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1.BEVEZETES

Az emberi népesség-novekedésnek, mely az 1950-es éveket kdvetden, az elott soha nem
tapasztalt mértékben ugrott meg egyik feltétele volt, hogy kialakult egy olyan konvencionalis
allattenyésztés, mely képes az addigiakhoz képest kisebb hozzaadott értékkel, nagyobb
mennyiségli és egész évben elérhetd allati terméket eldallitani (Oldenbroek, 2007).

A fogyasztoi sziikségletet kielégitve hoztak 1étre a modern fajtakat és hibrideket, melyek
a magas termelési képességiliknek koszonhetden az egész vilagon elterjedtek, ilyen tekintetben
ezeket az allomanyokat nevezhetjiik invaziv fajtaknak is (Hoffmann, 2010).

Az intenziv fajtdk, hibridek mellett az Gshonos allomanyok hattérbe szorultak,
veszélyeztetetté valtak, esetleg kihaltak, mellyel a genetikai sokféleség keriilt veszélybe
(Delany, 2000). Oshonos héziallat fajtaink fenntartasa nem csak a bioldgiai sokféleség
fenntartdsa miatt fontos, hanem folyamatosan valtozé kornyezetiinkben idovel eldtérbe
keriilhetnek olyan tényezok, melyekhez az dshonos, régebbi fajtak jobban alkalmazkodtak, igy
potencialis keresztezési partnerként is tekinthetiink ezen fajtakra (Szalay 2017).

A hazi tyak faj (Gallus gallus domesticus) esetében is a haziasitas és a faj elterjedése
soran kialakult extenziv fajtak adtak az intenziv fajtak, hibridek kialakuldsdnak alapjat (Tixier-
Boichard et al. 2011). A fent emlitett folyamatok vilagszerte jellemzdek a mai hazi tytaktartasra
1s, mind a tojastermeld, mind a hastermeld allomanyokban.

A vilag hazi tylakpiacat, ha vizsgaljuk, el kell kiiloniteniink a hishasznu, elsésorban
broiler allomanyokat, illetve a tojastermeldket. A vilag broiler dlloméanyéanak csaknem egésze,
minddssze 2 fajtara vezethetd vissza, ezek a cornish €és a plymouth (Hoffmann 2005). A
tojoallomany szinte csupan a leghorn, a rhode island és plymouth fajtaktol szarmaznak (Benk
2019).

A FAO Domestic Animal Diversity Information System (DAD-IS) nevii adatbazisaban
szerepld, Eurdpaban €s a kaukazusi régioban tartott hazi tytk fajtdk (melyekrdl van informacio)
csupan 22%-a nem veszélyeztetett, 64%-uk veszélyeztett, mig 14%-uk mar kihalt 2022-re (http
1).

Annak érdekében, hogy a meglévd, egyedi genetikai potenciéllal rendelkezd hazi- és
haszonallatfajtak, igy az dshonos hazi tyuk fajtdk tovabbra is fennmaradhassanak sziikség van
intézményes formaban megvalositott génmegorzési programokra, melyeknek génbankjai mara
mar vilagszerte 6rzik a kiilonboz6 fajtakat. Magyarorszagon az ¢shonos baromfifajtak ex situ
in vivo, illetve ex situ in vitro génmegdrzését a Nemzeti Biodiverzitas- és Génmegorzo

Kozpontban végzik. Jelen vannak a kiilonb6z6 fajtak €16 elit allomanyai, melyeket egymastol



elzarva kiilon-kiilon istallokban helyeznek el, az eredeti ,természetes kornyezetiikbol”
kiemelve (ex situ in vivo) (Szalay 2017). Az ex situ in vitro génbankban folyékony nitrogénben
mélyhttott formaban taroljak az allomany ondomintait. Ezen in vitro tartositasi mod a
legelterjedtebb a vilagon. Ennek egyik oka, hogy madarak esetében a petesejt megalecitalis
volta, jelen ismereteink szerint nem teszi lehetové a mélyhiittést és felolvasztast kovetd
megtermékenyitést, ezért kifejlett ivarsejtek koziil csak a himivarsejtek johetnek szamitasba.
Viszont igy, mivel a madarak esetében a heterogametikus ivar, ezért a néivari (9:ZW, &: 2Z) W
kromoszoma tartositasainak modja jelentdés lehetne (Blesbois & Labbé 2003). Ezzel
kapcsolatban mar sikeresen mélyhiittottek majd olvasztottak fel jelentds karosodds nélkiil,
illetve transzplantaltak, baromfi embriondlis sejteket és petefészek-szoveteket is, am ezen
eljarasok még kevéssé kidolgozottak, és nehezen alkalmazhatoak jelenleg a gyakorlatban (Song
& Silversides 2006, Tajima, 2002, Liu et. al. 2013).

Ebbdl adddodan jelenleg az ondomélyhiités a leghatékonyabb az dshonos baromfi fajtak
orokité anyaganak hosszutdva taroldsara a gyakorlatban. A FAO ajanlasa a hazi tyuk
ondémélyhtitésére 2 modszert javasol. Az eddigi kutatdsok igen valtozatos eredményeket
produkaltak a kiilonbdz6 ondomélyhiitési protokollok alkalmazasa kapcsan a baromfi fajok, sot
fajtak esetében is (Végi et. al. 2017a).

Annak érdekében tehat, hogy a kiilonboz6 fajok és fajtak specifikus igényeinek a lehetd
legjobban megfeleld, €s a rendelkezésre alld technoldgiai hatteret maximalisan kihasznalo

ondomélyhtitési protokollt hozzak 1étre, elengedhetetlen a folyamatos kutatés és fejlesztés.

1.1 Célkittizés
A kutatdsom célja, hogy az 6shonos magyar kakasok ondomélyhiitési eredményeinek
fejlesztése érdekében, vizsgaljam a mélyhiités soran alkalmazott ondohigitdban, a spermiumok
oxidativ stresszel szembeni védelmét feltehetden javitd antioxidans-kiegészités hatasait a
mélyhiités utan felolvasztott spermiumok mindségére. A kutatasban hasznalt antioxidansok az

L-karnitin és a szericin voltak.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az 6shonos magyar tyak

Vizsgalatainkat a fogoly szinti magyar tyuk kakasain végeztiik, ezért sziikségesnek taldlom
ezen fajta, illetve a magyar fajtakat bemutatni.

Az 6shonos magyar tyukfajtak két csoportra oszthatok, ezek a magyar tyuk fajtdk és az
erdélyi kopasz nyaku tyukfajtak. A két csoport kozti elsészamu kiilonbség az erdélyiekre
jellemzd teljesen csupasz nyak, illetve szarnyuk valamivel hosszabb és hegyesebb, melliik
pedig kerekebb, valamint torzsiik és tojasuk is nagyobb, mint a magyar tyukfajtaké. Egyezo
tulajdonsaguk a kettds hasznu jelleg, ennek megfeleléen a tyukok 2,0-2,3, a kakasok pedig 2,5-
3,0 kg tomegiiek. Tojastermelésiik elérheti az évi 140-150 db-ot. A hazai klimatikus és
okologiai kornyezethez legjobban alkalmazkodott fajtdk, ennek megfeleléen élelemkeresd
képességiik kivalo. Erdsen jelentkezik esetiikben a ,roghatds”, Vérmérsékletiik élénk.
Csontozatuk vékony, de erds. HusminOségiik kivalo, bar szerény husformakat mutatnak
(Szalay, 2015).

A magyar tyuk kiilsé tulajdonsagaira altalanosan jellemz6, hogy kozéphosszl torzsiik,
kissé hengeres. A tyukok egyenes, hosszi, mig a kakasok rovidebb ivelt hattal rendelkeznek.
Melliik telt, domborua és széles. Jellemzdjiik a magasan tlizott szarny, a kozéphossza labak,
melyek tobbnyire sargak, az igen fejlett tojohas, a tulfejlett faroktollak és a testhez simuld
tollazat. Kis fejjel, dombort koponyaval, rovid és erds csorrel, illetve élénk szemmel
rendelkeznek. Taréjuk kozépnagy egyszerli flirésztaraj, mely hatra nyulik és felallo, tyukok
esetében gyakorta megd§lt. All- és fiillebenyiik élénkvords és kerekded (Szalay, 2015).

Mivel a magyar 6shonos tytkfajtdkra az idék soran csupan kevés nemesité munka hatott,
ezért ma, mint géntartalékokként tekinthetiink rajuk, és ezen tulajdonsdguk nemzetkozi
szempontbdl is értékelhetd (Bodo, 2001).

A ma ismert hét Oshonos magyar tyukfajtar6l, igy a sarga, fehér, kendermagos és
fogolyszinti, illetve a fekete, fehér és kendermagos erdélyi kopasz nyakt tyukfajtarol
elmondhat6, hogy igen heterogén szarmazasu fajtacsoportrdl van szo6 (Szalay, 2015).

A fogolyszinli magyar tyuk a tobbi fajtahoz képest kevésbé egységes allomanyu, mivel
mentett kis 1étszamu allomanyat csak az 1990-es években sikeriilt fellelni Gyongyospatan, és
addig az eredetinek mondhat6 parlagi fajtara, sok kiilfoldi fajta is hatassal volt. igy addigra a
fajta majdnem teljesen eltiint. A fajtamentésnek koszonhetéen 2004-ben elismert fajta lett,

melynek elit dllomanyat G6dollon €s Debrecenben is fenntartjak (http 2)



A fajta jellegzetessége a fogolyszinii tollazat, melynek megfelelden a kakas fejtollazata
narancsvoros, nyereg- és nyaktollazata aranysdarga, mell, comb és hastdjékain a tollak feketék.
Fekete faroktollai zolden zomancozottak. A tyuk alapszine barna, evezétollai feketék vagy
barndk, illetve barna tollai rajzolatosak, mely a nyak, mell és szarnytollak esetében
kiefejezettebb. Csor- és labszine fehér, husszinli vagy sarga (csér lehet barnan pigmentalt).

Szeme narancsvords. Taréja, arca, all- és fiillebenye vérpiros (1.4abra) (Szalay, 2015).

1. dbra: Fogolyszinii gyar k (kakas)
(Foto:NBGK-HGI)

2.2. A himivaru madarak szaporodasbioldgiai sajatossagai

A madarak szaporodasbiologiai sajatossagai szamos tulajdonsagban térnek el az
emlOsokétol, ezért érdemes az, ondomélyhtitési és -vizsgalati protokollokat is befolyasolo

kiilonbségeket bemutatni.

