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Bevezetés, célkitlizések

A vilag lakossaganak a szama 2010-ben 6,9 milliardra volt tehet§, amely 2050-re — a
novekedési arany csokkenésének az ellenére (1963-ban 2,2%, 2011-ben 1,1%) - 7,5-10,5
milliardot is elérheti. A névekvd népességgel folyamatosan né a husfogyasztas mértéke. A
megndvekedett igény kielégitése jelentés mértékben fligg a sertéshus elballitastol, mivel az
évenként elfogyasztott voroshus mennyiségének kb. 40%-at a sertéshus teszi ki. A 98,9 millio
tonnardl (2006) el6zetes becslések alapjan 2020-ra 125 millié tonnara fog emelkedni a
sertéshus elballitasa, amelyben a fejl6dé orszagok sertéstenyésztése vezetd szerepet fog
jatszani. A vilag sertésallomanyanak legnagyobb része Kinaban talalhaté (47%, 400.7 millié
sertés), ahol 2006-ban 20%-kal n6t a sertéshus fogyasztasa és a kdvetkezd években tovabbi
novekedés varhato.

Az yj fajtdknak, a tartasi és takarmanyozasi technoldégiaknak kdszénhetéen nagyobb lett
az allatok takarmanyértékesité6 képessége, ndvekedési erélye és nétt az egy koca utan
eléallitott éves szinhis mennyisége. Ehhez a folyamathoz lendlletet adtak azok a
szaporodasbioldgiai kutatasok, amelyeket napjainkban mesterséges termékenyitési (Al)
technologiaként alkalmaznak. Az Al igazi térhoditdsa azokkal a javitott Osszetétell
spermahigitokkal kezd6dott, amelyekkel az ondot kdzel szobahédmérsékleten és hosszu tavon
(5-7 nap) lehetett tarolni. Ha a spermiumokat ennél is hosszabb ideig kell tarolni, akkor a
mélyfagyasztas alkalmazasa elkerulhetetlen. A glicerinnek a mélyfagyasztas soran a
bikaspermiumokra kifejtett védé hatasa hasonlé eredménnyel kecsegtetett a kanondo esetében
is, azonban az koran kiderult, hogy ennél ez nehezebb feladat. A kdvetkezd sikerek egészen
ketté évtizedet (1970) varattak magukra, amikor elészér szamoltak be a mélyfagyasztott (FT)
sertésonddéval — még ,véres modszerrel” (sebészi uton a petevezetbbe) — elért elsd
vemhességrol. Ezt kovették a sertés FT ondot cervikdlisan alkalmazo elsé sikeres
termékenyitések.

1975-ben dolgoztdk ki azt a mélyfagyasztdsi modszert, ami a kan onddsejtek
figyelemreméltd tuléléséhez vezetett és lehet6séget adott az FT ondd kereskedelmi célu
felhasznalasara. Ez a mddszer az alapja — kisebb-nagyobb moddositasokkal — valamennyi,
napjainkban alkalmazott mélyfagyasztdsi moddszereknek is. Mindezek ellenére — pl. a
szarvasmarhaval ellentétben — az Al-k minddssze kb. 1%-a torténik FT spermaval, mert
gazdasagossaga elmarad a friss-h(tott (FS) spermaétdl. A vemhesilési és a fialasi arany 20—
30%-kal, a megsziletett malacszam almonként 2—3 malaccal kevesebb, mint az FS-t alkalmazo

MT-ké. Az ok a mélyfagyasztas és felolvasztas soran a spermiumok szerkezeti és funkcionalis



karosodasa, ami csokkent élet- és termékenyitéképességhez vezet in vivo korilmények kozott
és a nbi nemi utakban.

