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KOSSPERMA MELYHUTES TOVABBFEJLESZTESE
FAZISVIZSGALATOK EREDMENYEI ALAPJAN

Kivonat

A mesterséges termékenyitéshez sziikséges termékenyitdéanyag
eldallitdsa a juhtenyésztésben nagyon fontos feladat. Hazankban az
inszeminalt anyajuhok ardnya az orszagos anyajuhlétszamhoz
viszonyitva meglehetdsen alacsony. A mesterséges termékenyitést
alkalmazé gazdasdgok ardnya Magyarorszagon 20-25% koriili. Az
inszeminalt anyajuhok ardnya pedig még ennél is kevesebb kb. 2%.
Ezen az aranyon érdemes lenne javitani, hiszen a mesterséges
termékenyités napjainkban egyre fontosabb szerepet tolt be az
allattenyésztésben. Az allomanyok genetikai anyaganak gyors javitasa
érdekében alkalmazzak, mivel dltala egy értékes tenyészallat
termékenyitd anyaga széles korben felhasznalhatova valik. Sajnos
napjainkban a mesterséges termékenyités a magyarorszagi
juhtenyésztés gyakorlatdban még korantsem mondhato6 elterjedtnek. A
termékenyités széles korben vald elterjesztés¢hez megfeleld
mennyiségli és mindségli termékenyitd anyagra van sziikség. A
megfeleld mennyiségii és mindségli termékenyitd anyag eldallitdsahoz
és tarolasdhoz pedig a 2-4°C-on torténd hiitve tdrolds mellett
elengedhetetlen a mélyhiitott termékenyitdanyag eldallitasa és tarolasa
is, amely a juh esetében még nem teljesen megoldott. A kossperma
ugyanis sokkal érzékenyebb a mélyhiitésre vald elokészités és a

mélyhiités hatdsara bekovetkezd karosodas szempontjabol, ezért a

10
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széles korti alkalmazhatosag érdekében nagyon fontos a mélyhiitési

technologia tovabbfejlesztése.

A kos szaporitd anyagénak tartositasa soran a kiilonbozé egyedektdl
kiilonb6zd idOszakokban (6szi f6- és tavaszi pdtszezonban) vett
mintak ellendrz6 vizsgalata alapjan megallapithatdo volt, hogy a
kiilonb6zd egyedek Oszi f0- €s tavaszi pdtszezonban vett mintai koziil
melyek a mélyhiitésre alkalmasak. Jelentds kiilonbségek mutatkoznak
tovabba az egyes kosoktdl, illetve anyajuhoktol vett vérsavok
dekapacitalo hatdsaban azon tulajdonsagat tekintve, hogy alkalmas e a
spermaplazma a kosok szaporitd anyaganak dekapacitacidjara a
mélyhiités utani visszamelegitést kovetden. A dekapacitacids
vizsgéalatok mellett a dekapacitald faktorokat tartalmazd oldatok
¢losejtszamra gyakorolt hatasanak vizsgalata is elvégzésre kertilt.
Legvégiil pedig az inkubaciés vizsgdlatokkal a mélyhiités utani
visszamelegitést kovetden a kiillonb6z0 szaporitdanyag mintak

¢életképessége kertilt ellendrzésre.

Az eredmények értékelésekor fény deriil az egyes tenyészallatoktol
szarmaz6 szaporitd anyag mélyhttésre vald alkalmassiga kozotti
kiilonbségekre, illetve a kiilonbozo osszetételli dekapacitald faktorokat

tartalmazo visszamelegitd oldatok hatasanak kiilonbségeire.

A vizsgalatok soran a mélyhtités modszertandval kapcsolatos szamos
tapasztalat is Osszegyilt, amely megfigyeléseken alapul, mint példaul
az equilibralasi 1d6 optimalizalasa, analitikai tisztasaghi glicerin

hatékonyabb alkalmazasa a visszamelegitd oldatban. A szakirodalmak
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tanulmanyozésa soran szerzett tovabbi ismeretek segitségével a
mélyhiitési technologia tovabbfejleszthetd. Ilyen példaul a
mélyhfitésre valo elokészités sordn a kdzvetlen spermavételt kovetden
a termékenyitéanyaghoz 20 V%-ban hozzdadott spermaplazma javito
hatésa, amelynek a kapacitacioszeri elvaltozasok
megakadalyozasaban van fontos szerepe. Hasonld szakirodalombol
0sszegyljtott modszertani tapasztalat még a mélyhltéshez hasznilt
higitd szénhidrattartalmanak ndvelése és optimalis szénhidrat-
Osszetételének javitdsa érdekében hozziadott gumiardbikum, illetve a
mélyhtités eldtt krioprotektiv anyagként a 2-4°C-on a termékenyitd
anyaghoz adott 2-es szamu higitdhoz hozzaadott analitikai tisztasaga
glicerin. Ez utobbi a gyakorlatban is alkalmazédsra keriilt és

messzemendkig bevaltotta a hozza fizott reményeket.
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THE DEVELOPMENT OF RAM SEMEN DEEP-FREEZING
METHODS BASED ON THE RESULTS OF PHASE
EXPERIMENTS

Abstract

The quality control with various methods of frozen ram semen and
optimize the cryopreservation technology are a very important tasks.
Results of ram semen cooling at 2-4°C and -cryopreservation
experiments are presented in this study. The experiments were
occured with light microscopy and CTC fluorescent staining in the
various stages of ram semen samples preparing for cryopreservation
procedure and thawing in the various composation solution with
decapatitation factors. Overall, these two types of tests gives the
results, which determine the suitability of the semen for inseminaton.
Experience has shown, that variety rams for use propagating deep-
freezing semen samples are very different, and the autnum and spring
samples showed differences too. The results demonstrated the
necessity of using decapacitation factors. In my study the results of
controlling at different stages of freezing and thawing -,
decapacitation - and incubation experiments were analysed, and

compared with the results, that already published in similar topic.
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1. BEVEZETES

A kossperma mélyhiités kérdése napjainkban még nem egyértelmiien
megoldott. Az eredményes termékenyités kiilonb6z0 mélyhiitési
eljarasokkal miiszalmaban €s pelletben mélyhtitott
termékenyitdanyaggal sok esetben kizarolag sebészeti tton, vagy
félsebészeti uton laparoszkopos eljarassal a méhszarvakba juttatott
termékenytd anyaggal lehetséges. Az ilyen {Uton  torténd
termékenyitést ~mar  35-40%-os  ¢éldsejtszdmmal  rendelkezd
termékenyitd anyaggal eredményesen lehet végezni, azonban a
termékenyitd katéterrel elvégzendd cervikouterindlis termékenyitéshez
végzett eredményes termékenyitéshez mar 60-65%-os ¢l6sejtszammal
rendelkezd termékenyitd anyagra van sziikség. Ennek eldallitasa pedig
nagyon bonyolult feladat. A mélyhiités soran elég, ha a rendszerbe egy
apro hiba keriil, s az egész napi munka karba vész. A mélyhiitott
termékenyitdanyag eldallitasa sordn oda kell figyelni a higité pontos
Osszetételére, a megfeleld mennyiségére, hogy az elohiités tobb
Iépésben torténjen, a krioprotektiv anyagot tartalmazd higito
hozzaadéasara, az equlibraltatdsi 1d0 betartdsara, a mélyhiités
sebességeére, illetve megfeleld homérsékleten és megfeleld osszetételis
oldatokban torténd visszamelegitésre. Azonban a spermiumok
termékenyitd képessége nemcsak az €ldsejtszamtol fiigg. Ugyanis sok
esetben az €16 jol mozgd sejtek is atestek mar az Un. kapacitacidszeri
elvaltozasokon, illetve akroszéma reakcion, amelyek 1d6 eldtti

bekovetkezése alkalmatlannd teszi Oket a termékenyitésre. Azonban
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nem szabad elfelejteniink azt sem, hogy ezek végbemenetele

elengedhetetlentil sziikséges a termékenyitéshez.

Disszertaciom elkészitése sordn végzett vizsgalatok soran ezen az
elvaltozasokat CTC (klor-tetraciklin-hidrokloridos fluoreszcens festési
eljarassal vizsgaltam. gy a vizsgalt mintdk esetében kivaloan
elkiilonithetd volt az ép membrannal rendelkezd, kapacitacioszerii
elvaltozason és akroszoma-reakcion atesett sejtek ardnya. Ezaltal
meghatarozhatova valik, hogy a mélyhiités mely fazisaban torténik a
spermiumsejtek karosodasa és mely lépések azok, ahol valtoztatni
kell. A visszamelegités soran pedig egyértelmiien kideriil, hogy mely
Osszetételi visszamelegitd oldat az, amely a legalkalmasabb a
mélyhiités  soran  bekovetkezett  kapacitacidoszerli  elvaltozas
visszaforditdsara, azaz a dekapaciticiora. A fenti vizsgalatokon kiviil a
mélyhiités utan visszamelegitett kossperma ¢életképességének
vizsgalata céljabol inkubécios kisérletek (hdkimeritd proba) is

elvégzésre kertiltek.

A mélyhiités modszereinek meghatarozasan kiviil rendkiviil fontos
még egy adott allomanyban a mélyhiitésre alkalmas ejakulatumot
termeld megfeleld tenyészkosok nevelése, tartdsa, takarmanyozasa,
ugratadsra szoktatdsa, rendszeres tréningezése, ¢és a levett
termékenyitdanyag mindségének folyamatos ellendrzése, eredmények
rogzitése, hogy a vizsgéalat soran kideriijon, mely egyedek
szaporitdanyaga alkalmas mélyhiitésre. Figyelni kell tovabba azt is,
hogy az Oszi f0-, illetve a tavaszi poOtszezonban 1is értékes

termékenyitd anyagot ad e adott tenyészallat. Az eddigi tapasztalatok
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szerint az allatok a késé Oszi iddszakban termelik a mélyhtitésre
legalkalmasabb termékenyitd anyagot. A kiilonbozé 0Osszetételi

visszamelegitd oldatok esetében a dekapacitdldo hatas vizsgalta is

elvégzésre kertiilt.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 A kosok szaporitoanyag termelésének szabalyozasa

2.1.1 A him nemi miikodés hormonalis szabalyozasa

A here hormontermelése, valamint az itt folyd spermiogenezis
folyamata a gonadotrop hormonok, az FSH és LH (vagy ICSH)
szabalyozéasa alatt all. A hypothalamus kissejtes magcsoportjaban
termel6dd releasing hormon (GN-RH) a vérdrammal a hipofizisbe
eljutva serkenti az FSH és az LH kidramlasat. Az FSH hatésait
himivarban a kovetkezdkben lehet 6sszefoglalni: segiti a kanyarulatos
csatornacskak  szoveti differencidlodasat, hat az itt folyo
spermiogenezisre, elsésorban a mitotikus osztodasok serkentése réveén,
fokozza a Sertoli-sejtekben az ABP képzddését, valamint ugyanitt a

tesztoszteronbol torténd 6sztogéneldallitast.

Az LH az mtersticialis Leydig- sejtekre hat, a cAMP mennyiségének
emelésével fokozott tesztoszteron szekréciot indit meg. A
tesztoszteron negativ feedback hatdssal gatolja a Gn-RH és az LH-
kidramlast. A visszajelz6 mechanizmusban szerepe van az inhibinnek,
amely els6sorban az FSH termelését gatolja. A hormonok

kolcsonhatasat az alabbi abra szemlélteti.

Him 4allatokban is termelddik prolaktin, ennek szerepe azonban nem
tisztazott. Ugyancsak nem ismert pontosan az oxitocin szerepe,
valoszinlileg segiti az ejakulacid folyamatat a simaizom kontrakciod

fokozasaval. (Zomborszkyné, 2000)
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2.1.2. Evszakahatas

Szamos szerz0 foglalkozott mar a szezonalitds, ¢évszakhatas
vizsgélataval a juh fajban. A ndivaru allatok esetében egyértelmiien
beszélhetiink f6- és poOtszezonrdl, mivel a juh egy szezondlisan
polidsztruszos allat. A fszezon az Oszi, a pOtszezon pedig a tavaszi
iddszak. Az anyajuhok ivarzadsat a nappalok rovidiilése, illetve
hosszabbodasa valtja ki, hatast gyakorolva hormontermelésiikre. A
melatonin és ezzel 6sszefliggésben all6 6sztrogén hormon termelddése
fokozodik, igy megindul az anyajuhok ¢és jerkék ivarzasi ciklusa.
Egyes szerzok szerint a kosoknal is megfigyelhetd a szezonalitds, ami
a hormontermelés valtozasabol adodik, igy gyakorol hatast a
spermiumok termelddésére. Sarldés (1999) szerint a fotoperiodus
befolyasolja az abnormalis sejtek szamat. Osszel a tenyészszezonban,
amikor a nappali vilagitds hossza fokozatosan csokken, a deformalt

sejtek szama alacsonyabb, tavasszal nydron magasabb.

Jol ismert, hogy a mérs€kelt €gdovon legtobb juhfajta szaporodasi
tevékenysége szezonhoz kotott, dsszel zajlik le €s a nappali vilagossag

valtozasaval all Osszefiiggésben.

A szezonalitds inkdbb a nénemi allatok szaporodasara jellemzd, de

kétségtelen, hogy egyes fajtak kosaiban is megéllapithato.

A csokkend nappali megvilagitas fokozza a spermatogenezist, ami a
megvaltozott vérmennyiséggel egyiitt a here tomegének novekedését,

a fokozddd megvilagitas pedig tavasszal a here tomegének
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csokkenését idézi eld. A here tomegének novekedése mar a
tenyészidény el6tt, junius-juliusban elkezdddik, tehat még részben a

hosszabb nappalok idején.

A here tomegében jelentkezd valtozadsokat a csatorndkban 1évo
csirasejtek szamanak ingadozasa okozza. A szezondlis valtozasok a
kanyarulatos csatornak keresztmetszetében és azok egész hosszdban
megfigyelhetdek. Mindezek a valtozasok a herébdl kikeriilo

spermiumok szamanak valtozasat idézik eld.

Ugyancsak évszakos ingadozast mutat a kosokban a hormonok
mennyisége ¢és vérszintje. Az LH szezondlis valtozasdban a
legfontosabb az LH-kidramlas frekvencidjanak valtozésa, ami

februart6l-juniusig nd, szeptembertdl decemberig viszont csokken.

Mindez  epzodikus  LH-csics a  tesztoszteron  szekrécid

kovetkezményes novekedését idézi eld.

A kosok szezonalitasdval a déli féltekén talalhatd Ausztralidban is
foglalkoztak. Ismaya (2003) szerint a nappalok hosszabbodasa ¢és a
klimatikus viszonyok egyarant hatadst gyakorolnak a kosok
spermatermelésére €és a sperma mindségére. Ausztralidban a
legrosszabb honapok a spermatermelésre a januartol-marciusig terjedd
idészak. Ez pedig azért van, mert ekkor és ezt megel6zGen a
legmagasabb a  hdomérseéklet ¢és csapadékmennyiség, ebbdl
kovetkezden pedig magas a levegd paratartalma, ami egyaltalan nem
kedvez a spermiogenezisnek. Ismaya (2003) szerint a legjobb honapok

a jaliustoél decemberig terjedd iddszak, ekkor ugyanis a nappalok
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hosszabbodasa gyakorol pozitiv hatdst a spermatermelésre. Meg kell
azonban jegyezniink, hogy a Magyarorszagon tartott allatok éppen az
ellenkezdjére a nappalok rovidiilésére reagalnak jobban, hiszen itt az
0sz a f0szezon. Ekkor jobb a sperma mindsége, ahogy ezt az altalunk

végzett vizsgalat is egyértelmiien igazolja.

Az 0Oszi ¢€s tavaszi sperma mindségével Colas és Brice (1976) is
foglalkozott. Ez azért is nagyon fontos, mert az & mélyhfitési
technologidjuk hasonlit a legjobban az altalunk hasznalthoz. Ok
Osszehasonlitdsaval igyekeznek vizsgélni az ¢szi és tavaszi kossperma
mélyhtiitésre valo alkalmassdgat annak érdekéban, hogy az
eredmények redlisan Osszehasonlithatoak legyenek azzal igyekeztek
kizarni az anyai szezonalitas hatasat, hogy a kiilonb6z6 idészakokban
termelt kosspermaval &sszel €s tavasszal egyarant termékenyitettek,
hisz tudjuk, hogy az 0szi fOszezonban az anyak nagyobb
val6szinliséggel termékenylilnek. Azonban ezen vizsgalat elemzésekor
nem az anyak, hanem kizarolag a kosok szezonalitasara vagyunk
kivancsiak, igy ahhoz, hogy redlis képet kapjunk, ki kell zarnunk az
anyajuh altal befolyasolt tényezoket.
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Maxwell (1980) szintén ezzel a témaval foglalkozott. Az elobb

emlitett kutatok eredményeit az alabbi 6sszefoglald tablazat mutatja:

Meélvhiités Termékenyitd képesség
Forras Higitd s
modja tavasszal vett sperma dsszel vett sperma
Colasand | laktoz-tojassargaja+ | . 41% (termekenyités tavasszal) | - 0, ermercenyités
Brice (1976) INRA.ghcerol miszalama | 51% (termékenyités Gsszel) tavasszal)
60% (termekenyités dsszel)
Maxwell . e , . L 37.5% (termékenyité
W Tris-glucose-tojassargaja pellet 41,8% (termékenyités Gsszel) 3% (termekenyités
(1980) tavasszal)
atlag 48.45% 47.25%

1. tablazat: Meélyhiitott tavaszi és Oszi kossperma termékenyito

képessége Colas és Brice (1976) és Maxwell (1980) eredményei

alapjan

Az eddig felsorolt kutatokon kiviil Purdy (2006) szintén foglakozott

az

évszakhatassal.

Vizsgalta a motilitast,

a plazmamembran

integritasat €s az akroszoma reakcion atesett, de még ¢l0 sejteket.

Eredményeit az alabbi tdblazat mutatja be:

P. H. Purdy (2006) szerint

Kategoriak Osszel vett sperma Tavasszal vett sperma
5:C-on inkubalja a mélyhités pelletizalas elott Oh | 24h | 48h | Atflag | Oh | 24h | 48h | Aflag
Plarmamembran integritasa (%) 28 35 29 30.7 26 33 31 30
Akroszoma-reakcion atesett €16 sejtek aranya "AR" (%0) 04 0.6 0.8 0.6 3.7 35 32 34
Elﬁscjtsza'm (%) 29 31 36 32 21 25 20 22

2. tablazat: 5°C-on kiilonbozo ideig inkubalt dszi és tavaszi kossperma

membranvizsgalatanak és élosejtszamanak eredményei Purdy (2006)

eredményei alapjan
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Pudry (2006) az é¢él8sejtszamot, a plazmamembran integritasat és az
akroszoma-reakcion atesett sejtek aranyat vizsgalta. Az altala végzett
mélyhités eldtti 0, 24, 48 oOras inkubalas 5°C-on tortént. Hasonlo
elohiitést mi is végeztiink, de az altala végzett 24-, illetve 48 Oras
idOtartam tal hosszi inkubacids idOszak a mélyhiités eldtt. Pudry
(2006) vizsgalatainkhoz hasonloan szintén kiilon-kiilon vizsgalta az

0szi, illetve tavaszi szaporitoanyagok kozti kiilonbséget.

Lopez-Brea ¢s munkataraik (1996) Spanyolorszagban vizsgaltdk a
Manchego kosbaranyok ejakulatumanak tulajdonsdgait melatonin
implantatum beiiltetés utdn ¢és implantitum beiiltetés nélkiil,
kikiiszobolve ezzel az évszakhatast, de mégis bizonyitva azt, mivel a
fénymennyiség valtozasa hat az allatok melatonin termelésére. Ha
megvaltozik a fény mennyisége ennek szintje is megvaltozik. A
vizsgalatok eredmény¢bdl latszik, hogy a melatoninnal kezelt allatok
spermajanal, nagyobb az ejakulatumonkénti Osszes spermiumszam
(4x10° helyett 4,6x10%), az éI6 és jol mozgd sejtek aranya és az
¢rintetlen akroszémaval rendelkezé sejtek 1s nagyobb ardnyban
fordulnak eld. Ez igazolja a melatonin hatasat a spermiumtermelésre.
Azt azonban meg kell jegyezniink, hogy az eredményekben nem tul

nagy az eltérés, az ejakulatumonkénti spermiumszamot kivéve.
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Lopez-Brea és mtsai (1996)
- Alcroszoma -reakcion
Erintetlen acrosoma tesett
. atesef
kezele Elésejtszam (%
casies Sseitszim () | tegoria | AR kategoria
(*0) (%0)
melatof]l.irrmal implarntélt kosok 80.9 843 15.7
spermajaban eseteben
kontrol 80.1 79.1 209

3. tablazat: Melatoninnal kezelt- és nem kezelt kosok spermdajanak
élosejtszama, akroszoma-reakcion dtesett és érintetlen akroszomdju

sejtek aranya Lopez-Brea et. al. (1996) eredményei alapjan

Lopez-Brea (1996) melatoninnal kezelt mintdkban, illetve kezeletlen
kontrol mintdkban vizsgaltdk az ¢élosejtszamot, az akroszoma -
reakcion atesett, illetve érintetlen akroszémdval rendelkezd sejtek
aranyat. A melatonin ez esetben az évszakhatdshoz hasonld hatast
hivatott kivaltani. Az akroszéma-reakcion atesett sejtek aranya
Osszehasonlithatd az altalunk vizsgalt eredményekkel. Az altalunk
vizsgalt dekapacitacid meghatarozasahoz elengedhetetleniil sziikséges
kapacitacidszerli valtozason atesett sejtek aranyara vonatkoz6 adatot

azonban az altaluk publikalt vizsgalatok kozott nem szerepel.
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2.2. Spermiumok felépitése és életjelenségei

2.2.1. Ejakulatum

Ejakulacid soran a mellékherébdl az ondosejtek az ondovezetObe
jutnak, ott keverednek a jarulékos nemi mirigyek valadékaval, az
ondoplazmaval ¢és kialakul az ond6é (semen). Az onddban az
ondoplazmaval vald keveredés hatasara megindul a sejtek mozgasa €s
felgyorsul anyagcseréjiik. Az ondd tehat nemcsak hordozza, higitja a
spermiumokat, hanem olyan anyagokat 1is tartalmaz, amelyek
nélkiilozhetetlenek az ondosejtek ¢letben maradasdhoz,
¢letjelenségeihez. Téapanyaga fOként frukt6z, amely leginkdbb az
ondoholyagbol szarmazik, de tartalmaz tejsavat, citromsavat,
szorbitot, inozitot, aminosavakat, zsirokat is. Ugyancsak az
ondohdlyag termel ergotionint, amely védelmet nyljt az oxidativ és
toxikus hatasokkal szemben. Hasonld szerepet tulajdonitanak az ondo

aszkorbinsav tartalmanak is.

Jelentés az ondoholyag prosztaglandin termelése is, ennek szerepe

parzaskor, a nemi utak simaizomzatanak 6sszehtizodasaban van.

A prosztata valadéka gazdag hidrolitikus enzimekben gazdag
(foszfataz, gliikuronidaz, proteolitikus enzimek, AST stb.), tartalmaz
ezeken kiviil &svanyi anyagokat, citromsavat, valamint spermium-

agglutinint.
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4. tablazat: Néhany adat az egyes allatfajok ejakulatumairol

Az ejakulatum
Faj mennyisége spermiurmok i

(mL) szama/pl pia
Bika 4-8 1 000 000 6,2-6,8
Kos - 0,52 2 500 000 6,2-6,8
Mén 30-200 100 000 7,278
Sertés kan 154500 100 000 7,2-7,6
Kan kutya 2-15 200 000 6,6-6,8
Baknyul 0,3-1,5 700 000 6,6-7,5
Kakas 0,2-1,5 4 000 000 6,3-7.8

( Zomborszkyné, 2000)

A Cowper-féle mirigy f6leg mucindus valadékot termel.

A jarulékos nemi mirigyek kifejlddését, valadéktermelését a
tesztoszteron szabdlyozza. Az egy ejakuldcioval iritett ondo
mennyisége ¢s annak sirisége allatfajonként meglehetéen nagy

eltérést mutat. A kérodzoknél kevés surt ondo tril.

5. tablazat: A spermium fontosabb értekméro tulajdonsagai

Mennyiség (mL) Spermatokrit (%)

Szag Metilénkék-redukeid (min.)
Szin Frukt6ztartalom (mg %)
Allag Katalazaktivitas

pH-értek Ep spermiumok (%)
Tomegmozgas Torz spermiumok(%o)
Sejtmozgas

Elé/holt sejtek (%)

StirGség/mL

(Zomborszkyné, 2000)
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2.2.2. A spermiumsejt

Az ondosejtek plazmamabranja nem egységes, az egyes
spermiumszubdoméneket boritd6 membranok szerkezete és élettani
funkcidja eltéré (Anmann és Graham, 1993). A spermiumokra két-
egyértelmli — makrodomén, a fej és a farok jellemzd. Ezek tovabbi
szubdoménekre oszthatok: a fejen talaljuk az akroszomalis régiot, az
ekvatorialis zonat, illetve a posztakroszomalis régiot, a farok pedig
kozépdarabra és fodarabra oszthatd. Az egyes alrégiok membranjatit
olyan strukturélis elemek valasztjak el, mint a nyaki gytirii, a fej és a
kozépdarab, illetve az annulus, vagy Jensen-gytirii a kozép- €s fodarab

kozott (Ladha és mtsai, 1997).
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fej

~N ;BN [&s)

nyak[

kozépdarab

fédarab
farok

végdarab

1. dbra: Az ondosejt szerkezet - Becze (1983)

1. sejthartya, 2. citoplazma, 3. akroszoma, 4. ekvatoriais zona,
5. postnuklearis sapka, 6. basalis lemez, 7 centriolumok és beldliik
eredod 2+9 rost (belsé rostos hiively), 8. filamentumok,

9. nyaklemezek, 10. kiilso rostos hiively,

11. spiralis- (mitokondrium) hiively, 12 Jensen-féle zarogyiiri
(kozépdarab vége), 13 spiralis hiively,

14. kifejezetten struktiura nélkiili rész
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2.2.3. Spermium morfoldogiaja és életjelenségei

A spermium feji, nyaki €s farki részébdl allo, sejthartyaval hatarolt
sejt. A fej legnagyobb részét a genetikai alloményt tartalmazo sejtmag
tolti ki. Apicalis végében az acrosoma (vagy fejsapka) talalhato,
amely enzimeket (hialuroniddz, akrozin, hidrolazok) tartalmazo
sejthartyakettdzet. Membranja belsé feliiletén a perforatorium
helyezddik. A sejtmag és a nyaki rész kozott huzodik a postnucledris

sapka. A fejet a bazalis lemez zérja le.

2. abra: Spermiumsejt (Kiss, 1995)

ak: akroszonma, ap: apikalis vakuélum, fa: farok, fb: felbomlo
szerkezetil végfonal, fe: fej, ff: farokforész, fv: farokvégrész, kd:
kozépdarab, mi: mitokondrium, ms: mitokondrium- spiral,
ny:nyak, ob: ostor bazailis teste, pf: perforatorium, pn:
posztnuklearis sapka, rh: egymast Kkeresztez6 rostokbol allo

hiively, sh: sejthartya, sm: sejtmag, tf: tengelyfonal
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A nyak kapcsolja 0ssze a fejet a farokkal, benne helyezddik el a két
centriolum, ezek a mozgas kozponti szervecskéi. A farokban halad
végig a két kdzponti €s az azokat hiivelyszertien koriilvevd kilenc
korkoros tengelyfonal, amelyet egy spiralis rostos hiively vesz koriil.
A kontraktilis tengelyfonalak aktiv 6sszehizodasanak kovetkezménye
a spermiumok mozgasa. A rostokat kiviilrél egy mitokondrialis hiively
ovezi, amely a mitokondriumok spiralis, lancszerli elrenez6dés. A
farok f6- ¢s végdarabjanak hatardban véget ér a spiralis rostos hiively,
a végdarabban csupan két kozponti tengelyfonal halad kevés

citoplazmaval kortilvéve.

A spermiumok ¢letjelenségei koziil kiemelkedik €s egyben azok
termékenyitOképességének feltétele a mozgas. Az eléreheledd mozgas
a nd1 nemi utakban specialis kémiai kornyezetben, mindig a folyadék
aramlasaval szemben (pozitiv reotaxis) figyelheté meg. Az ondosejtek
aggregaciojat elektromos toltésiik (fejen pozitiv, farki részen negativ)
akadalyozza meg. A spermiumok mozgasukhoz sziikséges energiat a
kornyezet O, —tartalmatol fliggden aerob, illetve anaerob uton nyerik.
F6 energiaforrasuk az ondofolyadék fruktoztartalma, energiatarolo
vegyiiletiik az ATP és kreatinfoszfat. Anyagcseréjiik intenzitdsdnak
meghatarozasara az un. frukt6z-index (FI), vagy metilénkék-redukcids

proba szolgal.

2.2.4. A spermiumok utoérése

A spermiumok a here turgoranak koszonhetéen, a hemilimfaban
uszva, kb. 10 nap alatt eljutnak a mellékherébe, ahol végbemegy
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utoérésiik és ahol inaktivan taroldédnak. Majd az ondovezetdben a
spermiumok elnyerik aktiv mozgasképességiiket. A folyamat
allatfajoktol fiiggéen 1-2 honapig tart. Az érést morfologiai jelek
kisérik az akroszoma mérete csokken (akroszoma redukcio), a sejtmag
teljes mértékben kondenzalddik, eltlinnek a citoplazmacseppek. Az itt
tartozkodas alatt a spermiumok abiotikus dallapotban vannak
mozdulatlanok, anyagcseréjiik minimalis anaerob jellegi. Ennek az
oka tobbek kozott az energianyerésre felhasznalhato anyagok kisebb
mennyisége, az alacsonyabb pH érték, az alacsonyabb O,-, viszont
magasabb CO,- ¢és K-ionkoncentracio, nagyobb ozmotikus nyomas, a

magas glicerin-foszforilkolin (GPC) tartalom.

A mellékhere farki vége felé haladva a herelimfa nagy része
fokozatosan felszivodik, besturtsodik. A farokban a mellékhere
valadékaval keveredve raktarozodik a spermium 80%-a. Ejakulacio
hidnydban az onddsejtek egy i1d6 utan elhalnak, és kiiirlilnek a

vizelettel, esetleg felszivodnak.

Az utoérés folyamataval még nem fejez6dik be a spermiumok
valtozasa, mas tulajdonsagait figyelhetjilk meg az ejakuladtumba ¢és a

nd1 nemi utakba keriilt spermiumoknak.
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2.2.5. Spermiumtranszport

A spermiumok a hiivelybe, vagy a nyakcsatornaba keriilve aktiv
mozgassal elindulnak a petevezetd irdnyaba. Elérehaladé mozgésukat

az alabbi tényezok segitik:

-kedvezobtlen kornyezet (savas pH) a hiivelyben, ahonnan elkeriilni
igyekeznek,

-a néi nemi utak antiperisztaltikaja, amely Osztrogén hatasara
fokozddik, ugyancsak ez iranyban hat az ond6 prosztaglandintartalma
1S,

-az 1varzasi nyalka (méhnyak) mukopoliszacharidjainak fonalas
szerkezete utat készit a spermiumoknak, amelyben pozitiv rheotaxis

érvényesiilésével haladnak.

