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Szakteriilet/iparag bemutatasa, a projekt illeszkedése e teriilethez

Sertéstenyésztés/tenyészallat eloallitas

Egy adott allatfaj tenyésztési hatékonysaga (genetikai eldrehaladas mértéke és
sebessége, tenyésztés tértdl, id6tdl vald fliggetlenné valdsa, nyomon kovethetdség,
higénia, jarvanyiigyi szempontok,...) jelentésen megnovekedik, ha a rutin technoldogia
részéveé valik a him 4llatok 6rokité anyaganak jo hatdsfokt fagyasztva tarolasa. Ez
tejeld szarvasmarha tenyésztés esetében, a sertéssel ellentétben, mar rutin,
egyeduralkodo technologidnak szamit.

Ezt a megoldast kindlja a sertéstenyésztésnek tenyészallat eldallitas céljara a jelen
palyazat segitségével létrehozand6 technoldgia, mely magaban foglalja az 6rokitd
anyag kinyerésétol, megfeleld higitasatol a mélyhiitve tarolason at a felolvasztasig €s
inszeminalasig tartd folyamatokat. A technoldgiai sor kidolgozasan kiviil a
folyamatba illesztett szubletalis stressz-kezelés és a hozzd kapcsolddo allo és
fogybdeszkoz fejlesztés jelenti a projekt ijdonsagtartalmat.

A kansperma jo hatékonysaggal torténd, stabil, ismételhetd eredményeket hozo
fagyasztasa jelenleg még megoldatlan feladat, ezért a sertéstenyésztés, ellentétben a
szarvasmarha-tenyésztéssel, tobbnyire lokalisan, helyhez kototten, viszonylag fix,
kisszamu donor felhasznalasaval zajlik. A vilag sertéstenyésztése 99 %-ban a higitott,
15-17 °C-on tarolt sertéssperma inszeminalasan alapul; a fagyasztott sperma aranya a
tenyésztésben elhanyagolhato, kevesebb mint 1%.

Mindennek oka, hogy

. a mélyhitott spermiumok felengedést kovetd talélése csak ritkan haladja meg
a 35-40%-ot, amely a gyakorlatban meghatarozott minimumeérték: ez alatt az érték
alatt a spermat a gyakorlatban nem hasznaljdk fel inszeminalasra, megsemmisitésre
kertil;

. a fagyasztott sperma felengedés utani ¢életképessége, élettartama jelentdsen
lecsokken.

A fenti okok ellenére csekély aranyban - leginkabb kisérlet és génbankolés céljabdl -,
de egy-két helyen foglalkoznak sertéssperma fagyasztassal, a kovetkezo
tapasztalatokkal:

. az alacsony ¢lettartam miatt a rutin technolégidba torténd beillesztés komoly
eréfeszitéseket igényel;
. alacsonyabb vemhesiilési arany és

. lényegesen alacsonyabb alomszam.



A palyazat célja egy olyan technoldgia létrehozasa, mely 0 alapokra helyezi a
sertéstenyésztést. A létrehozando 4j technoldgia magéaban foglalja a technologiai sort
kezdve a spermavételtl, sperma -higitastol, -kezeléstél a sperma eldkezelésén,
fagyasztasan at a felolvasztasig és az inszeminalasig.

Az 1) technoldgia ,klonozhato”, igy termékként egészben, vagy részenként
vilagszerte értékesithetd lenne, mely altal a sertéstenyésztés - a Szarvasmarha-
tenyésztéshez hasonloan- fagyasztott sperma inszeminalasan alapulna.

A palyazo a jelen technologidk hatékonysagat egy, az altala kifejlesztett sejt (sperma)
- eldkezelési eljaras technologidba illesztésével kivanja megoldani. A tobbféle 6rokitd
anyagon, embrion és egyéb sejteken sikeresen tesztelt eljaras a sejteket kezelve azok
stressz toleranciajat jelentdsen noveli, igy azok Iényegesen nagyobb ardnyban élik tul
a kezelést kovetd beavatkozédsokat, pl. a mélyhtitést és fagyasztva tarolast.

