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1. A Kutatas elbzményei

A 16 mar évezredek 6ta szoros kapcsolatban allnazeerel. Az utébbi évtizedekben
vilagszerte fokozodott a mesterséges termékenglktdmazasa, mely a természetes
fedeztetéssel dsszehasonlitva szamésyelkinal. Ujabban, a vilagon éventétdit,
illetve mélyhitott sperméval végrehajtott mesterséges termélésejit(MT) szama
elérte a felmilliot, amelyll szdzezret végeztek mélithtt termékenytt anyaggal. A
sikeres mesterséges termékenyitéseldvente mintegy 350 ezer csiké sziletik
(Central European Management Intelligence /CEMIAtad®2006). A mélyhtott
sperma a titve-szallitotthoz képest tovabbisaloket kinal. A tenyésztésben elért
kiemelked fontossaga ellenére a ménsperma mdBde még nem tekintliet
kidolgozott technolégianak. Szamos modositast fEtes az elmult években, de
mindennek ellenére nagyszamu mén szolgaltat gytatgmatériumi midsitési és
fertilitAst spermat a mélykes utdn. Csupan a mének 30-40%-a termel fagyasztas
tartosan alkalmas ejakulatumot és a 16 fajtdk Kombtjelents mélyhithetségi
eltéréseket figyeltek meg. A spermiumok tobb miffba karosodik a meélyies
folyaman. A friss és ott sperma miésége alapjan nem lehet egyértéém
kovetkeztetni a mélyitiést kbveb spermamitiségre. A ménsperma fagyaszthatésaga
egyedi jelleget mutat. A friss ondd nisitéséil fliggetlenldl a mének spermai etiér
érzékenységet mutatnak a higitas, a nidég és a felolvasztds soran bekéveikez
stresszhatdsok irant. A sejtmembran strukturdlifox@sai és sérilései fontos
tényednek tinnek a mélyhitott ondosejtek csokkent fertilitAsa szempontjabdl.

Sok értékes mén termel gyenge 6&siédi spermat, beleértve a rossz
mélyhithetbséget, az alacsony spermiumszamot és ézsdjtek alacsony aranyat.
Néhany kimagaslo értékmén esetében korlatozott a sperma eléségfe, ha hirtelen
elhullds, betegség, vagy mas okbdl mar nem leblék ttbbbé spermat nyerni.
Ezekben az esetekben a spermiumokat in vitro teemgtésre lehet hasznélni az
ondosejt petesejtbe tori@mnjektalasa altal (intracytoplasmic sperm injectidCSI/

erett, éb, funkciondlis szempontbdl intakt onddsejtek kigatasat igénylik. A

standard ondosejt szeparalasi technikak nem minaigkonyak a kis térfogata, ill.
kevés @ sejtszami mintdk esetében. A spermium-szeparaatékdnysaganak
fokozasa altalaban két irdnyban torténhet. Az egyik elkilonitési modszerek
metodikai fejlesztése, illetve Ujak kidolgozasa, naasik, kémiai stimulatorok
alkalmazasa a funkciondlisan ép ondosejtek kingeks és a spermiumok



termékenyitképességének fokozasara. A hialuronsavat (Hyaloraid, HA)
sikeresen alkalmaztak swim-up (SU) technikaval kiodlva. human in vitro
laboratoriumokban a pentoxifillint (PX) széles kérbdlaklmazzak az immotilis here-,
vagy mellékhere-spermiumok mozgasanak beinditagarBX-kezelés felolvasztas
utan a ménspermiumok motilitasat is javitotta.

A spermiumok értékelésére a kulonbomodszerek széles palettaja ismeretes. Az
utobbi évtizedekben szamos laboratériumi teszt@estgettek ki az ondosejtek
funkcionalis vizsgalataira. Ezek k&zé tartoznak aotilitdsi paraméterek, a
kapacitacio, a spontan és indukalt akroszoma-réakuiklearis és mitokondrialis
DNS vizsgalati mddszerei, de csak kevés kertlt Ipetia klinikai alkalmazasba. A
hagyomanyos spermabiralatsen szubjektiv,cként a spermaiisiségén és a sejtek
motilitasan alapul. Korlataik ellenére a motilit&s a progressziv motilitas a
leggyakrabban értékelt paraméterek a ménspermakelisében UGgy a
laboratoriumokban, mint a ménesekben, mivel a l€hb hozzaférhéek és gyorsan
elvégezhdiek. A legtobb kisérletben egyetlen valtozo vizsigatem adott megfelél
magyarazatot az egyes mének élt@rtilitasara. Ezzel szemben a kulonbdautatok
vizsgalati eredményeinek egyuttes értékelése fakoat termékenydképesség
elorejelzésének pontossagat.. A rutin-értekelés neli@bb teszt kombinacidja
szikség a ménsperma rm@égéenek és termeékerikepességének megitéléséhez.
Multiparaméteres spermaanalizissel felisménet valhatnak a terméketlen és
szubfertilis mének és fény dertlhet a vemhesulesireények csokkenésének okaira.
A komplex értekelési modszerekkel a kulonbomélyhitési, illetve spermium-
szeparalasi protokollok is 6sszehasonlithatok.

A fluoreszcens festések és az aramlasi sejtandfiais citometria) Ujabb hatékony
eszkozoket szolgaltatntak a kutatoknak és a klsoknak tobb onddsejt-tulajdonsag
értékeléséhez. Ezekkel az eljardsokkal az ondéasgjieelhalt statusza, akroszoma- és
mitokondrium-allapota, DNS épsége, és a kapacittédiuma is értékelh@tElonye,
hogy igen nagy sejtszam értékelése lehetséges rildd beltl. Kombinalt
fluoreszcens festési technikdkat is kidolgoztakaoavicitometeres értékeléshez, de
sajnos az aramlasos citométer és gyakran még ee$lzmens mikroszkép sem all a
rutin munkdban dolgozok rendelkezésére. Ezeknétlanikaknal az is gondot okoz,
hogy A&ltaldban idigényes a mintak &készitése, kulonbdéz mosasi, tisztitasi
folyamokat és rovidebb-hosszabb, fluoreszcens Kekkel tortéi inkubaciot
igényelnek. A ménspermiumok érzékenyek a hosszadalnspermakezelési
eljarasokra, amelyek sordn megvaltozhat az ereditidulasi sperma mifsége.



Emellett a fluoreszcens modszerek tovabbi hiangzsd#ogy a morfoldgiai értékelést
nem teszik lehéwé. Sajnos, még nem all rendelkezésiinkre megbizzamitdgépes
modszer a teljes morfolégiai analizishez.

A plazmamembran épségének és funkcidjanak meglitpveth fontossagu a
spermium életképességének és termékékgipességének szempontjabdl. Kovacs és
Foote (1992) tripankék (TB)-neutralvoros-Giemsatéss irt le az onddsejtek
élé/elhalt és akroszoma allapotdnak kimutataséra kides és nydl spermiumokon,
amely a morfologiai értékelést is biztositotta. A2l6 és elhalt farkak
megkulonboztetését késb kozolték (Nagy és mtsai 1999). Azéta ezt a fsté
modszert tobb erié fajon is sikerrel alkalmaztak. A szimultan érlékelehetvé
teszi a valédi akroszOma reakcio és a sejthald bekovetkezett “hamis akroszoma
reacid” megkulonboztetését. Méliids és felolvasztas utan szignifikansan néegn
feji részen ép membrand, de festett, sérult farl@nhspermiumok aranya, melyek
bizonyara mozgasképtelenek (Nagy €s mtsai 1999frtEaz ép/sérilt farkak
egyértelnii elkllonitése nagyon fontos az ondodsiég értekelésénél. A TB/Giemsa
festés elfogadhatd ismételbséget és j6 egyezést mutatott a bikaspermiumokkal
végzett fluorescein isothiocyanate-conjugated peayglutinin/ propidium iodide
(FITC-PNA/PI) festés flow-citometrias ertékelésépghgy és mtsai 2003). A festési
technikat motilitas-analizissel, vagy hipoozmotikteszttel (HOST) kombinalva
hasznalhatonak tartjak a fertilitasordjelzésére (Domes 2003, Tartaglione és Ritta
2004). A ménondédsejtek esetében nehany specidémpé, illetve probléma meruilt
fel a festési technika hasznalatanal. Az egyik gartibsszu (egyéjszakas) Giemsa-
festés volt, a masik pedig az ép és a seérllt fadiffierencialasa, kiuléndsen a
meélyhitétt mintak esetében.