2.2.6. A spermiumok érési atalakulasa a néi nemi utakban

A spermiumok tényleges termékenyitoképességiiket csak a ndéi nemi
utakban nyerik el, ahol is pontosan még meg nem hatarozott
atalakulason, a kapacitacion mennek keresztiil. A kapacitacio
meginduldshoz a ndéi nemi utakbol szadrmazé impulzusokra
(albuminok, gliikoproteinek, corona radiata sejtjei) van sziikség.
Hatasukra fokozddik a spermiumok mozgasa, az anyagcsere
intenzivebbé valik, ezt jelzi a megndvekedett oxigénfogyasztas és egy
emelkedett adenilciklaz-aktivitas. A sejten beliili biokémiai valtozasok
mozgatorugoja a feltételezések szerint az er6sen megndvekedett Ca-

ion bedramlds. Megvaltozik a Ca-ion bedramlas. Megvaltozik a
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sejtmembran feliileti szerkezete 1is, bizonyos antigén hatasu
glikoproteinek levalnak, és ugyancsak a Ca-ionnak koszonhetden
megvaltozik a sejtmembran foszfolipid Osszetétele. Ez a membran
feltoredezéséhez vezet, meindul az akroszoma-reakcid. Az akroszéma
membranjanak felnyilasakor kiszabadulnak a benne 1évé enzimek
(akrozin, savanyt hidrolazok, hialuroniddz stb.). Ekkor wvalik a
spermium alkalmassa a megtermékenyitésre, azaz a petesejt burkainak
leoldésara, a fuziora €s penetraciora. a kapacitaciohoz kb. 6 6réra van
sziikség, a spermiumok a ndi nemi utakban 1-3 napig (juhban 20-48

ora) megOrzik termékenyitdképességiiket.

2.2.7. A termékenyiilés

A kapacitacion €s az akroszoma-reakcion atesett ondosejtek feljutnak
az ovulacidkor a petevezetdbe keriilt masodrendii oocitdhoz, amelyet a
zona pelucida és a corona radiata 6vez. A petesejt perceken beliil eljut
az ampulldba, mozgisban a nyalkahartya hamrétegeinek csilloi
segitik. Itt 12, max 24 oOran keresztiil 6rzik meg termékenyiild-
képességiiket, majd eloregednek. Az ampulldban végbemend
termékenyiilés tobblépcsds folyamat eredménye. Az akrosomabol
kiszabaduldo enzimek fellazitjdk a corona radiata sejtjei kozotti
kapcsolatot, valamint a zona pellucida alapallomanyat és a spermium
eléri a petesejt membranjat. A ndi- €s himivarsejt membranjanak
faziojaval a petesejt membranjaban végbemend valtozasokat az
akroszoma-reakciohoz hasonloan a Ca-ionok bearamldsara vezetik

vissza.
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Amikor ugyanis a spermium megsérti a petesejt membranjat, a
membran depolarizadlodik. Ennek hatasara Ca-ionok aramlanak ki a
sejtszervecskeékbol, ezek pedig a petesejt membréanja alatti cortikalis
veziculumok membréanjat atjarhatova teszik (cortikalis reakcid). A
spermium nyaki részen kapcsolodik a petesejthez, itt aramlik be a
maganyag, a genetikai dllomany a petesejtbe, mig a farki rész a zona

pellucidaban marad.

A cortikalis reakcid utdn a cortikalis vesiculumbol kiszabaduld
peroxidok hatdsara a zona pellucida anyaga polimerizalodik (zona-
reakcid), kialakult egy atjarhatatlan réteg a zigota koril
(termékenyiilési membran), amely megakadalyozza a polyspermiat,

azaz a tovabbi spermiumok bejutasat.

A megtermékenyités 6-24 6rat vesz igénybe. Ez alatt befejezddik az
oocita meiotikus osztdodasa, a polocyta kivalasa, a maganyagok

egyesiilnek, kialakul a diolpid kromoszémadallomanyu zigota.

Mindezek a folyamatok nagyon gyors egymasutanisagban torténnek
meg, ¢és ha barmilyen zavard tényezd 1&p fel, a legkiilonb6zobb
problémakat  idézheti eld6  (pl. ployspermia, rendellenes

kromoszomaallomény kialakulasa).
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3. abra: Petesejt

cr: corona radiata, di: diktioszOma, mi: mitokondrium, ny:
tiiszohamsejtek nyujvanya, sh: sejthartya, sm: sejtmag, sv:
sejtmagvacska, th: tiisz6hamsejtek, zp: zona pellucida

(Toré — Csaba, Kovacs — Fehér nyoman modositva, 1989)

4. abra: Akroszoma-reakcio
af: aktinfilamentumok, ap: apikalis vakuélum, en: enzim, kg:
kortikalis granulum, kh: kotéhelyek, kt: kortikalis granulum
kiomlo tartalma, pc: petesejt citoplazmaja, sf: spermium farki
részének Kkezdeti szakasza, sh: petesejt sejthartyaja, sm:
spermium sejtmagja, vb: védéburkolat a petesejt Kkoriil
(Jungerman- Mohler és Darnell nyoman modositva)

(Bakonyi, 1995)
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A mesterséges termékenyités €s a természetes paroztatas idépontjanak
megvalasztdsakor is fontos tudnunk, hogy mikorra varhat6 az
ovulaci6. Tudjuk az onddsejtek tovabb életképesek, id6 sziikséges a
kapacitacidhoz, ugyanakkor a petesejt rovidebb id6 alatt elvesziti
termékenytiiloképességét. Ezért kedvezd az, hogy a kapacitalt

ondosejtek mar az ampulldban varjak az ovulald petesejtet.

2.3. Mesterséges termékenyitésre alkalmas kossperma mindségi
paraméterei

A mesterséges termékenyités eredményességének alapfeltétele a jo
mindségli sperma. A rutin vizsgalatok sordn a sperma koncentraciojat,
a mozgo sejtek aranyat, illetve a spermiumok morfologiajat biraljak.
Az egyes ¢értékelési eredmények ¢és termékenyitési eredmények kozott
azonban nem taldlhatd minden esetben szoros kapcsolat. A
termékenyités Osszetett biologiai folyamat megkoveteli a sperma tobb

tulajdonsagéanak egyidejii kombinalt vizsgalatat. (Nagy, 2002)

Anmann ¢és Graham szerint (1993) a mesterséges termékenyités
sikerének alapfeltétele a j0 mindségli termékenyitd anyag hasznalata.
A ondosejtek kiildetésiik, a genetikai anyag célba juttatasa érdekében
a legalabb kovetkezd tulajdonsdgokkal kell birniuk: megfeleld
anyagcsere az energiatermelés ¢érdekében, progressziv motilitas,
megfeleld membranszerkezet, az akroszoOma enzimek, valamint

normalis morfologia.
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Az akroszéma épségének vizsgalata szintén fontos a sperma
mindségének megallapitasara, kiilonosen mélyhiitott/felolvasztott
mintak esetében, mivel a fagyasztds és felolvasztds folyamata a

kapacitacidhoz hasonlo élettani valtozasokat idéz elé (Watson, 1995)

6. tablazat: Kossperma minoségi paraméterei (Cseh, 2000)

A KOS ONDO SPERMIUM KONCENTRACIOJANAK
BECSLESE A KONZISZTENCIA ALAPJAN (Hafez, 2000)
Spermiumszam (X 10%)
Erték Konzisztencia Atlag Tartomany
5 Stirl tejszinszert 5.0 45-6.0
4 Tejszinszerl 4.0 3.5-4.5
3 Hig tejszinszerili 3.0 25-35
2 Tejszeri 2.0 1.0-2.5
1 Felhés 0.7 03-1.0
0 Tiszta (vizszerQ) - =

7. tablazat: A spermiumok hullamszerii tomegmozgdasanak

értékelése (Hafez, 2000)

A SPERMIUMOK  HULLAMSZERU TOMEGMOZGASANAK |
ERTEKELESE (Hafez. 2000)

Ertékszam A liiufl_cgmozg-.is megjelenése
) . Nines mozgas/nines 6megmozgds .
1 Elszértan néhany m(Egé_spermiu[ll’egycdi mozgﬁsi N
2 T\fagyon lasst 16[;16&'[11()-’/.,‘;’.35 o
L 3 Hullamszerii tomegmozgés, alacsony amplitadoji hullamokkal
4| Gyors, hullamszerii tomegmozgas, nincs orvénylés |

L

Gyors, hullamszeril tdmegmozgas, van drvénylés J
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8. tablazat: A hazidllatok és az ember spermdjanak jellemzoi

(Arthur és mtsai, 2000, Roberts, 1986, Morrow, 1986)

Paraméterek Bika Kos
Térfogat (ml) 4 1
(2-10) (0,5-2,0)
Ejakuldcio tipusa NF NF
Koncentracio 1250 2000
(X10°ml) 600-2800  1500-5000
Mozgés (mozgo =70 = 80
sejtek %)
Morfologia >80 >80

(normalis sejtek %)
NF = nem frakciondlt; F = frakcionalt

Fajok
Mén Sertés Kutya
60 250 10
(30-250) (125-500) (2-19)
F F F
120 100 125
30-600  25-1000  20-540
> 60 > 60 >80
> 60 > 60 >80

A hiazidllatok és az ember spermajanak jellemzdi (6sszeallitva és modositva Arthur €s
mtsai., 2000, Roberts, 1986, és Morrow, 1986 utan)

Ember

(2-6)

Morfolégiai hibak

9. tablazat: Elsodleges masodlagos spermium rendellenességek

(Cseh, 2000)

ELSODLEGES ES MASODLAGOS SPERMIUM RENDELLENESSEGEK

Elsédleges rendellenességek

Maisodlagos rendellenességek

Fej (barmilyen eltérés)

Levalt normalis fej és farok

Kozépso rész

Levilt acrosoma

Abaxidlis (aszimmetrikus) felkapcsolodas
(kivétel mén, ha néhany szazalckban van
jelen ilyen spermium)

Visszahajlott farok

Kettds kizépso rész

Disztalis citoplazma/protoplazma csepp

Vékony kézépso rész

Megvastagodott kdzépsd rész

Torott kozépsd rész; Visszahajlott kdzépsd
rész

Proximélis citoplazma/protoplazma csepp

Farok

Feltekeredett farok

Tabb farok
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5. dbra: Fej rendellenességek (Cseh, 2000)

A, Fej rendellenességek

(a) vékony/ “
orsé (b) Kiirte {c) Kerek
Nincs acrosoma Kicsi fe]
L | "
(d) Amorf (e) vakuolizalt (f) Kis

acrosoma

(e

6. dbra: Nyak kozéprész rendellenességek és farok hibak
(Cseh, 2000)

B. Nyak és kézépsfrész rendellenességek

(9) Vissza-  (h) Aszimmetrikus (i) vastag (j) Vékony

hajlott kapcsolédas
C. Farok hibak D. Protoplazma csepp

(k) Ravid (I} visszahajlott (m) Feltekeredett (n) =1/3ad fej
/ @ (o
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7. abra: Egyéb hibak abrazoldsa és elnevezései (Cseh, 2000)

o)

hiba

. Faro
Diadem Uregesjfcisztis Letirt kifejlddési Dag-hiba Hamis Dugéhizé
hiba acrosoma fej i

csepp  hiba

10. tablazat: Sperma analizisben hasznalt elnevezések

A SPERMA ANALIZISBEN HASZNALT ELNEVEZESEK

Tulajdonsag

Térfogat

Spermium koncentricio

Motilitas

Eletképesség

Abnormalis spermium

Eredmény
Nincs
Csokkent
Megnott
Nincs
Csokkent
Normalis
Megnott
Csokkent
Nincs €16 spermium

Nagy aranyban

Elnevezés
Aspermia
Hypospermia
Hyperspermia
Azoospermia
Oligozoospermia
Normozoospermia
Polyzoospermia
Asthenozoospermia
Necrozoospermia

Teratozoospermia
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2.4. Kossperma mindségének ellendrzése

2.4.1. Spermamindség és fertilitas

Cseh (2009/c) szerint szoros kapcsolat van a hagyomanyos értelemben
vett spermamindség (koncentracid, motilitds) morfologia €s
termékenyitOképesség kozott. A koncentracido, a motilitds, a
morfologia értékelése ellendrzése fontos része a spermamindség
birdlatdnak. A spermiumok motilitdsa Ilényeges tulajdonsdg a
termékenyiilés szempontjabol in vitro €s in vivo kornyezetben
egyarant. A legljabb vizsgalatok szerint tobb funkcios teszt és a

fertilitas, termékenység kozott kapcsolat van.

2.4.2. Spermaminéség vizsgalatanak modszerei

Az ejakulatumok/sperma laboratoriumi vizsgalata

eMakroszkopos vizsgalat
eMikroszkopos vizsgalat
eMikrobiologiai vizsgalat

eEgyeéb vizsgalatok (Funkcios biokémiai teszek) (Cseh, 2009/c)
Makroszkopos vizsgalat

eTérfogat: kosnal 1-2 ml
eSzag: Van e a normalistol eltérd kiilondsen penetrans szaga.

epH: Normalis 6,5 — 7,5
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eSzin: normadlis szin sziirkés-fehér, sargas-fehér, tejfehér, nem attetszo
opalos.
oViszkozitas: Vaginalisan ejakuldlo allatok esetében tejszinszerii

allag. (Cseh, 2009/c)
Mikroszkopos vizsgalat

eKoncentracio

eMotilitas

eEl6/elhalt sejtek aranya

eMorfolégia

eSpermiumon Kiviili egyéb sejtes elemek (Cseh, 2009/c)

Mikroszkopos vizsgalatok

A spermamindség ellendrzése kiilonb6zé festési eljarasokkal
lehetséges. A festési eljarasok vizsgalata a hasznalt festéktdl fiiggden
torténhet fénymikroszképos és fluoreszcens fényforrassal felszerelt
mikroszkoppal. A fénymikroszkopos vizsgalat €16, festetlen
mintakban tomegmozgas, slrtiség €és ¢losejtszam meghatarozésara is
alkalmas. A mélyhiités, vagy a higitott folyékony szaporitdbanyag
hiit6tt formaban torténd felhasznalasa elott a gyakorlatban ezt mindig
meg 1s teszik a szaporitdbanyag mélyhtitésre, illetve kozvetlen

termékenyitésre vald alkalmassaganak meghatarozéasa érdekében.

A Kovacs és Foote (1992) féle festési eljards soran egy joval

egyszeriibb festési modszert alkalmaznak. Tripankék, neutralvords €s
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Giemsa kombinacidjaval a plazmamembran, illetve az akroszéma
allapotatol fliggben tiz kategoriat allapitottak meg, ebbdl rutin
koriilmények kozott hat kategoriat érdemes vizsgéalni. A Kovacs €s
Foote, 1992 féle festés az €10 ¢és elhalt sejtek megkiilonboztetéséhez a
fej hatulso, az akroszoma €pségétdl annak eliilsd része ad informaciot:
El6: vilagos (fehér-halvany rézsaszin); Elhalt: sotét (fekete- ibolyaszin
— sziirke); Akroszéma. Ep: biborvoros; Fellazult: s6tét levendula;
Sériilt: vilagos levendula; Nincs: vilagos apikalis rész; A festett farki

részi ondosejtek immotilisak.

Elonyos, ha az akroszoma értékelésekor egyidejiileg az ¢ld/elhalt
allapotot is értékeljiik, igy kiilonbséget tudunk tenni a tényleges és
»fals” akroszéma-reakcio kozott (,fals” akroszoma-reakcionak
tekintjik a sejthalal soran-, vagy utan bekovetkezd degenerativ

membranvaltozast.) (Nagy, 2002)

A fénymikroszkopos vizsgalatok eldnye, hogy nem igényelnek draga
miiszereket, azonban egyes festékek kotddését zavarhatjak a
spermahigitoban talalhat6 olyan anyagok, mint példaul a glicerin vagy
a tojassargaja (Mixner ¢s Saroff, 1950) Fluoreszcens festékek
alkalmazasaval ez elkeriilhetd, és ezekkel a festékekkel atlatszatlan
kozegekben is értékelhetdek a spermiumok. (VanDemark és mtsali,
1959) Klor-tetraciklin (CTC) segitségével a kapacitaci6 stadiuma is
értékelhetd (Gillian és mtsai, 1997).
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2.5. Speriumsejtek mélyhititése

A mélyhiités az ivarsejtekben zajlo folyamatokat 4atmenetileg
szlinetelteti. A hatékony mélyhiitési technologia kialakitasa eldsegiti
az asszisztalt reprodukcios technikdk alkalmazédsat, a gyorsabb
genetikai eldrehaladast az allattenyésztésben, valamint lehetévé teszi a
kiilonleges genetikai, biologiai anyag ritka fajok, fajtak genetikai
anyaganak tartds tarolasat, megdrzését. (Cseh, 2009/b)

Az ivarsejtek €s embriok mélyhlitésének gyakorlati elényei a genetikai
anyag termékenyitési szempontbol eldnyos tulajdonsdgainak cseréje
egymastol tavol esd kontinensek, orszagok, farmok kozott. (Cseh,
2009/b)

2.5.1. A modern Kkori kriobioldgia kezdete/elso eredményei

A glicerin védohatasat Chris Polge és mtsai 1949-ben publikaltdk
eldszor. 1972-ben Willadsen és munkatarsai publikaltak az un. ,,révid
protokoll”-t. Faly €és mtsai. 1984-ben szamos mélyhiitési protokollt
fejlesztettek ki €s tobb emlds faj ivarsejtjét, embridjat fagyasztottak

sikeresen vitrifikacios eljarassal, beleértve emberét is.

2.5.2. Az ivarsejtek/embriok mélyhiitésének elméleti alapjai

Cseh 2009/b szerint a sejt ozmotikus reakcidja/amikor behelyezziik az

intracellularis krioprotektiv anyagot tartalmazo fagyasztd oldatba. A

crcr
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homérseklet csokkentését és megkezdddik a vizmolekulak kilépése az
oldatbol a jégkristalyok képzddése, novekedése extracellularisan. A
sejt ozmotikus vizvesztése, dehidratacioja, az extracellularis teriilet

koncentracidjanak emelkedése.

2.5.2.1. A sejtek tulélését meghatarozo tényezok

e Hiitési sebesség

o Tarolasi homérseklet, és tarolds alatti kezelés (koriiltekintd,
biztonsagos)

e Felmelegitési sebesség

e A sejt ozmotikus vélasza a krioprotektiv anyag kivonasa

(rehidratalas) (Cseh, 2009/b)

2.5.2.2. Az ivarsejtek/embriok mélyhiitési technolégiajanak lépései

Elso fazis: elokészités és hutés

o A sejtek gylijtése és mindsitése

e A sejtek equilibraldsa a krioprotektiv anyagot tartalmazo
fagyaszto oldatban

e A sejtek hiitése a LN, hdmérséeklete (-196 °C)

Masodik fazis: Tarolas a LN, hdémérsékleten (-196 °C)
Harmadik fazis: Felmelegités és elokészités a felhasznalasra.

e A sejtek felmelegitése ellendrzott koriilmények kozott.
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e A krioprotektiv anyagok kivonasa a sejtekbdl.

e Visszatérés a fiziologiai koriilményekhez, 4llapotokhoz.

2.5.2.2.1. Mélyhiités tipusai

Equilibrium hiités

A krioprotektiv anyag alacsony koncentracidoban van jelen
(C<10%; 1,5 M)

Lassu sebességgel hiitiink (0,3°C — 2,0°C/min)

Nem equilibrium hiités

Tobb krioprotektiv anyag és nagy koncentracidban van jelen (> 40%;

6-8M)
Révid equilibraltatasi idé

Nagy sebességgel hitiink (>500°C/perc; 15.000 °C/perc) (Cseh,
2009/b)

2.5.3. Kossperma mélyhiités szakirodalomban publikalt médszerei

2.5.3.1. Mélyhiités modszere (higitas, el6hiités, kiszerelés)

Salamon Istvan két 1997-ben megjelent cikkében foglalta Ossze a
mélyhiitott kosspermaval foglalkozd kutatok higitasi és mélyhiitési
modszereit, valamint termékenyitési eredményeit. Az Aaltalunk

hasznalt higitokhoz Colas és Brice (1975b) higitojanak Osszetétele
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hasonlit a legjobban, igaz 6k nem pelletben, hanem miiszalmaban
mélyhtiitottek. Az altaluk haszndlt tgynevezett I-es szdmu higitd
laktozt és tojassargajat, a Il-es szdmu higitd laktozt, tojassargéjat és 4
% glicerint is tartalmazott. Ez utdbbit krioprotektiv anyagként
hasznalta. 4 °C-on adtak hozza a Il-es higitot. Higitasi aranynak 1:4 —
es aranyt ajanl Brice (1975 a). A Pharmagene-Farm Kft.-nél végzett
vizsgalatok sordn is ehhez hasonlo 1:5-hoz higitasi ardnyt
alkalmaztunk. (A higitasi ardny a kiilonb6zd striiségli ejakulatumok

esetén eltérd volt.)

Salamon (1997) szerint a hitési sebesség a megfeleld glicerin

koncentracié beallitasahoz sziikséges, melyet a II-es higito tartalmaz.

Watson és Martin (1974) szerint a glicerin optimalis koncentracidja a
tojassargéaja koncentraciotol is fiigg. Ha a tojassargaja koncentraciot

noveljiik, a glicerol koncentraciot csokkenthetjiik.

Az ezzel a témaval foglalkozo legtobb kutaté Feredean és Bragan
(1964), Colas (1975a), Graham et. al. (1978), Fisher és Fairfull (1989)
¢s Menger (1981) a 4-5°C-on valdo hozzdadast taldlta a
legalkalmasabbnak, de vannak olyan kutaték is, mint példaul
Blackshaw (1960/a,b), aki kezdetben 29-5°C kozt kisebb adagokban
adta hozza a glicerint a higitott spermahoz, végiil ¢ is ugy talalta, hogy

az 5°C —on torténdhozzaadas a legoptimalisabb.

Colas ¢és Brice (1975) szerint a termékenyités jobb lett a 4°C-on
hozzaadott glicerinnel késziilt higito esetén, mint a 30°C-on

hozzaadott higito esetében.
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Colas (1975a) szerint 4%-os glicerin koncentraci6 esetén kisebb a

karosodas, ha a hozzaadas 0 -C-on torténik.

Salamon (1997), miutan cikkében Osszefoglalt kutatasi eredmények
alapjan a legmagasabb ¢ldsejtszamot akkor tapasztalta a

crcr

hasznaltak, a hiitési sebesség pedig 1-100°C min™ kdz6tt volt.

Az altalunk hasznalt higitd Osszetételéhez leginkabb hasonlité higitot
Colas ¢és Brice (1976) hasznalta, azonban &6k miiszalmaban
mélyhtitottek, amely eltéré eredményeket mutat a pelletben mélyhiitott
szaporitdoanyaghoz képest. Maxwell (1980) viszont eltérd Gsszetétell
higitot alkalmazott, azonban a mélyhiités modszereként az altalunk is
hasznalt  pelletben  torténd mélyhititést alkalmazta. A
termékenyitdanyag mindségének meghatdrozasat termékenyitési
kisérletekkel ellendrizte. A termékenyitési eredmények koziil a 60% -

os eredmény mar megfeleldnek tekinthetd.
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11. tablazat: Kossperma higitas modszerei és hozza tartozo

termékenyitési eredmények

Forrés Higito Meélyhfités modja Termekenyit) képessée
tavasszal vett sperma | Gsszel vett sperma
41% (termékenyités
e tavasszal) 570,
. 6z-tojassargaja + . 51% (termékenyités ok
Colas and Brice (1976) INRA-ghcerol miszalma (655161) (tan:u_eken;ﬂtes
60% (remmekenyids | 25D
Hsszel)
41.8% 37.5%
Maxwell (1980) Tris-glicose-tojassargdja pellet (termékenyités (termékenyités
dsszel) tavasszal)
atlag 48% 47%

Kiillonboz6  Osszetételi  higitok €s  mélyhiitési  mddszerek
alkalmazasaval az Osszel, illetve tavasszal mélyhiitott szaporitoanyag
mintak termékenyitésre vald alkalmassagdnak vizsgalata termékenytilt

anyajuhok % - os aranya alapjan.

2.5.3.2. A spermaplazma fehérjék megakadalyozzak a kossperma
hidegsokk hatasara bekovetkez6 membrankarosodasat

Pérez ¢és mtsai, 2001 a spermaplazma funkcié hatasat széles korben
vizsgaltak a kapott eredményeik azonban mégis ellentmondasosak.
Kimutattak, hogy hideg hatasdra a spermaplazma egyes fehérjéi
abszorbedlodnak a spermiumsejtek feliiletén és ez az abszorpciod képes
visszaforditani a hidegsokk altal okozott membranvaltozasokat. Pérez
¢s mtsai (2001) tanulmanyukban azt értékelik, hogy a hidegsokk hatés

elott az ejakuldtumhoz, vagy higitott spermahoz adott plazmafehérje
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koncentratum képes e megakadalyozni a spermiumsejtek karosodasat

¢s fenntartani azok ¢életképességét.

A spermaplazmatdl elvalasztott kospermiumokrol a dextran/swim-up
eljarassal torténd vizsgalat sordn bebizonyosodott, hogy a hideg-sokk
kezelés 72,2+/-3,4%-161 24,6+/-2,1-ra csokkenti a spermiumok

¢letképességét.

A hidegsokk kezelés elott tortént spermaplazma proteinek (>3 kDa)
hozzéadasa a higitott spermahoz szinte azonnal érzékelhetd jotékony

hatast eredményeznek minden minta esetében.

Ez a hatds koncentraciéfiiggd, mivel az ép-membranfehérjék
szézalékos ardnya jelentdsen megndtt €s az inkubacios kozeg fehérje

koncentracidja is jelentds mértékben emelkedett.

A megfelelden magas fehérje koncentracio 1 o6ra 20°C-on torténd
inkubalas sordn megvédte a sejtmembranokat, mig a sziikségesnél

alacsonyabb koncentracio esetén a védelem kis mértékben csokkent.

A linolsav jotékony hatéssal volt a spermiumok életképességének
megolrzésére, ha a mintdkhoz 25, 37, vagy 75 pM linol-olajsavat
adunk. Pozitiv kolcsOnhatas jott létre a zsirsavak ¢€s a
spermaplazmafehérick  kozott. Igy megfelelé  koncentracidban
plazmafehérje hozzdadasa mellett a kezelés kiegésziilt 25pM olajsav
hozzaadasaval. Ennek eredményeképpen a kutatok a 25%-os
¢losejtszamu  kontrol minta érték mellett 50,7%-os él0sejtszamot

mérhettek.
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Hasonloképpen a sperma plazmafehérjékhez a tokoferol-foszfat
formajaban adott E-vitamin javitotta a spermiumsejtek hidegsokk
kezelés utani talélési aranyat. Eredményeképpen a kontroll minta
hidegsokk kezelése utan kapott 26%-os ¢€ldsejtszam érték helyett a
hidegsokk kezelés elott 1,6 mM E-vitamin- foszfat és a megfeleld
koncentracidban spermaplazmafehérje hozzdadasa mellett a kezelést

kovetden is elofordultak 57%-os €él0sejtszam eredmények.

A vizsgalatok azt mutatjadk, hogy hidegsokk hatdsara csokkent
funkcioji spermiumokbol felszabaduld plazmafehérje hozzaadasaval
megeldzhetdek lennének a hidegsokk altal elszenvedett karos hatasok,

amely egyben magasabb ¢€ldsejtszam (%) értékeket eredményez.

A linolsav felvételét az E-vitamin, vagy plazmafehérjék hozzaadéasa
novelné a hidegsokknak kitett spermiumok ¢letképességét a

szaporitdanyag mintdkban. (Pérez és mtsai, 2001)

2.5.3.3 Motilitas javitasa és dekapacitacio a mélyhiitott kossperma
visszamelegitését kovetéen

Bernardini €és mtsai. (2011) szerint a konzervalt kosspermahoz adott
spermaplazma egyes fehérjéi a spermiumsejtek plazmamembranjahoz
kotddve kijavitjak a mélyhtités soran elszenvedett

membranséruléseket.

A spermaplazma javitja a mélyhilités utdn visszaolvasztott higitott
sperma mindségét. Bernardini és mtsai. (2011) vizsgalatanak célja az

volt, hogy megallapitasra keriiljon a kiilonbozé juhfajtdk kosaitol
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szarmazo spermaplazma fehérjéi képesek megkotddni mas juhfajtdk
kosaitol szarmazd mélyhiités utan visszaolvasztott spermiumsejtjeinek
plazmamembran feliiletén, javitva ezzel a mélyhiités soran

bekovetkezett karosodast.

A kiilonbozé fajtaji kosok spermaplazmdja javitotta ugyan a
progressziv mozgékonysdgot a mélyhlitott-visszaolvasztott sperma
esetében azonban nem javitotta a teljes motilitast, ezért a hatasért
felelés fehérjék azonositasdra egy uj modszert fejlesztettek ki, A
moddszer alapja, hogy a spermaplazma membran fehérjék kivonasara
kozvetleniil a spermium membranbdl torténjék. Ezek a fehérjék
ugyanis specifikusan kotddnek a spermaplazma felszinén kiilondsen

az akroszomalis régidban taldlhatok meg nagy mennyiségben.

szinaptoszomalis asszocidlt proteint 29 és az RSVP-20-as fehérjét
(ram seminal vesicle protein) tomegspektrometria segitségével
azonositottdk ebben a frakcidbban. A spermaplazméaban taldlhatod
fehérjék, valamint megfeleld mindségli és mennyiségli szénhidrat
(jelen esetben fruktdz) hozzdadasa csokkenti a spermiumsejtek
ultrastrukturalis  kérosodasat, valamint fokozza a kossperma
mozgékonysagat (motilitasat) a mélyhtitést kovetd felolvasztas utan.

(Bernardini €s mtsai., 2011)

Mann és mtsai. (1978), valamint Muino-Blanco és mtsai. (2008)

szerint az emlds spermiumok plazmdja a him nemi szervek
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mirigyeibdl szarmazd szekrétumok Osszessége, fontos szerepet tolt be

a spermiumok érése ¢és mitkddése soran.

