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BEVEZETES

BEVEZETES

A bioldgiai sokféleség megbdrzése az emberi kornyezet, az emberiség
fennmaraddsanak egyik elofeltétele. Az dshonos magyar dllatfajtdk - a magyar
sziirke, a racka juh, a mangalica, de az 6shonos kutyafajtak, mint a pumi, a
mudi, a komondor, a magyar vizsla - fennmaraddsa, értékének megorzése
veszélyben van. A XXI. szdzad elején globdlis problémdt jelent a
tdlnépesedés, a fejlédd orszdgok népeinek élelmiszerellitdsa. Oridsi szerepet
kap a mezdgazdasag azdltal, hogy mind a novénytermesztésben, mind az
allattenyésztésben a legjobb mindségli drut termelje meg a lehetd legnagyobb
mennyiségben a lehetd legkevesebb 1dd alatt. Tobbek kozott ezen igények
kielégitésére a sertéstenyésztok faradalmas munkdjdnak eredménye, hogy a
legértékesebb genetikai 4llomannyal rendelkezd sertés kanokat és kocakat
tenyésztették ki. Az igy létrehozott értékes kanokat egy-egy nem kivant
betegség elpusztithatja, vagy az id6 elérehaladtaval az dllat fedezésképtelenné
valhat, illetve spermdjdnak mindsége torvényszerlien romlik. Ezekben az
esetekben a megteremtett tenyészérték nem oOrokithetd tovabb. A bioldgiai
sokféleség fenntartdsa, megorzése nem megoldhatatlan; a megolddst a még
€10, értékes kanok spermdjanak mélyhitése €s a génbank létrehozasa, és a mar
meglévo génbankok fenntartdsa jelentené.

Tovabbi elonyok is szarmaznak az Orokitdanyag mélyhtitésébdl. Korlatlan
ideig tarolhatd, barmikor és barhol felhaszndlhat6. Nincs sziikség a fedez6 kan
és a termékenyitésre varé koca kozvetlen taldlkozasdra, érintkezésére, nem
keriil 4t a kanr6l nemi betegséget okozé mikroba a kocdra. A genetikailag
értékes kanokat mesterséges termékenyitésbe vonjik, rendszeresen leveszik a
termékenyitd anyagukat, ezdltal sokkal nagyobb mennyiségli orokitd anyag
nyerhetd értékes tenyészéveik alatt, mint természetes koriilmények kozott.

Egyetlen ejakuldtumdbdl tobb koca is fedezésbe vonhaté attdl fiiggetleniil,
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BEVEZETES

hogy a kan melyik termékenyitd allomdson van. Potencidlisan tobb utdd
sziilethet egy-egy értékes kantol.

A vildg szamos laboratériumdban végeztek €s végeznek kutatomunkat ma is a
kiilonféle haszondllatok termékenyitd anyaga hosszatdva taroldsanak
megolddsdra. Legeredményesebbnek a fagyasztva torténd tarolds bizonyult,
annak ellenére, hogy a fagyasztds és a felolvasztds felére csokkenti a
spermiumok motilitasat (Tuli és mtsar 1992). A tulélo mozgékony
spermiumok mozgdsa mds, kevésbé aktiv, mint a friss ejakulatum
spermiumaié (Verheyen és mtsai 1993). A legtobb mesterséges termékenyitést
folyékony allapotd higitott spermaval végzik ugyanazon a napon, melyen
levették a termékenyitd anyagot, vagy 1-5 napos 15-20°C-on torténd taroldst
kovetéen (Johnson és mtsai 2000). Fagyasztott sertés sperma 1975 6ta
szerezhetd be mind pellet, mind szalmdban tarolt formaban (Johnson és mtsai
2000).

Ismert, hogy a fagyasztott sperma alacsonyabb termékenyito képességli, mint a
friss ejakulatum (Almid és Hofmo 1996, Johnson 1998), ezért a jelenleg
haszndlatos fagyasztdsi eljardsoknak tokéletesnek kellene lenniiik, de koran
sincs ez igy. Az egyik oka, hogy a sertés spermiumok kiilonos érzékenységet
mutatnak a hideg sokkal és a fagyasztdssal szemben a bika spermédhoz képest
(Polge 1956). Amiéta felfedezték, hogy a hideg sokkal szembeni ellenéllas
megnovelheto a fagyasztas elOtti pihentetési 1d0 meghosszabbitasdval (Pursel
és mtsai 1972), a legtobb sertés sperma mélyhiitési eljaras néhany o6ras 15 °C-
on vagy ez alatti hdmérsékleten torténd pihentetést foglal magéban. A legjobb
minOségli fagyasztott-felolvasztott sperma eléréséhez sziikséges optimalis

pihentetési 1d0 azonban nem ismert.
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AZ ERTEKEZES CELKITUZESEI

A nem mélyhtitott spermdval torténd inszeminaldssal elérhetd vemhesiilési, €s
leginkdbb  alomszdmbeli  eredmények  javitdsa  érdekében  harom

kisérletsorozatot hajtottunk végre.

Az elso kisérletsorozat célja, hogy 17°C-on végzett hét napos tarolasi kisérlet
sordn in vitro koriilmények kozott naponta megbecsiiljiik az €élo/elhalt
spermiumok szdmat, nyomon kovessiik a spermiumok mozgésképességében
bekovetkezett valtozasokat, valamint az akroszoma-valtozasokat a két festési
modszer parhuzamos alkalmazdsdval, Osszehasonlitva a mintdk szubjektiv
motilitds  vizsgdlataival, majd a tovdbbi kisérletekben alkalmazott

spermavizsgélati médszer kivélasztasra keriiljon.

A masodik vizsgélatsorozatban meghataroztuk a hosszu tavu tiroldsra hasznalt
fagyasztds elotti kezelések egyes lépéseit, és ezek hatdsait a fagyasztott
Ujraolvasztott sertés termékenyitd anyagra. Majd ennek ismeretében a
fagyasztds elotti ekvilibraciés id6 meghosszabitdsdnak hatdsat vizsgaltuk a
kanspermiumok életképességére és membranintegritdsdra. Célunk volt, hogy
az esetleges szezondlis kiilonbségekre is fényt deritsiink, ezért a kisérletet

nyéron és Osszel is elvégeztiik.

A harmadik iitemben a fertilizdcié hatékonysdgdnak javitdsa érdekében
tovibbi  kansperma elOkezeléseket alkalmaztunk. Ennek érdekében
megvizsgéltuk a rovid idejli centrifugélas, a felusztatds (swim up) €s a Percoll-

os kezelés hatasat fagyasztott felolvasztott sertés termékenyitd anyagra.
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IRODALMI ATTEKINTES

IRODALMI ATTEKINTES

I. A sertés termékenyité anyag tarolasanak torténeti attekintése

1. A fagyasztasi eljarasok fejlodése

A spermiumok életképességének hosszabb tdvi megdrzését mar a legelsod
kisérletekben is hiitéssel érték el. Spallanzani (1776) harminc percen 4t tarolt
héban emberi, csodor és bika spermat azzal a céllal, hogy anyagcseréjiik
csokkentése révén életilket meghosszabbitsa. A sejtek inaktivva véltak, majd
felengedés utdn a spermiumok 4jbol életképesnek mutatkoztak. Fagyasztdssal
elsOként Mantegazza (1866) foglalkozott; -17°C-ra hiitétt le emberi
spermiumokat, a felolvasztast kovetden a sejtek visszanyerték motilitdsukat,
életképesnek mutatkoztak. Az 0 kisérletének leirdsa volt az els6 beszamolo
arrdl, hogy eml0s sejtek tulélték a fagyasztas €s felolvasztas procedurdjat.

A mai napig haszndlt kiillonféle fagyasztdsi alaptechnikdk dontd 1épései
lényegében megegyeznek. Eltérések elsOsorban az ekvilibraciés 1do
hosszdban, az egyes fazisok sorrendjében, a spermium-koncentracid
bedllitdsaban illetve a higitisban és a fagyasztds litemében és a csomagolds
szisztémdjaban adédnak. Mindegyik technika alkalmazza a centrifugilds elotti
szemindlis plazmédban valé ekvilibraciot, a centrifugilast, a koncentrélt
formaban torténd sperma fagyasztisat és az alacsony koncentricidju glicerol
hozzaadésat.

A glicerol tartésité hatdsdnak felismerése Uj korszakot nyitott a
termékenyitdanyagok taroldsdnak fejlodésében (Polge és mtsai 1949):
felhasznalasdval kiilonféle sejteket, szoveteket, kozottikk kiillonféle gazdasagi
allatok gamétdit hutotték le. Elkezdodtek azok a kutatdsok, amelyek a sertés

sperma fagyasztasaval foglalkoztak. (Polge 1956, Hoffmann 1959, Hess és
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mtsai 1960, Dukelow és Graham 1962, Bader 1964, lida és Adachi 1966, King
€s MacPherson 1966, Kojima és mtsai 1967, Rohlhoff 1967, Bamba és mtsai
1968). Ezekben a kisérletekben a fagyasztott és udjra felolvasztott
spermiumokat vizsgéltdk, majd temékenyitési kisérleteket végeztek, bar sorra
rossz eredménnyel. (Settergen 1958, King és MacPherson 1967, Dalrymple és
MacPherson 1969). A technikdk fejlddésével napjainkban mds 4llatfajok
termékenyitd anyagdhoz hasonldan sertés spermiumok mélyhttése is
megvaldsithatd. (Bali Papp 2004)

A hatvanas években elvégzett kisérletek megalapoztdk a tovabbi
kutatomunkat. A hetvenes évek elejére olyan sertés spermium mélyhutési
eljarasokkal dolgoztak, melyek sordn a spermiumok jobban megdrizhették
termékenyitd képességiiket. (Crabo és Einarsson 1971, Graham és mtsai
1971a,b, Pursel és Johnson 1971a) Az eljardsokat gyakran moddositottdk, és
egymas utdn szadmoltak be a sikerekrél (Crabo és mtsai 1972a, Richter és
Liedicke 1972, Salamon és Visser 1972, Vincente 1972, Wilmut és Polge
1972). Einarsson 1973-ban ismertette az elsO fagyasztasi eljarasokat, és azok
gyakorlati alkalmazdsainak lehetdségeit. Az egyes procedurdk elsdsorban a
higitok Osszetételében és a spermakezelési eljardsokban kiillonboztek. Az
egymastol tavoli és filiggetlenil miikodd laboratériumokban kiilonféle
fagyaszté higitokkal dolgoztak, mdés-mdas fagyasztds elotti spermakezelési
eljarast alkalmaztak illetve a felolvaszté higitok is kiilonfélék voltak, és a
felolvasztdsi technikdk sem voltak egységesek. Az egyes fagyasztdsi
eljarasokhoz egyedi higitokat fejlesztettek ki, és ezeket mas technolégidkban

nem lehetett alkalmazni (Osinovo és Salamon 1976).
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2. A fagyasztas folyaman hasznalt higitok

A fagyasztds sordn alkalmazott higitéknak két nagy csoportja ismert. Az
egyikbe a puffer nélkiili higitk tartoznak, mint a tojassargaja-gliikk6z (Baier
1962, Polge és mtsai 1970), tojassargdja-laktoz (Richter és mtsai 1975,
Westendorf és mtsai 1975), tojassargdja-szachar6z-EDTA, Mg és Ca sokkal
(Milovanov és mtsai 1974). Haszndlatos puffer nélkiili higitéadalék az Orvus
Es Paste (Westendorf és mtsai 1975). Natrium és tri-ethanolamin lauryl szulfat
tartalma miatt a spermiumok felolvasztds utdn nagy ardnyban megorzik
motilitdsukat, akroszomaszerkezetiik épségét €s a termékenyitd képességiiket
(Pursel és mtsai 1978). Mindehhez a tojdssargaja jelenléte is nélkiilozhetetlen.
Az Orvus Es Paste emulgedlhatja és diszpergdlhatja a tojassargdja lipidjeit,
megnovelve a feliilet/tbmeg ardnyt, ezaltal fokozza a higit6 és a spermium
membrinjdnak fizikai és/vagy kémiai interakcidit (Pontbriand és mtsai 1989).
A masik csoportot a puffertartalmi higiték alkotjak, mint a glicerin-foszfat
és gliikoz-foszfat (Iida €s Adachi 1966), tojassargdja-gliikoz-citrat (Serdiuk
1970), tojassargdja-gliikk6z-citrat-EDTA-kdlium unitol-urea (Shapiev és mtsai
1976), Beltsville F3 (BF3) (Pursel és Johnson 1971a), Beltsville F5 (BFS)
(Pursel és Johnson 1975), Tes-tris-fruktéz-citrat-tojassargaja (TEST) (Graham
és mtsai 1971a), Tes-natrium, kdlium-gliikk6z-tojassargdja (Crabo és Einarsson
1971, Larsson és mtsai 1977), Tris-frukt6z-EDTA-tojassargdja (Salamon és
Visser 1973), Tris-gliik6z-EDTA-tojdssargdja (Park és mtsai 1977).

A legtobb higitd izoténids vagy hiperténids a szemindlis plazmahoz képest. A
hozzaadott cukor mennyiségével szabalyozzdk az ozmotikus viszonyokat. Az
ozmotikus nyomdst és a pH értékét ugy allitjak be, hogy a lehetd legnagyobb
mértékben kozelitse meg a szemindlis plazmédban mérhetd normélértékeket
(Einarsson 1971). A nem pufferolt oldatban a tojissdrgdja biztositja a

pufferkapacitast. Altaldnos osszetevok a cukrok, proteinek vagy lipoproteidek,
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pufferok, protektdns vegyiiletek - fagyasztds alatt bekovetkezd karos hatdsok
elleni - leginkdbb glicerol - és egyéb adalékanyagok. Néhany esetben
szemindlis plazmat is magdba foglal a végsd médium (Salamon €s Visser
1973).

Szamos kutatocsoport sajat higitot fejlesztett ki a sertés sperma mélyhiitéses
taroldsara (Polge és mtsai 1970, Graham és mtsai 1971b, Crabo és Einarsson
1971, Salamon és Visser 1973, Pursel és Johnson 1971a, 1975, Westendorf és
mtsai 1975, Larsson és Einarsson 1976a, Paquignon és Courot 1976). Az
egyes higitok Osszetétele nagyon kiillonbozott €s kevés kisérlet vizsgalta a
kiilonféle komponensek pontos szerepét (Salamon és mtsai 1973, Visser €s
Salamon 1974, Wilmut és Polge 1977a,b), igy a kiilonboz6 pufferokat
tartalmaz6 higitok koziil csak egynéhdny volt haszndlhaté az tjabb
termékenyitési eljarasokban.

Sarhaddi és mtsai szedimentdldssal probaltdk az ivarardnyt médositani, 0k az

itt alkalmazott higitok hatdsait vizsgaltak (1995).