2.2.1. A him ivari késziilék jellegzetességei

A madarak esetében a himivarban is szamos, a spermavételt, ondémélyhiitést és
mesterséges termékenyitést is befolydsolo sajatossag mutatkozik, melyeket érdemesnek tartok
bemutatni.

A madarakban a herék nem a hasiiregen kiviil a scrotum-ban talalhatok, hanem a
hasiiregben, a vesék cranialis polusa felett az abdomindlis 1égzsakokban kapnak helyet
(Péczely, 2013), igy az emldésokre jellemzo, heréket és mellékheréket érintd levegd altali
hdszabalyzo hatas nem érvényesiil. A madarak heréi és mellékheréi testhomérsékleten (~40°C)

miukddnek (Williams, 1958).



A madararak mellékheréinek nincs akkora szerepe a spermiumok tarolasdban, mint az
emlésoknél, mert ezen funkciot itt az onddvezetd tolti be. (Clulow & Jones 1982). A
spermiumok a madaraknal csupan néhéany orat tdltenek a mellékherében (japan fiirj: 2 6ra), mig
emlosoknél ez az id0 1-2 hét, ez alatt emldsoknél megtorténik a mellékherei maturacio
(Cornwall & Hann 1995), ami alatt a spermiumok ostorozo mozgasa fejlédik ki (Morton et. al.
1978), illetve a plazmamembran lipid- és fehérje-Osszetételében is valtozasok torténnek (Jones
1998). Ezen érési folyamat elengedhetetlen a spermiumok termékenyitoképességének
kialakulasahoz. Ehhez képest ezek a folyamatok a madarakban nem ennyire
nélkiilézhetetlenek, hiszen a kozvetleniil a herékbdl vett spermiumokkal is képesek voltak, az
infundibulumba torténd inszeminaldssal termékeny tojast eldallitani (Howarth 1971). Viszont
madaraknal is kimutattdk, hogy a mellékherékben a spermiumok motilitdsa erdsen
megndvekedett, japan flirjekkel végzett vizsgalatban (Nixon et.al. 2013).

A madarak him ivari traktusaban nem alakultak ki az olyan, emldsokre jellemzd jarulékos
mirigyek, mint a prosztata, a Cowper-mirigy vagy az ondoholyag, melyek valadéka adna az
ondo plazma frakciojat, vagyis az ondofolyadékot, helyettiik az ivari késziilék bizonyos
részeninek mirigyes hamja termeli azt (Fujihara, 1992).

Az elsédleges ondofolyadékot a herében, a herecsatornacskék rete testisbe torténd
csatlakozasa elotti szakaszan talalhatd modosult Sertoli-sejtek termelik. A kovetkezd
valadéktermelé elemek a rete testis-ben talalhatok, ahol jelentés a hamsejtek
spermiumtormeléket és mas anyagokat érintd fagocitézisa. Tovabb haladva az ond6 a
mellékherébe kertil, itt a bearamlott folyadék 86%-0s visszaszivasa torténik. A mellékhere
ductus epididimis részében ujabb, fehérje tipust valadék adddik az onddhoz, mely a
spermiumokra tapadva azok sejtkdpenyét (cell-coat) adjdk. Az ondovezetoben a termelt
fehérjevaladék hatasara tovabb nd a sejtkopeny, illetve itt fontos szénhidrat-kivalasztas is
torténik. Az egyes fajokban el6fordulnak mas szekrétumok is, &m ezek a hazi tyuk esetében
nem relevansak (Aire, 1982, Kwon, et.al. 1997, Péczely, 2013)

A madarak parzoszerve (phallus-a) is alapvetéen kiilonbozik az emldsok péniszétol,
ugyanis a legtobb madar faj nem rendelkezik parzoszervvel. Azon fajokat, melyeknek van
phallusa két csoportba sorolhatjuk. Az egyik csoport a kidlthetd parzdszerviiek (phallus
protrudens), ide tartoznak a baromfifajok koziil a hazi kacsa, a pézsma réce és a lud. A masik
csoport pedig a nem kidlthetd parzoszerviiek (phallus non protrudens), melyhez tartoznak a
tytikalkatuak, igy a hazityuk, a filirj, a pulyka vagy a gyongytyak. Mindkét parzoszervtipus

esetében az ondod néivari klodkan keresztiili vaginaba torténd juttatasat a parzészerv oly modon



segiti, hogy az ondd annak feliiletén egy, az erekcid soran kialakult arkon, esetleg csdvon
keresztiil folyik ki. Ezen sajatossagnak igen nagy jelentdsége van a spermavétel soran

(Péczely 2013).

2.2.2. A madarspermiumok jellegzetességei

Nem csak az genitdlis szervek, hanem a spermiumok sajatossagaiban is adddnak
kiilonbségek a madarakat és az emldsoket szembe allitva, melyeket célszerii jelen dolgozat
kapcsan kiemelni.

A madarspermiumok felépitése leginkabb a hiillokére hasonlit, viszont az emldsokétol
sem tér el nagy mértékben. Emellett az egyes madarfajok spermiumszerkezetét 6sszehasonitva
igen nagy variabilitdst tapasztalhatunk (Péczely, 2013)

Kiilonbség van az emlds és madar spermiumok alakja kozott, ugyanis az emlés6knél
megszokott ovalis spermiumfejhez képest a madarak himivarsejtjei fonalas alaktak, melynek
gyakorlati jelent6sége az onddvizsgalat kapcsan mutatkozik meg, ugyanis az eredetileg
emlésspermiumokra kalibralt szamitogépes elemzdészoftverek (CASA — Computer-assisted
sperm analisis) az ovalis spermiumfejet képesek nagypontossaggal kovetni, mig a
madarspermiumok vékony fejét nehezen (Santiago-Moreno et. al. 2016).

A madarspermiumok sajatossaga, hogy az emldsokre jellemzo, a fejet €s a kozépdarabot
0sszekotd nyaki rész vagy csatld nem jelenik meg, igy a két rész egyszeriibben kapcsolddik
egymashoz (Grigg és Hodge, 1949).

A madar- ¢és emldsspermiumok kozott kiilonbség van azok mélyhiitéssel és
felolvasztassal szembeni tolerancidjuk kapcsdn. A madarspermiumok ugyanis érzékenyebben
ilyen téren az emldsokéhez viszonyitva, Ennek els6szami oka, hogy a madarak
spermamembranjaban nagyobb ardnyban vannak jelen tobbszordsen telitettlen zsirsavak
(Polyunsaturated fatty acid — PUFA) (Darin-Bennett & White, 1977; Santiago-Moreno et al.,
2012). Ezen PUFA-k jobban kitettek a reaktiv oxigén gyokok (ROS) karos hatasainak,
hajlamosak a peroxidacidra, mely a spermiumsejtek pusztulasat okozza (Fujihara & Howarth,
1978; Jones, & Mann, 1973; Kim, & Parthasarathy, 1998). A mélyhiités és felolvasztas soran
az ondo karos ROS-koncentracidja pedig megnd. (Lasd.: Antioxiddns védelmi rendszer) (Surai
et. al. 1998a).

Spermiogenezis kapcsan is meg kell emliteni néhany, a két osztaly kozotti kiillonbséget.
A spermiogenetis, mely madaraknal az Osszefliggd és egymasba torkolld herecstornacskak

hamjaban helikdlis lefutdsu ciklusok formajaban torténik (Péczely, 2013). A spermio-



morfogenezis emldsokre jellemzé 14 stadiuma helyett 10 stddiumban valdosul meg a
spermiumtermelés (Aire, 2007). Ezen ciklusok hossza emldsokben kb. 11, mig japan fiirj
esetében 2,7 nap-ig tartanak (Lin & Jones, 1990, Lin et. al. 1990). Egy spermium,
spermatogoniumbol torténd 1étrejotte madarak esetében gyorsabb, mint emldsoknél,
gyongytyuk, kakas és néma kacsa esetében kb. 14, mig bikaknal 37 napig tart (Noirault et. al.,
2006).

2.3. Génmegorzés

Mivel a bemutatni kivant kutatds célja tulajdonképpen az 6shonos magyar kakasok
fajtavédelmének egy lehetséges fejlesztése, ezért érdemesnek tartom a génmegorzést réviden
bemutatni.

A génmegodrzés, fogalom szerint a genetikai eréforrasok védelmét jelenti. Ez alapjan a
génmegoOrzeés alanya lehet barmely olyan él6lény vagy él6lénycsoport, melynek fennmaradasa
kiilonb6z6 koriilmények okan kérdéses, viszont valamilyen értéke miatt fenntartasa sziikséges.
Ilyen ok lehet 6kologiai, gazdasagi vagy egyszeriien a bioldgiai soksziniiség fenntartasa (http
3).

Allattenyésztési szempontbol vizsgalva a génmegdrzés elsdsorban a kiilonbozd
haszonallat fajtak, illetve azok fajtavaltozatainak meg0Orzését jelenti, a kdvetkezékben ezen
aspektusbol szeretném a génmegdrzést bemutatni.

Az ENSZ 1992-es Rio de Janeiro-i Kornyezet ¢és Fejlodés Konferenciajan
megfogalmaztak, hogy a haziéllatok is a védendd biologiai értékek kozé sorolandok, melynek
azért volt nagy jelentdsége, mivel addig globalisan nem tekintették a biologiai sokféleséget
noveld tényezOnek az emberi tevékenység soran 1étrejott fajtakat, sem a kultirndévények, sem
pedig a hézidllatok vonatkozdsédban. Ez és az ehhez hasonl6d konferencidk és a biodiverzitas
fenntartasat segitdé nemzetkozi szervezetek létrejotte kovetkeztében az 1980-as évektdl 1)
korszak kezdddott az allattenyésztési géntartalékok védelmében, amikor a haziallatfajtak
fenntartdsa globalis kérdéss¢ valt. Ez a korszak valtotta fel az egy-egy orszag (pl.:
Magyarorszag, Franciaorszadg, Anglia) altal sajat fajtaikat fenntarté korszakot, illetve az azt
megel6z0, az egy-egy allattartd az dseitdl 6rokolt fajta védelmének idészakat (Bodo 1991).

