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1 BEVEZETES

A hazai juhagazatban a juhhus a legnagyobb jelent0séggel bird gazdasagi termék.
A mesterséges termékenyités kordban a hustermelés mértéke az egyedi hustermeld
képesség fokozasan tul, a szaporodoképesség javitasaval is novelhetd. A fejlett
allattenyésztési kultiraval rendelkezd orszagok a mesterséges termékenyités eldnyeit is
kihasznalva igyekeznek megodrizni versenyképességiiket, mivel ezzel a biotechnikai
modszerrel viszonylag rovid id6 alatt, gyors genetikai el6rehaladas érheté el
(PECSI T., 2007). A mesterséges termékenyités alkalmazasaval a csucstermelésti Gn.
rekorder egyedektdl lényegesen tobb utdod nyerhetd, mint természetes koriilmények
kozott ez remélhetd lenne (VASS és mtsai, 2008). Az ejakulatum tobb részre osztasaval
lecsokkenthetd a szaporitdsban részt vevO apadllatok szama, ezaltal novelhetd az
alloméanyon beliili szelekciés nyomds. A nagy szervezeti szilardsaggal rendelkezo,
jo konstiticioji, nagy életteljesitményre képes kosok utan rovid ido alatt, egyonteti,
magasabb termelési szintli utdédallomany hozhato létre, ami a versenyképes piaci
termelés egyik legfébb alapja (PECSI A., 2007). Az asszisztalt reprodukcios technikak
alkalmazasanak nemcsak az intenziv allattenyésztésben, hanem az Gshonos valamint
vadon €16 ritka allatok megmentésében is kulcsszerepe van (SOLTI és mtsai, 2000;
CSEH ¢és SOLTI, 2001). A juh -mint kisérleti allat- szamos asszisztalt reprodukcios
technikai modszer kifejlesztésében jatszott szerepet. El0szor ezen az allatfajon kezdték
el alkalmazni az ivarzasszinkronizalasnak nevezett modszert, ami késobb klasszikus
elvi alapjaul szolgalt a human fogamzasgatlasnak is (LATITS, 2011).

Hazankban az utobbi évtizedben visszaesett a biotechnikai, biotechnologiai
modszerek alkalmazadsa, ami tobb tényezd egyiittes hatasanak koszonhetd, pedig az
ivarsejtek mélyhiitése kozel 50 éves multra tekint vissza. Az 1960-as években a hazai
anyajuh allomany kozel 60%-at termékenyitették, jelenleg ez a 2%-ot sem éri el
(KUKOVICS és GERGATZ, 2009). A mesterséges termékenyités fellenditése
els6sorban azoknal a fajtdknal lenne kivanatos, amelyek végtermék el6allito
keresztezésben vagy génmegdrzd programban vesznek részt. A szarvasmarha dgazatban
tobb évtizede bevett gyakorlat a bikdk spermatermelésre, laboratoriumi mindségre,
mélyhiithetOségre és fertilitdsra torténd generaciok oOta folytatott szelekcidja, mig a
juhoknal ez a mai napig egy megvaldsitasra vard feladat. A kosok tudatos
szelekciojanak hianya is szerepet jatszik abban, hogy a tobb napon at hiitdtt/fagyasztott

spermaval torténd mesterséges termékenyités eredményessége elmarad a varhato



eredményektdl. A szaporodasbioldgiai mutatok javitasa az agazat versenyképességének
fejlesztése és a génmegorzés érdekében rendkiviil fontos lenne a termékenyitd anyag
mindségi ellendrzése, a spermakonzervalasi eljarasok javitasa, tovabbfejlesztése.
A mesterséges termékenyités folyamataban az egyik legnagyobb szerepe a kivalasztott
tenyészkosnak van, mert igen nagyszamu utddja altal javithat vagy ronthat az dllomany
mindségén, ezért kivalasztdsa soran kritikusabban lehet ¢és kell szelektalni
a rendelkezésre 4allo allomanyt. Kivalasztas esetén az apaallatnak az alabbi
kovetelményeknek megfelelnie:
» Kifogastalan egészségi allapot (negativ eredményii szerologiai vizsgalat)
» Jo kezelhetdség (apolojat ne veszélyeztesse, tarsait ne zavarja, tartdsrendet ne
bontsa meg)
» Hasznalatot korlatozoé rendellenességektdl (alaktani rendellenességek) mentes
legyen
» A nemi szervek kifogastalan anatémiai €s funkcionalis allapotuak (herezacsko,
herék, mellékherék, onddzsinor, tasak, himvesszé ellendrzése) legyenek
» A fajra jellemzO nemi magatartast mutassa (parzoképesség, normalis nemi
reflexfolyamat)
» Az ondd megfeleld biologiai mindségli legyen (részletes spermatologiai
vizsgalat)
» Az ondo kifogastalan bakteriologiai eredménnyel rendelkezzen (patogén csiratol
mentes, alacsony Osszcsiraszam) (GERGATZ, 2007).
A spermiumok épségének megallapitasakor -kiilondsen mélyhiitott/felolvasztott mintak
esetében- nagy szerepet jatszik a feji részt boritd plazmamembran un. akroszoma
vizsgélata, mivel a hiités és felolvasztds folyamata a kapacitdcidhoz hasonlo élettani
valtozasokat idéz el6 (WATSON, 1995). Az akroszoma levalas mértéke védGanyagok
(antioxidansok)  hozzaadasaval  csokkentheté6 (TORRE és mtsai, 2007).
A human spermiumok mellett a kos ondodsejtjei is rendkiviil érzékenyek a
hémérsékletvaltozasra, emiatt mélyhiités ¢s felolvasztas utan a termékenyitd anyagban a
motilis, akroszomaval rendelkez6 sejtek aranya ritkan haladja meg a 40%-ot, ami rontja
a termékenyiilés eredményességét. NAGY (1998), DEN DAAS és mtsai (1998),
CHENOWETHH (2005), SAACKE (2008) a spermiummorfologiai anomalidk
vizsgélatara hivjak fel a figyelmet, kiemelt jelentdséggel a kompenzalhatd és nem
kompenzalhaté spermium rendellenességekre. Nem kompenzalhatdo defektussal

rendelkeznek azok a sejtek, melyek ugyan képesek a petesejt termékenyitésére,
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de az embrionalis fejlddés mar zavart szenved. A spermiumfe]j elvaltozasat okozo
diadém defektus az egyik legjelentdsebb képviseldje a csoportnak. A kompenzalhatd
rendellenességek csoportjaba az immotilis, éretlen, torzult feji, farokrendellenességgel
rendelkez0 spermiumok tartoznak. Kompenzalhato rendellenesség esetében,
ondoban), ugy a termékenylilés esélye tovabb is nagy marad, még ha sok a rendellenes
sejt is van, de a nem kompenzalhato defektusok esetén a koncentracié novekedése sem

noveli a sikeres termékenytilés esélyét.



CELKITUZESEK

Dolgozatomban olyan tényezdket vizsgaltam, melyek segitségével hatékonyabba
tehetd a hiitott spermaval torténd termékenyités eredményessége, illetve a mesterséges

termékenyitésre szant tenyészallatok szelekcioja.

A vizsgalatokat négy f6 téma koré csoportositottam:

1. Kos spermiumokndl gyakran eléfordulé jelenség, hogy hidegsokk hatdsara a sejtek
elvesztik akroszomajukat. Az els6 kisérlet célja a zselatin és a natrium-alginat

akroszomavédo hatdsanak vizsgalata a sperma tobb napos hiitve taroldsa soran.

2. A masodik kisérlet célja az elemi nano-szelén hatasanak tanulmanyozasa.
A kutatasban a spermamindséget, vér szeléntartalmat és az onddplazma fehérje profiljat

vizsgaltam.

3. A harmadik tanulmany célja annak megallapitasa, hogyan valtozik dorper kosok

spermamindsége ¢€s herekdrmérete a kiilonbdzd évszakokban.