3. A fagyasztas el6tt alkalmazott spermakezelési eljarasok

Mar évekkel ezelott felismerték, hogy az akroszoma sériilések szintén a higitas
és tarolds kovetkezményei, és valdszinli, hogy a glicerol jelenlétének
tulajdonithaté (Wilmut és Polge 1977a,b). Ezért a felolvasztds utdni legjobb
motilitds és akroszoma integritds elérése érdekében Fiser és Fairfull (1990)
maximum 3%-os gliceroltartalmat és 30°C/perces fagyasztasi iitemet ir el6. A
2 és 4% kozotti glicerolkoncentraciot masok is javasoljak (Almid és mtsai
1988, Almid és mtsai 1989, Buhr és mtsai 2001)

Hernandez és mtsai (2007) kisérleteiben a fagyasztds iiteme nem befolyasolta
szignifikdnsan a fagyasztés és felolvasztds utdn mért sperma minéségét. Ok a

fagyasztd higité 3%-os glicerol koncentricigjat, és 1800°C-os melegitési
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iitemet javasoltak ahhoz, hogy a spermiumok megorizhesség életképességiiket
és épségiiket. A kapott eremények mdas kutatocsoportok vizsgalataihoz
hasonlatosak (Almid és mtsai 1988, Almid és mtsai 1989, Buhr és mtsai 2001,
Medrano €s mtsai 2002). Az ekvilibracié megel6zheti a centrifugalast (Pursel
és Johnson 1975, Larsson és mtsai 1977). Az ekvilibracidra azért van sziikség,
mert elOsegiti a spermiumok fagyasztds és felolvasztds alatti kdrosoddsokkal
szembeni ellendllasat. A rezisztencia kialakuldsa valdszinlileg a spermium
membrdnjanak a szemindlis proteidekkel valé interakcidjanak koszonhetd
(Pavelko és Crabo 1976). A mozgékony spermiumok ardnya az ekvilibracids
1d0 elOrehaladtaval fokozatosan nd. Pavelko és Crabo legkevesebb négy és fél
oras ekvilibracids idot ajanlanak ahhoz, hogy kielégitd eredmény sziilessen. A
mozgékonysdg tekintetében a 4%-os gliceroltartalom, az akroszéma
épségének tekintetében a 2%-os gliceroltartalom hozott jobb eredményt (Fiser
és mtsai 1993). Eriksson és mtsai (2000) a kiilonb6z6 pihentetési idoket
vizsgéltdk a felolvasztas utdni sperma néhany paraméterére. A 10-20 oras
pihentetést kovetden a plazma membridn integritdsa szignifikdnsan
megnovekedett a harom O6rds pihentetéshez képest. A 20 6rds pihentetés
szignifikdnsan alacsonyabb szdmu mozg6 spermiumot eredményezett, mint azt
a 3 vagy a 10 6rds pihentetés tette. Szignifikans csokkenés volt tapasztalhatod
az eldrehaladd mozgéast végzd spermiumok szdmdban, ugyanakkor
szignifikdnsan tobb spermium mozgott korkordosen/cirkuldrisan a hosszabb
(10, 20 6ra) pihentetést kovetden. Az dtlagos mozgdsi spermiumok sebessége
és az egyenes vonali mozgdsi spermiumok sebessége a hosszu pihend idd
utdn alacsonyabbnak bizonyult a 3 6rds pihendn atesett spermiumokéhoz
képest.

A centrifugalast vagy a sperma gytjtésekor (Paquignon és Courot 1976) vagy
az inkubdécidt kovetden hajtjdk végre (Pursel és Johnson 1975, Westendorf és

mtsai 1975, Larsson és mtsai 1977).
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A fagyasztas célja, hogy lecsokkentsiik vagy akar ledllitsuk a spermium
anyagcseréjét, ugy, hogy a felolvasztds utdn az anyagcsere kirosodds nélkiil
ismét beindulhasson. A sertés spermium fej plazma membranjanak fluiditdsat
a homérséklet valtozdsa szignifikdnsan befolydsolja (Canvin és Buhr 1989). A
spermiumoknak tdl kell élniiik a fagyasztist, a fagyott allapotban torténd
taroldst és a felolvasztast. Mindhdrom f4zis alatt optimdlis feltételek
biztositdsdval minimélisra csokkenhet a kdrosodas esélye. Minden tényezot,
koriilményt, paramétert ugy kell bedllitani, hogy egyiittes hatdsuk
eredményeként biztositani tudjdk a spermiumok épségét. Az egyik ilyen
paraméter a spermium koncentracié. Az alacsonyabb koncentracio (0,25x10°
spermium/ml) emeli a mozgédsképes spermiumok szadmat, mig a magas
koncentracio (1)(109 spermium/ml) csokkenti (Graham és Crabo 1972).
Atlagosan a 0,45 és az 1x10° spermium/ml toménység a hasznélatos.
Szignifikdns Osszefiiggés van a fagyasztds sordn haszndlt glicerol
koncentracidja és a fagyasztés iliteme kozott. Az alacsonyabb koncentracidju
glicerol hozzdaddsa gyors lefagyasztast tesz sziikségessé (Mazur 1977). Ezt a
sziikkségszerlien gyors fagyasztist kezdetben ugy valdsitottdk meg, hogy
széarazjégbe vijt lyukakba cseppentették a spermiumokat; a hideg hatdséara a
néhiany csepp termékenyitdé anyag gomb alakot vett fel - ezt nevezziik
pelletnek - amelyet megfeleld taroléedénybe téve folyékony nitrogénben
taroltak (Nagase és Niwa 1963). Sok kutatocsoport ezzel az eljarassal dolgozik
(Pursel €és Johnson 1975, Paquignon és Courot 1976, Larsson és mtsai 1977,
Bali Papp és mtsai 1999).

Misok ampulldkban fagyasztottdk le a sertés spermiumokat viszonylag lassu
htitési rata mellett, ekkor a glicerol koncentricigja meghaladta az 5 %-ot.
Késobb (Polge 1976) gyorsabban végezték a hiitést alacsonyabb glicerol
koncentracié mellett. Westendorf és mtsai (1975) maxi szalmakat hasznaltak a

fagyasztds soran.
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Korabban gomb formaban (Wilmut és mtsai 1973, Coster 1978), vagy
maxiszalmaban (Westendorf és mtsai 1975, Almid és Johnson 1988) torténo
fagyasztdsi eljardésok ma mar nem haszndlatosak. A jobb eredmények
eléréséhez kisebb atmérdjli szalmat kezdtek alkalmazni, ami a fagyasztds és
felolvasztés iiteméhez jobban tudott alkalmazkodni (Almid és Johnson 1988,
Fiser és Fairfull 1990). 2 ml-es lapos szalmat Weitze és munkatérsai (1988)
valamint Ewert (1988), kiilonféle lapos csomagoldst Bwanga és mtsai (1990),
Berger és Fischerleitner (1992), Simmet (1993),5 ml-es miianyag tasakot
pedig Rodriguez-Martinez és munkatarsai (1996) alkalmaztak eloszor. A 90-es
években haszndlatba keriilt 0,5 ml-es szalma el0nye, hogy benne a fagyasztas
sordn egységes jégkristdlyosoddsi folyamat megy végbe (Weitze és mitsai
1987), relative nagyszdmu spermium taroldsat teszi lehetdvé (Saravia és mtsai
2005), j6 felolvasztas utani spermiumtilélést (Eriksson és mtsai 2001) és Al-t
kovetd termékenyiilést (Roca és mtsai 2003) biztositva. Eriksson és mtsai
(2000, 2002) sikerrel alkalmaztik az altaluk kifejlesztett Sml-es FlatPack-et
szdmos kansperma fagyasztdsi €s ujraolvasztédsi kisérletben. Saravia és mtsai
(2004) kiilonféle csomagoldsokban (0,5 ml-es szalma, Osszetett FlatPack és
hagyomanyos FlatPack) kis térfogaton nagy koncentracidban fagyasztott

Ujraolvasztott sperma mindségét vizsgaltak.

Az a homérsékleti érték, amelyen a glicerol a higitéhoz keriil, fontos tényezd
lehet az eredményesség szempontjabol A standard eljardsok 5°C-on irjdk eld a
glicerol hozzdadésat (Pursel és Johnson 1975, Pursel és Parks 1985, Almid és
Johnson 1988).

A glicerol mennyisége és a felolvasztds kozotti Osszefliggést nem lehet
helyesen megbecsiilni anélkiil, hogy ne vennénk figyelembe a fagyasztis
titemét (Fiser és Fairfull 1990). Ha 0Osszehasonlitjuk az optimélisnal

alacsonyabb iitemben (1°C/perc) fagyasztott spermiumokat az ugyanazon
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ejakulatumbol  szdrmazd, de 30°C/perc  gyorsasdggal lefagyasztott

spermiumokkal a gyorsabb fagyasztas jobb eredményeket mutatott.
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4. A felolvasztas alatt alkalmazott spermakezelési eljarasok

A felolvasztasi technikak is folyamatosan modosultak. Kilonféle
elomelegitett oldatokban olvasztottdk fel a pelletet, tobbek kozott: szemindlis
plazmaban (Crabo és Einarsson 1971, Crabo és mtsai 1972a, Einarsson és
mtasi 1973), lef6l6zott tejben (Einarsson €s mtsai 1972), Hulsenberg higitéban
(Richter és Liedicke 1972, Paquignon és du Mesnil du Buisson 1973) és TES-
NaK-gliik6z higitéban (Einarsson és mtsai 1972).

A felolvasztds litemének hatdsossdga a hiitési-felovasztasi sebesség ardnyatol
figge (Mazur 1985). A hitésbdl eredd sériilések elsOsorban a hités
gyorsasagitol és a spermiumok végsd hiitési homérsékletétdl fiiggnek.
Ugyanakkor a gyors melegités rendkiviil kdros (Watson 1981, Aman és Picket
1987). Bamba és Cran (1985) kimutattdk, hogy a gyors melegités kevésbé hat
a spermiumok motilitdsdra, azonban az akroszomdlis sériillések nagyobb
ardnyban fordulnak eld. Egyéb sertéssel végzett tanulmanyok (Bamba és Cran
1986) megerdsitik a gyors melegités nemkivanatos hatdsait. Fiser és mtsai
(1993) ugy taldltdk, hogy az 1200°C/perces iitemben torténd felolvasztis a
legalkalmasabb a 0,5 ml-es szalmdban fagyasztott sertés spermiumok
esetében. Hernandez és mtsai (2006) egyértelmlien kimutattdk, hogy a gyors
felmelegités (1800°C/perc) megnoveli a spermiumok tdlélési esélyeit.
Hernandez és mtsai (2007) jobb DNS aktivitast detektdltak azokban a sertés
spermamintdkban, amelyeket 1800°C/perc koriili sebességgel olvasztottak fel
az 1200°C/perces litemi felolvasztasokhoz képest. A pellet formdban htitott
spermiumokat  kiillonbozd  gyorsasaggal és  kiilonb6z0 hOmérsékletre
olvasztottak és melegitettek fel higitva, vagy higitatlanul. A gyorsabb iitem
mellett torténd felolvasztis kedvezObbnek bizonyult (Salamon és mtsai 1973),

valamint a 37°C-ra valé melegités elonyOsebb, mint az ennél alacsonyabb
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homérsékleten szdraz kémcsoben végzett felmelegités (Larsson és Graham
1973). Az oldatokban torténd  felolvasztasos  kisérletek  sokkal
eredményesebbek a felolvasztas utdni €p akroszomaji spermiumok ardnyanak
tekintetében (Crabo és mtsai 1972b, Pursel €s Johnson 1976) és magasabbak a
vemhességi mutatdk is (Crabo és mtsai 1972b).

Westendorf és mtsai (1975) maxi szalmdkban olvasztottak fel spermat
kiilonbozo hofoku vizfiirdokben. A legjobb eredményeket a 90°C-os
vizfirdoben érték el, amikor a sperma homérséklete 20-25°C volt a
vizfiirdobdl valé eltdvolitaskor.

A mikrohullamu siitoben torténd felmelegités sordn a motilitds és az €ép
akroszomdji spermiumok eléforduldsa alacsonyabbnak mutatkozott, mint
vizfiirdot hasznalva (Ewert 1988).

A felolvaszo higitok két nagy csoportba oszthatok, ezek egyike protein
tartalmd. Ilyen a szemindlis plazma (Crabo és Einarsson 1971) és a f616zott tej
(Einarsson és mtsai 1972). A masik csoportot a sétartalmu higitok, mint a
Beltsville felolvaszto folyadék (BTS) (Pursel és Johnson 1975), a Hulsenberg
higité6 (Westendorf és mtsai 1975), az OLEP (Larsson és Einarsson 1976a), az
INTRA-ITP (Paquignon és Courot 1976) képviselik. Mindegyikben el6fordul
cukor komponens (gliikéz, laktéz, vagy frukt6z). A spermiumok inkubdcid
utdni talélésének biztositdsdhoz néhdnyuk EDTA-t is tartalmaz (Hulsenberg,
BTS, INTRA-ITP) (Visser és Salamon 1974, Westendorf és mtsai 1975).

A higiték koziil csak a Hulsenberg hiperténikus, mig a BTS, OLEP és az
INTRA-ITP izoténikus. Viszonylag kevés tanulmdny vizsgilta az egyes
higitok hatasossdgat. Pursel és Johnson Osszehasonlitotta a Hulsenberg, a BL1,
a szemindlis plazmat, a f616z0ott tejet €s a BTS-t. Koziiliik a BTS biztositotta a
legtobb ép akroszomdji és a motilis spermiumot. Igaz mds vizsgdlatok az
INRA-ITP-t jobbnak taldltdk az inkubéci6 alatti tilélés, a vemhesiilési ardny

és az embri6 tilélés tekintetében (Paquignon és mtsai 1976).
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Gadea és munkatarsai (2004) a felovaszto higitoba glutationt - L-y-glutamil-L-
cisztein-glicin — (GSH) keverését javasoljak, mert méréseik szerint 32%
csokkenés tapasztalhato a GSH tartalomban a fagyasztds utin a friss
termékenyitd anyaggal Osszehasonlitva. Azt tapasztaltdk, hogy a GSH
felovaszté higitoba adagoldsa novelte a kanspermiumok termékenyitd

képességét in vitro koriilmények kozott.

