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A szerzok szakirodalmi adatok alapjan attekintik a halsperma taroldsanak modjait. A
szemlecikkben kiemelt szerepet kapott a két {0 tarolasi mod: a hiitve tarolds és a
folyékony nitrogénben valdé mélyhiités értékelése. A kutatok eddigi eredményeit
Osszegyljtve vizsgaltuk a Iényegi valtoztatasokat az egyes modszerek kozott. A
halsperma mélyhtités kdzel 60 éves multra tekint vissza. Ezen id6szakban szamos kutato
foglalkozott tobb halfaj sperméajanak tarolasaval, melynek eredményeként tobb modszer
is kidolgozasra kertilt.
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A SPERMAMELYHUTES ES A ROVID TAVU HUTVE TAROLAS
FOLYAMATA

A sperma begyiijtése

A spermavétel elsd 1épése a tejesek altatds mellett torténd hormon kezelése. A
spermavételhez legtobb esetben fecskend6t haszndlnak, néhany esetben viszont az
ivarnyilasba helyezett kaniil, illetve automata pipetta, szivornya segitségével végzik a
fejést. A megfelel6 spermaminta vértdl, tirtiléktdl és viztol mentes kell, hogy legyen. A

spermaminta tarolasa egy erre alkalmas méretii tarol6 eszkozben (pl:1,5ml-es eppendorf
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csO) torténik. Bokor (2009) a spermat kézi fejéssel gy(ijtotte, automata pipettazo
segitségével. Késobbi kisérletei soran a szennyezddések elkeriilése végett a fejés egy
ondovezetékbe felhelyezett katéter (belsé atmérd: 1 mm, kiilsé atméré 1,5 mm)
segitségével tortént. Sarosiek et al. (2016) a hagyomanyos ¢és a katéteres fejést
hasonlitottak Ossze a fogassiillonél (Sander lucioperca). A kisérleteik eredményeként
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy siillo esetében ajanlott a katéteres fejés, ezzel

elkeriilhetd a sperma szennyezddésével jaré mindségromlas.

A nativ sperma mindsitése
A nativ spermat az alabbi szempontok alapjan vizsgaljak:
1. az elérehaladd mozgast végzo spermiumok aranya (motilitas)
. az elérehalad6 mozgas ideje (sec.)
. a halad6 mozgas intenzitasa
. a sperma mennyisége (ml)

. a sperma koncentracigja (spermiumszam/ml sperma)

A L b W DN

. a spermiumok morfolégiaja.

Gyakorlati alkalmazasban az els6 szempont, a motilitas szerint mindsitik a spermat. A
sperma motilitasat becsléssel, mig a sperma mennyiséget és az elérehaladd mozgast
hagyomanyos mérési modszerekkel hatarozzak meg. A koncentracioé Biirker-kamraban
torténd sejtszamlalassal allapithatd meg. Mélyhiitésre minimum 80% motilitasu,
szennyezddésmentes és nem aktivalodott spermat célszer(i hasznalni (Miskolczi 2007).
Kime et al. (2001) szerint a CASA (Computer-assisted Sperm Analysis) rendszer
egyszerli és gyors modszer a halsperma mindsitésére, az eljaras segitségével elére
jelezheto a termékenyitd képesség is. A moddszert el6szor a human orvostudomanybol
adaptaltak emlosokre, majd halakra. A rendszer a spermiumok mozgasat kalkulalja ki a
rogzitett felvételek alapjan és meghatarozza a mozgas Utjat, aranyat és mas paramétereit
(Fauvel et al. 2010).

A nativ sperma mindsitése fontos 1épése a mélyhtlitésnek és a rovid tava hitve

tarolasnak is.
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Az ozmozis nyomds és a membrdn valtozas hatdsa a sperma motilitasdra

