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1. A KUTATAS ELOZMENYEI CELKITUZES

A mesterséges termékenyités eredményességének alapfeltétele a jo mindségli sperma. A

s

sres

a termékenyitési eredmények kozott azonban nem talalhatd minden esetben szoros

kapcsolat. A termékenyités Osszetett biologiai folyamata megkdveteli a sperma tobb

tulajdonsaganak egyidejli, kombinalt vizsgalatat.

A komplex spermabiralat egy lehetséges modja a Kovacs és Foote altal kidolgozott

¢élo/elhalt+akroszomafestési eljaras (Biot Histoc 67: 119-124., 1992).

A dolgozatban foglalt kisérletek célkitlizései az alabbiak voltak:

o A Kovacs-Foote féle vitalis + akroszomafestés alkalmazhatésaganak vizsgalata a
spermiumok farokmembranjanak értékelése szempontjabal.

o A farokfest6dés és a motilitas kozotti 6sszefliggések vizsgalata.

o Az ¢lo/elhalt+akroszomafestés 0sszehasonlitasa flow citométeres vizsgalatokkal.

e Rutinszertien alkalmazhat6 flow citometrids festési eljaras kidolgozasa tojassargaja-

tartalmu higitoban feldolgozott sperma-mintak értékelésére.
2. ANYAG ES MODSZER
2.1. A farokfestédés vizsgalata hipoozmotikus kézegben
A vitalis festés és a HOS kombinaciojaként Kovacs és Foote (1992) modszerét kovettiik
azzal a modositassal, hogy a hipoozmotikus reakcid kivaltasa érdekében 30 mosmol/l —

hipoozmotikus tripankék-oldatot hasznaltunk. A keneteket 400x nagyitassal,

fénymikroszkop segitségével értékeltik.



2.2. Farokfestodés osszehasonlitasa szamitogépes motilitasi eredményekkel

2.2.1. Membranintegritds-vizsgadlat

A felolvasztott spermamintakbol festett keneteket készitettiink Kovacs és Foote (1992)
modszere szerint. A keneteket fénymikroszkoppal értékeltiik 400x nagyitassal,
kenetenként 200-200 sejtet megszamolva és a spermiumfej, farok, illetve akroszoma

membranallapota alapjan osztalyozva.

2.2.2. Szamitogépes motilitasvizsgalat
A mozg6 spermiumok szazalékos aranyat (MOT%) HTM 2000 tipusu motilitasvizsgalo
berendezés (Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA) segitségével allapitottuk

meg.

2.3. Fénymikroszképos és flow citométeres membranintegritis-vizsgalatok

osszevetése

2.3.1. Fénymikroszkopos értékelés

A spermamintakbol keneteket készitettiink Kovacs-Foote (1992) modszere szerint.

2.3.2. Flow citometria
A méréseket FACSCalibur flow citométerrel (Becton Dickinson, San José, CA, USA)
végeztiik. Mintanként 10 000 FITC-PNA/PI-vel festett sejt fluoreszcens adatait

gyujtottiik 6ssze és analizaltuk citogram formaban.

2.4. Flow citométeres membranintegritas-vizsgalatok 1j festékkombinacié

segitségével

A FITC-PNA/PI-dal festett mintak esetében 10 000 "Spermium" eseményt, az SYBR-
14/PE-PNA/PI (SPP)-festett mintik esetében 10 000 "Spermium ES NEM higito"

eseményt rogzitettiink és elemeztiink.



Az SPP moédszer precizitasanak vizsgalatara 10 bika két-két ejakulatumat vizsgaltuk. A
rutinszerien feldolgozott és fagyasztott/felolvasztott termékenyitdanyagokbol 3-3
miszalmat futtattunk le, két ismétlésben.

A tojassargajanak koszonheté mérési torzitas mértékének megallapitasara az "¢lo, ép
akroszomaju" spermium-szubpopulacioban FITC-PNA/PI festés hasznalata esetén, 14
fagyasztott/felolvasztott spermamintan mérésparokat végeztiink FITC-PNA/PI és SPP
festéssel. A méréseket felolvasztas utan azonnal ("0 dra") és 37°C-on harom oOras

inkubaciot kovetden ("3 ora") végeztiik.