Barmely eljards, melyben a spermiumok testhomérsékletrdl gyors iitemben
kozel fagypontig hiilnek irreverzibilisen befolydsolja a spermiumok
életképességét. A fagyasztas-felolvasztds tilélése szempontjabol a
spermiumok szdmdra a sejtmembran dllapotdnak valtozdsa dontd jelentdségii.
Optimdlis védelmet kellene biztositani a plazmamembran részére a procedira
alatt. A membrdn azonban nem egy homogén sejtalkotd, igy hasonld
kezelésekre a spermiumok kiilonbozd részei masképp reagilnak. A kansperma
kiilonos érzékenységet mutat a mélyhiitéssel szemben. A sertés spermiumok
néhdny oOrds inkubdcidval ellendllobba védlnak a hiités okozta kdrosodasokkal
szemben (Pursel és mtsai 1973). Kiilonb6zd adalékanyagok a sériilésekkel
szemben tovabbi védelmet biztositanak. A tojassargdja, mely a gazdasagi
allatok termékenyitd anyagit megvédi a hidegsokkal szemben, onmagiban
nem okoz hasonlé foku védettséget a sertés spermiumokndl (Benson és mtsai
1967), de Orvus ES Paste-vel kombindlva igen. (Pursel és mtsai 1978a,
Strzezek €s mtsai 1984). A hiités okozta sériilések bizonyos antioxidansok,
mint a ditret-butyl-kresol (DTBK), az echinochrom (Golyshev 1985) és a
butilalt hidroxitoluin (BHT) (Graham és Hammerstedt 1992) hatasara
csokkennek. Alacsony koncentraciojd BHT jelenléte alacsony foku,
percenkénti 5°C hiitési sebesség mellett noveli a spermiumok élethosszat
(Bamba €és Cran 1992). A mai napig nem sikeriilt kidolgozni olyan tokéletes

fagyasztdsi eljardst, amely magas szinvonalon megérizné a kansperma
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termékenyitd képességét. A motilitdssal egyiitt az akroszoma vizsgdlata is
széles korben haszndlt a fagyasztott felolvasztott kanspermiumok
életképességének vizsgalatakor, mivel az akroszoma funkciondlis épsége

elengedhetetlen a fertilizicié6 mechanizmusdban (Larsson_1985).

II. Az in vitro fertilizacié (IVF)

A folyamat az érett petesejtek laboratériumi koriilmények kozotti, kapacitalt
spermiumokkal torténd termékenyitését jelenti. A megfelelden érett
petesejteket - MII éllapot - a petefészek follikuluszaibdl nyerik és érlelik (in
vitro maturici6 — IVM). Az IVF eredményeként 1étrejott zigdta optimélis
feltételek kozott életképes embridva alakulhat fejlodése sordn (in vitro
kultivacido — IVC). A megfeleld stddiumban 1évO embriét recipiens allatba
iltetik és az értékes géndllomannyal rendelkezd egyed a vemhesség végén
vildgra jon. Az eljards hatékonysdga végiil is a megsziiletett ivadékokkal
mérheto.

Termékenyiilést €s (in vitro) embridfejlodést tobb emlds fajnal sikeriilt elérni
(beleértve az embert is). Régebben az eljards elsOsorban a laboratériumi
fajokra (nyul, egér, patkany, horcsog €s tengerimalac) korlatozdodott. Sertés faj
esetében Nagai és mtsai (1988), Xu és mtsai (1996), Yoshida (1987) Bali Papp
és mtsai (1999, 2005, 2006), Abeydeera (2001), Suzuki és mtsai (2004), T.
Somafai és mtsai (2003, 2005) is végeztek kisérleteket, am az eljardsok még

nem tokéletesek.
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1. Az IVF céljai:

Az in vitro termékenyités egyik célja a nagy genetikai értékii donorok minél
teljesebb kihaszndldsa. A moddszer alkalmazdsa sordn a petesejtek és a
himivarsejtek kikeriilnek természetes kornyezetiikbol, és a termékenyités
laboratériumi koriilmények kozott (in vitro) torténik. A sikeresség feltétele,
hogy minél tokéletesebben utdnozzak az dllati szervezetben a termékenyiilés
elott végbemend bioldgiai folyamatokat. Ehhez kiilonféle médiumokat, adott
kornyezeti feltételeket biztositanak.

Mo6d nyilik a termékenyiilés tanulmanyozdsdra, mert a petevezetd
ampulldjdban (in vivo) végbemend torténéseket nehéz kovetni, de az IVF-fel
megkeriilhetd és tanulmdnyozhaté a petevezetoben torténd termékenyiilés
folyamata.

Felhasznédlhat6 a gamétdk vizsgdlatdban, a medddségkutatasban, a szaporulat
nemének befolydsoldsdban spermiumok szelektdldsa 4ltal aszerint, hogy
melyik ivari kromoszémat hordozzak. Alkalmazasdval megoldhatéva vélik az
allattenyésztésben a nemesités, irdnyitott szelekcid, sajatos vonalak, egyedek
elszaporitasa stb.

A hagyomanyos tenyésztési eljardsok mellett jelentds szerep jut napjainkban
az exponencidlisan fejlodd biotechnoldgiai médszereknek is. Egy jol mukodd
in vitro fertilizdciés rendszer j6l hasznosithaté a friss és a mélyhitott

termékenyitd anyag varhato értékének becslésére is (Bali Papp €s mtsai 1999).
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2. Az IVF technolégiaja

2.1. A petesejtek kinyerése, elokezelése

A petesejt az ovuldcidkor, vagy kozvetlen azutdn a legalkalmasabb a
termékenyitésre. Ekkor a meidzis mdsodik metafdzisdban van, kumulusz
sejtekkel koriilvéve.

Amennyiben él6 donortdl szarmazik a petesejt, uigy kinyerésének idOpontja
determindlhat6 ivarzas szinkronizéldssal és ovulacié indukcié alkalmazasdval.
A tiisz0 novekedése ultrahangos eljaradssal ellendrizhetd. Az érett oocitdkat a
preovuldcids tiiszOkbdl régebben laparotémids, Udjabban laparoszképids
modszerrel nyerik ki.

Az in vitro maturdltatisnak az ivarérés elotti kocasiildok vagohidi
petefészkébdl szarmazé COC (cumulus oocyta komplex) a legaltaldnosabban
felhasznalt forrdsa, bar ezeket a petesejteket még érlelni kell. Ahhoz, hogy a
maturdcid sikeres legyen elengedhetetlen azon bioldgiai folyamatoknak az
ismerete, amelyek megdllitjdk, majd az ovuldciét megelézden ujrainditjdk a
petesejtek meidzisos osztddasat. Szamos hormon, ndvekedési faktor, ionok sot
fehérjék befolyasoljadk ezeket a mechanizmusokat. A kiils6 kornyezeti
feltételek is dontd hatdssal vannak a folyamatokra, hisz a petesejteket
kiragadtdk eredeti kornyezetiikbdl. A termékenyitésig ezért szimuldlni kell a
petevezetobeli koriilményeket: a petevezetd-folyadék fizioldgiai sétartalmat,
pH-értékét (7,6-7,8 kozott), fehérjedsszetételét €s az anyagcesere fenntartasdhoz
sziikséges szubsztratokat. TesthOmérséklettel azonos hOmérsékletet €s
csokkentett oxigéntenziot (5-8%-os) kell biztositani. A follikulusokbdl nyert
oocitdkat fajtol fiiggden altaldban 24 6ran at érlelik (sertés esetében ez 48 ora)
magzati borjisavoval vagy szarvasmarha-szérumalbuminnal és gliik6zzal

(natrium-piruvat, natrium-laktit stb.)  kiegészitett  termékenyitéshez
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hasznélatos tdptalajpan (BMOC-3, TCM 199, Ham F10, DM stb.). A
spermium konnyebb behatoldsa érdekében a petesejtet boritd rétegeket
enzimek tdpfolyadékba juttatdsdval tavolitjdk el: a kumuluszsejteket
hialuronidazok hozzaadaséaval, a zona pellucidat pronédzzal oldjék fel. (Mattioli
és Barboni, 1998)

Az in vitro termékenyitésre alkalmas petesejtek kivdlogatdsat (foként) a
kumulusz rétegek elbirdldsara alapozzdk, ami azzal az elOnnyel jar, hogy

melldzhetd az enzimek hasznalata. (Becze és mtsai 1991)

2.2. A spermiumok kinyerése, el6kezelése

A himivarsejtek az ejakuldcié utdn a ndéi nemi utakba keriilve egy tobblépcsds
biokémiai és fizioldgiai valtozdson, az tigynevezett kapacitdcion (Austin 1951)
esnek at, mieldtt az érett petesejtet megtermékenyitenék (Bedford 1983).

Ezt in vitro elsOsorban a petesejtte]l megfelelo ideig egyiitt inkubalva mosassal
(hipertonikus oldatban) és/vagy valtoz6 idOtartamu inkubdldssal érik el.
Kapacitacié sordn szamos strukturdlis véltozds megy végbe a spermiumfe;j
membrinjanak felépitésében, melyeket funkciondlis valtozdsok sora kovet.
Fluiditdsa megnovekszik, moddosulnak a membrdan ioncsatorndi, ennek
kovetkeztében megnd az intracelluldris Ca®* mennyisége és a pH (Parrish és
mtsai 1993), a spermiumok mozgésa hiperaktivvd valik (De Mott és Suarez
1992), ekozben olyan enzimek szabadulnak fel, amelyek részt vesznek a
spermiumok petesejtbe valé hatoldsiban. Ez az akroszéma reakcio
(Yanagimachi 1994). Az emlitett, a kapacitaciot elomozdit6 kezelések egyuttal
az  akroszOmareakciot is  elosegitik, kiilonosen ha a  médium
petevezetofolyadékot, szérumalbumint, kumuluszsejteket is tartalmaz. A noi
nemi utakban taldlhat glikkéz-aminoglikdnok (heparin-szulfat, kondroitin-

szulfat), aminosavak (taurin, hipotaurin) és katekolaminok (epinefrin) in vitro
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el0segitik a nyul- és a szarvasmarha spermiumok akroszomareakciéjat. A
horcsog, az egér és a nyul esetében fehérjék (pl. albumin, follikularis folyadék
vagy vérszérum) jelenlétében megy végbe az akroszomareakcid, amely
ionizalt kdzeg hatdsara szintén kivaltodik.

Hogy a spermiumok termékenyitoképességét fokozzdk tujabban eltavolitjdk
vagy megvéltoztatjdk a spermiumokat borité antigénkomponenseket. A zona
pellucidatél megfosztott horcsogpetesejtben mért spermiumbehatérolasi

(termékenyitési) képesség (HEPT-teszt) ugyancsak jobb eredményt mutatott.

2.3. A termékenyités

A kutatok célja, hogy IVF sordn az in vivo koriilményekhez leginkédbb
hasonlatos in vitro feltételeket teremtsenek.

A petevezetdéhez hasonl6 csokkentett oxigénkoncentraciot ugy érnek el, hogy
a tapfolyadékcseppben levd petesejteket dsvanyolajjal fedik, és 5%-os CO,
koncentraciot biztositanak az inkubatorban. Szdmos tdpfolyadékban lehetséges
az emlds oocitdk termékenyitése. Sokan a laboratériumban konnyen
eldallithaté izoténids sooldatot haszndljdk, vagy viszonylag egyszeri
Osszetételll tdpfolyadékokat, pl.: SOF, BMOC-3, BMOC-2, Dulbecco-féle
PBS. Misok a kereskedelmileg eldallitott, dsszetett tapfolyadékokat részesitik
eldnyben, mint a Ham F 10, MEM, Medium 199. Altaldban az
ionkoncentracidval, az ozmotikus nyomdssal, a pH valtoztatasaval, valamint
kiillonb6zd  energiaforrasok  (piruvat, laktat, gliilkéz) hozzdadasaval
befolydsoljdk a folyamatot. Meghataroz6 tényez0 az érett petesejteket
tartalmaz6 IVF kozegbe jutattott spermiumok szdma is, ami fajonként eltérd
ugyan, de a legtobb in vitro fertilizdciés rendszerben relative magas
spermiumkoncentriciéval dolgoznak, mert eredményesebb a termékenyités.

(Nagai 1996). Mésok alacsonyabb spermiumkoncentraciot javasolnak, hogy
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kevesebb onddsejt juthasson a petesejt kozelébe (Barboni és mtsai 1995,
Funahashi és Day 1993). Ebben az irdanyban végzett kutatdsok megallapitottak,
hogy a kiilonbozo fajtdju kanok spermiumainak a petesejt membranjdn vald
athatol6 képessége igen kiilonb6zd (Martinez €s mtsai 1993, Wang és mtsai
1995).

Vizsgaltak az Osszefiiggést a kumulusz morfoldgiai valtozdsa €s a petesejtérés
dinamikdja kozott (Somfai .€s mtsai 2004)

Mivel a spermiumok természetes koriilmények kozotti szelektdléddsa in vitro
koriilmények kozott elmarad, a petesejt zona pelluciddjan valé onddsejt
penetraci6 Onmagdban még nem biztositja azt, hogy a keletkezett zigéta
ivadékka fejlodjon. Emiatt a kiilonb6zd fajokban elég nagy mértéki (20-40%)

embridelhalas is varhato.

24. Az IVF soran alkalmazott spermakezelési eljarasok

A sperma elOkezelési eljardsok nemcsak az IVF technoldgia, de a gyakorlati
allattenyésztés esetében is igen hasznosak lehetnek. Ezen mddszereket eldszor
humédn vonalon fejlesztették ki, ezek voltak a hazidllatokndl alkalmazott
spermakezelési eljardsok alapjai. A human IVF kialakuldsanak f6 oka, hogy
egyes férfiak spermédja termékenyitésre alkalmatlan (pl. az ejakuldtum kevés
spermiumot tartalmaz, a himivarsejtek nem motilisak, vagy akroszéma

nélkiiliek).

A héziéllatokndl felhaszndlhatnak friss ejakuldtumot, de mélyhtitétt ondot is.
Mindkét esetben tartalmazhat az ejakuldtum nemkivanatos alkotékat, mint
példaul mellékherébdl szarmazé dekapacitdlé faktorokat, melyek kdarosak
lehetnek a spermiumok termékenyitoképessége szempontjdbol. Tartalmazhat

az ejakulatum fert6z0 dgenseket, mélyhiitott sperma esetében nem kivénatos a
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visszaolvasztds utdn a krioprotektdns anyagok jelenléte, ezeket el kell
tavolitani. Tovéabbi negativ hatdsa a mélyhiitésnek, hogy a mélyhiitott
spermiumok jelentds hédnyada kérosodik, illetve termékenyitOképességiik
csokken. (Watson 2000)

Az IVF szempontjabdl fontos, hogy a spermiumok tokéletes kapacitacion
essenek at. Ennek értelmében a sperma eldkezelési eljardsok célja a kiinduldsi
anyag (friss ejakuldtum vagy mélyhiitott, felolvasztott sperma) megtisztitisa a
fert6z6 agensektdl, a dekapacitalo faktoroktol illetve a higitétol.

Az in vitro fertilizdciés rendszerekben a termékenyitéshez felhasznalt
spermiumok koncentracidja fajonként definidlt. Ez a meghatdrozott optimélis
spermiumszam természetesen €16, motilis és termékenyitdképes spermiumokra
vonatkozik. Az IVF rendszerekben tehét alapvetd fontossagu az €16 és motilis
spermium frakcio szelektdldsa a tovabbi felhasznalds céljabol. Az elokezelési
eljarasok alternativ alkalmazdsdnak szerep jut a gyakorlati dllattenyésztésben
is, olyan esetekben, ha nagy genetikai értéku, de valamilyen okbdl csokkent
fertilitdssal rendelkezd himivart egyedeket szeretnénk tenyésztésbe vonni. Az
alacsony fertilitdst betegség és a korosodds is okozhatja. Ezen eljardsok
elOnyeit persze nemcsak a kivédlé genetikai tulajdonsagu tenyészéllatok esetén
haszndlhatjuk ki, hanem egy-egy ritka fajta vagy faj genetikai anyaganak
megorzése céljabol.