Sadiqul Islam és Akhter (2011) A hipo- vagy hiperozmotikus koérnyezet egyarant
kivalthatja a halsperma motilitdsat. Az édesvizi halak spermdja motilissé¢ valik
hipoténias oldatban higitva. Az édesvizi Cyprinidae csalad tagjainak (pl. aranyhal,
ponty, domolykod) spermédja megoérizte immotilitdsat, mikor a spermat NaCl, KCI,
mannitol vagy gliikéz izoozmotikus (a szemindlis plazmaval egyezd, 300 mOsm/kg)
oldatban higitottak. Ezzel szemben a sperma motilis volt, ha az oldat ozmolalitasa
kisebb volt, mint a szemindlis plazmaban (<200 mOsm/kg); ez arra utal, hogy a
spermavezetékben a szemindlis plazma ozmolalitdsa gatolja a motilitdst, mig a
kivaltasaban az ozmolalitds csokkenése jatszik szerepet a vizbe torténd kijutas utan.
Tengeri halfajoknal a hiperozmotikus tengerviz szintén kivaltja a motilitast. A tengeri
gombhal sperma a szeminalis plazméaban (300 mOsm/kg koriil) nyugalmi allapotban
van, mig a motilitds beindul, ha né az kérnyez6 oldat ozmolalitasa (1200 mOsm/kg). A
hiperozmotikus sokk névelheti a K™ és Ca®" koncentraciot, és savasodast valthat ki.
Valoszintsitik, hogy ezek a valtozasok idézik eld a sperma motilitas aktivizaciojat.
Elevensziilo (belsd termékenyités) halaknal, mint példaul az édesvizi Xinophorus
nemzetség és az Ocedni Macrozoarces americanus, a sperma motilitds kivalthato
izotonias ozmozisviszonyok kozott, viszont hipotoénias vagy hipertonids ozmozis mellett
nem. A motilitas kivaltasa utan ezeknél a fajoknal a sperma folyamatosan motilis akar 1
hétig is. Egy euryhaline (a sdkoncentraciot széles hatarok kozott tolerald) hal, a medaka
(Oryzas latipes) esetében a sperma motilitdsat valtozd ozmozisviszonyok kozott
kivaltottak deionizalt vizben (25 mOsm/kg) és HBSS-ben (Hanks-féle kiegyensulyozott
sooldat) hipotonids, izotonias és hipertonids ozmozis mellett 92-t61 686 mOsm/kg-ig.
Mas euryhaline halnal (pl. tilapia) a sperma motilitds aktivacioja hasonld, de
mérsékeltebb reakciot mutatott. A vizsgalt egyedek brakkvizbél szarmaztak ¢és
édesvizhez (102) vagy tengervizhez szoktattak oket. Az édesvizben akklimatizalt tilapia
sperma motilitasat 0 és 400 mOsm/kg ozmozis mellett sikeriilt kivaltani elektrolitokkal
vagy azok nélkiil, tovabba Ca2+-ra sziikkség volt az aktivalashoz. A tengervizhez
szoktatott tilapia esetében a sperma aktivalhato volt a NaCl 0 és 500 mOsm/kg kozotti
ozmolalitdsanal 10 mM HEPES kiegészités mellett, és a Ca2+ hozziadasa novelte a
motilitast a magas ozmolalitas esetén (1000-1400 mOsm/kg). Cosson (2004) kutatasai

alapjan a tengeri gdmbhal sperma hiperozmotikus sokk hatdsara aktivalodik (1200
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mOsm/kg). Ezzel szemben a ponty sperma hipoozmotikus oldatban aktivalodott (200
mOsm/kg alatt). Emellett vannak példak édesvizi halaknal, arra, hogy az izotonias oldat
is hatékonyan kivaltja a motilitast. A csukanal (Esox lucius) a sperma izotonias NaCl
(250 mOsmol/kg, pH 9) oldatban motilis, és Ictalurus punctuatus-nal a sperma 0,65%-0s
NaCl oldatban volt motilis. Kovetkezésképpen a hipotéonia nem lehet az egyetlen

tényez0, amivel magyardzhat6 a motilitdas meginduldsa az édesvizi halaknal.

Hiités és hidegsokk

Az eml6s sperma rosszul viseli a testhomérsékletrdl fagypont kdzelébe torténd hiitést.
A hidegsokk felmelegitéssel visszafordithatatlan kéarosodasokat okoz a sperma
motilitdsdban. Romlik a sejt membran szelektiv ateresztOképessége, ami kiillonbozo
festési eljarasokkal kimutathatd. A szerkezet tekintetében a hidegsokk leginkabb az
akroszoma (a sperma feji rész csucsan) membranok roncsolodasaban figyelhet6 meg. A
hémeérsékletcsokkenés fazisvaltozast okoz a membran foszfolipideknél: folyadék-
kristalyos allapotbol gél fazisba, ami merevebb membranszerkezethez vezet. A
kiilonbozé foszfolipidek eltérd ,,fazisvaltasi” hoémérséklete miatt a membran alkotoi
atrendezddnek (lateralis migracio indul), és a lipidek szeparalodnak a membran
feliiletén. A valtozasok befolyasoljak/modositjak az atereszto képességet.

A karositd hatdsok fiiggnek a membran koleszterin: foszfolipid aranyatdl, a nem-
kettdsréteget preferalo lipidek aranyatol, a szénhidrogén lanc telitettségétol, és a fehérje:
foszfolipid aranyt6l. Mivel minden faj mas spermafelépitéssel rendelkezik, a hiités
hatasai sem altalanosithatok. A sertéskan spermaja a legérzékenyebb; a bika, a kos/bak,
¢s a mén spermdja nagyon érzékeny; a kutya és macska sperma kdzepesen érzékeny;
mig a nyul, az ember, ¢és a kakas spermaja a legkevésbe érzékeny a hidegsokkra.