A mén fertilitasat szamos tényezbefolydsolja, mint az apaallat elldtasa
(takarmanyozas, elhelyezés, a spermgtése, kezelése és tarolasa), és a tenyésztéshe
vont kancak menedzselése is (a termékenyités diindopontja, a kancak
szaporodas-biolégiai allapota és kondicidja). Atdbg fertilitasi tanulmanyban a
vizsgalt mének és kancak kis szama miatt nem kaptzgnifikansan eltér
eredmeényeket. A rutin termékenylilési adatok megtédaga alacsony, és lovon a
gondosan megtervezett in vivo fertilitdsi kisélketeagyon koltségesek, még ha
bioldgiai és etikai szempontbdl kivitelezbiketis. Ezen megfigyelések szerint a sperma
laboratoriumi jelleméi és a kédbbi fertilitasa kdz6tt nagyon nehéz pontos és dutel
Osszefluiggéseket talalni, kilondsen métgtt sperma esetében. Sajnos, a létenyésztés
Magyarorszadgon az utébbi évtizedben hanyatlast tottitaami a tenyésztési,



termékenyitési és csikdzasi adatokban is megmutiktka kisérleti iddlszakban nem
volt lehetségem megfelélszamu (min. 100 kanca/kezelési csoport) egyedgnete
in vivo vizsgéalatra, de megkiséreltem a komplextégis mddszer hasznalatat
szubfertilis mének spermajanak laboratériumi désgge és fertilithsa kozotti
0sszefliggés kimutatasara.

A tenyészmének kivalasztasadsisrban szarmazasuk, sport teljesitmenytk, killemuik
és mas fenotipusos jelletiz alapjan torténik, a fertilitas masodlagos. Ezzel
magyarazhat6, hogy az egyes lovak spermajanakségn mutatoi igen valtozatosak,
magas aranyban nem megfééd. Meddség és szubfertilitas a leggyakoribb
aggodalmat ket szaporodasbiologiai problémak a l6tulajdonosokrekinfertilitas
okanak meghatarozasa viszont nem egyszietadat az allatorvosok szamara.
Szubfertilis mének tenyésztésbe kerulhetnek, ambany rendkivili genetikai
ertékkel, kivalo sporteredményekkel birnak, vagkari kis létszamu génmégott
fajtakba (pl. Gidran, Hucul) tartoznak. Az ilyenesjélis esetekben a mén és spermaja
alapos vizsgalata szikseégeltetik a tovabbi tengészstratégia kidolgozasahoz.
Szubfertilis mélykitott sperma esetében spermium-szeparalasi eljandsok mély
intrauterinalis termékenyités, vagy in vitro ferdcio (ICSI) adhat esélyt a
vemhesulésre.

2. A disszertacio célkitizései

Az értekezés célkitizései a kdvetkedk voltak:

(1) a komplex festési technika javitasa, hitelssités alkalmazdsa mén spermiumok
vizsgélatara, amely egyittesen értékeli a spermiufep és farki membranjanak
integritasat, akroszoma allapotat és morfolégiajat.

(2) A modszer alkalmazhatésaganak vizsgalata kdbnk0zd gyakori in vitro
technika sordn (ond6 mélies, illetve spermium-szeparalas) és felhasznaasa
kezelések utani spermaniseg valtozasok értékelésére.

(3) A modszer alkalmazasa gyenge termékékgfiesséfy spermaban kimutathatd
ondosejt anomalidk meghatarozasara.

A disszertacio célja, mindezekkel rairanyitanigy@lmet a festési eljaras és értékelési
rendszer komplexitasara és széledikiasznalhatdosagara laboratoriumi kisérletekben,
valamint a ménsperma ndiseg-elledrzés soran, illetve a friss vagy feldolgozott ondé

JTe

lehetséges termékenységi potencialjanak a meghat#aa.



3. Anyag és Modszer

- Az 1, 2, és 4. vizsgalamunkait 2001-2008 kdzo6tt Magyarorszagon végeztem
egyuttrrikodésben tobb L6 Mesterséges Termékényilomassal. Laboratoriumi
hatteret az Allattenyésztési és Takarmanyozasi tEutdntézet biztositotta
Herceghalmon. A3. vizsgélatot 2004-ben a Coloradoi Allami Egyetem Allat
Szaporodasbiolégiai és Biotechnoldgiai laboratééban végeztem.

3.1 Vizsgalt mének, spermamintak

- Az 1. kisérletbena 0,16% Chicago sky blue (CSB)/Giemsa és a 0,2ifpankék
(TB)/Giemsa festési moddszerek ismételsépgét és a két @&klhalt festék
hasznalatdnak egy&sgét 30 sperma mintdn végeztem. A mintdk 10 éhént
szarmaztak vegyesen, nyers, higitott, centrifugaltfagyasztott spermék voltak.
Mindegyik sperma mintdbdl parhuzamosan készultgdarnkékkel és Chicago sky
blue — val is kenetek. Ezeket a keneteket hasdalito 6ssze. A denzitometrias
vizsgéalat soran 20 spermaminta szintén kétféleé$sst készlilt kenetét elemeztem. A
mintak 15 kilonbd& méntl szarmaztak.

- A 2. kisérletben 10 mén ejakulatumanak meélithetbségét vizsgaltuk 3 ill. 4
ismétlésben (n=33). A lovak mindegyike mesterségasnékenyitésre hasznalt
tenyészmén volt. A sperma-fagyasztasok random méteh idspontokban torténtek
2001-2004 folyamén. AVén-9 ejakuldtuma tovabbi 17 alkalommal is fagyasztasra
kerllt 2003 szeptember és. 2004 januar kozott. Armrsp-mirdség valtozasat a
mélyhitési folyamat egyes Iépései utani analizissel vltslg. A fagyasztasok
alkalmaval a friss spermabdl, centrifugalas utamgjdma mélykitdétt sperma
felolvasztasa utan készitettiink keneteket (n=99).

- A 3. kisérletbengyenge-kdzepes niisédi fagyasztott spermat hasznaltam (200 x
10°/ml  sejtkoncentracidban, EZ-Freezin-LE higitéval Iyhétve, 0.5-ml-es
miszalmakban, a felolvasztas utani progressziv nastiti 30% volt) 3 mendl, 3
ismétlésben. Két szalmat olvasztottam fel 38 °C30nmp-ig és Osszekevertem a
tartalmat. Az egyes sperma-szuszpenziokbdl 100l @0intat hasznaltam mind a 7
spermium-szeparalasi kezelési csoportnal.



- A 4. vizsgalatban 14 jo fertilitasu €s 10 csokkent fertilitasi mégresnamintait
elemeztem. Sperma keneteket készitettem 10 feés#islO szubfertilis mén friss
ejakulatumabdl és 5 fertilis és 4 szubfertilis nEnott spermamintajabdél 1 napos
4°C-on tortéd tarolas utan. A mintakat morfologiai és kombin&l/elhalt-
morfologiai kategoriak szerint értékeltem. A memkekonboz fajtaju és koru allatok
voltak. Az 6sszes mén tenyészménkeént volt feldlikilléonb®d ménesekben és
Mesterséges Termékenyilllomasokon. A fertilis és szubfertilis méneket &@aluk
termékenyitett és sikeresen vemhesult vagy Uresaradn kancak aranya alapjan
itéltek jo termékenydt képesséiinek, illetve csokkent fertilitAsinak a mesterséges
termékenyit allomast vezét allatorvosok.