Szdmos sperma manipuldciés mddszert dolgoztak ki mar mind human, mind
haziallat IVF-ra. A legismertebbek a kiilonb6z0 mosasi eljarasok, amelyek
sordan a kiinduldsi anyagot meghatarozott médiumokban, centrifuga
segitségével atmossak. Ez a médium lehet egyszerti kapaciticiés médium is.
Ismert mosasi eljards a Percoll-gradienseken torténd centrifugdlds vagy mosas.
A Percoll polyvinylpyrrolidon-nal boritott szilikon kolloid. Mar régota
haszndljdk novényi és dllati sejtszuszpenzidk tisztitisara és a sejtek

izoldlasara. Gorus és Pipeleers (1981) kozoltek egy modszert a humén sperma
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egyrétegli Percoll gradiensen torténd szelektdlasarol. Késobb e mddszert
nyulsperman is sikeresen haszndltak (Oshio €s mtsai 1986).

Ezutén a technoldgia tovabbfejlesztésével tobb eltérd koncentracidji Percoll
gradiensen  torténd spermaszelektalasr6l szamoltak be. Devries és
Colenbrander (1990) sertésnél alkalmaztak, Mermillod és munkatarsai (1992)
pedig szarvasmarhdra alkalmaztik a tobbrétegli Percoll-grddiensen torténd
spermaszepardldst. Ezen kivill mas mosasi eljarasok is hasznalatosak, mint
példéaul a Ficoll-os szepardlds és a Sephadex (Valcércel és mtsai 1996).

IVF rendszerekben a mosési eljarasok mellett nagy szerepiik van a kiilonféle
spermamigracids eljarasoknak. Ezen eljardsok alapelve, hogy a spermat
valamilyen anyagba rétegzik, igy a motilis spermiumok ,,0ner6bdl” a masik
kozegbe vandorolnak. Ezaltal lehetdség nyilik a motilis spermiumok
szelekcidjara €s az egyéb nemkivanatos dgensek — igy az elhalt spermasejtek is
— kiilon frakciét képeznek. A legismertebb ilyen migraltatasi eljards a swim-
up(vagy felusztatas). Ezt az eljarast a human sperméra mér a 70-es évek elején
kifejlesztették (Drevius 1972, Lopata és mtsai 1976) Hézidllatokon Parrish és
munkatarsai (1986) vezették el0szor be a swim-up-ot. A swim-up sordn
egységnyi mennyiségll (dltaldban 1 vagy 2 miiszalmanyi) spermat helyeznek
egy meghatdrozott kapaciticiés médium ald, ezt inkubdljdk és a motilis
spermiumok a felsd rétegbe vandorolnak. Rosenkranz és Holzmann (1997)
egy transzmigricids eljarast kozolnek, mely sordn a motilis spermiumoknak
mikroperfordlt membrdnon torténd atjutdsa teszi lehetdvé az él6 és motilis
sperma-frakci6 sikeres szelektalasat.

A spermakezelési eljarasok harmadik csoportjat alkotjak a spermasziirési
modszerek. Ezek kozill az egyik legismertebb az alapanyagként felhasznalt
sperma iiveggyapoton torténd atszlirése (Sterzik és mtsai 1998). A szilirés
elméleti alapja, hogy az elhalt spermiumok adhézidval az {iivegszédlak

feliiletéhez tapadnak, mig az él6 spermiumok atjutnak az {iveggyapoton.
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Shamsuddin és Rodriguez-Martinez (1994) egy tovabbfejlesztett swim-up-os
eljarast kozolnek, amely kevésbé kdrositja a spermiumokat. A kiilonbdzo
spermakezelési eljardsokat a spermiumokra gyakorolt hatdsuk alapjan mar
szdmos alkalommal Gsszehasonlitottdk. Altaldban a spermiumok motilitdséra,
membrénintegritdsara és az eljarasok in vitro fertilizdcids képességre gyakorolt
hatdsat nézik a leggyakrabban.

Kordbban mar tobb tanulmény is megjelent a swim-up €s Percoll eljarasok
humén spermiumokra gyakorolt hatdsar6l, meglehetdsen ellentmonddsos
eredményekkel. Néhany publikdcioban azt kozolt€k, hogy jobb a Percoll,
figyelembe véve a spermiumok integritdsit, motilitdsit, morfologidjit és a
vembhesiilési ardnyt (Akerlof és mtsai 1987, Menkveld és mtsai 1990, van der
Zwalmen és mtsai 1991).

Englert és munkatdrsai (1992) a swim-up-os kezelést kovetden kapott
alacsonyabb koncentraciéjd, de jobb mindségli spermiumokrdl szamoltak be,
mig Brandeis €s munkatarsai (1993) ennek ellentmondé eredményeket
kozoltek. Szamos szerz0 nem taldlt kiilonbséget a swim-up-al illetve a
Percollal kezelt spermiumok mindségi jellemzoi kozt (Punjabi és mtsai 1990,
Chan és mtsai 1991, Morales és mtsai 1991, Check és mtsai 1992, Sapienza és
mtsai 1993).

Szarvasmarha esetében e két mddszer 0sszehasonlitdsa sordn a Percollal kezelt
spermiumok nagyobb koncentricidjit és jobb mindségi jellemzoit
(életképesség és akroszoma integritds) figyelték meg (Somfai és mtsai 2000).

Sertés faj esetében ilyen irdnyd dsszehasonlitds eziddig nem tortént meg.
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III. Termékenyité anyag vizsgalati médszerek:

A gyakorlatban végzett termékenyitd anyag vizsgalatoknal csak az ejakuldtum
motilitdsat allapitjdk meg. A kiilonbozd festési eljardsokkal fény deriil az
éld/elhalt sejtek ardnyara és az akroszOma integritdsdra is, ezdltal képet
kaphatunk a sikeres, vagy a kevésbé sikeres jovObeli termékenyitd
képességrol.

Szamos élo/elhalt sejtek megkiillonboztetésére szolgadld festési eljards ismert.

Nagy szemlecikkében (2002) négy kategoriat kiilonit el:

1. Fénymikroszképpal értékelhet6 festési eljarasok

Ezekben a vizsgélatokban a vitélis festék csak az elhalt sejt membranjan képes
athatolni, ezdltal jelolni azt, mig a kontrasztfest€k a festetlen, azaz élonek
tekintett sejteket fedi fel. Eozin-opalkéket Lasley és mtsai (1942), eozin-
analinkéket Shaffer és Almquist (1948), eozin-nigrozint Blom (1950),
brémfenolkék-nigrozint Rauhaus (1990) hasznalt el6sz0r.

Az akroszéma dllapota differencidlt-interferencia-kontraszt (DIC) mikroszkép
segitségével is értékelhetd. Egyéb fénymikroszkoppal értékelhetd festési
eljarasok: eozin B/Fast Green FCF: Wells és Awa 1970; Giemsa: Hancock
1952, idézi Watson 1975; Procion Printing Green B: Chacarov és Mollova
1976; Spermac: Oettlé 1986; Coomassie kék: Larson és Miller 1999.

Talbot és Chacon (1981) kidolgoztdk a ,.triple stain” mddszerét: tripankéket,
mint vitalitdst, bengdlvoroset és Bismarck barndt, mint akroszémafestéket
egyszerre haszndlva. Kovécs és Foote (1992) tripankéket, neutrdlvoroset és

Giemsat kombindlva egy egyszeriibb festési eljarast hozott 1étre.
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2. Fluoreszcens festési eljarasok

Fluoreszcein-diacetat és propidium jodid kombindciéjaval Matyus és
munkatarsai (1984) dolgoztak, Garner és munkatdrsai (1986) kezdetben a
propidium jodid mellett karboxi-fluoreszceint hasznaltak, majd késobb a
karboxi-fluoreszcein helyett SYBR 14 nevii festéket alkalmaztak.

Az akroszoma vizsgélatdhoz fluoreszcens probdkkal konjugélt lektinek (Pisum
sativum, Arachis hypogea, Triticum vulgare) alkalmasak (Cross és Meizel
1989, Miyazaki és mtsai 1990, Valcarcel és mtsai 1997). Herrera és mtsai
(2002) FITC-PSA-t hasznaltak annak kideritésére, vajon van-e dsszefliggés az
akroszoma reakcio €s a szubfertilis kan spermiumok el6forduldsa kozott.

A kapaciticié 4llapota klor-tetraciklin (CTC) (Gillan és mtsai 1997), a
spermiumfarok kozépsd részében miikodé mitokondriumok rodamin 123
(Evenson és mtsai 1982), MitoTracker Green FM (Garner és mtsai 1997), JC-1
(5,5,6,6’-tetrakloro-1,1’,3,3’-tetraetil-benzimidazolyl-karbocianin-jodid)
segitségével értékelhetoek. Huo és mtsai (2002) higitott hosszu idon at téarolt
kansperma életképességét, mitokondridlis aktivitdsat, kapacidciot és az
akrpszoma épségét vizsgaltak egyszerre fluoreszcens festéssel. Gadella és
Harrison (2002) MITO-t (MitoTracterTM) hasznaltak annak kimutatdsara, hogy
a bikarbondtnak nincs hatdsa a kan spermiumok mitokondriumainak
muikodésére. Althouse €s Hopkins (1995) sertés sperma életképességét

vizsgéltdk két fluoreszcens festék kombindcidjanak alkalmazdséval.
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3. A funkcionalis membranintegritas értékelése hipoozmotikus teszt

(HOST) segitségével

Hipoozmotikus kozegben a spermiumok farka feltekeredik az ozmtikus
nyomas kiegyenlitése végett a vizpermedbilis membranjan keresztiil felvett
vizmennyiség miatt. Az elhalt onddsejtek farka hipoozmotikus kdzegben nem
tekeredik fel, ellentétben az €16, €p membranu spermiumfarokkal szemben, igy
a teszt az €10 és holt spermiumok megkiilonboztetésére szolgal. Ugyanakkor a
spermium egyéb morfoldgiai értékelését nem teszi lehetové. Nagy €s mitsai
(1999) HOST teszt és Tripan kék-Giemsa festést kombindlva végeztek

vizsgalatot kansperman.

4. Aramlasi sejtanalizis

Rovid i1d6 alatt nagyszdmu sejt (10000 sejt/minta, 1000-2000
spermium/masodperc) mérete, belsd Osszetettsége, élo/elhalt mivolta,
akroszomdjanak épsége, mitokondriumdnak aktivitdsa értékelhetd az dramldsi
sejtanalizis segitségével. A spermiumok egyesével jutnak be a citométer
mérOokamrdjaba, ahol 1ézersugar éri oket. Az altaluk visszaverddd fény
méretiikrol, belsd szerkezetiikrdl ad informdciét. A spermiumokhoz kordabban
kotodod fluoreszcens festékek gerjeszthetok a 1ézer segitségével és egyéb mas
paraméterek vizsgdlatdra is szolgdl. Napjainkban akar négy-hat fluoreszcens
festék egyidejli haszndlatdra is lehetoség van a tobblézeres citométerek

segitségével.
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1. A vizsgalatok helyszine és ideje

A rovid 1idejli tarolasi kisérleteket, valamint a fagyasztott felolvasztott
termékenyitd anyagon elvégzett kisérleteket a Nyugat-Magyarorszigi Egyetem
Mezdgazdasag- és Elelmiszertudomanyi Kardnak Allattudomanyi Intézetében,
a fazisvizsgélatokat, a fagyasztds elotti, valamint a fagyasztés és tjraolvasztas
utani spermakezelési beavatkozdsokat a debreceni Mesterséges Termékenyitd

Allomdson végeztiik el.

2. A laboratériumok miiszerezettsége

2.1. Mikroszképok

A Kovécs és Foote féle modszerrel festett keneteket Olympus CX 41 RF
tipusi fénymikroszképpal értékeltiikk. A fluoreszcens festés esetében IMT2
inverz mikroszképot haszndltunk, amely fluoreszcens és normal
megvildgitidssal, faziskontraszt és Nomarski interferencia feltéttel is
rendelkezik. A mikroszképhoz 10x okuldrok mellett 4x, 10x, 20x, 40x
planachromat objektiv lencsék tartoznak. A fényképezéshez digitilis kamera
csatlakozik a mikroszképhoz, mely egy DP10-es szines nyomtatéval van

elldtva, illetve a képek kozvetleniil a szamitogép memoridjaban tarolhatok.

2.2 Centrifuga

Janutzki T30 tipust centrifuga segitségével végeztiik el a centrifugédldsokat.

Makkosné Petz Brigitta doktori (PhD) dolgozat 31



ANYAG ES MODSZER

2.3. Fagyaszt6 berendezés

A fagyasztisokat Didget Cool programozhaté fagyaszté berendezéssel

végeztiik.
3. A spermakezelésekhez hasznalt adalék-anyagok
3.1. A rovid idejii tarolashoz hasznalt higito

Az Orszdgos Mesterséges Termékenyitd Rt Magyarkeresztiri Allomdsa dltal

széllitott Standard higito.

3.2 A fagyasztashoz hasznalt higitok

3.2.1 L.szamu higité (extender I)

Az extender I. 1000 ml-e a kovetkezd komponenseket tartalmazza: 37g gliik6z
(Sigma G 7528), 6g nétrium citrt (Sigma S 4641), 1,3g nétrium bikarbonét
(Sigma S 5761), 1,3g EDTA (Sigma E 0399), 0,8g KCI (Sigma P 3911), 0,6g
penicillin (Sigma P 3032), 1g dihidrosztreptomicin (Sigma S 9137).

3.2.2 I1. szamu higité (extender II)

100 ml oldat: 80 ml 11%-os lakt6zoldat (Sigma L 3750) 20 ml tojdssargéajaval

elegyitve.
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3.2.3 II1. szamu higité (extender I1I)

100 ml oldat elkészitéséhez a II. szamu higité oldat 89,5 ml-éhez kell 1,5 ml

Orvus Es Paste-t és 9 ml glicerint (Sigma G 2289) vegyiteni.

3.3. A felolvasztashoz hasznalt higité

A felolvasztashoz az extender I-et hasznaltunk.

