradt
bugasok miatt kdnnyen selejtezésre kerllhetnek, ha bugnak és vemhesuinek, akkor nehezen
illeszthet6k egy-egy valasztasi csoportba. A kilonbozd termelé rendszerekben az eltérd
technologiakkal elért szaporodasbiologiai mutatok 6sszehasonlitasara lehetéség van, azonban
az ebbdl levonhaté végsd kovetkeztetéseket bizonyos oOvatossaggal kell kezelni. Egy
technoldgia — még valtozatlan formaban is — a kildnb6z6 menedzsmentnek készénhetéen mas
szaporodasbioldgiai mutatokat eredményezhet. EI6nyosebb, ha az FT ondoval elért
erdményeket a telep FS ondodval elért eredményeivel vagy az adott fajtakortél altaldban
elvarhato termelési mutatoikkal hasonlitjuk 6ssze. Az FT ondd esetében — még az alacsonyabb
termelési mutatdok ellenére is — nem kell szamolni az apaallat bekerllési koltségével, a

mindennapi tartasi koltségekkel, az onddvétel és kezelés feltételeivel. Tovabbi elényt jelent,
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hogy a Al anyag azonnal rendelkezésunkre all és nem kell az FS ond6 min6séget befolyasolo
egyéb probléemaktdl tartani (betegségek, santasag, kor stb.). Valamennyi elényt és hatranyt
figyelembe véve az FT sertés ondo alkalmazasa a végtermék elGallitdsban nem, de a
tenyészallat el6allitdsban gazdasagos lehet; kulondsen az alacsony kocalétszamu telepeken,
ahol a nagyszilék és/vagy dédszil6k tartasa a kisszamu termékenyités ellenére nem
nélkuldzhetd.

Osszefoglalva: Az FT ondd gyakorlati felhasznalasaval kapcsolatban napjainkban mar szamos
tapasztalat és igéretes eredmény sziletett. Ezt az ismeretanyagot tovabb bévitettik a
innovacionk soran szerzett tapasztalatainkkal, amikor a mélyfagyasztast megel6z6 HP-val
kivaltott szubletalis stresszkezeléssel, moédositott mélyfagyasztasi protokollal és cervikalis
mesterséges termeékenyitéssel javitott szaporodasbioldgiai eredmeényeket értlink el. Tovabbi in
vitro vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy jobban megértsik a HP kezelésnek a spermiumokra
kifejtett hatasat, amely Uj lehet6ségeket nyithat az eredményesebb és gazdasagosabb

felhasznalashoz és a technoldgia fejlédéséhez.
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7. Uj tudomanyos eredmények

Els6ként vizsgaltuk a HP kezelésekkel (nyomas/id6/hédmérséklet) kivaltott szubletalis stressznek
a javitd hatasat a spermiumok in vitro eredményeire és optimalizaltuk az alkalmazasat a

sertésondd mélyfagyasztasi protokolljaban.

Uj, médositott mélyfagyasztasi protokollt dolgoztunk ki, amellyel a standard mélyfagyasztasi
protokollokhoz hasonlé sikeresség érhetd el ugy, hogy a sperma kezelése, a krioprotektans
hozzaadasa is — ellentétben a ,standard” mélyfagyasztasi protokollokkal — szobahémérseékleten
tortént.

Els6ként végeztiink nagyobb szamu telepi mesterséges termékenyitéseket a HP kezelt
mélyfagyasztott onddéval és bizonyitottuk, hogy a HP kezeléssel mélyfagyasztott ondodval,
cervikalis termékenyitéssel és hormonalis ivarzasszinkronizaciéo nélkdl is javulas érhet6 el a
kocak szaporodasbioldgiai paramétereiben (vemhesulés%, fialasi%, 6sszes malac/alom, 6sszes

él6 malac/alom)
Tovabba az elért szaporodasbioldgiai eredmények alapjan bizonyitottuk, hogy a mélyfagyasztott

sertésondot felhasznalé sertéstenyésztés szamara egy Uj és eredményes aszissztalt

szaporodasbioldgiai technolégiat dolgoztunk ki.
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