3.2 Ménsperma fagyasztasi protokoll

A 2. kisérletben, a mélyitési eljaras Vidament és mtsai (2000) kézleméngpjah
tortént. Spermavétel utan a gél-frakciotol elvaiaz ejakulatumot centrifugalo
higitoval (INRA82 + 2 tf % centrifugalt tojassargbap vagy 1:3 aranyban higitottuk
37 °C-on. A higitott sperma szoldahersékletre tiése utan a centrifugalast 600g-n
10 percig végeztuk. A felulisz6 eltavolitasa utaneszuszpendalas tojassargat és
Glicerint tartalmaz6é INRA-82 mélyiié higitéval (100 millié/ml koncentracidban)
tortént. Az equlibracié paraméterei a kovethdexoltak: hités 22°C-rol 4°C-ra 1 6ra
alatt (-0.3°C/perc-itési sebesség), majd tarolas tovabbi 1 oraig 4°CAanélyhités:

0,5 ml-es nmiszalmakban tortént, folyékony nitrogén (LN) féldtcm-re helyezve 10
pecig, majd LN-be merités kdvetkezett. A felolvaszB7°C-on 30 mp-ig végeztuk.

3.3 Spermium szepardlas (3. kisérlet)

Mini-Percoll: Hadrom mintat (10Qul) 38°C-on 5% CQ@ot tartalmazé légtérben 20
percig inkub&ltam 0,25 ml HCDM (Hepes-buffered cleaity defined handling
medium)-ban [P-NT: stimulal6 vegydlet nélkdli; P-PX5 mM pentoxifillint (PX); P-
HA: 1 mg/ml HA vég$é koncentracidt tartalmazé médiumban] a Percoll®-
centrifugalas éltt. Egy minta Percoll® kezelésebektes inkubacid nélkil tortént (P-
CON). A felhasznalt mini-Percoll két rétegradiens volt: 0,4 ml 90% and 0,5 ml
45% Percoll®-t tartalmazott 1,5-ml-es mikrocentgidu cében. Az inkubdlt és
inkubacié nélkuli mintdk a Percoll® gradiensek jiete lettek rétegezve. A
centrifugalasi paraméter: 600 x g 5 perc volt. uBpelletet aspiraltam a ésaljarol
majd 1 ml HCDM médiumban 300 x g-n 5 percig mostam.



Swim-up: A Percoll kezelésekkel parhuzamosan 100-1i0§permat helyeztem 1 ml

HCDM médiumba swim-up (SU) kezelés céljabdl: (SU-ME&m-kezelt; SU-PX: 3,5

mM PX; és SU-HA: 1 mg/ml HA végskoncentraciéban) majd 38°C —on, 5%-0s,CO
légtérben 30 percig inkubaltam 5 ml-es homorua-afitben. Inkubacio utan 0,65 ml

feltluszot pipettaztam le, amit 1 ml HCDM médiumba@0 x g — n 5 percig

centrifugaltam.

Minden egyes kezelésnél 30pelletet aspiraltam a csovek aljardl kinyerési arany
meghatarozasahoz B- mintat 95 ul desztillalt vizzel elegyitettem, majd a
sejtkoncentraciot hemocitometerrel szamoltam. kikyerési arany az eredeti
fagyasztott sperma sejtiségének (200 million/ml) a szézalékos aranyaban let
kifejezve. Kenetkészitéshez fi0-mintat hasznaltam. A spermium fej-, farokrész és
akroszOmanembran-integritdsanak/izsgalata émorfoldgiai analiziseCSB-Giemsa
festési eljarassal tortént.

3.4 A spermiumok értékelése

Festési eljaras, felhasznélt anyagok

A standard festési eljaras soréfi/elhalt festésre0,27% tripankék(TB) oldatot
(Sigma T-8154 0,4 %-os torzsoldat pufferolt NaCHaBS/ 2:1 aranyban higitva)
haznaltunk, A 0,16 % Chicago sky bl(@SB) oldatot 2,6%-0s CSB /Sigma C-8679/
torzsoldat 1:15 aranyd PBS-el tordénhigitasaval kapjuk.Fixaloként 0,2%
neutralvorost (Sigma N-2880) és 5% formalint tantzt6 1N HCL (9 rész desztillalt
viz/1 rész cc. HCI) oldatot, aakroszoma festesérg 5% Giemsa toérzsoldatot (Sigma
GS-500) (4 ml Giemsa oldat + 50 ml desztillalt vigsznaltunk, amit festésodl
frissen készitettlink.

1. A ménspermiumok érzékenyek a kémhatds, ozmolal#és lémérséklet
valtozasaira, ezért a spermat fest&dteizonos Bmérseéklei, pufferolt NaCl
oldattal (0,06% KHPQO, anhidratot és 0,825% NaCl-ot tartalmaz6 oldat)
higitottuk. A higitas mértéke: friss ejakuldtum ksve taroldshoz, illetve
centrifugalashoz higitott (-sovany tejport vagysgargat tartalmazé higitéval 1:1
vagy 1:2 aranyban-) sperma esetén 1:4; centrifiégagasztott sperma (-100-
tartalmazo higitdban-) esetén 1:9 aranya.

2. A tagylemez kdzepére egy csepp CSB vagy ketalt festéket, majd arra egy
csepp spermat tettink, O&vatosan Osszekevertik edgikmtéargylemez



folyadékréteghez torténérintésével és mozgatasaval, anélkil, hogy a leknez
karcolndk egymast, majd a parhuzamosan elhizotedekkel két kenetet
készitettink.

Légszaritas kozel fugtpges helyzetben.

A keneteket 4 percig fixaltuk.

Oblités csap-, majd desztillalt vizzel.

A Giemsa-festés2-4 6raig, fedetlen, allo fastadban 25-49C-on végeztiik.
Oblités csapvizzel, 2 perc differencialas deshtiizben.

No ko

Légszaritas utan a keneteket lefedtiik Entellan{ié¢rck 1.07960, Darmstadt,
Németorszag), majd fénymikroszképban 100x immerzaigektivvel 1000x-es

végleges nagyitason vizsgaltuk. A kenetek fénynsikkOpos vizsgalatanal sarga
fénys4irét alkalmaztam (~500 nm), igy az egyes szinarnyllaokkal jobban

elkilénithebek, jobban differencialhatéva valnak az egyesipegbk.

Elé/elhalt értékelés

- Kenetenként 300 sejtet osztalyoztam Ssejtkategoriabasoroltam azl. és 3.
kisérletbert él6 fejii, élb farkl, ép akroszémaju spermiumok (Intactly &ji, €l
farkd, sérilt akroszomaju sejtek (IHITDA); ép itfgjsériilt farka, ép akroszomaju
sejtek (IHDT); elhalt faj, €l farkd spermiumok (DHIT); elhalt, sérilt &gjfarkd,
sérilt- vagy levalt akroszom4ju sejtek (DHDTDA).

- A 2. és 4. vizsgalatbanaz ép membranu sejteket morfolégialag is értékelve
kombinalt kategoéridkba soroltam az ondosejteketndtenkéent 200-300 sejtet
szamoltam meg & sejttipuskilonitettem el:

IHITIA: élo feju, ébb farkd, ép akroszoOmaju spermiumok, morfolégiai
rendellenességek nélkil

IPD: él6 feji, élb farku, ép akroszémaju sejtek, proximalis plazreppsl

IDD: éb fejti, élb farku, ép akroszomaju sejtek, disztalis plazmaoskep

IBT: ép feji, farkl és akroszomaju, kozéprész vagy farokreedefiséget

mutat6 (megtort, hajlott, felcsavarodott kbzéptiésgy farka) sejtek
IHITDA :  éb, sériilt akroszémaju sejtek
IHDT : éb fejii, elhalt farkd, ép akroszomaju sejtek
DHIT : elhalt fdj, €l farkd spermiumok
DHDTDA: elhalt, sérilt- vagy levalt akroszomaju sejtek



- A 2. kisérletbentovabbi dsszevont és kombinalt kategoriakat isakitottam és
ertékeltem

1. Elhalt spermium, plazmacsepp8i@D]

2. Elhalt spermium, visszahajlott kbzéprész-. faidBT]

3. Osszes &, intakt membran( [IHITA + IPD + IDD + IBT]ntact

4. ,El3” plazmacseppes + visszahajlott farok [IPD + IDIB¥] ICDBT

5. Osszes plazmacseppes spermium [IPD + IDD + DIDQD

6. Osszes visszahajlott kozépréses farokrész sejt [IBT + DBT]IDBT

7. Osszes plazmacseppes és visszahajlott fark[IBED + IDBT] IDCDBT

Morfologiai elemzés

A sejtekets egyszaf morfoldgiai kategoériabasoroltam &. kisérletben

1. Normal alak

2. Proximalis plazmacsepp

3. Disztalis plazmacsepp

4. kozépresz és farok rendellenesség (midp+tail)
5. Rendellenes fej

A spermiumoka® morfolégiai kategoériabasoroltam &. vizsgalatban

1. Normél alak
2. Rendellenes fefkicsi, nagy, kerek, keskeny, korte, akroszémakiestb.)

Rendellenes kdzéprésgmegvastagodott, hajlott, megtort, DMR, hianyos
mitokondrium stb.)