Mint az kozismert az el0készitési és mélyhitési, valamint a
visszaolvasztasi procedura, strukturdlisan €s funkciondlisan egyarant
karositja a spermiumsejteket. A spermiumsejtek
termékenyitOképességeének eléfeltétele a kapacitacios folyamaton vald
atesés, amelyet a mélyhlités nagymértékben eldsegit. (Ashworth,

1994; Maxwell és mtsai., 1997; Bailey €és mtsai., 2000)

Azonban amikor a mélyhttésre keriild higitott spermahoz
spermaplazmat adunk az noveli a spermiumsejtek ellenalld képességét
a mélyhitités karos hatdsaival szemben. (Evans ¢és mtsai., 2000, El-Hajj
Ghaoui, 2007)

A hozzaadott spermaplazma javitja a mélyhiités utan felolvasztott
kossperma motilitasat, ¢€letképességét, akroszoma integritdsat és a
mitokondrium miitkodését. (Ollero €és mtsai., 1997; Maxwell és mtsai.,
2007; Rebolledo és mtsai.,, 2007) A fentiekben emlitett kedvezd
hatdsokat az alabbi szerzék is leirtak Barrios ¢és mtsai.(2000),
Dominquez ¢s mtsai. (2008), Marti és mtsai. (2008), Leahy és mtsai.
(2009). Kiilondsen az onddholyagban termelt RSVP 14 és RSVP 20
(ram seminal vesicle protein) fehérjékre jellemz6 a mélyhiitést kovetd
javitdo hatas (Barrios és mtsai., 2005; Barrios és mtsai., 2000). A
Barrios és mtsai. altal 2000-ben ¢€s 2005-ben végzett kisérletek soran

ezen fehérjék oszlopkromatografiaval keriiltek kinyerésre a
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spermaplazmabol. Ezen fehérjéket Rasa Aragonesa kosok spermium

membranjabodl és akroszomajabol nyerték ki.

Azt mar korabban Kelet-friz fajtaji kosoknal végzett vizsgalatok
soran 1s megallapitottak, hogy ezen két fehérje mellett a
spermaplazmaban torténd inkubicid soran tovabbi 5 hasonld hatédssal
rendelekezd fehérjét talaltak az inkubacids vizsgélatok soran.
(Dominquez, 2008) Ezen fehérjék védo hatdsa a membran allapotanak
stabilizacidjaban, illetve a dekapacitici6 megakadalyozasaban

nyilvanul meg (Muino-Blanco és mtsai., 2008).

Tovabba, mivel az RSVP14 és RSPV20 antioxiddns hatasa (Marti,
2007) €s a kriokapacitacios 1dészakban indukalt
szabadgyokkeletkezésre is jotékony hatdssal lehetnek ezen
fehérjéknek a korai oxidativ stressz- és kapacitacio elleni védelemben

is jelentds szerepiik van.

A spermaplazmaval végzett kisérletek nagymértékben hozzajarulnak a
kapacitacidés folyamatok soran végbemend molekularis szinten zajlo
mechanizmusok megértésé¢hez. Ezen tulmenden a spermaplazma azon
molekuldinak azonositasa 1s megtortént, amellyel a
membrankarosodds megeldzése €s javitdsa is lehetséges. A kutatas
eredményeként lehetdvé valik a sperma felolvasztds utani

osztalyozasa is (Leahy, 2009).

Bernardini és mtsai. altal 2011-ben végzett vizsgéalat célja annak

bizonyitdsa volt, hogy a spermaplazma képes a plazmamembran

53



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2016.001

proteinjeit megkotni a konzervalt kosspermaban a mélyhiités soran

bekdvetkez6 mindségromlasanak elkeriilése érdekében.

2.5.3.4. A spermaplazma oOsszetételének szezonalis valtozasai és
annak hatasa a mélyhiités utan felolvasztott kosspermara

Domingez €s munkatarsai (2008) szerint a mélyhiités elott hozzaadott
spermaplazmaval kezelt mélyhtitott kossperma hidegsokk hatasara
elszenvedett karosodasai a felolvasztas utan szezontol fliggben
visszatérhetnek. A szerzok vizsgalataik sordn a friz kosoktol szdrmazé
spermat értékelték kiillonboz6 iddszakonként minden évszakban
inkubaltak -18°C ¢és 196°C—on tarolt kossperma mintdkat. Mindkét
hémérsékleten tarolt mintak esetében dsszel, télen vett ejakulatumbol
eldallitott spermaplazmaval végzett kezelés esetén a kezelt mintaknak
nem volt megfeleld a motilitasa. A vizsgalatok sordn kizarolag a
tavaszi, illetve nyari ejakulatumbol eldallitott spermaplazma allt
rendelkezésre. Ennek a kezelésnek azonban nem volt semmilyen
hatasa sem az életképességre, sem a membran, vagy az akroszéma

allapotara. (Domingez és mtsai, 2008)

A Pharmagene-Farm Kft.-nél 2008-2009 kozott végzett vizsgalataink
soran szerzett tapasztalatok alapjan a tavaszi ejakulatumbol nyert
spermapalazménak egyarant javitd hatasa volt a mélyhiités utan
visszamelegitett ~ spermiumsejtek ~ motilitdsara,  valamint a

dekapacitacios folyamatokra.
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Domingez ¢és mtsai. (2008) altal végzett vizsgalatai sordn a
spermiumok feliiletéhez 13 féle fehérje kotddott. A spermaplazmaban
talalhatd proteinek kotddése az évszak altal meghatarozott, a

konzervalas hdmérsékletétdl viszont egyaltalan nem fligg.

Ha a spermiumok inkubélasa dsszel vett spermaplazmaval torténik az
azonosithatd (specifikus antitestekkel) az RSVP14 és az RSVP20.
Kovetkeztetésként levonhatd, hogy az Oszi és téli id0szakban vett
ejakulatumokbol nyert spermaplazma noveli a  mélyhiitott-
visszaolvasztott kossperma mintak motilitasat és a spermaplazma —
18°C, vagy -196°C-on torténd taroldsa soran nem valtoztatja meg
azok protein Gsszetételét. Azok a spermaplazma proteinek, amelyek a
spermiumok felszinéhez kotddnek elképzelhetd, hogy felelosek a
spermiumsejtek membranjanak stabilizdcidjaért azonban ennek
bizonyitasahoz még tovabbi vizsgalatokat kell elvégezni. (Domingez

¢s mtsai, 2008)

2.5.3.5. Szezonalis valtozas a spermaplazma visszaolvasztott
kossperma membranjara gyakorolt védo hatasaban

Leahy ¢és mtsai. (2010) szezonalis valtozast figyeltek meg a
spermaplazma fehérjék sperma membranra gyakorolt védé hatdsanak
tekintetében. Az ejakuldtumhoz, vagy higitott spermahoz hozziadott
spermaplazma jelentdsen eltérd hatdssal lehet a kiilonb6z0 mintakra.
Jelenléte lehet serkentd, vagy akar gatlo tényezé is. Jelen vizsgalat

céllja az volt, hogy felmérje a spermaplazma a mélyhiités utan
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visszaolvasztott spermiumsejtekre gyakorolt hatdsat. A spermaplazma
vizsgalt valtozoi voltak a szezonban gyijtés, frakcionalas és a
spermiumsejtekhez valdo hozzdadas ideje €és mennyisége. A higitott
szaporitdoanyaghoz a mélyhiités elott semindlis plazmafehérjét adtak.
A felolvasztast kdvetden, valamint a szaporitdanyag 37°C-on torténd

inkubalasa sordn a motilitast és az ¢letképességet értékeltek.

Az els6 kisérletben kontrollként higitott sperma trisz alapt higitoval
higitott sperma, a spermaplazméaval kezelt mintdk eléallitasdhoz egész
¢vben a déli féltekén gyljtott sperma, valamint az alabbi
idészakokban  GOsszevontan, vagy  frakciondlisan  szemindlis
plazmafehérje eldallitasahoz, vagy nyers spermaplazma eldallitdsahoz
gyljtott spermaplazmat hasznaltak. Gytjtés idészakai: januar-marcius,
aprilis-janius, jalius, augusztus, oktober-december. A spermiumok
mozgékonysagara nem volt hatdssal a szezon, vagy a spermaplazma
tipusa (nyers, vagy spermaplazmafehérje koncentrdtum hozzaadasa
tortént). A januartdl szeptemberig 0sszegylijtott nyers spermaplazma
hozzaadas esetén megtigyelhetd volt, hogy a kontrol mintdhoz képest
javult a spermiumok ¢letképessége. A spermaplazma fehérjék
hozziaddsa esetén pedig iddszaktol fliggetleniil a spermiumok
életképességének fokozodasa volt jellemzd, nyers spermaplazma
hozzdaddsa esetén pedig a januartol juliusig  begyljtott
szaporitdbanyagoknal volt tapasztalhaté pozitiv valtozds az

¢letképesség javitasa terén.

A masodik kisérlet soran természetesen kontrol mintat is alkalmaztak,

amely nem keriilt spermaplazmafehérjékkel torténd kiegészitésre. A
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plazmafehérjével kiegészitett mintak esetében javult a spermiumsejtek
motilitdsa, az ¢életképesség, valamint az ¢ép akroszomaju
spermiumsejtek aranya. A két modszer koziil a kozvetleniil az
ejakulatumba keriild spermaplazma fehérjék adnak jobb eredményt az
¢letképesség €s az ép akroszoOmajui spermiumok aranyanak ndvelése

tekintetében.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy javasolhato a kos
ejakulatumanak mélyhiités eldtti nyers spermaplazmaval, vagy
spermaplazma fehérjékkel végzett adalékolasa. A nyers spermaplazma
¢s a spermaplazma fehérje megvédik a spermiumsejteket a mélyhiités-
visszamelegités sordn bekovetkezd karos hatasoktol. A legnagyobb
hatdssal a parzasi iddszakban (6szi fOszezonban) 0Osszegyljtott
spermaplazmabol késziilt szlirés segitségevel kinyert
spermaplazmaprotein (>10kDa SPP) bir, a leghatékonyabb akkor, ha

kozvetleniil a mélyhtitésre szant ejakulatumhoz adjak. (Leahy, 2010)

2.5.3.6. A hidegsokk és a hiitési sebesség mértékének hatiasa a
kosspermiumok kalcium felvételére

Simson ¢és White (1986) szerint a hidegsokk ¢és hiitési sebesség
mérteke befolydsolja a kos spermiumok kalcium felvételét. Gyors
hités altal eléidézett hidegsokk hatasara visszafordithatatlanul
csokkent a kosspermiumok motilitdsa ¢€s respiracidja, illetve

megndvekedett a Ca™ felvétele.
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A hiités homérsékletének 15°C-r61 0°C-ra valdo csokkentésével a
sejtek kalciumszintjének jelentds ndvekedése volt tapasztalhato. Ezt
kovetden a spermiumsejteket 10°C-ra torténd lassu lehiilés kovette,
amely soran csokkent a sperma kalcium tartalma. A sperma Ca’"

felvétele - 79°C-on nem volt olyan nagy, mint 0°C-on.

A spermiumok 50°C-on torténé enyhe hdkezelésének nem volt
kalciumfelvételre gyakorolt szignifikdns hatdsa, azonban a késObbi

hidegsokk ndvelte a sejtek kalcium felvételet.

A sperma alacsony koncentracioban formaldehiddel torténd kezelése
soran jelentdsen csokkent a hidegsokk hatdsira bekovetkezd
kalciumfelvétel fokozodasa. Kiegészitd modszerekkel a spermiumok
mozgékonysdga azonnal csokkenthetd, a respiracio és a kalcium
felvétel ellendrzése mellett hidegen tarolt sperma esetén is nullara

csokkenthetd. (Simson és White, 1986)

Az optimalis kalcium koncentracio  fenntartdsa az  érett
spermiumokban a membran ion csatorndinak €s a plazmamembran
valamint a mitokondrium kolcsonhatasatol fligg. (Simson és mitsai,

1986)

Bradley ¢és mtsai. (1979) szerint a mitokondriumok szerepe, hogy
felhalmozzdk a kalcium ionokat, mivel a plazmamembran
joncstorndin keresztiil keresztiil a Ca®™ a Mg®" és az ATP kifelé
aramlik (Bradley és Forester, 1980; Breitbart és Rubinstein, 1983;
Bretbart és mtsai, 1983, 1984)
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Az emlés spermiumok Ca’" felvételével kapcsolatban kimutattak,
hogy az Un. akroszoma-reakcidban vesz részt. (Babock és mtsai,
1976; Peterson és mtsai.., 1979 ; Green, 1978 ; Peterson és mtsai.,
1978; Jamil ¢s White, 1981; Shams-Borman és Harrison, 1981) A
Ca’™  sziikséges az adenil-ciklaz — aktivalisihoz, illetve a
spermiumsejtek motilitasdnak indukélasahoz. (Morton és mtsai., 1973;

Hyne és Garbers, 1979 a,b)

Ha tul nagy a kiilsé kozeg koncentracidoja az szamos faj
spermiumsejtjeinek esetében csokkenti a spermiumsejtek motilitasat,
feltehetdleg az intracellularis kalcium szint tul magas szintre torténd
emelkedése miatt. (Rosada és mtsai, 1970; Quinn €és mtsai, 1970;
Brokaw ¢és mtsai, 1974; McGrady és mtsai, 1974; Davis és mtsai,

1978).

Ha a kos-, vagy bikaspermat gyors hiitési sebességgel 0°C-ra hiitjiik
visszafordithatatlanul csokkentjiik annak motilitdsat €s metabolikus
aktivitasat, ezen feliil még a plazma membréan ateresztOképessége is
megvaltozik (Blackshaw, 1954a; Mann, 1955; Blackshaw ¢és
Salisbury, 1957; Wales és White, 1959; Quinn és White, 1966; Quinn
¢s mtsai., 1969; Karagiannidis, 1976; Glover ¢s Watson, 1985)

Atomadszorpcids spektrometrias elemzések arra utalnak, hogy ezen a
hidegsokk  valtozasokat a  spermiumok  kalciumtartalméanak

novekedése kiséri. (Quinn €s White, 1966; Karagiannidis, 1976)

Simson és White, (1986) jelen vizsgélatban a hidegsokk ¢és a kalcium

iontoxikacid mérésével foglalkoztak. A vizsgdlatokat radioaktiv
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kalciummal végezték, gy hogy a spermiumok lehiilése kdzben
felvételeket készitettek. A témaban Osszehasonlitd tanulmanyok is
késziiltek a kos spermat enyhe hohatasnak és olyan detergens anyagok

hatasanak tették ki, amely megzavarja a membranok miikodését.

Dott és Foster, 1975 a kosspermat kis koncentraciojia formaldehid
kezelésnek tették ki. Vizsgélataik soran kimutattak, hogy a hidegsokk
csokkenti a bika sperma érzékenységét feltehetden stabilizélja a

plazmamembran allapotat. (Karagiannis, 1976)

Simson és White, 1986 vizsgalata soran a spermiumsejtek Ca’"

felvételét mérték.

2.6. Kossperma tarolasa

2.6.1. A mesterséges termékenyités és sperma tartositas torténeti
attekintése

A mesterséges termékenyités vizsgalatok a 20. szazad elején indultak.
Ivanov 1907-ben, illetve 1912-ben publikdlta a mesterséges
termékenyitési kisérletek eredményeit. Az elsd vilaghdboru utan a
tovabbi intenziv vizsgalatokra Milovanov vezetése alatt kertlt sor. Az
egykori Szovjetunidban az 1930-as évek elején egy juhtenyésztési
program keretében mar nagy mennyiségben hasznaltak frissen higitott
spermat mesterséges termékenyitésre. Ehhez azonban sziikségessé valt
a sperma szallitasa a gylijtés helyszine €és a termékenyités helyszine
kozott. [gy sziikségessé valt, hogy a huzamosabb ideig tarto tarols is

lehetové valjon olyan modszerekkel, amelyek csokkentik, vagy
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leallitjak az anyagcserét és ezaltal hosszabbitjadk meg a szaporitéanyag

termékenyitOképességét.

Maxwell és Salamon, 1993 a kossperma frissen higitott folyékony ¢€s
fagyasztva taroldsa soran alkalmazott modszerekrdl szerzett széles

korli tapasztalatokat feloleld értekezést tettek kozze.

Az elsd feljegyzések szerint Breinstein és Petropavlovsky 1937-ben
sikeresen alkalmaztak 1M-os 9,2%-0s glicerines oldatot nyul,
tengerimalac, kos, bika, vaddiszno, csédor és kacsa spermiumok

tarolasara

Szmirnov 1949-50-ben ¢és 1947-ben illetve 1950-ben vitrifikacid
nélkiil glicerinnel kis kiszerelésben 0,05-0,1 ml mélyhiitott kos, illetve
bika sperméval végzett termékenyitési kisérleteket. 1949-ben 19
anyajuh haromszori termékenyitésben 15 percen at fagyasztott
spermat hasznaltak fel. A termékenyitések eredményeként 7
anyajuhtol 11 barany sziiletett. Az 1951-ben végzett mesterséges
termékenyitések eredményeképpen a kisérlet soran termékenyitett 11
tehént6l 5 borju sziiletett. Bebizonyosodott tehat, hogy a vizsgalatok

soran hasznalt higit6 krioprotektiv tulajdonsagat a glicerin okozta.

Az 1950-es években jelentds kisérlet zajlott a fagyasztva téarolasra
vonatkozoan. Kezdetben a bikasperma mélyhiitéséhez hasznalt
higitoval tortént kossperma mélyhiités eredményei, nem voltak
megfeleloek. Az ezzel az anyaggal végzett termékenyitések csupan
5%-os termékenyitési eredményeket mutattak. 5%-os termékenyitési

eredményeket mutatott. Blackshaw ¢és Emens, 1953, Dauizer, 1956
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kutatasi eredményei nyilvanvalova tették, hogy a bika spermara
alkalmazott mdédszer nem miikddik a kossperma esetében. Az évek
soran rengeteg kutatas zajlott, ezaltal rengeteg informaci6 gyiilt 6ssze
a kossperma mélyhiitésével, taroldsaval kapcsolatban, mind a
kiilonbozd higitok, krioprotektiv anyagok, az eldkészités, feldolgozas,
mélyhfités teriiletén, valamint a mélyhfités soran keletkezett karok és a

kos spermiumok termékenyitd képességére vonatkozdan.

2.6.2. Higitas

A kossperma tartositasara hasznalt higitdé esetében sziikséges a
megfeleld pH, pufferkapacitds, ozmotikus nyomas és spermiumok
védelme a legfontosabb kovetelmények, melyeknek egy higitonak

mindenképpen meg kell felelnie.

2.6.2.1. Laktoz alapu higitok

A laktéz, mint a higitok f6 szénhidrat Osszetevdje, a bika sperma
esetében jol bevalt, ezért alkalmazzdk a kosspermanal. A kezdeti in
vitro vizsgalatokndl, ahol lakt6z alapu higitoszereket alkalmaztak
ellentmondasos eredmények jottek ki €s a termékenyitési tesztek sem
hoztak meggy6zd eredményt. Az ezt kovetd vizsgalatok -ellési
eredményei alacsonyak 29%-os, illetve 40-50% kozepes eredménytiek
voltak a laktozt ¢€s tojassargijat tartalmazd higitdk esetében. A
termékenyitdanyag higitasdhoz lakto6z és tojassargaja alapt analitikai

tisztasagl glicerinnel dusitott és glicerin nélkiili higitokat hasznaltak.
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Diszacharidok koziil laktozt és szacharozt talaltak hatékonynak,
amelyek megfeleld mértékben csokkentik a  kristdlyosodasi
homérsékletet a mélyhltés alatt, mint a monoszacharidok. Ennek
hatékonysagat novelte az EDTA-Na ¢és dietil-amin hozzaadasa.

(Platov, 1988)

Platov (1977) egy komplex poliszacharid, a gumiardbikum és a laktéz
alapu higitok hatasat vizsgalta. A gumiardbikum egy nagy
molekulatomegli komplex poliszacharid. A gumiarabikum hasznalata
azért is eldnyds a higitokban, mert jol toleraljak a spermiumok és

extracellularis krioprotektiv tulajdonsaggal is rendelkezik.

A Platov (1977) altal végzett vizsgélatok a spermat 2 1épésben higitjak
a begylijtés utan el6szor nem glicerinezett laktozt és tojassargajat
tartalmazo higitot, majd Osszekeverés utdn a laktoz-gumiardbikum-
tojassargéja-glicerin, vagy laktoz-tojassargaja-EDTA-Na-dietil-amin-
gumiardbikum-glicerin Osszetételli higitot a higitando szaporitd

anyaghoz.

A tovabbi vizsgalatokban a gyakran alkalmaztdk a Platov ¢és
munkatdrsai (1988) 4altal kidolgozott az orosz Lesnie Poljanir6l
elnevezett  Allattudomanyi  Kutatdintézet  altal  kossperma
feldolgozasra és fagyasztasra ajanlott rendszert. E rendszer szerint a
spermat 2 Iépésben kell higitani els6 1,5-2-szeres higitas
glicerinmentes higitoval, a masodik a 2-szeres higitast alkalmaztak
glicerines kozegben. Az 1. kisérlet soran hasznalt higité mindkét

Iépésben az aldbbi anyagokat tartalmazata: 9%-dextran, 5% EDTA-
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Na, 0,105 — 0,135 % trisz- tojassargaja, 20% antibiotikum, 14%
glicerin. A masodik kisérlet soran hasznalt 1-es higité 12% laktozt,
20% tojasargajat tartalmazott, a masodik lépésben hozzaadott higitd
egy glicerintartalmt higitd, amelynek Gsszetétele: 17% laktoz, 14,5%
gumiardbikum, 6% trisz, 0,6% citrat, 0,27% tojassargdja, 20%
antibiotikum. Az equilibraltatasi id6 1 6ra. Majd 0,2 ml kiszerelésben
granulaltdk széarazjéggel, vagy polimer lemezzel. A termékenységi
vizsgalatok  Osszehasonlitasakor a higito Osszetételének
megvaltoztatasa hatidsara a Platov vizsgalatai soran kapott ellési %

eredmények 26%-rdol 60%-ra valtoztak.(Platov, 1988)

Zeltobjuk és mtsai, (1981) megallapitottdk, hogy 5-6% poliglukin,
illetve a nagy molekulatomegli 10% gliik6z polimereket tartalmazo
tojassargaja alapt higitdé nem ad jobb eredményt, mint a Platov féle
higitdé. Azonban a fagyasztott spermaval vald termékenyités esetében
a laktoz-dextran alapli oldoszerek hasznalata hozott elfogadhato

eredményt.

2.6.2.2. Glicerin, mint krioprotektiv anyag

A glicerin a higitokban leggyakrabban hasznalt védéanyag, amelyet
kossperma mélyhiitésére hasznalnak. A kutatok megallapitottak, hogy
fagyasztott sperma hagyomanyos lassi mélyhiitési modszerek
hasznalata mellett az optimalis glicerin koncentracid 6-8%-o0s
tartomanyban van. A lefagyasztott spermiumsejtek pelletalt formaban
3-4%-o0s glicerin koncentracio mellett élik tul legnagyobb eséllyel a

mélyhiitést.
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Graham ¢és mtsai szerint (1978) a glicerin 6%-nal magasabb
koncentracidban karos a felolvasztas utani tulélés szempontjabol. Az
ezen eljaras soran alkalmazott glicerin koncentracio attol fiigg, hogy a
mélyhiitésre szant szaporitdé anyag bikasperma, vagy kossperma,

ugyanis a kos spermiumsejtjeibe a glicerin konnyebben behatol.

Fahy, 1986 szerint a hozzdadott glicerin mennyisége ¢és a hozzdadas
moddja fligg a hiités fagyasztds sebességétol, a higitd dsszetételétol, a
hozzaadott glicerin mennyiségétdl és a hozzdadds modjatol. A
vizsgalat egyiittes hatasat a glicerin koncentracid (0-8%) ¢és a hiités
sebessége hatdrozzak meg a pelletidlas soran. Ezt kdvetden a szdraz

jégen, folyékony nitrogénben térténd hiités.

Visser ¢és Salamon (1974c) 0-16%-os krioprotektiv anyag
koncentraci6 mellett a 1-100°C/min hiitési sebességgel torténd

mélyhfitést alkalmaztak.

Fisher és Fairful, 1984-ben kimutattdk, hogy a magasabb hiitési
sebesség €s az optimalis glicerin koncentracido csokkentése mutat a
legjobb a felolvasztds utan élésejtszamot. Vizsgalataik soran 4-6%

glicerin koncentraciot és 10-100°C/min hiitési sebességet alkalmaztak.

Voltak azonban olyan kisérletek is, ahol a kutatok, mint példaul
Varnvszkij, Varnavszkaja, (1976), Milovanov ¢és mtsai (1985)
viszonylag kis 2,0-3,5%-0s glicerin koncentracioval dolgoztak. A
glicerintartalma higité az el0készités soran egy-, illetve kétlépéses
moddszerrel adhat6 az ejakulatumhoz a mélyhtitésre torténd elékészités

soran. Kezdetben a glicerintartalmti higitét 29°C-on, majd 5°C-on
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adtdk az ejakulatumhoz a mélyhiitésre torténd el0készités soran. A
vizsgalatok soran egyértelmiien az 5°C-on torténd hozzaadast talaltdk

legalkalmasabbnak.

Francia kutaték Colas és Brice (1975) megallapitottak, hogy a laktoz
€s tojassargdja tartalmu higitobban az INRA glicerol (analitikai
tisztasagl glicerol) hasznilata 6rzi meg legjobban az ejakulatum
termékenyitd képességét. A 4 % glicerin hozzdadasanak, pedig 4 ¢€s
nem 30°C-on kell torténnie. Vizsgalataik soran azt talaltdk, hogy a
kétlépéses higitds soran hozzdadott glicerines rész egy Iépésben
torténd hozzaaddsa legaldbb ugyanolyan, vagy még jobb
eredményeket adott, mint a glicerintartalmu higitd tobb Iépésben

torténd hozzaadasa estén. (Colas €s Brice, 1975)

Salamon (1968), illetve Salamon ¢s Lightfoot (1969) kutatési
eredményeik alapjan arr6l szdmoltak be, hogy az egy 1épésben térténd
higitas soran kapott eredmények is voltak olyan jok, mint a kétlépéses
higitds soran kapott eredmények, de a korabbi higitdsos modszer

hatékonysaga fligg a higitoban hasznalt szénhidrat komponenstol.

Lopatko (1976), valamint Abdelhakeam és mtsai. (1991) vizsgalataik
soran, 26%, 52% ellési % eredményeket kaptak a glicerin nélkiili
higitoval torténé mélyhiitésre torténd elokészitéssel, 3 oraval a
spermavétel utdn torténd 5°C-on 25-30%-0s tojassargdjat, puffert,
illetve 10% maltdzt tartalmazo higitoval végzett higitdst utani
mélyhtitésbol szarmazd szaporitéanyaggal torténd termékenyités

eredményeként. A glicerint mellett szdmos egyéb higité alapanyagaul
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szolgald szert is megvizsgaltak. Krioprotektiv anyagként példaul
dimetil-etilén-glikol (DMSO), albumin, kis molekulatémegl poliolok,
polimer vegyiiletek, feliiletaktiv anyagok, a cukrok magas
koncentracidja, kiilonb6zd tipust kompatibilis oldott anyagok, mint
példaul a prolin, glicin-betain, taurin és fagyallo fehérjék. Azonban
egyik vizsgalt szer sem bizonyult jobbnak, mint a glicerin. (Salamon

¢s Maxwell, 1995)

2.6.2.3. Tojassargaja, mint 6sszetevo

A tojassargéja gyakori alkotorésze a sperma higitoknak, mivel védi a
spermiumokat a mélyhtités és visszamelegités hatasara bekovetkezd
sokk ellen védi a sejtmembranokat. A korai kutatdsok soran 30-50%-
ot hasznaltak, a késObbi vizsgéalatok legtobbjében azonban ennél
alacsonyabb koncentraciot alkalmaztak a higitokban. Az ampullas
fagyasztas soran 3-6%-nyi mennyiséget alkalmaztak, a pelletben
torténd fagyasztasra azonban 15%-0s mennyiség volt az optimalis bar

a hatas fligg a higito 6sszetételétdl is. (Salamon és Lightfoot, 1969)

Abdelhakeam és mtsai (1991) szerint a kossperma glicerin nélkiili
fagyasztasa esetén a tojassargdja 25-30%-os koncentracidra torténd

novelése valik sziikségessé a plazma membran védelme.

2.6.3. A mélyhiités és felolvasztas

A mélyhilités eldtti higitdsra kezdetben a kutatok 11-26-szoros, a

késobbiekben viszont 2-6-szoros higitdsi aranyokat alkalmaztak.
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Mivel a higitét nem igazitottdk a kiilonboz6 mértékii higitas hatasat
nem lehetett meghatdrozni. Manapsag 2-5-sz0rds higitasi ardnyokat
alkalmaznak a mélyhiités sordn és a higitd készitmény korrigalt
mértékét Salamon (1976), Evans és Maxwell (1987) hataroztdk meg.
A higitds utan a sperma hdmérsékletéet 0°C koriili homérsekletre
hiitotték ezzel csokkentve a metabolizmust. A mélyhiités eldtt a cél
egy kiegyensulyozott intra- ¢és extracellularis koncentracio. A
kétlépéses partner bizonyos higitasi partnerhez. Optimalis esetben a
glicerin hozzaadéasa 2-5 °C-on torténik. Azonban, ha a higitas egy
Iépésben torténik, akkor 30°C-on kell végezni. Mindkét modszernél az

equilibraltalas idétartama 1-3 6ra kozott valtozik.

Raffinoztartalmu higitdé esetében 1-2,5 equilibraltatdsi 1d6 az
optimalis. Salamon (1976), Evans és Maxell (1987) egy lépésben és
glicerines tapkozegben torténd higitast és 1,5-2 ora equilbraltatasi idot

javasol.

A hiités mértéke jelentdsen befolydsolja a higitott sperma fagyasztas
utani talélését. Az ampullakban mélyhttétt sperma hiitése lassu
hagyomanyos moddszerrel torténik. Ezt a mddszert ritkdn hasznaljak
PVC minitube ¢€s pellet formdban torténd mélyhiitésre. (Salamon,

2000)

Colas ¢és mtsai (1975) a miiszalmaban torténd mélyhiitést folyékony
nitrogén gézben végezték. A hiités sebességét a nitrogén gdztdl valod

tavolsadggal szabalyoztdk. Ha a miiszalméakat a nitrogéngdz felett
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felfiiggesztve elohiitést végeztek, akkor a nitrogéngdz csokkentette a

taléld spermiumok aranyat. (Colas, 1975)

Visser és Salamon (1974), Fisher és Fairfull (1984) vizsgalataik
eredményeképpen arra  jutottak, hogy a hiitési sebesség
Osszefliggésében van a glicerin koncentracioval. 10-100°C/min hiitési

sebesség esetén a tulélés aranya csokkent.

Rey, 1957 megtigyelései szerint, ha a folyékony spermat kozvetlen
foly¢kony nitrogénbe helyezték, az azt eredményezte, hogy az Gsszes
spermiumsejt elpusztult. Ennek oka, hogy a folyékony nitrogénbe

merités esetén nagyon gyors a mélyhiités sebessége.