Jelenleg vilagszerte a fajtak védelme tobbnyire a FAO iranymutatasai szerint zajlik (FAO,
2022).

Vilagviszonylatban hazank uttéronek szamitott az 6shonos haszonallataink védelmében,

ugyanis a magyar allami gazdasdgok mar az 1960-as évek soran elinditottdk a magyar sziirke



szarvasmarha, a racka juh és a mangalica védelmét (Bodo, 2001). Ezt kovetéen 1973-ban a
Mezbgazdasagi és Elelmezésiigyi Minisztérium hatarozatot hozott, mely eléirta a génbankok
megszervezését, mellyel kivantak csokkenteni a meglévd fajtak génvesztését (Szalay 2017).
Ezen génbankok jogutodjaiban végzik ma is az shonos fajtaink genetikai védelmét. Jelenleg a
feladatok koordinalasat a Nemzeti Biodiverzitas- és Génmeg6rzési Kézpont (NBGK) latja el,
mely az 6éshonos 35 allatfajta mellett a hazai ndvényi génbank 1étesitéséért is felel (http 3).

A génmeglrzés kapcsan meg kell emliteni, annak lehetséges formait. Ez szerint a
haziallat-génallomany megdrzése torténhet in situ és ex situ formaban. Az in situ génmegbrzés
soran az allatokat eredeti, a fajta kialakuldsdban szerepet jatszo, vagy ahhoz nagyon hasonl6
tartdsi és tenyésztési kornyezetben tartjak, erre példa jelenleg a nemzeti parkjainkban,
elsésorban a t4j fenntartasa okan tartott legeld haszonallatok. Az ex situ formaban torténd
génmegOrzés soran pedig az allatok allomanyat az eredeti kornyezetiikbdl kiemelve tartjak
fenn. Ezen génmegdrzési forma tipikus, intézményesiilt valtozatai a génbankok. A génbankok
ezen felill lehetnek in vivo-k és in vitro-k. Az in vivo génbankok esetében a megérizni kivant
génallomanyt ¢l16 formaban tartjak fenn. Ezen forma kiilonosen a kis 1étszamu, veszélyeztetett
populacidk esetében fontos, foként, ha nincs lehetdség szaporitdanyag hosszitavu tarolasara,
illetve, mert az ilyen kis 1étszamu allomanyok jobban ki vannak téve a genetikai sodrodas karos
hatasainak, ezért 1ényeges az ilyen populacidk tudatos tenyésztése €s novelése (Szalay &
Koppany, 2017, Woelders et. al., 2006) Az in vitro génbanki génmegdrzés soran a szaporito
anyagot laboratoriumokban mélyhiitve taroljdk. Ebben az esetben a tartositott anyag
legtobbszor ondominta, de lehet embrid, pete- illetve testisejt is. Az in vitro tartositas elénye,
hogy a minték a tarolas soran szdmottevo karosodas nélkiil képesek a génallomany hosszitava
megOrzésére, mikdzben nem veszélyeztetik kornyezeti viszontagsagok vagy betegségek. Ennek
természetesen eldfeltétele, hogy a tarolas soran végig fennmaradjanak a taroldsi koriilmények,
és a felolvasztast kdvetden képesek legyenek a mintak az eredeti funkcidjukat betdlteni. Ehhez
folyamatos raforditasra, figyelemre, technoldgiai hattérre és specidlis szaktudasra van sziikség
(Bodo, 2019). Az in vitro tartositas gyakorlati elonye még, hogy kisebb helyigényii, ehhez
kapcsolodoan szallitasa tobbnyire egyszeriibb az éldallat-szallitashoz viszonyitva, illetve az in
vivo allomanyok takarmanyozasi és technologiai fenntartasa is dragabb (bar ezt a piaci helyzet
jelentésen befolyasolja) (Bodo, 2001). Célravezetd €s a mindséget hosszitavon biztositd
génmegorzes a kiillonbozé modszerek integralt hasznalataval érhetd el (Szalay, 2017).

Az NBGK godolléi telephelyén ez emlitett integralt génmegdrzési szemléletnek
megfelelden tartjak fenn a 14 baromfifajtank génbanki allomanyat. Az in vitro génbank

allomanya 2014-6ta folyamatosan boviil ¢és fejlesztés alatt all, helyet adva ezzel a



Szaporodasbioldgiai Laboratorium tjabb és Gjabb kutatasainak, tobbek kozott jelen kutatasnak

is (http 3).

2.4. Az ondomélyhiités alapjai

Nem lehet pontosan megmondani, hogy az emberiség, a torténelem soran mikor kezdte
el hasznalni az alacsony hémérsékletet a kiilonbozo bioldgiai anyagok tartdsitasara. Viszont az
tudhatd, hogy mar Kr.e. 2000 koérnyékén Mezopotamiaban az ételeket htitdhazakban
tartositottak, tehat mesterségesen, kiilon technoldgiat alkalmazva 6rizték meg a szamukra
fontos bioldgiai anyagok mindségét (Forbes, 1958).

Az ondo, mint biologiai anyag elsé feljegyzett mélyhiitése 1776-ban tortént, ekkor
Lazzaro Spallanzani 16spermiumokat hiitott ho segitségével, és megfigyelte, hogy azok hideg
hatasara mozdulatlanna, majd felolvadas utan 0jbol mozgékonnyéd valnak. Ezen empirikus
ismeretnek akkor gyakorlati hasznat nem vették (Spallanzani, 1776). Molisch 1897-ben
kimutatta, hogy a sejtek krioprezervalas soran bekdvetkezé pusztulasat az azokban képzodd
jégkristalyok okozzék.

Az 1900-as évek elsd felében eldtérbe keriild mesterséges termékenyitéssel kapcsolatos
kutatasok soran sziikségessé valt az ond6 mintak tarolasa, annak érdekében, hogy az ondovétel
sziikségszeriien ne kozvetleniil az inszeminalast megeldzden torténhessen, ezért sziikség volt a
spermiumok mindségét megdrzé anyagokra és modszerekre. Az elsd ilyen spermavédd anyag
a tojassargaja volt, mellyel 150-180 6ran at 10 °C-on képesek voltak a bikaspermiumok
termékenyitd képességét megorizni (Phillips & Lardy,1940). Az els6 sikeres ondomélyhtitést
¢s felolvasztast Luyet & Hodap végezte (1938) vitrifikacids technikdval békaondoval,
folyékony levegd hiit6kozeggel szachardzos tapoldattal. 1940-ben kelt ki az els6 mélyhtitott
majd felolvasztott ondoval termékenyitett hazi tyuk csibe Shaffner és munkatarsai (1941)
kisérlete soran. A hasznalt ondot fruktéz oldatban -6°C-on 30 masodpercig tartottdk fagyott
allapotban. Emellett képesek voltak — 76°C-on torténd mélyhiitéssel 52 nap utan életképes
spermiumot kimutatni, bar az mar termékenységet nem eredményezett.

Nagy attorést jelentett Polge és munkatirsai (1949) kutatasa, melyben a glicerol
krioprezelvalas kozbeni spermavédd tulajdonsagat fedezték fel, igy a glicerol lett az elsé nagy
hatékonysaggal alkalmazhat6 krioprotektans.

Annak érdekében, hogy egy magas biologiai értékli apaallatnak minél tobb utddja
sziilethessen, sziikséges a korlatolt mennyiségli ondojat higitani, mindezt olyan ondohigito

oldattal lehet elérni, mely segiti az ondomindségét fenntartani. Ehhez fajonként kiillonb6z6



receptarakat hoztak 1étre, de az oldat anyagainak funkcioja mindegyikben azonos. Az oldatok
olddészere minden esetben viz, mely fizioldgias koncentracioban tartalmaz sot, puffereket a
szilkséges  kémhatds  kialakitasahoz,  tdpanyagot  (cukrokat) a  spermiumok
energiasziikségletének kielégitésére, kiegésziilhet a mikrobak szaporodasat gatlo anyaggal,
illetve krioprotektanssal (Donoghue & Wishart, 2000).

Mivel a sejtek miikodésének legfobb komponense a viz, ezért annak fazisvaltozasa és az
az altal okozott bioldgiai funkciok megvaltozdsa elemi jelentOségi a sejtek mélyhtitése és
felolvasztasa alatt, ezért ezen probléma adja a cryobiologia tudomanyanak targyat (Liu et. al.,
2013).

A mélyhiités és a felolvasztas alatt a sejtek jelentds stressznek vannak kitéve, melynek
komplex hatterét pontosan ma sem ismerjik (Pegg, 2014), viszont alapvetd tényezdi az
ozmotikus nyomaskiilonbség-valtozasok, a valtozo membranfesziilés és
membrantulajdonsagok, a keletkezd intra- és extracelluléris jégkristdlyok okozta kozvetett és
kozvetlen karositasok, a sejt és a sejtszervecskék membrankarosoddsa, valamint a hasznalt
kryoprotektansok esetleges negativ hatasai (Parks & Graham, 1992).

A mélyhités soran megkiilonboztetiink kritikus hdmérsékleti tartoméanyokat, az els6 ilyen
a +15 és -5°C kozotti tartomany, mely a membranokat alkotd lipidek és koleszterin
fazisvaltozasat €s ezaltal membran-szerkezetvaltozasat okozza, mely folyamatok esetenként
irreverzibilisek, ezaltal karosak. Ezt nevezik a sejteket éré hideg sokknak (Leibo et. al., 1996,
Ricker et. al., 2006). Ez a tartomany igen tag, hiszen ezen anyagok kiilonb6zé hdmérsékleteken
dermednek meg, illetve az egyes fajok membrandsszetétele is valtozé (Mandal et. al., 2014).

A kovetkezO és egyben legmeghatarozobb a 0- -45°C kozotti tartomany, ilyenkor
keletkeznek nagyobb tomegben a membranokat karositd és  hiperozmozikus
nyomasviszonyokat kialakité intracellularis, karos jégkristadlyok (Buss, 1993). A
jégristalyképzddés még ez alatt, -80°C-ig folytatodik a sejten beliili és azon kiviili térben, &m
ezennek karos hatdsa elenyészd. -150°C alatti hdmérsékleten a spermiumok karosodéasa a
legalacsonyabb, a folyékony nitrogénben, -196°C-on tartott ondé6 mindségromldsa minimalis
(Vajta & Nagy, 2006).