4. A negyedik vizsgalat célja az ondoplazma fehérjék és a kurkumin antioxidans
hatasanak vizsgalata in vitro és in vivo koriilmények kozott a sperma tobb napos hiitve

tarolasa soran.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A spermium morfolégidja

Az ondosejteken fej, nyak, kozépdarab és farok rész kiilonboztetheté meg. A fej a
sejtmagbdl, a nyak a sejtkozpontbol, a térzs €s a farok a sejt plazmajabol alakult ki
(VERESS, 1982, SZASZ, 2007). A spermiumfej magallomanybol, siirii, homogén
kromatinbol tevédik Ossze. A sejtmag matrixa és kromatin allomanya, asszimetrikus
elrendez6désti, amely slriibb a mag egyik ¢le, valamint a nyak kdzelében.
Ez az asszimetria biztosithatja az ondodsejt egyenstlyat mozgas kézben, amikor a fej
¢lére 4llva, kissé oldalra billegve halad elére. Ha lassul a sejt mozgésa, akkor fokozddik
a fej kilengése, majd all6 helyzetben a spermium feje a lapjara fekszik
(KOVACS és FEHER, 1973).

Az ondosejtek fejét kiviilrdl vékony sejthartya boritja, amely a t6bbi rész kiilsd
burkat is képezi. A fej eliils6 részének felét vagy kétharmadat a Golgi-apparatusbol
alakult, lapos toml6hoéz hasonld fejsapka vagy mas néven akroszoma fedi, mely a
lizoszomék egy specialis valtozata. Az akroszoéma az Un. sajatos rajzolatu fibrillumok
alkotta matrixbé  all, melyet az akroszomalis membran vesz  koril.
Az akroszoma vakuolum kettds falu sapkahoz hasonldan veszi koriil a sejtmag eliilsd
felét, ami kifelé a sejthartyaval all szorosan Osszekdttetésben befelé, a maghartyatol a
szubakroszomalis tér valasztja el (BECZE, 1983). Az akroszoma csucsan, a belsé
lemeze alatt, a perforatorium talalhatd, amely sejthartya vastagsagu.
Az akroszoma tiregének eliilsé része tagabb, a fej kozepe tajékan (pars intermedia)
hirtelen sziikiil (ekvatorialis szegmentum), majd vakon végzédik. Ezen a helyen a
legellenalloképesebb az akroszoma fala, mivel kénben gazdag (4%) fehérjébdl épiil fel,
amelynek oldhatésdga rendkiviil alacsony. A membran anyaga 19,3% nitrogént és
11,4% ciszteint tartalmaz, ami a spermium fejének rugalmassagat biztositja
(KOVACS és FEHER, 1973). Az akroszoma tovabba hialuronidaz és akrozin enzimeket
is tartalmaz (SARLOS, 1999). Az akroszéméban 1év6 hialuronidaz és akrozin enzimek
az akroszOmareakci6 folyamata sordn szabadulnak ki az akroszoma sapka alol.
Az enzimek hatésara a petesejt burka lebomlik, és a spermium bejut a petesejtbe (KISS,

2007).

A spermium feji részét a nyak koveti, melynek részei: a bazalis lemez,

centriolumok, az ebbdl szarmazd 11 rostkoteg, az ezt koriilvevé nyaklemez vagy gyokér
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¢s a mitokondrialis hiively. A nyak utdn a kdzéprész kovetkezik, mely nem kiiloniil el
¢lesen a nyaktol. Részei a tengelyszalak, bels rostos hiively, kiilsé rostos hiively,
mitokondrialis hiively, citoplazmahiively és a sejthartya. A farok kozéprésze, mely
henger alaku, és magaban foglalja mindazokat az alakelemeket, amelyek a farok és az
ondosejt mozgasanak feltételeit biztositjak. A farok harmadik egysége a férész, ami az
annulusztol kezdddik. Alapjat a két centralis tengelyfonal és az azt koriilvevd belsd
rostos hiively alkotja, amit az un. spiralis hiively borit. A végdarab mar nincs spiralis
hiivellyel boritva. Végiil a tengelybdl is csak a két egymastol is elkiiloniilt, szabadon
levé filamentum marad. Ezeket vékony citoplazma ¢és sejthartya boritja

(BECZE, 1983, KOVACS ¢és FEHER, 1973).

sejthartya
citoplazma
a fejsapka (galea capitis) kiilso fala

1

| 2.

3.

' 4. frege
LJ' 5. belso fala

hoor e 6. perforatérium

- .

8.

9

. maghartya

sejtmag

aequatorialis szegment
| 10. posztnuklearis sapka
11. bazalis lemez
12. nyaklemez vagy gyokeér
11 13. centridélum a beldle eredd 11 rosttal
s 14. mitokondrium hiively
15. kiils6 rostos hiively
16. Jensen-féle zarogytirt
17. spiralis hiively
18. apikalis test

1. abra: Az ondosejt szerkezete

(Forras: KOVACS és FEHER, 1973)

11



2.2 Az ondoplazma osszetétele

Az onddplazma a spermiumok védelmét, taplalasat biztositdo kozeg, mely szerves
¢és szervetlen anyagokban egyarant gazdag. A here, mellékhere, ondévezetd ampullaris
mirigyei, ondohdlyag, prosztata, Cowper-féle mirigy €s a hugycsé Littre-féle mirigyei
termelik a szeminalis plazmat, melynek Gsszetétele: 80-90% viz, szarazanyagtartalma
10-20%. A masodlagos nemi mirigyek valadéka kolloid természetli anyag, melyet a
benne 1év6 albuminok és globulinok biztositanak. Az elébb emlitett fehérjék hatarozzak
meg a plazma ozmozisos nyomasat, és kozrejatszanak a pH-érték fenntartasaban is
(MAXWELL és mtsai, 2007). Az ondoban talalhaté fehérjék egy része a spermium
fejének membranjahoz kot6dik, ami elsegiti a kapacitacio és a fertilizacios folyamat
lejatszodasat (YANAGIMACHI, 1994a), valamint jelentdés szerepiik van a spermasejtek
motilitdsanak és életképességének fenntartasaban és a hiités soran fellépd hideg sokk

hatasat is képesek tompitani (GRAHAM, 1994; MAXWELL és mtsai, 1997).

A szeminalis plazma aminosavakat is tartalmaz, melynek 50%-a glutaminsav, a
benne 1évé nitrogén 90%-a fehérjéhez kotott, 10%-a ammonium, hugysav és karbamid
formajaban talalhat6. Az ondoplazma fruktoz tartalma 2-5 mg/mL, amely elsésorban a
vércukorbol  szintetizalodik,  tovabba  proteolitikus  enzimek,  foszfatdzok
(savi a prosztatabol, lugos az ondoholyagbol), gliikozidaz, kolineszteraz, transzaminaz,
hexokinaz, dehidrogenaz, ATP-4z, hiauroniddz enzimek katalizaljdk a spermiumok

anyagcsere- ¢és léletfolyamatait.

Vitaminok koziil a vizben old6dé C-vitamin (aszkorbinsav), inozit, riboflavin,
lipoidok koziil a lecitin, kis mennyiségben a koleszterin, valamint di-és trigliceridek a
meghatarozoak. Szerves savak koziil a legjelentdsebb a tejsav, acetat, piruvat, citrat,
szukcinat. Szervetlen anyagok koziil a Na*, K*, Ca?*, Mg?* kationok jelentSsek, melyek
nagy mennyiségben karos hatasiak a negativ toltési ondosejtre, mivel Kképesek
agglutinaciot okozni azaltal, hogy a spermiumok toltését semlegesitik. Anionok koziil a
citratok, bikarbonatok és foszfatok a legjelentésebb alkotok (ASADPOUR, 2012;
JUYENA ¢és STELLETTA, 2012; KOVACS és FEHER, 1973).

2.3 Ondéplazma fehérjék

A jarulékos nemi mirigyek altal termelt onddplazma hormonokat, enzimeket,
szénhidratokat ¢és fehérjéket tartalmaz, melyek a spermasejtek szdmara az aktiv

mozgasukhoz sziikséges energidt biztositjadk. A plazmdban taldlhaté fehérjék a

12



kapacitacio és a petesejthez vald kotodés folyamataban jatszanak Kkulcsszerepet
(YANAGIMACHI, 1994b). Az ondoplazma alkotéelemei hatassal vannak a
spermiumok életképességére. DOT és mtsai (1979) az eldbbi allitast azzal igazoltak,
hogy amennyiben az ondoplazma kihigitasra keriil, ¢s koncentracidja nagymértékben
lecsokken, ugy a spermiumok is fokozatosan elvesztik életképességiiket. Kossperma
esetében a szeminalis plazma fehérjék pozitivan befolyasoljak a spermiumok motilitasat
¢s membranintegritasat (GRAHAM 1994, MAXWELL és mtsai, 1997). OLLERO és
mtsai (1997) munkajaban olvashatd, hogy a hipoozmotikus sokk negativ hatasat a
spermasejtek feliiletén megkdtddé ondoplazma fehérjék csokkenteni képesek.