Rendellenes farok I.(megtort, hajlott, hajiszef, stb.)

Rendellenes farok Il.(feltekeredett kozépresz és farok, dag-like dgfekt
Levalt fej

Proximalis plazmacsepp(PD)

Disztalis plazmacsepgDD)

Tobbes alakok

w

© 0N O A

Scanning és transzmisszios elektronmikroszképosgeiatokat végeztink Elén-9
spermamintajan a. kisérletben



3.5 Az adatok értékelése, statistikai modszerek

- Az 1. Kkisérletben Bland-Altman moddszer-egyetértési statisztikai ennstl
alkalmaztam (Bland és Altman 1986, Nagy és mtsd320Az ismételhéséqi
vizsgalathoz és a két spermafesték 6sszehasohbés@& “éb”, Intakt sejtek és az
0sszes seérillt farok-membranu sejtek szazalékoyarémasonlitottam 6ssze kulon-
kilon. A denzitometrids analizishez digitalis mi&zkopos képeket készitettem a
kétféle festékkel preparalt, azonos spermamintébémazé keneteidt Corel Photo-
Paint 8 software “Magic Wand Mask tool” alkalmazikasznaltam a fej és farok
terlletek jelblésére, amelyek analizisekor red+ti@ae (RGB) histogramok adatait

vettem figyelembgl. abra).

- Q SEtoETEn da

o® .
EE
Range Individual
Start: 0 End 255 Lewel: 51
Mean: | 9993 StdDew:| 1399 Pzl ]
— Median: 93 Pescent: |100.00 Eletie ]
Pizels: | 4618 Parcent: |5
Channel:  |[FE] | | Automatically

1. &bra Spermium, ép fej-, sérilt farok-membrannal.
CSB/Giemsa festés. A festett farokrész szaggabothal jeldlve.
A histogram a kijeldlt terlilet RGB értékeit mutatjgonal = 2 um.

Az él6 és elhalt farkak és kilon azoéts elhalt fejek RGB értékeinek kilonbségeit
hasonlitottam ©6ssze a két festés esetén. Osszekerfoidt készitettem és 480

hisztogramot analizaltam a kulonkéoeriletekél. Az adatok elemzésére parositott
kétmintas T-prébat hasznaltam SPSS 11.0. Statégaibgram segitségével.

- A 2. kisérletbena mélytiitések alkalmaval a friss spermabdl, centrifugalés,u
majd a fagyasztott sperma felolvasztasa utan letdrik keneteket (n=99). A
mikroszkopos vizsgalathoz morfolégiaval kombinalembranintegritas alapjan 8
sejttipust alakitottunk ki, ezen tul oOsszevont @gatékat is kiértékeltink. A
statisztikai elemzésnél parositott T prébat hasankl,R” szoftver segitségével.
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- A 3. kisérletben az adatokat (kinyerési aranyok és a kulodb&ejttipusok

szazalékos aranya a 7 kezelési csoportban a sperszieparalas utan) SAS
statisztikai szoftver (SAS Inst. Inc., Cary, NC, A)Ssegitségével elemeztem. Az
adatok arcsin transzformacié utan GLM variancialiaissel lettek értékelve. Az
atlagok 6sszehasonlitdsara Tukey's tesztet hasakalt

- A 4. Kkisérletben 10 szubfertilis mén spermamintainak értékelését, a
korelbzményekkel egyditt, az irodalmi adatokkal Utkdztedgea lehetséges megoldasi
javaslatokat esetismertetések formajaban targyaknfertilis mének éd/elhalt és
morfolégiai vizsgalatanak eredménydib szamolt atlagértékek; a ndiséqi
paraméterek minimdlis feltételei, a kulénBospermium morfoldgiai kategoridk
hatarértékei és atlagértékei az irodalmi adatola ésnyészménspermara vonatkozo
magyar szabvany (7034/1999) szerint, szolgaltakebesonlitasi alapként az elemzés
soran.

4. Eredmények

4.1 A ménsperma biralat fejlesztése Chicago sky blue &iemsa éb/elhalt és
akroszéma festési modszerrel

CSB/Giemsa fetés j0 ismételtiséget €s moddszer-egyetértést mutatott a standard
TB/Giemsa mérésekk€2. abra).

1

0

9

8
e 7 d+2corr SD=6.19%
S
[
D 4 *
D . R
o 2 *

*

S ! ® Y hd ® L3 ¢ d
= o0 C 3 L 4 v
Hen] 1 * *
X~ 3 * .
% 3 * *
=, & *
\g . P
8 6
T 7 d=0.03% d-2corr SD=-6.13%
s 3

0

2 corr SD=6.16%

i

0 1‘0 éO 3‘0 4‘0 50 60 7‘0 86 S;O 160
Mérésparok atlaga (%)

2. dbra TB/Giemsa és CSB/Giemsa festés modszer-egyetéisgjalata az 8| ép sejtek

megszamlalasaval a keneteken. A pontok a méréspaditiinbségeit jelzik az éatlaguk

fuggvényében. A mérésparok kozotti atlagos elt@gs 0,03%, a szoras (SD) = 2,18%, a
95%-0s egyetértési hatarok (d £ 2 corrSD) = -64.8,£9%. (n =30).
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95%-0s egyetértési hatarok (d + 2 corrSD) = -648,89% kozel azokat az értékeket
mutattdk, mint a TB és CSB ismételbmdgi vizsgalatdban a British Standard
ismételhetségi koefficiens (2SD) tavolsdga az ismételt mérés@zotti atlagos
eltéréstl (d ): d + 2 SD az ismételt mérésekben: TB: -5,5%5%; CSB: -6,44,
4,90%.

A Chicago sky blue (CSB) festék hasonlo spermiumée tokéletesebb onddsejt farok
élé/elhalt differencialast eredményzett a tripankék{id2) képest. A szubjektiv vizsgalat
megallapitasa denzitometrias analizissel nisifgist nyert(3. abra).

190
180
170
160
150
140
130
120
110

RGB értékek

100
90
80
70

60

1234567 8 91011121314151617181920

sperma mintak (n =20)

3. bra A festett (elhalt) és festetlen (ép) spermiumdarRGB értékeinek
atlagai az egyes sperma mintakban a kétféle fedtéss

A TB festék biztonsaggal felvalthatd a CSB vitédistékkel ménsperma esetén, a farok-
membran épségének pontosabb és kénnyebb meghatdrbizdéositva. A hattérfégtés
CSB festés utan homogénebb, mint TB esetén. 4gpnterd fixalas ebsebb ,elhalt”
jelolést eredményezett elfogadhatd hattéstiEstsel. A ménspermiumok akroszoméja
meglehaisen gyorsan fesdik Giemsaval, ami lehété teszi, hogy 2-4 o6ra alatt
ertékelhat mintat kapjunk.
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4.2 Mén ondosejtek karosodasainak elemzése a méigési folyamat soran