3. EREDMENYEK
3.1. A farokfest6dés vizsgalata hipoozmotikus kozegben
A festett farka ondosejtek és a hipoozmotikus sokkra nem reagéld spermiumok kdzott
bikak és kosok esetében a kapott korrelacios koefficiensek (r = 0,81, illetve 0,94,
p<0,05) voltak, hasonl6 tendencia volt észlelhetd (p>0,10) a vizsgalt kanok esetében is:
r=0,85.
3.2. Farokfestddés dsszehasonlitasa szamitogépes motilitasi eredményekkel
3.2.1. Modszer-egyetértési analizis

A CASA/mikroszkopos mérésparok kozotti atlagos eltérés d = 1,6%, a szoras SD =
9,4%, a 95%-os egyetértési hatarok d £ 2SD = (-17,2; 20,4)% voltak (1. abra).
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1. abra. A szamitogépes motilitdsvizsgalat és a Kovacs-Foote festés modszer-

egyetértési vizsgalata. Mérésparok kiilonbségei az atlaguk fliggvényében.

3.3. Fénymikroszképos ¢és flow citométeres membranintegritias-vizsgalatok

osszevetése

3.3.1. Ismételhetiségi vizsgalatok
A festett kenetek ismételt mérései kozotti atlagos eltérés d= 1,35%, a szoras SD=

5,09%, a British Standard ismételhetdségi koefficiens 2SD= 10,18% volt (2. abra).
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2. abra. Kovacs-Foote festés ismételhetdségi vizsgalata.
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3. abra. FITC-PNA/PI festés ismételhetoségi vizsgalata.

A flow citométeres ismételt mérések kozotti atlagos eltérés d= -0,49%, a szoéras SD=
1,82%, a British Standard Institution ismételhet6ségi koefficiens 2SD= 3,64% volt
(3.4bra).

3.3.2. Modszer-egyetértési analizis

A Kovacs-Foote — FITC-PNA/PI mérésparok kozotti atlagos eltérés d= 2,95%, a szoras
SD=5,7%, a 95%-o0s egyetértési hatarok d+ 2SD =

(-7,19 %; 13,09 %) voltak (4. abra).
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4. abra. A Kovacs-Foote festés és a FITC-PNA/PI festés modszer-egyetértési

vizsgalata.

3.4. Flow citométeres membranintegritas-vizsgalatok 1j festékkombinacié

segitségével

Mind a FITC-PNA/PI, mind az SPP citogramokon négy - négy kvadranst
kiilonboztettiik meg (5. abra)
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5. abra. FITC-PNA/PI, illetve SPP 3D citogramok. Az alabbi kvadransok a kdvetkez6

spermium-szubpopulacioknak felelnek meg:



1. " ¢él0 sejtek ép akroszomaval”
"¢16 sejtek sériilt/reaktalt akroszomaval"

"elhalt sejtek ép akroszomaval"

S

"elhalt sejtek sériilt/reaktalt akroszomaval”

A flow citométeres SPP-mérések ismétlései kozotti atlagos eltérés d=-0,7%, a szoras
SD= 1,3%, a British Standard Institution ismételhetéségi index 2SD=2,6% volt,

nagyfoku ismételhetdséget jelezve (6. abra).
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6. abra. Az ismételt SPP mérésparok kiilonbségei az atlaguk fiiggvényében

Az Osszes méréspar (0 ora és 3 ora) egyiittes értékelése azt mutatja, hogy a FITC-
PNA/PI festékkombinacioval atlag 6,3%-al becsiiljik tal az €16, ép akroszoméaju
spermiumok aranyat (d atlagos eltérés = 6,33%, szoras SD = 4,65%). A 0, illetve 3 ora
inkubacidé utan végzett mérések kiilon elemzésekor kitiint, hogy a FITC-PNA/PI

modszer torzitasa nagyobb inkubacid utan (d ¢ ¢, = 4,21%, d 362 = 8,44%).