A kos spermiumok membranja hidegsokk hatasara jelentés mértékben képes
karosodni, érzékenysége a human ondosejteknél is nagyobb (HOLT és NORTH, 1984).
A hiitési, fagyasztasi/felolvasztasi folyamat soran fellépd stressz hatdsara a sejtek nagy
aranyban képesek elvesziteni akroszomdjukat, ami jelent6sen csokkentheti a

termékenyiilés eredményességét (2. abra).

2. abra: A hidegsokk hatasa a spermiumokra

A: ép akroszomaval rendelkez6 kos spermium swim-up utan; B: hidegsokk
hatasara bekovetkezett akroszoma felhdlyagosodas; C-D: ondoplazma proteinnel
(0,7mg/mL) ekvilibralt spermasejt hiités kovetden, melynek akroszoma
membranja részben regeneralddott a protein kiegészités hatasara

(Forras: BARRIOS és mtsai, 2000)
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BARRIOS és mtsai (2005) azt vizsgaltak, hogy az ondoplazma fehérjéi, hogyan
képesek megvédeni a spermiumok membranjat a hidegsokk hatastol. Kisérletiikben
dextran/swim-up technikaval szétvalasztottak a spermiumokat az ondéplazmatol, majd a
spermat swim-up médiummal higitottak, ami 0,1-2,5mg/mL onddplazma fehérjét
tartalmazott. Higitast kdvetden a mintdkat 1h-ig 20°C-on tartottak, hogy hidegsokkot
hatast idézzenek el6, majd fluoreszcens festés segitségével (CFDA/PI) vizsgaltak a
spermiumok membranintegritasat. Eredményeik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy az 1,4mg/mL plazmaproteint kiegészités volt a leghatékonyabb, mert ebben az
esetben 83%-volt a membranintakt sejtek aranya, ami a hiités el6tti eredményekkel
kozel azonos volt.

A késobbi kutatdsokok mar specifikusabban foglalkoztak az onddplazmafehérjék
szerepével és a kiillonb6zd fehérjefrakciok hatasdnak vizsgalata keriilt a vizsgalatok
kozéppontjaba. A hideg sokk okozta membrankarosodast a 20kDa molekulasulyu
fehérje hatékonyan képes csokkenteni, amelyrdl a korabbiakban mar kimutattak, hogy
kapacitacio soran a tirozin-foszforilacidjanak gatldsit okozza, amely igy az
intracellularis Ca®* mennyiségének novekedését késlelteti (PEREZ-PE és mtsai, 2002).
BARRIOS és mtsai munkajukban (2005) a 14kDa molekulastlya (P14) és a 20kDa
molekulastlyt (P20) spermafehérjék hatasat tanulméanyoztak és arra keresték a valaszt,
hogy a P14 és P20 fehérjék hogyan befolyasoljak kos spermiumok kapacitaciojat,
akroszomareakcidjat és a hidegsokk hatdsra adott valaszat. Eredményeik alapjan azt a
kovetkeztetést vontdk le, hogy a P20 fehérjék mindossze 35%-a kotddott a spermiumok
felszinéhez akroszomareakciot kovetden, de levalasuk a sejt membranjardl a kapacitacio
folyamata soran indult meg. Tapasztalataik alapjan mindkét fehérje a spermasejt szamos
részén képesek megkotédni, de legnagyobb szamban az ekvatorialis és posztekvatorialis
régioban. Mindezen eredmények azt tdmasztjak ald, hogy a P14 és P20 fehérjéknek a
spermamembran stabilizalasaban van szerepiik és emellett dekapacitacios faktorok is.

JOBIM ¢és mtsai (2005) kosondd szeminalis plazma profiljat hataroztdk meg
kétdimenzids polikarilamid gélelektroforézis (2D-PAGE) segitségével és 0sszesen
21 fehérjét azonositottak, melyek molekulasulya 15kDa és 115 kDa kozott volt.
A legtobb fehérjét a 30 kDa alatti tartomanyban azonositottak, de a legintenzivebben a
3 (Mw: 18-19 kDa, pl 4,8-5,0), 5 (Mw: 17-18 kDa, pl 5,0-5,2), 7 (Mw: 15-16 kDa, pl
6,2-6,4) és a 23 (Mw: 105-108 kDa, pl 6,8-7,0) fehérjepontok festddtek.
A 3 és 5-0s fehérjéket western-blot segitségével azonositottak, melyek a BSP A1/A2
(Mw: 16,5, pl 4,7-5,0 és Mw: 16kDa, pl 4,9-52) fehérjékhez hasonloak,

14



melyet MANJUNATH ¢és SAIRAM (1987) a bika ondoplazma f6 proteinjeként
hatarozott meg. A 7-es fehérjepont a TIMP-2 (tissue inhibitor of metalloproteinase-2)
fehérje, ami a martix-metalloproteinaz enzim inhibitora, amely a kos mellékhere
folyadékaban szintetizalodik. A metalloproteinazok cink protedzok, melyek az
apoptozis folyamataban és a matrix Gjrarendez6désben jatszanak szerepet. Jelenleg még
kevés informacié all rendelkezésre a pontos funkcidjukrol, de feltételezhetéen a
kanyarulatos csatornakban folyo spermatranszportban vesznek részt
(METAYER ¢és mtsai, 2002; WOLFSBERG és mtsai, 1995). A 17 (33-35 kDa, pl 7.8—
8.0), 23 (105-108 kDa, pl 6.8-7.0), 35 (75-78 kDa, pl 6.5-6.8), és 41 (65-67 kDa,
pl 6.7-7.0) fehérjék a matrix metallopeptiddz enzimcsoporthoz tartoznak,
molekulatomegiik és az izoelektromos pontjuk hasonlosaga alapjan. A csoportba tartozo
fehérjék a  szovetalkotdsban  és a  sejt-sejt  koOzotti  interakcidoban
(GUNNARSSON ¢és mtsai, 1999; HOEBEN ¢és mtsai, 1996) vesznek részt.
A 9-es fehérje (21-23 kDa, pl 6.5-6.7) a prosztaglandin D2 szintetaz (PGDS), ami a
mellékherében termelddd szallitofehérje (FOUCHECOURT ¢és mtsai, 2002). A fehérje a
lipocalin proteincsaldd tagja, melyek a lipofil molekuldk szallitasaért felelések, mint
példaul a prosztaglandin (PERVAIZ és BREW, 1987). A 13-as fehérje (28-30 kDa,
pl 3.3-3.5) a 30 kDa molekulatomegti Bovine Seminal Plasma protein (BSP), amely a
legsavasabb fehérje a BSP protein csaladban (MANJUNATH ¢és SAIRAM, 1987).
A 15-6s fehérje (21-23 kDa, pl 6.5-6.7) a clusterin fehérje, amely a here szekrétumanak
o glikoproteinje, mely a Sertoli sejtekben szintetizalodik (BLASCHUK ¢és mtsai, 1983)
és a spermium érését befolyasolja (SYLVESTER és mtsai, 1991).
JOBIM ¢s mtsai (2004) szerint magas clusterin koncentraciju bikasperma

fagyaszthatdsaga is jobb.

2.4 Az ondosejtek életjelenségei
2.4.1 Motilitas

Az ondosejtek legjellemzObb tulajdonsdga az élénk eldrehaladd mozgés, ami a
farok 2-3 dimenzidban folyd, hullamszerii elhtizodasabol alakul ki, ekkor a farkon
atlagosan masodpercenként 9 hullam halad végig. A mozgéshoz a kezddéimpulzus a
bazalis granulumbdl indul ki, amit a kiilsé és a belsé rostok egymésnak atadva,
korkorosen, hullamszeriien vezetnek egymas kozott. A kos spermiumdnak sebessége

kedvezd koriilmények kozott 200-250 pm/s, bika 100-352 pm/s, mén 80-100 pm/s.
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A spermiumok a ndivar nemi csatornajaban élénk, rendezett, egyenes vonaly,
elérehalado mozgast végeznek. Az enyhén savas (pH=6,3-6,9) kémhatas serkentéleg hat
a mozgasra, viszont ha a pH semleges vagy annal magasabb, az mar karositja az
ondosejteket (KOVACS és FEHER, 1973). Az enyhén savas kémbhatés és a szembejové
folyadékaram (pozitiv rheotaxis) élénkiti a sejtek mozgasat, illetve a spermiumot
koriilvevé kozeg viszkozitasa, ozmotikus nyomasa és a kornyezet hémérséklete is
hatassal van a sejtek motilitasara (MIKI és CLAPHMAN, 2013). Az ondoésejteknél
megfigyelheté6 mozgasforma a korben mozgas (manézs mozgas) vagy az egy helyben
csapkodd mozgas (oszcillald mozgas), de az un. rdkmozgas is lehetséges, mely koros
mozgasformaval rendelkezd sejtek altalaban csokkent fertilitasuak
(DE JONGE és BARRATT, 2006). HARASZTI (1987) alatamasztja az el6bbi
megallapitast és a mozgas rendezettségét azzal magyarazza, hogy az ondosejtek fejének
feliilete negativ, a farok feliilete pozitiv elektromos toltésti. ,,Az elektromos toltés
¢lettani jelentdsége, hogy Osszerendezett mozgast tesz lehetévé és megakadalyozza a

spermiumok 0sszelitkozését™.