A hiités a testhomérsékletrél 4 fokra csokkenti a sejtek metabolikus/anyagcesere
aktivitasat, ezaltal novelheti az élettartamot. Bar a sperma nagyon csekély bioszintetikus
aktivitassal bir, és a miikddés soran inkabb a katabolikus folyamatok jatszanak szerepet.
A fennmaradé metabolikus aktivitds végiil a sejt halalahoz vezet az elkeriilhetetlen
oregedési folyamatok miatt. A metabolikus folyamat megallitasdhoz a sejteket -130 fok
ala kell hiiteni, ahol a hévezérelt kémiai reakcidk mar nem mennek végbe Medeiros et

al. (2002).
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A halsperma rovid tavu hiitve taroldsa (0°C kézeli homérsékleten)

A rovid tava hiitve tarolds esetén a spermamintakat rovid ideig, maximum néhany
hétig taroljak. A modszer elonye a kisebb munka- és eszkdzigénye, mivel csak a sperma
tarolasara alkalmas eszkozre (pl. eppendorf csé) és megfeleld higitd vegyiiletre van
sziikség. A minta tarolasa hiitészekrényben 4°C-on torténik. Satterfield és Flickinger
(1995) északi siilld (Sander vitreus) spermajat 10 napig is taroltak 6°C-on. Sarosiek et
al. (2013) kisérleteik folyaman bebizonyitottak sligér esetében, hogy a sperma higitva és
higitatlanul hitétt koriilmények (4°C) kozott napokig tarolhatd. Kristan et al. (2014)
motilitas vizsgalataik soran a siill6 spermat 48 oraig taroltak, higitas nélkiil szintén 6°C-

on.

A ROVID TAVU TAROLAS EREDMENYESSEGET LEGINKABB BEFOLYASOLO TENYEZOK

BEMUTATASA:

1. Taroldasi homérséklet

A tarolasi hémérséklet a prezervacid alatt a sejtanyagesere csokkentésében fontos
szerepet jatszik. 3-15°C kozotti rovid ideji tarolas soran a 90 és 50%-os termékenyitési
arany ¢és a hoémérséklet kozott ketalazac (Oncorhynchus keta) esetében negativ
korrelaciot allapitottak meg. Az ikra annak ellenére, hogy a tarolas soran hamarabb
karosodik, a termékenységét késobb vesztette el a spermahoz viszonyitva (Jensen és
Alderdice 1984). Walleye (Sander vitreus) esetében a spermat 0°C-on hiitotték négy
kiilonb6z6, modositott higitoval, amelyek DMSO mellett egyéb adalékokat is
tartalmaztak. A felolvasztast 32 illetve 21°C-on végezték. A legnagyobb termékenyitési
arany a felengedett sperma esetén 83,2%, mig a frissen nyert sperménal 96,6% volt
(Moore 1987). Az alig fagypont feletti hémérséklet vonatkozasaban eddig nem
szamoltak be hidegvizi halfajok ivarsejtjeire gyakorolt karos hatasarol, legalabbis rovid
tarolasi idészakok esetén. Ennek koszonhetéen a rovid ideji tarolds soran
leggyakrabban 0°C koriili tarolasi hémérsékletet alkalmaznak (Jamieson 1991). Billard
(1981) 4°C-on, O,-ben tarolt szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) spermat,
amelynek termékenyit6-képessége hasonld volt a friss sperméaéhoz, és egyes noéivari
halak ikréja esetében 14 nap utan is magas termékenyitési aranyt figyeltek meg. Stoss és

Refstie (1983) atlanti lazac (Salmo salar) sperma esetében 10 napig tartd termékenyito-
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képességet figyelt meg gy, hogy a spermat 2 mm rétegben taroltdk 0°C-on O,-dus
légkorben, antibiotikumokkal kiegészitve (125 IU penicillin és 125 pg streptomycin/ml
sperma). 24 nap utan a mintak mar nem voltak termékenyitoképesek. Az antibiotikumok
nélkiil tarolt spermanal 6 nap elteltével 100%-o0s termékenyitést allapitott meg.

Harvey és Kelley (1984) kutatasaban a meleg vizi fajok esetében az ivarsejtek
optimalis tarolasi homérséklete 0°C. Mozambiki tilapianal (Sarotherodon mossambicus)
a sperma motilitdsaban sokkal gyorsabban kovetkezett be csokkenés 0°C-os tarolas
mellett, mint 5°C esetén, bar a sperma egyszerii tojassargaja-citrat higitoval valo 1:1
aranyu keverésével az eltarthatosagot 18 napig sikeriilt meghosszabbitani.

Harvey et al. (1983) kisérletében lazacfélék termékenyitetlen ikrajat -1°C-on 20 napig
taroltdk mesterséges tapoldatokban illetve petefészek-folyadékban. A termékenyiil6-

képesség az utobbi esetében maradt fenn hosszabb ideig.

2. Tarolasi légkor

Mivel a termékenység fligg az aerob anyagcsere-folyamatoktol, a 1égzéshez hasznalt
optimalis  oxigén-hozzaférés  biztositdsaval az  ivarsejtek  termékenysége
meghosszabbithatd a tarolas alatt. Billard (1981) szerint az oxigénben tarolt
szivarvanyos pisztrang (Oncorhyncus mykiss) sperma jobban megtartotta termékenyit6-
képességét 5 napos tarolas alatt, mint a 1égkori levegdben tarolt minta. Stoss és Holtz
(1983) kutatasaban tarolokonténerek oxigéntartalmanak frissitésével a tarolas idejét 34
napig tudtdk ndvelni 0°C-os homérsékletnél, penicillin és streptomycin kiegészités
mellett. Harvey és Kelley (1984) szerint a tilapia ikratarolas utani termékenységét 35%-
rol 55%-ra novelték azaltal, hogy oxigént juttattak a mintatartalyba.

