ZEBRADANIO (DANIO RERIO) SPERMAMELYHUTESENEK
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/ Bevezetes

Munkank soran a napjainkban igen elterjedt laboratoriumi modellallat, a zebradanio (Danio rerio) spermajanak
melyhdtésevel foglalkoztunk. Korabban tobben probalkoztak e faj spermajanak melyhitésevel, viszont ezek a

modszerek nem egysegesek, tovabba - a kis testméret és a minimalis mennyiségu ivartermek miatt - a
spermat az egyedek heréinek sebészi uton torténd eltavolitasaval nyertek (Yang et al. 2007). E fajnak tobb

mint 4500 mutans vonala van, ezek kozott pedig tobb olyan is letezik, melynek egyedszama minimalis; ezen

vonalak megorzese kiemelkedo

lefejésevel megvalosithato.

jelentoséggel

bir. EbDOG

kifolydlag munkank soran
spermameélyhitési eljaras kidolgozasat tlztuk ki celul, mely az allatok elpusztitasa néelkul, az ivartermek

egy olyan

Anyag es modszer

Kisérleteink soran a fellelheté szakirodalmi
adatok és mddszerek alapjan dolgoztuk. A
kalonboz6 egyedektbl — Uvegkapillaris
segitségéevel — lefejt spermat egy
Eppendorf-csObe, poolozva  gyudjtottuk
0ssze.
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1. abra: Az ivartermek kinyerese.

A melyhutest automata melyhuto
berendezéssel vegeztuk el. A mélyhatés
soran négy higitot teszteltink: Hanks-féle
sooldat (Jing et al. 2009), pontyféle
immobilizalé oldat (200 mM KCI, 30 mM
Tris, pH 8,0; Saad&Billard 1987),
modositott Kurokura-oldat (3,6 g NaCl, 10
g KCI, 0,29134 g CaCl, x 2 H,O, 0,17066
g MgCl, X 6 H,0O, 0,2 g NaHCO, 1000 ml
desztillalt vizben; Kurokura et al. 1984), es
Jpér higité” (200 mM glukoz, 40 mM KCI,
30 mM Tris). Ezenkivul -2,5 és -56°C/perc
kOzOtti hltesi sebesseégekkel, valamint
kulonboz6 higitasi aranyokkal (1:4, 1:9,
1:19, 1:99) kisérleteztiink. Véddanyagkeént
minden esetben 8% metanolt
alkalmaztunk. Felolvasztas utan
szamitogépes spermavizsgalo rendszerrel
ellenériztik a spermiumok motilitasat, mely
gyors €és objektiv meghatarozast tesz

lehetévé. Az aktivalashoz desztillalt vizet

hasznaltunk, melybe 1% BSA-t kevertlnk,
amely meggatolja a sejtek letapadasat a
targylemezre a motilitasvizsgalat soran.

=

Eredmeények

A legmagasabb felolvasztas utani motilitast
(24%) peér higito, 7,5°C/perc hitési
sebesseg, és a sperma 1:9 aranyu

higitasaval értik el. Hanks-féle sooldat és
Jper higitd” keverekének hasznalataval is
sikerult igen |0 motilitasi eredményeket
elérnink (12%), viszont Onmagaban a
Hanks-féle sooldat alkalmazasa ennél
alacsonyabb motilitast (7%)
eredményezett. A modositott Kurokura-
oldat esetében 3%-0s, viszont a pontyfele
immobilizalo oldat  esetéeben nem
tapasztaltunk motilitast. A 7,5°C/perces
hitési sebességen kivul 10°C/percnél (5%)

(3%) tapasztaltunk
motilitast; a  2,5°C/perc,  5°C/perc,
20°C/perc, es  56°C/perces  hutesi

sebességek mellett nem talaltunk mozgo
sejteket. Ezen Kkivul keétlépcs6s hutesi
gorbeket IS teszteltlink, szintén
eredménytelentl. A sperma 1:4 aranyu
(3%), 1:19 aranyu (9%), valamint 1:99
aranyu (0%) higitasaval lényegesen
gyengebb motilitast ertlnk el az 1:9-es
higitashoz kepest.

A munka a KMR-12-1-2012-0436 és KMR-

5/2014/TUDPOL
| tamogatasaval valosult meg.

Osszegzes

A  legjobb motilitast eredményez6
7,5°C/perc hltéesi sebességgel, 1:9 aranyu
higitassal, valamint ,per higitd”

alkalmazasaval megkezdtlik termékenyitési
Kisérleteinket, melyek Sikeresnek
mondhatoak, viszont még  tovabbi
finomitasok szikségesek az eredmények
reprodukalhatosaga erdekeében.

3. abra: A Halgazdalkodasi Tanszeken
talalhato szamitogéepes spermavizsgalo
rendszer.
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2. abra: A Halgazdalkodasi Tanszeken
talalhato automata melyhato berendezeés.
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