Az elmult évtizedekben mélyfagyasztas karosité hatasainak elkeriilésére, csdkkentésére
és a telepi felhasznalas gazdasagossaganak a novelésére szamos mélyfagyasztasi és Al
technolégiai médositas vagy ezek egylttes alkalmazasa latott napvilagot. Ezek kozott talaljuk a
programozott mélyfagyaszté alkalmazasat; Uj csomagolasokat a FlatPack és a MiniFlatPack
formajaban, amelyekben az elé6nydsebb térfogat és felllet arannyal mar egy termékenyitd
adagot lehet mélyfagyasztani; az egy termékenyité adagban felhasznalt spermiumok szamanak
a csOkkentését; az ovulacio idejehez igazitott Al-k szamat; az Al-k és a megtermékenyités
helyszine kdzotti tavolsag csokkentését kulonbozé termékenyitd katéter tipusokkal a méhtestbe
(Ul) vagy mélyen a méhszarvakba (DUI) és az Al-k és az ovulacio kozétti idétavolsag
csokkentését hormonalisan ovulacio indukcioval.

Napjainkban ujabb kutatési irdnyvonalai azokra a korabbi megfigyelésekre vezethetdk
vissza, amely szerint a sertés spermiumoknak ellenalloképessége — az inkubacié soran a
hideggel, a higitassal, a hltéssel, a tarolassal és/vagy a mélyfagyasztassal szemben -
Iényeges, szerzett és megvaltoztathatoé tulajdonsag. Ezek a tapasztalatok az alapjai azoknak az
innovacidknak, amelyekben a szubletalis stresszt, mint ellenallé képességet fokozd hatast,
sikeresen alkalmaztak egér blasztocisztak, szarvasmarha embridk, bika spermiumok és sertés
petesejtek mélyfagyasztasaban.

Kisérleteink célja volt, hogy a sertés spermiumok mélyfagyasztasaban a hidrosztatikai
nyomas altal kivaltott szubletalis stress (HP) hatasat vizsgaljuk a sertés spermiumok in vitro
paramétereire és telepi koérulmények kozott (cervikalis termékenyitéssel hormonalis
szinkronizacié nélkil) a szaporodasbiologiai eredményekre. Feltételeztik, hogy a HP
alkalmazasaval a sertés spermiumok ellenalléképessége a mélyfagyasztas karosité hatasaval

szemben ndvelhetd, ami jobb termékenyitd képességet eredményez.

Anyag és modszer

Az ondokat a Felsébabadi Zrt. sertéstelepén (Ocsa-Felsébabad) tartott tizenharom sertés kantdl
gyljtottik. Az in vivo Kkisérleteinket a mesterséges termékenyitéseket a Gybzelem
Mezbgazdasagi Szdvetkezet lajoskomaromi sertéstelepén végeztik. Kisérleink soran azonos
mélyfagyasztasi protokollt alkalmaztuk (higitas (Ext.l.) ondovételt kovetden testhémérsékleten

(BT), hiités BT-r6l szobahémeérsékletre (RT), centrifugalas RT-n, higitas (Ext.ll.) a centrifugalast
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kévetéen RT-n, higitas (Ext.lll) fagyasztasos higitoval RT-n, hiités és mélyfagyasztas) azzal a
kulénbséggel, hogy a kisérleti elrendezéseknek megfeleléen HP-t illesztettiink a mélyfagyasztas
kilénb6zb 1épéseiben.

Az elsd in vitro kisérletlink célja az volt, hogy a sertés spermiumok mélyfagyasztasaban
a kilénb6zé nagysagu (20/40/80MPa) és kilonb6zé ideig haté (40/80/120 perc) HP altal
kivaltott stressz hatasat vizsgaljuk a sertés spermiumok 0Osszes (TM%) és progressziv
mozgasara (PM%). A HP kiséleti csoportok az Ext.l. higitast kovetéen RT-n egy alkalommal HP
kezelésben részesultek, mikdzben a kontrollokat légkori nyomason (ATM) taroltuk.

A masodik in vitro kisérletlinkben azt vizsgaltuk, hogy az elsd in vitro kisérletben legjobb
eredményt adé 40MPa:80 perc kezeléssel tovabb lehet-e optimalizalni RT-n a mélyfagyasztasi
protokollt ugy, hogy a HP-t egy alkalommal a mélyfagyasztas kuloénbdz6 Iépéseiben
alkalmazzuk: HP1: Ext.l. utdn BT-n, HP2: Ext.l. utan RT-n, HP3: Ext.Il. utdan RT-n és HP4:
Ext.lll. utan RT-n.

