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A KUTATAS ELOZMENYEL CELKITUZES

A vildg szdmos laboratériumaban végeztek és végeznek kutatémunkat
ma is a kiilonféle haszondllatok termékenyitd anyaga hosszitava
taroldsdnak megolddsara. Legeredményesebbnek a fagyasztva torténd
tarolds bizonyult, annak ellenére, hogy a fagyasztids és a felolvasztds
felére csokkenti a spermiumok motilitdsat (Tuli és mtsai 1992). A
jelenleg haszndlatos fagyasztdsi eljardsok nem tokéletesek. A tiléld
mozgékony spermiumok mozgdsa mads, kevésbé aktiv, mint a friss
ejakulatum spermiumaié (Verheyen és mtsai 1993). Fagyasztott sertés
sperma 1975 6ta szerezhetd be mind pellet, mind szalmdban tarolt
formaban (Johnson és mtsai 2000).

A fagyasztott sperma alacsonyabb termékenyitd képességli, mint a friss
ejakuldtum (Almid és Hofmo 1996, Johnson 1998), ezért a jelenleg
hasznalatos fagyasztdsi eljardsoknak tokéletesnek kellene lenniiik, de
kordn sincs ez igy. Az egyik oka, hogy a sertés spermiumok kiilénds
érzékenységet mutatnak a hideg sokkal és a fagyasztdssal szemben a bika
spermahoz képest (Polge 1956). Amiota felfedezték, hogy a hideg sokkal
szembeni ellendlldis megnovelhetd a fagyasztds eldtti pihentetési ido
meghosszabbitdsaval (Pursel €s mtsai 1972), a legtobb sertés sperma
mélyhttési eljaras néhiny ords 15 °C-on vagy ez alatti hOmérsékleten
tortén® pihentetést foglal magdban. A legjobb mindségli fagyasztott-
felolvasztott sperma eléréséhez sziikséges optimadlis pihentetési idd
azonban nem ismert.

Az éllattenyésztésben a hagyomdanyos eljardsok mellett jelentds szerep
jut  napjainkban az  exponencidlisan  fejlodé  biotechnoldgiai
modszereknek, igy az in vitro fertilizacionak is. Az IVF rendszerekben

alapvetd fontossagu az alapanyagként szolgdlé spermiumokbdl az €16 és



motilis frakcid szelektdldsa a tovabbi felhasznalds céljabol. Szdmos
sperma manipuldciés moddszert dolgoztak ki mir mind human, mind
haziallat IVF-ra. A legismertebbek a kiilonb6z6 mosasi eljarasok,
amelyek sordn a kiinduldsi anyagot meghatdrozott médiumokban,
centrifuga segitségével atmossdk. Az egyik ilyen eljards a Percoll-
gradienseken torténd centrifugdlds vagy mosds (Devries és Colenbrander
1990, Mermillod és munkatarsai (1992)). IVF rendszerekben a mosasi
eljarasok mellett nagy szerepiikk van a Kkiilonféle spermamigracios
eljarasoknak. A legismertebb ilyen migréltatdsi eljards a swim-up (vagy
felusztatds) (Drevius 1972, Lopata és mtsai 1976). A swim-up sordn
egységnyi mennyiségli (dltaliban 1 vagy 2 miszalmanyi) spermat
helyeznek egy meghatdrozott kapaciticiés médium ald, ezt inkubaljak és
a motilis spermiumok a felsd rétegbe vandorolnak. Hézidllatokon Parrish

€s munkatarsai (1986) vezették eloszor be a swim-up-ot.

Célkituzések:

Az elsO kisérletsorozatunk célja, hogy 17°C-on végzett hét napos taroldsi
kisérlet sordn in vitro koriilmények kozott naponta megbecsiiljiikk az
élé/elhalt spermiumok szdmdt, nyomon kovessik a spermiumok
mozgasképességében  bekovetkezett  valtozdsokat, valamint az
akroszoma-véltozdsokat a  két festési modszer  parhuzamos
alkalmazdsdval Osszehasonlitva a mintdk szubjektiv  motilitas
vizsgélataival, majd a tovébbi kisérletekben alkalmazott spermavizsgalati

modszer kivalasztisra keriiljon.



A mdésodik vizsgalatsorozatban meghataroztuk a hosszu tavu tdroldsra
hasznalt fagyasztds elotti kezelések egyes 1€péseit, €s ezek hatdsait a
fagyasztott ujraolvasztott sertés termékenyitd anyagra. Majd ennek
ismeretében a fagyasztds elotti ekvilibracidés id0 meghosszabitdsanak
hatdsat vizsgéltuk a kanspermiumok életképességére,
membranintegritdsara és motilitdsdra. Célunk volt, hogy az esetleges
szezondlis kiillonbségekre 1s fényt deritsiink, ezért a kisérletet nyaron és

Osszel is elvégeztiik.