34. A centrifugalashoz hasznalt médiumok

34.1 SPERM TL médium

Osszetétele:

1. KCI (Sigma P 3911) 23,0 mg/100 ml
2. NaCl (Sigma S 7653) 584,0 mg/100 ml
3. Na,HPO,4 x H,O (Sigma S 0876) 4,0 mg/100 ml

vagy anhydrous

4. HEPES (Sigma H 3375) 238,0 mg/100 ml
5. NaHCO; (Sigma S 5761) 210,0 mg/100 ml
6. Phenol red (Sigma P 3532) 1,0 mg/100 ml
7. Tejsav (Sigma L 6661) (60% szirup) 368,0 ul
8. CaCl, x 2H,0 (Sigma C 5080) 31,0 mg/100 ml
9. Mg(l, x 6H,0 (Sigma M 2670) 8,0 mg/100 ml
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3.4.2 SPERM TALP médium

Osszetétele:
A SPERM TL médium 10 ml-nyi mennyiségét egészitettik ki a
kovetkezOkkel:

1. Szarvasmarha szérumalbumin (Sigma A 7284) 60,0 mg
2. Na piruvét (Sigma P 2256) 1,10 mg
3. Penstrept 100,0 pl

(A penstrept Osszetétele: 10,0 mg streptomicin szulfat (Sigma 6501),
6,13 mg penicillin (Sigma P 7794) 1,0 ml fiziol6gids s6oldatban oldva)

3.5. A Percollos kezeléshez hasznalt médiumok

3.5.1 10x médium

1. KCI (Sigma P 3911) 230 mg/100 ml
2. Na,HPO, (Sigma S 0876) 35 mg/100 ml
3. NaCl (Sigma S 7653) 4675 mg/100 ml
4. HEPES(Sigma H 3375) 2380 mg/100 ml

A médiumot 7,3 pH értékre allitottam be.

3.5.2 90 Y%-os Percoll oldat

45 ml Percollt 5 ml 10x médiummal kevertiink el, ezutan a kovetkezo
komponensek keriiltek hozzdadasra:

CaCl, (Sigma C 5080) 14,5 mg/50 ml

MgCl, (Sigma M 8266) 4,0 mg/50 ml
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NaHCOs; (Sigma S 5761) 104,5 mg/50 ml
Tejsav (Sigma L 6661) (60%-o0s szirup) 0,184 ml

3.5.3 45 %-os Percoll oldat

90 %-os Percoll oldatot elegyitettiink el Sperm TL oldattal 1:1 ardnyban.

4. Spermavizsgalati modszerek

4.1. Motilitasvizsgalat

A termékenyitd anyag motilitds vizsgdlatat fatott (38 °C) targyasztald Zeiss

fénymikroszkop segitségével egy fiiggetlen szakember végezte.

4.2, Kovacs Foote féle festési eljaras (1992)

Kovacs és Foote egyszerli és megbizhaté spermafestési modszerének a
lényege a kovetkezo:

Az él6/elhalt spermiumok kimutatdsara a festék 0,25%-os tripankék (Sigma T
6164) 0,81%-os NaCl-ban oldva (Sigma S 7653). Az €16 spermium hatulsé
része vilagosan festddik: fehér, vagy halvany roézsaszinli, mig az elhalt
spermiumé fekete, sotét ibolya vagy sziirke szinli. Csakigy mint a feji rész a
spermium farka is festodhet, igy membranjdnak épségét is megtudhatjuk.
Nagy €és mtsai (1998) megfigyelt€k, hogy az €16 spermiumok nem mindegyike
festetlen farkd. Ezeket a sejteket ugyan élonek tekintjik, de mozgdsra
képtelenek, igy termékenyitésre alkalmatlanok. A vizsgdlatainkat kovetd

értékelésben a farokfestést is figyelembe vettiik.
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Az akroszoma-festék 5-7,5 %-os Giemsa torzsoldat (Sigma GS-500) desztillalt
vizben. Az ép akroszomdk biborvordsre, a fellazult akroszémak sotét
levenduldra, a sériiltek vildgos levendula sziniire festddnek. Az akroszéma
nélkiili é16 himivarsejtek fejének eliilsO része fehér, vagy halvany rézsaszini,
az elhalt akroszoma nélkiili sejtek esetében a szin fehér, vagy halvanysziirke,

és a posztakroszémadlis gylirQ piros.

4.3. A Harrison Vickers fluoreszcens festési eljaras (1990)

A frissen levett termékenyitd anyag higité oldatba keriilt, melynek Osszetétele

a kovetkezo volt:

1. NaCl (Sigma S 7653) 140 mmol
2. Gliikéz (Sigma G 7528) 10 mmol
3. K" (Sigma K 4839) 2,5 mmol
4. polivinil alkohol (Sigma P 8136) 0,5 mg/ml
5. polivinil pirrolidon (Sigma P 2307) 0,5 mg/ml
6. HEPES (Sigma H 3375) 20 mmol

Az oldat pH értékét 20°C-on NaOH (Sigma S 8045) segitségével 7,5-re,

ozmolalitasat 300 mosmol/kg-ra éllitottuk be.

Festékoldatot az aldbbi anyagok elegyitésével készitettiink a séoldat minden

ml-€ére szamitva:

1. Formaldehid torzsoldat (Sigma F 8775) 20 ul
2. Karboxifluorescein diacetat torzsoldat (Sigma C 5041) 20 ul
3. Propidium jodid (Sigma P 4864) 10 pl

A festékoldatot kozvetleniil a felhasznalas elott allitottuk Ossze. Ebbe a
médiumba kevertik a mar higitott termékenyitd anyagot. A végsd

spermakoncentraciét 10 sejt/ml-re allitottuk be és 8 percig 30°C-on inkubaltuk
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az elegyet. A vizsgédlathoz 5 pl termékenyitd anyagot cseppentettiink a
targylemezre és letakartuk feddlemezzel, majd 200-szoros nagyitas mellett 200

spermiumot szdmoltunk le és értékeltiink a fluoreszcens mikroszkop alatt.

5. A spermavétel

A rovid ideig tarté tarolési kisérletben felhasznélt termékenyitd anyagot add
kanok a Lajta Hansig Rt sertéstelepérdl szarmaztak. A rovid idejli
centrifugaldsos, swim up, €s Percollos kezelésben részt vevd kanok a debreceni
Mesterséges Termékenyitd Allomds egyedei. A fagyasztisi kisérletek
helyszine a debreceni Mesterséges Termékenyité Allomds volt. Az itt elvégzett
kisérletsorozat minden egyes vizsgdlatdhoz ugyanazon kanoktdl vettiink
termékenyitd anyagot. A spermavétel utin a vizsgdlati anyag kozvetlen a
laboratoriumba keriilt, ahol azonnal sor keriilt a kisérlet kiilonféle

spermakezelési eljdrasaira.

6. Statisztikai analizis

A kétféle festési eljarassal vizsgdlt rovid idejii spermatarolds soran kapott
eredményeket a  Statistica program ANOVA/NANOVA  részének
felhasznalasaval elemeztiik ki.

A hosszabb ekvilibracidés id6 hatdsdnak vizsgélati adatait Microsoft Excel
segitségével rendeztiik és a Statistica for Windows 6.0 statisztikai szoftverrel
értékeltiik. (Az adatokat variancia-analizis vizsgédlatnak vetettik ald a
spermakezelési eljards hatdsanak kideritése céljabol.) Végiil t-probaval

igazoltuk a kezelések és a kontroll kozti szignifikdns kiilonbséget.
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A termékenyitést megeldzd spermakezelési eljarasok vizsgalatai sordn kapott
eredmények egytényez0s variancia-analizisét a mar korabban emlitett Statistica
program ANOVA/NANOVA részének felhasznélasdval végeztiik, melyet a

Tukey teszttel egészitettiik ki, amikor sziikséges volt.
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1. A spermavizsgalati médszer kivalasztasa és a rovid idejii tarolas
hatasa a termékenyité anyagra

A gyakorlatban végzett termékenyitd anyag vizsgdlatoknal csak az ejakuldtum
motalitasit dllapitjadk meg. A kiilonb6zd festési eljarasokkal fény deriil az
éld/elhalt sejtek ardnydra és az akroszOma integritdsdra is, ezdltal képet
kaphatunk a sikeres, vagy a kevésbé sikeres jovobeli termékenyitd
képességrol. Ujabban a fluoreszcens mikroszkdpia az alapvetd technikdk
egyike lett a plazmamembran integritdsdnak vizsgélatdban. Elonye, hogy
gyors, kevésbé szubjektiv, ezért kevésbé fiigg a technikai jartassagtol. A
floureszcens festékeket két nagyobb csoportba lehet sorolni: €16 sejteket festd
ill. holt sejteket festo festékek.

Vizsgalataink sordn a Kovacs-Foote-féle festést (1992), és a modositott
Harrison és Vickers (1990) fluoreszcens festést is alkalmaztuk. A kisérlet
célja, hogy a 17°C-on végzett hét napos tdrolasi kisérlet sordn in vitro
koriilmények kozott naponta megbecsiiljiilk az €ld/elhalt spermiumok szdmat,
nyomon kovethessiik a spermiumok mozgasképességében bekovetkezett
valtozasokat, valamint az akroszoma-valtozasokat a két festési moddszer
parhuzamos alkalmazdsdval Osszehasonlitva a mintdk szubjektiv motilitas
vizsgélataival, majd a tovabbi kisérletekben alkalmazott spermavizsgalati

modszer kivdlasztasra keriiljon.

Ezt a kisérletsorozatot a Nyugat Magyarorszagi Egyetemen a Lajta Hansag Rt
sertéstelepérdl szarmazo négy kan bevondsaval végeztiik.
A vizsgélatokhoz négy kantol vettiink ejakuldtumot, melyeket Otszorosére

higitottunk. A 17°C-on tartott higitott spermabdl a vizsgélat hét napja alatt
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minden nap mintat vettiink. A mintavétel pipettdval tortént, mind a higitott
spermdbdl, mind a tripankékbdl a tirgylemezre egy-egy azonos nagysiagu
cseppet cseppentettiink, egy masik tirgylemez segitségével Osszekevertiik, és
rogton kenetet készitettiink. A keneteket szobahOmérsékleten fiiggdleges
allasban szaritottuk meg. Teljes szdradds utdn a targylemezeket két percre
rogzitd oldatba meritettiik. A rogzitébol vald kivételt kdvetden csapvizes €s
desztillalt vizes Oblités kovetkezett. Ismételt teljes szaritdsnak vetettiik ald a
mintdkat, majd a lemezek 24 6rara Giemsdba keriiltek. A festési id6 letelte
utdn a targylemezeket desztillalt vizzel 4toblitettiik, majd megszaritottuk. A
festési eljarast kovetden minden kenetnél kétszaz spermiumot vizsgaltunk meg
400x - 1000x nagyitdssal Olympus fénymikroszképpal. A leszdmolt

spermiumokat ezutdn hat kiilonboz6 kategdridba soroltuk be:

1. E18, ép akroszom4ju, festetlen farokkal
2. E16, ép akroszémdju, festett farokkal
3. E16, sériilt akrosz6mdjd,

4. B18, akroszéma nélkiili,

5. Elhalt, ép akroszom4ju,

6. Elhalt, sériilt akroszémaj,

7. Elhalt, akroszéma nélkiili spermiumok.

A fluoreszcens festést alkalmazva a kisérlet minden napjdn a vizsgdlando
anyagbol mintét vettiink, festettiik, és fluoreszcens mikroszkép alatt kétszdz
spermiumot szdmoltunk le kétszdzszoros nagyitds mellett. A spermiumokat

négy kiilonb6z0 osztilyba soroltuk.
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1. Teljesen zolden fluoreszkalo sejt

2. A fej eliils része zolden fluoreszkal, mig a sejt tobbi része pirosan
festodik

3. A posztakroszomadlis gytlirti zolden fluoreszkal, mig a sejt tobbi része

pirosan festodik

4. Az egész spermium piros festddést mutat

1. dbra. Kiilonboz6 osztalyba tartozé spermiumok (400x nagyitas)
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1. tablazat. Az él6, ép akroszomajui, farokfestést nem mutaté
kanspermiumok aranyanak valtozasa a rovid ideji tarolas alatt a kétféle

spermabecslési médszerrel vizsgalva (%)

Spermavizsgalati 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Kan modszer nap | nap | nap | nap | nap | nap | nap
Kovacs-Foote 70 65 5951455355 30 10
1
Fluoreszcens 50 | 455 37 30 27 16 10
Kovacs-Foote 72 |60,5|51,5| 31 20 15 10
2
Fluoreszcens 45 33 27 11951 11,5]| 7,5 5
Kovacs-Foote 70 65 | 60,5]| 46 35 30 25
3
Fluoreszcens 53,5| 50 45 1355 | 32 20 14
Kovacs-Foote 70 65 53 | 37,5 | 28 15 10
4
Fluoreszcens 50 45 14051345 ]| 23 | 11,5 5

A négy kan termékenyitd anyagédnak elOzetes vizsgdlatakor az ejakuldtumban
1év6 mozgd spermiumok ardnya 70%-ra tehetd. A Kovacs-Foote-féle eljarast
haszndlva a termékenyit6 anyag minOsége valamivel magasabbnak
mutatkozott, mint a fluoreszcens festést alkalmazva. Ez a tendencia végig
megmaradt a hét nap sordn. A vizsgdlat sordn mindkét festési eljards azt
mutatta ki, hogy a termékenyité anyag mindsége naprdl napra romlik.

A téarolés sordn az €16, ép akroszémaval rendelkezd farokfestést nem mutatd

spermiumok szdma folyamatosan csokkent barmely mddszert is alkalmaztuk
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annak nyomon kovetésére. Elvégeztik az F-probat, hogy a kimutatott
mindségromldsi tendencia azonos mértékben vdltozik-e. A statisztikai
értékelésnél négy kan 4tlageredményeit vettiik figyelembe, és a két mddszerrel

is dsszehasonlitottuk.

2. tablazat. Kétmintas F-proba a szorasnégyzetre

S7ZD SzD

Tényezo SQ FG MQ F-proba F-tablazati 59 0,1%

Osszes 20876,13 | 55

skkeok

Ismétlés 16278,06 | 6 | 2713,01 P=0,1%

Csoportok
kozott

Hiba (cs) | 5664911 | 6 | 94,41518

2340,071 | 1 |2340,071 [24,78491 | 35.51 Ak

Kezelés 11226696 | 6 |204.4494 [1583503 | 4.89 | »++ | 3.89893 | 6.89515
csop. Beliil

Hiba (v) 464,8036 | 36 | 12,91121

A fenti tdbl4zatbdl l4thatd, hogy az F értéke kisebb, mint a kritikus F érték,
tehat, a két mddszerrel is bemutatott mindségi valtozasok tendenciasorainak
szordsnégyzetei kozott nincs eltérés.