Altalanossagban elmondhat6, hogy a sperménal nagyobb oxigén-igény jelentkezik,
mint az ikrdnal, és szintén nagyobb az oxigén-igény magasabb tarolasi hémérsékleten.
(Jamieson 1991). Cloud és Patton (2009) oxigéndus kornyezetben a gyiijtott spermat 0-
4 °C-on taroltdk. A mintdk szallitdsandl is a megadott homérsékletet ¢és

oxigénellatottsagot kell biztositani.

3. Antibiotikumok
Stoss és Holtz (1983) szerint az antibiotikumok hasznélata egyarant fontos hosszu és

rovid idejli tarolasndl is, mivel az ivarsejtek vizeletbdl szarmazo bakterialis és gombas

99



A halsperma tarolas modszereinek dsszehasonlitasa kiilonos tekintettel a fogassiillére (Sander lucioperca)

szennyezése elkertilhetetlen. Stoss és Refstie (1983) munkassaga alatt az atlanti lazac
(Salmo salar) sperma fertilitasa penicillin és streptomycin kiegészitéssel 24, a nélkiil
csak 6 napig volt termékenyitésre alkalmas. Stoss et al. (1978) szerint az antibiotikumok
gatoljak a baktériumok fejlédését, ugyanakkor a ml-enként 9000 IU penicillin vagy 9
mg streptomycin karos hatéssal van a spermiumokra.

Harvey ¢és Kelley (1984) Gram-negativ baktériumokat mutattak ki mozambiki tilapia
(Sarotherodon mossambicus) petesejteknél 19 oras tarolast kovetden; a baktériumok
fejlodését kanamycin-szulfattal sikeriilt meggatolni. Moore (1987) sikeresen tarolt
walleye (Sander vitreus) spermat ampicillin felhasznalasaval. A leszivassal gyiijtott
spermat ampicillint tartalmazé higitéval keverték és 1 °C-on hitottek 14 napig. A
termékenyitési kisérletek atlagosan 90,8%-os fertilizaciot mutattak 180 pg ampicillin/ml

higitonal, 86,4%-ot 3.325 pg ampicillin/ml higitonal, és 93,2%-ot friss spermanal.

4. A higito, az ivarsejt-aktivdilds megelozése

Az ivarsejtek aktivalasanak megelézése a legkritikusabb tényez6 rovid ideji tarolas
esetében, mivel az aktivalas utan a termékenység rohamosan csokken. Tekintve, hogy az
ivarsejtek az ondoban, ill. a petefészek (vagy ovarialis) folyadékban nem aktivalodnak,
e kozegben higitds nélkiil végzik a rovid idejli tarolast (Jamieson 1991). Harvey és
Kelley (1984) kutatasaban egyes melegvizi fajoknal létfontossagli a sperma higitésa.
Ezeknél a fajoknal a fejés alatti szennyezés beinditja a sperma mozgéasat, amit nem lehet
meggatolni sem a tarolasi homérséklet beallitasaval, sem kalium-ionok hozzaadasaval.
Hara et al. (1982) szerint a milkfish (Chanos chanos) sperméjanak hiitése sikeresebb
volt a plazmaval higitott médszerrel, mint a higitatlan mintdknal. Withler és Lim (1982)
kutatasaban a 10% DMSO-t tartalmaz6 sooldattal higitott stigér spermat sikerrel tarolta
5-10 °C kozott. Harvey és Kelley (1984) 5 naprol 18 napra novelték a tilapia sperma
felhasznalhatosagat gliikéz, glicin és szaharéz tartalmu tojassargdja-citrat higitd
alkalmazasaval. Ohta és Izawa (1996) japan angolnaval (Anguilla japonica) végzett
kisérleteinek eredményei jelzik, hogy a kaliumion esszencialis Osszetevdje az izotonias
oldatoknak a japan angolna sperma htitve tarolasahoz (3 °C, 28 nap). Az optimalis KCl
koncentracio a rovid ideji tarolashoz (egészen 7 napig) 45-75 mM kozott van, mig
hosszabb tarolashoz 15-45 mM kozotti. Késobbi kutatasaik folyamén Ohta és mitsai

(1997) japan angolna (Anguilla japonica) spermajat taroltak sikeresen K15 (15 mM
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KCl, 149,5 mM NaCl, 1,3 mM CaCl,, 1,6 mM MgCl,, 20 mM NaHCO; pH 8,1, 20 mM
TAPS-NaOH) és K30 (30 mM KCl, 134,5 mM NacCl, 1.3 mM CaCl,, 1,6 mM MgCl,,
20mM NaHCO;, pH 8,1, 20 mM TAPS-NaOH) higitokkal.

Bernath (2016) eredményei alapjan a modositott Lahnsteiner-féle immobilizalé oldat
bizonyult a legeredményesebbnek csaposiigér (Perca fluviatilis) fajban. Osszetétele a
kovetkez6: 150 mM NaCl, SmM KCI, 1 mM MgSO, x 7 H,O, 1 mM CaCl,, x 2H,0, 20
mM Tris, pH 8,0.