A motilitdis meghatarozdsa torténhet mikroszkép  segitségével vagy
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) rendszerrel, melynek ma mar tobb
valtozatat (ISAS, CASPAR, SM-CMA) is ismerjik (MORTIMER és MORTIMER,
2013; GABOR és mtsai, 2002). A gyakorlatban még jelenleg is alkalmazott technika a
szubjektiv motilitasbiralat. MORTIMER (1994) ugy véli, hogy a modszer
ismételhetdsége alacsony €s hatranya, hogy csak a megfeleld tapasztalattal rendelkezd
biral6 tudja elvégezni az értékelést. Emiatt javasolja a mikroszkopos és a CASA
egyiittes alkalmazasat. A szamitogéppel végzett motilitasvizsgalat eldnye, hogy rovid
1d6 alatt, tobb szaz sejtet lehet elbiralni és precizebb informaciot szolgaltat a sejtek
progressziv motilitdsardl, kiilonb6zé mozgasformakrol. Hatranya, hogy az aglutinalt

spermapopuléciot az értékelésnél nem veszi figyelembe (HOLT és mtsai, 2007).
2.4.2 Kapacitacio

A kapacitacié a spermiumok érésének végsé folyamata, amely a ndéi nemi
traktusban megy végbe. A kapacitacid folyamatat eldszor AUSTIN (1951) és
CHANG (1951) irtak le egymastdl fiiggetleniil. Megallapitasuk szerint a kapacitacid
egy olyan komplex élettani folyamat, mely a ndi nemi traktusban jatszodik le és

alapfeltétele a petesejt megtermékenyitésének. Bar napjainkban sem tisztazott még a
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folyamat pontos hattere, annyi bizonyos, hogy a kapacitici6 lejatszodasa ahhoz

szlikséges, hogy a spermium be tudjon hatolni a petesejtbe (GRASA ¢és mtsai, 2009).

A spermium kiils6 membranjan talalhatdé kotd6 fehérjék a  peteburok
7ZP3  fehérjéjéhez  kapcsolodnak, majd  csokken  spermium  membran
koleszterol/foszfolipid aranya, amely a sejtmembran fluiditasanak novekedéséhez vezet.
Kot6dés hatasara megnyilnak a membran Ca®* csatornai, melynek kovetkeztében megné
az intracellularis Ca**, cAMP mennyiség, csokken az intracellularis pH és az
akroszomalis bontéenzimek kiszabadulnak. A folyamat lejatszodasa soran a sejteket
hiperaktiv mozgas jellemzi, és fokozodik a sejtek energia leaddsa. Egyes fajok esetében
a kapacitacio folyamatat elinditd egyik kulcsmolekula a bikarbonat, amely a membran
lipidszerkezetének valtozasait indukalja, de a megemelkedett
ROS (reaktiv oxigénszarmazékok) koncentracid szintén hatdssal van a kapacitacio
lejatszodasara és a hiperaktiv mozgas kivaltasara (3. abra) (BALDI és mtsai, 1996;
GADELLA és mtsai, 2008; LUCONI és mtsai, 1996; VREDENBURGH-WILBERG és
PARRISH, 1995; YANAGIMACHI, 1994a). Miutan a himivarsejt fellazitotta a
glitkoproteidekb6l  all6  zona pellucidat és bejutott a petesejtbe, az oocita
citoplazmajaban talalhaté granulumokbdl nagy mennyiségii bontd enzim iriil a sejt
felszinére, felszamolva a ZP3 receptorokat, ezzel megakadilyozva egy ujabb
himivarsejttel valo egyesiilést (MILLER és mtsai, 1992; AUSTIN, 1970).
Emlds spermiumok esetében a fokozott fehérje tirozin foszforilacid dsszefiiggésben van
a kapacitalt sejtek szamanak novekedésével (TARDIF és mtsai, 2001; POMMER és
mtsai, 2003). A kapacitacioval 6sszefliggd fehérje tirozin foszforilaciot a kalcium, BSA
(Bovine Serum Albumin), NaHCOj3; koncentracidja befolyasolja, amelyek irant eltér6 a
kiilonbozd fajok spermdjanak érzékenysége. Kos spermiumok kapacitacidja 1-2 ora

alatt megy végbe (NAZ és RAJESH, 2004).
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Egér spermiumok kapacitacidjat a kalcium, BSA, NaHCOj3 egyiittes jelenlététdl
fiigg, mig kan spermiumok in vitro kapacitacigjdhoz a BSA nem sziikséges
(BAKER ¢és mtsai, 2004, TARDIF és mtsai, 2003). GRASA és mtsai (2006) azt
vizsgaltak, hogy mely molekuldk indukaljak a kos spermiumok kapacitacidjat és arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a BSA ¢és a kalcium koncentracidja nem volt hatassal a
tirozin foszforilacidjara, mig a HCOg3 szint novekedése fokozta a kapacitidcid mértékét.
A kalcium szintje ugyan nem befolyasolta a kapacitacio6 mértékét, de az

akroszomareakcio intenzitasat fokozta.

Az annexin V fehérje konnyen kapcsolodik a kromofort tartalmazé FITC vagy PE
molekulakhoz, igy a kapacitalt sejtek flow-citométer vagy fluoreszcens mikroszkdp
segitségével detektalhatdbak. A mar elhalt sejtek jelolésére propidium-jodiddal (PI)
torténd egyidejii festési eljaras alkalmazasa javasolhatdé (MARTI és mtsai, 2008;
PAASCH és mtsai, 2004, SAID és mtsai, 2004). Az kapacitacid egyik detektalhato jele
a plazmamembrant (PM) alkot6 foszfatidil szerin (PS) atforduldsa a sejtmembran bels6
oldalarol annak kiils6 felszinére. Ennek hatasara a PS kotohelye az annexin V szamara
(319 aminosavbol allo antikoagulans fehérje (molekulasuly: 35 kD) szabaddd valik.

A PS transzlokacié a Ca?* fliggd kotddeés igazolasadval mutathato ki.
2.4.3 Akroszéma reakcio

Az emldsallatok spermiumanak egy Ca?* dependens exocitézison kell atesni,
miel6tt megtermékenyitenék a petesejtet. Ezt a folyamatot akroszoma reakcionak
nevezziik. A kapacitacio €s az akroszomareakcid egy Osszekapcsolt folyamat, mivel a
kapacitacioban részt vevo effektorok szerepet jatszanak az akroszoma reakcioban részt
vevd enzimek aktivaldsdban is. Kapacitdcid soran megnd az intracellularis Ca?*
mennyisége ¢és a fehérjék tirozin foszforilacidja, ami az akroszoéma reakcidé soran
végbemend exocitozis egyik eldfeltétele (BALDI és mtsai, 1991; AITKEN és mtsai,
1998).