A in vivo kisérletiinkben a legnagyobb javité hatast adé HP stresszkezeléssel (HP3) a
mesterséges termékenyités (Al) szamara termékenyité adagokat készitettiink és vizsgaltuk a
szaporodasbioldgiai eredményekre valé hatasat és ezeknek a TM% és PM%-kal és valo
kapcsolatat. Az ejakulatumokat az Ext.1l. higitast kdvetéen kontroll (C-FT) és HP kezelt (HP-FT)
csoportra osztottuk. A HP-FT ejakulatumokat egy alkalommal RT-n (40MPa:80 perc) HP
kezeltik, amig a C-FT ejakulatumokat ATM-n és azonos RT-n taroltuk. Amennyiben egy
ejakulatum HP-FT mintaiban a kiolvasztast kovetéen a TM% magasabb volt, mint 40, akkor az
ejakulatumot Al-re alkalmasnak mindsitettik. A kocakat hetenkénti rendszerességgel csutortoki
napon valasztottak és a kocaszallason egyedi allasokba helyezték el. Az ivarzasok
megfigyelése keres6 kanokkal és a lovaglo préba alkalmazasaval a valasztast kdvetd 3. napon
kezd6dott, naponta 2 alkalommal. Az in vivo Kisérletlinkben csak a valasztast kdveté 4. nap
délutanjan elsdként allé ivarzast mutaté kocakat vontuk be, amelyeket az a valasztast kdvetd 5.
napon (kedd), két alkalommal mesterségesen termékenyitettiink. Osszesen 10 alkalommal,
alkalmanként 8, 10, és 12 kocabdl véletlenszerlien termékenyitési parokat (n=51) alakitottunk
ki, ahol a parbdl egyik kocat a kontroll (C-FT) a masik kocat a kezelt kisérleti csoportba (HP-FT)
soroltunk. Egy termékenyitési adagban 12 miszalmat hasznaltunk, amely termékenyitési
adagonként dsszesen 6x10° sejtszamot jelentett. A miiszalmakat elémelegitett (37°C, 30 perc)
vizfird8ben olvasztottuk ki, majd — hasonlé kérlilmények kozott elémelegitett és tartott —
mianyag mesterséges termékenyit6 flakonokban toltottlk és 80 ml Ext.l.-gyel higitottuk.
Minden kocat két alkalommal mesterségesen termékenyitettiink: az 1. Al a valasztast koveto 5.

napon reggel (06:00 és 08:00 6ra kozott) — kb. 12 draval az elsé medfigyelt allé ivarzast



kévetéen —, a 2. Al aznap délutan kb. 10 6raval az 1. Al-t kbvetéen. 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 — elésikositott szivacsos végd,

hagyomanyos cevikalis termékenyit6é katétert hasznaltunk hormonalis kezelések nélkul.

Eredmények

Az els6 in vitro kisérletiinkben informaciot kaptunk arrél, hogy az ondévételt kdvetd
higitas utan (Ext.l.) szobahémeérsékleten (RT) végzett egyszeri 80MPa kezelés — fliggetlentl a
nyomas idejétél — vagy a légkdri nyomason valo tarolas RT-n (ATM, kontroll) mar a
mélyfagyasztast megel6z6en szignifikdnsan ronté hatassal bir a TM% (P<0,001) és/vagy a
PM% (P<0,05) aranyara, amig ezt az azonos koérulmények 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 id6étartama is hatassal volt (P<0,05). A legnagyobb TM% értékeket a
40MPa:120 perc kezeléssel értuk el, de a legnagyobb mértéki javitd hatas — a kontroll ATM
mintakhoz képest — a 40MPa:80 perc kezelést kdvetden jelentkezett. Hasonldé eredményt
kaptunk a PM% esetében is, de a 40MPa:80 perc kezelés javitdé hatasanak mértéke
szignifikdnsan nem (P>0,05) kulénb6zétt a 40MPa:120 perc kombinaciétél. Eredményeinkbdl
megallapithattuk, hogy az ondokezelés soran a spermiumok dinamikus rendszerként
“viselkednek” a rajuk haté HP kezeléssel szemben és a tapasztalati uton felallitott nyomas:idé
matrix kisérleti kombinaciokbdl a legidedlisabb javité hatds a 40MPa:80 perc HP kezeléssel
érhet6 el.