A létrehozando technologia megalapozottsaga, sajat korabbi eredmények

Az 0rokitd anyag mélyhttésének lehetdsége fél évszdzados eredmény. Az elmult
évtizedek kutatdsai ezeknek a mélyhiitési technoldgidknak a tokéletesitését €s ipari
hasznosithatosagat céloztak. Sertéstenyésztésben, hasonldan egyéb allatfajokhoz, ez
idére a mélyhiitési protokollokat sikeriilt optimalizalni, ¢és az altaluk elérhetd,
korabban emlitett maximum hatékonysagot megkozeliteni. A mélyhiitési paraméterek
valtoztatasatol jelentds eredményeket mar nem var az iparag.

Sejtek fagyasztva tdrolasanak teriiletén ) megolddsnak szamit a palyazo altal
megalkotott technologia, mely nem a rutin eljarasokat modositja, hanem a mélyhfitést
megelézden a spermiumokat kezeli egy pontosan kiszamitott erds, de maradando
karos kovetkezményekkel nem jaré (szubletalis) stressz hatassal, melynek
kovetkeztében a sejtekben kialakuld vélasz reakcid hatdsara életképességiik, stressz-
tlrd tolerancidjuk jelentésen megnd. Kovetkezésképen a spermiumok fagyasztast
kovetd tulélése is jelentdsen nagyobb lesz.

Ennek a szabadalmaztatott eljardsnak a haszndlatdval a kansperma fagyasztési
hatékonysaga jelentdsen megnd, ezaltal a fenti hatranyokat kikiiszobolve a tulélés
aranyat stabilan 40-50% felett tartva a mdodszer alkalmas a spermafagyasztas iparszerii
alkalmazasara.

Az 2006-2007ben a palyazo fagyasztott sertéssperma eldallitasara kisérleti protokollt
dolgozott ki a Taiwani Animal Technology Institute-ban. A kisérletek soran e project
alapjat meghatarozd innovativ eljarassal kezelt illetve kezeletlen sertésspermat
mélyhitottek. A felengedett sertéssperma termékenyitésekor 70-80 % vemhességet
értek el mind a kontrol, mind a kezelt sperma esetében, ellenben a malacszdm a kezelt
sperma esetében szinte megduplazodott (4.4 — 6.7 db/ koca - 9.4 — 10 db/ koca). Az
inszeminaldsokkal parhuzamosan végzett proteomikai kutatasok kimutattdk, hogy a
kezelés hatdsara a sertéssperma fehérje profiljaban jelentds, a termékenyitoképességre
pozitivan hat6 véaltozasok mennek végbe.

A cég kordbban egér embrid, mesterséges szarvasmarha embrid, bikasperma
modelleken dolgozta ki az uj fagyasztasi eljarast, mely hasznalataval az embrid és
spermafagyasztds hatékonysaga jelentdsen novelhetd. Az eljards mar elfogadott
szabadalmi védelem alatt all.



A szabadalmaztatott eljaras lényege, hogy a technoldgiaban a fagyasztasi 1épést
megel6zéen magas (de szubletalis, irreverzibilis valtozasokat nem okozo)
hidrosztatikus nyomadssal kezelik a lefagyasztandd anyagot. Nyomads-eldkezelést
(szubletalis sokkhatds) kovetden a késObbi stressz-toleranciat jelentésen ndveld
valtozasok jonnek létre a sejt fehérjeprofiljaban (chaperone csalad, sokk-fehérjék
transzkripcidjanak beinduldsa, felgyorsulasa, sokk-fehérjék stabilizalasa), egyéb
biofizikai (membrantranszport, diffizid) ¢és biokémiai valtozasok mellett.
Kovetkezésképp az elokezelést kovetd fagyasztas hatékonysaga jelentdsen megnd: az
ivarsejtek és embridk 1ényegesen jobban toleraljak a kiilonb6zo, szamukra stresszt, az
¢letképesség gyengiilésével jaro folyamatokat.

Projekt elorehaladas (2009 nov — 2011 marcius)

Az elsé 6 honapban egymassal parhuzamosan elindultak a bioldgiai, miiszaki és
miianyagipari fejlesztések. A SZIE Allatorvos-tudomanyi Karan kialakitasra keriilt a
kisérleti laboratorium és a donorallomany, mely szolgaltatja az 6rokité anyagot a
kisérletekhez.