Azonban amikor széarazjég feliiletére higitott sperma cseppeket
pipettaztak, vagy fioldba toltott higitott spermat 5-7s-re folyékony
nitrogénbe meritenek ezutan néhany percig folyékony nitrogén gézben
tartottak, végiil folyékony nitrogénben keriilt mélyhtitésre. A kutatok
azt tapasztaltdk, hogy igy a felolvasztds utdn a sperma motilitasa €s
termékenyitési eredményei megfeleloek voltak. (Visser és Salamon,

1974)

2.6.3.1. A mélyhiitott sperma felolvasztasa

A mélyhiités-visszaolvasztasi eljards ¢€s inkubalas fazisa egyarant
fontosak a talélés szempontjabol. A spermiumoknak, amelyek tulélték

a -196°C-ot még mindig meg kell kiizdenie a kiolvasztas soran a

szamara kedvez6tlen hOmérséklettel.
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A hiitési sebesség ¢és felolvasztas egyarant negativ hatast fejtenek ki a
spermiumok tulélésére (Mazur, 1985). A hatas attol fligg, hogy a
hiitési sebesség mar elég, az intracellularis fagyasztashoz, vagy elég
alacsony ahhoz, hogy a sejt kiszaradjon a mélyhtités sordn. Az elébbi
eset a gyors felolvasztas megakadalyozasa érdekében kotelezd, ha
jelen van az atkristdlyosodds a spermiumok belsejében. A
spermiumok gyors iitemben torténd felengedése esetén sziikség van a

egy krioprotektiv anyagra, amely jelen esetben a glicerin.

A korai kutatok kozott nem volt egyetértés az optimalis
visszaolvasztasi hdmérséklet tekintetében. Néhany kutatdé gy latta,
hogy az ampulldkban torténd mélyhiités a bikaknal alkalmazott
modszer alkalmazdsa a jobb megoldas. Ebben az esetben a
visszaolvasztds 40-43°C-on torténik. Mas kutatok a felengedett
ampulldkat jeges -, 2-5°C-os, illetve 6-8°C-os vizben, vagy
szobahdmérsékleten 18-20°C javasoljak. A legtobb kutatasrol szolo
publikicioban a gyorsfagyasztott 37°C-os vizfiirddben felolvasztott
kossperma eredményei szerepelnek. A mélyhiitott kosspermat 38-
42°C-on engedik fel. Egyes kutatok ennél magasabb homérsékleten
torténd felolvasztast javasolnak. Véleményiik szerint a 60-75 °C-on
felolvasztott kossperma eredményei hasonloak voltak a 38-42°C-on
torténd felolvasztas utan kapott motilitasi, akroszoOma integritasi €s
termékenyitési eredményekhez. A pelletben mélyhiitott sperma
felolvasztasa torténhet akdr nedves, vagy szdraz kiolvasztassal is.
Elobbi esetben nem csupan a jelenlét, hanem a készitmény

felolvasztasat az oldat Osszetétele befolyasolta. A spermiumok
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motilitdsa nagyban fligg a higitd Osszetételétdl. A szacharoz-citrat-
tojassargaja dsszetételi higitd inozit-citrat, gliikoz €s fruktdz oldatok a
legjobbak. Visszaolvasztasi hdmérsékletként 37°C javasolhato.

(Salamon és Maxwell, 2000)

Salamon és Visser (1972) szerint nincs 0sszefliggés a mélyhtités eldtti
higitdshoz hasznalt higité Osszetétele €s a szaraz, vagy nedves
visszaolvasztas kozott. A kiilonbozd kutatok altal alkalmazott
visszamelegitési homérseéklet a nedves és szaraz felolvasztds esetén

egyarant a 37°C ¢és 75°C kozotti hdmérséklet.

2.6.3.2. Spermiumsejtek karosodasa a mélyhiités utani
felolvasztast kovetden

Mélyhiités utani visszamelegitést kovetden a spermiumsejtek 40-60%-
a Orzi meg motilitasat, ezen sejtek 20-30%-a, amely biologiai
értelemben (funkciondlisan) is sértetlen marad. Ha a spermium
motilis, de biologiai értelemben sériilt, akkor kétségessé valik, hogy

alkalmas e a petesejt megtermékenyitésére.

Kérdéses, hogy a spermiumok motilitasa €s szerkezeti valtozasai
milyen mértékben érintettek a termékenyitOképesség szempontjabol és
hogy a véltozasok egyidejiileg, vagy a mélyhtités-visszaolvasztas mely

szakaszaiban torténtek.

Strukturalis kar keletkezhet a sejtplazmaban (plazmamembranban), az
akroszOmaban, vagy a mitokondriumban. A mélyhiités soran

elszenvedett strukturdlis kar a kossperma esetében altalaban
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sulyosabb, mint a bikaspermanal. Mind az alacsony, mind a magas
hiitési sebességgel mélyhlitott kossperma jobban megorizte motilitasat
¢s morfologiai integritasat. A spermiumsejt plazmamembranja és
akroszomdja sokkal érzékenyebben, mint a sejtmag és a farokrész
kozépdarabja. A kiils6 membran ¢és az akroszoma sokkal
sériilékenyebbek, mint a sejt belsd membranrendszere. Megfigyeltek,
hogy a mitokondrium kérosodott a mélyhiités-felolvasztas soran,
azonban a farokrészban nem mutatkozott jelentds valtozas. (Salamon

¢s Maxwell, 2000)

A mélyhiités soran elszenvedett strukturdlis karosodast biokémiai
valtozasok (karosodasok) is kisérik. A valtozasok soran a glutamin,
oxalecetsav, transzamilaz, valamint lipoprotein, aminosav veszteség
kovetkezik be a sejtekben, csokken a foszfatdz aktivitas, illetve a
koleszterin, amely noveli a natrium és kalium tartalom csokkenését,
inaktivalja a hialuroniddz és akrozin enzimeket, a sejt elvesziti
prosztaglandin tartalmat, csokken az ATP és ADP szintézis, valamint

az akroszoma proteolitikus aktivitasa. (Salamon és Maxwell, 1995b)

A valtozasok kozott emlitendd, hogy a mélyhiités soran a DNS
denaturacidja is el6fordulhat, ami a kromatin szerkezetének
valtozasdban nyilvanul meg. Ezt a fajtavaltozast bika, vaddisznd,
macska, ember, valamint kos spermiumok esetében is észlelték.

(Maxwell, 1999)

A fentiekben emlitett mélyhtités hatdsara bekovetkezd strukturalis,

illetve biokémiai valtozasok a spermiumok ndéi nemi utakban
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spermiumtranszport sordn vald tulélési ardny csokkenéséért, a
funkcionalis mukodési zavarokért, valamint termékenyitd képesség

csokkenéséért feleldsek. (Salamon és Maxwell, 2000)

2.6.3.3. Mélyhiités és visszaolvasztas kovetkeztében bekovetkezo
motilitas csokkenés

A spermiumok életképességét és termékenyitOképességét a ndi nemi
utakban szamos kutatd vizsgalta. Az altaluk kapott eredmények és
megfigyelések széleskorli attekintését, Osszegzését és ertekelését
Salamon ¢és Maxwell (1995b) végezte el. Kozos munkdjuk
eredményeképpen megallapitottak, hogy a mélyhtités utan
felmelegitett spermiumsejtek esetében csokkent az életképesség. Az
anyajuhok genitalis traktusdba jutva ugyanis nincs megfeleld
motilitasuk, amely cervikalis termékenyités esetén a termékenyitési
eredmények jelentds csokkenéséhez vezet. Cervikalis termékenyités
esetén ugyanis a mélyhttés utdn visszaolvasztott spermiumok
pusztuldsa nagyobb aranyli, mint a friss spermiumok esetében.

(Maxwell és Gillian, 1999)

Amikor azonban a mélyhiités utan felolvasztott spermiumokat
kozvetleniil a méhszarvakba, vagy a petevezetobe helyezik, akkor akar
85-95%-0s termékenyitési eredményeket is elérhetnek, ez azt mutatja,
hogy a biologiailag ¢ép spermiumok megbrzik termékenyitd
képességiiket a mélyhiités-felolvasztas soran. (Salamon ¢s Maxwell,

2000)
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2.7. Mesterséges termékenyités

Halbert és mtsai (1990) leirtdk a kiils0 méhszdj felépitését, négy
tipusba sorolva az el6fordulo formakat. Az Aaltaluk elvégzett
csoportositas alapjan kacsacsOr, vitorla, rozetta és spirdlis felépités
kiilonboztethetd meg, amelyek koziil vitorla és rozetta tipus fordul eld
leggyakrabban. Az emlitett szerzOk az alabbi fajtdk egyedeit
vizsgaltak, kis szdmban cheviot, suffolk keresztezett, leichester, clun

forest €s hampshire keresztezett egyedeket tanulmanyoztak.

Késdbbi tanulmanyokban Kershaw és mtsai (2005) a kiils6 méhszaj
alakulasa szempontjabdl 6t tipust hataroztak meg: rés, papilla,
kacsacsor, vitorla, rozetta. Iddsebb anyajuhok esetében a rozetta tipus,

mig jerkékben a papilla volt a leggyakoribb.

Szabados ¢s mtsai 2005, illetve Gergatz (2007) véleménye szerint a
eredmények kozott pozitiv  korrelacido figyelheté meg. Ennek
kovetkeztében a nyakcsatorna és a kiils6 méhszaj felépitésének
tanulmanyozéasa segitséget jelenthet a fogamzasi eredmények
javitasdban, bar a kiils6 méhsz4; alakja nem determinalja
egyértelmiien egy anyajuh mesterséges termékenyitésre valo

alkalmassagat. (Veksler-Hess és Cisale, 1992).

Szabados és mtsai. (2008) szerint eredményes inszemindlasok utan, az
ellések szama €s a méhszaj tipus kozott, a kacsacsér forma esetén

negativ (r=0,883) a rozetta tipusban szoros pozitiv (r=0,899), mig a
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vitorla (r=0,109) és a spirdlis (r=0,374) felépités esetén laza, nem
szignifikans dsszefliggések voltak. A katéter penetracioja és a méhszaj
tipus kozotti 0sszefliggés vizsgalat szerint, a tobbszor ellett anydkban
(r=0,608, P<0,01) a rozetta €s vitorla tipus esetén nagyobb mértéki
penetraciot lehet elérni, mint a kacsacsOr és a spiralis felépités
esetében. A kacsacsoOr ¢€s spirdlis, illetve a rozetta és vitorlaformak
kozott nem mutathatd ki kiilonbség. Az egyszer ellett egyedekben
elérhetd penetraciok szintén nem kiilonboznek a kiils6 méhszaj
felépitése alapjan. Mivel a spermadeponacio helye és a vemhesiilési
eredmények kozott pozitiv korrelacid van, a kapott eredmények
jelezhetik az egyes egyedek termékenyitésének varhato sikerességét (a
penetracid mértékét) a vizsgalatokban alkalmazott katéterrel. Le kell
sz0gezni azonban, hogy egy anyajuh mesterséges termékenyitésére
valé alkalmassagat a kiils0 méhszd) felépitése Onmagiaban nem

hatarozza meg. (Szabados, 2008)

2.8. Kossperma mindség vizsgalatanak eredményei a nemzetkozi
szakirodalomban

2.8.1. Frissen vett és inkubalt termékenyité anyaggal végzett
termékenyitések eredményei

Mivel vizsgalatainkban a mélyhtitétt kossperma mindségét vizsgaltuk
néhdny hasonld témakorrel foglalkozo kutatok, koztiik Gillan és mtsai
(1997)  mélyhitott  kosspermaval — torténd  termékenyitésnek
eredményeit is be kell mutatnunk. Az alabbiakbdl lathat6, hogy
vizsgélataik soran mélyhiitétt, illetve inkubalt szaporitdé anyaggal

egyarant végeztek termékenyitéseket. Vizsgalataik soran 18 -, illetve
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50 napos non-return indexet hataroztak meg. gy azonban nem lehet

kizarni az anyai hatést, kiilonosen a 18 napos non-return index adatai

bizonytalanok.
Gillian és mtsai. (1997 ) szeirnt
Frissen vett higitott inkubalt
inkubalasi homeérseklet, idotartam frissen vett 37-C, 6h
18. napig nem ivarzott vissza (%) 8942 76,24
50_ napig nem ivarzott vissza (%) 68,27 6535
Melyhitstt visszamelegitett inkubalt
mlubalas idotartama frissen visszaolvasziott 37-C, 6h
18. napig nem ivarzott vissza (%) 77.57 7143
50. napig nem ivarzott vissza (%) 69.16 51,02

12. tablazat: Frissen vett higitott és mélyhiitott kossperma
termékenyito képességenek vizsgalata 6 Oran keresztiil 37°C-on

inkubadlt kossperma esetén Gillian és munkatarsai (1997) szerint

2.8.2. Kapacitacioszeru elvaltozason-, akroszoma reakcion atesett
sejtek aranyanak meghatarozasa inkubacio és mélyhiités utan

Gillan a CTC fluoreszcens festési eljarassal 1s vizsgalta a mélyhttott
kossperma kapacitacioszerli elvaltozason ¢és akroszéma-reakcion
atesett sejtjeinek aranyat, azonban az alabbiakban lathatd, hogy

adatsoraik nem teljesek.
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Gillian és munkatarsai (1997) szerint:
. . 6 h-ig
. Friss higitott sperma, 37 C-on, | Mélyhitstt-visszamelegitett,
Kategoriak i .. ; 37° C-on
inkubadlas nélkiil 6h-ig inkubalt inkubadlas nélkiil
8 £ 8 inkubalt
Ep membrénnal rendelkezd "F" 61,30% 5% 6.70% 0.50%
I'{a.pamta?loszerl:l valtozasokon na 5405 65.90% 35.20%
atesett sejtek ardnya "B"
Alkroszoma-reakcion atesett
.a 41% 25,90% 64.20%
sejtek ardnya "AR" na ’ il e
g B LA : -79+C-on pelletizal: 51.4%
Termékenyitd ki :
EHCREIYIO Kepessee ~140-C-on pelletizdlt: 52,1%

13. tablazat: Sejtmembran- és akroszoma dllapotanak vizsgalata
frissen vett-higitott és mélyhiitott-visszamelegitett, majd mindezek utan
37°C-on 6 oran at inkubdlt kosspermaban Gillian és mtsai. (1997)

szerint.

A szakirodalomban fellelhetd még, hogy Goémez és munkatarsai
(1997) is foglalkoztak az akroszoma-reakcion atesett sejtek aranyanak
vizsgalataval. Kiilonb6zé hdmérsékleteken 30 °C, illetve 39°C
inkubaltak 1-19 6raig a frissen vett higitott, illetve mélyhtités utan
visszamelegitett kossperma mintdkat. Vizsgalataik soran az
akroszOma-reakcion atesett sejtek aranyat hatdroztdk meg a kosok
testhdmérsékletén (39°C), illetve annal valamivel alacsonyabb

hémérsékleten (30°C) inkubalt mintdk esetében.
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Gomez munkatarsai (1997) szerint:
Kategoriak F loubdh
egoria rissen vett higitott
€ higi 30-C 39-C
Alcroszoma-reakcion atesett sejtek inkubilds elott 0.5h| 1h [4h/19h/0.5h|1h/4h]| 19k
aranva "AR" (%) 16 28 | 22 | 36| 48 |34.5|39| 41|57.5
Kategoriak Meélyhy el olabdht
egorid clyhitott-visszamelegitett
© & & 30-C 39:C
Akroszoma-reakcion atesett sejtek inkubalas elott 05h| 1h [4h|19h|05h|{1hj4h| 19k
ardnya "AR” (%) 33 64 |53.5]46| 51 |54.5|60| 61]64.5

14. tablazat: Akroszoma-reakcion dtesett spermiumsejtek ardanyanak
vizsgalata frissen vett és higitott, mélyhiitott-visszamelegitett
kiilonbozo homérsékleteken és ideig inkubalt kosspermaban Gomez és

mtsai (1997) szerint.

2.8.3. Mélyhiitott szaporitéanyag eléallitasanak modszerei és
cervikouterinalis termékenyitéssel torténo felhasznalas
eredményei

Salamon és Maxwell 1997-ben irt két cikkében szdmos kutato
kossperma mélyhiitési €s termékenyitési eredményeit foglalta Ossze.
Az alabbi tablazatban ebbdl ragadtam ki a disszertdciomhoz sziikséges
elvégzett kisérletek soran alkalmazott modszerekhez hasonl6 higitasi-,
mélyhfitési technologidkat és a hozzajuk tartozd termékenyitési
eredményeket. Az alabbi tablazatban fetiintetett szerzOk kossperma
mélyhtitési kisérleteik soran egyarant laktdéz és tojassargaja alapu
higitoét hasznaltak. Ehhez majdnem minden esetben, kisebb-nagyobb

aranyban krioprotektiv anyagként glicerint, illetve analitikai tisztasagu
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glicerint adtak. Az elokészités soran nem mindegy azonban a higitas
aranya ¢s az, hogy a glicerinnel torténd higitas egy-, illetve két-, vagy

akar tobb 1épésben torténik e, illetve hany °C-on keriil hozzdadasra.

A szerz6k kozott eléfordulnak még olyanok is nevezetesen Colas és
Guérin (1981), akik a mélyhlités utani visszaolvasztast kovetden
centrifugalast és folozott tejjel torténd Ujrahigitast, majd ezt kovetden
ismételt miiszalmadba toltést javasolnak. A fenti procedira utan a
szaporitdanyagot termékenyités elott 2-6 oran keresztiil 15°C-on
taroltdk. Eredménytil azt kaptak, hogy a centrifugalt, majd Gjra higitott
kossperma jobb eredményeket mutatott, mint a kontrol minta. A
termékenyitési eredmények fliggenek a spermavétel és termékenyités
idejétdl is. Ez utobbi fdleg természetes ivarzasban torténd
termékenyités esetén meghatdrozd tényezd. A termékenyitd anyag

o

kezelésén tul a termékenyités modja, a természetes 1varzdsban torténd,

illetve prosztaglandin, PMSG, valamint FGA kezelés mellett torténd

termékenyités eredményességébe mar az anyai hatas is beleszol.

A termékenyitési  kisérletek sordan nem elég ugyanis a
termékenyitdanyag mindségének vizsgalata. Az ellési %-ba és a non-
return indexbe mar az anyai hatéas is belesz6l. A két mutatd koziil
természetesen az ellési % a megbizhatobb, mivel a non-return indexet
torzithatjadk a cikluszavaros, nem iddben visszaivarzé anydk és a

vetélések.

Természetesen a valodi termékenyitések mellett a Volkov (1968) altal

végzett in vitro kisérletek is megjelennek. Ezek eredményei még a

79



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2016.001

non-return indexnél is rosszabb hatasfokuak. Ez azonban az anyai
hatast zarja ki elsdsorban, mert ez esetben a beagyazodas, illetve az 5

hénapos vemhesség teljes mértékben kimarad a vizsgalati

eredményekbdl.
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15. tablazat: Mélyhiitétt szaporitoanyag eloallitas szakirodalomban

elofordulo modszerei és a termékenyito anyaggal végzetttermékenyités

eredményei (Salamon és Maxwell, 1997/a)

Motilis
spermiumok " inil
szima sz |\Inszemind| ", | Fertilitisi %
] igi élvhité inszeminilasko k i vé jegvzé
Szerzd e Higito Meélvhirés madszere ¢ ln.solx jerkékfany V(.bnrnl‘l?ozns. Egyéb megjegyvzés
r (X10%, vagy | szima o | visszaivarzas)
e ajubok
miotilis sejtek
aranya 1 ml-ben
o 7 Pellatbe NS 3 20
Pheltobints (1969 Pelletban = ! *
4 etben 02 -2 43 2
4 02 -2 60 2
4 02 2 59 12
3 190 2 30 60 Ellési %
-~ na. Pellstben 70-80 2 340 2
a
3 -zalmaban 180 2 33 203
3 :zalmiban 120 2 39 48
3 zalmaban 190 2 a2
3 zalmaban 190 2 93
37 zalmahan 2 283 46
na zalmaban 180 2 i3 203
na zalmaban 180 2 130 432
fn.a. 180 2 82 3
Colas (1
na 180 2 76 384
fn.a. 180 2 40 322
fn.a. 180 2 33 263
34 Laktoz-tojds NS 243 60 23
34 Laktoz-1o Pelletben N§ 243 40 22
34 Pelletben N§ 02 304
3 Pellstben 735 493
. ot NS g 114 kaptak szdjazsirt 2
takarminyban
na NS g 81 A kaptak szdjazsirta
takarminyban
e aptak sziazs
na NS s 30 333 - keptak széjazsirta
: takarminyban
34 3 20 3g Az gjakulitum tisztitva volt 2 higitds

elgitt
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Mortilis
spermiumok .
. . |Inszeminal e
Higitis szama az  |Inszemina t Fertilitisi %
Szerzo . Higité Mélyhités modszere | inszeminalasko la.sok ATy Ebarnl\lrozas. Egréb megjegyzés
szama ) visszaivarzas)
L ajubok
motilis sejtek
arinya I ml-ben
b 180 2 23 33
5 180 2 3 26 b §
(4% gliczrinkoncsntricio)
5 180 2 o1 34 isi arany 900x10°ml™
] 180 2 101 23
] 180 2 91
Colas (19752) 3 180 2 7 357
j Muszalmdban 180 2 34 733
) Niszalmaban 180 2 45 422
3 180 2 60 68.3
5 180 2 94 75
) Niszalmaban 180 2 131 20,6
j 180 2
h) 180 2 143 392
Celas
) Niszalmaban 180 2 108 53,7
] 180 2 99
b 180 2 7
180 2 43 422 en térténd higitds
200e10°
20010
sperma ml 180 2 33 733 Srtnd higitds
180 2 5 333 2 lépéshen tarténs higitis
na Pellet NS 152 30 napos non-retum index
] 800 2 4
Platov (1977 4 Pellst 02 na na na
s Higitds 2 st alk: '3
| \Miszatmiban 45009 2 7 56 smindlest allalmaztsl
900x10' inkronizilis utin
:La}:tcz-tcja drgija -+ e - njra higitottdk,
INE. i T milezalmaba t6ltd
szalmaban 800 113 442 Kontroll minta centrifugalds nélkisl
atsal. Pelletben 90-120 008 50,7 Uzemild
Boronchuk| . N
na na na 09 244
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2.8.4. Mélyhiitott szaporitéanyag eléallitasanak modszerei és
méhszarvakba torténé mesterséges termékenyitéshez torténé
felhasznalas soran kapott termékenyités eredményei

Salamon és Maxwell egy 1997-ben publikalt 6sszefoglaldé tudomanyos
munkajanak masodik részében kiemelten foglalkozik a sebészeti, vagy
félsebészeti titon méhszarvakba torténd mesterséges termékenyitéshez
felhasznalhat6 mélyhiitott kossperma eldkészitésével, mélyhiitésével,
termékenyités  elotti  kezelésével, illetve a  szaporitdanyag

adagolasaval.

Mindezen paraméterek hatékonysagat a termékenyitési eredményeken
keresztiil értékelik a szerzék. Az emlitett szerzOk koziil a cikk
Maxwell munkéssadgaval foglalkozik a legrészletesebben. Maxwell
jelen tudomanyos munkdjdban az inszemindlds utani vemhesiilést,
illetve az ellési %-ot vizsgalta a mélyhuitott spermaval sebészeti,
illetve  félsebészeti eljarassal torténd méhszarvakba végzett

termékenyités esetében.

Az eredmények értékelésekor el kell azonban kiiloniteni a
termékenyiilt allatok-, illetve a ténylegesen ellett 4llatok aranyat, azaz
az ellési %-ot. Hozza kell azonban azt is tenni, hogy ez esetben mar az

anyai hatas is er6sen kozrejatszik.

Az alabbiakban (16. tdblazatban) szerpeld0 Maxwell és munkatarsai

altal kapott termékenyitési eredmények szerepelnek.

83



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2016.001

. Termékenyitési eredmények: A termékenyitési
eredményekre jellemzd, hogy akar 70% feletti eredmények is
elérhetéek. Ez lenne az optimalis, annak érdekében, hogy az ellési %
is megfeleld legyen.

o Ellési %: Az ellési % értékei altaldban alacsonyabbak az
elfogadhatd értékek 55-60%-0s eredmények voltak. Azonban
el6fordulnak kimagasldo 60, s6t 70% feletti eredmények is. A
legmagasabb érték, még a termékenyitési eredmények 76%-0s
eredményénél is magasabb 76,8%.

Quintana Casares ¢s munkatarsai (1990) 50 napos NR indexet
vizsgaltak, melynek soran  40,5-58,1%-0s termékenyitési

eredményeket kaptak.

Findlater és mtsai (1991) az ejakulatum kiilonb6z0 higitdsi aranyaival
(2-4-szeres higitds), illetve a termékenyitd anyag kiilonb6z0
adagokban torténd hasznalataval (40-160ul) kisérleteztek. Arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a nagyobb inszeminaldé adag, kisebb
higitas 0Osszességében jobb eredményeket ad, mivel nagyobb a
termékenyités sordn  hasznalt motilis spermiumok  szama.
Kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy a spermaadag modositasaval

(novelésvel) novekszik a termékenyités hatékonysaga.

Jabbour és Avans (1991) a termékenyitési arannyal foglalkoztak
szuperovulaltatott allatok esetében. Eredményeik nagy szorast

mutatnak 26,1% - 98,2%.
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16. tablazat:  Mélyhiitott  szaporitoanyag méhszarvakba torténo
termékenyitésre eloallitott szaporito anyag és azzal végzett

termékenyités eredményei (Salamon és Maxwell, 1997/b)

Motilis
i k
:::::I:::;y Inszeminélt | Fertilitasi %
Szerzo Higito | Higitss aranya | Mélyhiités modszere |, "8 200V | jerkéklanya- | (barényozas, Eqyéb megjegyzés
a2 méhszarvba | 1uhok visszaivarzés)
Keriil (X10%)
Tris-glikoz-
Maxwell (1984) | tojassérgéia- 3 pelletben 40 837 50,7 Atermékenyitéseket 17 Kiilonbézs nyjban végezték.
glicerin
] Tris-gliikoz-
Maxwell és Buttler | /. cargsja- 3 Pelletben 40 365 529 Vemhesiilés és elési %
(1984)
glicerin
61 88259
Maxwell és msai, | T-dlikoz 56 17,6-54,4 Anyajuhok termékenyitésre alkalmas petesejtekkel (2-3 nap)
ok | oisssargéa 3 Pelletben 4 Avemhes anyajuhok 100 nappal a temékenyités utan vaghidra
glcerin 59 50,0-68,0 Keriltek.
60 54,376,0
il 317 AP spomava Az 6sszes termékenyitett
. Tris-gliikéz- 39 615 Ponygy; anyajuhra esb ellési% adat a
Eppleston és Roberts [ "> 91Uk 46 37 :
1o6) tojéssargaja- 3 Pelletben 50 48 3L legkisebb négyzetek
glcerin ron dsszegében értenddikerdit
40 525 spongya megadasra.
56 625
. Tris-glikoz- 50 54
Maxwell és Bames | 1 argaja- 3 Pelletben 20 Az ivarzas szinkronizalas vaginalis spongyaval tortént.
(1986) ; 50 60
glcerin
7 714
41 70.7*
Tris-gliikéz- 111 459" . N
anyajuhok ardnya (%
Maxwell (1986a) tojassargaja- 3 Pelletben 20 18 722" 4 slasonkent elett hyil 4 n/y o
praia 07 - nszeminalésonkent ellett anyajuhok aranya (%)
6 333"
115 574"
61 393
05 75 293"
5 164 25
10 85 388" *Az inszeminalt allatokra vetitett ellési %.
Tris-glikéz- 20 9% 5317
Maxwell (1986b) | tojéssérgaja- 3 Pelletben 25 87 56,3
glicerin 50 103 62,1
75 449 Inszeminalas csak az egyik méhszarvba.
20
69 768° Inszeminalas mindkét méhszarvba.
233 37 405
. .| Tris-glikez 5
Quintana Casares s | . csrsip. | 200-40010° iszalma 395 63 524 50 napos non-retum index.
munkatarsai (1990) glcerin spermium mi” 586 77 57.1
774 68 574
1045 31 56,1
104 44 52 A sperma higitasa 4-szeres, inszeminalé adag 80yl
208 m 53 A sperma higitasa 2-szeres, inszeminalo adag 80!
26 44 56 A sperma higitasa 3-szoros, inszeminalé adag 80yl
Findlater és mtsai | "o 9IUkéz 832 44 67 A sperma higitasa3-szoros, inszemindlo adag 160yl
(1991) tojassargaja- 3 Pelletben
glicerin 2 54
522 dsszesen 929 59
1044 61
ue = = A odosit névekszik a
e 2 o hatékonysaga (Adagols 40-160u)
522 57
522 dsszesen 999 55
522 58
Tris-glikoz-
£ 6 46,1
E N ,
"abb°(‘:'9:i) Vans | tojassrgdla 3 pelletben 50 ékenyitési arany a éltatott llatok esetében
gloerin 9 %2 |
10 26,1
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3. ANYAG ES MODSZER

A Pharmagene-Farm Kft-nél 2007-2009 kozotti idészakban végzett
vizsgalatok soran a tavaszi és 6szi kossperma mennyiségét, mindségét,
illetve 2-4°C-os hiitésre, illetve mélyhiitésre vald alkalmassagat
vizsgaltam hét lacaune kos és egy bakkecske bevonasaval. A
vizsgéalatok sordn a kosok frissen vett spermamennyiségének,
¢losejtszamanak, illetve a mélyhtitott €s visszamelegitett sperma
¢losejtszamanak, valamint a kapacitacidszerli membranvaltozason €s
akroszOma-reakcion atesett spermiumsejtek ardnyanak meghatarozasa
tortént. A mélyhtités egyes fazisaiban a kiilonb6zd 0Osszetételi
dekapacitald oldatok hatékonysaganak meghatarozéasa €losejtszam %
meghatarozassal, valamint a kapacitacioszerli elvaltozason, illetve az
¢p membrannal rendelkezd sejtek ardnyanak  valtozéasanak

vizsgalataval, valamint inkubacios kisérletekkel tortént.
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3.1. Vizsgalatba bevont allatok

3.1.1. Kosok
o 299

. 4012
° 4045
o 4056
o 4245
. 23144
o 23386

3.1.2. Bakkecske

o Jimmy 001

3.2.Vizsgalatok

3.2.1. 2-4 °C-on hiitott kossperma hiités soran torténd €losejtszam %
valtozasainak membran- és akroszoma elvaltozasainak, illetve
termékenyitd képességének vizsgalata 2007. év dszi adatok alapjan

3.2.2. Kossperma  fazisvizsgdlata  (membran- ¢és  akroszdéma
elvaltozasainak  vizsgalata az  elOkészités, mélyhtités és

visszamelegités soran 2008. évi tavaszi adatok alapjan
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3.2.3. Evszakhatas vizsgalata a mélyhiitésre valo alkalmassag
tekintetében 2008. tavaszi €s 2008. 6szi adatok alapjan

3.2.4. Dekapacitacios faktorokat tartalmazo visszamelegitd oldatok
hatdsa az ¢ldsejtszam %-ra és a dekapacitaciora, valamint hékimeritd

probak soran torténd alkalmazas 2009. évi adatok alapjan

3.3.Vizsgalatok médszere

3.3.1. Fénymikroszkopos vizsgalat

A vizsgalatok sordn elsd lépésként fénymikroszkdp segitségével a
friss ejakulatum tomegmozgasat SM -4 M -3 M- 2 M — 1 M jelzéssel

osztalyozzuk.