A felolvasztds sordn a spermiumok ugyancsak karosodhatnak, ugyanis a fagyaspont
koriili hémérsékleten ,,0jrakristalyosodas™ torténhet, 1j, nagyobb méretli jégkristalyok

képzdédhetnek (Fahy &Wowk, 2014).

2.4.1. Krioprotektansok



Azokat az anyagokat, melyek képesek a membranszerkezetet oly médon megvaltoztatni,
hogy azok permedbilitdsa novekedjen, és ez altal a sejtek viztartalma lecsokkenjen, igy gatolva
a karos jégkristalyképzddést, krioprotektansoknak (CPA) nevezziik (Barbas & Mascarenhas,
2009). Ilyen az elsOként felfedezett glicerol is. A krioprotektansokat két csoportba sorolhatjuk
az alapjan, hogy hol fejtik ki hatasukat, ezek a penetrald vagy intracellularis (PA), és a nem
penetral6 vagy extracellularis krioprotektansok (NPA). A penetralok kis molekulatomegiiknek
(100 dalton alatt) koszonhetden bejutnak a spermiumokba és igy dehidrataciot és
fagyaspontcsokkenést okoznak ott. Ezek koziil leggyakrabban hasznalt anyagok a glycerol
(Gly), a dimetil-szulfoxid (DMSO), az etilén-glikol (EG), és a propilén-glikol (PG). A nem
penetrald krioprotektansok a sejten kiviil okoznak hiperozmotikus nyomast, igy a sejtbol
ugyancsak vizkilépés torténik. Leggyakrabban alkalmazott NPA-k a polietilén-glikol (PEG), a
polivinil-pirrolidon (PVP), a raffindz, a szachar6z és a trechaldz. Az egyes krioprotektansok
magasabb koncentdciondl toxikusak a sejtek szamdra (foként a PA-k), ezért a kedvezd sejtvédd
tulajdonsadguk kihasznalasa ¢és toxikus hatasuk minimalizdlasa érdekében kiilonbozo
keverékeket hoztak létre, emellett az alacsonyabb koncentracidé mellett toxikusabb penetrald
kiroprotektansokat csupan kozvetleniil a hiitést megelézden fagyponthoz kozeli hémérsékleten
adjak a mintakhoz (Végi et. al. 2017b, Whaley et. al., 2021). Ezek mellett a kifejezetten
citotoxikus CPA-kat (jellemzden a glicerolt) a felolvasztast kovetéen sziikséges az ondobol

eltavolitani, mely miivelet karositja a spermiumok egy részét (Hammerstedt & Graham, 1992).

2.4.2. Mélyhtitési modszerek

Az ondomélyhiitési modszereket csoportosithatjuk, a tdrolas moddja €s a hiités és
felmelegités sebessége alapjan (Varadi, 2016).

Az ondomintadkat tarolhatok kriocsOben, miiszalmdban és pelletalt formaban. A
legelterjedtebb ezek koziil a miliszalmas tarolas, ilyenkor az ondomintakat miianyag (PP, PVC,
PETG) toltve taroljak, melyek térfogata madarondd esetében rendszerint 0,25ml (http 5,
Woelders, 2021). Kevésbé elterjedt technika a kirocsoves tarolas, ilyenkor az onddt zarhatd
mianyag edénybe toltik, melynek hiitése specialis, programozhatd mélyhiitd berendezésben,
vagy nitrogéng6z felett torténik. (Varadi, 2016).

A mélyhlités sebessége szerint alapvetden két hiitési protokollt kiilonitiink el, a
hagyomanyos (konvencionalis) fagyasztast, illetve a vitrifikacids (ultragyors) hiitési eljarast (Li
et.al. 2019). A vitrifikacios eljaras alatt az anyagot minimum 2500 (Palasz & Mapletoft, 1996),
de akéar 700000°C/perc sebességgel hiitik (Isachenko et. al., 2003), melynek kdvetkeztében a



sejtekben €s azokon kiviil nem alakulnak ki jégkristalyok, mivel nem all rendelkezésre elég 1d6
a vizmolekuldknak a kristalyszerkezet felvételére, igy azok amorf modon szilardulnak meg,
»uvegesedés” torténik, ebbdl kifolyolag ilyenkor nem fagyasztasrol és felolvasztasrol, hanem
hiitésrol és melegitésrol van sz6 (Bojic et. al. 2021). Ezen eljaras soran a sejtek karositasdban a
felmelegitéskor megjelend oxmotikus imbalansz jatszik szerepet (Morris, 2012). A vitrifikacids
eljarasokban novelik a mintdk viszkozitasat, illetve az alkalmazott krioprotektansok
szOvet, vagy egy petesejt esetében egyszeriibb, am ondonal ez nehézkes (Vajta, 2000). Mivel a
nagy koncentracidban alkalmazott krioprotektdnsok a felmelegitést kdovetden igen citotoxikus
hatastiak, és eltavolitasuk igen spermiumkarosito, ezért tjabban kisérleteznek krioprotektans-
mentes vitrifikdcioval, Akiyama és munkatarsai (2019) ,,superflash” technikaval képesek
voltak egér fibroblaszt sejteket sikeresen mélyhiiteni, majd visszamelegiteni.

A hagyominyos mélyhiitési protokollokat megkiilonboztethetjiik a  hiités
programozhatdsaga alapjan (Woelders, 2021). A programozott hiitési eljaras sordn az
onddémintakat tartalmazd specialis kriocsoveket vagy szalmékat programozhaté mélyhiitd
berendezésben hiitik, igy a kritikus intracellularis jégkristalyképzddést igyekeznek
kikiiszobolni a kiilonb6zd hiitési sebességek alkalmazasaval, ugyanis ilyen viszonylag lassu
hiités esetén az extracellularis térben képz6dd nagy méretli jégkristalyok miatt hipertonia 1ép
fel, ez miatt a sejtekbdl a viz kiaramlik, igy azokban a jégkristalyképzddés korlatolttd valik
(Amann ¢és Picket, 1987). A technologia legfobb hatranya a hiitd berendezés magas ara és a
rendszer relative nehéz kezelhetdsége (Vajta & Nagy, 2006).

Nem programozhato eljaras a nitrogén g6zos hiités, ilyenkor az ondoval t6ltott szalmakat
folyékony nitrogén folott meghatarozott magassagban tartjak, igy a magassag beallitdsaval
meghatarozhato a hiitékozeg (nitrogén gdz) hémérséklete. A moddszer ,,gyenge pontja” a
nitrogéngdzben keltett turbulencidk, ¢és a kiillonb6zd kiilsé hémérsékletek okozta
hémérsékletingadozas. Am erre szamos megoldas sziiletett, mellyel javitani lehetett a protokoll
ismételhetdségét (Woelders, 2021). A mddszer elonye a relativ alacsony tékeigény, €s a
rugalmas ¢és egyszerli hasznalat. Hatranya viszont a folyékony nitrogén okozta magas
munkavédelmi kockazat (Creemers et. al., 2011, Varadi, et.al.2019).

Masik nem programozhatd protokoll a pelletmoddszer, mely sordn 5-50 pL-es higitott
ondocseppeket csepegtetnek folyékony nitrogénbe, vagy szarazjég feliiletére, majd a keletkezd
pelleteket 0sszegyljtve taroljak. Az eljaras elonye, a legalacsonyabb eszkdz €s iddigénye,
illetve, hogy a hiitékozeg kozvetleniil a hliteni kivant anyaggal, ez esetben az ondomintaval

talalkozik, igy a taroloedény szigeteld, a hiitést lassitd hatdsa nem érvényesiil. Hatranya, hogy



a pelletek azonosithatosaga korlatos, emellett a hiités mértéke csak a csepp méretével
szabalyozhato, viszont extrém kis méretli csepp esetén vitrifikacid torténhet. Hatranya még,
hogy a folyékony nitrogénben tarolt pelletek térfogata a tarolds soran csokken, ami noveli a
spermiumpusztulast (Varadi et. al. 2019, Varadi, 2016, Woelders, 2021), illetve itt is jelen van
a folyékony nitrogén, mit munkavédelmi kockazat (Creemers et. al., 2011).

A httési protokollokat kovetden mindegyik esetben a spermiumok hossztavua tarolasa
folyékony nitrogénben torténik. A felmelegités iiteme altalanossadgban a hiités ilitemével
megegyez0, azaz gyorsan hitott ondot gyorsan, mig a lassan hiitottoket lassan melegitik fel
(Végi et.al., 2017b).

Az alkalmazott ondomélyhiitési modszer megvalasztasat az anyagi és infrastruktilaris
lehetdségek ismerete mellett a faj specialis igényeinek megfelelden kell megvalasztani. Az
emlitett mélyhiitési médok mindegyike megfelel a baromfik és azon beliil a hazi tyuk

spermiumok in vitro tartositasara (Barna et.al., 2008).

2.4.3. Ondomélyhttési technikék hazi tyuk fajban

Az elsd valoban sikeres ondomélyhiitési protokollt a hazi tyuk fajt illetden Lake és
Stewart dolgozta ki (1978), akik glicerol krioprotektanssal, lassu hiitési ratat alkalmazva 80%-
ondoban 2% ala kell csokkenteni, mely eljaras koriilményes és spermiumkarosito (Lake, 1968).
Ezért késobb tobb kutatds is foglalkozott a glicerolt kivaltd, kevésbé citotoxikus
krioprotektansok keresésével, és az azokhoz tartozd protokollok megalkotasaval (Végi et al
2017a).

Sexton (1980) 50%-os termékenységet produkalt az altala alkalmazott modszerrel,
melyben dimetil-szulfoxidot (DMSO) hasznalt kryoprotektansként. Késébb tobb anyagrol is
bebizonyosodott a krioprotektiv hatas kakasspermiumok vonatkozasaban, ilyen volt az etilén-
glikol (EG) és a dimetil-acetamid (DMA), ezekkel 55-64%-o0s, illetve a dimetil-formamiddal
(DMF) 75-85%-0s termékenységet értek el (Hiibner & Schramm, 1988, Tereshchenko, et.al.
1992). A programozott mélyhiitéses modszerek fejlesztésével az évek alatt sikeriilt javitani a
kiilonb6z6 krioprotektansok alkalmazasa mellett elért eredményeken, igy példaul Van Voorst
¢és Leenstra (1995) DMSO-val 82-90%-os, Ehling és munkatarsai (2012) pedig DMF és metil-
acetamid (MA) kombinalasaval tobb mint 80%-o0s termékenységrdl szamoltak be.