A protokollok kialakitdsanak elsé Iépése volt a mar meglévd szakirodalmi
adatbazisunk kibdvitése illetve konzulticiok Eurépa vezetd sertéstenyésztd
vallalataival. Mindezen informacidkra alapozva alakitottuk ki az orokitd anyag
kezelési (higitasi és vizsgalati) protokollunkat, egyik kisérleti csoportként a dan
modellt is szerepeltetve. Ezen informacidkra alapoztuk a kezelést végzo célgép elsod
koncepciomodelljének méretbeli paramertizalasat.

Korabbi kisérleti eredményekre alapozva egy mar meglévd kisérleti eszkdzzel
kezdtiik el az elokészitett 6rokitd anyag kezelési protokolljanak meghatirozasat, és
definidltuk a kezelési paramétereket (kezelés nagysaga, id6tartama, homérséklete, a
protokollba illesztés helye és modja, az 6rokitd anyag kezelésre torténd eldkészitése).
Osszesen 36 db kisérleti jegyzOkonyv sziiletett, a kezelések és a 8 napon 4t tartd
vizsgalatok adataival.

A kisérletek sok olyan 0j eredményt hoztak, melyek alapvetdek a protokoll iparszerii
alkalmazaséanak kialakitasakor.

Eredményként definialhatd, hogy a megfelelden végzett kezelés az 6rokitd anyag in
vitro eltarthatosagat jelentdsen megndveli, mely a technologia rutin inszeminaldsban
tortend felhasznalhatosagat is megerdsiti.

A célgép fejlesztés elsd 1épéseként a konzultdciok alapjan meghatarozott
kamratérfogattal (1500 cm3) ¢és hidrosztatikus nyoméas kapacitassal (400 Atm) biro
koncepciomodell tervei és az eszkoz is elkésziiltek. A meghatarozott igényeknek a
legyartott modell megfeleldnek bizonyult: az adott térfogaton tartésan képes volt a
400 Atm hidrosztatikus nyomast tartani. E modell képezi szerkezeti alapjat a tovabbi
igényeknek megfeleld fejlesztéseknek.

A biologiai fejlesztés sordn a korabban leirt kisérleti orokitd anyag-fagyasztasi
protokoll nagyiizemi hasznalatra torténik.

A projekt masodik szakaszaban végzett munka kovette a palyazatban
meghatarozott célt, kiillonds fokusszal arra, hogy az eljards a vilag fejlett
sertéstenyésztéssel rendelkezd orszagaiban is piacképes lehessen. A projekt folyaman
kisérleti egyiittmiikodési kapcsolatot sikeriilt kialakitanunk a dan sertéstenyésztd
vallalat mindségbiztositd ¢€s fejleszté kozpontjaval (Danish Agriculture & Food
Council, Copenhagen; egyiittmiikddésben a Hatting KS mesterséges termékenyitd
allomasokkal, mely Eurdpa legnagyobb mesterséges termékenyité kézpontja). Dania
legnagyobb sertés mesterséges termékenyité allomasan végeztink kisérleteket,



bemutatvan a jelen projekt céljaként kifejlesztendd technoldgiat. Az ottani
tapasztalatok beépitése a projektbe nemzetkozi édekeltségiivé emeli azt.

A projekt elsd szakaszdban a kisérleti feltételek megteremtddtek: donorkanok
beszerzése és ,,betanitdsa” megtortént, az 6rokité anyag ’state-of-the-art’ kinyerése,
elokészitése, a megfeleld kezelése illetve a kezelések hatasanak korrekt kiértékelése
rutin feladatta valt. A masodik fél évben a dan kisérleti tapasztalatok és
megfogalmazott igények alapjan valtoztattunk a haszndlt ivarsejt higit6 médiumon,
melyre 0j kezelési protokollt épitettiink. A kisérletek folyaman megfogalmazott
igények befolyasoltak a gépi technologia kutatasanak illetve a megfeleld fogyoeszkoz
kialakitdsanak célparamétereit is.

A kezelést végzd céleszkdz (szamitogéppel vezérelt, autdmata, hidrosztatikus
nyomast eldallitdo késziilék) koncepcidomodelljének hasznélata soran a nyomaskamra
gépészeti rendszerterve elkésziilt a megfalmazott igények alapjan (4.-5.
Tevékenység).

Az in vivo kisérletek elokészitése a magyarorszagi sertéstelepekkel megtortént, a
magyarorszagi telepen 2011 szeptemberre be is fejezédik. az utédok kiértékelése
folyamatosan zajlik az elléseket kovetden.