Az ejakulatum stirtiségét ugyancsak kis nagyitassal biraljuk, 5 S -4 S

-3 S -2 S -1 S jelzéssel osztalyozzuk.

Az egyes ejakulatumok tdmegmozgasanak ¢és stirliségének biralata igy
O0sszbenyomas alapjan kb. 6-10 masodperc id6t vesz igénybe.

(Gergatz, 2007)

Strtiség fénymikroszkopos meghatarozdsa ¢és az  ejakulatum

mennyiségének meghatarozasa utan a higitas kovetkezik.

Majd a visszaolvasztas utani él0sejtszam meghatéarozas.
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1. kép: Fénymikroszkop 2. kép: Vizfiirdo

A mélyhiités elokészitése soran, illetve kiilonbozd 0Osszetételi
oldatokban torténd visszamelegités sordn torténd fluoreszcens festési
eljarassal torténd ¢ép membrannal rendelkezd, kapacitacidszerli
elvaltozason, illetve akroszoma-reakcion datesett sejtek ardnyanak
meghatarozasat végeztem fluoreszcens fényforrassal felszerelt
Olympus BHS mikroszkoppal és Hamupipdke nevill sejtszamlalo
program segitségével. (A modszer részletes leirasat 1d. 3.3.3

fejezetben.)

3.3.2. Mélyhiitésre valo elokészités menete

3.3.2.1. Higitas két 1épésben

-1. higit6: laktoz- tojassargaja

-1, higito:  laktoz-tojassargdja-glicerin (5 °C-on hozzaadva,

szakaszosan adagolva)
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3.3.2.2.Hiités, elokészités fazisai

- Testhomérsékleten higitas I-es higitoval
-20 °C-ra hiités 1 6ra alatt

-5 oC-ra hités 1,5 ora alatt

-I1-es higit6 hozzaadasa

-Equilibraltatas (1-2 6ra)

3. kép: 2-4°C-ra torténo hiités

-Pelletalas szarazjégen

4. kép: Szarazjég a feliiletébe vajt mélyedésekkel
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-Folyékony N»-be helyezés

5. kép: Folyékony N>-t tartalmazo tartaly

3.3.2.3. Hiitési sebesség

8. abra: Hiitési sebesség valtozasa a mélyhiitésre valo elokészités

sordn
Szakaszos hités diagrammija
Hitési sebasség ("C/min)
* 810317 °C/min
0,178 *Ci/min .
;N\_‘ 0 °C/min 4
4 v
% - 82 °C/min _
3
--7E
T e
2
148
158 . . . . =10
o 50 100 150 200 250 300
Id& [min}
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A fentiek alapjan megallapithato, hogy az atlagos hiitési sebesség: kb.

1 °C/min kortili.

3.3.2.4. Mélyhiités utani visszamelegités 3 féle oldatban
. PBS oldatban

. PBS + spermaplazma (dekapacitald faktorokat tartalmaz)
. PBS + vérsavoé (dekapacitalod faktorokat tartalmaz)
A vérsavok specikius vizszgalata az alabbi oldatokban tortént:

Kontrol visszamelegité oldat: PBS (foszfat puffer oldat)

1. visszamelegito oldat (dekapacital6 faktorokat tartalmaz):
PBS (fosztfat puffer oldat) + kossperma plazma

2. visszamelegit6 oldat (dekapacitalé faktorokat tartalmaz):
PBS (foszfat puffer oldat) + anyajuhtdl szarmaz6 vérsavo
(fulszam: 8181)

3. visszamelegit6 oldat (dekapacitalé faktorokat tartalmaz):
PBS (foszfat puffer oldat) + anyajuhtdl szarmaz6 vérsavo
(fulszam: 8211)

4. visszamelegit6 oldat (dekapacitalé faktorokat tartalmaz):
PBS (foszfat puffer oldat) + kostdl szarmazo vérsavo (flilszam: 4245)
5. visszamelegité oldat (dekapacitalo faktorokat tartalmaz):

PBS (foszfat puffer oldat) + kostdl szarmazo vérsavo (fiilszam: 4056)
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6. visszamelegité oldat (dekapacitalo faktorokat tartalmaz):

PBS (foszfat puffer oldat) + kostdl szarmazo vérsavo (fiilszam: 4012)

3.3.3. Kapacitacioszerii elvaltozason és akroszoma-reakcion
atesett sejtek aranyanak meghatarozasa CTC fluorescens festési
eljarassal

Az elvégzett vizsgalatok sordn a spermiumsejtek akroszoma
reakciojanak €s kapacitacioszerli elvaltozdsanak meghatarozasara a
Gillian és munkatarsai (1997) éltal publikalt CTC fuorescens festési

eljarast alkalmaztam, amely a kovetkezd:

A CTC festési eljarashoz sziikséges festéket frissen kell el6késziteni.
A festéshez hasznalt oldat 750 pmol CTC-HCI-t tartalmazott. Az oldat
keészitéséhaz pufferként Trist, NaCl-t és alfa-ciszteint is sziikséges
adagolni. A szlréshez 0,2 plm-es szlird (filtert) haszndltam. A oldat

pH-jat 7,8-ra allitottam be. Az oldatot tarolasa 4°C-on tortént.

A festés soran szobahdmérsékleten 45ul higitott spermamintat fénytdl
védett kiivettdba helyeztem, majd ugyanannyi térfogatt CTC-HCI
(klor-tetraciklin-hidroklorid) festd oldatot adtam hozza. Ezutan 30 s

alatt tokéletesen Osszeraztam. Végiil 10ul guaraldehidet adtam hozza.

Az igy elkészitett oldatbol 10ul tiszta mikroszkop targylemezre
helyeztem, majd 10pul glicerinben oldott és foszfat pufterrrel adalékolt
1,4-diazabiciclo (2.2.2) oktant adtam hozz4 annak érdekében, hogy
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megvédje a fény kéaros hatasatol. Végiil fedélemezeket helyeztem a
mintara. A felesleges folyadékot a targylemez és a feddlemez
0sszenyomasaval tavolitottam el. Végiil a fed6lemez sz¢€lét szintelen
koromlakkal lelakkoztam. Az elkészitett oldatb6l az Osszes
targylemezen 3 cseppet helyeztem el. A mintak biradlata soran 4
targylemezt  vizsgéaltam..  Targylemezenként  Gsszesen 200
spermiumsejtet soroltam a harom festddési kategoria (ép membrannak
rendelekz0, kapacitacion atesett, akroszoma-reakcion  atesett)
valamelyikébe. A vizsgéalatot 100-szoros nagyitassal fluoreszcens

fényforrassal ellatott Olympus BHS mikroszkop alatt végeztem.

A biralat soran a spermiumsejteket 3 kategdridba soroltak:

o ,E . azonos fej fluoreszkalds, amely a nem kapacitalt, sértetlen
akroszomaju spermiumsejtekre jellemz6. (Ep membrannak rendelkezd
sejtekre jellemzd.)

o ,B”: halvanyan fluoreszkald fej €s a rendhagyd savos mintazat
a kapacitacioszerii valtozason atesett sejtekre jellemzo.

° ,,AR”: fluoreszkald akroszoéma az akroszoma-reakcion atesett

spermiumsejtekre jellemzo.

A spermiumsejt kozépsé része barmely kategdridban megtartja

fényesen fluoreszkalo (vilagitod) képességét.
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A CTC fluoreszcens festési eljaras segitségével az alabbiakban lathatd

harom kategoria kiilonitheto el:

6. kép: Ep membrannal rendelkezd spermiumsejtek ,, F”

7. kép: Kapacitacioszerii elvaltozason dtesett spermiumsejtek ,,B”

8. kép: Akroszoma-reakcion dtesett spermiumsejtek ,,AR”
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3.3.3.1. M¢élyhiités soran-, valamint a néi nemi utakban
bekovetkezo valtozasok

M¢élyhiités hatasara a spermiumok egy része atesik a kapacitacidoszrerti
elvaltozason €s az akroszoma-reakcion, amelynek id6 eldtti (a ndivara
allatok 1varttjaiba keriilése elotti) elvaltozdsa kedvezOtlen hatast
gyakorol azok termékenyitd képességére. A kapacitacidszerli reakcid
egy a visszaolvasztas soran dekapacitald faktorokkal visszafordithatod
folyamat, az akroszoma-reakci®6 viszont visszafordithatatlan.
Természetesen a két folyamat -elengedhetetleniil sziikséges a
megtermékenyitéshez, de fontos, hogy azok megfelelé helyen és
idében torténjenek, ezért sziikséges a mélyhiitési eljdrds soran a
kapacitacioszerli elvaltozas és akroszOoma-reakcid lehetd legkisebb
mértékiire csOkkentése, illetve a visszamelegitést kovetden a
dekapacitdlo oldatok hasznalata, hogy ennek segitségével a

kapacitacidszerii elvaltozasokat visszafordithassuk.

3.3.3.1.1. Kapacitacio

A kapacitacid folyamata a ndi ivarutakban torténik. Idtartama 5 — 8
ora. Osszetett folyamat, mely elengedhetetlen a spermiumok
megtermékenyitd  képességének  kialakulasdhoz.  Kapacitacio
hidnyaban az akroszoma-reakci6 nem valthatoé ki. A kapacitacido egy
reverzibilis folyamat. A spermium plazmamembranjat maszkirozo
glikoprotein, az. Un. antikapacitacids faktor eltavolitdsa. A sejtbe
hidrogénkarbonat ionok vandorolnak, s aktivaljak az adenilciklazt. A

plazmamembran lipid- ¢és glikoprotein Osszetétele modosul,
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hiperpolarizalédik. Fokozodik a sejt anyagcseréje, €s mozgékonysaga

(hipermotilitas); hiperpolarizalodik. (Dobozy,2007)

9. kép: Ep membrdnnal rendelkezd sejtek 10. kép: Kapacitacioszerti valtozason

dtesett sejtek

3.3.3.1.2. Akroszoma-reakcio

A zona pellucida ZP3 molekuldja (az un. spermium-receptor) felelds
az azonos fajii spermiumok megkdotddéseéért, €és ezzel az akroszoma-
reakcid kivaltdsaért. A spermium a plazmamembrénjadban talalhatéd
galaktozil-transzferdzzal kapcsolodik a ZP3-hoz. Az akroszoma-
reakciot a spermiumsejtek a ZP3-hoz vald kotddése valtja ki. A
kapcsolat hatdsdra a spermium sejten beliili Ca*"-koncentracioja
megné (a Ca®’-ionok részben a sejten beliili raktarakbol szabadulnak
fel, részben pedig az extracellularis térbol aramlanak a sejtbe). A
Ca’"-koncentracié novekedése kivaltja az akroszoma vezikulum
exocitozisat. Az akroszomabol kiilonb6z6 enzimek, elsosorban
proteazok szabadulnak fel, melyek a zona pellucida anyagait
elbontjék, lehetdvé téve ezzel, hogy a spermium kozelebb keriiljon a

petesejt plazmamembranjdhoz. Az akroszéma-reakcid révén az
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akroszoma eredeti belsd membranfelszine a sejt felszinére keriil, ezzel
1) membranfehérjék valnak hozzaférhetdove. Az igy felszinre keriilt
membranfehérjék specifikusan kapcsolédnak a zona pellucida ZP2
glikoproteinjahoz. Ez a kapcsolat eléfeltétele a petesejt €s a spermium

plazmammembranja kozotti fizionak. (Dobozy, 2007.)

11. kép: Akroszoma-reakcion atesett spermiumsejtek

3.3.3.1.3. A kapaciticio és az akroszoma-reakcio szerepe a
megtermékenyités folyamataban Dobozy, 2007 szerint

A megtermékenyités folyamata

1.) A spermiumok kapacitacidja

2.) Athatolas a corona radiatan

3.) A spermium kapcsolddasa a petesejt zona pelluciddjahoz.
4.) Az akroszéma-reakcio kialakulasa

5.) A spermium athaladasa a zona pellucidan

6.) A spermium ¢€s a petesejt plazmamembranjanak fiziodja.
7.) Polispermia (t6bbszords megtermékenyités) gatlasa

(Dobozy, 2007)
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3.3.3.1.4. A mélyhiités hatasdra kiilonbozo elvaltozdson dtesett sejtek
aranydinak meghatarozisa Hamupipoke szamlalo  program
segitségével

A CTC fluoreszcens festési eljarassal festett  kiilonbozo
elvaltozasokon atesett sejtek (ép ~membrannal rendelkezd,
kapacitacioszerli elvaltozason, illetve akroszoma-reakcion atesett
sejtek szamlalasdhoz a Hamupipdéke DOS 1.0 szamlaléprogramot
hasznaltam. A programot egyébként mikroszkopos szamlalas
megkonnyitése érdekében Kiss Attila hozta létre. Amikor egy adott
idében tobb kategoriaba kell besorolni a mikroszkopos képen latott
sejteket, mint példaul a Kovacs-Foote festés esetén (amely hét
festddési kategoriat kiilonboztet meg az akroszoma, illetve a sejt
mozgasa, illetve ¢l6/elhalt allapota alapjan) a szamlaldst jelentdsen
megkonnyiti, a sejtszdmlalo berendezés haszndlata. A program
alkalmas a CTC fluoreszcens festési eljarassal festett 3 kategdéridba

sorolhatd spermiumsejtek szamlalasara is.

A DOS, illetve Windows alatt miik6dd program a klaviatira Num Pad
billentyliinek paraméterezésével teszi lehetdveé a festés értékelésénél a
kategoridnkénti manualis adatbevitelt. A szamitégép minden kategoria
esetén a billentyli lenyomasakor méas ¢és mds hangot ad, igy a
szamlalas alatt az operator folyamatosan végezheti a mikroszkdopos
megfigyelést. A program szamara a futtatas eldtt meghatarozhato,
hogy adott sejtszamot rendezzen-e a kategoridkba (ez esetben az adott
sejtszam elérésekor a szamlalas befejezddik), vagy az operator allitsa-

e le a szamlélast. Az ismétlések szdma szintén elére megadhato. Az
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adatbevitel a képernydn megfigyelhetd, a szamlalok minden egyes
adat bevitele esetén kategorianként valtoznak. A  szadmlalas
befejeztével a program a kategoridk szerinti atlageredményeket
szézalékban a szorassal egyiitt olyan output formaban menti el, ami az
Excel tablazatkezeld program szadméara konnyen konvertalhatd, és

lehetové teszi a tovabbi statisztikai elemzést.

3.3.4. Evszakhatas vizsgalata

A Pharmagene-Farm Kft-nél végzett vizsgalatok sordn a tavaszi és
0szi kossperma mennyiségét, mindségét, illetve mélyhiitésre vald
alkalmassagat vizsgaltam. A vizsgalatba hét lacaune kost vontam be,
melyek frissen vett spermajanak mennyis€gét, ¢élosejtszamat, illetve
mélyhtitott és visszamelegitett sperma ¢€l0sejtszamat és az elokészités
mélyhiités egyes fazisatban membranjanak ¢&s akroszomajanak

allapotat vizsgaltam.

A membran ¢és akroszoma elvaltozasainak festésénél Gillian ¢s
munkatarsai (1997) altal leirt CTC fluoreszcens festési eljarast
alkalmaztam. Az elvéltozasokat grafikonokon &brazoltam a pelletalt
formaban torténd mélyhiitésre valo elokészités egyes fazisaiban és a
kiilonb6zd Osszetételi oldatokban torténd visszamelegités utan. Az
elokeészités soran 39°C-on torténik a friss sperma higitdsa, majd az ezt
kovetd 1 oraban a 20°C-ra hiités, aztan 1,5 6ra alatt az 5°C-ra hités,
majd a fagyasvédo (krioprotektiv) anyagot tartalmazé higitoé szakaszos
hozzaadésa, végiil a szarazjégen, -78°C-on torténd pelletizalas, majd

folyékony nitrogénbe helyezés. A visszamelegitd oldatok a kontrol

100



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2016.001

oldatként szolgalé PBS (foszfat puffer oldat), valamint a dekapactialo
faktorokat tartalmazo PBS (foszfat puffer oldatok) oldatok, amelyek
adalékanyagként spermaplazmat, illetve vérsavot tartalmaznak. A
dekapacitalo faktorokat a mélyhiités soran bekovetkezett még
visszafordithatd  kapacitacioszerli elvaltozdsok visszaforditasara

alkalmaztam.

3.3.5. Dekapacitacio vizsgalata

2007-2009 kozott végzett vizsgalataim soran a cél a mélyhiitési eljaras
optimalizasa volt. Az ehhez sziikséges vizsgalatokat a Pharmagene-
Farm Kft., Biotechnikai Allomés telephelyén a Kft. tulajdonaban 16vé
torzstenyészet teny€szkos allomdnydnak szaporitd6 anyagabol
végeztem el. A vizsgalatokat mélyhtitésre vald elokészités, tobb fazisu
higitds, szakaszos hiités, illetve PBS foszfatpuffert tartalmazo
oldatban, valamint dekapacitald faktorokat tartalmaz6 oldatokban
torténd visszamelgités soran végeztem. A dekepacitald faktorokat
tartalmazo oldatok a PBS-en kiviil spermaplazmat, illetve kiilonb6z6

anyajuhok ¢€s kosok vérsavojat tartalmaztak.

3.3.5.1. Dekapacitaciéo mértékének meghatarozasa

A mélyhiités utan kiillonbozé oldatokban visszamelegitett szaporitd
anyag mintdk esetében akkor beszélhetiink dekapacitaciorol, ha az

adott minktdkban az ép membrannal rendelkezd sejtek aranya

novekszik a kapacitacioszerli elvaltozason atesett sejtek aranya pedig
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csokken a dekapacitdlo faktorokat tartalmazé oldatban torténd

visszamelegités hatdsara.

9. dbra: Kapacitacioszerii elvaltozas, dekapacitacio és akroszoma-
reakcio modellezése
Kapacitacioszeri elvaltozas, dekapacitacio és akroszoma-reakeio mod ellezése

Kapaciticioszeri

. . . .. Alooszoma-reakcion atesett sejt
elvaltozason atesett sejt

Ep membrannal rend elkezé sejt

Kapacitacio Akroszoma-reakcio

=
- BN

‘Delmpacitacé

A kiilonb6z6 kategoridkba tartozd sejtek szamanak valtozéasara
vonatkoz6 Oszefliggések a kapacitacioszerii elvaltozas, dekapacitacid

és akroszoma-reakcio hatarasra.

A kapacitacid, dekapacitacid, illetve akroszoma-reakcid egymas
mellett folyamatosan €s dinamikusan zajlo folyamatok. A kapacitacio
¢s dekapacitaci6 folyamata dekapacitdlo faktorokkal valamely

mértékben iranyithato, az akroszoma-reakcid viszont nem.
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Kiilénb&zé kategoridkba tartozo sejtek aranyanak valtozasa a kapacitacioszeri elvaltozas, a dekapacitacio és
az akroszoma-realocio hatdsara

. Kapacitaciészeri
Ep membrannal i Akroszoma-realkccion

Folyamat . . elvaltozason atesettek i . i
. rendelkezdk szama . atesett sejtek szama
szama
Kapacitacidszeni elvaltozas
a.p . cséiklcen nd nem valtozik
kivetkeztében
Dekapacitacid kdvetkeztében nd csdkken nem valtozik

Kozvetett értelemben
csdklkenhet, de csdkken nd
kézvetlenill nem valtozik

Alkroszoma-reakcio
kovetkeztében

17. tablazat: Kiilonbozo kategoriakba tartozo sejtek aranydanak
valtozasa a kapacitacioszerii elvaltozas, a dekapacitacio és az

akroszoma-reakcio hatasara

A kapacitacion atesett sejtek aranya azért is csokkenhet, mert azok
atesnek az akroszoma-reakcion, amely mar egy vissza nem fordithato
folyamat. Ebbdl kdvetkezik, tehat, hogy az ép membrannal rendelkezd
sejtek aranyanak legalabb annyival kell ndvekednie, mint amennyivel
a kapacitacidoszerli valtozadson atesett sejtek szdma csokken, mivel
csak ekkor kovetkezik be dekapacitacio. Ellenkezd esetben az
akroszoma-reakci6 fokozodasardl van szd, amely a termékenyitésre

szant mintak egyre fokoz6do6 romlasdhoz vezet.

3.3.6. Inkubacios kisérletek

Az inkubacids kisérleteket a mélyhlités utdn visszaolvasztott
kossperméaval végeztem 2 Oran keresztiil 39°C-on. Az inkubacio
(hdkimeritd proba) soran a mintak a visszaolvasztaskor is hasznalt

kiilonboz6 visszamelegitd oldatokban voltak. A vizsgéalatokat 3 kostol
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(4245, 4056, 23386) vett mintdk 7-7 mintdval végeztem. A mintdk
higitas utani €¢ldsejtszamat a vizsgalat elott rogzitettem. A vizsgalat

kezdetekor az €l6sejtszam% 70% volt.

3.3.7. Termékenyités

Jelen esetben a termékenyités kizardlag frissen vett higitott, illetve 1-2
napos 2-4°C-os hiitve tarolast kovetden tortént.

A visszamelegités utdni cervikouterindlis modszerrel torténd
termékenyités  kizarolag  megfeleld  mindségii  60-65%-0s
¢losejtszammal rendelkezé spermdval végezhetd eredményesen, ha
viszont a visszaolvasztott termékenyitOanyag 35-45% kozotti
¢losejtszammal rendelkezik, akkor a termékenyités kizardlag

sebészeti, vagy félsebészeti titon lehet eredményes.

12. kép: Inszeminalds cervikouterindlis modszerrel
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. 2007-es vizsgalatok eredményei

2007. év 0szén a kiilonb6zd kosok szaporitd anyagainak frissen vett,
higitott, illetve 2-4°C-on vald téarolds soran torténd vizsgalatat
veégeztem el. A vizsgalatok kozott szerepelt fénymikroszkoppal
végzett €losejtszam meghatarozas, CTC fluoreszcens festési eljarassal
torténd €ép membrannal rendelkezd kapacitacioszerli elvaltozason,
illetve akroszdéma-reakcion atesett sejtek aranyanak meghatarozasa,
valamint a kiilonboz6é kosok szaporitd anyagdnak tesztelése
termékenyitésre valo felhasznalds soran. Ezen vizsgalatnal kiilon
értékeltiik a kisérletekhez felhasznalt szaporitd anyaggal végzett
termékenyitések sikerességét, amelynél meglepd modon jobb
eredményt kaptunk, mint a napi gyakorlat sordn felhasznalt
termékenyitdanyag esetében. A termékenyitéseket cervikouterinalis
moddszerrel, modositott Milovanov-féle termékenyité Kkatéterrel
végeztiik. A felhaszndlt szaporitbanyag frissen vett higitott, valamint
2-4°C-on hiittt kossperma volt. A termékenyitések napjaban két

alkalommal a reggeli, valamint a délutani 6rakban torténtek.

4.1.1. Higitott 2-4°C-on hiitott szaporitéanyag élésejtszam %
eredményei 2007.
Az ¢l0sejtszam % meghatarozasat el0szor kozvetleniil a spermavétel

utan végeztem, majd az 1, illetve 2 napos 2-4 °C-on torténd tarolas
utdn. Az eredményeket az aldbbi tablazatok ¢és grafikonok

tartalmazzak.
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18. tablazat: Kossperma élosejtszamanak % valtozasa 2-4 °C-os

tarolas soran

Kossperma élbsejtszamanak % valtozasa a 2 - 4°C-os tarolas soran
Kos szama 4012 | 4045 | 4056 | 4245 | atlag | szoras
Napok Elssejtszam %

Spermaveétel | oo oo | 77.00% | 76.15% | 77.27% | 76.64% | 0,58%
idépontjaban

1. nap 70,00% | 67,50% [ G61.67% | 71,00% | o7,54% | 4,18%

2. nap 55,00% | 60,00% | 55,00% | 60,00% | 57,50% 2,89%

1. diagram: Kossperma élosejtszamanak % valtozasa 2-4 °C-os
tarolas soran

Kossperma élésejtszamanak (%) valtozasa a 2-4 °C-os tarolas
soran

80%
—e—4012

75% \\
70%
s \;x —=— 4045
° 4056
) 4245

60%

Elésejtszam%

55%

50%
Spermavétel 1. nap 2. nap
idépontjaban

Idépont

A vizsgalat eredményeképpen megéllapithatd, hogy a vizsgalt négy

kos mintdinak eredményei koziil a két napos 2-4°C-on torténd tarolast
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kovetden két kos, nevezetesen a 4045 és 4245-0s kos szaporitd
anyaganak ¢ldsejtszdm % atlageredményei alapjan 60%-os eredmény
volt mérhetd, amely azt jelenti, hogy a szaporit6 anyag altalaban 2

napos 2-4°C-os tarolads utan is mesterséges termékenyitésre alkalmas.

4.1.2. Higitott 2-4°C-on hiitott szaporitéanyag eredményei
sejtmembran és akroszoma allapotanak 2007. évi vizsgalati
eredményei

A CTC fluoreszcens festési eljarassal végzett sejtmembran és
akroszOma vizsgalatndl azonban a 4056-os allat szaporitdanyag
bizonyult legjobbnak. A két vizsgalatot Gsszevetve azonban mégis
kijelenthetjiik, hogy a 4056-os kos termékenyitd anyagaval valo
cervikouterindlis termékenyitésre csupan 1 napos 2-4 °C-os tarolas
utan javasolhat6. A 4012, illetve 4045-6s kosok mintainak
atlageredményei esetében szintén a maximum 1 napos 2-4°C-os hiités
utdni termékenyités javasolhatd. A 4245-0s minta atlageredményei
alapjdn azonban csupan a frissen higitott spermaval torténd
termékenyités javasolhatd, ugyanis a membran fluoreszcens
vizsgalatok eredményei alapjan a 4245-0s kos szaporitd anyaga birta a
legkevésbé a 2-4°C-on torténd hiitve tarolast. Esetében, ha hiitve
tarolasra keriill sor mindenképpen a higitds soran hozzaadott
dekapacitalo faktorok hasznalatara van sziikség. A legkézenfekvdbb
spermavétel utan a higitds eldtt kozvetleniill 20 V%-os ardnyban
hozzaadott spermaplazma, amely az eredmények javitasa céljabol az

Osszes tobbi mintanal is javasolhatdo. Mindemellett magasabb aranyt
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gumiardbikum formajaban torténd

19. tablazat: Higitott kossperma 2-4 °C-on torténd tdaroldsa sordn

bekovetkezo elvaltozasok vizsgalata (kos szama: 4012)

Higitott kossperma 2-4 °C-on tirténd tarolasa soran bekdvetkezo elvaltozasok vizsoalata (kos szama: 4012)
ldGtartam | Mintak |Ep membrannal rendelkezd Kapacﬂacm::;;:; Waltozason Akroszoma-reakcion atesett
1. minta 28 18 0
2. minta b4 45 1
3. minta 935 6,5 0
1. nap
4. minta 735 255 1
atlag 76,5 23 05
570725 171 16,6 06
1. minta 765 21 25
2. minta 5.5 425 f
3. minta 39 h8 2 25
2.nap
4. minta 495 49 15
atlag 541 42,8 i
570725 15,9 15,9 2
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2. diagram: Higitott kossperma 2-4°C-on torténo 1 napos taroldsa

soran bekovetkezo elvaltozasok (kos szama: 4012)

Higitott kossperma 2-4°C-on torténé 1 napos
tarolasa soran bekovetkez6 elvaltozasok
(kos szama: 4012)

0,50%

B Ep membrannal
rendelkezd

M Kapacitacidszeri
elvaltozason atesett

= Akroszoma-reakcion
atesett

3. diagram: Higitott 2-4°C-on torténé 2 napos tdroldsa soran

bekovetkezo elvaltozasok (kos szama: 4012)

Higitott 2-4°C-on torténoé 2 napos tarolasa soran
bekovetkezo elvaltozasok (kos szama: 4012)

3,10%

® Ep membrannal
rendelkez8

B Kapacitacioszer(
elvaltozason atesett

m Akroszéma-reakcion
atesett
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20. tablazat: Higitott kossperma 2-4°C-on térténo taroldsa sordn

bekovetkezo elvaltozasok vizsgalata (kos szama: 4045)

Higitott kossperma 2-4°C-on térténd tarolasa soran bekovetkezd elvaltozasok vizsgalata
(kos szama: 4043)
goaram | wimo | Ememivimal | Kopectcomert | M e
1. minta 72 27 1
2. minta 65,5 KN 3.5
1. nap 3 mima 79,5 17 35
4. minta 64 35 1
atlag 70,25 2.5 2,25
SZOras 6,946642 7,72442 1,443376
1. minta 46.5 52 1.8
2. minta 53,5 435 3
2. nap 3. minta 61 7.5 1.5
4. minta 61,5 36 25
atlag 55,625 42,25 2125
Szoras 7,099002 7,26292 0,75

4. diagram: Higitott kossperma 2-4°C-on torténé 1 napos taroldsa

soran bekovetkezo elvaltozasok (kos szama: 4045)

Higitott kossperma 2-4°C-on torténé 1 napos
tarolasa soran bekovetkezo elvaltozasok (kos

szama: 4045)

2,25%

B Ep membrannal
rendelkezd

B Kapacitacioszer(
elvaltozason atesett

Akroszéma-reakcion
atesett
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5. diagram: Higitott kossperma 2-4°C-on torténé 2 napos taroldsa

soran bekovetkezo elvaltozasok (kos szama: 4045)

Higitott kossperma 2-4°C-on torténé 2 napos tarolasa
soran bekovetkezé elvaltozasok (kos szama: 4045)

2,13%

® Ep membrannal
rendelkezd

B Kapacitacidszer(
elvaltozdson atesett

Akroszédma-reakcion
atesett

21. tablazat: Higitott kossperma 2-4°C-on torténd taroldsa soran

bekovetkezo elvaltozasok vizsgalata (kos szama: 4245)

Higitott kossperma 2-4°C-on torténd tarolasa soran bekovetkezo elvaltozasok
vizsgalata (kos szama: 4245)
dsaram | sk e st oot st

1. minta 49 46 5
2. minta 52 47 0
1. nap 3 minta 47 50 25
4. minta 29 38 25
atlag 5,75 45,25 2,5
sZ0Oras 55 5,3 2
1. minta 48 50 2
2. minta 54 41 45
2. nap 3. minta 44 53 25
4. minta 51 48,5 0.5
atlag 49,4 48,2 24
sZ0Oras 4.5 5,3 1,7
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6. diagram: Higitott kossperma 2-4°C-on torténd 1 napos tarolasa

soran bekovetkezo elvaltozasok (kos szama: 4245)

Higitott kossperma 2-4°C-on torténé 1 napos
tarolasa soran bekovetkezo elvaltozasok (kos szama:
4245)