Pellet modszerrel Tselutin és munkatéarsai (1995), DMA hasznalataval 93-94%-0s

termékenységet értek el, ettdl kezdve szdmos kutatds foglalkozott a pelletmddszer



fejlesztésével, am a korabban emlitett elényei miatt a miiszalméban torténd tarolas terjedt el a
glicerolos mélyhtités mellett a spermabanki gyakorlatban (Végi, et.al.2017a).

A lassi mélyhtités mellett az egyszeriibb nitrogéngdzos hiitést (lasd: Mélyhutési
modszerek) is elterjedten alkalmazzak hazi tyak ondodjanak in vitro megdrzésében. Ezzel a
modszerrel kapcsolatban is szamos kutatas sziiletett, Sasaki ¢s munkatarsai (2010) példaul
84%-0s termékenységet értek el MA-hasznalataval.

Vitrifikacids eljards alkalmazéasat is kutattdk tobb alkalommal, am ezen modszer
bizonyult eddig a legkevésbé alkalmasnak hazi tytik onddjanak mélyhiitéses megbrzésére ezzel
kapcsolatban 30-40%-os termékenységrél szamoltak be (Végi, 2017a).

Oshonos magyar kakasok ondémélyhiitésével kapcsolatban Barna és munkatarsai (2008)
a lassu, programozott eljarassal tobb ¢él6 spermiumot talaltak a felolvasztott mintakban, mint a
nitrogéng6zos modszernél, am mindkét protokol alkalmasnak bizonyult a fajtacsoport
onddjanak in vitro megdrzésésre. Varadi (2016) a pelletmddszer esetében 44%, mig lass,

programozott eljarassal 32%-os termékenységrol szamolt be.

2.5. Antioxidans védelmi rendszer:

A spermiumok termékenyitoképességének védelme kapcsan alapvetd feladat a sejtek
kornyezetének olyan megOrzése vagy kialakitdsa, mely hozzajarul azok homeosztazisanak
fenntartasahoz és ez altal életben tartdsahoz. A sejtek, igy a spermiumok belsé homeosztatikus
egyensulyanak része a szabadgyOk-antioxidans egyensuly (Blazovics, 2015), mely a
spermiumokat €rd stresszhatdsok sordn felborulhat, ezért érdemes lehet ennek tamogatasa

érdekében antioxidans-kiegészitést alkalmazni az ondohigitokban (Khan, 2011, Pegg, 2014).

2.5.1. Szabadgyok-antioxidans egyensuly:

A mai széleskorli ismeretiink a szabadgyokokrdl és ahhoz kapcsolodoan az ¢élo
révén johetett 1étre. A szabadgyokok olyan, kémiailag aktiv, rovid életli molekuldk, melyek
kiilsé elektronhéjukon parositatlan elektronnal rendelkeznek (Blézovics, 2015).

A szabadgyokoket csoportosithatjuk aszerint, hogy a parositatlan elektronnal rendelkezd
molekuldk, vagy molekularészek milyen kozponttal rendelkeznek, ezek szerint az ¢€lo
szervezetekben legjelentdsebbek a reaktiv oxigén (ROS), nitrogén (RNS), kén (RSS) és
karbonil (RCS) szabadgyokok (Cadenas, 1989). Jelen kutatds szempontjabodl a leggyakrabban



eléforduld reaktiv oxigén szabadgyokoket kell megemliteni, ezek a szuperoxid (O2e—), a
hidroxil (HO¢), a hidroperoxil (¢\HOO), a peroxil (*ROO), az alkoxyl (RO¢), és a lipid peroxil
(LOQe), illetve bar nem gyok természetiiek, reakciokészségiik okan mégis ide soroljuk példaul
a hidrogén peroxidot (H202), a hipoklorossavat (HOCI), vagy a szinglet oxigént (102) (Matsuo
& Kaneko, 2000)

Szabadgyokok a szervezet normal anyagcesere folyamatai soran is keletkeznek, példaul a
terminalis oxidaci6 kozben, a drogmetabolizdldé enzimrendszer mukodése alatt, a
mikroszémakban, a prosztaglandin bioszintézisekor, a NO-szintaz aktivitasa soran, vagy a
fehérvérsejtek ,,oxidative burst”-ja alatt stb. (Bldzovics, 2015). Az igy keletkezett
szabadgyokok fontos szerepet jatszanak példaul a sejtciklus és a metabolikus folyamatok
szabalyozasaban, a patogének elleni védelemben, vagy a jelatvitelben (Borbély és Roth, 2015).
Egészséges koriilmények kozott a szervezet védelmi rendszere semlegesiti a sziikségtelen
mennyiségii szabadgyokoket, melyre azért van sziikség, mert a szabadgyokok képesek a sejtek
sajat anyagaival, igy a lipdekkel, az RNS és DNS-el és a fehérjékkel is reakcioba 1épni, igy
karositva azokat. (Marczell, 2015). A sejtek normal mikddése soran képzddd, un. intrinsic
szabadgyokokon til kiilsd tényezok is kivalthatnak un. extrinsic szabadgyokképzddést, ilyen
példaul az ondémélyhiités sordn a hirtelen hdmérsékletvaltozas (Marczell, 2015, Partyka &
Nizanski, 2021).

A szabadgyokképzddéssel a szervezet harmas védelmi rendszere igyekszik felvenni a
versenyt. Az elsddleges ¢és masodlagos védelmet a kiilonb6zé antioxidansok adjak.
Elsddlegesek az enzimatikus antioxidansok, mint a szuperoxid-dizmutdzok, a kataldzok, a
peroxidaz, a glutation-S-transzferaz, a DT-diafordz és a reduktdzok. Masodlagosak a nem
enzimatikus antioxidansok €s mas” scavenger” molekuldk (kofaktorok, vitaminok, fenolok
kinolok, bilirubin stb.), harmadlagos védelmi tényezdk azok a repair mechanizmusok, melyek
a kéarosodott anyagok degradatumait eliminaljak (Borbély & Rd6th, 2015). Azt az allapotot,
mikor ezen védekezd rendszer nem képes a keletkezd szabadgyokoket kelld6 mértékben
hatastalanitani oxidativ stressznek nevezik (Sies, 1985).

Az oxidativ stresszre és a kiilonbozd betegségekre iranyuld, fokét az 1970-es évektol
kezd6d6 kutatasok bebizonyitottak, hogy a legtobb vizsgalt betegség egyik kivaltd oka a
védelmi rendszert meghaladd szabadgyokok fokozott jelenléte volt. Illetve szamos esetben
bebizonyosodott, hogy a szervezetben keletkezd (endogén) antioxidansokon til a bevitt
(exogén) antioxidansok jelenléte is nélkiilozhetetlen, &m taladagolasuk ugyancsak karos

(Blazovics, 2017).



Az antioxidansok, melyek definicio szerint olyan anyagok, melyek az oxidaciot gatoljak
vagy késleltetik, nagyon tadg csoportot képeznek. Ezeket az anyagokat altalanossagban két
csoportra osztjak az aktivitasuk alapjan, enzimatikus €és nem enzimatikus antioxidansokra, mely

csoportok bemutatasara kiilon ki szeretnék térni (Khan, 2011).

2.5.2. Enzimatikus antioxidansok

A reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) karos hatasai elleni védelem elsé védvonalat
alkotd enzimatikus antioxiddnsok koziil az onddban legjelentdsebbek a szuperoxid-dizmutaz
(SOD), a kataldz (CT), és a glutaion-peroxidaz (GSH-Px), ezen enzimek csupan kis
mennyiségben taldlhatéak az onddban, ezért a spermiumok fokozottan kitettek az oxidativ
stressz karositdsanak (Kowazeyk, 2022).

A SOD a mitokondrialis miikédés sordn képzO0dd szuperoxid anionokat oxigén
molekulava és hidrogénperoxidda alakitja (Griveau et.al., 1995). A SOD-ok annak megfeleléen
csoportositjuk, hogy mely kofaktorhoz kapcsolédnak, lehetnek példaul manganfiiggék (Mn-
SOD), ezek a mitokondriumokban fejtik ki hatasukat, és nagyobb részt a spermiumokban
vannak jelen, illetve lehetnek a citoplazmaban mikodé cink és réz (Zn-SOD, Cu-SOD)
kofaktorokkal rendelkez6é formak, melyek foként az ondoplazmaban vannak jelen (Michalski,
1992, Surai, et.al. 1998b). A keletkezd hidrogén-peroxidot, mely ugyancsak spermiumkarosito,
a CT és GSH-Px enzimek redukaljak, igy viz és oxigén molekula keletkezik. A GSH-Px
,,sokoldaliibb” a katalazhoz képest, ugyanis szelénnel kapcsolodott formaja a hidrogén-peroxid
mellett a lipid-hidroperoxiddal is reagal (Lawrence & Burk, 1978, Surai et.al. 1998a). Ez a
forma adja a hazi tytk spermiumainak teljes enzimaktivitasasnak tobb mint 75%, mely aktivitas
alapvetden fiigg az allatok exogén szelénellatottsdgatol (Surai et.al.1998b).

Emlésokkel (vaddisznd, nyual, 16, szamér, juh, bika és ember) Osszehasonlitva a
spermiumok SOD aktivitasa a madarspermiumokban alacsonyabb (Mannella & Jones, 1980).
Az egyes enzimatikus antioxidansok aktivitasdnak megoszlasa a kiilonb6z6 baromfifajokban
eltérd, mely Osszefiigg a fajokra jellemz6 ondo zsirsavosszetételével és a spermiumok aerob és

anaerob anyagcsere-folyamatainak megoszlasaval (Surai et.al. 1998a).

2.5.3. Nem enzimatikus antioxidansok

A szabadgyok-antioxidans egyensuly fenntartdsdnak madasodlagos fenntartéi a nem

enzimatikus antioxidans tulajdonsdgokkal rendelkezé anyagok, melyek képesek a radikalis



gyokok okozta peroxidacids lancreakciokat megsziintetni. Ebbe a csoportba szamos anyag
tartozik melyek szama a folyamatos kutatasok miatt folyamatosan béviil. Legjelentésebb nem
enzimatikus antioxidansok példaul, egyes vitaminok (E-, A- vagy C-vitamin), a flavonoidok és
mas vitaminszerli anyagok, a karotinoidok, a telitettlen zsirsavak, vagy bizonyos
vegyértékvaltasra hajlamos fémek (Moussa, 2019, Blazovics, 2015).