Az élb, ép akroszOémaju sejtek aranya a centrifugalasnsoein valtozott (7819 vs.
78+8%), a felolvasztott spermaban viszont szigaifdan csokkent (38+11%, p<0,01).
Ezen belll a normal morfolégidju sejtek aranya ngyé a tendenciat mutatta (58+16;
58+15; 261+9%, p<0,01). Az ép fej-, sérllt farok-niéml sejtek aranya a feldolgozas
sordn csak a fagyasztas/felolvasztas utan novekddeB; 4+3; 19+7%, friss,
centrifugalt, fagyasztott, sorrendben, p<0,04. abra). Vizsgalatainkban azt
tapasztaltuk, hogy centrifugalas is okozhat a Hdkkhoz és hipoozmotikus
sokkhatashoz hasonl6 morfologiai elvaltozast (fedsk visszahajlasa, vagy
feltekeredése) és ez a hatds egyes méneknél fakozglentkezett. Az esetek
jellemzsen 3 ménhez voltak kottigt /Group 11/ (19£4%, p<0,01), amelyeknél mar a
friss spermaban is magas aranyban volt ez a sejtt+5%, ellentétben a masik 7
ménnél (Group 1), ahol e sejttipus 4+2%-ban volerje A 3 mén centrifugalt
spermajaban 19+4%-ra emelkedett (p<0,01), amnpetien a fagyasztas utan is relative
magas aranyt képviselt (13+5%), amellett, hogy randbmorfol6giaju é sejtek aranya
nagy mértékben csokkent (44 %-r6l 23%-ra). A tolBbiménnél nem valtozott
lényegesen a centrifugalt (4+3%) és a fagyasAatt)(spermaban se(®. abra). Az éb
sejtek akroszomajanak sérllése, illetve levalasavudt jellemz a fagyasztas utan sem,
az IHITDA sejttipus kevesebb, mint 1%-os aranybaolt ielen. Az 0sszes
plazmacseppes+farok-rendellenességet mutatd sefialya nem valtozott a feldolgozas
soran (25x15; 26x15; 24+15%). Az Osszes farok-rbedesseggel rendelkézsejtek
aranya enyhén emelkedett (10+7; 12+10; 12+10),s8zd$ plazmacseppel rendetkez
sejtek aranya pedig enyhe csokkenést mutatotdal@glzas soran (15+9; 13+8; 12+8).
Ez t6bb esetben azzal magyarazhato, hogy a plaep@eskdzéprészen a centrifugalas
utan visszahajlas alakul ki, a plazmacsepp pedgreked a hajikanyarban.
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LO0%
90%
80%
70% B DHDTDA
60%- B DHIT
@ IHDT
50% | B HITDA
40% oIBT
30%. 01DD
mIPD
20% @ HITIA
10%
0%

friss centrifugalt fagyasztott

4. dbra Kulonboa sejtkategoridk eloszlasa a spermafagyasztas tiégiaioépései soran (10
mén, 33 spermaminta méljtiése). a, b béjelek azonos kategoérian belll szignifikans
kulénbséget jeleznek (p < 0.01)

B DHDTDA
O DHIT
BIHDT

H IHITDA
oIBT
OIDD
mIPD

@ IHITIA

ENN

%

friss centrifugalt fagyasztott

5. 4bra Az elté® sejttipusok ardnya az egyes technoldgiai Iépésgkai2 mén csoport esetén
(az ismétlések atlagértékei, Group I: 7 mén, n £21Group Il: 3 mén, n = 12)
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4.3 Pentoxifylline és Hialuronsav alkalmazasa ménspma szeparalasara

A Percoll szeparacios eljarast sikeresen modaoaitota. médium térfogatanak
csokkentésével (Mini-Percoll: 0,4 ml 90% és 0,5 #A8% Percoll 1,5 ml-es
mikrocentrifuga c8ben), a centrifugalés éthrtaméanak réviditésével és magasabb g-
érték hasznalataval (600 x g 5 percig), hogy néweljaz életképes spermiumok
meénsperma elérhidége esetén. A kisérlet célja a mini-Percoll (P3wesn-up (SU)
modszer 6sszehasonlitasa volt alacsony spermiumeszaintak esetén, stimulalo
vegyuletekkel tortéh inkubacio nélkil (P-CON, P-NT és SU-NT), pentdkiiel
(PX), illetve hialuronsavval (HA) tortén kezelést alkalmazva. A spermium
szuszpenzido Mini-Percoll-os szeparacidja inkubac@kil (P-CON) és 3,5 mM
pentoxifylline-el térté6 inkubacid6 utan (P-PX) eredményezte a legtobb
morfologiailag normal, intakt spermiumot (54 és%7iintakt, 92 és 91% morfoldgiai
normal sejt, 13 és 13 % kinyerési arany, sorrendb®n dsszes Percoll-szeparalasos
kozép+farokrész rendellenességet tartalmazo ondbsgpdmeényezett, mint a swim
up szeparalasok (91-92% vs.71-78%; 1% vs.4-7%; 6v&%6-19% sorrendben,
p<0.01). Spermium szeparalas utan magas aranybdultf@ls sérult feji, ép farki
résZi spermium (DHIT). A DHIT sejttipus aranya a P-CORKNT (Mini-Percoll
szeparacio kémiai vegyulet nélkili inkubacié utég)SU-PX (3,5 mM pentoxifylline
kiegészités a swim-up médiumban) kezelési csopmatokolt a legmagasabb (14%,
13% és 13%, sorrendben). P-PX kevesebb DHIT sejetiményezett a P-CON
kezeléshez képest (8 vs. 14 %, P>0,05). Az épkaszdma-sérilt sejtek (IHITDA)
aranya P-PX kezelés utan volt a legmagasabb (17%),6Ezek a spermiumok
kidrulében léws, vagy mar kilrilt akroszémat tartalmaznak, aringts lehet az ICSI
altali petesejt megtermékenyités soran. A PX, tgyktelomozditja az akroszéma
reakciot, bleg a destabilizalt membrand spermiumok esetébearivitdualis
kulonbségeket tapasztaltam a mének kozott az akmsanembran reaktivitasaban.
A HA kezelés novelte a kinyerési aranyt a swim zgpgaralas soran, viszont ad ék
morfologiailag normalis sejtek aranyat egyik kegetsoportnal sem.
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100% -~

20% -
80% -
m DHDTDA

70% 1 m IHDT
60% -

% s0% O DHIT

0 40; O IHITDA

30; | Intact
-
20% |
10% |
0% -

thawed P-CON P-PX P-HA P-NT SU-NT SU-HA SU-PX
Kezelés
a,b betlijelek azonos sejtkategorian belll szignifikans kilénbséget jeleznek az értékek kdzott (p < 0.01)

6. abra A kilonb6d éls/elhalt sejtkategoriaju spermiumok szazalékos &éssza kezelések
utan

4.4 Szubfertilis mének spermamintainak di/elhalt, akroszoma és morfologiai
értekelése

A szubfertilis méneknél a komplex festési médszemaden esetben kimutathato
volt, hogy a sperma miisége membranintegritas szempontjabdl vagy az ojidkse
morfolégidja szempontjabol elmarad a fertilis mépekdményell. Sok esetben igen
komoly morfolégiai defektusokat mutattak, és/vagyéd, ép membranu és normal
sérilt sejtkategoridk emelkedése mellett. A ,H” nfiéss spermamintédinak elemzése
soran latvanyos kulénbség mutatkozott a kétfélédigl (tojassarga-sovany tej-alapu
€s sovany tejpor-glikdz-alapu alapu higitdk) tédrtélegyités utan. A tejporos higitét
nem jol tolerdltak a sejtek, gyenge spermium tglé@t tapasztalhatd. A szubfertilis
mének eredményei minden esetben elmaradtak a mapgovany (7034/1999)
ménspermara vonatkozo leirasatol is, mely szerfrissen nyert ménspermaban 30%
rendellenes felépitésspermium jelenléte megengedhetha ennek kevesebb, mint a
fele primer elvaltozas. A fertilis és szubfertilimének friss spermamintainak
morfologiai és é/elhalt értékelése soran kapott eredményeket-4z Tablazatok
mutatjak be.
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1. TéablazatA fertilis mének friss spermamintainak morfologiaedmeényei (%)