In vivo koriilmények kozott az alabbi molekulak jatszanak fontos szerepet az
akroszomareakcié eléidézésében: Zona pellucida sperm binding protein-3 (ZP3),
szérum albumin, epidermalis novekedési faktor (EGF), atrialis natriuretikus hormon
(ANP), vérlemezke aktivalo faktor (PAF), progeszteron (P), ATP, prosztaglandin El
(PGEL) (BALDI és mtsai, 2000). A n6éi nemi traktusban a spermium kiilsé akroszomalis
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membranjan taldlhatdé kotd fehérjék a peteburok ZP3 fehérjéihez kapcsolodnak, ami
kivaltja a spermiumok akroszéma reakcidjat. A ZP3 altal vezérelt utat az un. guanin
nukleotid kotd proteinek (G proteinek) stimulaljak, viszont ezek nem vesznek részt a
progeszteron altal indukalt folyamatban (WASSARMAN, 1999). A spermiumok
fehérjéi eloszor a ZP3 fehérjékkel kapcsolodnak Ossze, majd ezt kdveti a progeszteron
receptorokkal vald dsszekapcsolodas (TESARIK és MENDOZA, 1993). A sejten beliil
megemelkedett Ca®* koncentracid az akroszoma vezikulum exocitéziséhoz,
felhdlyagosodasahoz vezet, majd kiszabadul a penetraciohoz sziikséges hialuronidaz és

a tripszinszer( akrozin enzim (4. abra).

4. abra: Az akroszomareakcio folyamata

(Forras: NILSSON, 1990)

A hialuronidaz szerepe, hogy elfolyositja a méhnyak nyalkahértyajat, majd a
mukopoliszacharidokat hidrolizalja a petesejt corona radiata rétegében és emészti a
benne talalhato hialuronsavat (PATRAT és mtsai, 2000, YANAMIGACHI, 2011).
Az ond¢ hialuronidéz tartalma egyenes ardnyban all az onddsejtek szamaval, emiatt van
sziikség nagyszamu ondosejtre, hogy a fentebb emlitett folyamatok végbemehessenek
¢és oligospermia esetén ezért nem kovetkezik be termékenyiilés. Az akrozin enzim egy
10um 4atmérdjii nyilast hoz létre a corona radiata rétegben, amin keresztiil az
akroszomajat vesztett spermium eljut az oolemahoz (KOVACS és FEHER, 1973)
(5. abra).
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(Forras: INOUE és mtsai, 2005)
2.4.4 Apoptoézis

A sejthaldl nekrozis vagy apoptdzis Utjan kovetkezik be. A nekrozis egy passziv
folyamat, amely a sejt sériilése soran jon létre. Ennek eredménye, hogy a darabjaira
esett sejtbdl sejtalkotok aramlanak a sejt kozotti térbe, gyulladast és tovabbi sejt- vagy
szovetkarosodast idézve el6. Ezzel szemben az apoptdzis a sejt membranvaltozasaval,
zsugorodasaval, sejtmagi DNS kondenzicidval, fragmentdcioval jardé folyamat,
amelynek meghatarozott, egymast kovetd l1épései vannak (WYLLIE és mtsai, 1980).
Az apoptozis folyamatat tobb jelatviteli Gt szabéalyozza. Az apoptikus enzim kaszkad
(kaszpaz) szabalyozasanak két f6 utja ismert: az egyik a mitokondrialis funkciot érinti
(instrinsic Utvonal), a masik Gtvonal az adapter fehérjéken keresztiil direkt tovabbitja a
jelet a kaszpaz kaszkad aktivizalédasahoz (exstrinsic utvonal). A kaszpazok cisztein-
fliggd aszpartat iranyitotta protedz csaldd tagjai, melyek gyors aktivaciora képesek.
Két csoportjukat lehet elkiiloniteni, az iniciator kaszpazokat (kaszpaz-2, -8, -9 és -10),
melyek az effektor kaszpazok inaktiv, pro-formait hasitjak, mikdzben aktivaljak is oket.
Az effektor kaszpdzokhoz tartozik a kaszpaz-3, -6, -7, melyek mas fehérje

szubsztratokat hasitanak az apoptikus folyamatok beinditasahoz.

A mitokondrialis ut esetén az apoptikus fehérjék a sejtmembran poédrusok

formalasaval a mitokondrium duzzadasat idézik el6 vagy a mitokondrium
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permeabilitdsat novelik, ami az apoptotikus effektorok kiszivarogtatdsdhoz vezet.
A megnovekedett permeabilitas kovetkeztében SMAC-ok (Second Mitochondria-
Derived Activator Caspases) szabadulnak fel és keriilnek be a citoplazmaba. A SMAC-
ok az 1AP-okhoz (Inhibitor of Apoptosis Proteins) kotdédnek és deaktivaljak azokat.
Az apoptikus folyamat soran a mitokondriumbdl citokrom c szabadul fel és az
APAF-1-hez (Apoptotic Protease Activating Factor-1) és a pro-kaszpaz-9-hez kotoédik,
kialakitva az apoptoszomanak nevezett fehérje komplexet. Ebben az esetben a
kaszpaz-9 aktivalodik, ami aktivalja az effektor kaszpaz-3-at. Az apoptdzis folyamata
szdmos spermamorfologiai tulajdonsdggal jellemezhet6. A kaszpaz kaszkad
aktivizalodasanak hatasara a sejtmembran elvesziti egybefliggdségét, asszimetridjat, a
citoszol és a sejtmag Osszezsugorodik, a DNS-ben fragmentaci6é torténik (6. abra)

(RUWANPURA ¢és mtsai, 2010).

Extrinsic pathway Intrinsic pathway Granzyme pathway
Growth factor withdrawal Cytotoxic T-cells
Death ligand Stress, hypoxia, toxins
o \. Radiation l
v

Death receptor Perforin

| Y i

Adaptors Mitochondrial changos (MPT) Granzyme B Granzyme A
DISC formation Formation of apoptosome 1 SET co+nplex
Caspase 8 activation Caspase 9 activation /Caspase 10 activation =~ DNA

\ & / cleavage

Caspase 3 activation
Execution pathway

Cytomorphological changes

Formation of apoptotic bodies

6. abra: Az apoptozis instrinsic és extrinsic utvonala
(Forras: KERR és mtsa, 1972)

Az apoptikus sejtek azonositasat ma mar szamos modszer segitségével el lehet végezni,
mint a TUNEL-teszt (terminal deoxynucleotide transferase-mediated deoxyuridine
triphosphate  nick end-labeling). Az apoptdzis ultrastuktaralis tulajdonsagai

elektronmikroszkoppal vagy flow-citométerrel jelenithetdek meg.
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A joviben az apoptozis effektor mulekuldinak aktivaciojdak kimutatdsa immunokémiai
modszerekkel is lehetségessé valik (kaszpaz neoepitopok) (RUST és mitsai, 2000).
A TUNEL-teszt mellett az apoptozis detektalasara alkalmas a hematoxilin-eozin
festékkombinacio alkalmazasa is (AKSOY és mtsai, 2012; ELMORE, 2007) (7. abra).

e < \
X / 4
r 2 ! ..’ t l’ ' c
» b ..',.(' ' y B
] ol
! N\ 3 e =
R 5]
| \ -

7. abra: Hematoxilin-eozinnal festett spermiumok
(Forras: INTERNET 1)

2.5 Az oxidativ stressz hatasa a spermasejtekre

Az oxidativ stresszre jellemzO, hogy a szervezetben a RONS (Reactive Oxygen
and Nitrogen Species) szabad gyokok képzddnek nagy mennyiségben (SIKKA ¢s mtsai,
1995). A szabad gyokok olyan molekulaszdrmazékok, amelyek egy vagy tobb
parositatlan elektront tartalmaznak, ezaltal képesek a sejtmembrant alkotod fehérjéket,
lipideket, aminosavakat oxidalni. A reaktiv oxigén intermedierek (ROS) oxidativ
stresszt okozva megbontjak a sejtek pro- és antioxidans egyensulyat, novelve a sejtek
membransériilését (8. abra). A ROS egy gyiijté6 fogalom, amely nem csak a szabad
gyokoket (pl.: hidroxil ion, szuperoxid, nitrogén monoxid, peroxil), hanem a hidrogén
peroxidot, szinglet oxigént is magaba foglalja, amelyek nem rendelkeznek parositatlan
elektronnal, mégis reaktivak, képesek kapcsolatba 1épni mas molekuldkkal
(AGARWAL ¢és PRABAKARAN, 2005).
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8. abra: Az oxidativ stressz hatasa a spermasejtekre

(Forras: AGARWAL ¢és mtsai, 2011)

A nitrogén eredetli szabadgyokok, mint a nitrogén monoxid, peroxinitrit, alkil-
peroxinitritek a ROS egyik alcsoportjdba sorolhatd vegyiiletek, melyek szintén jelentds
membrankarosité hatassal rendelkeznek (SIKKA, 2001; DARLEY-USMAR és mtsai,
1995). A szervezetben megtalalhaté enzimatikus (glutation-peroxidaz, szuperoxid-
dizmutaz, katalaz) és nem enzimatikus (aszkorbinsav, tokoferol, flavonoidok)
antioxidansok képesek a szabadgyokokhoz kapcsolddni, semlegesiteni azokat és igy
védik meg a szervezet sejtjeit a szabad gyokok karos hatasaitol (SIES, 1997).
Amennyiben az egyensuly felborul és megindul a szabadgyokok taltermelddése vagy az
antioxidansok szintje csokken, ugy oxidativ/nitrozativ stressz alakul ki, melynek

hatasara csokken a sperma fertilizacios képessége (CABISCOL és mtsai, 2000).