4. UJ KUTATASI EREDMENYEK

1. Igazoltam, hogy az ¢ép feji membrant, festett fark(i ondodsejtek funkcionalis
szempontbol nem tekinthet6k élonek.

2. Elvégeztem a Kovacs-Foote—féle spermafestési modszer miiszeres (szamitogépes
motilitasvizsgald berendezés, flow citométer) validalasat. A festés elfogadhatod
egyezést mutatott a motilitasvizsgalatokkal, valamint a citométeres értékeléssel,
tovabba mikroszkopos vizsgalatokhoz képest jo ismételhetdségi értékeket kaptunk.

3. Kidolgoztam egy higitott sperma vizsgalatara is alkalmas 0j, gyors és egyszeri

fluoreszcens, flow citométerrel értékelhetd festési eljarast.

5. JAVASLATOK

A friss bikasperma feldolgozhatosaganak eldontésére a szubjektiv, vizualis
motilitdsvizsgalat tovabbra is megfelelonek tekinthetd. A feldolgozott, mélyhtitott,
felolvasztott sperma mindségét azonban érdemes tobb szempontbdl is megvizsgalni.
Multiparaméteres modszerrel sziroprobaszeriien végzett vizsgalatokkal ellendrizhetéek
a feldolgozasi folyamat egyes 1épései is, igy meghatarozhatok az adott technoldgia
kritikus pontjai.

Els6 1épésként hasznosnak tartanam egy kifejezetten
allattenyésztési/szaporodasbiologiai flow citométer-laboratorium felszerelését, ahol
egyfeldl alapkutatasi kérdések megoldasa lehetne cél, masfeldl rutinvizsgalatok is
végezhetOk lennének a mesterséges termékenyitd allomasok igényei szerint (példaul )
technologia — higitd, mélyhiitd berendezés, stb — bevezetése esetén). A vizsgalatok

természetesen kiterjesztheték lennének mas allatfajokra is.



6. AZ ERTEKEZES TEMAKOREBEN MEGJELENT TUDOMANYOS KOZLEMENYEK,
ELOADASOK JEGYZEKE

1. Tudomanyos kozlemények

1.1. Magyar nyelven megjelent kézlemények

Ivancsics Janos — Nagy Szabolcs: Kiilonb6z6 fajtaju bikak spermium-defektusainak vizsgalata (el6zetes
kozlemény) — Acta Agronomica Ovériensis, 1997., vol. 39., Num. 1-2., 67-75.
Ivancsics Janos — Nagy Szabolcs: Kiilonbozo fajtaja bikak ondosejtjeinek ivari dimorfizmus-vizsgalata

(el6zetes kozlemény) — Acta Agronomica Ovariensis, 1997., vol. 39., Num. 1-2., 77-91.

1.2. Idegen nyelven megjelent kozlemények

Sz. Nagy, G. Hézas, A. Bali Papp, J. Ivancsics, F. Szasz, F. Szasz Jr., A. Kovécs and R.H. Foote:
Evaluation of sperm tail membrane integrity by light microscopy — Theriogenology, 1999., 52:1153-
1159.

Sz. Nagy, A. Kovacs, T. Zubor, Z. Zomborszky, J. Toth and P. Horn: Evaluation of frozen/thawed deer

spermatozoa: short communication — Acta Veterinaria Hungarica, 2001, kozlésre elfogadva