A fenti eredmények azt igazoljdk, hogy a rovid idejii tarolas sordn jelentkezo
spermamindség romlds a két festési eljards bdarmelyikét alkalmazva
hasonl6képpen detektdlhats. A tovéabbi kisérletek sordn a Kovécs-Foote féle

festést alkalmaztuk.
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2. dbra. El6 ép akroszémdji és holt, akroszéma nélkiili (kozépen)

spermiumok (1000x nagyitas)
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3. abra. Holt, sériilt akroszéomaja (balra), és ¢€l6, ép akroszomaja

spermiumok (1000x nagyitas)
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4. dbra: Fent él6 ép akroszoma nélkiili spermium, kozépen holt fellazult
akroszomaju spermium, és €l6 ép akroszomaju spermiumok (1000x

nagyitas)
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5. dbra. Néhany I. osztalyd spermium fluoreszcens festéssel (400x nagyitas)
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6. abra. Néhany II. osztilyi spermium fluoreszcens festéssel (400x

nagyitas)
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2. A fagyasztas el6tti ekvilibraciés idé meghosszabbitasanak hatasa a
kanspermiumok membranintegritasara

A Kkisérletbe vont hét kan termékenyit® anyagéhoz szakember segitségével
jutottunk hozza. Elsoként a frissen levett ejakuldtum mennyiségét, a
spermiumkoncentraciot, és a spermiumok motilitdsat értékeltiik. Ezutdn 50 ml
30°C-o0s spermdhoz 150 ml 30°C-os I-es szdmu higitot Ontottiink, majd a
mintdit 15 °C-on hirom o6rdn at (ekvilibraltattuk) pihentettik egy
hofokszabalyozhaté termosztatban. Az ekvilibraltatds utdn centrifugalas
kovetkezett 800g-n 10 percen keresztiil hiithetd centrifugaban. A feliiliszo
ledntésre keriilt ugy, hogy kb. 25 ml koncentralt sperma maradt az edényben.
A mintat ismét higitottuk a termosztatban tarott 15°C-os II-es szdmu higitoval
1:1 ardnyban. Ezt ismételt pihentetés kovette, melyet 5 °C-on két 6ran at
végeztiink. Az 5°C-on tartott IIl-as szdmu higitét ezutdn adtuk a mintdhoz,
hogy elérjiik az 100x10°/ml-es sejtkoncentraciot. Ezt kdvetden a termékenyitod
anyagot 0,5ml-es miiszalmdba toltottiik és kezdetét vette a fagyasztds. A mintét
5°C-rdl 3°C/perces sebességgel -6°C-ra hiitéttiikk és egy percet allni hagytuk.
Ezutdn -100°C-ra csokkentetik a minta homérsékletét 20°C/perces htitési
sebességgel. A végleges tarolds folyékony nitrogénben tortént. A felolvasztas
sordn a szalmdkat 40 masodpercre 50 °C-os vizfiirdobe helyeztiikk, majd
tartalmukat atontottiik egy alkalmas tdroldedénybe és szobahOmérsékletli I-es
szamu higitéval 5 ml-re egészitettiik ki. Felhaszndlds eldtt motilitds és sejtszdm
értékelésnek vetettikk ald. A motilitdsvizsgalatkor egy csepp termékenyitd
anyagot értékeltiink monitorral 6sszekotott fénymikroszkop segitségével.

A fagyasztist megel6z0 kiilonbozd spermakezelési 1épések utdn vett
spermamintat Kovacs és Foote fentebb ismertetett modszerével festettiik meg

és megallapitottuk az €16, ép €s motilis spermiumok ardnyat. A moddszer
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alkalmas annak kideritésére, hogy a fagyasztdst megeloz0 spermakezelések
egyes lépésel milyen mindség valtozast okoznak az ejakuldtumban. A 1épések,

melyek utdn a mintavétel majd a spermavizsgdlat tortént a kovetkezok voltak:

—

Higitatlan levett sperma

1:1 es higitas I-es higitoval

Az elso ekvilibréacids 1d0 elsd ordjanak a végén

Az els6 ekvilibraciés id6 méasodik 6rdjanak a végén
A centrifugélés utdn

A centrifugalast koveto II-es higitas utdn

A madsodik ekvilibracids idd elsd 6rdjanak a végén

A maésodik ekvilibraciés id6 masodik 6rdjanak a végén

A T L B

A III. higitas utan
10. A fagyasztas utdn (I-es higitéval higitva 1:1-ben)

Miutdn megallapitottuk, hogy mely 1€pések hatottak kedvezden a spermiumok
életképességére a debreceni Mesterséges Termékenyitd Allomason elvégeztiik
a kovetkezd kisérletet is. Az esetleges szezondlis kiilonbségek feltdrasira az
egész vizsgalatsorozatot kétszer hajtottuk végre, egyszer a nyar és egyszer az
0sz folyaman.

A kisérletbe vont hét kantdl ejakulatumot gytjtottiink és kétféle elokészitést
kovetden fagyasztottuk le. A mintdk egyik felét az uppsalai eldirdst (Larsson
1985) nem vdltoztatva (kontroll), mésik felét az I-es szdmu higité hozzdaddsa
utani ekvilibracié 1d6 egy oraval valé megnovelésével (kezelés). A
spermakezelés egyes 1€pései utin minden esetben mintdt vettiink, kenetet
készitettiink és a Kovécs-Foote féle festési eljarast (Kovacs és Foote, 1992)

alkalmazva fénymikroszkop alatt 1000-szeres nagyitds mellett vizsgéltuk meg
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a plazmamembran és az akroszoma, valamint a farokmembrén épségét (€10, ép
akroszomaju ondosejtek %-os ardnya), 200-200 sejtet értékelve kenetenként.
A friss ejakulatumot, a kétféle (kezelt és kontroll) médon fagyasztott és
Ujraolvasztott mintak motilitdsat is értékeltettiik egy fiiggetlen szakemberrel.
A kisérletbe bevont kanok a kovetkezdk voltak:
1. Magyar lapély (L 206)
Magyar lapaly (L 216)
Duroc x belga lapély (DB 801)
Duroc x belga lapély (DB 805)
Magyar nagyfehér hussertés (MF 101)
Magyar nagyfehér hissertés (MF 107)
Duroc (D 401)

A A

Az €16, ép akroszomdval rendelkezd spermium nem feltétlen alkalmas
termékenyitésre. Elengedhetelen, hogy a farokmembrédn strukturdlisan és
funkciondlisan is ép legyen, biztositva a mozgdsi képesség alapjait. A
vizsgélatok sordn sziikségszer(i, hogy a farokfestést is figyelembe vegyiik
szdmolva azzal a tényel, hogy az €16, ép akroszom4iji spermiumok nem
mindegyike motilis.

A fagyasztdst megeldz0 szdmos spermakezelés egyes 1€péseinek
kovetkezményeként kiilonb6zd mértékben valtozott az €l6, ép és motilis
spermiumok szdmardnya a termékenyitd anyagban. A higitdsok és a
centrifugdlds hatasdra jelentdsen csokkent az €16, ép és egyben motilis
spermatozodk aranya. A higitast kovetd pihentetések kevésbé csokkentették a
vitdlis, ép és motilis spermiumok ardnyat. Drasztikus mindségi romlds a

fagyasztas alatt kovetkezett be.
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84,5 87,19
77,05 79 82,23 80,33 78,05

N | 11 1/2 Cu Il nn /2 ] Fu
Fazisok

7. abra Az €16, ép akroszomaju spermiumok szamanak valtozasa az 6sszel

végzett spermakezelés és fagyasztas fazisai alatt

Feliratok magyardzata:

N: Nativ minta 1:1-es higitdssal,

I: Az I-es higito hozzdaddsa utdn

Ul: Az elsé ekvilibrdltatds elsd ordja utdn

1/2: Az elsé ekvilibrdltatds mdsodik ordja utdn
Cu: Centrifugdlds utdn

1I: A Il-es higito hozzdaddsa utdn

/i: A mdsodik ekvilibrdltatds elso ordja utdn
172: A mdsodik ekvilibrdltatds mdsodik ordja utdn

1II: A Ill-as higité hozzdaddsa utdn

Fu: A fagyasztds utdni felolvasztdst kovetéen

Az Osszel elvégzett kisérlet eredményeit tartalmazé abrarél a kovetkezdok
olvashaték le. Az els6 higitds (kozel 8%-os véltozds) és az azt kovetd
inkubélas (tobb, mint 7%-os valtozds) kedvezden befolyasolta a termékenyitd
anyag minoOségét. A centrifugdlds hatdsara 14,89%-kal, azaz jelentOsen
csokkent az €l0 spermatozodk ardnya. A mdsodik higitds ismét pozitiv

véltozast hozott (6,6%-kal), majd az ezt kovetd pihentetés elsé Ordja nem
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rontotta a sperma mindségét (3,23%-os novekedé€s), de a tovdbbi egy Ords
ekvilibraltatds enyhén csokkentette a vitdlis, ép akroszomdji spermiumok
ardnyét. Drasztikus mindségi romlas (28,83%) a fagyasztds alatt kovetkezett

be.

76,16 80,66 72,88

N | 1/1 1/2 Cu ] /M1 11/2 I Fu
Fazisok

8. dbra Az él6, ép akroszomaju spermiumok szamanak valtozasa a a

nyaron végzett spermakezelés és fagyasztas fazisai alatt

A nydron végzett kisérletek eredményeit mutaté 4brardl kideriil, hogy a
higitdsok mindegyike kedvezdtleniil befolydsolta a sperma mindségét: elso
higitas utan 5,61%-kal, a masodik higitds utdn 6,60%-kal, mig a harmadik utin
7,38%-kal mutatkozott kevesebbnek az €10 ép akroszomdval rendelkezd
spermiumok ardnya. Az els6 €és a masodik higitast kovetd ekvilibraltatas
nagyon j6 hatdssal volt a spermiumok életképességére €s akroszomajuk
integritdsdra. A 15°C-on végzett pihentetés elsd ordja 12,89%-o0s, mig a
madsodik 6ra tovabbi 4,5%-os javuldst eredményezett. A centrifugdlds nyaron
is kozel 10%-kal rontotta a kansperma mindségét. A legnagyobb €16 sejtszam

pusztulds a fagyasztasnak koszonhetd: 23,06%.
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A rovidebb és hosszabb ekvilibracids idovel tortént fagyasztdsi kisérletek
adatai atlagdnak és szordsdnak meghatdrozasit koOvetden az adatok
egytényezOs statisztikai analizisét is elvégeztiik. Kiilon hasonlitottuk 6ssze a
festési adatokat (€10, ép és motilis spermatozodk aranya), €s kiilon a szabad
szemmel végzett motilitds vizsgdlat adatait. Elséként a nydron elvégzett

kisérletek eredményeit mutatjuk be.
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3. tdblazat. Az él6, ép akroszémaval rendelkezo és farokfestést nem mutato

spermatozoak adataira alkalmazott t-préba (nyar)

Ny4r Fu-ko}ntroll Fu-kfzzelt
festés % festés %
Atlags 36,8571 51,5714
Szdras 14,2411 6,45128
Szoérasnégyzet 202.81 41,619
Szumx 258 361
(Szumx)’ 66564 130321
SQ 1216,857 2497143
sD 5,909177
t-tablazati 218
t-proba 2,49

A Kovics-Foote féle festést alkalmazva a nem fest6dott spermium farkat
tartalmaz6 csoportot vizsgalva szignifikdns kiilonbség van, a hagyomdnyosan
hitott és a kezelt csoport kozott. Az aldbbi diagram a kiilonbséget is jol

szemlélteti.
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Box Plot (nyar, festés%)
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9. dbra: Box-whisker diagram. A kontroll és a kezelt csoportok festési
adatainak (él6, ép és motilis spermiumok) atlag, atlag+szoras, és

minimum-maximum értékei (nyar)

Makkosné Petz Brigitta doktori (PhD) dolgozat 56



EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4. tablazat. A motilitasvizsgalat adataira alkalmazott t-préba (nyar)

Ny4r Fu-kontroll Fu-kezelt
mot % mot %
Atlag+ 20 32,1429
Szoras 9,57427 4,8795
Szérasnégyzet 91,6667 23,8095
Szumx 140 225
(Szumx)? 19600 50625
SQ 550 142,857
sD 4,061601
t-tablazati 2,18
t-proba 2,99

Szintén szignifikdns kiilonbség adddott a kontroll és a kezelt csoportok

motilitds vizsgélatandl. A kiillonbséget az aldbbi diagram mutatja be.
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Box Plot (nyar, mot%)
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10. édbra: Box-whisker diagram. A kontroll és a Kkezelt csoportok
motilitasvizsgalatanak atlag, atlag+szoras, és minimum-maximum értékei

(nyar)

Mind a kezelt, mind a kontroll csoporton beliili vitalitist és motilitast
egyiittesen feltdr6 festési eredményeket Osszehasonlitva a szabad szemmel
végzett motilitdsi eredményekkel azt tapasztaltuk, hogy a kozottik adodod

kiilonbségek szignifikansak.
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5. téblazat A kezelt csoport festési és szabad szemmel végzett

motilitasvizsgalatainak adataira végzett t-proba

Ny4r Fu-kfazelt Fu-kezelt
festés % mot %
Atlag+ 48 32,1429
Szoras 12 4,8795
Szoérasnégyzet 144 23,8095
Szumx 336 225
(Szumx) 112896 50625
SQ 864 142,857
sD 4,896201
t-tablazati 2,18
t-proba 3,24
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6. tablazat A Kkontroll csoport festési és szabad szemmel végzett

motilitasvizsgalatainak adataira végzett t-proba

Nyér Fu-ko’ntroll Fu-kontroll
festés % mot %
Atlag+ 39,7143 20
Széras 14,8179 9,57427
Szoérasnégyzet 219,571 91,6667
Szumx 278 140
(Szumx)’ 77284 19600
SQ 1317,43 550
sD 6,66803
t-tablazati 2,18
t-proba 2,96

Az 0Osszel elvégzett kisérletek kontroll és kezelt csoportjainak adatai kozott
annak ellenére, hogy kozottiik 1ényeges eltérések lathatok, nincs szignifikdns

kiilonbség. Az aldbbi diagramok ezeket az eredményeket mutatjak be.
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Box Plot (6sz, festés%)
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11. abra: Box-whisker diagram. A kontroll és a Kkezelt csoportok festési
adatainak (él6, ép és motilis spermiumok) atlag, atlag+szoras, és

minimum-maximum értékei (6sz)
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Box Plot (6sz, mot%)
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12. é4bra: Box-whisker diagram. A kontroll és a Kkezelt csoportok
motilitasvizsgalatanak atlag, atlag+szoras, és minimum-maximum értékei

(0sz)

A nyéron és Osszel elvégzett kisérletek eredményeit atlagoltuk és elvégeztiik a
t-prébat. Osszehasonlitottuk a kezelt és a kontroll csoportok atlageredményeit
kiilon az életképességet €s motilitast feltar6 festés esetében, és kiilon a
mozgasvizsgélat tekintetében. Mind a festési eredmények, mind a szabad
szemmel végzett motilitds eredmények statisztikai vizsgalatakor szignifikans
eltérés volt kimutathat6 a kezelt csoport javara. Az egyes egyedek eredményeit
is Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy kozottik nincs szignifikdns
kiilonbség. A nydron €s az Osszel elvégzett kisérlek eredményei kozott sem

adddott szignifikans eltérés.
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7. tablazat A nyari és 6szi festési (életképesség és motilitas) adatok

atlagolasara elvégzett t-proba

A tlag Fu-ko’ntroll Fu-k/ezelt
festés % festés %

Szoras 8,8149 5,04975

Szorasnégyzet 77,7024 25,5

Szumx 237,5 332.5

(szumx)’ 56406,3 110556

SQ 466,2143 153

sD 3,839687

t-tablazati 2,18

t-proba 3,53
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8. tablazat A nyari és 6szi szabad szemmel végzett motilitasi adatok

atlagolasara elvégzett t-proba

A tlag Fu-kontroll Fu-kezelt
mot % mot %
Atlag+ 23,9286 32,5
Széras 8,2736 5,59017
Szoérasnégyzet 68,4524 31,25
Szumx 167,5 227.5
(szumx)’ 28056,3 51756,3
SQ 410,714 187,5
t-tablazati 2,18
t-proba 2,27

A termékenyitd anyagok mindségének vartndl kisebb szezondlis kiilonbségeire
a vizsgalatok elvégzésekor mért homérsékleti atlagok adhatnak részben
magyardzatot. Mindkét évben jelentds kiillonbség tapasztalhatdé az 0Oszi
kisérletek 1idején (oktober, illetve november) mért atlaghOmérsékletek

tekintetében a sok éves dtlaghoz képest.
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3. Fagyasztas és felolvasztas utani spermakezelés (rovid ideji
centrifugalas, swim-up és Percollos kezelés)

A Kkisérletet hdrom egymds kovetd napon végeztiikk, naponta egy kan
termékenyitd anyagdra alkalmaztuk a harom kezelést. A kisérlethez az egyes
kanok termékenyitd anyagat tartalmaz6 miiszalmakat egy kantdl dsszesen hatot
37°C-os vizfirdobe helyeztik egy percre, majd tartalmukat 37°C-ra
eldmelegitett Eppendorf csdbe iiritettiink és homogenizaltunk.