A harmadik iitemben a fertilizacié hatékonysdganak javitdasa érdekében
tovabbi kansperma eldkezeléseket alkalmaztunk. Ennek érdekében
megvizsgaltuk a rovid idejii centrifugélds, a feldsztatds (swim up) és a
Percoll-os kezelés hatdsat fagyasztott felolvasztott sertés termékenyitod

anyagra.



ANYAG ES MODSZER

1. A VIZSGALATOK HELYSZINE

Kisérleteinket a Nyugat-Magyarorszagi Egyetem Mezogazdasag- és
Elelmiszertudoményi Karanak Allattudoma’myi Intézetében, valamint a

debreceni Mesterséges Termékenyité Allomason végeztiik el.

2. SPERMAVIZSGALATI MODSZEREK

2.1. Motilitasvizsgalat
A termékenyitd anyag motilitds vizsgalatit fitott (38 °C) targyasztald

Zeiss fénymikroszkop segitségével egy fliggetlen szakember végezte.

2.2. Festési eljarasok

A Kovics Foote-féle festési eljarast (1992), és a Harrison Vickers

fluoreszcens festési eljarast (1990) alkalmaztuk.

3. STATISZTIKAI ANALIZIS

A Kkétféle festési eljarassal vizsgalt rovid idejlii spermatérolds sordn kapott
eredményeket a Statistica program ANOVA/NANOVA részének
felhasznélasaval elemeztiik ki.

A hosszabb ekvilibracios 1d0 hatasdnak vizsgdlati adatait Microsoft Excel
segitségével rendeztiik és a Statistica for Windows 6.0 statisztikai
szoftverrel értékeltilk. (Az adatokat variancia-analizis vizsgdlatnak

vetettiik ald a spermakezelési eljards hatdsdnak kideritése céljabol.)



Végiil t-probaval igazoltuk a kezelések és a kontroll kozti szignifikéns
kiilonbséget.

A termékenyitést megel6zd spermakezelési eljardsok vizsgdlatai sordn
kapott eredmények egytényezOs variancia-analizisét a mdar korabban
emlitett Statistica program ANOVA/NANOVA részének felhasznaldsdval

végeztiik, melyet a Tukey teszttel egészitettiik ki, amikor sziikséges volt.



EREDMENYEK

1. A spermavizsgalati modszer Kkivalasztasa és a rovid ideji tarolas

hatasa a termékenyité anyagra

Arra voltunk kivancsiak, hogy révid ideji tarolds sordn hogyan véltozik a
sperma mindsége, és hogy adodik-e kiilonbség az eredményeket tekintve

a kétféle festési modszert alkalmazva.

1. tablazat. Az él6, ép akroszomaju, farokfestést nem mutato
kanspermiumok aranyanak valtozasa a rovid ideji tarolas alatt a

kétféle spermabecslési modszerrel vizsgalva (%)

Spermavizsgalati 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Kan modszer nap nap nap nap nap nap nap
Kovacs-Foote 70 65 59,51 455 | 355 30 10
1
Fluoreszcens 50 455 37 30 27 16 10
Kovacs-Foote 72 60,5 | 51,5 31 20 15 10
2
Fluoreszcens 45 33 27 1951 11,5 7.5 5
Kovacs-Foote 70 65 60,5 46 35 30 25
3
Fluoreszcens 53,5 50 45 35,5 32 20 14
Kovacs-Foote 70 65 53 37,5 28 15 10
4
Fluoreszcens 50 45 40,5 | 34,5 23 11,5 5




A négy kan termékenyitd anyaginak eldzetes vizsgalatdnal az deriilt ki,
hogy az ejakuldtumban 1évd mozgé spermiumok ardnya 70%-ra tehetd. A
Kovécs-Foote-féle eljardst haszndlva a termékenyitd anyag mindsége
valamivel magasabbnak mutatkozott, mint a fluoreszcens festést
alkalmazva. Ez a tendencia végig megmaradt a hét nap sordn. A vizsgélat
sordn mindkét festési eljards azt mutatta ki, hogy a termékenyitd anyag
mindsége naprol napra romlik.

A téarolds sordn az él6 ép akroszémdval rendelkezd farokfestést nem
mutaté spermiumok szdma folyamatosan csokkent barmely mddszert is
alkalmaztuk annak nyomon kovetésére. Elvégeztiik az F-probat, hogy a
kimutatott mindségromlési tendencia azonos mértékben véltozik-e. A
statisztikai értékelésnél négy kan atlageredményeit vettiik figyelembe, és

a két modszerrel is 0sszehasonlitottuk.