Mén | Normal | Fej KO,Z ép| Farok | Farok Levaltfej | PD | DD Tobbes

-rész I Il alak

1 73,5 1,7 3,1 2,9 1,0 1,8 14,1 2,1 0,0

2 76,5 0,8 1,9 2,5 1,8 0,5 45 11,70,0

3 71,7 0,9 3,6 7,3 2,7 0,4 50| 84/ 03

4 78,5 15 6,9 2,9 14 0,4 39 4800

5 81,3 5,2 3,2 2,8 1,3 0,7 37| 1,8 0,0

6 73,4 4,0 2,5 4,3 1,9 15 95 2900

7 76,6 3,6 3,3 51 1,2 0,9 53| 31 09

8 89,2 0,0 1,6 4,9 0,9 1,3 1,2 1200

9 80,1 15 53 3.1 1,0 0,4 6,3 | 24 0,0
10 83,4 0,7 7,0 1,9 0,5 1,8 25 2302
Atlag | 784 | 20 | 38 | 37 | 14 1,0 56 | 41/ 01
Szo6rds| 5,3 1,7 1,9 1,6 0,6 0,6 37| 34 03

2. Tablazat A szubfertilis mének friss spermamintainak morfaddgredményei (%)

Mén | Normal | Fej *f‘r’ézsezp FaIrOk F"’}Imk Levaltfej | PD | DD Tglt;bkes
A | 247 | 410] 20 | 60 | 47 17 | 15040 1,0

B 28,0 | 410 47| 40| 57 37| 100 30 0
Cc* | 325 | 160 | 95 | 1,0 | 25 40 |310/35| 00
c*| 300 | 19,3 11,3 23/ 55 40| 243 323 00
D | 314 | 95| 1,9 | 09 | 1.2 69 | 470 11| 02

E | 405 | 67| 113 13| 25 13 | 227 © 0
F 525 | 216 94 | 38 | 3,8 13 66 | 1,3| 00
G | 500 | 1,0 132 36| 29 21| 1457 11,510

1" | 52,7 | 23 | 227 37 | 23 7,0 47 [47] 00
1= 42,0 | 20| 21,3 108 5,0 75 21 93 0
J 505 | 33 | 88 | 20 | 15 17 50 26,8 03

* A juniusban gyjtott spermaminta morfoldgiai értékelése
** Az augusztusban dijtott spermaminta morfoldgiai értékelése
" A juniusban giijtétt spermaminta morfolégiai értékelése
"*® A juliusban gyijtétt spermaminta morfologiai értékelése
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3. TablazatA fertilis mének friss spermamintainal&ihalt eredmeényei (%)

Mén IHITIA | IPD | IDD | IBT |IHITDA |HDT DHIT | DHDTDA
1 67,2 | 12,9 | 1,7 2,8 0,0 2,6 0,2 12,7
2 71,1 33| 98 4,5 0,0 3,3 1,3 6,7
3 61,8 38| 6,0 | 11,5 0,0 6,5 13 9,3
4 71,8 3,8/ 4,7 5,8 0,1 2,8 0,4 10,6
5 73,6 41| 09 3,3 0,1 3,7 0,8 13,4
6 62,1 73 21 3,8 0,0 53 0,5 19,0
7 62,2 34| 20 7,2 0,3 4,2 1,3 19,6
8 79,8 29 10 2,3 0,5 2,7 2,2 8,7
9 52,5 32| 15 2,9 0,3 5,8 2,8 31,0
10 72,1 2,2 15 1,3 0,0 2,9 0,4 19,7
Atlag 67,4 4,7 3,1 4,5 0,1 4,0 11 15,1
Széras 7,9 34 29 3,0 0,2 1,4 0, 7,3

3. Tablazat A szubfertilis mének friss spermamintainaé/élhalt eredményei (%)

Meén IHITIA | IPD | IDD | IBT |IHITDA |HDT DHIT | DHDTDA
A 9,5 30 | 1,0 6,5 1,0 8,0 0,0 71,0
B 14,0 6,0 0,0 5,0 0,0 4,0 5,0 66,0
(O 126 | 14,7, 1,8 | 49 0,0 12,3 5,8 48,0
C** 10,0 10,7, 3,3 3,3 0,0 2,0 0,7 70,0
D 120 | 415 05 1,0 15 11,0 9,0 23,5
E 15 4,5 0,5 5,0 15 28,( 0,0 59,0
F 19,0 30 | 0,7 5,0 0,7 9,0 6,0 56,7
G 36,3 10,0/ 8,0| 10,0 0,3 12,7 0,9 21,8
H* 35,8 83 | 0,8 | 11,3 1,0 3,5 1,3 38,3
H** 12,0 2,5 15| 18,0 0,0 5,0 0,0 61,0
| " 37,7 23 | 43 | 133 0,0 2,7 4,0 35,7
| =" 30,0 00| 11,0/ 17,5 0,5 5,0 2,5 33,5
J 47,0 3,7 | 21,3 | 11,3 0,2 11 2,2 13,5

* A juniusban gyijtott spermaminta morfologiai értékelése

** Az augusztusbann giytott spermaminta morfolégiai értékelése
* Tojasséarga-sovany tej-alapu higitd hasznalataval
## Sovany tejpor-alapu higitdé hasznéalataval
" A janiusban ggjtott spermaminta morfologiai értékelése
"® A jdliusban gyijtott spermaminta morfologiai értékelése
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5. Megbeszélés, kdvetkeztetések és javaslatok

5.1 A tripankék-Giemsa festéssel — kulondsen a nigdth mintakban — gondot
jelentett az € és elhalt farkak megkulonboztetése. A ménonddsdjiesik €s az
ondoplazmaban és a higitobandlégherjék a tripankéeket részben megkotve novelik a
hatteret és ugyanakkor csokkentik a3, édlletve elhalt sejtek fe§tése kozotti
kulombséget. Az 1. Kkisérlet célia a komplex festési technika javitasa és
tovabbfejlesztése volt, egyrészt egy masikedhalt festék, a Chicago sky blue 6B
(CSB) alkalmazasaval, amelynek molekulaszerkezedsorid a tripankékhez;
masreszt a festés egyes lépéseinek optimalis tasallial a kilonbdz spermium
kategoriak hatékonyabb és egyértéin elkilonitésének megoldasadsisrban mén
spermiumok vizsgéalata esetén. A tripankékhez hasomblekulaszerkezétolyan
elé/elhalt fetéket kerestiink, amelynek nagyobbo#ési képessége a membran-
permedblis spermium-farokrész fehérjéihez. A Clocaly blue 6B vegylletet
valasztottuk a tripankékkel tort@€rdsszehasonlitashoz A tripankéek és a Chicago sky
blue festékek képesek arra, hogy kulortboehérjékhez — igy a linearis
szerkezdiekhez is - kozvetlendl, felteléen hidrogen-kotéssel kapcsolddjanak (Lillie
1977). A Chicago sky blue @&ebb affinitast mutat az ondosejtek farki részdbed
fehérjékhez, mint a tripankék, felteben annak koszonhit hogy a két hasonlo
molekulgju festék kozul a Chicago sky blue &ed tobb olyan csoportot tartalmaz,
amelyek hidrogen-kotésre képesek, mint a triparfkélbra).

Trypan blue

cu,

NH,
" OO g O

CyHyN,O,,5,Na,: mol. wt 960817

Chicago sky blue 6B
e OCH, NH,
Na0,S “ N:N"N:NSO:Na
Na0.S SO,Na

Ci.HyNg0,,S,Na,; mol wt. 992816

7. 4bra A tripankék és a Chicago sky blue kémiai szerlezet
(Lillie 1977)
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Elékisérleteink sordn a kenetek tébb mint egy nappsdlldbi fixaldsa a fej halvany
elszineddését okozta, ezért ezt ajanlatos a kenetkészépggmm minél hamarabb
elvégezni. 4 percig torténfixalas eésebb ,elhalt” jelolést eredményezett elfogadhatd
héattérfesidéssel. A meénspermiumok akroszémaja megisket gyorsan fesdik
Giemsaval, ami lehété teszi, hogy 2 6ra alatt értékelhatintat kapjunk. A Giemsa
festést elengedhetetlen minimalisan szébhatégezni, mivel alacsonyéimérsékleten
(20°C alatt) az akroszOma nem &ekitt. A leve@vel valé érintkezés is fontos,
kilondsen rovidebb festési ddesetén. Az onddplazma és higitd proteinjei altal
eldidézett hattér nagymértékben csokkent a Giemsasf&st oras, 25-40°C-on tortén
leroviditése folytan.Osszegezve, ménsperma-mintak esetén a 0,16%-0sv&lSB-
tortérd vitalis festés utani 4 perces fixalas és 25-40AC2-4 oras Giemsa festés
ajanlott ugy a rutin, mint a kutatdmunkaban.