A baromfik ondéomindndségének megdrzése kapcsan ki kell emelni néhany fontos, nem-
enzimatikus antioxidanst.

Az E-vitamin (o-tokoferol), melyet baromfiondéban els6ként 1981-ben mutattak ki, a
hazi tytkondot illetben 88%-ban a spermiumsejtekben talalhatd, és a membranok
lipidperoxidaciojanak gatlasdban kulcsfontossagi. A kakasok kidregedésével egyiitt jaro
gyengiilé termékenység kialakulasahoz a herékben 1év6 csokkend E-vitamin szint is hozzajarul
(Surai, et.al. 1997, Khan, 2011).

A C-vitamin, amit a baromfik természetes moédon maguk is képesek szintetizalni,
komplex moédon jarul hozzd a termékenység fenntartdsdhoz és ndveléséhez. A kiilonbozod
expoziziok, hatasara, amilyen a hiitésnek valo Kkitettség is, azonban a termelt C-vitamin
mennyisége nem képes kielégiteni a szervezet (igy a sejtek) sziikségletét, ilyenkor nagy
jelentésége van az exogén C-vitamin-kiegészitésnek (Nockels, 1984, Khan, 2011).
Madarondoéban a C-vitamin adja a plazma antioxidans-kapacitasanak mintegy 65%-at
(Nowaczewski & Kontecka, 2005). A C- és E-vitaminok egymast erdsitve vesznek részt az
oxidativ stresszel szembeni védelemben, melyet takarmanyban €s ondohigitoban szerepeltetett
kiegészitéssel is lehet tamogatni (McDaniel, et.al. 1998, Min, et.al. 2016).

A szelén egy mikroelem, melynek kiilonosen nagy jelentésége van az Aallati
reprodukcioban. Els6dleges jelentésége, hogy esszencialis komponense a GSH-Px enzimatikus
antioxiddnsnak, emellett bizonyos fehérjékkel kapcsolddva is antioxidans hatasu. A szelén
esszencialis jellegébdl adodoan a GSH-Px aktivitasa is az exogén szelénellatastol fligg, igy
hidnyos bevitel esetén ezen enzimatikus antioxidans funcidja is gatlodik (Khan, 2011).
Szelénhiany esetén csokken a kakasok Sertoli- €s Leydig-sejtjeinek szama és a tesztoszteron-
termelése (Edens & Softon, 2002). A szelénkiegészités segit megdrizni az ondd mindségét és a
spermiumok ellenalloképességét a tarolas alatt (Dimitrove, et.al. 2007). Az utdbbi idében
szdmos kutatds foglalkozik a szelén kiilonb6zd vegyiileteinek hasznosithatosagaval, azt
talaltdk, hogy a legjobb antioxidans-hatassal az elemi, nano méretli szelén bir, mely
alkalmazasa az ondohigitoban javitja a kakasspermiumok mindségét krioprezervaciot kovetden

(Safa, et.al. 2016, lbrahim, et.al. 2022).



Az L-karnitin (LC) aminosav-szarmazék, mely esszencialis aminosavakbol, metioninbol
és lizinbdl szintetizalddik. Az L-karnitin alapvetd szerepe a zsirsavak sejten beliili
mobilizacidja a mitokondriumokba. Emellett jelentds antioxidans tulajdonsaggal is bir. Ezen
két jellemzdje miatt kiemelten fontos szerepe van az ondé mindségének megoérzésében. Az L-
karnitin jelen van az ondoplazmaban €s a spermiumokban is. Zsirsav-mobilizacios sajatossaga
révén csokkenti a peroxidaciora hajlamos, tobbszordsen telitettlen zsirsavak mennyiségét, ezzel
egylitt novelve azok mitokondridlis lebontasat a [B-oxidacié soran, amivel hozzdjarul a
mitokondriumok energia-termelésénck novekedéséhez, igy fokozza a spermiumok motilitasat.
Antioxidansként képes a szabad vassal kelatot képezni, ezzel mérsékli a ROS-6k keletkezését,
valamint a SOD-zal alkotott szinergista kapcsolat folytan tamogatja a spermiumok
lipidperoxidaciojanak csokkentését (Khan, 2011). Ilyen egyiittmiikodésrol tobb esetben is
beszamoltak antioxidansok esetében hazi tyuk fajnal (Attia, et.al. 2019, Eid.et.al. 20006)

L-karnitinnal térténd ondohigito-kiegészitéssel kapcsolatban a hazi tyuk vonatkozasaban
tobb kisérlet is megvalosult korabban. El6szor S. Tabatabaei és A. Aghaei (2011) alkalmazta
az L-karnitinnal kiegészitett ondohigitot tytk fajban. 4°C-on 24 oran keresztiili tarolast
kovetden a kiegészitésnek pozitiv hatdsa volt a motilitas és az €letképesség megdrzésére. Az
LC ondémélyhiités utani hatasait Fattah és munkatarsai (2017) vizsgaltak el6szor, ugyancsak
kakasoknal. Azt taldltdk, hogy krioprezervaciot kovetden a kiegészitett ondd mindsége
szignifikansan jobb volt a kontrollhoz viszonyitva. Az L-karnitines kiegészités csokkenti a
krioprzervaci6 okozta DNS-fragmentaciot és az apoptozis okozta spermiumelhalast (Partyka,
et.al. 2017). Ezen eredmények ellenére Pranay Kumar és munkatarsai (2019), akik vizsgaltak
az ondd termékenyitd képességét €s a keltethetdséget is, nem tapasztaltak javitd hatast az L-
karnitines kiegészités kapcsan.

A szericin, az hazi selyemhernyd (Bombix mory) guboit alkotod egyik fehérje. A gubot
tobb mint 70%-ban alkotd fibroin szalakat, a 20-30%-ot kitevd szericin glikoprotein tartja
0ssze. A fibroin-szericin kompozit forrd viz hatdsara szétbomlik, ezt kdvetden a szericin
szeparalhatd. Bioaktiv, mechanikai és kémiai tulajdonsaga miatt a szericint szdmos teriileten
hasznositjak, igy a szépség-, élelmiszer- és gyodgyszeriparban és kiilonbozd bioldgiai
kutatdsokban (Kundu, et.al. 2008).

A szericin antioxidans hatasardl elséként Kato és munkatarsai (1998) szamoltak be. A
szericin képes volt a lipidperoxidaci6 mérséklésére patkdnyagy homogenizatumban.
Mélyhiitokozegben alkalmazva a szericin alkalmasnak bizonyult a hagyomanyos sejtvédd
szérum kivaltasara kiilonbozd emldssejtek esetében (Kato et.al. 2005). Krioprotektiv hatasrol

szdmoltak be Ohnishi ¢s munkatérsai (2011) is a szericinkiegészités kapcsan.



Ondomélyhiités vonatkozasaban a szericin alkalmazasa novelte a csdédorspermiumok
DNS-integritasat ¢és ellenalloképességét a reaktiv oxigén gyokok karos hatasaival szemben
(Nasirabadi, et.al. 2019). Egér- és bikaondot illetéen hasonld spermiumvédd tulajdonsag
tapasztalhatd (Ghasemi, et.al. 2018, Yangngam et.al. 2021). Hazi tyak fajnal szericin
ondohigitoban torténd alkalmazasat és annak hiitétt tarolast (5°C-on 5 napig) kdvetd hatasarol
Sonseeda ¢s munkatarsai (2015) szadmoltak be, jelen ismereteink szerint egyediil, 6k a
kiegészités mindségmegdrzd hatasardl szamoltak bae. Kakasondd krioprezervalasa kapcsan

nincs tudomasom mas, ondohigitoban alkalmazott szericinkiegészitéses kutatasrol.

2.5.4. Az oxidativ stressz és az ondomélyhiités alapproblémaja

A redox-homeosztazis fenntartaisa az ondod esetében is kulcsfontossagu, a
termékenyitOképesség megdrzése szempontjabol. Bizonyos ROS-szint sziikséges a
spermiumok normal miikddéséhez, példaul a szuperoxid anionnak fontos szerepe van a
kapacitacioban és az akroszéma-reakcioé soran (Agarwal et al., 2003). Ellenben ROS-ek tulzott
jelenléte karos a himivarsejtekre (lasd: Szabadgydk-antioxidans egyensuly).

Spermiumok kapcsan a ROS-ek elsdsorban a sejtmembrant karositjak, ugyanis azok nagy
aranyban tartalmaznak PUFA-kat, melyek lipid-peroxidaciora fogékonyak (lasd: A
madarspermium felépitése). A lipid-peroxidacios mechanizmust feloszthatjuk harom fazisra.
Az elsé fazis az iniciaciod, ilyenkor a PUFA-t6] valamely szabadgydk hidrogéniont vesz el, igy
a zsirsav ugyancsak gyokké valik. A madsodik, propagacid fazisdban a zsirsav-gyok a
kornyezetében 1évo tobbi PUFA-kkal is reakcioba 1épve egy kaszkad mechanizmust indukal,
melynek kovetkeztében a harmadik, terminacids fazisban a zsirsavak toredezése soran
nagyszamu reaktiv anyag (izoprosztanok, szénhidrogének és aldehidek) jon létre. A karosodast
kiilonbozé fémek novelhetik, ezek katalizatorai ezen folyamatoknak (Marczell, 2015). Az
antioxidansok képesek az egyes fazisok szintjén a peroxidaciot gatolni, ezzel védve a
spermiumok membranszerkezetét, ennek kiilondsen nagy jelentdsége van, a krioprezervacio
soran, ugyanis ekkor a kivant cél, vagyis az ondé mindségének megorzése érzekében a
spermiumokat a hiités és felolvasztas soran jelentOs stressznek vannak kitéve, mely tovabb

noveli a ROS-koncentraciot (Khan, 2011).



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérleti allatok és elhelyezésiik
A kisérletek elvégzéséhez 15 db, 1 éves fogolyszinii kakast helyeztiink el egyedi
mélyalmos ketrecekben.
Az allatok az intézet altal az dshonos magyar tytukfajtakra optimalizat tojotapot és a vizet
ad libitum kaptak.
Az allatokat 14L:10D megvilagitas mellett tartottuk (2.4bra).