2,50%

® Ep membrannal
rendelkezd

M Kapacitacioszer(
elvaltozason atesett

= Akroszéma-reakcion
atesett

7. diagram. Higitott kossperma 2-4°C-os torténd 2 napos taroldasa

soran bekovetkezo elvaltozasok (kos szama: 4245)

Higitott kossperma 2-4°C-os torténé 2 napos tarolasa
soran bekovetkezé elvaltozasok (kos szama: 4245)

2,40%

B Ep membrannal
rendelkezd

B Kapacitacioszer(
elvaltozason atesett

= Akroszéma-reakcion
atesett
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22. tablazat: Higitott kossperma 2-4°C-on torténd taroldsa sordn

bekovetkezo elvaltozasok vizsgalata (kos szama: 4056)

Higitott kossperma 2-4°C-on torténd tarolasa soran bekovetkezd elvaltozasok vizsgalata (kos szama: 4056 )

Idotartam | Mintak Ep membrannal rendelkezé Kapacﬂacm@;z:;;lvaltozason Akroszoma-reakcion atesett

1. minta 78 17.5 45

2. minta 7.5 255 3

1. nap 3. minta 98,5 1.5 0
4. minta 83 16 1

atlag 82,8 15,1 21

SZOras 11,5 10 2

1. minta 63 37 0

2. minta 67 33 0

3. minta 80,5 19,5 0.5

Znap e 71 28 [
atlag 70,2 29,4 0.4
SZOras 7.3 75 0,5

8. diagram: Higitott kossperma 2-4°C-on torténo 1 napos tarolasa

soran bekovetkezo elvaltozasok (kos szama: 4056)

Higitott kossperma 2-4°C-on torténé 1 napos
tarolasa soran bekovetkezo elvaltozasok (kos

szama: 4056)

2,10%

® Ep membrannal
rendelkezd

M Kapacitdcidszeri
elvaltozason atesett

Akroszéma-reakcion
atesett

113




9. diagram: Higitott kossperma 2-4°C-on torténo 2 napos taroldsa

soran bekovetkezo elvaltozasok (kos szama: 4056)
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Higitott kossperma 2-4°C-on torténé 2 napos
tarolasa soran bekovetkezo elvaltozasok (kos

szama: 4056)

0,40%

B Ep membrannal
rendelkez8

M Kapacitacioszer(
elvaltozason atesett

Akroszéma-reakcion

atesett

23. tablazat: A kossperma 2-4°C-on torténd taroldasa soran

bekovetkezo valtozasok

Kos szama 4012 4045 4056 4245
MNapok Ep |Kap.|Akr.| Ep |Kap.|Akr.| Ep |Kap.|Akr.| Ep | Kap. |Akr.
1.nap |76,5 23 |0,5(70,3|27,5(2,3 82815121 (51,75|4525|2,5
2. nap |54,1(42,8|31(556|42,3|21|70,2|29,4|0,4| 49,4 | 48,2 |24
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10. diagram: A kossperma 2-4°C-on torténd taroldsa sordn

bekovetkezo valtozasok

A kossperma 2-4°C-on torténé tarolasa soran
bekovetkez6 valtozasok

90
82,8

80 76,5 M
- ] 70,25 70,2
2 70
©
> 60 1115 55,625
S ’
© @ 1. nap
§ m 2. nap
o

szaza

Kiilonb6z6 kategériakba tartozé sejtek

Kosok szama, kategoriak

4.1.3. Higitott 2-4°C-on hiitott szaporitéanyaggal torténé sikeres
termékenyitések szazalékos aranyanak 2007. évi eredményei

A higitott 2-4°C-on hiitétt kosspermaval torténdé az alloméanyban
torténd sikeres termékenyitések szama (ellési %) a nem kisérleti-
kizardlag tenyé€sztési ceélbol termékenyitett kezeletlen anyajuhokon
végrehajtott  termékenyitések  esetében a  2007-es  évben
allomanyszinten 61,59% volt. Erdekes megfigyelni, hogy a kisérletek

soran termékenyitett, illetve ivarzasszinkronizalt allatok esetében ez
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az arany 70,58%. Valdsziniileg mindezt a vizsgalatban részt vevo
kisebb egyedszam és a kisérletek végzésekor még a szokasosnal is
gondosabban végzett munka eredményezi. Ellési % tekintetében a
4245-6s, 4056-0s, illetve 299-es kosok szaporitdbanyaga bizonyult
leghatékonyabbnak. A kisérleti termékenyitések esetében azonban a
4012-es kos szaporitdanyaga jelentdsen jobb eredményt ért el ellési%
tekintetében. Osszességében elmondhatd, hogy az 4tlag feletti
eredmények jonak mondhatoak. A kisérleti termékenyitések estében
pedig a szokasosnal is gondosabb munka és nagyobb odafigyelés még

jobb eredményt hozott.
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24. tablazat: Higitott 2-4°C-on hiitétt szaporitoanyaggal
torténo sikeres termékenyitések szazalékos aranyanak 2007.

evi eredményei

2007 termékenyités friss spermaval
Kos széma 299 4012 4045 4056 4245

Termékenyitések szama (sikeres
termékenyités/ termékenyitések 3/5 3175 38/67 66/78 43/64
szama dsszesen)

Sikeres termékenyitések (%) 60.00% 41.33% 52.23% 84.62% B7.19%
S\kare‘s (en:nakany\(esekaz 178/289 61.59%
alloményban (%)
Kisérleti termékenyitések (%)
Kos szama 299 4012 4045 4056 4245

Termékenyitések szama (sikeres
termékenyités/ termékenyitések 3/5 17/23 4 27129 43/64
szama dsszesen)

Kisérleti célbdl vegzett sikeres

o 9 o o o
termékenyitések az allomanyban (%) 60% 391% 50% 93.10% 42.85%
13 ivarzas nincs ivarzas
3 ivarzas szinkronizalas :
. 4 wvarzas szinkronizalas szinkronizalis
\sérletek/kezelések sz S ivarzis 7 szedimentalas
iserielei/kezelesek szama szikronizdlés | 15 elekiromagneses | - 25 A : A
kezelés
kezelés kezelés

Az ivarzds szinkronizalds és az egyéb kezelések sok esetben egyUttesen kertltek alkalmazédsra.

Kisérleti célbdl végzett sikeres 61185

5
termékenyitések az allomanyban (%) 70.58%

11. diagram: Termékenyitési eredmények az allomanyban (%)

Termékenyitési eredmények az allomanyban (%)
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4.2. Fazisvizsgalatok eredményei a mélyhiités soran (2008)

4.2.1. Az egyes kosok szaporitoanyaganak mélyhiitésre valo
alkalmassaganak vizsgalata

A 2008-as évben az egyes kosok szaporitdanyaganak mélyhlitésre

valo alkalmassagat vizsgaltam.

Jelen esetben a fluoreszcens festési eljarassal tortént a mélyhtitésre
valo elokészités egyes fazisaiban, illetve a kiilonboz6é Osszetételi
visszamelegitd oldatokban végzett visszamelegitést kdvetden az €p
membrannal rendelkezd, kapacitacidoszerii elvaltozdson, illetve

akroszoma-reakcion atesett spermiumsejtek aranyanak meghatarozasa.

4.2.1.1. Kos- és baksperma kapacitaciészeri
membranvaltozasainak és akroszoma-reakcidojanak vizsgalata
fluoreszcens festési eljarassal

Vizsgalatok elvégzése soran a Pharmagene-Farm Kft, Biotecnikai
Allomason a hasznélatban 16vé lacaune tenyészkosok higitott, 2-4°C-
on hiitott és mélyhlitott spermdjat vizsgaltam fluoreszcens festési
eljarassal, amely alkalmas kos ¢és bakkecske ejakulatumaban
kapacitacidszerli membranvaltozason €s akroszoma reakcion atesett
spermiumsejtek ardnyanak meghatarozasara. A vizsgalatok 2007.
0szén kezdddtek ekkor keriilt sor a higitott és 2-4 °C-on 1-2 napig
tarolt kossperma ¢€losejtszam % vizsgalatara €s kapacitacios allapot
ellenérzésére. Pelletben mélyhiitétt kos- €s baksperma vizsgalata

2008. tavaszan kezdodott el. A kulonbozo kosoktdl szarmazo
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szaporitoanyag mintdk mélyhiitésre elokészités (eldhiités, higitas,
equilibraltatas), majd a mélyhiités egyes fazisaiban (széarazjégen
foly€kony és nitrogénben), végiil a kiillonboz6 Osszetételi oldatokban
torténd visszaolvasztas soran keriiltek vizsgalatra. A vizsgalt
paraméterek él6sejtszam %, membran- és akroszoma allapota. gy
kideriil, hogy mely lépéseknél kovetkezik be a legnagyobb mértékii
elhalas, karosodas. Mar a vizsgalat kezdete eldtt folyamatosan vett
sperma mindségét is folyamatosan ellendriztem. Minden levett
mintabol fénymikroszkdp alatt €losejtszam vizsgalatot végztem. A
spermavétel utan kozvetleniil a fénymikroszkopos vizsgalatot is
megtortént, amellyel meghatirozasra keriilt a frissen vett sperma
stirisége, tomegmozgasa, majd higitas utdn az él0sejtszama. A
granulalt kos- és baksperma ¢ldsejtszamat visszaolvasztds utan is
vizsgaltam. A visszaolvasztas PBS (foszfat puffer) oldatban, illetve
spermaplazméval ¢és vérsavoval adalékolt dekapacitaldo faktorokat
tartalmazo foszfatpuffer oldatokban (PBS) tortént. A dekapacitacidhoz
spermaplazmat ¢€s vérplazmat hasznaltunk. Pozitiv hatasdt mar
visszaolvasztds utdn az ¢€losejtszam vizsgalatanal tapasztaltuk. A
dekapacitalo faktort tartalmazo oldatokban tobb volt az é16-j61 mozgo
sejtek szama, mint a faktorokat nem tartalmazé PBS oldatban. A
fluoreszcens vizsgalat eredményeinek értékelésekor is szamos esetben
jobb eredményeket kaptunk a dekapacitald faktort tartalmazdé PBS
oldatban visszaolvasztott mintdk esetében. Mivel a membran és
kapacitacioszerli valtozasok is jelentdsen befolyasoljdk a spermiumok
termékenyitd képességét, tehat az €10 és jol mozgd sejtek aranya

mellett a kapacitacioszerii elvaltozason és akroszoma-reakcion atesett
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spermiumok ardnya egyarant befolydsolja a termékenyitd képességet.

A vizsgalatok 2008. 8szén természetesen tovabb folytatodtak.

25. tablazat: 4012-es kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az

elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban
n (mintaszam tenyészkosonkent)=4

4012

melvhites fazisai ep membran kapacitacion atesett | akroszoma-reakcion atesett
20=C 62.80% 35.20% 2.00%
5eC (equil. elbtt) 63.80% 34.50% 1.30%
52C (equil. utam) 55.70% 42.80% 1,50%
PBS-ben 56.20% 37.30% 6.50%
PBS+spl.-ben 66.50% 24.50% 9.00%
PBS+vs.-ban 48.50% 45,00% 6.50%

12. diagram: 4012-es kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az

elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonként)=4

4012 pelletbe mélyhiitott kossperma membrin és akroszéma elvaltozasai a

mélyhiités egyes fazisaiban

—e— ¢p membran

70,0%

60.0% '—/—’\\.—/—o//\

50,0% -
A s

—#@— kapacitacion

30,0%

40,0%
X .\l/

N

atesett
akroszoma-
reakcion atesett

20,0%

10,0%

0,0%

20°C  5°C(equil. 5°C(equil. PBS-ben PBSt+spl.- PBStvs.-

el6tt) utén) ben ban

mélyhiités fazisai
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26. tablazat: 4045-0s kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az

elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonként)=3

4045

meélyhités fazisai ep membran kapacitacion atesett | akroszoma-reakcion atesett
20=C 72.30% 26.60% 1,30%
5eC (equil. elott) £9.70% 28.30% 2.00%
5:C (equil utan) 56.30% 42.00% 1.50%
PBS-ben 48.00% 46,50% 5.50%
PBS+spl.-ben 56.80% 38.50% 4.70%
PBS+vs.-ban 38.00% 57.20% 4.80%

13. diagram: 4045-0s kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonként)=3

4045 pelletbe mélyhiitott kossperma membran és akroszoma elviltozasai a
mélyhiités egyes fazisaiban

80,0%
700% {— $——u
w00 \ —&— ¢p membran
) 0
50’0% \\ /\ / o
/./\./\ —=— kapacitacion
=X 40,0% atesett
0,
30,0% N akroszoma-
20,0% reakcion
10,0%
0,0% +— T T T !

20-C 5¢C 5¢C  PBS-ben PBS+spl.- PBStvs.-
(equil.  (equil. ben ban
eldtt) utén)

mélyhiités fazisai
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27. tablazat: 4245-0s kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonkeént)=1

4245

mélyhiités fazisai | ép membran | kapaciticion dtesett | akroszoma-realccion atesett
20 =C 68,80% 28,50% 3.30%
5:C (equil el6tt) 52.80% 46.30% 1.00%
5:C (equil. utan) 47.80% 50,30% 7.00%
PBS-ben 67.50% 0.50% 32.00%
PBS+spl.-ben 62,00% 9.50% 28,00%
PBS+vs.-ban 58.00% 12,00% 30.00%

14. diagram: 4245-0s kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonkeént)=1

4245 pelletbemélyhiitott kossperma membran és akroszoma elvaltozasai a
mélyhiités egyes fazisaiban

80,0%
70,0%
60,0% \ /‘\‘\\. —e— ép membrén
50,0% - —®— kapacitacion
X 40,0% Zrierf)estzto'ma-
30.0% - \ ] reakcion atesett
\
20,0% 2
10,0% \\/4
0,0% . . . . .

20°C  5°C(equil. 5°C (equil. PBS-ben PBStspl.- PBStvs.-
el6tt) utan) ben ban
mélyhiités fazisai
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28. tablazat: 4056-os kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonként)=3

4056

mélvhiités fazisai &p membran kapacitacion atesett | akroszoma-realocion atesett
20 =C 75.50% 17.80% 5.80%
3:C (equil eldtt) 64 60% 26.60% 9.00%
3=C (equil utin) 58.30% 37.70% 4.00%
PBS-ben 43 20% 38.30% 18.50%
PBS+spl -ben 61,00% 19.20% 19.70%
PBS+vs.-ban 57.70% 29.70% 12.70%

15. diagram: 4056-os kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonként)=3

4056 pelletbe mélyhiitott kossperma membran és akroszoma elvaltozasai a
mélyhiités egyes faziasiban
80,0%

70,0% ~_

w00 \\\ .\\’ —e— ¢p membran
0,
50,0% \/ —m— kapacitacion
atesett

X 40,0%
30.0% /.—_\ akroszoma-
5 0

/./ / reakcion atesett
20,0%

10,0%

0,0% T T T T T
20°C  5°C(equil. 5°C(equil. PBS-ben PBStspl.- PBStvs.-
elott) utan) ben ban

mélyhiités fazisai
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29. tablazat: 23 144-es kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonkent)=1

23144
vizsgalat idépontja ép membran kapacitacion atesett akroszoma-reakcion atesett

20 -C 62.50% 36.00% 1,50%

5:C (equil. el6tt) 61.50% 38.50% 0.50%
5oC (equil. utan) 68.00% 31.00% 1,00%

PBS-ben Na Na Na

PBS+spl -ben 56,50% 43.00% 0.50%
PBS+vs. -ban 66,00% 30,50% 3.50%

16. diagram: 23144-es kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az

elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonként)=1

mélyhiités egyes fazisaiban

23144 pelletbe mélyhiitott kossperma membran és akroszéma elviltozasai a

mélyhiités fazisai

80,0%

70,0%

60’0% ’\0/‘\ / : '

e —e— ¢p membran

50,0%
o 0 B —8— kapacitacion
X 40.0% I/\./ \. atesett

30,0% akroszoma-

20.0% reakcidn atesett

10,0%

070% T T T T
20 -C 5°C (equil.  5°C (equil. PBS+spl-  PBS+vs.-
elétt) utan) ben ban

124




DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2016.001

30. tablazat: 23386-0s kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonként)=1

23386

melvhiités fazisai ép membran kapacitacion atesett akroszoma-reakcion atesett
20-C 78.00% 21.50% 0.50%
5eC (equil elott) 70.50% 29 50% 0.00%
5:C (equil utan) 67.00% 32.50% 0.50%
PBS-ben 58.00% 35.50% 6.50%
PBS+spl-ben 67.50% 28 50% 4.00%
PBS+vs.-ban 56.00% 39.00% 5.00%

17. diagram: 23386-0s kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban
n (mintaszam tenyészkosonkeént)=1

23386 pelletbe mélyhiitott kossperma membrin és akroszéoma elvaltozasai a
mélyhiités egyes fazisaiban

90,0%

80,0%

70,0% \

- \\ /\ —e— ¢p membran
60,0% ~ S
50,0% —8— kapacitacion
X 40.0% atesett'
akroszoma-
30,0% 7# NN
20,0%
10,0%
0,0% T T T

20-C 5:C 5¢C ~ PBS-ben PBS+spl- PBStvs.-
(equil. (equil. ben ban
elott) utan)

mélyhiités fazisai
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31. tablazat: 299-es kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonkent)=1

299

mélvhiites fazisai ép membran kapacitacion atesett | akroszoma-reakcion atesett
20-C 56.00% 43.00% 1.00%
5:C (equi. elott) 52.00% 36.00% 11,50%

3°C (equil. utan) Na N a Na

PBS-ben 29.50% 59.50% 11,00%
PBS+spl-ben 77.00% 7.50% 15.00%
PBS+vs.-ban 67.00% 27.00% 6,00%

18. diagram: 299-es kos sejtmembran- és akroszoma vizsgalata az
elokeszités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészkosonként)=1

299 pelletbe mélyhiitott kossperma membran és akroszéma elvaltozasai a
mélyhiités egyes fazisaiban

90,0%

80,0%

70,0% S~

\’
60,0% /

50.0% '\.\ A / —— ¢p membran
. o XX -

40,0% '\\./ —#— kapacitacion

30.0% \/ \ atesett

akroszoma-
20,0% \\ /. reakcion atesett

10,0% - —
0,0% T T T T
20 -C 5°C (equil. PBS-ben PBSt+spl-  PBS+vs.-
el6tt) ben ban

mélyhiités egyes fazisai
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32. tablazat: Jimmy 001-es bakkecske sejtmembran- és akroszoma

vizsgalata az elokészités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészbakonként)=1

Jimmy 001

melyhités fazisai ép membran kapacitacion atesett akroszoma-reakcion atesett
20=C 81.00% 16,30% 2.70%
5¢C (equil elott) 73.80% 25.20% 1,30%
5¢C (equil utdn) 67.10% 30.00% 3.10%
PBS-ben 64.80% 20.30% 14.80%
PBS+spl.-ben 61.50% 31.50% 7.00%
PBS+vs.-ban 62.20% 29.30% 6.00%

19. diagram: Jimmy 001-es bakkecske sejtmembran- és akroszoma

vizsgalata az elokészités és a mélyhiités egyes fazisaiban

n (mintaszam tenyészbakonként)=1

90,0%
80,0%
70,0%
60,0%

. 50.0%
< 40,0%
30,0%
20,0%
10,0%
0,0%

Jimmy 001 pelletbe mélyhiitott baksperma membran és akroszéma
elvaltozasai a mélyhiités egyes fazisaiban

.

—

\‘\‘\.———0 —e— ¢p membrin

—@— kapacitacion

atesett

B e — akroszoma-
reakcion atesett

20°C  5°C(equil. 5°C (equil. PBS-ben PBSt+spl.- PBStvs.-
elott) utan) ben ban

mélyhiités fazisai
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33. tabldzat: Ep membrdnnal rendelkezd spermiumsejtek ardnya az

egyes fazisokban dtlageredmények alapjan

Ep membrannal rendelkezd spermiumsejtek ardnya (%) az egves fazisokban

mélyhiités fazisai | 4012 4045 4056 4245 23144 23386 299 | Jimmy 001

20-C 62,80% | 72,30% | 75.50% | 68.80% | 62,50% | 78.00% | 56.00% | 81.00%

5°C (equil. elotty| 63.80% | 69.70% | 64.60% | 52.80% | 61,50% | 70.50% | 52.00% | 73.80%

5°C (equil. utan) | 55,70% | 56.30% | 58.30% | 47.80% | 68.00% | 67.00% N.a 67.10%

PBS-ben 56.20% | 48.00% | 43.20% | 67.50% N a 58.00% | 29.50% | 64.80%

PBS+spl.-ben 66,50% | 56.80% | 61.00% | 62,00% | 36,50% | 67.50% | 77.00% | 61.50%

PBS+vs.-ban 48.,50% | 38.00% | 57.70% | 58,00% | 66.,00% | 56,00% | 67.00% | 62.20%

20. diagram: Ep membrdnnal rendelkezd spermiumsejtek ardnya az

egyes fazisokban dtlageredmények alapjan

Ep membrannal rendelkezé spermiumsejtek %-os aranya a mélyhiités egyes fazisaiban

90,0%

80,0% —&— 4012-es kos

70,0% —=&— 4045-6s kos

60,0% 4056-0s kos

50,0% 4245-6s kos
= 2 4-es kos

40,0% - —¥—23114-es kos

30,0% £ —e—23386-0s kos

20,0% —+—299-es kos

10,0% —=—Jimmy 001 bak

0,0% T T T T T
20 -C 5°C (equil.  5°C (equil. PBS-ben  PBStspl.-ben PBSt+vs.-ban
elétt) utan)
mélyhiités fazisai
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34. tablazat: Kapacitacion dtesett spermiumsejtek aranya az egyes

fazisokban atlageredmények alapjan

Kapacitacion atesett spermiumsejtek aranva (%) az egyes fazisokban

melyhiités fazisai 4012 4045 4056 4245 23144 23386 299 |Jimmy 001
20=C 3520% | 26.60% | 17.80% | 28,50% | 36.00% | 21.50% | 43,00% | 16.30%

5eC (equil el6tt) | 34,50% | 28.30% | 26.60% | 4630% | 3850% | 29.50% | 36,00% | 25.20%
5eC (equil. utan) | 42.80% | 42.00% | 37.70% | 50,30% | 31.00% | 32.50% Na 30.00%
PBS-ben 37.30% | 46.50% | 38.30% | 0.50% Na 3550% | 59.50% | 20.30%
PBS+spl.-ben 24.50% | 38.50% | 19.20% | 9.50% | 43.00% | 2850% | 7.50% | 31.50%
PBS+vs.-ban 45,00% | 57.20% | 29.70% | 12,00% | 30.50% | 39,00% | 27.00% | 29.30%

21. diagram: Kapacitdcion atesett spermiumsejtek aranya az egyes

fazisokban atlageredmények alapjan
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JORV4

mélyhiités egyes fazisaiban
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60,0%

50,0%

40,0%
S

30,0% -

20,0%

10,0%

0,0%

20-C

59C (equil.

elétt)

5°C (equil.

utan)

PBS-ben

mélyhiités fazisai

PBStspl.-

ben

PBS+vs.-ban

—e—4012

—m— 4045

—%— 23144
—e— 23386
——299

—=— Jimmy

4056

4245

001

129




DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2016.001

35. tablazat: Akroszoma-reakcion atesett spermiumsejtek ardanya a

mélyhiités-, elokészités egyes fazisaiban atlageredmények alapjan

Alcroszoma-reakcion atesett spermiumsejtek aranya (%) az egyes fazisokban

mélyhites fazisai| 4012 4045 4056 4245 23144 23386 299 Jimmy 001

20-C 2.00% 1.30% 5.80% 3.30% 1.50% 0.50% 1.00% 2.70%

5:C (equil elott)| 1.30% 2.00% 9.00% 1.00% 0.50% 0,00% | 11.50% | 1.30%

5oC (equil utan)| 1.50% 1.50% 4.00% 7.00% 1.00% 0.50% Na 3.10%

PBS-ben 6.50% 5.50% | 18,50% | 32.00% Na 6.50% | 11,00% | 14.80%

PBS+spl.-ben 9.00% 4.70% 19.70% | 28.00% | 0.50% 4.00% 15,00% | 7.00%

PBS+vs.-ban 6.50% 4.80% 12,70% | 30.00% | 3.50% 5.00% 6.00% 6.00%

22. diagram: Akroszoma-reakcion dtesett spermiumsejtek aranya a
mélyhiités-, elokeszités egyes fazisaiban dtlageredmények

alapjan

Akroszoma-reakcion atesett spermiumsejtek %-os aranya a pelletbe mélyhiités
egyes fazisaiban

35,0%
30,0% —e— 4012
—m— 4045
25,0% 4056
20.0% 4245
N —k— 23144

15,0% />(+\ —e— 23386
—+—299
10,0% z

—=— Jimmy 001
5,0% —
0.0% 4%%/ | /

20 -C 5°C (equil. 5°C (equil. PBS-ben PBStspl.-  PBStvs.-
elott) utan) ben ban

mélyhiités fazisai
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Az eredmények értékelésénél az éldsejtszdm %-ot, amely alatt az €16
¢s jol mozgod sejtek aranyat értjiik €s a membrdn, valamint az
akroszoma allapotdt egyarant figyelembe vettiik az értékelésnél,
hiszen mindegyik tulajdonsag nagymértékben hozzéajarul a

termékenyitOképességhez.

Az eredményekbdl latszik, hogy az altalunk Jimmy 001-nek nevezett
bakkecske spermdja birta legjobban a mélyhiitést, itt atlagban 64,8-
61,15 % kozott volt az ép membrannal rendelkezd sejtek aranya. Igaz

a mélyhiités elott 81%-rol indult.

Az ép sejtmembran tekintetében jol birta még a mélyhiitést a 4245, a
23386, a 4012. A 4056-o0s és 23144-es 1s jol reagalt a dekapacitalo

faktorokra.

Elésejtszam % tekintetében a visszaolvaszas utan kiemelked6
eredményt ért el a 4056-os szamu kos, amely dekapacitalo faktor
hozzaadéasaval 35-40%, sOt esetenként 40-45%-os éldsejtszamot is
elérte, ami mélyhtitott kossperma esetében jonak mondhaté eredmény.

Ez a termékenyitdanyag mar biztonsagosan felhasznalhato.

A mélyhiitott baksperma esetében az €ldsejtszam 35-50 % koriili volt.
A 4045 ahol a visszaolvasztas utani €ldsejtszamot vizsgalva 45-40 %,

sOt egy esetben 60 % —os eredményt is elértiink.

Az ,Ep membrannal rendelkezd spermiumsejtek %-o0s ardnya a
mélyhiités egyes fazisaiban” ¢és a ,Kapacitdcion  atesett

spermiumsejtek %-os aranya a pelletbe mélyhiités egyses fazisaiban”
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— cimll diagramokrol egyértelmiien latszik, hogy a mélyhilités utani
visszamelegitést kovetden az egyes kosok €s a bak spermajara milyen
hatassal voltak a PBS oldathoz adott dekapacitdldo faktorok.

(spermaplazma, vérplazma)

A kovetkezd tablazatban az egyes kosoktol és baktol szarmazd PBS-
ben ¢és az ahhoz hozzaadott dekapacitaldo faktorokat tartalmazéd
oldatokban torténd visszaolvasztas utan az ép membrannal rendelkezd,
illetve kapacitacion atesett spermiumok aranyat abrazoltam. Mindezek
alapjan rangsoroltam a kosok ¢és a bak spermajanak mélyhiitésre valo
alkalmassagat ¢és azt, hogy hogyan reagilnak a dekapacitalo

faktorokra.
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36. tablazat: Ep membrdnnal rendelkezd és kapacitdlt spermiumok

aranya a dekapacitalo faktorokkal és anélkiil atlageredmények

alapjan
Ep membrannal rendelkezd spermiumseijtek aranva Kapacitécién at’esett s?amnmseﬁek
aranya (%o)
. , Kos-/bak z : = : 5
visszaolvasztd oldat |sorrend — Eredmény (%0) | sorrend | Kos-/bak ENAR. szdma | Eredmény (%o)
ENAR szama

1. 4245 67.5 1. 4245 0.5
2. Jimmy 001 64.8 2. Jimmy 001 203
3 23386 58.0 3. 23386 355
PBS 4 4012 56.2 4. 4012 373
5. 4045 48.0 5. 4056 383
6. 4056 432 6. 4045 46.5
7. 299 295 7. 299 59.5
8. 23144 N.a 8. 23144 N.a

1. 299 77.0 1. 299 7.5

2. 23386 67.5 2. 4245 9.5
3 4012 66.5 3. 4056 192
4. 4245 62.0 4. 4012 245
PBS+ spermaplazma 001 61.5 5. 23386 285
6. 4056 61.0 6. Jimmy 001 315
7. 4045 56.8 7. 4045 385
8. 23144 56.5 8. 23144 43.0
1. 299 67.0 1. 4245 12,0
2. 23144 66.0 2. 299 27.0
3 Jimmy 001 62.2 3. Jimmy 001 293
. . 4. 4245 58.0 4. 4056 297
PBS Tvésavd 5 4056 57,7 5. 23144 30,5
6. 23386 56,0 6. 23386 39.0
7. 4012 485 7. 4012 45.0
8 4045 38.0 8. 4045 57.2

A visszamelegités soran a legjobb eredményt a 299-es ENAR szamu
kos spermdja érte el. Mindkét dekapacitald faktorra az dsszes koziil a

legjobban reagilt.

PBS-ben visszaolvasztva az ép membrannal rendelkezOk koziil az
utolso helyre keriilt 29,5%-0s eredménnyel, de a dekapacitalo faktorok
segitségével 77%, illetve 66%-0s az ¢p membrannal rendelkezdok

aranya.
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A spermaplazma, mint dekapacitalod faktort tartalmazo komponensre a
299, 4012, 4056, 4045 ¢és 23386-0s kosok reagaltak jobban, bar meg
kell jegyezni, hogy a 23386-os kos mintdiban az ép membrannal
rendelkezd spermiumsejtek ardnya a PBS-hez hozzdadott vérsavot
tartalmazo visszamelegité oldatok esetében végzett visszamelegitést
kovetdben sem maradt el sokkal, csupan 1,5%-al a

PBS+spermaplazméban torténd visszamelegités eredményeitol.

A vérsavoval, mint dekapacitalo faktort tartalmazd PBS-ben torténd
visszamelegités utan az eldbb emlitett 23386-o0s és 23144-es allatok
higitott spermaja ért el jobb eredményt. 23144-es volt az egyetlen,
amely a vérsavora jobban reagalt, bar a PBS-ben torténd
visszamelegitésre vonatkoz6 eredményliink nincs, igy tehat nem tudjuk

egyértelmiien kijelenteni, hogy jobb, vagy rosszabb lett anndl.