A kulénb6s sejtrészek membran integritasanakfdésén alapuld értékelése soran a
sejteket altaldban 6t csoportba soroltuk: ép tapK és akroszoma-membran; ép fej,
farok és sérilt, vagy hianyzé akroszéma; ép fajlsé@rok; sérilt fej, ép farok; sérilt
fej, farok és akroszoma. A kisérleti periodusbarbitiglati kategoriakat hatroztam
meg, amelyek arnyaltabba teszik az 6sszehasonétastikalmasak a komplexebb
értékelésre: mivel az &elhalt és akroszoma értékelés kombinalhaté a rowita
értékeléssel, igy tovabbi informativ kategoridk é&dpetk az éb ép sejteken belll, A
biralati rendszer segitségemre volt a méigbi |épések hatasainak elemzésében,
illetve a fertilitAsi gondokkal kizd mének termékenyit képesség-csokkenésének
héatterében allé probléma felfedésében. A kombiglélelhalt és morfologiai elemzés
soran az &, ép membrana sejtek morfoldgiai hiba nélkul ésirdaakt ondosejtek
kilénb6d morfologiai defektusokkal elkulonitésre kertltel leggyakrabban
eléforduld abnormalitdsokat (proximalis citoplazmagsegisztalis citoplazmacsepp,
kozéprész- és farok defektus) killon osztalyoztanélazsejteken belil. A tovabbi 4
alapkategoriaval, amely sejteknél a spermium valamészén a membran sérlt,
0sszesen 8 kombindlt kategoriat alakitottam ki. éxmdsejtek csak morfologiai
elemzéssel 6t egyszerilletve 9 differencialtabb kategoriaba sorolha{éészletek az
Anyag és Mddszer fejezetben).

A festési modszer komplexitdsa biztositja, hogy adott célnak megfelél
osztalyozast végezzink. Az 6Mlhalt — morfolégiaval kombindlt elemzést
altaldnossagban rutin vizsgalatkor €s spermium poddgios technikak ellémzése
céljabdl is megfeléinek tartom és ajanlom.
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5.2 A 2. vizsgalat eredményei szerint egyértiglnmogy a mélyhtés/felolvasztas
leginkabb az ondosejtek farki részét karositjaydagtas utan az ondosejtek 57,6%-a
mutatott sérult farokmembrant. Tehat a mar korafglismerések - mint a fej
alakjanak és méretének fontossaga a nighgbség szempontjabol — mellett, a
kozéprész és a farok sérilései is kiemelten foktasgperma-fagyasztas soran. Az ép
feji és farok-membrand, de seérilt akroszOmaju kegtigdnya alacsonyabb volt a
meélyhités és felolvasztas utan (1,8 %-a az életképesksejt) a kombinalt
fluoreszcens modszerekkel masok altal megallapébtAz eltérések az eltefestési
eljarasokkal magyarazhaték, mert a fluoreszcenshnikék 1-2 mosassal és
megnovekedett inkubaciésokkel jarnak, mig a tripankék/Chicago sky blue festé
mintak gyors higitasa utan kozvetlenil torténik azs akroszOma Giemsa-festését
fixalas ebzi meg. Egy mésik ok a sejt-tipusok edtésztalyozasa lehet. A friss, illetve
mélyhitott ménsperma mintak egyéni jellegzetességekeatmak az él/elhalt status
és a morfolégia szempontjdbdl is. A centrifugaldssa egyéni érzékenységet
tapasztaltam. A spermiumok az egyes nem letalikhsdfisokra igen jellenden
reagalnak. Hideg- és melegsokknal medfigyélhatfarokrész visszahajlasa, vagy
feltekeredése a sejtmembran vizpermeabilitds-\védtinzak hatdsara. Vizsgalatainkban
azt tapasztaltuk, hogy centrifugalas is okozhatidedsokkhoz és hipoozmotikus
sokkhatashoz hasonld morfolégiai elvaltozast éa batds egyes méneknél fokozottan
kozéprész és a farok karosodasainak jékfige megndvekedhet a fagyasztott
sperméban, mivel az IBT spermiumok aranya ugyamolyagy akar nagyobb is lehet

sz

s s

vizsgalata az élsejteken belll. Az érintett mének csoportjabarlazsejteken beldl
az IBT éatlagos ardnya 30,3 % volt a méigit spermaban, mig a nem-érintett
csoportban 8,6 % volt. Ezek a sejtek dt#s vagy kisarédnek a i nemi utakban,
vagy nem tudnak athatolni a zona pellucidan. Enslebjan a magas IBT aranyu
sperma fertilitasa javithato, ha noveljik a sejtsatia termékenytadagban.

Az irodalmi adatok szerint a citoplazma-cseppek letegfisen gyakoriak a

I6spermiumokon. A proximalis cseppek (PD) az ejakuspermiumokon altalaban
here-eredéit defektusra utalnak és szerepik van a bikak égskamok csokkent

fertilitasdban. A visszamaradt disztalis plazmaps&p(DD) hatasa a fertilitasra
kevéssé ismert, habar Gjabban ugy vélik, hogy alkman feltételezettnél karosabbak.
Egyes elméletek szerint a plazmacseppes ondoségeken kisirodnek a bi nemi
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utakban, de egy részik elérheti a petesejtet, élehbéen nem képes a zona
pelluciddhoz kdtdni, viszont a cseppekben tenzimek hatnak az étta hibatol
mentes ondosejtekre is, igy a citoplazma-cseppekiskompenzalhatd defektusnak
minésithetk. A plazmacseppes sejtek magas aranya az épekt kibadélyhitott
spermaban negativ hatasu lehet a fertilitasra.

A mélyhitodtt sperma midiségének szempontjabdl a teljesen ép, életképeamispaok
aranya a legfontosabb. Mindamellett a métglsi technoldgidk tovabbi fejlesztése
céljabdl, a mének egyedi sperma-méljietiseégeének feltérképezése és a fagyasztott
sperma felhasznalhatésaganak szempontjabdl issf@ntoélylitési folyamat soran a
sejtkarosodas helyének pontos behatarolasa, amitsg@ermiumok egyes részeinek
elkllonitett értékelése szikséges. Az alkalmazasitési modszer jol hasznalhaté az
ondosejtek subdomain-specifikus vizsgalatara. AZkés, igéretes, vagy ritka
fajtdkba, vérvonalakba tartoz0 meének spermajanakyhtiige-tarolasa késbbi
felhasznalasra, fontos moédja a genetikai valtozampsmedrzésének. A komplex
festési modszer individudlisan is segithet az ofdtsnsperma-fagyasztasi protokoll
kivalasztasaban. Nagyon hasznos fejlesztés lenye segmitdgépes automatizalt
technika kidolgozasa a festett kenetek értékelésére