2. Konferencia-kiadvanyok ban megjelent dsszefoglalok:

Nagy Szabolcs — Hazas Gabor: Magyar sziirke bika mélyhiitott spermajanak mikroszkopos értékelése —
IV. Nemzetkozi Kornyezetvédelmi Szakmai Diakkonferencia, Mez6tar, 1998. julius 1-3. 39. old.
Bakainé Kelemen L. - Nagy Sz. - Bali Papp A. - Ivancsics J.: A tarolds hatisa a kansperma
életképességére és az akroszéma integritasdra. XXVIL. Ovéri Tudoméanyos Napok: Uj kihivasok a
mezégazdasag szamara az EU-csatlakozas titkrében. Mosonmagyarévar, 1998. Allattenyésztési Szekcid
1. kot. 208-212. p.
Sz. Nagy, G.Hazas, Agnes Bali Papp, A. Kovacs and J. Ivancsics: Stained sperm tails: dead or alive? —
Association for Applied Animal Andrology, Inaugural Meeting, 23-24 November, 1998., Herceghalom,
Hungary, p. 21.
Sz. Nagy, A. Bali Papp, P. Sarlés, Gy. Gabor, J. Ivancsics and A. Kovacs: The tale of the tail — IV.
International Conference on Boar Semen Preservation, 8-11 August, 1999., Beltsville, MD, USA, p. 14.
A. Bali Papp, Sz. Nagy, J. Ivancsics, A. Kovacs, T. Pecsi and J. Dohy: Comparison of viability and
acrosome status of boar spermatozoa frozen in mini or maxi straws - 50" Annual Meeting of EAAP, 22-
26 August, 1999., Zurich, Switzerland, p.126
Kovécs A., Nagy Sz., Dohy J., Ivancsics J., Gergatz E., Szasz F., Merész L., Szalai G., Révay T., P.

Tardy E., Toth A., Gustavsson, I. és Lindblad, K.: Kisérletek garantaltan ivarorientalt sperma
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el6allitasara. Kitorési Pontok a Magyar Allattenyésztésben — tudoményos konferencia. Budapest, 1999.
november 24. Allattenyésztés és Takarmanyozés, 48:654-655.
Nagy Sz., Kovacs A., Szasz F., Merész L., Sinkovics Gy. és Ivancsics J.: A rutin spermavizsgalatok
fejlesztési lehetéségei. Kitorési Pontok a Magyar Allattenyésztésben — tudoméanyos konferencia.
Budapest, 1999. november 24. Allattenyésztés és Takarmanyozas, 48:660.
Sz. Nagy, L. Merész, J. Varszegi, F. Szasz, J. Ivancsics and A. Kovacs: Relationship between sperm
membrane integrity and motility. 26" Annual Conference of the International Embryo Transfer Society,
Maastricht, the Netherlands, January 8-12, 2000. Theriogenology, 53:204 abst.
A. Kovacs, R.H. Foote, Sz. Nagy, A. Boersma, W. Leidl, R. Stolla and U. Domes: Live/dead and
acrosome staining of stallion spermatozoa. 14™ International Congress on Animal Reproduction, 2-6
July 2000, Stockholm, Sweden, p.82.
Bodo, Sz., Nagy, Sz., Baranyai, B., Gocza, E., Kovacs, A.: Bull sperm quality evaluated with differential
staining before and after swim up. Intemational Conference of Reproductive Biology, Stara Lesnd, Slovakia, September 1-
3,2000.
Sz Nagy, X. Qi, J. Han, A. Kovécs: Light microscopic investigations on frozen/thawed yak semen —a pilot study. Third Intemational
Congress on Yak (ICY), Lhasa, China, September4-9, 2000. (felkért elGadss)
T. Révay, X. Qi, E. P. Tardy, Sz. Nagy, J. Han, A Kovacs, A. Téth, A. Salgé: Experiments on sexing
yak spermatozoa by fluorescent in situ hybridization using bovine Y-chromosome specific DNA probe.
Third Intermational Congress on Yak (ICY), Lhasa, China, September 4-9, 2000. (felkért eldads)
Bodo Sz, Nagy Sz., Baranyai B., Somfai T., Gocza E., Kovacs A.: Spermamindség jellemzése swim up
el6tt és utan. Allattenyésztés és Takarméanyozas, 2000. 49. 6. 581-583.
Nagy Sz.: Experiences in multicolor flow cytometric sperm analysis. ALTA Flow Cytometry

Workshop, ALTA Europe, Garnwerd, The Netherlands, December 18-19, 2000. (felkért el6adas).

3. Ismeretterjeszté kozlemények

3.1. Szakcikkek

Nagy Szabolcs: Az utddok ivaranak titka — Holstein Magazin, 1997. jinius, V. évf. 2. szam, 71. old.
Nagy Szabolcs: A spermiumok morfologiai vizsgélatanak szerepe a gyakorlatban — Holstein Magazin,

1998. december, VI. évf. 4. szam, 32. old.
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