Jimmy 00l-es szdm  bakkecskétdl vett mélyhiités utan
visszamelegitett szaporitbanyag rosszul reagalt mindkét dekapacitald
faktorra, ugyanis ez esetben a dekapacitaldo faktort tartalmazo
komponensek jelenléte a visszamelegitd oldatban ugyan kis
mértékben, de csokkentette az ép membrannal rendelkezdk aranyat.
Jelen esetben ez érthetdé is, mivel itt egy masik 4llatfaj a juh
spermaplazmajat és vérsavojat adtuk a PBS oldathoz. Bizonyara jobb
eredményeket kaptunk volna, ha a bakkecskéjét hasznaljuk. Az
mindenesetre megallapithatd, hogy még ennek ellenére is viszonylag
sok az ¢ép membrannal rendelkez6k ardnya a PBS-ben
visszamelegitettnél a 2. legjobb, de a ,,vérplazmaval dusitott” oldatban

is a 3. €s még a spermaplazmaval ,,dusitottnal” is az 5. helyen 4ll a 8
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koziil. Igaz, hogy a 20°C-os fazisban az ¢p membrannal rendelkezdk

aranya Jimmy 001 esetében volt a legmagasabb, szam szerint 81%.

A kapacitacion atesett spermiumok ardnyaval kapcsolatban érdemes
megjegyezni, hogy a dekapacitald faktorokat tartalmaz6 komponensek
kiilondsen a spermaplazma estében az egyes kosoktol €s tenyészbaktol
szarmazo mélyhiités utan visszaolvasztott mintdkon a kapacitacion
atesett spermiumsejtek aranya legalabb olyan mértékben csokken,
mint amilyen mértékben az ¢ép membrannal rendelkezd
spermiumsejtek aranya novekszik. Ebbdl latszik, hogy a dekapacitalo
faktorok ténylegesen kifejtik hatdsukat. A kovetkezd kosok mélyhtités
utan visszamelegitett szaporitd anyaga esetében ez kiilondsen jol
lathatd a diagramokon: 4012, 4045, 4056, 23386, 299-es ENAR
szamu allatok esetében a spermaplazma dekapacitald faktorai fejtették
ki latvanyosan hatasukat, 23144-es kosnal pedig a vérsavod

dekapacitalo faktordnak pozitiv hatasa figyelhetd meg a diagramon.

Az akroszdéma-reakcion atesett spermiumsejtek ardnya minden esetben
latvanyosan megemelkedett a mélyhiités utdni visszamelegitést

kovetden.

4.2.1.2. Fénymikroszkopos vizsgalatok

A fénymikrdszpos vizsgalatok esetén a higitott és mélyhilités utan
visszamelegitett kossperma €16 és jol mozgd sejtjeinek szdzalékos

aranya alapjdn szintén tudunk kovetkeztetni a termékenyitd

képességre.
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Az egyes ejakuldtumok termékenyitOképességének meghatdrozasa
soran eldszor a fénymikroszkdpos vizsgalatok sordn értékeljiik az €16
€s jol mozgod sejtek aranyat, majd ezen eredményeket fluoreszcens
festés segitségével végzett ép membrannal rendelkezd, kapacitacion-
¢és akroszoma-reakcion atesett spermiumok aranyat hatarozzuk meg. A
két vizsgalati moddszer egyiitt alkalmazasa segitséget nyujthat a
mélyhtitott kos- és baksperma termékenyitésre valo alkalmassaganak
ellendrzésében ¢s megfeleld mindségének biztositasaban, mieldtt a

mélyhfittt kos- és baksperma értékesitésre kertil.

Megfeleld visszaigazoldst azonban csak a termékenyitési eredmények,
az eldzetes ellendrzésre szolgdld Un. non-return index és az a végleges

értékelés alapjaul szolgald ellési % adhat majd.

A fénymikroszkopos vizsgalatok adatainak elemzése eldtt az is
megjegyzendd, hogy a kapacitacion atesett kos- ¢és bak
ejakuldtumaiban jelenlévé spermiumsejtek mozgdsa élénkiil, tehat a
mikroszkop alatt megfigyelhetd magasabb ¢16- €s jol mozgd sejtek
aranyaval valoszinilileg a kapacitacion atesett spermiumsejtek aranya

1s novekszik. Ez kis mértékben torzithatja az eredményeket.
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37. tabldzat: ElG- és j6l mozgd spermiumsejtek ardnya egyes kosok és

bakkecske mélyhiités elotti és visszamelegités utani higitott

spermdajaban
kos-'bak | mélyhites idopontja Higitoit Visszamelegitett
. 20°C-on PES-ben PBS+spermaplarmaban | PBS+vérsavoban
ENAR széma 2008. Elseit % | Eldseit % Eléseit% Elésejt %

2008.02.26 70-75 15 25 20
2012 2008.03.04 70 30 30 30
2008.03.12 70 25 35-40 10
2008.03.25 70 25 30 20
2008.02.26 75-80 20 25 25
4043 2008.03.06 70 30 35-40 25
2008.03.12 65 60 40 25
4245 2008.02.27 70 20 30 25
2008.02.27 70 25 30 30
1056 2008.03.04 70 35.40 35 30

2008.03.20 70-75 35 10-45 10-45

23144 2008.03.19 70 15 25 30-35
23386 2008.03.19 65 15 20 25
299 2008.03.20 65 15 25 20
Jimmy 001 2008.03.11 65 20 13 25

4.3. Evszakhatas vizsgalat

2008 tavaszan €és 0szén zajlott az évszakhatas vizsgélat. Ezen vizsgalat
soran meghatarozasra keriilt az ejakulatumok mennyisége,
¢losejtszama €s a mélyhiités utdn PBS, illetve kiilonb6zd dekapacitalo
faktorokat tartalmaz6 oldatokban a visszamelegitést kovetden a

membran-, illetve akroszoma allapotanak vizsgalata is megtortént.
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4.3.1. Ejakulatumok mennyiségének valtozasa az évszaktol
fiiggden
Az allatok tobbsége, szdmszerlisitve a 7-bol 4 4llat az 6szi iddszakban

atlagosan nagyobb mennyiségli ejakulatumokat adott.

A vizsgalatok soran kapott eredményeket az aldbbi tablazat és

grafikon szemlélteti
38. tabldzat: Evszakonként valtakozé dtlagos spermamennyiség (ml)

Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében:

n=20; n yuvas:—=10; n 5,=10

Evszakonkeént valtozo atlagos spermamennyiség (ml)
299 4012 4045 4245 4056 23144 23386
tavasz 1.2 1.9 0.88 0.94 1.45 143 1.5
dsz 1.46 1.56 0.96 0.26 2.16 1.6 1.25

23. diagram: Evszakonként valtozé spermamennyiség (ml)
Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében:

n=20; n yuves:—=10; n 5,=10

Evszakonként valtozé spermamennyiség (ml)

2,5 2,16
1,9
2
1,45 L6 s
15 , 1,43

spermamennyiség (ml)

T T T T T T

299 4012 4045 4245 4056 23144 23386
kos ENAR szama

O tavasz

m 6sz
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4.3.2. KEvszakonként valtozo élésejtszam % a  Kkiilonbozé
dekapacitalo faktorokat tartalmazé oldatokban a mélyhiitést
koveto visszamelegités utan

A vizsgalati eredmények alapjan megallapithatd, hogy a frissen
higitott kossperma mintakbol 7 allat esetében magasabb éldsejtszam

volt megfigyelhetd.

A mélyhlités utan visszamelegitett 0Oszi mintdk esetében
megfigyelhetd, hogy a 4-6 éves tenyészérett kosok (299, 4012, 4045,
4056, 4245) mintdinak visszaolvasztasakor a vérplazmaval dusitott
visszamelegitd oldatban volt magasabb az ¢lésejtszam, mig a 1,5-2
éves még nem tenyészérett csak az ugratasra vald szoktatds fazisaban
1évd kosoknal (23144, 23386) az Oszi id0szakban minden esetben a

spermaplazmaval dusitott oldat volt a hatékonyabb.

A tavaszi iddszakban az €losejtszam tekintetében egy kos kivételével
(23386) a dekapacitald faktorokat tartalmazé oldatok kozil a

spermaplazmaval dusitott visszamelegitd oldat volt a hatékonyabb.

A mélyhlités utdn visszamelegitett mintak ¢él0sejtszamanak atlag
eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a 4045-6s kos kivételével
az 0sszes tobbi kosnal, valamely dsszel vett ejakulatumbo]l mélyhiitott
dekapacitald faktorral dusitott visszamelegitd oldatban felolvasztott
minta volt a legjobb. Tehat €l6sejtszam szempontjabol is az dsszel vett
kossperma a mélyhiitésre legalkalmasabb. A dekapacitalo faktorokat
tartalmaz6d vérsavdo ¢és spermaplazma adalékanyagként torténd

hasznalata a visszamelegitd oldatokban mindenképpen indokolt.
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39. tabldzat: Evszakonként vdltozé éldsejtszam% a friss higitott
ejakulatumokban és a mélyhiités utani visszamelegitést kovetéen a
kiilonbozo oldatokban (%)

Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében:

n=20; n yuvas:—=10; n 5,=10

Evszak Fézis 299 4012 4045 4056 4245 23144 | 23386
testhom. 65 69.5 71.8 70.4 67 70 65
tavasz PBS 15 27.5 38.1 32 16,7 15 15
PBS+spl 25 315 36.8 31,9 15 325 20
PBS+vs 20 25 28.8 294 183 30 25
testhom. 75 70 67.5 67.5 70 725 70
bsz PBS 20.8 40 17.5 47.5 35 325 37.5
PBS+spl 30 35 17.5 50 275 36.25 40
PBS+vs 35 45 20 55 35 25 32.5

24. diagram: Tavaszi és 6szi kossperma visszamelegités utani

élosejtszam kiilonbozo osszetételii visszamelegito oldatokban

Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében:

n=20; n yuvas:—=10; n 5,=10

(o2}
o

Tavaszi és 6szi kossprma visszamelegités utani él6sejtszama kiilonb6z6

osszetételli visszamelegité oldatokban

a
o

S
o

élésejtszam %
w
o

299

4012

4045

4056

kos szama

4245

23144

23386

O PBS (tavaszi)

B PBS+spl. (tavaszi)
0O PBS+vs. (tavaszi)
O PBS (6szi)

B PBS+spl (6szi)

O PBS+vs. (6szi)
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25. diagram: Elbsejtszam % tavaszi és Gszi frissen vett higitott
kosspermaban
Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében:
n=20; n 1qvasz=10; 1 ;=10

Bevont kosok szama:7

Eﬁsejtszém tavaszi és 6szi, frissen vett, higitott
kosspermaban
76
74
7 71.8
< 7] 60,5 10 e 70 70
£
g . 67,5 67,5 67
5
% 6 1 65
64
62
o0 |
299 4012 4045 4056 4245 . 2
O tavaszi kosspermaban
kos ENAR széma
W 6szi kosspermaban

40. tabldzat: Evszakonként és fazisonként valtozé élésejtszam %
(atlagertekek) 2008. osz, 2008. tavasz
Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében:
n=10; n avasz=5; N 5:=5

Bevont kosok szama:7

2008. tavaszi sperma 2008. 6szi sperma
Fézis Ep spermium % K-apac'iteiciészeﬁ? Alclr'osz't')ma- | Ep spermium % K-apac'itéciészeﬁ? alclrf)sz.éma- )
valtozast mutat % | reakcion atesett % valtozast mutat % | reakcion atesett %
20°C 67.9 298 2.2 86,17 23 10.5
3°C 61.9 33.89 4.1 70,55 43 12.66
equil utan 575 40,05 3.2 77.29 89 13.93
PBS 50,4 36,26 13,33 68,58 8.5 2225
PBS+spl. 59.69 28.17 1149 70 8,75 2125
PBS+vs. 51.89 36,77 11.36 71,78 9.21 18.92
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4.3.3. CTC fluoreszcens festési eljarassal végzett évszakhatas
vizsgalatok eredményei

4.3.3.1. Ep membrannal rendelkezék aranya

A grafikonokat nézve az ép membrannal rendelkezdk aranya az Oszi
spermaban jobb ezt alatdmasztjadk a visszaolvasztis adatai is. A 7
kosbol 6 eredményei megerdsitik, hogy az egyébként is jobb
mindségli kossperma mélyhiithetdsége is jobb. Egyediil a 4056-o0s kos
spermaja mutat ellenkezd eredményt. Az is csak inkabb a mélyhtitésre
val6 alkalmassdgban, hiszen a higitott ¢s az 5°C-ra hiitott sperma
mindsége jobb volt, mint a tavaszi, de a visszaolvasztasnal a
dekapacitaldo faktorokat tartalmazd oldatokban az &szi rosszabb
eredményeket mutatott az ép membrannal rendelkezé spermiumok

aranyaban.

Az alabbi grafikonon lathato atlegeredmények jol mutatjdk az Oszi
kossperma egyértelmlien jobb mindségét ¢és mélyhiitésre valo

alkalmassagat.
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26. diagram: Ep akroszémdval rendelekezé spermiumok ardnya
lacaune kosoktol vett mélyhiitott kosspermaban az elokészités és
mélyhiités egyes fazisaiban
Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében:
n=10; n avasz=5; N 5:=5

Bevont kosok szama:7

Ep akroszémaval rendelkezé spermiumok aranya lacaune kosoktél vett
mélyh(itott kosspermaban az el6készités és mélyhiités egyes fazisaiban
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4.3.3.2. Kapacitacioszerii valtozason atesett spermiumok arianya

A tavaszi kosspermaban egyértelmiien tobb volt a kapacitacioszerii
elvaltozason atesettek aranya. (A vizsgalt 7 kosbol 5 esetében ez
biztosan allithat6.) A 4056-os kos esetében azonban megint az
bizonyosodott be, hogy a jobb kiinduldsi anyagbol készitett pelletek
visszamelegitést kovetden a dekapacitalé faktorokat tartalmaz6é PBS

oldatban rosszabb eredményeket mutatott. Ebbdl levonhaté a
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kovetkeztetés, hogy a 4056-os mintajanak esetében nem voltak
hatdsosak a dekapacitalo faktorok. A masik kos, amely kevésbé
alkalmasnak bizonyult a mélyhiitésre a 4245-6s, hiszen itt is a jobb
kiindulasi anyagb6l a visszaolvasztott pelletekbdl 2 rosszabb
eredményt mutatott, méghozza a PBS oldatban ¢és az ezen kiviil még

spermaplazmat is tartalmazé oldatban.

Az alabbi grafikonon a kosok mintdinak atlageredményei alapjan

késziilt.

27. diagram: Kapacitacioszerii elvaltozdason atesett spermiumok
aranya lacaune kosoktol vett mélyhiitott kosspermaban az elokészités
mélyhiités egyes fazisaiban

Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében:

n=10; n =3, n 5.:=5 Bevont kosok szama:7

Kapacitacioszerii valtozason atesett spermiumok aranya lacaune
kosoktdl vett mélyhiitott kosspermaban az elékészitésés mélyhiités
egyes fazisaiban
50
40 /\\
30 * ~o
=
20
10 .’/./I§|———l———l
0 T T T T T
20°C 5°C equil utan PBS PBS+spl.  PBS+vs.
fazisok —o—tavaszisperma
—8— (szi sperma
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4.3.3.3. Akroszoma-reakcion atesett spermiumsejtek aranya

Az eddigi eredményekkel ellentétben a pelletben mélyhtitott, majd ezt
kovetden visszamelegitett mintdk esetén a 7 mintabol 6 esetében a
tavaszi bizonyult jobbnak, a vizsgalatok szerint ez tartalmazott
ugyanis kevesebb akroszoma-reakcion atesett sejtet. Az 0sszes koziil a
4245-6s kos pelletben mélyhlitott mintaja volt a kivétel, mivel a
visszamelegitett mintdk koziill ez tartalmazott a legkevesebb
akroszoma reakcion atesett sejtet. Ezen kiviil a 4056-os volt még ahol
a PBS + spermaplazméaban visszamelegitett esetén az Oszi jobbnak

bizonyult. Az alabbi grafikon Osszesitett atlegeredményeket mutat.

29. diagram: Akroszoma-reakcion dtesett spermiumok aranya lacaune
kos spermajaban a mélyhiités és elokészités egyes fazisaiban
Mintdk szdma minden vizsgélatba bevont kos esetében:

n=10; N @yasz=3; N 4= Bevont kosok szama:7

Akroszoma-reakcion atesett spermiumok aranya lacaune kos
spermajaban a mélyhiités és el6készités egyes fazisaiban

25

2 S

e
5’/,\/

20°C 5°C equil utan PBS PBS+spl.  PBS#vs.
fazisok —e—tavaszi sperma

—8— {szisperma
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4.4.2009-es évben végzett vizsgalatok eredményei

4.4.1. Kossperma mennyisége

Miar a 2007-2008-ban végzett vizsgalatok eredményei alapjan is
megallapithaté volt, hogy a tenyészkosoktdl a fOszezon, azaz Osz

folyaman vett mintdk mennyisége tobb a tavasziénal.

Az alabbi tablazatban és grafikonon szereplé eredmények alapjan
megallapithatd, hogy nem volt ez masként a 2009-es Oszi és tavaszi

mintak esetében sem.

41. tablazat: Kossperma mennyiséege 2009 (ml)
Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében:

n=20; n yuvas:—=10; n 5,=10

Kossperma mennyisége 2009 (ml)

. i i Tenyeszkosok szama
Mintavétel datuma .
4245 4056 4012 4045 23386 23144
2009 tavaszi atlag 12 1.5 1.1 13 14 0.8
2009. oszi atlag 12 2 1.7 1.5 1.5 1.3
Atlag 12 1.6 13 14 15 1
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30. diagram: Kossperma mennyisége (ml)
Mintak szama minden vizsgalatba bevont kos esetében

n=20; n 1yuvas:—=10; n 5,=10

Kossperma mennyisége 2009 (ml)

2,5

2,0

£ 20
@
i=d
@ 1,5
>15
3 1,2 12 1,20
£
g 10 A
@
Q
1
8
S 05 T
02009. tavaszi atlag
0‘0 K P Py
4245 4056 4012 4045 23386 23144 8 2009. 6szi atlag
Tenyészkosok szama db O Osszaatiag

4.4.2. Dekapacitalo faktorok hasznalatanak élosejtszamra
gyakorolt hatasa

Megfigyeléseink szerint a dekapacitdldo faktorok szintén hatast
gyakorolnak a mélyhiités utan visszamelegitett mintak éldsejtszdmara.
A dekapacitaldo faktorokat tartalmaz6 oldatokrél elmondhato, hogy
altalaban pozitiv iranyba befolyasoljak az ¢ldsejtszamot, &m esetiikben
sem mindegy, hogy a visszamelegitd oldatokban melyik 4allat
szaporitd anyagahoz melyik allat vérsavojat hasznaljuk dekapacitalo

faktorokat tartalmaz6 anyagként.
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42. tablazat: Dekapacitalo faktorok élosejtszamra gyakorolt

hatasa 2009-es mintak esetében

(n= a tenyészkosoktol vett mintak szama)

Dekapacitalo faktorok élgsejtszamra gyakorolt hatasa 2009-es mintak esetében (Atlageredmények alapjan)

Visszamelegit6 oldatok

El8sejtszam a kiilonboz6 vizsgélt llatok mintai esetében (%)

4245
n=10

4056
n=10

4012
n=10

4045
n=10

23386 23144
n=10 n=10

ElGsejtszam %
testhGmérsékleten

Kontrol visszamelegit6
oldat: PBS (foszfat puffer
oldat)

1. szamu visszamelegité
oldat: PBS (foszfat puffer
oldat) + spermaplazma

68%

23%

69%

22%
(+3%)

68%

13%

2. szamu visszamelegit6é
oldat: PBS (foszfat puffer
oldat) + anyajuhtol
szarmazo vérsavo
(fulszdm: 8181)

16%

9%

0%

3. szamu visszamelegit6
oldat: PBS (foszfat puffer
oldat) + anyajuhtol
szarmazod vérsavo
(fulszam: 8211)

18%

14,38%

0%

4. szamu visszamelegitd
oldat: PBS (foszfat puffer
oldat) + kostdl szarmazo
vérsavo (fulszam: 4245)

18%

15%

0%

5. szamu visszamelegit6
oldat: PBS (foszfat puffer
oldat) + kostdl szarmazo
vérsavo (fulszam: 4056)

20%

20%
(+1%)

16%

65%

38%
(+15%)

30%
(+7%)

58% 60%

23% 30%
(+8%) (+5%)

20%
(+5%)

6. szamu visszamelegit6
oldat: PBS (foszfat puffer
oldat) + kostdl szarmazo
vérsavo (fulszam: 4012)

20%

10%

1,50%

32,5%
(+9,5%)

32,5%
(+17,5%)

Jelmagyarazat

Kontrol
mintak
10%-20%
5%-9,9%
1%-4,9%
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4.4.3. Dekapacitalo faktorokat tartalmazé oldatok hatiasa a
dekapacitacios folyamatokra a visszamelegitést kovetoen

43. tablazat: Kiilonbozo dekapacitalo faktorokat tartalmazo oldatok
hatasa a vizsgalt csoportba tartozo kosok meélyhiitott szaporito
anyaganak dekapacitaciojara a visszamelegitést kovetéen (n= a
tenyészkosoktol vett mintak szama)

Kiilonb6z6 dekapacitalé faktorokat tartalmazé oldatok hatdasa a vizsgalt csoportba tartozé kosok
mélyh(itott szaporité anyaganak dekapacitacidjara a visszamelegitést kévetGen

Kiilonboz6 allatoktdl szarmazé mélyhiitétt mintak

esetében elért dekapacitacio a felolvasztas utan (%)
Visszamelegit6 oldatok
4245 4056 4012 4045 23386 | 23144
n=6 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
1,5%
2 2
1. szdmu visszamelegitd oldat: PBS Zi? zg? 26% 8% 24% 0%
(foszfat puffer oldat) + spermaplazma v ? 22% 5,5% 30% ’
2% 6%
15%

2. szamu visszamelegit6 oldat: PBS
2 ()
(foszfat puffer oldat) + anyajuhtdl 0,5% 40% 9,5%

23% 0%
() ()
szarmazd vérsavo (fulszam: 8181) 9,5% 6,5%

3. szdmu visszamelegit6 oldat: PBS
(foszfat puffer oldat) + anyajuhtdl 40%
szarmazo vérsavo (fulszam: 8211)

7,5% 7,5%

0,
39,5% | 10,5% >>0%

19%
4. szar’nu visszamelegité oId?t. P’BS ) 0,5% 2.5% 20%
(foszfat puffer oldat) + kostdl szarmazé 19,5% 29% 5 5%
vérsavo (fillszam: 4245) 16,5% ? 7
4%
2%
o . ) 21%
ot ptfer oaaty s kostoroamaze | 2% | o | 1% 11,5%
oszIat purter 4% 12% | 22% 6,5%
vérsavo (fulszam: 4056) 16.5%
,270
1%
(s o ) 12,5%
6. szar’nu visszamelegité old?t. P’BS ) 24% 14% 5 5%
(foszfat puffer oldat) + kostdl szarmazd
. e log 7% 31,5% 17%
vérsavo (fulszam: 4012)
7%
Kontrol minta
Jelmagyarazat
Nincs adat
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A fenti eredmények alapjan megallapithatd, hogy a spermaplazmat
tartalmazo visszamelegitd folyadék szinte kivétel nélkiill minden
esetben hatékony, azonban a kiilonboz6 allatoktol szarmazéd vérsavok
hatékonysaga meglehetdsen nagy eltéréseket mutat. A kiilonb6zo
anyajuhoktol,  illetve  tenyészkosoktol  szarmazd  vérsavok
visszamelegitd oldatban adalékanyagként torténé felhasznaldsa
nagyon eltér6 eredményeket hozott a kiilonb6zé  allatok
szaporitbanyagéanak €l0sejtszdmara, illetve ép membrannal rendelkezd
sejtek ardnyara kifejtett hatds tekintetében. A  vizsgalatok
eredményeképpen igy megallapithato, hogy a vérsavok visszamelegitd
oldatban torténd felhaszndldsa nagyon specifikus. A tapasztalatok
alapjan azt monhatjuk, hogy a visszamelegité oldtaba adalékként
torténd haszndlatuk javithatja a mélyhlités utdn visszamelegitett
szaporitbanyag mindségét. Azonban felhasznalasuk tekintetében

szamos kérdés nyitva maradt.

4.4.4. Inkubacios kisérletek eredménye

Visszamelegités utdn 30-35%-o0s ¢éldsejtszamt mintak, 20-27,5%-o0s
¢losejtszam eredményeket mutattak 2 6ras 39 °C-on torténd inkubalas
utan. Ezen mintdk laparoszkopos termékenyitésre alkalmasak. A
2009-es mintak inkubacios kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a
mélyhtitott €s visszaolvasztott mintak cervikouterinalis
termékenyitésre egyenldre csupan feltételesen, kizardlag kisérleti
c¢lbdl hasznalhatoak. Meg kell azonban jegyezni, hogy a 2008-as

mélyhfitott és visszaolvasztott kossperma eredményei sokkal jobbak a
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2009-es eredményekhez képest. Betudhaté ez akar az iddjaras
valtozasainak is, azonban ezen kovetkeztetésekhez tovabbi

elemzésekre és vizsgalatokra van sziikség.

44. tablazat: Hokimerito proba soran végzett élosejtszam
valtozsasanak vizsgalata a kiilonbozé dekapacitalo faktorokat

tartalmazo oldatokban

Hékimerit6 proba soran végzett él6sejtszam valtozasanak vizsgalata a kiilonb6z6 dekapacitalé faktorokat
tartalmazo oldatban

Kosok fiilszama

4245 4012 23386

n=5 n=5 n=5
Mélyh(ités eIotF kI’IOpI’OIt(?kFIV anyagot 70% 70% 70%
nem tartalmazo (l.-es higitéban)
Hékimerit6 proba (39°C, 2h) el6tt utan el6tt utan el6tt utan
Kontrol visszamelegit6 oldat
PBS (foszft puffer oldat) 25% 20% 30% 20% 20% 12,50%

1. szdmu oldat:
PBS (foszfat puffer oldat) +
spermaplazma

2. szamu visszamelegité oldat:
PBS (foszfat puffer oldat) + anyajuhtdl
szarmazo vérsavo (filszam: 8181)

3. szdmu visszamelegité oldat:
PBS (foszfat puffer oldat) + anyajuhtal 12,50% | 17,50%
szarmazo vérsavo (filszam: 8211)

4. szamu visszamelegité oldat:
PBS (foszfat puffer oldat) + kostdl
szarmazo vérsavo (filszam: 4245)

5. szamu visszamelegité oldat:
PBS (foszfat puffer oldat) + kostdl
szarmazo vérsavo (filszam: 4056)

6. szamu visszamelegité oldat:
PBS (foszfat puffer oldat) + kostdl
szarmazo vérsavo (filszam: 4012)

Kontol mintak élGsejtszama%

Jelmagyarazat
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5. KOVETKEZTETESEK

5.1. A 2007-ben higitott 2-4°C-on hiitott szaporitéanyag
élosejtszam % eredményeibol levonhaté kovetkeztetések

Az ¢l0sejtszam % meghatarozasat el0szor kozvetleniil a spermavétel
utan végeztiik, majd az 1, illetve 2 napos 2-4 °C-on torténd tarolas

utan.

A vizsgalat eredményeképpen megéllapithatd, hogy a vizsgalt négy
minta koziil a két napos 2-4°C-on torténd tarolast kovetden két kos,
nevezetesen a 4045 és 4245-0s kos szaporitd anyaganak ¢él0sejtszam
% atlageredményei alapjan 60%-o0s eredmény volt mérhetd, amely azt
jelenti, hogy a szaporité anyag altaldban 2 napos 2-4°C-os tarolds utan

1s mesterséges termékenyitésre alkalmas.

5.2. Higitott 2-4°C-on hiitott szaporitéanyag eredményei
sejtmembran és akroszoma allapotanak 2007. évi vizsgalati
eredményeibdl levonhato kovetkeztetések

A CTC fluoreszcens festési eljarassal végzett sejtmembran &s
akroszoma vizsgalatndl azonban a 4056-os allat szaporitdanyag
bizonyult legjobbnak. A két vizsgalatot Gsszevetve azonban mégis
kijelenthetjiik, hogy a 4056-os kos termékenyitd anyagaval valo
cervikouterindlis termékenyitésre csupan 1 mnapos 2-4 °C-os
termékenyités utdn javasolhat6. A 4012, illetve 4045-6s kosok
mintainak atlageredményei esetében szintén a maximum 1 napos 2-

4°C-os hiités utdni termékenyités javasolhat6. A 4245-6s minta
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atlageredményei alapjan azonban csupan a frissen higitott spermaval
torténd termékenyités javasolhatd, ugyanis a membran fluoreszcens
vizsgalatok eredményei alapjan a 4245-0s kos szaporitd anyaga birta a
legkevésbé a 2-4°C-on torténd hiitve tarolast. Esetében, ha hiitve
tarolasra keriil sor mindenképpen a higitds soran hozzaadott

dekapacitalo faktorok hasznélatara van sziikseég.

5.3. Higitott 2-4°C-on hiitott szaporitéanyaggal torténé sikeres
termékenyitések szazalékos aranyanak 2007. évi eredményeibol
levonhaté kovetkeztetések

A higitott 2-4°C-on hiitott kosspermaval az alloméanyban torténd
sikeres termékenyitések szama (ellési% alapjan) a nem kisérleti célbol
termékenyitett kezeletlen anyajuhokon végrehajtott termékenyitések
esetében a 2007-es évben allomanyszinten 61,59% volt. Erdekes
megfigyelni, hogy a kisérletek sordn termékenyitett, illetve
ivarzasszinkronizalt allatok esetében ez az ardny 70,58%.
Valosziniileg mindezt a kisebb egyedszdm ¢s még a szokasosnal is
nagyobb odafigyelés, valamint a kisérletek sordn szamos esetben
alkalamazott  ivarzas  szinkronizdlds  erdményezi.  Sikeres
termékenyitések tekintetében a 4245-6s, 4056-os, illetve 299-es kosok
szaporitdbanyaga  bizonyult leghatékonyabbnak. A  kisérleti
termékenyitések esetében azonban a 4012-es kos szaporitdéanyaga
jelentésen jobb eredményt ért el. Osszességében elmondhato, hogy az
atlag  feletti eredmények jonak mondhatéak. A  kisérleti

termékenyitések estében pedig a szokdsosnal is gondosabb munka ¢és
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nagyobb odafigyelés €s az ivarzasszinkronizalds még jobb eredményt

hozott.

5.4. Meélyhiitésre valé alkalmassag meghatarozasa CTC
fluoreszcens festési eljarassal végzett fazisvizsgalatok eredményei
alapjan

Ezen vizsgéalatok soran a kiilonb6zd allatok szaporitd anyaganak
mélyhtitésre vald alkalmassdganak vizsgaltat végeztem a mélyhtitésre
torténd  eldkszités  kiillonb6zé  fazisaiban  fénymikroszkdpos
¢losejtszam meghatarozas és CTC fluoreszcens festési eljarasssal
végzett membran €s akroszOma elvaltozadsainak vizsgalata sordn az

alabbi kovetkeztetések vonhatoak le:

A visszamelegités soran a legjobb eredményt a 299-es ENAR szamu
kos spermdja érte el. Mindkét dekapacitald faktorra az 9sszes koziil a

legjobban reagilt.