2. tablazat. Kétmintas F-préba a szorasnégyzetre

o A o SZD SzD
Tényez6 SQ FG MQ F-préoba F-tablazati 59 0.1%
Osszes 20876,13 | 55

skeskosk
Ismétlés 16278,06 | 6 | 271301 P=0.1%
Csoportok 13,0071 | 1 | 2340071 | 2478491 | 3551 | s
kozott
Hiba (cs) | 5664911 | 6 | 9441518
Kezelés 11776696 | 6 | 2044494 | 1583503 | 4.89 ok 3,89893 | 6,89515
csop. beliil

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




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

A fenti eredmények azt igazoljak, hogy a rovid idejli tarolds sordn
jelentkezd spermamindség romlds a két festési eljards barmelyikét
alkalmazva hasonl6képpen detektdlhatd. A tovadbbi kisérletek sordn a

Kovacs-Foote féle festést alkalmaztuk.

2. A fagyasztas el6tti ekvilibracios idé meghosszabbitiasanak hatasa a

kanspermiumok membranintegritasara

Ebben a kisérletsorozatban arra kerestiik a vdlaszt, hogy a fagyasztist
megel6zd pihentetési idonek a meghosszabbitdsa milyen hatast gyakorol
a termékenyitd anyag mindségére. Az esetleges szezondlis kiilonbségek
feltarasdra az egész vizsgalatsorozatot kétszer hajtottuk végre, egyszer a
nydr és egyszer az 0sz folyamén.

A Kovics-Foote féle festést alkalmazva az €16, ép és nem festddott
spermium farkat tartalmazé csoportot vizsgélva szignifikdns kiilonbség
van a hagyomdnyosan hiitott és a kezelt csoport kozott. Az aldbbi

diagram jo6l szemlélteti a kiilonbséget.
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1. abra: Box-whisker diagram. A kontroll és a kezelt csoportok festési
adatainak (él6, ép és motilis spermiumok) atlag, atlag+szoras, és

minimum-maximum értékei (nyar)

Szintén szignifikans kiilonbség adddott a kontroll és a kezelt csoportok

motilitds vizsgélatanal. A kiillonbséget az aldbbi diagram mutatja be.
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Box Plot (nyar, mot%)
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2. 4bra: Box-whisker diagram. A kontroll és a kezelt csoportok
motilitasvizsgalatanak atlag, atlag+szoéras, és minimum-maximum

értékei (nyar)

Mind a kezelt, mind a kontroll csoporton beliili vitalitast és motilitast
egylittesen feltiré festési eredményeket Osszehasonlitva a szabad
szemmel végzett motilitdsi eredményekkel azt tapasztaltuk, hogy a
kozottiik adodo kiilonbségek szignifikansak.

A nyédron és Osszel elvégzett kisérletek eredményeit atlagoltuk és
elvégeztik a t-probdat. Mind a festési eredmények, mind a szabad
szemmel végzett motilitds vizsgdlatok statisztikai értékelésekor

szignifikéns eltérés volt kimutathat6 a kezelt csoport javdra. Az egyes
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egyedek eredményeit is Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy kozottiik
nincs szignifikdns kiilonbség. A nydron és az Osszel elvégzett kisérlek

eredményei kozott sem adddott szignifikdns eltérés.

3. Fagyasztas és felolvasztas utini spermakezelés (rovid idejii

centrifugalas, swim-up és Percollos kezelés)

Ezuttal a fagyasztds és felolvasztds utdni szdmos spermakezelési eljards
koziil a rovid ideji centrifugalas (10 perc 200g-n), a swim-up (Sperm
TALP médiumon keresztiil) és a Percoll gradiens kezelések kanspermara
gyakorolt hatdsait vizsgdltuk. A kisérletekb6l a hirom kezelés

hatékonysaga kozotti kiilonbségekre is fény dertilt.