2. abra: A kakasok elhelyezése (Foto: NBGK-HGI) 3. abra: Ondovétel (Sajat foto)
3.2. Ondogyiijtés és mindsités

Az ondogylijtés a trenirozast kdvetden hetente kétszer tortént, mely sordn Burrows és
Quinn (1937) dorso-abdominalis masszazsmodszerét hasznaltuk. A vizsgalatokhoz kevert
onddmintakat hasznaltunk. 3. 4bra Onddvétel (3.4bra)

Az ondomindsités soran a motilitast szubjektiv becsléssel, illetve CASA (Microptic S.L.
SCAP®) rendszerrel hataroztuk meg. A szubjektiv becslés soran 10ul ondomintat cseppentettiik
targylemezre, feddlemezt helyeztiink ra és mikroszkopban 10-es objektivvel 0-5-ig terjedd
skalan értékeltiik. A szubjektiv becslést mindig ugyanaz a személy végezte.

A CASA rendszerrel torténd vizsgalathoz az ondot 60-szorosara higitottuk, majd a mintat
38°C-ra fiitott targylemezre cseppentve, feddlemez alatt vizsgaltuk meghataroztuk a motilis és
inmotilis sejtek aranyat.

A spermiumkoncentraciot spektrofotométer (Accucell IMV) segitségével allapitottuk

meg.



Az ¢l6, holt, illetve rendellenes morfologiaji spermiumok aranyat membran-
permeabilitason alapulo vitalis festés (anilin-cozin) segitségével allapitottuk meg (4.abra). A
festés soran 20 pl festékhez 10 pl ondot mértiink, ebbdl 10 pl-t tdrgylemezre cseppentettiik,
széleztettlik €és hajszaritoval fixaltuk. Az igy elkészitett keneteket mikroszkop alatt 1200-szoros

nagyitas alatt értékeltiik. Minden kenetben 200 sejtet vizsgaltunk meg.

4. abra: Vitalis festés (Foto: NBGK-HGI)

A DNS-fragmentaltsagot In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red (© Merck KGaA)

felhasznalasaval a gyart6 altal ajanlott modon vizsgaltuk.

g

5. abra DNS-fragmentaltsagot kimutato festés. A kék spermiumok épek, a lilak (nyillal
jeloltek) DNS-fragmentaltak (Fot6: NBGK-HGI)

A spermiumok életképességének ¢és termékenységének ellendrzésére, egy ugynevezett
tobbfunkcios membranteszt (In vitro sperm-egg interaction assay) altalunk modositott
véltozatat hasznaltuk. Ennek sordn 5-szorosére higitott ondobol, annak koncentracidja alapjan
kimértiink 25 millié spermiumnak megfelel6 mennyiséget, amit 1 ml 38°C-os DMEM-oldathoz
adtunk. Ez utdn el6zdleg kipreparalt kb. 5x5 mm-es szikhartya-metszetet helyeztiink a
keverékbe, melyet 5 percen keresztiil 38°C-os vizfiirdoben kevertiink. Majd a membranokat 10-
szeres objektiv alatt vizsgaltuk. A tesztet minden mintanal 3 ismétlésben végeztiik, és minden
ismétlésben 3 latétérben szamoltuk meg a penetracios nyildsok mennyiségét (6. abra).

A kiilonboz6 vizsgalatokat a mélyhitités elotti friss, és a felolvasztott mintakat illetéen is

elvégeztiik.



6. abra: Membran penetracios nyilasokkal (nyilak mutatjak) (Fot6: NBGK-HGI)
3.3. Ondokezelés és mélyhiités

A levett ondot 4 felé osztottuk. Az igy kialakitott csoportokat 1:1 aranyban
szobahOmérsékleten higitottuk. A higitokban, a 7. &brdnak megfelelden antioxidans-
kiegészitést alkalmaztunk, mely szerint a kontroll csoport (K) esetében kiegészités nélkiili
higitot hasznaltunk, a karnitin csoportnal (C) 2mM/100ml L-karnitinnel, a szericin csoportnal
(S) 0,25 w/v% szericinnel és a karnitin-szericin csoportnal (C+S) 2mM/100ml L-karnitinnel

és 0,25 w/v% szericinnel egészitettiil ki a higitot.

Kevert

Lake higit6 Lake higito

Lake higito gi
+Szericin 0,25 +L-karnitin

+L-karnitin
2mM/100ml

2mM/100ml

w/v% +Szericin 0,25 w/v%
1:1 Ll

Kontroll (K) | Karnitin (C) Szericin (S) Karnitin-szericin (C+S

1:1

7. abra: A csoportok kialakitasa, antioxidans-kiegészités

A hiités soran a nitrogéngdzds eljarast alkalmaztuk. a mintdkat 30 percig, 4 °C-on
equilibraltuk, majd krioprotektansként 6% DMA-t adtunk. Ezt kovetden 0.25 ml-es
miuszalmakba toltottiikk az ondot. A miiszalmak végeit aktiv szénnel zartuk.

A mélyhiitéshez a miiszalmakat expandalt polisztirol (EPS) dobozban 15 percre

folyékony nitrogén felszinétdl 5 cm-re helyeztikk el, majd tovabbi folyékonynitrogén-



feltoltéssel ezt a tavot 1 cm-re csOkkentettiik Gjabb 15 percre (8. abra). Ez utan folyékony
nitrogénes mintatarol6 tartalyba helyeztiik a szalmakat.

1 honap elteltével az ondomintak felolvasztasat 3,5 °C-os vizfiirddben végeztiik.

8. abra: Nitrogéngdzos hiités (Foto: NBGK-HGI)

3.6. Statisztikai analizis

Az adatok értékeléséhez a Statistica 13.0 (Statsoft Hungary) programot hasznaltuk. A
Shapiro-Wilk teszttel torténé normalitasvizsgalat utan a nem normal eloszlast adatok esetén a
Kruskal-Wallis ANOVA, illetve a Kolmogorov-Smirnow two-sample tesztet alkalmaztuk. A
normal eloszlast adatok értékelését egyutas ANOVA-val, valamint Tukey post-hoc teszttel

végeztiik.



4. EREDMENYEK
4.1. A motilitasvizsgalat eredményei

A szubjektiv motilitasvizsgalat soran a frissen levett ondoban a spermiumok motilitasa
minden esetben 5-6s értékelést kapott. Felolvasztast kovetden a spermiumok motilitasa az
Osszes csoportban szignifikansan csokkent a friss ond6éhoz képest (p<0,01). A felolvasztott
ondoban a csoportok kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget, itt az atlagértékek 2,8 és 3
kozott valtoztak (9. abra).
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Kontroll Karnitin Szericin

Friss Meélyhiitott
9.abra: Szubjektiv motilitasvizsgalat eredményei a friss és a felolvasztott mintakban (0-5-ig)

A CASA rendszer altal mért motilitdsadatok alapjan, a friss ondoban a motilis
spermiumok atlagosan 67%-ot, a felolvasztott mintakban atlagosan 14-23%-ot tettek Ki.
Osszehasonlitva az egyes csoportok motilis és immotilis spermiumainak megoszlasat azt
tapasztaltuk, hogy a friss ondoéminta tartalmazta a tobbi csoporthoz képest szignifikansan a
legtobb motilis (p<0,01) és ennek megfelelden a legkevesebb immotilis (p<0,01) spermiumot.

Az egyes felolvasztott csoportokat egymashoz viszonyitva nem talaltunk Iényeges kiilonbséget
(10. &bra).
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10. abra: A motilis és immotilis spermiumok megoszlasa a friss és a felolvasztott mintdkban

4.3. Az anilin-eozin festett kenetek vizsgalatanak eredményei

A vizsgalat adatai alapjan atlagosan a friss spermiumok 87%-a volt €16 és 5%-a holt. A
felolvasztott mintdkban atlagosan 27-34% ¢l6 és 54-63% holt spermiumot talaltunk. Az
abnormalis spermiumok 8-13%-ot tettek ki atlagosan a csoportokban. Megallapithatd, hogy az
eddigieknek megfelelden, a mélyhtitést kovetden az €10, €p spermiumok aranya szignifikansan
csOkkent (p<0,01), mig a holtaké szignifikansan n6tt (p<0,01). Az abnormalitasok valtozdsaban
nem volt igazolhat6 eltérés (11. dbra). A felolvasztott mintakat 6sszehasonlitva sehol nem volt

szignifikans kiilonbség.
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11. dbra. Az €16 ép; a morfologiailag rendellenes és elhalt sejtek aranya a friss és a

felolvasztott mintdkban.

4.4. DNS-fragmentaciés vizsgalat eredményei

A DNS-fragmentalt spermiumok eléfordulésa az egyes csoportokban atlagosan 1,57% és
18,35% kozott alakult, legtdbb ilyen sejtet a kontroll, mig legkevesebbet a friss ondé mintakban
talaltuk. Megallapithato, hogy a mélyhiités és felolvasztas soran csak a kontroll csoportban
talaltunk szignifikdnsan tobb DNS-karosodést a frisshez képest (p<0,05). A C, S és C+S
csoportokat a K-val Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy az antioxidanssal kiegészitett
mintakban bizonyithatéan kevesebb DNS-fragmentalt sejt volt (K-C; K-S; K-C+S: p<0,05)
(12.4bra).
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12. dbra: A DNS-fragmentalt spermiumok eléfordulasa a csoportokban
Az eltérd betiik (a; b; ¢) jelzik a szignifikans kiilonbségeket (a-b és b-c p< 0,05).