A fagyasztott Ujraolvasztott termékenyitd anyagokbol mind a kezelések elott,
mind a kezelések utdn mintat vettiink €s megvizsgaltuk a sperma kiilonb6z6
paramétereit. A motilitds és a spermiumkoncentracié meghatdrozdsdhoz Sul
spermdt, mig az életképesség €és az akroszOma integritdsdnak
tanulmanyozdsdhoz 10 pl-nyi spermét hasznéltunk fel. A motilitds vizsgalatat
minden esetben elvégeztiik, a sejtkoncentraci6 meghatdrozdasa Biirker-kamra
segitségével tortént, desztillalt vizzel torténd 10-szoros illetve 100-szoros
higitast kovetden. Az életképesség ¢és az akroszOma integritdsdnak

megdllapitdsdhoz a Kovéacs-Foote féle festést alkalmaztuk.

3.1. Centrifugalas

Az elOkészitett, homogenizalt termékenyitd anyag 130ul-nyi mennyiségét 6 ml
37°C-os Sperm TALP médiumra pipettdzuk, majd 200g-n 10 percen at
centrifugaltuk. Ezt kovetden a feliildszot eltavolitottuk és a megmaradt pelletet

130 pl médiumba reszuszpendaltuk.
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3.2. Felusztatas (swim up) (Parrish és mtsai 1988)

A kisérlethez elOkészitett termékenyitd anyagbol 130 ul mennyiséget
rétegeztimk egy centrifugacsobe Sperm TALP médium ald. A csovet és
tartalmat 38,5°C-on termosztitban egy 6rdn at inkubdltuk. A CO, szintet a
1égkori értékre csokkentettilk, hogy a Sperm TALP médium savasoddsat
elkeriiljik és a spermiumok ez okbdl torténd pusztuldsat megeldzziik. Az
inkubdlds utdn a médium tetejérél 770 ul mennyiséget szivtunk le és 3 ml
Sperm TALP médiumra engedve 10 percen at 200g értéken centrifugdltuk. A
miuvelet végén a feliiluszot eltavolitottuk, és a megmaradt anyagot 130 ul

médiumba reszuszpendaltuk a kordbbi centrifugilasos eljarashoz hasonldan.

3.3. Percollos kezelés (Parish és mtsai 1993)

A koénikus aljd centrifugacsd aljara 2 ml 90%-os Percoll oldatot pipettaztunk,
majd erre 2 ml 45%-o0s Percoll oldatot rétegeztiink igy, hogy a két frakci6 ne
keveredhessen. A 90%-os opdlosan attetszd Percoll alul, mig a 45%-os
ciklamen szin(i Percoll felette helyezkedett el, igy bizonyosodtunk meg a két
frakcié biztos elkiiloniilésérdl. Miutdn az elegy szobahOmérsékletre
melegedett Gvatosan két miiszalmanyi spermdt rétegeztiink az oldat tetejére,
majd 200 g értéken 10 percen at centrifugédltuk. A feliiliszot kozvetlen a
centrifugdlds utdn azonnal leszivtuk, ezzel biztositottuk, hogy az eltavolitasra
keriil¢ frakciéban minél kevesebb él6 mozgdképes spermium legyen, mivel a
centrifugdldst kovetoen az él6 mozgéasképes spermiumok azonnal elkezdenek
visszauszni a felsébb rétegekbe. A centrifugacsd aljan maradt pellet 130 pl

steril, 37°C-os Sperm TALP médiumban reszuszpendaltuk.
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34. A motilitas értékelése

9. tablazat. A spermakezelési eljarasok utani motilitasi eredmények 100-

szoros higitast kovetden (%)

Kezelés
Kanok elott Centrifugalas| Felusztatas Percoll
(kontroll)
72. 60 55 70 80
121. 55 50 60 75
74. 45 50 55 70
Atlag 53,33 51,66 61,66 75

A tablazat adatait értékelve megéllapithatd, hogy a felusztatasos és a Percollal
torténd kezelés hatdsara tobb mozgd spermiumot tartalmazott a termékenyitd
anyag a hdrom kan A4tlagait nézve. A centrifugdlds hatdsdra a motilitdsi

atlagértékek nem lettek jobbak.
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3.5. A spermium-koncentracio6 értékelése

10. tablazat Az egyes kezelések utani spermium-koncentracié (db/ul)

Kezelés
Kan elétt Centrifugalas | Feldisztatas Percoll
(kontroll)
72. 156.400 196.600 1000 31.400
Ismétlés 153.400 2600 34.800
121. 146.200 138.400 800 3400
Ismétlés 106.800 1000 5200
74. 214.800 337.200 200 7200
Ismétlés 230.400 1600 3000
Atlag 172.466 193.800 1200 14166
A hiarom kan adataib6l kitlinik, hogy a centrifugdlds utdn

a

spermiumkoncentracié meghaladta a kontroll értéket, ugyanakkor a feldsztatas

és a Percollos kezelést kovetden a spermium-koncentricié lényegesen

csokkent.
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3.6. Az életképesség és az akroszoma integritasanak értékelése

11. tdblazat. Az él6 ép akroszomaji spermiumok aranyanak alakulasa a

kezelések elott és a kezelések hatasara (%)

Kezelés
Kan elott Centrifugalas | Felasztatas Percoll
(kontroll)
72. 37,8 59,2 59 84,5
121. 34,5 57,7 49,6 62,9
74. 343 54,5 444 74
Atlag 35,53 57,13 51,00 73,80

A tablazat adataibol leolvashatd, hogy mindharom kezelést kovetoen az €10, ép
akroszémaju spermiumok ardnya magasabb a kontrollhoz képest. Sertés fajnél
a legjobb eredményt a Percollos kezelés indukalta, ezt a centrifugédlds, majd a

felusztatas kovette.

12. tablazat. A statisztikai minta alapadatai

Darabszam Osszeg Atlag Variancia
Kezelés el6tt
3 106,6 35,5 3.8
(kontroll)
Centrifugalas 3 171,4 57,1 5,7
Felusztatas 3 153,0 51 54,7
Percoll 3 2214 73,8 116,6
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13. tdblazat. Az él6, ép akroszomajui spermiumokra vonatkozé adatok

variancia analizise

Tényezok | SS df MS F p-érték | F
kritikus

Csoportok | 2254,013 | 3 751,3378 | 16,59895 | 0,000852 | 4,06618

kozott

Csoporton | 362,113 | 8 4526417

beliil

Osszesen |2616,127 | 11

Lathat6, hogy az F szamitott érték nagyobb az F kritikus értéknél, melybdl
megallapithatd, hogy az €10, ép akroszomaju spermiumok mennyiségi értékei

kozotti kiilonbségek a kezelések hatdsara jottek 1étre.

14. tdblazat. Az SZD %-ok

Kezelések SZD %
Kontroll - centrifugalas 12,7
Kontroll — felasztatas 10,2
Kontroll - Percoll 14,6

A szamitott SZD 5%=10,39*** A kontroll és a kezelések kozotti ennél
nagyobb kiilonbség a kezelésnek tulajdonithaté P=5%-os szinten. A kontroll és
az egyes kezelések kozotti szignifikdns kiillonbség igazoldsara elvégeztiik a t-

probat.
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15. tablazat. t-préba a kontroll és a centrifugilasos Kkezelés

osszehasonlitasara

Kontroll Centrifugalas utan
Varhato érték 35,53333333 57,13333333
Variancia 3,863333333 5,763333333
Megfigyelések 3 3
Feltételezett atlagos | 0
eltérés
df 4
t érték -12,05803143

P (T<=t) egyszélii 0,000135631
t kritikus egyszélii 2,131846486
P(T<=) kétszéli 0,000271263
t kritikus kétszélii 2,776450856
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Kontroll

Felusztatas utan

Varhato érték

35,53333333

51

Variancia 3,863333333 54,76
Megfigyelések 3 3
Feltételezett atlagos | 0

eltérés

Df 2

t érték -3,498824015

P (T<=t) egyszélii 0,036435546

t kritikus egyszélii 2,91998731

P(T<=) kétszéli 0,072871092

t kritikus kétszéli 4,302655725

16. tablazat. t-préba a kontroll és a felasztatasos kezelés osszehasonlitasara
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17. tablazat. t-préba a kontroll és a percollos kezelés 6sszehasonlitasara

Kontroll Percoll-os  kezelés

utan

Varhato érték 35,53333333 73,8

Variancia 3,863333333 116,67

Megfigyelések 3 3

Feltételezett atlagos| O

eltérés

df 2

t érték -6,037090373

P (T<=t) egyszélii 0,013189779

t kritikus egyszéli 2,91998731

P(T<=) kétszélii 0,026357557

t kritikus kétszélii 4,302655725

A tdblazat adataibdl leolvashatd, hogy a t értékek mindharom kezelést
alkalmazva magasabbak a kritikus t értékeknél, tehit a kontroll és a kezelés

adatai kozotti kiilonbség szignifikans (P=0,05).
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14. dbra. A Kiilonb6z6 spermiumkategoériak alakulasa a centrifugalas utan
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15. dbra. A Kkiilonb6z6 spermiumkategériak alakuldsa a felisztatas utan
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16. abra. A kiilonb6z6 spermiumkategoriak alakulasa a Percollos kezelés

utan
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A kisérleti eredmények azt mutattdk, hogy az ¢él6 (ép membranu és
akroszomaju) spermiumok ardnya a harom vizsgdlt kan esetében 35,53% volt a
kezelések eldtt, 57,13% a centrifugéldsos kezelés, 51% a felusztatés és 73,80%
a Percollos kezelés utin. Mind a centrifugdlds, mind a felisztatds, mind a
Percoll kezelés szignifikdnsan (P<0,005) befolydsolta az €16, intakt
akroszomaval rendelkez6 spermatozodk ardnyét a termékenyitd anyagban.

Az eredményeket analizdlva megéllapithatd, hogy a kanspermiumok
életképességére és a plazmamembran integritisdra legkedvezdbb hatdssal a
Percollos kezelés bizonyult, ezt a rovid idejli centrifugédlds végiil a felisztatas

kovette.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A hosszabb ideig tarté ekvilibriltatds kedvezd hatdssal volt a spermiumok
életképességére, az él0, ép akroszOmdju és motilis spermiumok ardnya
szignifikdnsan magasabb volt a hosszabb pihentetést kovetden, mint a kontroll
esetében.

2. Kisérleteinkben a hosszabb ekvilibrdltatdis a spermiumok mozgési
képességében is eltérést okozott, mely a variancia analizis alapjan
szignifikdnsnak bizonyult.

3. Az in vitro fertilizcié hatékonysdganak noveléséhez alkalmazott swim up,
centrifugalds, Percoll gradiens spermakezelési eljardsok barmelyikének
jelentdsen nagyobb mennyiségli életképes, ép akroszomdji spermiumot
eredményezett, mint a kezelés nélkiili kontroll.

4. A killonbozo kezelések koziil a Percoll gradiens kezelés bizonyult a

leghatékonyabbnak.
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KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Az értékes tenyészkanok kivélasztdsa dontd fontossigi a mesterséges
termékenyitésben. Az értékes gének mellett az is sziikségszerli, hogy az IV-be
bevont dllat megfeleloen termékeny legyen. A kiilonféle spermavizsgélati
paraméterek és a termékenység kozotti Osszefiiggést vizsgdlva Jounala és
mtsai (1998) azt taldltdk, hogy, a hét napig tdrolt higitott sperma vizsgdlati
eredményei €s a termékenység kozott Osszefiiggés van, igy kiszelektdlhatok az
igazan termékeny kanok. A kansperma rovid idejii taroldsa alatti mindségi
valtozasdnak nyomon kovetésére kétféle in vitro modszert hasznéltunk.
Vizsgélataink sordn a Kovdics-Foote-féle (1992) festést, €s a moddositott
Harrison és Vickers fluoreszcens festést (1990) alkalmaztuk. A 17°C-on
végzett hét napos tdrolasi kisérlet alatt in vitro koriilmények kozott naponta
értékeltiik az élo/elhalt spermiumok szdmat, megdllapitottuk az akroszéma
valtozdsokat, és az €10, ép akroszomdjui spermiumok farokmembranjanak
permedbilitdsdbdl a sejt motilitdsara is kovetkeztettiink. Osszehasonlitottuk a
vitdlis festési eredményeket a motilitds vizsgilat eredményeivel. Mindkét
modszer alkalmas a rovid ideig torténd tarolds folyaman bekovetekezd
mindségbeli valtozdsok nyomon kovetésére. A gyakorlatban mégis a Kovacs
és Foote daltal leirt mddszert javasoljuk, mert kivitelezése egyszerli, nem
igényel specidlis laboratériumi koriilményeket, és a sejtek vitalitdsan kiviil az
Hosszu idejl tarolds sordn a spermiumokat fagyasztjdk, ebben az allapotban
taroljak és felolvasztjdk, majd termékenyitenek velilk. A sertés spermiumok
barmiféle tartdsitdsa, de kiilonosen a fagyasztas és az azt koveto felolvasztés
csokkent életképességet eredményeznek (Paulenz és mtsai 1995). A sikeres
termékenyitést nehéz eldre megjésolni a fagyasztott felolvasztott sperma in

vitro mindségi becslésébdl (Woelders 1990). Egyes tulajdonsdgok, mint a
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normal akroszoma (Xu és mtsai 1998), normdl fej és farok morfolégia (Gadea
€s Matas 2000), és a progressziv eldrehaladd6 mozgas (Ivanova és Mollova
1993, Flowers 1997) pozitiv 0Osszefiiggést mutatnak a termékenyitd
képességgel.