- )

KEZELESEK ELOTT
holt/nincs
12,77%
élo/ép
hoIt/sérUIt 35,53%
17,20%
1h§ I;[/; 5 2% élo/sérult
k 10,63%
él6/nincs
11,7%
~ y

3. abra. A kiilonb6z6 spermiumkategoriak alakulasa a kezelés el6tt
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CENTRIFUGALAS

holt/nincs
5,63%
holt/sérult

17,33% ﬁl

ifiliiop 816/ép
e 57,13%
élé/nincs
3,97% él6/sériilt
6,53%
- J

4. abra. A Kkiilonbozo6 spermiumkategoriak alakulasa a centrifugalas utan

- )
SWIM-UP
holt/sérllt  holt/nincs
9,4% 3,80%
holt/ép
8,23%\&
18/
él6/ni ncs/D e;/;p
11,23% i
élé/sérdlt
16,33%
L 4

5. dbra. A kiilonboz6 spermiumkategoriak alakulasa a felisztatas utan
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PERCOLL
holt/sértlilt
hotép ~ 1.97% imines
5,73% 5779,
élo/nincs
5.2% KI
él6/sériilt
10,53% \_¢elo/ép
73,8%
\_ y

6. dbra. A Kkiilonb6zé spermiumkategoriak alakulasa a Percollos kezelés

utan

Mindhédrom kezelést kovetden az €16 €p akroszomaju spermiumok ardnya
magasabb a kontrollhoz képest. Sertés fajndl a legjobb eredményt a
Percollos kezelés indukdlta, ezt a centrifugdlds, majd a feldsztatds
kovette. Mind a centrifugilds, mind a felisztatds, mind a Percoll kezelés
szignifikdnsan (P<0,005) befolydsolta az €él6 intakt akroszémadval

rendelkezd spermatozodk aranyat a termékenyitd anyagban.
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UJ KUTATASI EREDMENYEK

1. A hosszabb ideig tarté ekvilibrdltatds kedvezd hatdssal volt a
spermiumok életképességére, az €16, ép akroszomdju és motilis
spermiumok ardnya szignifikdnsan magasabb volt a hosszabb pihentetést
kovetoen, mint a kontroll esetében.

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

3. Az in vitro fertiliz4ci6 hatékonysagénak noveléséhez alkalmazott swim
up, centrifugédlds, Percoll gradiens spermakezelési eljarasok
barmelyikének jelentdsen nagyobb mennyiségli életképes, ép
akroszémaju spermiumot eredményezett, mint a kezelés nélkiili kontroll.

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

leghatékonyabbnak.
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JAVASLATOK

A kansperma rovid ideji taroldsa alatti mindségi valtozdsdnak nyomon
kovetésére kétféle in vitro festési mddszert hasznaltunk. Vizsgédlataink
sordan a Kovacs-Foote-féle (1992) festést, és a modositott Harrison és
Vickers fluoreszcens festést (1990) is alkalmaztuk. A 17°C-on végzett
hét napos tdroldsi kisérlet alatt in vitro koriilmények kozott naponta
értékeltiik, az éld/elhalt spermiumok szdmat, megallapitottuk az
akroszoma valtozdsokat és az €él6, ép akroszOmdju spermiumok
farokmembranjdnak  permedbilitdisdbél a  sejt  motilitdsdra  is
kovetkeztettiink. Osszehasonlitottuk a vitdlis festési eredményeket a
motilitds vizsgilat eredményeivel. Mindkét moddszer alkalmas a rovid
ideig torténd tarolds folyamédn bekovetekezd mindségbeli valtozdsok
nyomon kovetésére. A gyakorlatban mégis a Kovdacs és Foote altal leirt
modszert javaslom, mert kivitelezése egyszerli, nem igényel specidlis
laboratériumi koriilményeket, és a sejtek vitalitdsan kiviil az akroszéma
és a farokmembrdn integritdsardl is drnyalt képet kapunk.

Kisérleteinkben az ekvilibracids id6 meghosszabbitdsa kedvezd hatdssal
volt a spermiumok életképességére, az €10, ép akroszomdji és motilis
spermiumok ardnya szignifikdnsan magasabb volt a hosszabb pihentetést
kovetden, mint a kontroll esetében. Kisérleteinkben a hosszabb
pihentetés a spermiumok mozgési képességében is szignifikdns valtozast
okozott.

A fagyasztott visszaolvasztott termékenyitd anyagon szamos kutatd
végzett el centrifugdldsos, Percoll-os és swim up-os kezelést.
Munkédnkban a hirom kiilonféle kezelés eredményei igazoltdk, hogy
mind a rovid idejii centrifugdlds, mind a feldsztatds, mind a Percollos

kezelés hatékonyan koncentrdlja az €10, ép akroszomaval rendelkezd
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spermiumokat. A kiilonboz6 kezelések koziil a Percoll gradiens kezelés
bizonyult a leghatékonyabbnak. A nagylizemi sertéstermelésben az
egyszertien kivitelezhetd Percollos eldkezelést feltétlen javasoljuk, hogy
a mesterséges termékenyités tokéletesebbé valjon, €s szélesebb korben

elterjedhessen.
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