4.5. Membranteszt eredményei

Az in vitro membranteszt sordn azt tapasztaltuk, hogy a csoportok spermiumai atlagosan
43-80 db nyilast produkaltak mm? -enként a membranokon. Legkevesebbet a kezeletlen
felolvasztott csoport érte el, melyhez képest a friss, illetve az L-karnitin- (C) és
szericinkiegészitéses (S) csoportnadl is szignifikdnsan tobb nyilast talaltunk (K-friss: (P<0,01);
K-C, K-S: (p<0,05). Emellett a friss spermiumokhoz viszonyitva a C+S csoport szignifikdnsan
kevesebb nyilast produkalt (P<0,05).
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13. abra: Az egyes csoportok spermiumai altal okozott penetracids nyilasok egységnyi
teriiletre vonatkoztatott atlagos szdma. Az eltérd betlik jelzik a szignifikans kiillonbségeket
a,b,c,d;<0,05



5. KOVETKEZTETESEK

A baromfi fajok in vitro génmegéOrzésének, jelenleg leghatékonyabb modja az
ondomélyhiités. Azonban a madarspermiumok az emldsokéhez képest kevésbé viselik el a
mélyhiitéssel és felolvasztassal jard valtozasokat. Ennek f6 oka, hogy a himivarsejtek
membranjait nagyobb aranyban alkotjak tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA), melyek
hajlamosak a reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) altal okozott lipidperoxidaciora, ami a sejtek
pusztuldsat okozhatja, ha nem all rendelkezésre elegendd, szabadgyokoket semlegesitd
antioxidans. Ezért lehet szerepiik az ondéhigitokban alkalmazott antioxidans-kiegészitésnek.

A kutatdsom célja, az L-karnitin és szericin antioxidansok ondohigitoban torténd
alkalmazasanak hatdsvizsgalata, az 6shonos magyar kakasok ondomélyhiitési eredményeinek
fejlesztése érdekében.

Az L-karnitin természetes koriilmények kozott is jelen van az onddplazmaban és a
spermiumokban. Zsirsav-mobilizacios sajatossaga révén csokkenti a peroxidacidra hajlamos,
tobbszordsen telitetlen zsirsavak mennyiségét, ezzel egyiitt novelve azok mitokondrialis
lebontasat a B-oxidacid soran, amivel hozzajarul a mitokondriumok energia-termelésének
novekedéséhez, igy fokozza a spermiumok motilitasait. A SOD-zal alkotott szinergista
kapcsolat folytan tdmogatja a spermiumok lipidperoxidaciojanak csokkentését.

A szericin egy 18 féle aminosavbol allo vizoldhatd fehérje, melyet a selyemhernyo
gubojabol allitanak eld. A guboban a fibroinszalakat tartja 6ssze, emellett antibakterialis és UV-
veédo hatésa is ismert. Nagy koncentracioban tartalmaz szerint és treonint, melyek hatékonyan
csokkentik az in vito lipidperoxidaciot €s a tirozindzaktivitast. A szericin nem penetralo
krioprotektansként mérsékli az intracelluldlis jégristaly-képzddést, mely tulajdonsaga
csokkentheti a mélyhiitott spermiumok karosodasat, amit mar néhany fajban igazoltak.

L-karnitinnal  torténd ondohigitd-kiegészitéssel kapcsolatban a hazi  tyltk
vonatkozasdban néhany kisérlet mar megvalosult kordbban. Eldszor Tabatabaei és Aghaei
(2011) alkalmazta az L-karnitinnal kiegészitett ondohigitot tyuk fajban. 4°C-on 24 o6ran
keresztiili tarolast kovetden a kiegészitésnek pozitiv hatasa volt a motilitas és az életképesség
megorzésére. Az antioxidans ondomélyhiités utani hatasait Fattah és munkatarsai (2017)
vizsgaltak elOszor, ugyancsak kakasokndl. Azt talaltdk, hogy a mélyhfitést és felolvasztast
kovetden a kiegészitett ondd mindsége szignifikansan jobb volt a kontrollhoz viszonyitva. Az
L-karnitines kiegészités csokkentette a krioprezervacido okozta DNS-fragmentacidt és az

apoptozis okozta spermiumelhalast (Partyka, et.al. 2017). Ezen eredmények ellenére Pranay



Kumar ¢és munkatarsai (2019), akik vizsgaltdk az ond6 termékenyité képességét és a
keltethetdséget is, nem tapasztaltak javitd hatast az L-karnitines kiegészités kapcsan.

Jelen kutatds alapjan elmondhatd, hogy Tabatabaei és Aghaei (2011) eredményeivel
ellentétben Pranay Kumar és munkatarsaival Osszhangban az L-karnitin-kiegészités nem
javitotta a spermiumok motilitasat és az €10, ép sejtek aranyat. A DNS fragmentaltsag a karnitin
kiegészités hatasara nem novekedett meg a felolvasztott mintakban, ugy ahogy azt Partyka et
al (2017) is megallapitotta (p<0,05), illetve szignifikansan alacsonyabb volt a kontrol
csoporthoz képest (p<0,05). A spermiumok penetralo képessége is jobb volt az in vitro tesztek
eredményei alapjan a kontrol csoporthoz viszonyitva (p<0,05).

A szericin antioxidans alkalmazasa az ondohigitoban novelte Nasirabadi, et.al. (2019)
kutatasaban a ménspermiumok DNS-integritasat és ellenalloképességét a reaktiv oxigén
gyokok karos hatasaival szemben, ezt egér- és bikaondot illetden Ghasemi, et.al. (2018) és
Yangngam et.al. (2021) is megerdsitette. Hazi tyuk fajnal jelen ismereteink szerint egyediil
Sonseeda és munkatarsai (2015) szamoltak be az ondohigitoban alkalmazott szericin-
kiegészitésrdl, 6k 5°C-on 5 napig taroltdk a mintdkat mialatt ondomindség-megdrz0 hatast
tapasztaltak. Baromfi fajokban a mélyhiitéses tartositds kapcsan nincs tudoméasunk mads,
ondohigitéban alkalmazott szericinkiegészitéses kutatasrol.

Az altalunk végzett kutatés alapjan a szericinkiegészitésnek az eddigi tapasztalatokkal
motilitdst sem javitotta. Azonban a DNS fragmentéltsag eléfordudsira és a spermiumok
penetral6 képességére pozitiv hatassal volt.

Az antioxidansok egymast erdsitd hatasardl korabban tobben is beszdmoltak, példaul
Eid és munkatarsai (2006) a glutation-peroxidaz és az E-vitamin szinergista miikodését
tapasztaltak, ami a kakasok ondominéségét javitotta. A mi kisérletiinkben az L-Karnitin és a
szericin egylittes alkalmazédsa kapcsan azt taldltuk, hogy azok az ondohigitohoz adva
szignifikdnsan csokkentik a felolvasztdst kovetden a DNS-kdrosodott spermiumok
eléforduléasat a kezeletlen csoporthoz képest, a tobbi vizsgalt paraméterben nem talaltunk javito
hatasat.

Osszességében elmondhatd, hogy a célkitiizésnek megfelelden sikeresen teszteltiik az
ondohigitoban alkalmazott L-karnitin- és szericin-kiegészités hatasait a felolvasztott ondo
mindségére hazi tyuk fajban. A bemutatott kutatdsban az antioxidans-kiegészitéssel
kapcsolatban azonban nem tapasztaltunk a korabban a szakirodalomban leirt egyértelmi
kedvezd hatast. Mindez tovabbi kutatdsok elvégzésére 0Osztondz, az OGshonos fajok

ondomélyhtitésének javitdsa érdekében, akdr tovabbi anyagok felhasznalasaval vagy az



alkalmazott moddszerek fejlesztésével. Ezen kiviill a tapasztalt pozitiv eredmények (DNS
fragmentacio, in vitro membranteszt) termékenyitoképességre gyakorolt hatasanak vizsgalatara

mindenképpen sziikséges a termékenyitési kisérletek elvégzése.



6. OSSZEFOGLALAS

Az intenziv haszondllat fajtdk és hibridek térhoditasaval veszélybe keriiltek azon
géntartaléknak tekintheté Oshonos fajtaink. A genetikai soksziniiségének megorzése ¢és
fenntartasa miatt fontos a génmeglOrzés. Baromfifajtaink in vitro génmegbrzésének
legelterjedtebb és legeredményesebb mddja jelenleg az ondémélyhiités.

Vizsgalatunk célja az dshonos fogolyszinli magyar tyuk ondomélyhiitésének fejlesztése,
melyet jelen kutatasban ondohigitoban alkalmazott antioxidans-kiegészitéssel kivantuk
megvaldsitani.

Kisérletiinkben 15 db, 1 éves fogolyszinii kakast mélyalmos ketrecekben helyeztiink el.
Az onddvétel heti két alkalommal tortént, a friss kevert ondot négy részre osztottuk. A kontroll
(K) mintdhoz Lake-higit6t adtunk, az L-karnitinnel kiegészitett (C) csoportnal 2mM/100ml L-
karnitint, a szericinnel kiegészitett (S) csoportndl 0,25 w/v% szericint kevertiink a Lake-
higitoba, emellett vizsgaltuk az antioxidansok egylittes hatasait a szericin-L-karnitinnal
kiegészitett (C+S) csoportban. A vizsgalatban meghataroztuk a friss és mélyhtitott/felolvasztott
mintakban a spermiumok motilitasat szubjektiv becsléssel és CASA rendszerrel, életképességét
¢s morfologiai épségét anilin-e0zin-os vitalis festetéssel, DNS-fragmentaltsagat TUNEL Assay
alkalmazasaval és akroszOmareakcio-képességét in vitro membranteszttel. Az 5 C-0s
equilibraciot kovetéen Krioprotektansként 6 % DMA-t alkalmaztunk, majd a mintakat 15
percig 5 cm-rel és Gjabb 15 percig 1 cm-rel a folyékony nitrogén felszine felett mélyhitottiik.
A felolvasztasokat 3,5 C-os vizfiirdében 1 perc alatt végeztiik.

Az dnmagaban alkalmazott L-karnitin- (C) és szericinkiegészités (S) nem javitotta a
spermiumok motilitdsat, nem novelte az €16, €p sejtek aranyat, viszont csOkkentette DNS-
fragmentalt sejtek el6forduldsat, illetve megdrizték a spermiumok akroszomareakcios
képességét a kontroll (K) csoporthoz képest. Az L-karnitin és szericin kombinacidja (C+S) a
kontroll (K) csoporttal dsszehasonlitva ki tudta védeni a DNS-karosodast, azonban a tobbi
paraméterben nem talaltunk szignifikéns kiillonbséget.

Osszességében az altalunk alkalmazott antioxidéns-kiegészitésnek nem volt egyértelmii
kedvezd hatdsa a mélyhiités eredményességére. A tapasztalt pozitiv eredmények (DNS
fragmentacio, in vitro membranteszt) termékenyitoképességre gyakorolt hatasanak vizsgalatara

mindenképpen sziikséges a termékenyitési kisérletek elvégzése.
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