5.3 Alacsony teljes, vagy élsejtszdm esetén a standard spermium szeparacios
mobdszerek nem mindig hatékonyak. A ménspermiumek &2l igen érzékenyek az
elhtzédé eljarasokra. Korabban szamos vizsgal&geatek a swim-up és a Percoll®
szeparacio 6sszehasonlitasara, nagyon valtozagosnényekkel. En gy talaltam,
hogy a Percoll szeparacié hatékonyabb volt, mistvan-up. A P-CON és a P-PX
voltak a leghatasosabb modszerek, ha alacsony&eajtsal kellett kezdeni a munkat.
A szeparalt ép farok-membranu spermiumok (amelyekgasra képesek, Nagy és
mtsai 1999) 25-35%-anak sérilt volt a feje vagyoskéma membranja. Ez
befolyasolhatja az ICSI eljaras sikerét, amelyr@rs a beinjektalasra keéigpermium
kivalasztasa a mozgasi képességén alapul a gytdanlaAz eredmények rdmutatnak
ennek a médszernek a gyengeségére, hiszen azképofatdsejtek jeleis részének
lehet sériilt a feje, vagy akroszémdja, igy ezelejtels funkcionalisan is sérltek
lehetnek. A SU-HA kezelés utani magas spermiumei@si arany, de alacsony
életképesség (tulélési arany) egyik oka a swimegelés utani centrifugalas karositd
hatdsa lehet. A PX kedwéhatasu, ha a Percoll® szeparacidé elhtizédik, desgrjges
az akroszOma Kkilrulést okozdé hatdsanak étletse és az akroszéma hiany
szerepének tisztdzasa az ICSl-vel létrehozott ldékbovabbi fejbdésére.
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5.4 A 4. vizsgalat eredményei ramutattak az ép menthranrmalis morfologiaju
ondosejtek azonositasanak fontossagara. Ajanlatds aranyanak figyelembe vétele
a termékenylt adagok sejtszamanak megallapitdsanal. Fontos amispe
rendellenességek tipusainak meghatarozasa, mekerezalapulhat a tovabbi
ondOmanipulaciés moddszerek alkalmazasa. Amennyiban rendellenesség
kompenzalhatd (pl. microcephal fej defektus, DMRjldit, feltekeredett farok), a
spermium koncentracio megfeleés 20-30% normalis, &londdsejt is jelen van az
ejakulatumban, a termékenyitozis sejtszamanak emelése megoldhatja a problémat
Semi-kompenzalhatd, vagy nem-kompenzalhaté defelds&tén, - mint pl. a
citoplazma-cseppek magas aranya, ami negativanlysfilja a normalis sejtek
biolégiai tulajdonséagait €s a petesejt termékersgiléian kedvéitlenil hat a tovabbi
fejlédési folyamatokra -, a spermiumok szeparalasatstgitnormalis, élonddsejtek
izolaldsaban a defektes sejtidktts az ondoplazmatol. A szeparalt spermium-
szuszpenzid higitas utdn hatékonyabban hasznathasierséges termékenyitésre
azonnal, vagy fitve szallitds utan. A rutin spermaértékelés stahgmraméterei
(térfogat, firiiség, Osszes sejtszam, motilitAs és progresszivlitAs)ti mellett a
komplex festési modszer tovabbi adalékkal szolgéiss ejakulatum és a 24-0ras
hitve tarolt sperma (eltartasi préba) vizsgalataval. szubfertilis és terméketlen
mének felismerésével me@ehettk a csokkent fertilithsi eredmények. A mddszert
hasznos lenne bevezetni a mének spermgjanak évemkéntroll vizsgélatanal. A
csokkent fertilitasu egyedek abban az esetben neketészt a tenyésztésben, ha
rendkivil magas genetikai értéket képviselnek, kikeds sporteredményekkel
rendelkeznek, vagy héshonos, vagy kis populacioju fajtak génregse céljabdl
indokolttd valik. Ezekben a specialis esetekben én més spermaja alapos
vizsgalataval, a komplex értékelési modszer alkafwaval kovethék a
spermamifiség valtozdsai és a tenyésztési stratégia ezekhedltazasokhoz
igazithat6. A szubfertilis mének fokozott tenyésktémenedzsmentje (pl. a
spermakezelési eljarasok modositasa, centrifug@ahbjgitd, vagy a higitasi fok
megvaltoztatdsa, a termékeldyitldzisok sejtszamanak UOjrakalkuldlasa, ondosejt
szeparalas, a termékenyitén#tancak szadméanak csokkentése, azok figyelmesebb
menedzsmentje, a természetes, vagy mesterségesekemyités optimalis
idopontjanak meghatarozasa, és/vagy indukalt ovulacjébb vemhesilési
eredményeket biztosithat.
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6. Uj tudomanyos eredmények

1. Tovabbfejlesztettem a Kovacs-Foote-féle festésismért a kilonbdy sejttipusok
precizebb megkulonboztetése érdekében: A Chicagdbkle (CSB) festék hasonld
spermium fej- és tokéletesebb ondosejt fardkehalt differencialast eredményzett a
tripankékhez (TB) képest. Ménsperma esetén a 0d$6%SB-vel tortéh vitalis
festés utani 4 perces fixdlas és 25-40°C-on, & dGiemsa festés ajanlott.
Elvégeztem a modositott eljaras validalasat: A GaBhsa festés jo ismételtiséget
€s magas modszer-egyetértést mutatott a standé@iefBsa metddussal.

2. Kifejlesztettem egy birdlati rendszert, amelyben é&b/elhalt és akroszéma-
integritas vizsgélatokat kombinaltam a morfoléginalizissel, amelynek soran a#,él
ép membranu sejtek morfolégiai hiba nélkil és aakin ondosejtek kuldnbdz
morfologiai defektusokkal elkulonitésre Kkerlltek. keggyakrabban éforduld
abnormalitdsokat (proximalis, disztélis citoplazsegp, kzéprész- és farok defektus)
kilon osztalyoztam az @&lsejteken belil. A tovabbi 4 alapkategériaval, amel
sejteknél a spermium valamely részén a membranit,sédszesen 8 kombinalt
kategoriat alakitottam ki. Az Uj birdlati rendszeikeresen hasznaltam a sperma-
fagyasztas soran létrejwaltozasok monitorozasara és kulonbdmének gyenge
termékenyit képesseégének hatterében fellalhgbermium anomalidk kimutatashoz
A szubfertilis méneknél minden esetben dsszefligudtatkozott a sperma niiségi
paraméterei és csokkent termékefkdpessége kozott. lgazoltam, hogy ad, él
citoplazma cseppel rendelkeanddsejtek magas aranya negativ hatassal van a
ménsperma fertilitasara. A multiparaméteres spentéleaiési rendszer hasznalataval
a szubfertilis és infertilis egyedek kishe®k és a cstkkent vemhesulési eredmények
okai meghatarozhaték.

3. A mélyhités folyamataban az 6ssze§, €p akroszOmaju sejtek aranya, ezen belll a
normal morfolégidju sejtek racidja a centrifugassan nem valtozott, a felolvasztott

spermaban viszont szignifikAnsan csotkkent. A¥ sdjtek akroszomajanak sérllése,

illetve levalasa nem volt jelletiza fagyasztas utéan, mivel az IHITDA sejttipus

kevesebb, mint 1%-0s aranyban volt jelen. Egyémiélkdanységet tapasztaltam a

centrifugélasra, amely a hideg-, meleg-, hipoozkusti sokkhoz hasonlé onddsejt

morfolOgiai elvaltozasokat (hajlott, feltekeredititokrész) okozott.
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4. A Percoll szeparacios eljarast sikeresen moédaoaitoth médium térfogatanak
csokkentésével (Mini-Percoll: 0,4 ml 90% és 0,5 A8% Percoll 1,5 ml-es
mikrocentrifuga c8ben), a centrifugalas dtartamanak roviditésével és magasabb g-
erték hasznalataval (600 x g 5 percig), hogy néweljaz életképes spermiumok
meénsperma elérhigtége esetén. A spermium szuszpenzié Mini-Percakzeparacioja
stimulalo vegyuletekkel torténinkubacié nélkil (P-CON) és 3,5 mM pentoxifillinel
tortérd inkubacié utan (P-PX) eredményezte a legtobb ragialag normal, intakt
spermiumot és a legjobb sejtkinyerési aranyt dssamilitva az 1 mg/ml hiarulonsavas
inkubacioé utani mini-percoll eljarassal (P-HA) éz asszes swim-up kezeléssel..A
szeparalt, ép farok membranu spermiumok - amelyatkgasra képesek - 25-35%-anak
sérilt a feje vagy akroszOma membranja. Ez befolyaga az ICSI eljaras sikerét,
amelynek soran a beinjektalasra kérépermium kivalasztasa a mozgasi képességén
alapul a gyakorlatban. Az ép membranu, de akrosz@mit sejtek (IHITDA) aranya P-
PX kezelés utan volt a legmagasabb. Ezek a spewkilkiirtlbben 16, vagy mar
kioralt akroszémat tartalmaznak, ami émyos lehet az ICSI Altali petesejt
megtermékenyités soran.
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