Marques és Godinho (2004) 6 tropusi halfaj (Brycon lundii, Piaractus mesopotamicus,
Leporinus  elongatus, Leporinus friderici, Prochilodus lineatus, Prochilodus
marggravii) spermajaval végeztek rovid ideji hiitési kisérleteket. Munkajuk soran az
emlitett halfajok spermamintait eppendorf csovekben és milanyag tasakokban taroltak,
oxigénnel ¢és levegdvel dusitva, 1,7-4,9 °C-on. Higitd anyagot nem hasznaltak
kisérleteik soran. A legrovidebb tarolasi iddtartam a Leporinus friderici esetében 7 ora

volt, a leghosszabb a Prochilodus lineatus esetében 20 ora.

A HALSPERMA MELYHUTES TORTENETI ATTEKINTESE

A halsperma-mélyhfités uttoro kisérlete Blaxter (1953) nevéhez fiizédik. A szarazjégen
(-79°C) torténd mélyhités utan életképes hering spermiumokat nyert. A mult szdzad 90-
es éveiben a kutatok a vilag tobb pontjdn mintegy 200 halfaj spermajat hiitotték
sikeresen (Rana 1995). A csontos halak (Osteichthyes) foosztalyabol a pisztrangfélék
csaladjanak (Salmonidae) spermamélyhiitési technologidja fejlodott a leggyorsabban. Ez
annak koszonhetd, hogy jelenleg is szamos kutatocsoport dolgozik a vilagon, tobbek
kozt a szivarvanyos pisztrang himivarsejtnek mélyhiitési metodusan (Lahnsteiner et al.
1997; Cabrita et al. 2001).

A siigérfélék (Percidae) spermamélyhiitésével, azon beliil is az amerikai kontinensen
oshonos walleye-vel (Sander vitreus) elsoként Moore (1987) foglalkozott. Bergeron et
al. (2002) kisérleteik soran a walleye esetében harom 1 higitot hasznaltak. Egy masik
amerikai eredetl sigérféle, amellyel Ciereszko et al. (1993) vizsgalodtak a sarga siigér
(Perca flavescens) volt. Evekkel késébb Glogowski et al. (1999) szintén a sarga stigér
(Perca flavescens) spermajanak sikeres mélyhtitésérdl publikaltak. Eurdpaban éshonos

stigérfélék  koziil, hazai kutatocsoport, a csaposiigér (Perca fluviatilis)
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spermamélyhtitésével kisérletezett (Horvath és Urbanyi 2001). A Szent Istvan Egyetem
kutatdoi harom siigérféle, a koésiillo (Sander volgensis), a széles durbincs
(Gymnocephalus baloni) és a magyar bucd (Zingel zingel) spermamélyhiitésével
kisérleteztek. Sikeres mélyhiitést azonban csak a magyar bucd esetében sikeriilt
véghezvinni (Keresztessy et al. 2003).

finomitasan tul, a mélyhlités okozta karosodasok és a spermaminéség alaposabb
vizsgalatara iranyult. A spermamélyhiités soran fellépd DNS karosodasok felkutatasara
a szakemberek a Comet assay nevii modszert alkalmaztak sikeresen (Labbe et al. 2001;
Cabrita et al. 2005). Az életképes spermiumok tesztelésére az él6-halott fluoreszcens
festési eljaras adott lehet6séget (Flajshans et al. 2004). E modszer pontossaga
aramlasos citométeres (flow cytometer) vizsgalattal kombinalva javithato tovabb (Liu et

al. 2007; Horvath et. al. 2008).

A HALSPERMA-MELYHUTES MODSZEREI

1. Mélyhttés szarazjég (-79°C) segitségével
2. Mélyhiités folyékony nitrogén (-196°C) gézében
3. Mélyhiités programozhat6 hiitogép segitségével (Bokor 2009)

1. Mélyhiités szarazjég (-79°C) segitségével

A modszer soran a szarazjég (-79°C) tomb feliiletén vajatokat alakitanak ki, majd ebbe
csepegtetik a hitémédiummal kevert spermat, a mélyhtités soran pelletek képzddnek.
Kovetkezd 1épésként a pelleteket folyékony nitrogénbe helyezik, ahol a mélyhiités
végsO szakasza befejezodik (Urbanyi 1999). Az emlitett technikanal altaldban a
pelleteket krio-csovekben, folyékony nitrogénben taroljak. A pelletek a sperma
tarolasara miiszalmat is hasznalnak. Ilyenkor a mintakat a szarazjég tomb felszinén vagy

Osszetort szarazjég kozt hitik (Magyary 1996).

2. Mélyhiités folyékony nitrogénben (-196°C)
A mélyhitési eljaras soran, a miiszalmakba tolt6tt higitoval és krioprotektiv anyaggal

kevert spermamintakat, folyékony nitrogénnel toltott polisztirol dobozba helyezik,
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meghatarozott magassagban a nitrogén felszinétol, a parolgd nitrogén gézében eldhitik.
Az el6hiités torténhet fémlapon, fémracson (Magyary et al. 1996), vagy a folyékony
nitrogén felszinén usz6 polisztirol kereten miiszalméakban (Baynes és Scott 1987).

A modszer elénye, hogy viszonylag olcsé. Hatranya, hogy felolvasztas utdn a
spermiumok motilitasa gyorsan és drasztikusan csokken. Gyakorlati alkalmazasanak

hatranya, hogy a folyékony nitrogén beszerzésérol gondoskodni kell.