Az akroszoma épségének és a plazmamembrdn integritdsdnak vizsgélati
eredménye jol jelzi a sperma mindségét, és gyakran haszndljdk a fagyasztott és
felolvasztott sertés sperma életképességének becslésére (Vazquez és mtsai
1999). Vizsgdlatunkban a friss ejakuldtum motilitdsi eredményeibdl nem lehet
kovetkeztetni az ugyanazon kantdl szarmazoé fagyasztott felolvasztott sperma
varhaté motilitdsi eredményeire; jelezve, hogy az egyes kanok termékenyito
anyagédnak fagyaszthatésdga kozott jelentds kiillonbség van. A tarolt sertés
spermiumok révid ideig élnek a n6i nemi szervekben (Pursel és mtsai 1978b),
ezért a 37,8°C-on torténd 4 6rds inkubdlds utdni spermamindség vizsgalat
pontosabb informdcidt ad a sertés spermium termékenyitd képességérol, mint
a felolvasztast kovetd azonnali motilitdsi vizsgédlat (Larsson és Einarsson
1976b).

A homérséklet viéltozdsa jelentosen befolydsolja a kanspermium fej plazma
membrinjanak permeabilitasat (Canvin és Buhr 1989). A membran épségének
megdrzése kulcsfontossagu e tekintetben. Az ekvilibracidra azért van sziikség,
mert elOsegiti a spermiumok fagyasztds és felolvasztds alatti kdrosoddsokkal
szembeni ellendllasat. A rezisztencia kialakuldsa valdszinlileg a spermium
membrinjdnak a szemindlis proteinekkel vald interakcidjanak koszonhetd
(Pavelko és Crabo 1976). Kisérleteinkben az ekvilibraciés 1d6
meghosszabbitasa kedvezo hatdssal volt a spermiumok életképességére, az €10,
€p akroszomaju és motilis spermiumok ardnya szignifikdnsan magasabb volt a
hosszabb pihentetést kovetden, mint a kontroll esetében. A motilis
spermiumok ardnya az ekvilibraciés id0 eldrehaladtdval fokozatosan nd

(Pavelko és Crabo 1976). Kisérleteinkben a hosszabb pihentetés a spermiumok
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mozgési képességében is szignifikdns valtozast okozott. A fagyasztds elotti
kezelés alatti pihentetés hatdsara mind a nyari, mind az dszi mintdkban az €10,
ép akroszomdju sejtek ardnydnak, bar nem szignifikdns de kisebb mértékii
emelkedése meglepd. Nagy ¢és mtsai (2004) fagyasztott felolvasztott
bikasperma négy 6rds inkubdldsdnak els6 fél 6rajanak végén azt tapasztaltak,
hogy az €10, ép akroszomdju sejtek ardnya kis mértékben emelkedett, ezzel
parhuzamosan a holt/€p akroszoma4ju sejtek ardnya csokkent.

A petesejt megtermékenyitése egy bonyolult, sok 1€pésbdl all6 folyamat,
amely szamos fizioldgiai és biokémiai eseményt, beleértve a hiperaktiviciot, a
kapacitaciot, az akroszOomareakciét, a zona pelluciddn vald penetriciét, a
petesejt plazmamembranjahoz valé kotddést, a him pronukleusz kialakuldsat
(Sirard és mtsai 1993) foglal magidba. Csak az €16, ép akroszémadval
rendelkez0 motilis spermiumok képesek termékenyiteni. A Iépések
barmelyikének elégtelensége sikertelenséghez vezet. Javasoljuk a fagyasztva
torténd tarolas elotti spermakezelési eljardsok alkalmdval az elsd higitast
koveto ekvilibralas idejének egy ordval torténd meghosszabbitasat.

Feltétlen javasoljuk a kétféle fagyasztdsi eljards eredményeként 1étrejott
jelenleg folyékony nitrogénben tarolt termékenyitési anyagokkal torténd
vissza-termékenyitések elvégzését, hogy ellendrizziik a két hiitési eljaras
alkalmassagat.

A fagyasztott visszaolvasztott termékenyitd anyagon szamos kutatd végzett el
Percoll-os és swim up-os kezelést. Néhdnyan a Percoll gradiens kedvezébb
hatdsairdl szamoltak be a spermium motilitdsa, morfologidja és az IVF utdni
vembhesiilési rata tekintetében. (Akerlof és mtsai 1987, Menkveld és mtsai
1990, van der Zwalmen és mtsai 1991). Ezzel ellentétben Engler és mtsai
(1992) azt tapasztaltdk, hogy a felisztatatds alacsonyabb spermakoncentraciot,
de jobb spermamindséget eredményezett, mint a Percoll-os kezelés. Brandies

és munkatdrsai azt taldltdk, hogy a swim up hatdsdra tobb motilis spermium
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szelektdlhat6 ki, mint a Percollal torténd kezelés utdn, ugyanakkor a Percollal
szignifikdnsan tobb ép akroszomdju spermatozoa koncentralédik. Tobben arrdl
irtak, hogy nincs kiilonbség a kétféle kezelésben részesiilt spermiumok
mindsége kozott.(Punjabi és mtsai 1990, Chan és mtsai 1991, Morales és mtsai
1991, Check és mtsai 1992, Sapienza és mtsai 1993)

Munkdnkban a harom kiilonféle kezelés eredményei igazoltdk, hogy mind a
rovid ideji centrifugdlds, mind a felisztatds, mind a Percollos kezelés
hatékonyan koncentrdlja az €16, ép akroszémaval rendelkezd spermiumokat.
Hasonl6 eredményeket kaptak Somfai €s munkatarsai (2002) szarvasmarha
spermiumok eldkezelése soran.

A mélyhiitott kanspermdval torténd mesterséges termékenyités gyakorlata
hazankban még gyerekcipOben jar. A nagyilizemi sertéstermelésben az
egyszeriien kivitelezhetd Percollos elokezelést feltétlen javasoljuk, hogy a
mesterséges termékenyités tokéletesebbé vadljon, és szélesebb korben

elterjedhessen.
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A sertéstenyésztésben is egyre nagyobb teret kap a mesterséges termékenyités,
melyhez akdr tobb szdz kilométerrdl szdllitott fagyasztott termékenyitd
anyagot haszndlnak fel. Egy részr6l csak azokat a kanokat vonjdk be a
mesterséges termékenyitésbe, melyek spermdja megfeleld6 mindségli, mds
részrdl a kiilonféle feldolgozasi technikdk (spermavételi, higitdsi, fagyasztasi,
tarolasi technoldgia) gyenge pontjait fel kell ismerni. Ennek kideritésére
szdamos spermavizsgdlati modszert dolgoztak ki szerte a vildgban.
Kisérletsorozatunk elsd  Iépéseként két spermavizsgédlati  moddszert
hasonlitottunk Ossze rovid ideig torténd kansperma taroldsa folyaman, azzal a
céllal, hogy kimutassuk a tarolds alatt torvényszerien bekovetkezd
spermiumpusztulds mértékét. Négy magyar fehér sertésfajtatol vettiink le
ejakulatumot, melyet hét napig 17°C-on taroltunk. Naponta mintat vettiink, €s
keneteket készitettiink. A Kovacs és Foote altal kidolgozott festést (1992),
valamint Harrison €s Vickers fluorescens festését is (1990) alkalmazva naponta
megéllapitottuk a sperma mindségét.

A rovid idejii tdroldsi kisérletben haszndlt kétféle festési eljards kimutatta,
hogy az €16, ép akroszomaju sejtek ardnya a napok eldrehaladtaval fokozatosan
csokkent, ezzel korreldlva a holt sejtek szdma novekedett. A Kovacs-Foote-féle
festés kivitelezése egyszerli, nem igényel specidlis laboratoriumi
koriilményeket és a spermiumok életképességén kiviil akroszomdjuk
integritdsar6l is  arnyalt képet kapunk, tovdbbd a  farokfestés
figyelembevételével a spermium mozgdsi képessége is megéllapithato.
Féazisvizsgdlataink célja az volt, hogy a fagyasztds elotti kiilonféle
spermakezelési eljarasoknak és a mélyhiitésnek a spermiumok életképességére
gyakorolt hatdsat kideritsiik, megéllapitva a beavatkozdsok gyenge pontjait.

Az esetleges szezondlis kiillonbségek kideritésére a kisérletet nyaron és 0sszel
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is elvégeztiik. Hét kantdl vettiink le termékenyitd anyagot és eldkezelést
kovetden lefagyasztottuk. Az eljards bizonyos lépései utdn, Osszesen tiz
alkalommal mintat vettink a spermdbdl, és a Kovdacs-Foot-féle festéssel
megfestettilk, majd targylemezenként kétszdz spermium vitalitdsidt és
akroszémadjanak integritasat allapitottuk meg.

A beavatkozdsok koziil a centrifugdlds és a fagyasztids okozta a legnagyobb
spermiumpusztuldst. A higitdsok Osszel nem, de nydron kedvezdtleniil
befolyasoltdk a spermatozodk életképességét; a kiilonbség nem szignifikdans.
Az els0 higitasok utani inkubdcidk mindegyike pozitivan hatott a termékenyito
anyag minOségére mind Osszel, mind nyaron.

A kovetkezd kisérletiink a fazisvizsgdlat eredményeire épiilt, miszerint a
higitds utdni hosszabb ekvilibréltatds kedvezd hatdst gyakorol a spermiumok
életképességére. Ezért megnoveltilk a fagyasztds eldtti elsd higitast kovetd
inkubdciods id6 hosszat egy draval.

A hosszabb ideig tartd ekvilibraltatds kedvezden hatott a spermiumok
életképességére. Az €10, ép akroszomdju és motilis spermiumok ardnya a
hosszabb pihentetést kovetden szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a
kontrollhoz képest. Kisérleteinkben a hosszabb pihentetés a spermiumok
mozgasi képességében is szignifikdns valtozast eredményezett. Azonban nem
taldltunk szignifikdns kiilonbséget a nydron és az Osszel levett mintdk
eredményei kozott. A kétféle fagyasztasi eljards eredményeként 1étrejott
termékenyitési anyagokat folyékony nitrogénben tdroljuk, és a jovoben
termékenyitéseket terveziink végezni, hogy ellendrizziik a két hiitési eljaras
alkalmassdgat. Amennyiben a hosszabb pihentetéssel fagyasztott-felolvasztott
termékenyitd anyaggal sikeresebb termékenyiilési eredmények sziiletnek, ugy
a fagyasztdst megel6z0 hosszabb ekvilibréltatds alkalmazdsdval biztosabb

eredményt érhetnénk el.
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A sperma fagyasztisa és visszaolvasztisa utdn is szdmos spermakezelési
eljaras alkalmazhaté. Vizsgdlatunkban a rovid idejii centrifugdlas (10 perc,
200g-n), a felusztatds (Sperm TALP médiumon keresztiil) és a Percoll
gradiens centrifugdlds hatdsait értékeltiik, Osszehasonlitva a kansperméra
gyakorolt hatdsukat. Mindhdrom IVF-nél alkalmazott beavatkozds sikerrel
alkalmazhaté sertés faj esetében is. Bdarmely kezelést is alkalmazva a
himivarsejtek = szdzalékos  ardnyai  magasabb  értékeket  mutattak.
Leghatékonyabbnak a Percoll gradiens centrifugdlds bizonyult. Az
eredmények statisztikai értékelése azt jelezte, hogy a kontroll és a kezelt

csoportok kozti kiilonbségek a beavatkozdsoknak tulajdonithatdak.
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In boar-breeding, the in vitro fertilization (IVF) is also getting a larger and
larger scope, for which frozen semen could be transported even from hundreds
of kilometres.

On the one hand, only those male boars are involved into the IVF system
whose sperms are of adequate quality, while on the other hand, the weak
points of the various processing techniques (sperm-collecting, diluting,
congealing and storing technologies) have to be identified.

To make all these clear, there have been propounded numerous methods for
assessing sperm viability all over the world.

As the first step of our series of experiments, we compared two methods for
assessing sperm viability in the course of short-period boar semen storage with
the purpose of revealing the extent of regular sperm perdition occurring during
storage. We took boar semen from four breeds of Hungarian large boars which
we stored for seven days at the temperature of 17 degrees Celsius. We took
samples and smeared them on slides applying both the staining worked out by
Kovics and Foote (1992) and the florescent staining by Harrison and Vickers
(1990), and tested the quality of sperms daily as well.

These two types of staining procedures used in the short-period storage
experiment showed that the proportion of live sperms with normal acrosomes
was gradually declining with the days advancing correlating with the increase
in the number of dead cells. The implementation of the staining by Kovacs-
Foote is simple, does not require any special laboratory conditions. We
managed not only to get a detailed picture of the sperms’ viability together
with the integrity of their acrosomes membrane integrity, but also to establish
the motility of sperms considering the tail staining.

The aim of our phase-examinations was to elucidate what influence the

various pre-freezing sperm treatment methods and the deep-freezing itself can
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have on the sperms’ viability and to set the weak points of the treatment. To
find out the possible seasonal discrepancies, the experiment was conducted in
summer and autumn as well. We collected sperms from 7 boars which we
frozed after preparative treatment. After certain stages of the process — on 10
occasion altogether — we retained samples of the sperms and stained them with
the method by Kovécs-Foote in order to verify 200 sperms’ viability and their
acrosomes integrity on each slide.

Out of the different treatments, the centrifugation and the freezing caused the
most devastation. The dilutions not in autumn but in summer influenced
negatively the viability of the spermatozoa — the discrepancy, however, was
not significant. After the first dilutions, each incubation had positive effects on
the quality of the semen both in autumn and in summer.

The subsequent experiment was based on the results of the phase-examination,
according to which the post-dilution incubation affects favourably the viability
of sperms. For this reason, we increased the pre-freezing incubation period by
one hour after the first dilution.

The longer-lasting incubation was advantageous of the viability of the sperms.
After the longer incubation, the proportion of the live sperms with normal
acrosomes and motile sperms proved to be significantly higher compared with
the control ones. In our experiments, the longer incubation resulted in a
significant change in the motility of sperms, as well. We could find no
significant difference between the results of the samples taken in summer or in
autumn. The semen got as the result of the two types of freezing procedures
has been stored in liquid-form nitrogen, and in the future we are planning to
perform fertilization to check the suitability of the two freezing processes. As
long as more successful fertilization results are achieved with the longer
incubationed frozen-thawed semen, better results might be obtained by

applying longer incubation before freezing.
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Even after freezing and thawing of sperms, there are several sperm treatment
methods available. In our examinations, we evaluated the effects of short-time
centrifugation (10min, at 200 gravitational accelerations), the swim up through
sperm TALP medium and the Percoll gradients centrifugation, compared with
their effects on boar semen. All three treatments applied at IVF can also be
used successfully for species of boars. Applying any of the treatments, the
percentage of spermatozoa reached higher figures. The Percoll gradients
centrifugation seemed to be the most effective. The statistical analysis of the
results indicated that the discrepancies between the control and the treated

groups were due to the treatments.
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