A szabadgyokok elsdsorban a spermium membranjat alkoto lipideket, fehérjéket,
aminosavakat roncsoljak, de a DNS szerkezetét is képesek megbontani
(GHARGOZLOO ¢s AITKEN, 2011; AGARWAL és mtsai, 2008; OCHSENDORF,
1999). A spermamembran szerkezetének karosodasa kovetkeztében sérill a
kozéprészben taldlhaté mitokondrium, ami a sejt energiaellatasaért felelos és egyben az
egyik f6 ROS forras is (AITKEN és mtsai, 2012; BUCAK ¢és mtsai, 2008).
A szabadgyokok til magas koncentracidja karositja a spermiogenezist, és megné az
éretlen, plazmacseppes sejtek szama az ejakulatumban (SANOCKA és KURPISZ,
2004). Himivarban a reaktiv oxigén intermedierek a sperma anyagcseretermékeként is
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kialakulhatnak abban az esetben, ha a spermamembran felszinén megné a NADH
oxidaz enzim aktivitasa a NADH oxidoreduktazzal szemben (GAVELLA és LIPOVAC,
1992).

Bikasperma ROS koncentracioja egyenes aranyban né az ondoban 1évé elhalt
sejtek szamaval. Az apoptdzis €s a nekrozis egyarant nukleinsav oxidacioval jar, ami
szabadgyokok kialakulasahoz vezet (SARIOZKAN és mtsai, 2009). Az elébb emlitett
¢lettani folyamatok mellett emelkedett ROS szintet eredményez a megnovekedett
leukocitaszam ¢és az éretlen spermiumok szamanak talsilya az onddban
(GARRIDO ¢és mtsai, 2004). A reaktiv oxigén intermedierek szintje ritkan ingadozik a
motilitdsdra. Ez annak koszonhetd, hogy egészséges szervezetben az antioxidans
védelmi rendszer is megfelelden miikddik. A ROS szintjének ingadozasat elsdsorban a
spermatogenezisben bekovetkezett zavar (plazmacseppesség, degradélt sejtek) vagy
szubklinikai fertézés 1idézi eld, mely szabad szemmel nem észlelhetd
(DESAI és mtsai, 2010). A szabadgyokoknek Osszetett élettani hatasa van, mivel nem
csak egy €lettani folyamat lejatszodasat befolyasoljak. A ROS és antioxidansok kozotti
arany, hatassal van az ivarsejtek képzodésének folyamatara (GAGNON és mtsai, 1991;
AITKEN, 1997; ATTARAN ¢és mtsai, 2000), a kapacitacio beinduldsara
(DE LAMIRANDE és mtsai, 1997) és az embrid implantacidjanak, fejlodésének
sikerességére (SAKKAS és mtsai, 1998).

A reaktiv oxigén intermediereknek abban az esetben rendelkeznek spermakarosito
hatassal, ha koncentracigjuk meghaladja az antioxidans kapacitast. Amennyiben
egyensuly van a két rendszer kozott, ugy a ROS fontos szerepet tolt be a spermasejtek
normalis mukodésében. A kapacitdcio, akroszomareakcid lejatszodasaban, a
kozéprészben 1évé mitokondrium kiegyenlitett mitkodésében kiemelt szerepe van
ezeknek a vegyiileteknek (AGARWAL ¢és mtsai, 2008; GONCALVES ¢és mtsai, 2010;
DESAI és mtsai, 2009). A spermium végso érésének szakasza a néi nemi traktusban a
kapacitacio, hiperaktivacio, melyek lejatszodasa esszencidlis ahhoz, hogy az ondosejt
termékenyitOképessé valjon. A két folyamat lejatszédasanak f6 katalizatora a ROS
koncentraciojanak valtozasa (DE LAMIRANDE ¢s GAGNON, 1993). A fiziologias
ROS koncentracio az akroszomareakcio beinditdsa mellett a spermamembran fluiditasat
i1s noveli, ezzel lehetdvé téve a peteburok bontasaért felelds enzimek kiszabadulésat

(BUCAK ¢és mtsai, 2007; BUCAK ¢és mtsai, 2010). Az emlds spermiumok membranja
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nagy aranyban tartalmaz telitetlen zsirsavakat, emiatt rendkiviil érzékeny a reaktiv
oxigén gyokok altal kivaltott lipidperoxidaciora, valamint a reaktiv oxigén
intermedierek altal okozott tamadéasra, melynek hatasara csokken a motilitas.
Ennek oka, hogy az oxidativ reakci6 hatasara karosodik mitokondrium szerkezete és a
sejt hirtelen felhasznalja ATP készleteit (SIKKA, 1995; BANSAL ¢és BILASPURI,
2007).

2.6 Kosok termékenyitoképességét meghatarozé tényezok
2.6.1 Fajta

A generacionkénti genetikai elérehaladds intenzitdsdnak novelésének egyik
lehetséges modja, hogy csak a legjobb tenyészértékkel rendelkezd apaallatokat vonjuk
be a teny€sztési vagy mesterséges termékenyitési programba. Egy-egy tulajdonsag
javitasa (pl. hustermel6-képesség, tejtermeld-képesség) nem csak az anyai vonalak
szelektalasaval valosulhat meg, hanem a himek tudatos, célirdnyos szelekcidjaval is
(ABDEL-RAHMAN ¢és mtsai, 2000). A szarvasmarha agazatban, az 1970-es években a
bikakat nem csak sajat és ivadékteljesitményiik alapjan szelektaltak, hanem spermajuk
mindsége, fagyasztisra vald alkalmassaga szerint is. Mesterséges termékenyitési
programban csak azok az egyedek vehettek részt, melyek spermdja alkalmas volt a
tarolasra, fagyasztasra. Ennek eredményeképpen napjainkra csak azok a vonalak
maradtak fenn, melyek alapitdé bikdi a legjobb spermamindséggel rendelkeztek.
A legtobb juhfajtanal a fentebb emlitett szelekcid a mai napig nem ment végbe, ezért
jelentds a kiilonbség az egyes fajtak kosainak reprodukcios teljesitménye kozott
(PECSI, 2007). Az 1960-as évektdl végzett kisérletek igazoljak, hogy kiilonbség
tapasztalhatd kiilonbozd fajtaji kosok tesztoszteronszintjében (BOLAND és mtsai,
1985), spermiumok motilitdsaban (KASIMANICKAM ¢és mtsai, 2007), ondd
koncentraciojaban (MANDIKI és mtsai, 1998) és a sperma fagyaszthatosagaban
(COURNOCK és mtsai, 1984).

Dél-Afrikaban az 1930-as években megfogalmazodott az igény egy uj hustipust
juhfajta  kitenyésztésére, amely képes alkalmazkodni az aszalyos id6jarasi
koriilményekhez, de emellett kivalo hustermelé képességgel is rendelkezik.
A tenyészcélnak a szomali x dorset horn keresztezés felelt meg leginkabb, amit 1947-
ben dorper néven torzskonyveztek (LATEGAN, 2004). Kiiltakardjanak szine a torzson