3. Mélyhiités programozhato hiitégép segitségével

A leginkébb kontrollalhato modszer. A programozhatd hiitdgépek laboratoriumi és
iizemi szinti termelésre egyarant alkalmasak. A gép hitéterébe a nitrogén goéze
elektronikus uton szabalyozva keriil be, ezaltal a kivant hiitési sebesség teljes
pontossaggal szabalyozhat6. A programozhatd berendezések hatranya a magas
beszerzési koltség és a tobbi modszernél lényegesen dragabb iizemeltetés, amelyhez
komoly laboratoriumi hattér sziikséges (Bokor 2009). Bokor et al. (2015)
programozhat6 fagyasztd6 berendezés (CRF, controlled-rate freezer) alkalmazasaval
végeztek mélyhiitési kisérleteket csapdstigér (Perca fluviatilis) sperman. A kisérletben 4
egyed spermajat mélyhttotték le 1:5, 1:10, 1:20-as higitasi aranyban. A kisérlet
eredménye, hogy az 1:20-as higitasban a CRF berendezés alkalmazasaval mélyhiitott
sperma progressziv motilitdsa 49+6% volt, ami magasabb, mint 1:5-nél (39+6%). 1:20-
as higitasnal magasabb volt a VCL (motilitas sebessége, curvilinear velocity) érték is

(129411 pm/s), mint a 1:5 (1159 pm/s) és 1:10 esetében (112+17 um/s).

A MELYHUTES KOZBEN LEJATSZODO VALTOZASOK A SEJTBEN

A tovabbi hiités (-10 fok koriil) soran a jégkristalyképzddés jelent mechanikai stresszt
a sejtek szamara. Az optimalis hiitési homérséklet fajonként eltéré: 10 fok/perc
embernél, 50-100 fok/perc kozott bikaknal. A krioprotektiv anyagok (CPA)
hasznalataval gatoljak a jégkristalyképzddést és mérséklik a higitasi/oldasi/mélyhtitési
karos hatasokat. A leggyakoribb CPA a spermandl a glicerin. A nem-permealddé (nem
jut be a sejtbe) CPA-khoz hasonldan a glicerin extracellularis hatasként ozmotikusan
serkenti a sejt dehidraciot, igy csokkenti az intracellularis vizmennyiséget, ami a

mélyhiités soran jeget képezhet. Reaktiv oxigén gyokok: szerepiik van a kapacitacio
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soran. Kiilonosen a szuperoxid anion (O*-), a hidrogén-peroxid (HO?) és a nitrogén-
monoxid (NO) jatszik szerepet a kapacitacid meginditdsaban. A kapacitacié soran
betoltott fiziologiai szerepiik ellenére a szabad gyokok karosak a sperma
¢életképességére. A sperma kifejezetten érzékeny az oxidativ stressz hatasokra, mivel
sok tobbszordsen telitetlen foszfolipid talalhatdé a membranban, és nem képes
ujraszintetizalni a membranalkotokat. A sperma reaktiv oxigén gyok/szarmazék (ROS)
eléallitd folyamatait még nem térképezték fel, de a sperma esetében is ROS termel6dik
az O, nem teljes redukcidja soran a légzési lancban, mint minden aerob sejtben,
amelynek légzéshez kothetd az ATP anyagcsere mechanizmusa. Krioprezervacio soran
a sperma szamos valtozasnak van kitéve: szemindlis plazma higulds, alacsony
hémeérséklet, hipertonias kornyezet. Ezek a korlilmények roncsoljak és atalakitjak a
plazma membrant, méghozza a kapacitdcibhoz hasonld6 moédon. Ha ezek a
membranvaltozasok nem letalisak, csdkkent élettartamhoz és ¢letképességhez vezetnek,

hasonldan, mint a kapacitacion atesett sperma esetében. Medeiros et al. (2002)

A HALSPERMA MELYHUTES LEPESEI

A spermahigitds, equilibrdcio

A hitémédium egy megfeleld Osszetételli higitobol és egy krioprotektiv (a fagyas
karositd hatdsaitol védd) anyagbol allo keverék. A jo higitd a spermat reverzibilisen
immobilizalja, nem aktivalja annak mozgasat, nem tartalmaz toxikus anyagokat,
ozmotikus koncentracidja toleralhatd, a pH-ja enyhén lagos ¢és kivalo puffer-
kapacitassal bir (Leung 1991). A sperma mélyhiitéséhez a sejtmembranon gyorsan
behatold intracellularis anyagok hasznalhatok, 5-15 9%-os koncentracioban. A
sperma:hiitdomédium arany altalaban 1:1-10 kozotti értéket mutat (Miskolczi 2007).
Harvey et al. (1983) alapjan az equilibracid jelentése: a véddanyag-koncentracio
kiegyenlitddése az extra- ¢és intracellularis tér kozott. Az optimalis id6t az
equilibracional kisérletileg kell meghatarozni. Ha a spermium kisméretii és j6 membran
permeabilitasi, DMSO (Dimetil-sulfoxid) és metanol hasznalata esetén az equilibracio
rovid id6 alatt (1-2 perc) megy végbe. Lanes et al. (2008) braziliai lepényhal
(Paralichthys orbignyanus) spermajanal nem is alkalmaztak a mélyh{ités soran