A masodik in vitro kisérletlinkben a HP2-vel és a HP3-mal lehetett a legnagyobb TM%-
ot és az ATM csoporthoz képest szignifikans (P<0,05) névekedést elérni. A tébbi HP kezelési
mod és az ATM mintak in vitro paraméterei kozott (TM%, PM%, akroszéma-, fej- és
farokmembran) egyik esetben sem tudtunk szignifikans (P>0,05) kulonbséget megfigyelni. A
HP3 kezelés tdbb szempontbdl is elénydsebbnek bizonyult a HP2 kezeléshez képest. Egyrészt
a legnagyobb mértéki javitd hatassal rendelkezett a TM%-ban az egyéb HP kezelésekkel
szemben, masrészt az Ext.Il. higitas utani kisebb térfogat (10-15 ml) jelentésen megkdnnyitette
az ondomintak HP kezelését.

A harmadik in vivo kisérletiink soran a TM% (60,2+11,5 vs. 43,7+8,0), a PM% (25,6 +6,7
vs. 18,9+5,9), a vissza nem ivarzok aranya (86,2% vs. 64,7%), a vemhességi arany (82,3% vs.

60,8%) az 6sszes malac/alom (10,814,5 vs. 8,0+3,8) és az él6 malac/alom (9,414,2 vs. 7,3



+3,6) szignifikansan (P<0,05) nagyobb volt a HP-FT, mint a C-FT csoportban. A fialasi aranyban
a kisérleti csoportok kdzott nem szignifikans (P>0,05), de szambeni ndvekedés (78,4% vs.
58,8) volt megfigyelheté. A HP-FT kocacsoportban a vissza nem ivarzas kdzel harom és félszer
(Fisher teszt, OR=3,3), a vemhesilés 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 kuloénbség (P>0,05) volt mind a két kisérleti csoportban a vemhesult és a nem
vemhesult kocak termékenyitésére felhasznalt adagok TM%-a és PM%-a kozott, valamint a
TM%, a PM% értékei és az 6sszes malac/alom koézott is (Pearson féle korrelaciés egyutthato,
r=0.11-0.20). Habar mindkét csoport malac/alom szama csokkent — kb. 15%-kal a fialastol a 42.
napig —, azonban a élé malac/alom szamaban tovabbra is megmaradt a szignifikans kilénbség
(P<0,05) a HP-FT csoport javara. A malacok testtémegében sem a fialaskor, sem az ezt kévetd