¢s a labakon fehér, sziirkés-fehér, feje és a nyak felsé része fekete, de eléfordulhat foltos
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vagy teljesen fehér szinvaltozat is. A fajta kitlin htisformaval rendelkezik (kiilondsen a
hats6 combok izmoltsdga jo), erds csontozati. A jerkék koran érdk, mar 8 honapos
korban tenyésztésbe vehetok. Az anyajuhokra jellemz6 a 140-150%-0s szaporasag, ami
kivalo baranyneveld-képességgel parosul (MILNE, 2000; KOVACS és mtsai, 2008).
Az 1950-es években W. Colerous fajtatiszta merind juhallomanyat fehér szinli dorper
kosokkal keresztezte at és csak azokat az egyedeket tenyésztette tovabb, amelyek fehér
kiiltakaroval rendelkeztek. Késobbi a fehér szinre és jo huistermeld képességre szelektalt
allomanyt van-rooy fajtdval nemesitették tovabb, majd 1964-ben fehér dorper néven
torzskonyvezték (NEL, 1993). Napjainkban a két szinvaltozatbdl tobb mint 10 millio
juhot tartanak Dél-Afrikaban, de Ausztralia, Kanada, Nagy-Britannia ¢s a Kozel-Kelet
is tobb millios 1étszamu allomannyal rendelkezik (MILNE, 2000). A dorper 2008-ban
keriilt Magyarorszagra, ezért a hazai szakirodalomban jelenleg kevés informaci6 all
rendelkezésres a fajta reprodukciés mutatoirol, akklimatizacidos képességérdl
(OLAH és mtsai, 2008; OLAH, 2010; GYIMOTHY, 2011; BUDAI és mtsai, 2012) és a
kiilfoldi tanulmanyok tobbsége is csak érintdlegesen targyalja a kosok akklimatizacios
képességét, spermatermelését. OLAH (2010) azt vizsgalta, hogy kiilonbozd
évszakokban van-e eltérés awassi, barbados blackbelly, dorper, babolna tetra, cigéja, ile
de france, suffolk, szapora merind fajtaji kosok ondoéjanak mindségében. A szerzd
munkéja soran megallapitotta, hogy a kos ond6é mélyhiitésének optimalis idépontja

hazénkban fajtaspecifikus.
2.6.2 Szezonalitas és klimatikus hatasok

Ugyan a szezonalitas hatasa elsdsorban az anyajuhokra jellemz0, de kontinentalis
éghajlaton az évszakok valtozédsa a kosok spermatermelését, spermamindségét is
befolyasolja. Mérsékelt égovon a merind kosok augusztustél decemberig terjedd
idészakban termelik a legtobb spermat, késd tavasszal és kora nydron kevésbé
hajlamosak a parzasra (CZAKO, 1978; EVANS ¢és MAXWELL, 1987).
VAHID és KOBORI (2002) szerint leginkabb azért van eltérés a nyéjak ivari mikodése
kozott, mert azt klimatikus tényezok modositjak, még nagyjabdl stabil tartasi,

takarmanyozasi koriilmények mellett is.

A kosok luteinizald6 hormon (LH) szintje évszakos valtozast mutat, melynek
mennyisége februartdl juniusig nd, szeptembertdl decemberig csokken, mely epizodikus

tesztoszteron szekrécid ndvekedését idézi eld. A csdkkend nappali megvilagitas fokozza
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a spermatogenezist, noveli a tesztoszteronszintet, ami a megvaltozott vérmennyiséggel
egylitt a here tomegének novekedését eredményezi, ezért mar junius-juliusban a
tenyészid6 el6tt elkezdddhet a herék novekedése (ALLER és mtsai, 2012). A tavaszi
1doszak kezdetével, ahogy fokozddik a nappali megvilagitas, ugy csokken a here
tomege és a spermatogenezis intenzitdsa. COLAS ¢és COUROT (1977) Osszefliggést
igazolt az abnormalis sejtek szdma és a fotoperiodus kozott. Osszel, amikor a nappali
vilagitas hossza fokozatosan csokkent, a morfologiailag deformalt sejtek szdma ile de
france kosoknal fele akkora wvolt (10,3+7,7%), mint tavasszal (22,1+15,9%).
lle de france fajtanal dsszel, suffolk fajtanal télen, szapora merind fajtanal tavasszal van
az ondé mélyhtitésének optimalis idopontja, mert ebben az idészakban a legmagasabb a
felolvasztast kovetd élésejtszam az ondoban. KARAGIANNIDIS és mtsai (2000) chios
¢és kelet-friz fajtdju juhok ondojat vizsgaltak kiillonbozd évszakokban. Mindkét fajta
esetében az 6szi idoszakban volt a legjobb a sperma mindsége. Chios kosoknal tavasszal
az atlagos spermamennyiség 1,24 mL, friznél 1,0 mL, ezzel szemben dsszel 1,47 mL
chios és 1,48 mL friz kosok esetében. A motilitds mellett a morfologiai
rendellenességgel rendelkezé sejtek szama tavasszal volt tobb (chios: 8,22%, kelet-friz:
7,75%) az Oszi teny€szszezonhoz viszonyitva. A legszembetlinébb kiilonbség a tavaszi
és 0Oszi 1doszak kozott a spermakoncentracioban mutatkozott meg. Mindkét fajta
esetében kozel kétszerese volt az 8szi spermakoncentracié (chios: 7,05 x10%) a tavaszi

id8szakhoz képest (4,09 x10°).

ALESSANDRO ¢és MARTEMUCCI (2003) azt vizsgaltdk, hogyan alakul a
kiilonb6z6 évszakokban fagyasztott kos sperma viabilitasa, akroszoma mamembran
integritdsa a termékenyitdanyag felolvasztasat kovetden. Eredményeik azt igazoljk,
hogy a nyar végén, Kora Osszel fagyasztott spermamintak ¢életképessége volt a
legkedvezObb (41,7%). Az ebben az iddszakban fagyasztott mintdk esetében volt a
legkisebb az  akroszoma levalas mértéke a  felolvasztott — mintakban.
Kosok spermatermelését a nappalok hosszisaga mellett jelent6sen befolyasolja a
kornyezet hémérséklete, annak ingadozasa. Tartosan 36°C feletti hdmérséklet a kosok
spermatermelését hatranyosan befolyéasolja, mig az dszi és téli alacsonyabb hdmérséklet
kedvezden hat a spermamindségre. A herék természetes hiitésének zavara, amely
legjellemzObben nyaron alakul ki, negativ hatdssal van az ejakuldtum térfogatara,
stirliségére, spermiumszamra, motilitasara, mindemellett az ondoban is megszaporodik a

deformalt sejtek szama (MARAI ¢és mtsai, 2007 SARLOS, 1996).
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OLAH és mtsai (2008) az ondé min3sége és a kornyezeti hdmérséklet dsszefiiggéseit
vizsgaltak dorper fajtaju tenyészkosoknal. Az ondd vizsgalata sordn nagy eltéréseket
tapasztaltak egy-egy jellemzé tulajdonsag vonatkozasban. A kosok ejakulatumaban az
¢losejt % értékek kozotti kezdeti kiilonbségek (40-80%) az atlaghdmérséklet
emelkedésével mérséklddtek és az éldsejtszam 60-65%-nal allapodott meg, 19,8°C
atlaghOmeérséklet folott minden vizsgalt egyed esetében. Az ondd mindsége
drasztikusan csOkken abban az esetben, ha a here feliiletének homérséklete tartdosan
meghaladja a 35°C-ot. Ennek ellenstilyozasara a nyari melegben érdemes melatonin és
B1, B6, B12 vitaminok kombindaciojat alkalmazni, melynek hatasara no a 1ibido és javul

a spermaminéség (EL-DARAWANY, 1999).

A fotoperiodus hatassal van a kosok herekorméretének valtozasara is.
Osszel, csokkend megvilagitas hatasara nd a herekorméret, majd ahogy né a
megvilagitas hossza, ugy csokken a herekdrméret is. Az 6szi és tavaszi idészakban mért
értékek kozott akar 2-3 cm-es kiilonbség is lehet (HORVATH, 1983, GERGATZ,
2007). Az elmult évtizedekben t6bb hazai és nemzetk6zi tanulmany foglalkozott a
fotoperiddus spermatermelésre gyakorolt hatasaval. Texel, suffolk, ile de france
(MANDIKI és mtsai, 1998), chios és kelet-friz (KARAGIANNIDIS és mtsai, 2000) és
karakul (KAFI és mtsai, 2004) kosoknal megallapitottak, hogy a szezon hatassal van a
reprodukcios mutatok alakuldsdra. A hazai szakirodalomban magyar merind
(POTI és mtsai, 1998), brit tejeld (SARLOS és MOLNAR, 1995), awassi, barbados
blackbelly, cigija, ile de france, suffolk, szapora merind (OLAH, 2010) és hortobagyi
racka kosok (EGERSZEGI ¢és mtsai, 2011) szezonalitasat vizsgald forrasmunkak