equilibracids idot.
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A leghasznalatosabb intracellularis véddanyagok az alkoholok (metanol, etilén-glikol,
propilén-glikol, glicerin), az oxidok (dimetilsulfoxid (DMSO)) és az amidok (dimetil-
acetamid (DMA)). Mélyhiités soran hasznalatosak még a sejtekbe bejutni képtelen, azaz
extracellularis (gliik6z, fruktéz, szacharéz, Na-sok) véddanyagok is (Kopeika és
Kopeika 2008). A védéanyagokat 5-50%-0s koncentracioban hasznalt

ak, a legjobb eredményeket viszont jellemzden 5-20%-os koncentracio esetén kaptak
(Tiersch 2000). A legelterjedtebb a fent emlitett véddanyagok koziil a DMSO. Hatranya,
hogy tarolas soran nem stabil molekula, mely az eddigi ismeretek szerint a DNS-ben
szaltoréseket okozhat. A DMSO 10%-nal nagyobb higitasnal aktivalhatja a spermat. Az
etanol és a metanol behatolo képessége gyors (Kopeika és Kopeika 2008). Horvath et al.
(2014) adriai pér (Thymallus thymallus) és marvany pisztrang (Salmo marmoratus)
spermajat mélyhutotték sikeresen. Higitd Osszetétele: 200 mM gliikoz, 40 mM KCl és
30 mM Tris (pH 8,0) keverékét hasznaltak. Krioprotektiv anyagként 10% etanolt
alkalmaztak. A kisérleteikben 1:1, 1:4, 1:9 higitasi aranyokat alkalmaztak. Szabo et al.
(2005) modositott Tanaka higitét (137 mM NaCl, 76,2 mM NaHCO;) hasznaltak
eurépai angolna (Anguilla anguilla) spermamélyhtitésénél. Bokor et al. (2015) a
mélyhtités soran ugyanezt a modositott Tanaka higitot és 10% metanolt (véddanyag)
alkalmaztak sikeresen csaposiigér (Perca fluviatilis) spermamélyhiitési kisérleteik soran.
Bernath et al (2015) viszont ugyanugy csaposiigér (Perca fluviatilis) esetében
modositott Lahnsteiner higitot hasznaltak, ami 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM
MgSO;, « 7 H,0O, ImM CaCl, 4, H,O, 20 mM Tris, pH 8.0 keveréke volt. Fagyvédoként
szintén 10% metanolt hasznaltak.

Bokor et al. (2007) fogassiillé (Sander lucioperca) és kosilld (Sander volgensis)
kisérletek soran harom kiilonb6z6 higitot hasznaltak:

L. Gliiko6z higit6 (350 mM gliikéz, 30 mM Tris, pH 8.0)
2. KCl higit6 (200 mM KCl, 30 mM Tris, pH 8.0)
3. Szachardz higité (300 mM szachar6z, 30 mM Tris, pH 8.0).

Védoéanyagként metanolt és DMSO-t kevertek a mintdkhoz 10% koncentracidban.
Kisérleteik soran a gliikoz higito-DMSO keverék bizonyult a legjobbnak, mivel
felolvasztds utdn a motilitdas ekkor mutatott legkedvezébb értéket. Késdbbi

kisérleteiknél a gliikkéoz (350 mM gliikdéz, 30 mM Tris, pH 8.0) és metanol (10%)
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keveréket alkalmaztak fogassiilld (Sander lucioperca) spermaval végzett vizsgalatokban

(Bokor 2008).

A mélyhiitott mintak taroldsa

A mélyhtitott mintdk cseppfolyds nitrogénnel (-196°C) feltoltott tartalyban tarolhatok.
A tarolas torténhet miszalmaban (0,25, 0,5 ml, esetleg nagyobb), miianyag- illetve
iivegesében, valamint aluminium tasakban (Magyary et al. 1996). Kopeika és Kopeika
(2008) szerint a 10 ml-nél nagyobb térfogatl tarolok mar nem alkalmasak a halsperma
mélyhtitésre. Véleményiik szerint ekkora méretnél mar gyakorlatilag lehetetlen
biztositani az egyenletes mélyhiitést. Horvath et al. (2010) ponty (Cyprinus carpio)
spermajanak mélyhiitésénél a higitott spermat 5 ml-es miiszalméakba toltotték, majd a
mélyhiitést polisztirol dobozba toltott folyékony nitrogén gbézében végezték, 3 cm
vastag polisztirol kereten. Az elohttés ideje 7 perc volt. Ezutdan a miiszalmakat
cseppfolyds nitrogénbe helyezték.

A fogassiillo (Sander lucioperca) sperma mélyhtitésénél az eldhiitésre szintén 3 cm
vastag polisztirol keretet javasol, cseppfolyds nitrogén gézébe, viszont az el6hités ideje
minddssze 3 perc. Ezek utan a miiszalmak szintén folyékony nitrogénbe keriilnek

(Bokor 2009).