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

Kovetkeztetések

Kilonb6zé modositott mélyfagyasztasi protokollokat, higitokat, csomagolasi formakat,
mesterséges termékenyitési technoldgiakat —  spermiumszam/termékenyitési adag,
termékenyité adagok szamalivarzas, termékenyités ideje a ciklus soran, a termékenyitd katéter
tipusa (Ul, DUI), hormonalis szinkronizacié és ovulacié indukcié — lehet alkalmazni annak
érdekében, hogy a mélyfagyasztott onddval a friss spermas termékenyités eredményeit
megkodzelitsik és/vagy elérjik. Napjainkban a megfelel6 min6ségli mélyfagyasztott ondo
el6allitdsahoz modern eszkozokkel felszerelt androldgiai laboratériumokra, magas szinti
szakmai ismeretekre; a felhasznalasahoz kell6 mérték(i elfogadasra és tapasztalatra —
kuléndsen telepi viszonyok kdzott - van sziikség. A legszélesebb kdrben alkalmazott “standard”
mélyfagyasztasi technolégiaban a rdvidebb (2-4 6ra) vagy hossszabb (12-15 éra) ideig tartd
ondokezelés (higitasok, centrifugalas) hémérséklete 15-17°C. Ezt kdveti a 4-5°C-ra vald hités,
ahol az ondét a krioprotektansokat tartalmazd mélyfagyasztasos higitoval tovabb higitjak,
equibrilldljak  (1,5-2,5 o6ra), majd szalmaba toltik és mélyfagyasztjdk. Androldgiai
laboratériumunk nem rendelkezett hiitheté centrifugaval és programozhaté mélyfagyasztéd
berendezéssel, ezért az onddkezelés és mélyfagyasztas lépéseit a HP kezelés kiegészitéssel
megvaltoztattuk. A valtoztatds nem eredményezhette a spermiumok szamara karos
hémérséklet ingadozas kialakulasat, ezért a mélyfagyasztast megel6z6 valamennyi lépést

(centrifugalas, higitasok, HP kezelés, higitas mélyfagyasztott higitdval, miiszalmaba toltés) az



aktualis szobahémérsékleten (20-27 °C) végeztik, majd ezt kdvette a tovabbi hiités (15°C-ra 1
Ora és 5°C-ra 2 o6ra) és a mélyfagyasztas. Az elsd és a masodik in vitro kisérletlinkben a
spermakezelés soran mért els6é motilitasi eredményekb8l megallapithattuk, hogy az
ondokezelés soran a spermiumok dinamikus rendszerként “viselkednek” a rajuk haté HP
kezeléssel szemben és bizonyitottuk, hogy a tapasztalati uton felallitott nyomas/idé matrix
kisérleti kombinacidkbdl a legjobb javitdé hatas RT-n az Ext.Il. higitas utani 40MPa:80 perc HP
kezeléssel érhetd el. Az in vivo kisérleteink soran a mesterséges termékenyitésekre olyan
ejakulatumokat C-FT és HP-FT mintait alkalmaztuk, ahol a HP-FT mintakban a TM%>40 volt.
Ez a valasztott hatarérték 6sszhangban volt a mélyfagyasztott sertésondét felhasznald telepi
kisérletek hatarértékeivel, ami az in vivo kisérletinkben a HP-FT mintaink esetén 85,7%-0s
(42/49), a C-FT mintaink esetén 53,1% (26/49) sikerességi aranyt jelentett. A HP kezelések a
C-FT ejakulatumokhoz képest a mélyfagyasztas sikerességét ndvelték. Arra a kérdésre, hogy a
HP kezelésnek javitd hatasa csak a mddositott mélyfagyasztasi protokollunkban érvényesiil-e
vagy esetlegesen egy standard mélyfagyasztasi rendszerben is hasonldé eredményt képes
nyujtani, a jelen kisérleti elrendezéslnkben nem lehetett valaszt adni. Ennek igazolasara a HP
tovabbi vizsgalatara lenne szikség a két kulonb6zé mélyfagyasztasi modszerben. A
spermiumok mozgasa egyes szerzOk szerint fontos és hasznalhaté indikatora lehet a
spermiumok termékenyitd képességének, azonban a mozgas é€s a szaporodasbioldgiai
paraméterek kozotti dsszefliggés a friss és a mélyfagyasztott ondd esetében is még sok
esetben nem egyértelmi ill. ellentmondasos. Szamos termékenyitési kisérlet soran sem talaltak
szignifikdns kapcsolatot a kiolvasztas utani TM% és a szaporodasbioldgiai paraméterek kozott.
A mozgas nagysaga és a szaporodasbioldgiai paraméterek kozotti eltéré megfigyelések arra
engednek kovetkeztetni, hogy a mozgas nagysagan tul mas patramétereknek is hasonlo vagy
fontosabb szerepe lehet a jovében az ejakulatumok ill. kanok termékenyité képsességének az
elérejezésében. In vitro kisérletink 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
vemhességi arany és az 6sszes malacszam/alom szignifikdnsan nagyobb volt a HP-FT, mint a
C-FT csoportban, mikézben egyik kisérleti csoportban sem volt szignifikans kilénbség a
vemhesult és a nem vemhesult kocak termékenyitésére felhasznalt termékenyité adagjainak
TM% és PM%-ban. Tovabbi nagyon gyenge korrelacié mutatkozott a TM%, PM% értéke és az
Osszes malac/alom koézott is. Habar a HP kezelés ndvelte a mozgast és javitotta a
szapodasbioldgiai mutatokat, de e két javitott érték kdzott nem lehetett kdzvetlen kapcsolatot
vonni. Az egyes vizsgalati id6pontokban (fialaskor, valasztaskor és a valasztasztast kovetd