PBS-ben visszaolvasztva az ép membrannal rendelkezOk koziil az
utolso helyre keriilt 29,5%-0s eredménnyel, de a dekapacitalod faktorok
segitségével 77%, illetve 66%-0s az ¢p membrannal rendelkezdok

aranya.

A spermaplazmara, mint dekapacitald faktort tartalmazé komponensre
a 299, 4012, 4056, 4045 és 23386-0s kosok reagaltak jobban, bar meg
kell jegyezni, hogy a 23386-os kos higitott spermdjaban az ép

membrannal rendelkezé spermiumsejtjeinek aranya a PBS-hez

154



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2016.001

hozzaadott vérsavd esetében sem maradt el sokkal, csupan 1,5%-al a

PBS+spermaplazméban torténd visszamelegités eredményeitdl.

A vérsavoval, mint dekapacitald faktort tartalmaz6é PBS-ben torténd
visszamelegités utan az eldbb emlitett 23386-o0s és 23144-es allatok
higitott spermdja ért el jobb eredményt. 23144-es allat szaporitd
anyaga volt az egyetlen, amely a vérsavora jobban reagalt, bar a PBS-
ben torténd visszamelegitésre vonatkozo eredménylink nincs, igy tehat
nem tudjuk egyértelmiien kijelenteni, hogy jobb, vagy rosszabb lett

annal.

Jimmy 00l-es szdm  bakkecskétdl vett mélyhiités utan
visszamelegitett szaporitdanyag rosszul reagalt mindkét dekapacitald
faktorra, ugyanis ez esetben a dekapacitald faktort tartalmazo
komponensek jelenléte a visszamelegitd oldatban ugyan kis
mértékben, de csokkentette az ép membrannal rendelkezdk aranyat.
Jelen esetben ez azzal magyarazhatd, hogy egy masik allatfaj a juh
spermaplazmajat és vérsavojat adtuk a PBS oldathoz. Bizonyara jobb
eredményeket kaptunk volna, ha a bakkecskéjét hasznaljuk. Az
mindenesetre megallapithatd, hogy még ennek ellenére is viszonylag
sok az ¢ép membrannal rendelkez6k ardnya a PBS-ben
visszamelegitettnél a 2. legjobb, de a ,,vérplazmaval duasitott” oldatban
is a 3. s még a spermaplazmaval ,,dusitottnal” is az 5. helyen 4ll a 8
koziil. Igaz, hogy a 20°C-os fazisban az ép membrannal rendelkezdk

aranya Jimmy 001 esetében volt a legmagasabb, szam szerint 81%.

155



DOI: 10.15477/SZE.WAMDI.2016.001

A kapacitacion atesett spermiumok ardnyaval kapcsolatban érdemes
megjegyezni, hogy a dekapacitald faktorokat tartalmaz6 komponensek
kiilondsen a spermaplazma estében az egyes kosoktol és tenyészbaktol
szarmazo mélyhiités utan visszaolvasztott mintakon a kapacitacion
atesett spermiumsejtek ardnya legaldbb olyan mértékben csokken,
mint amilyen mértékben az ¢ép membrannal rendelkezd
spermiumsejtek ardnya novekszik. Ebbdl latszik, hogy a dekapacitalo

faktorok ténylegesen kifejtik hatasukat.

A kovetkezd kosoknal ez kiilondsen jol 1athato a diagramokon: 4012,
4045, 4056, 23386, 299-es ENAR szamu allatok esetében a
spermaplazma dekapacitalod faktorai fejtették ki latvanyosan hatasukat,
23144-es kosnal pedig a vérsavd dekapacitald faktoranak pozitiv

hatasa figyelhetd meg a diagramon.

Az akroszoma-reakcion atesettek szdma minden esetben latvanyosan

megemelkedett a mélyhtités utani visszamelegitést kovetden.

5.5. Mélyhiitésre valé alkalmassag meghatarozasa
fénymikroszkoppal végzett vizsgalatok eredményei alapjan

A fénymikrdszpos vizsgalatok esetén a higitott és mélyhiités utan
visszamelegitett kossperma €10 €s jol mozgd sejtjeinek szdma alapjan

tudunk kovetkeztetni a termékenyitd képességre.

Az egyes ejakuldtumok termékenyitOképességének meghatarozasa
soran eldszor a fénymikroszkdpos vizsgalatok soran értékeljiik az €16

¢s jol mozgod sejtek aranyat, majd ezen eredményeket fluoreszcens
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festés segitségével végzett ép membrannal rendelkezd, kapacitacion-
¢és akroszoma-reakcion atesett spermiumok aranyat hatarozzuk meg. A
két vizsgalati modszer egyiitt alkalmazésa segitséget nyljthat nekiink
a mélyhtott kos- és baksperma termékenyitésre alkalmassaganak
ellenérzésében €s mindségbiztositdsaban, hogy a mélyhiitott kos- és

baksperma értékesitésre keriilhessen.

Megfeleld visszaigazoldst azonban csak a termékenyitési eredmények,

az un. non-return index és az ellési % adhat majd.

Az  éallatok  szaporitd6  anyaganak egyedi alkalmassaganak
meghatarozdsa ¢és a dekapacitacids faktorok hatékonysaganak
vizsgélatan tul a mélyhitéssel kapcsolatban egyéb tapasztalatok is

levonhatoak, mint példaul:

eaz optimalis equilibraltatasi id6 1,5 ora
ea mélyhiitésre hasznalt 2. szdmua higitohoz krioprotektiv anyagként
adagolt analitikai tisztasaghi glicerin nagyban javithatja az

eredményeket.

5.6. Kovetkeztetések, javaslatok a 2008-ban végzett évszakhatas
vizsgalattal kapcsolatban

o Az altalunk végzett Osszel és tavasszal vett kossperma
mélyhiitése és visszamelegitése soran elvégzett fazisvizsgélatainak
eredményeibdl kideriil, hogy az 0&szi sperma jobb mindségi,

mélyhfitésre alkalmasabb.
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o Létezik szezonalitds a kosoknal is, amely a klimatikus
viszonyoktol, adott féltekén, szélességi koron vald elhelyezkedéstol is
fiigg, hiszen Ismaya (2003) vizsgélatai szerint a déli féltekén a
nappalok hosszabboddsaval ndé kosspermatermelés mennyisége ¢s
javul mindsége. Ezzel szemben az északi féltekén Osszel van a {0
tenyészszezon, amikor a nappalok egyre rovidebbek. A Pharmagene-
Farm Kft-nél végzett vizsgalatok eredményei is azt mutatjak, hogy az
0szi kossperma mindsége a jobb. Ez a vizsgalat is azt igazolja, hogy
kosoknal is megfigyelhetd az évszakhatas.

o Véleményem szerint tovabbi vizsgalatokat kellene végezni az
¢v kiilonboz6é honapjaiban, hogy tovabbi eredményekkel bizonyitsuk a
szezonalitds 1étezik a kosoknal is. Frissen vett €s higitott sperma
¢losejtszam ¢€s spermamennyiség, spermasiiriis€ég, sejtmembran ¢és
akroszoma allapotanak vizsgalatat javaslom.

o Rogziteni kellene a klimatikus viszonyokat az év kiilonbozo
honapjaiban, kiilondsen a spermavételek iddszakaban. Klimatikus
viszonyok megfigyelése és rogzitése egyiitt értékelendd a kossperma
mindséggel.

. Stirliségméreés adataival is ki kellene egésziteni, hogy hogyan
hat az évszakhatds ¢és a klimatikus viszonyok hatdsa a kosok
spermatermelésére.

. Termékenyités mélyhlitdtt spermaval: Erre vonatkozolag csak
korlatozott szdmban 4llnak rendelkezésre adatok. A 299-es kos
mélyhlitott spermdjaval tortént termékenyités NR-index 43%. Ha
ebbdl a termékenyitésbol sziiletnek baranyok, meglesznek az ellési %

eredményei is.
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. A tovabbiakban a CTC fluoreszcens festési eljaras mellet a
Kovacs-Foote féle festési eljarast is szeretnénk alkalmazni, amely
tovabbi informaciot ad az ¢l6/elhalt sejtek aranyardl, motilitasrol és az
akroszoma-reakcion atesett illetve akroszéma hiadnyos, vagy —sériilt

sejtek ardnyarol.

5.7. A 2009-ben végzett vizsgalatokra vonatkozo kovetkeztetések,
javaslatok

A fenti eredmények alapjan egyértelmiien az alabbi kovetkeztetések

vonhato le:

A dekapacitald faktorokat tartalmazd vérsavd és spermaplazma
adalékanyagként torténd hasznalata a visszamelegitd oldatokban
mindenképpen indokolt, de a vérsavokkal dusitott dekapacitalo
faktorok hasznalata egyben nagyon specifikus is. A spermaplazma
viszont szinte kivétel nélkiil javitja az élésejtszdmot és a dekapacitacid

mértékét a mélyhiités utan visszamelegitett mintakban.

A dekapacitacios folyamat vizsgélata szempontjabol a dekapacitalo
faktorokat tartalmazd anyagok, gondolok itt a kiilonboz6 allatoktol,
anyajuhoktol €s tenyészkosoktol szarmazd vérsavok oOsszetételének
vizsgélatara, szintén elengedhetetleniil fontos a dekapacitald
faktorokat tartalmazo6 visszamelegitd oldatok optimalis 6sszetételének
kidolgozasa folyaman. Ez esetben fontos paraméterek lehetnek a
kapacitacio szempontjabol fontos szerepet jatszé ionok (Ca>*, HCO3),
tovabba kiilonbdzé hormonok koncentracidja, valamint a zsirsav- és

aminosavosszetétel.
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A vizsgalatok folytatasa, illetve a Kovacs-Foote féle festési eljarassal
végzett tovabbi festés és  értékelés, illetve ezen adatok
Osszehasonlitdsa a CTC fluoreszcens modszerrel torténd vizsgalat,
illetve ¢losejtszam  eredményekkel mindenképpen javasolhato.
Ugyanis a Kovacs-Foote féle festési eljarassal a mozgasképességrol,
illetve az akroszoma allapotarol kapunk egyiittes eredményeket. A
CTC fluoreszcens festési eljards segitségével a membran- ¢&s
akroszoma allapotardl kapunk informaciot. Az €losejtszam egy kiilon
fénymikroszkopos eljarassal végzett vizsgédlat eredménye. A CTC
fluoreszcens festési eljards elénye viszont, hogy vizsgalhato vele a
dekapacitacio folyamata. E két festési eljaras egyiittes alkalmazasaval
azonban nemcsak tobb informaciokhoz jutunk a vizsgalt minta
mindségére vonatkozoan, hanem tovabbi Otleteket adhat a
termékenyitdanyag termékenyitésre valdo alkalmassag vizsgalati

modszerének tovabbfejlesztéséhez is.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A pelletben mélyhiitott lacaune kossperma mintdkban a sejtek
dekapacitaciojanak bekovetkezése a kontroll visszamelegitd oldatban
(PBS, foszfatpuffer oldat) meghatarozott ép membrannal rendelkezd
¢s kapacitacion atesett sejtek aranyahoz viszonyitva a kapacitidcion
atesett sejtek aranyanak csokkenésének, illetve az ép membrannal
rendelkezd sejtek novekedésének vizsgalataval hatarozhatd meg.
Amennyiben a dekapacitald faktorokat tartalmazd visszamelegitd
oldatokban (PBS + spermaplazma, PBS + vérsavd) a kontrol oldatként
szolgalé PBS oldatban jelenlévé ép membrannal rendelkezd, illetve
kapacitacion atesett sejtek aranyahoz képest az ¢ép membrannal
rendelkezd sejtek aranya egyidejiileg novekszik, a dekapacitdcion
atesett sejtek ardnyanak csokkenésével, akkor beszélhetiink

dekapacitaciorol.

2. A dekapacitacio mértéke a kontrol oldatkeént szolgalo, foszfatpuffert
tartalmazo visszamelegitd oldatban (PBS) jelenlévd ép membrannal
rendelkezd ¢€s kapacitacion atesett sejtek ardnydhoz viszonyitva az
adalékolt dekapacitald faktorokat tartalmaz6 oldatokban (PBS +
spermaplazma, PBS + vérsavd) az ép membrannal rendelkezd sejtek
aranyanak novekedésével hatdrozhat6 meg, azzal a feltétellel, hogy a
kapacitacidszerli elvaltozason atesett sejtek aranya legalabb annyival
csokken, mint amennyivel az ép membrannal rendelkez6 sejtek aranya

novekszik.
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3. A pelletben mélyhiitétt majd visszaolvasztott lacaune kossperma
mintdk esetében a foszfatpuffert tartalmazd spermaplazmaval
adalékolt visszamelegitd oldat €élosejtszamra és kapacitacios allapotra
gyakorolt hatasanak vizsgélata sordn a szerz0 azt tapasztalta, hogy a
spermaplazmaéval adalékolt foszfatpuffer tartalmazd visszamelegitd
oldat a pelletben mélyhlitést kovetden visszamelegitett lacaune
kossperma mintdk esetében az ¢€l6 ¢és jol mozgd spermiumsejtek

aranyara €s azok kapacitacios allapotdra egyarant pozitiv hatassal volt.

4. A szerz0 altal végzett vizsgéalatok eredményeként megallapithatd
volt, hogy a visszamelegitdé oldatban adalékanyagként hasznalt
vérsavo javithatja a pelletben torténd mélyhiités utan visszamelegitett
lacaune kossperma ¢€losejtszamat, illetve dekapacitacios allapotat. A
kiilonboz6 allatoktdl szarmazd vérsavok hatdsa azonban nagyon

specifikus. Egyedenként tejesen eltérd hatést érhetiink el.

5. A visszamelegitd oldathoz adaleékolt vérsavo mélyhiités utan
visszamelegitett  lacaune  kossperma  ¢lésejtszamara,  illetve
kapacitacios allapotdra gyakorolt hatdsa a kiilonbozd allatoktol
szarmaz6 vérsavok kiilonbozo Gsszetételétol fligg. Nagy valoszinliség
szerint a Ca®’, illetve HCOs™ koncentraciojatol fiigg a legnagyobb
mértékben, mivel ezek az ionok jatszanak szerepet a kapacitacio €s

akroszoma-reakcio lejatszodasaban.
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6. Megallapithatd, hogy az 0Osszel, illetve tavasszal vett
ejakulatumokbol készitett spermaplazma egyarant felhasznalhato a
visszamelegitdé oldatokban dekapacitalo  faktorokat tartalmazo
természetes adalékanyagként. Domingez ¢és mtsai. (2008) szerint
ugyanis kizdrolag az Osszel vett szaporitd anyagbol eldallitott

spermaplazma hatékony dekapacitaloé adalékanyagként.

7. A szerzd altal végzett vizsgalatok alapjan megallapithato, hogy az
0szi fdszezonban a vizsgalt lacaune kosok ejakulatumaban eléforduld
akroszoma-reakcion atesett sejtek szazalékos aranya magasabb, mint a

tavaszi potszezonban.
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7. OSSZEFOGLALAS

A kossperma mélyhiités kérdése napjainkban még nem egyértelmiien
megoldott. A kiilonb6zé mélyhiitési eljarasok miiszalmaban és
pelletben mélyhiitétt termékenyitdanyag sok esetben kizarolag
sebészeti uton, vagy félsebészeti uton laparoszkopos eljarassal a
méhszarvakba juttatott termékenyté anyaggal lehetséges. Az ilyen
uton torténd termékenyitést mar 35-40%-os  €l0sejtszammal
rendelkez0 termékenyitd anyaggal eredményesen lehet végezni,
azonban a termékenyitd katéterrel elvégzendd cervikouterinalis uton
végzett eredményes termékenyitéshez mar 60-65%-os ¢l6sejtszammal
rendelkezd termékenyitd anyagra van sziikség. Ennek eldallitasa pedig
nagyon bonyolult feladat. A mélyhtités soran elég ha a rendszerbe egy

apro hiba kertiil, s az egész napi munka kéarba vész.

Disszertaciomat a Pharmagene-Farm Kft-nél 2007-2009 kozotti
idészakban végzett vizsgalatok eredményeibdl készitettem el,
melynek soran vizsgéaltam a tavaszi és 0szi kossperma mennyiségét,
mindségét, illetve 2-4°C-os hiitésre, illetve mélyhlitésre valo
alkalmassagat hét lacaune kos ¢és egy bakkecske bevonasaval. A kosok
frissen vett spermdjanak mennyiségét, ¢l0sejtszamat, illetve a
mélyhlitott és visszamelegitett sperma ¢él0sejtszamat, valamint a
kapacitacidszerli membranvaltozdson és akroszoma-reakcion atesett
spermiumsejtek ardnya is meghatarozasra keriilt. a mélyhiités egyes
fazisaiban, a vizsgalatok soran a kiillonboz6 Osszetételli dekapacitalo

oldatok hatékonysagat él0sejtszdm % meghatarozéssal, valamint a
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kapacitacioszerli elvaltozason, illetve az ép membrannal rendelkez6
sejtek ardnyanak valtozasdnak vizsgalatdval, valamint inkubacios
kisérletekkel vizsgaltam a spermiumsejtek ¢letképességét a
visszamelegitést kovetden. A vizsgéalatok célja a mélyhiitésre
legalakalmasabb szaporitdanyag begyljtése, 2-4°C-on hiitott, majd a
mélyhiités  utdn  visszaolvasztott  szaporitéanyag  eldallitas
technologiajanak fejlesztése a lehetd legjobb mindségli szaporitdanyag

eloallitasa érdekében.

2007. év 0szén a kiilonbozd kosok szaporitd anyagainak frissen vett,
higitott, illetve 2-4°C-on vald tarolds soran torténd vizsgaltam. A
vizsgalatok kozott szerepelt fénymikroszkop alatt torténd €losejtszam
meghatarozds, CTC fluoreszcens festési eljarassal torténd ép
membrannal rendelkezé kapacitacioszerli elvaltozason, illetve
akroszoma-reakcion atesett sejtek aranyanak meghatarozasa, valamint
a kiilonb6zd kosok szaporitd anyaganak tesztelése termékenyitésre
val6 felhaszndlds sordn, ezen vizsgalatnal kiilon értékelte a
kisérletekhez felhaszndlt szaporitd6 anyaggal végzett termékenyitések
sikerességét, amelynél meglepd modon jobb eredményt kaptam, mint
a napi gyakorlat sordan felhasznalt termékenyitdanyag esetében. A
vizsgalatok sordn eldszor a kozvetleniil a spermavételt kovetden, majd
az azt kovet6 1, illetve 2 napos 2-4°C-on torténd tarolds soran tortént
meg az ¢€losejtszam% meghatarozasa. A vizsgalat eredményeképpen
megallapithatd volt, hogy a vizsgalt négy minta koziil a két napos 2-
4°C-on torténo tarolast kovetoen két kos, nevezetesen a 4045 és 4245-

0s kos szaporitd anyagéanak éldsejtszam % datlageredményei alapjan
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60%-o0s eredmény volt mérhetd, amely azt jelenti, hogy a szaporitd
anyag altaldban 2 napos 2-4°C-os tarolas utan is alkalmas mesterséges
termékenyitésre. A CTC fluoreszcens festési eljarassal végzett
sejtmembran ¢€s akroszoma vizsgalatnal azonban a 4056-os allat
szaporitdanyag bizonyult legjobbnak. A két vizsgalatot Gsszevetve
azonban mégis kijelenthetjiik, hogy a 4056-os kos termékenyitd
anyagaval valo cervikouterindlis termékenyitésre csupan 1 napos 2-
4°C-os termékenyités utan javasolhatd. A 4012, illetve 4045-6s kosok
mintainak atlageredményei esetében szintén a maximum 1 napos 2-
4°C-os hiités utdni termékenyités javasolhatd. A 4245-6s minta
atlageredményei alapjan azonban csupan a frissen higitott spermaval
torténd termékenyités javasolhatd, ugyanis a membran fluoreszcens
vizsgélatok eredményei alapjan a 4245-6s kos szaporitdbanyaga birta a
legkevésbé a 2-4°C-on torténd hiitve tarolast. A higitott 2-4°C-on
hitott kosspermaval az allomanyban végzett sikeres termékenyitések
szama a nem kisérleti célbol és nem ivarzasszinkronizalt anyajuhokon
végrehajtott  termékenyitések  esetétben a  2007-es  évben
alloméanyszinten 61,59% volt. Erdekes megfigyelni, hogy a kisérletek
soran termékenyitett, illetve ivarzasszinkronizalt allatok esetében ez

az arany 70,58%.

Kossperma  mélyhiitésre =~ vald  alkalmassdganak  vizsgalata
fazisvizsgalatok sordn membran- és akroszoma kiilonb6zd aranyban
megfigyelhetd  elvaltozdsainak  meghatarozasaval  tortént az
elokészités, mélyhilités és visszamelegités soran 2008. évi tavasszal

gyljtott szaporitbanyag mintak adatai alapjan. Az eredményekbdl
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latszik, hogy a Jimmy 001-nek nevezett bakkecske spermaja birta
legjobban a mélyhttést, itt atlagban 64,8-61,15 % kozott volt az ép
membrannal rendelkezd sejtek aranya. Igaz a mélyhiités az Osszes
koziil a legmagasabb elott 81%-r6l indult. Az ép sejtmembran
tekintetében jol birtdk még a mélyhiitést a 4245, a 23386, a 4012. A
4056-0s kosoktol szdrmazd mintdk és 23144-es kostdl szarmazd
szaporitbanyag minta is kifejezetten jol reagalt a dekapacitalo
faktorokkal végzett kezelésre. Fénymikroszkoppal végzett €él0sejtszam
% meghatdrozas tekintetében a visszaolvaszds utdn kiemelkedd
eredményt ért el a 4056-os szamu kos, amely dekapacitalo faktor
hozzaadéasaval 35-40%, sOt esetenként 40-45%-os éldsejtszamot is
elérte, ami mélyhtitott kossperma esetében jonak mondhat6 eredmény.
Ez a termékenyitdanyag mar biztonsagosan felhasznalhato. A
mélyhiitott baksperma esetében az €l6sejtszam 35-50 % koriili volt. A
4045 ahol a visszaolvasztas utdni ¢l0sejtszamot vizsgalva 45-40 %, sot
egy esetben 60 %-os eredmény is sziiletett. A CTC fluoreszcens
festési eljarassal végzett dekapacitacios vizsgalatok eredményeként a
legjobb eredményt a 299-es ENAR szamu kos spermdja érte el
Mindkét dekapacitald faktorra az Gsszes koziil a legjobban reagalt.
PBS-ben visszaolvasztva az ép membrannal rendelkezOk koziil az
utolso helyre keriilt 29,5%-0s eredménnyel, de a dekapacitalod faktorok
segitségével 77%, illetve 66%-0s az ¢p membrannal rendelkezdk
aranya. A spermaplazma, mint dekapacitdlo faktort tartalmazo
komponensre a 299, 4012, 4056, 4045 ¢és 23386-0s kosok reagaltak
jobban, bar meg kell jegyezni, hogy a 23386-0s ¢ép membrannal

rendelkezd higitott spermajdban a spermiumsejtek aranya a PBS-hez
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hozzaadott vérsavo esetében sem maradt el sokkal. Csupan 1,5%-al a
PBS+spermaplazméaban torténd visszamelegités eredményeitél. A
vérsavoval, mint dekapacitald faktort tartalmaz6é PBS-ben torténd
visszamelegités utan az eldbb emlitett 23386-0s és 23144-es allatok
higitott sperméja ért el jobb eredményt. Jimmy O00l-es szamu
bakkecskétdl vett mélyhttés utan visszamelegitett szaporitdanyag
rosszul reagalt mindkét dekapacitalo faktorra, ugyanis ez esetben a
dekapacitalo  faktort tartalmazd6 komponensek jelenléte a
visszamelegitd oldatban ugyan kis mértékben, de csokkentette az ép
membrannal rendelkezdk aranyéat. Jelen esetben ez érthetd is, mivel itt
egy masik allatfaj a juh spermaplazmajat és vérsavojat adtuk a PBS
oldathoz. Bizonydra jobb eredményeket kaptunk volna, ha a

bakkecskéjét hasznaljuk.

Evszakhatas vizsgalat mélyhiitésre valo alkalmassag tekintetében
2008. tavaszi €és Oszi adatok alapjan zajlott. Ezen vizsgalat soran
meghatarozasra kertilt az ejakulatumok mennyisége, ¢l0sejtszdma és a
mélyhiités utdn PBS, valamint kiilonb6z6 dekapacitald faktorokat
tartalmazo oldatokban a visszamelegitést kovetéen a membran-,
illetve akroszoma allapotanak vizsgalata is megtortént. Az Osszel és
tavasszal vett kossperma mélyhiitése ¢és visszamelegitése soran
elvégzett fazisvizsgalatok eredményeibdl kideriil, hogy az dszi sperma
jobb mindségli, mélyhiitésre alkalmasabb. Létezik tehat szezonalitas a
kosoknal 1is, amely a klimatikus viszonyoktél, adott féltekén,
szélességi koron vald elhelyezkedéstdl is fligg, hiszen Ismaya (2003)

vizsgalatai szerint a déli féltekén a nappalok hosszabboddsaval nd
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kosspermatermelés mennyisége €s javul mindsége. Ezzel szemben az
északi féltekén Osszel van a f0 teny€szszezon, amikor a nappalok
egyre rovidebbek. A Pharmagene-Farm Kft-nél végzett vizsgalatok
eredményei is azt mutatjak, hogy az 8szi kossperma mindsége a jobb.
Ez a vizsgalat is azt igazolja, hogy kosoknal is megfigyelhetd az

évszakhatas.

A 2007-2009-ig végzett vizsgalatok eredményei alapjan egyarant
megallapithat6, hogy a tenyészkosoktdl a fOszezon, azaz az Osz

folyaman vett mintdk mennyisége tobb a tavasziénal.

A 2008-2009-ben végzett vizsgalatok eredményei azt igazoljak, hogy
a dekapacitald faktorokat tartalmazoé oldatok 4altaldban pozitiv
iranyban befolyasoljak az €l6sejtszamot, &m esetilkben sem mindegy,
hogy a visszamelegitd oldatokban egy adott allat szaporité anyagahoz
melyik 4llat vérsavojat hasznaljuk dekapacitald faktorokat tartalmazo

anyagként.

A 2009-es évben végzett dekapacitald faktorok hatékonysaganak
vizsgélata sordan kapott eredmények alapjan megallapithat6, hogy a
spermaplazmat tartalmazé visszamelegitd folyadék szinte kivétel
nélkiil minden esetben hatékony, azonban a kiilonb6zd allatoktol
szarmaz6 vérsavok hatékonysaga meglehetésen nagy eltéréseket
mutat. A kiilonb6z6 anyajuhoktodl, illetve tenyészkosoktol szarmazéd
vérsavok  visszamelegitd  oldatban  adalékanyagként  torténd
felhasznalasa nagyon eltérd eredményeket hozott a kiilonb6z6 allatok

szaporitoanyaganak ¢éldsejtszamadra, illetve €p membrannal rendelkezd
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sejtek ardnyara kifejtett hatds tekintetében. A  vizsgélatok
eredményeképpen igy megallapithato, hogy a vérsavok visszamelegitd
oldatban torténd felhasznaldsa nagyon specifikus. A tapasztalatok
alapjan azt monhatjuk, hogy a visszamelegité oldtaba adalékként
torténd haszndlatuk javithatja a mélyhltés utan visszamelegitett
szaporitbanyag mindségét. Azonban felhasznalasuk tekintetében
szamos kérdés nyitva maradt. Osszetételiikben, valésziniileg a Ca®" és
HCOj™ ionok ardnya lehet a meghataroz6, mivel ezen ionok jatszanak
szerepet a kapacitacio és az akroszoma-reakcid soran. A vizsgalatok
folytatasa soran ezen Osszetevok koncentracidjanak vizsgélata
javasolhato. Ezen kiviil az oldatok zsirsav, illetve aminosav

Osszetétele is rendkivul fonots lehet.

A 2009-ben végzett inkubacios vizsgalatok eredményei alapjan
megallapithat6, hogy a visszamelegités utan 30-35%-0s €l6sejtszamu
mintak, 20-27,5%-o0s €l6sejtszam eredményeket mutattak 2 6ras 39°C-
on torténd inkubalas utan. Ezen mintak laparoszkopos termékenyitésre
alkalmasak. A 2009-es mintak inkubacios kisérletek eredményei azt
mutatjadk, hogy a mélyhltott ¢és  visszaolvasztott mintdk
cervikouterindlis termékenyitésre egyenlére csupan feltételesen
kizarolag kisérleti célbol hasznalhatdak. Meg kell azonban jegyezni,
hogy a 2008-as mélyhiitott és visszaolvasztott kossperma eredményei
sokkal jobbak a 2009-es eredményekhez képest. Betudhat6 ez akar az
1d6jarés valtozasainak is, azonban ezen kovetkeztetésekhez tovabbi
elemzésekre €és vizsgalatokra van sziikség. A dekapacitald faktorokat

tartalmaz6d vérsavo ¢és spermaplazma adalékanyagként torténd
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hasznalata a visszamelegitd oldatokban mindenképpen indokolt, de a
vérsavokkal dusitott dekapacitalo faktorok hasznalata egyben nagyon
specifikus is. A spermaplazma viszont szinte kivétel nélkiil az 6sszes
minta esetében javitja az €losejtszamot és a dekapacitacid6 mértékét a

mélyhfités utani visszamelegitést kovetd inkubacid soran.

A vizsgalatok folytatasa, illetve a Kovacs-Foote féle festési eljarassal
végzett tovabbi festés ¢és értékelés, 1illetve ezen adatok
Osszehasonlitdsa a CTC fluoreszcens modszerrel torténd vizsgalat,
illetve ¢lésejtszam  eredményekkel mindenképpen javasolhato.
Ugyanis a Kovacs-Foote féle festési eljarassal a mozgasképességrol,
illetve az akroszoma allapotarol kapunk egyiittes eredményeket. A
CTC fluoreszcens festési eljards segitségével csupan a membran- és
akroszoma allapotardl kapunk informaciot. Az €16sejtszam egy kiilon
fénymikroszkopos eljarassal végzett vizsgalat eredménye, igy nem
allapithatd6 meg egy akroszoma-reakcion atesett sejtrél, hogy
mozgasképes e vagy sem. A CTC fluoreszcens festési eljaras eldnye
viszont, hogy vizsgalhato vele a dekapacitacio folyamata. E két festési
eljaras  egyiittes  alkalmazdsdval azonban  nemcsak  tobb
informaciokhoz jutunk a vizsgélt minta mindségére vonatkozoan,
hanem tovabbi Otleteket adhat a termékenyitdanyag termékenyitésre

valo alkalmassag vizsgalati modszerének tovabbfejlesztéséhez is.
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