SAJAT VIZSGALATOK, KOVETKEZTETESEK

A mélyhitési kisérletek folyaman fogassiilld (Sander lucioperca) esetében kétféle
spermahigit6t hasznaltunk: pér-higitét és gliikoz higitot. Osszetételiik a kovetkezd volt:
- Pér-higito: 200 mM gliikéz, 40 mM KCl, 30 mM Tris, pH 8,0
- Gliikoz higité: 350 mM gliikéz, 30 mM Tris, pH 8,0
A pér- ¢és glikoz higitok specialisan pér és ponty sperma mélyhiitésére kikisérletezett
oldatok. A kisérleteink soran siilld esetében a higitasi arany 1:8:1 volt, ahol is a
spermamennyiség ¢s a véddanyag 10-10%-ot tett ki. A mélyhtitott minta 80%-a higitd
volt. Eredményeink szerint a gliikdz higité és a metanol kombinacié alkalmazéasaval a
mintdk magasabb felolvasztas utani motilitast produkaltak dsszehasonlitva a pér-higito
¢s DMSO alkalmazasaval. A mélyhtités eldtti motilitas értéke 70 és 90% kozott alakult,

a felolvasztas utan pedig drasztikusan, 5-15% kozé csokkent. Ehhez hasonldan
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csokkenést figyeltiink meg a motilitds idotartamaban is, 1-4 percrdl a felolvasztas utani
0,5 percre. Kezdeti eredményeink alapjan indokolt lenne egy, a specidlisan fogassiillo

szamara kifejlesztett higitoval dolgozni.

Spermavizsgalataink soran megallapitottuk, hogy jelentés egyedi kiilonbségek
fordulnak elé a spermamintak motilitdsa kozott. A mintavételt kovetden mért motilitas
50 ¢és 90% kozott, mig a motilitas id6tartama 1 és 4,5 perc kozott valtozott. A
spermamintakat htitdszekrényben (4°C-on) hét napig taroltuk, a motilitast pedig naponta
mértiik. A tarolas alatt minden minta esetében csdkkend motilitas jellemzo. A legtobb
vizsgalt mintanal (70%) a motilitds mar a harmadik napon 10% ala csdkkent, mig a
mintadk mintegy 20%-anal a hetedik napon is 40-50% kozotti motilitast mértiink. A
tarolas soran a motilitds ideje is fokozatosan csokkent, az egyedek kozott pedig
statisztikailag igazolhato (P<0,05) kiilonbségeket mértiink. Megallapitottuk, hogy az 1,5
ml-es Eppendorf-csében tarolt mintak két napos, hozzaadott adalé¢kanyag (higito)
nélkiili tarolas utan még jellemzoen felhasznalhatok. A higitdé nélkiil, hiitve (4°C-on)
tarolt mintdk tehat mindossze atlagosan 1-3 napig hasznalhatok, mig mélyhtitéssel akar
honapokig is tarolhatok lehetnek, de drasztikus motilitas csokkenés mellett.

A siill6 esetében két immobilizalo oldatot teszteltiink.

1. Lahnsteiner-féle immobilizal6 oldat: 150 mMol/l NaCl, 5 mMol/l KCI, 1 mMol/l
MgSO,, 1 mMol/l CaCl,, 10 mMol/l hepes (pH 7.8)

2. Kobayashi féle immobilizal6 oldat: 130 mM NaCl, 40 mM KCl, 2,5 mM CacCl, x
2H,0, 1.5 mM MgCl, x 6 H,0, 2,5 mM NaHCOs;, pH9.5.

Eddigi eredményeink alapjan e két immobilizal6 oldat koziil a Lahnsteiner-féle
immobilizalé oldattal még a 3. napon 10-45%-o0s motilitadsu spermat kaptunk, tovabbi
vizsgalatok sziikségesek.

Ohta és Izawa (1996) eredményei alapjan a rovid ideji hiitve tarolasi kisérletekben az
alabbi higitokat teszteljiik (6sszetételiik fent emlitésre keriilt): K15 és K30. Tovabba
adatokat gylijtink majd a nativ sperma higitdo nélkiili eltarthatosdga kapcsan is.
Véleményiink szerint a gyakorlatban a rovid idejii hiitve tarolas jarhatobb ut, mint a
mélyhiités. Nagy elonye a kis munkaigényesség, egyszeriiség. Gyakorlatban torténd
alkalmazasa joval kisebb eszkozigényi, koltséghatékonyabb, a mélyhiitésnél

alacsonyabb a kockazati tényezdje.
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Vizsgalataink soran mért tobb napi motilitasi eredményekbdl adédoéan célunk az, hogy
a silld szamara megfeleld, a sejtre nézve nem toxikus, higitd kikisérletezésével a

stilldsperma akar hetekig is tarolhato legyen 4°C-on, hiitészekrényben.

Different methods of fish sperm preservation with special regard to

the pike-perch (Sander lucioperca) — a review
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SUMMARY

Based on literature data, the authors review different methods applied for the
preservation of fish spermatozoa. The two most common preservation techniques are
discussed in detail, and a comparison is given between cooling and freezing
(cryopreservation) methods of preservation. Fish sperm preservation dates back nearly
60 years. During this period, several research teams have aimed to improve both long-

term and short-term storage of fish sperm from many species.
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