ketté hét mulva) a testttmegben és a malacok szamaban mért nem szignifikans kilonbség azt



mutatja, hogy a HP kezelésnek nem volt negativ hatdsa sem a malacok tulélésére, sem a
testtdmeg gyarapodasra. Az in vitro és in vivo kisérleteink soran kapott eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a HP kezelés — a mozgasra kifejtett javitd hatasan tul — hatassal
lehet a spermiumok mas életfunkcidira is, ami a javuld szaporodasbiolégiai eredményeket
eredményezi. Ezek a megfigyelések szoros dsszhangban vannak a fennti és a HP kezeléssel
kapcsolatos korabbi tapasztalatokkal — a szubletalis stresszel kezelt sejtek mélyfagyasztasa
soran megfigyelt magasabb tulélés —, de a HP szerepének pontos alatamasztasa tovabbi
vizsgalatra szorul. A mélyfagyasztott ondot felhasznalo telepi kisérletek tobbségében
elfogadhaté szaporodasbiolégiai eredményeket programozott fagyasztoberendezésekkel,
ovulacio szinkronzaciéval, DIU-val vagy ezek egyuttes alkalmazasaval értek el. Mindannak
ellenére, hogy eltértink a standard mélyfagyasztasi protokolltél és cervikalis termékenyitést
alkalmaztunk ovulacié indukcié nélkidl; a HP-FT csoportban elért 78,4%-os fialasi arany és a
10,8 Osszes malac/alom a korabbi tanulmanyokhoz hasonlé és tenyésztési szempontbdl is
elfogadhaté eredményeket adott (fialasi arany: 51-78%, 6sszes malac/alom: 8,0-12,5). A
mesterséges termékenyitéseink soran az egy termékenyité adagban felhasznalt sejtszam a
valamikori legmagasabb volt. Nem rendelkeztiink korabbi, mélyfagyasztott sertés ondét
alkalmazé gyakorlati tapasztalatokkal, ezért a valamikor hasznalt legmagasabb termékenyitési
sejtszamot alkalmaztuk (cervicalis termékenyités 100 ml term. adaggal és 6x10%sp/term. adag).
Habar a termékenyités soran esetlegesen el6forduld visszafolyasbol és a mélyfagyasztas
karosité hatasabdl szarmazd sikertelenséget kivédtik — a friss ondét alkalamzoé
termékenyitéskhez 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 immunreakciéjanak mértékét. A mélyfagyasztott
ondo gyakorlati felhasznalasaval kapcsolatban napjainkban mar szamos tapasztalat és igéretes
eredmény sziletett. Ezt az ismeretanyagot tovabb bdvitettiik a innovaciénk soran szerzett
tapasztalatainkkal, amikor a mélyfagyasztast megel6z8 HP-val kivaltott szubletalis
stresszkezeléssel, moddositott mélyfagyasztasi protokollal és cervikalis mesterséges
termékenyitéssel javitott szaporodasbiolégiai eredményeket értink el. Tovabbi in vitro
vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy jobban megértsik a HP kezelésnek a spermiumokra
kifejtett hatasat, amely 0j lehet8ségeket nyithat az eredményesebb és gazdasagosabb

felhasznalashoz és a technoldgiai fejlédéséhez.
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