talalhatok meg.
2.6.3 Takarmanyozas

A spermiumok termelddése az ivaréréstdl kezdve folyamatos. A spermatermelés
mégsem noveli szdmottevoen a himek energia- €s fehérjesziikségletét. A hazai ajanlas a
kosok fehérjeadagjat a fedeztetési idény alatt 55%-kal javasolja ndvelni a fedeztetési
idényen kiviili idészakhoz viszonyitva (SCMIDT, 2003). VAHID és KOBORI (2002)
szerint a fehérjebevitel hatassal van a spermatermelésre, részben az endokrin mirigyek
befolyasa kovetkeztében, részben azért, mert az ondonak nagy a fehérjetartalma.
A korlatozott energia-felvételhez csokkent vératfolyas, oxigén-és gliikoz felvétel tarsul,

ami negativan hat a spermiogenezisre. A hosszan tartd hianyos takarmanyozas miatt
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kialakult spermamindségromldst a takarmanyozasi szint emelkedésével helyre lehet
hozni. Eppen ezért, ha a kosok a tenyészidény kezdete elétt 2 honappal gyenge
kondicioban vannak, kiegészitd takarmanyozassal a fedeztetés kezdetére megjavithato
az ivari tevékenységiik. A spermiumok fejlddésére és mennyiségére hatassal vannak a
kiilonbozd vitaminok, asvanyi anyagok. VAHID és KOBORI (2002) szerint az asvanyi
anyagok koziil a foszfor, vas, réz, kobalt, szelén, mangan, cink hidnya befolyasolhatja a
kosok spermatermelését a legnagyobb mértékben. Foszforhiany akkor 1ép fel, ha
kiszaradt legelokon tartjdk a kosokat. Potlasa szemes takarmanyokkal, korpaval és
kiilonbozé  foszforkészitményekkel oldhaté meg. A cink a spermatermelés
szempontjabol a legmeghatarozobb asvanyi anyag, hidnya esetén nagymértékben
karosodik a spermatogenezis. A vérben megemelkedett tesztoszteronszint a cinkfelvételt
serkenti, amely a kanyarulatos herecsatornak csirasejtjeinek normalis miikddéséhez
elengedhetetlen. A cinkhiany egyik legjobb indikatora a herékoérméret fokozatos
csokkenése.

Szelénhidny esetén gyengiilhet a spermiumok motilitdsa és sok onddsejt a
kozéprésznél eltorik, csokken a fogamzasi arany, de nagyfokl szelénhiany akar blokkolt
ejakulaciohoz is vezethet (UNDERWOOD és SUTTLE, 1999). Az onddplazmaban
talalhato szelénkoncentracié hatassal van a peroxidaz enzim miikodésére is, mely a
szabadgyokok semlegesitéséért felelds. Amennyiben csokken az onddplazma
szeléntartalma, ugy csokken a peroxidaz enzim aktivitasa is, amely fokozott
membrankarosodashoz vezethet (IRVINE, 1996). A kérédzoknek atlagosan napi 0,1-0,3
ppm mennyiségli szelénbevitelre van sziiksége. Mivel a vildgon a legtobb talaj
szelénben szegény, ezért a legel6fli vagy a széna szeléntartalma is alacsony és a benniik
talalhat6 szeléntartalom nem fedezi a kérddzOk napi sziikségletét. Magyarorszdgon
tobbek kozott ez az oka annak, hogy a juhok szelénes nyalosot kapnak

(JAVOR és mtsai, 2006).
2.7 A hiités hatasa a spermiumokra

Mesterséges termékenyités esetén a juhtenyésztésben leginkabb a helyben termelt
spermaval torténd termékenyitést alkalmazzdk a tenyészték. A vildgban a kozponti
spermatermeld allomasok 1étrehozasaval a javitd hatdsu, jO spermamindséggel
rendelkezd kosok egy helyre keriiltek ¢€s a sperma szallitdsanak és

termékenyitOképességének hosszabb ideig torténd megdérzése egy megoldando feladatta
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valt. A higitott sperma +15°C-ra hiitésével a termékenyitéanyag 10-12 6raig hasznalhat6
fel és akar 200-300 km-re torténd szallitast kovetéen is alkalmas termékenyitésre.
A mesterséges termékenyitéshez felhasznalt sperma 24-48 6raig vald megdrzése 0-5°C-
on végzett folyékony konzervalassal oldhatdé meg. Magyarorszagon az elmult
¢évtizedekben a mesterséges termékenyit allomdsok és nagyiizemek is probalkoztak a
modszer alkalmazasaval. A fogamzasi eredmények az elsé inszeminalds alkalméval
50% kortiliek voltak, de volt olyan allomas, ahol a gyenge fogamzasi eredmények miatt
felhagytak a modszer alkalmazasival (HORVATH és mtsai, 1982).
VISSER és SALAMON (1974) hangsulyozta, hogy a 18°C-r6l 2-5°C-ra torténd hiitést
ovatosan ¢és folyamatosan kell végezni és a tarolds sordn el kell keriilni a
hémérsékletingadozast. Az ondd kiilonb6zd higitok hozzdadasdval hosszabb ideig
eltarthatd ¢és mesterséges termékenyités soran friss vagy mélyhlitétt formdban is
felhasznalhatd (SZENCI, 1984). A higitas mértékét elsdsorban a sperma koncentracioja,
az elérehaladé mozgast végzo, valamint a rendellenes alaku spermiumok szazalékos
aranya befolyasolja. A higitds mértéke legtobb esetben 1:1-4-ig terjed.
Amennyiben a higitas ennél nagyobb mértékii, akkor a sperma mar sokat veszit
termékenyitSképességébdl (JAVOR és mtsai, 2006).

KOLLIKER (1856) mar igen hamar felismerte, hogy ha spermét vizzel higitjuk,
akkor annak farka feltekeredik. Ennek az a magyarazata, hogy a spermium membranja
szemipermeabilis hartyaként milkodik, igy az ozmotikus kiegyenlitddés érdekében viz
jut a sejtekbe. Mivel a spermiumok feje kompakt, a vizfelvétel okozta duzzadas a farki
rész feltekeredésén lathatd. A legtobb higitd izotonids vagy hipertonids a szeminalis
plazmahoz képest. A higitdban az ozmotikus viszonyokat a hozzaadott cukor
mennyiségével lehet szabalyozni. Az ozmotikus nyomdast és a pH értékét lehetdség
szerint ugy kell bedllitani, hogy a lehetd legnagyobb mértékben kozelitse meg a
szeminalis plazmaban mérheté normalértékeket (EINARSSON és mtsai, 1973).

A kosondd hiitéshez hasznalt higitoknak tartalmaznia kell a spermiumok
anyagcseréjéhez fontos energiaforrast, megfeleld pufferkapacitassal kell rendelkezni,
hogy kikiiszobolje a hiités sordn végbemend pH valtozast. Leggyakrabban tojassargajat
adnak a higitohoz, hogy a spermium membranja a hiités sordn ne karosodjon
(EVANS ¢és MAXWELL, 1987). A kossperma hiitéséhez hasznalt higitokat
kialakulasuk iddbeli sorrendje szerint 7 csoportra lehet osztani, ugymint citrat-cukor
alapu, tej alapu, laktdz alapt, szahardz alapu, raffindz alapu, Tris-alapu, egyéb higitok

(SALAMON és MAXWELL, 2000). Az egyik legrégebben alkalmazott spermahigitd
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alapanyaga a tehéntej (BLACKSHAW, 1960). SALAMON ¢s MAXWELL (2000)
UHT (ultramagas homérsékleten kezel tej) tej alapa higitd elonyének tarja, hogy higitas
elott nem kell forralni és azonnal felhasznéalhato, valamint steril tapkodzeget biztosit a
spermiumok szamara. OLIVERA-MUZANTE ¢s mtsai (2011) azt vizsgaltak, hogy
+5°C-on 24 és 48 oran at tarolt tej alapu higitoval (UHT tej+5%; tojassargja+2%
glicerin) vagy szintetikus higitoval (INRA-96®+5%; tojassargaja+2% glicerin) érhetok
el kedvezObb vembhesiilési eredmények. A vizsgalat soran a termékenyitésben
1198 merind anya vett részt. A termékenyitést6l szamitott 40. napon ultrahangos
vemhességvizsgalatot végeztek. A vembhesiilési eredmények kozott nem volt
szignifikans kiilonbség (49% és 47%; P>0,05), amibdl arra kdvetkeztettek, hogy tej

alapu higito is alkalmas kosond6 higitasara, mesterséges termékenyitésre.

2.8 Antioxidansok

Az emberi ¢és allati szervezetben egy effektiv rendszer alakult ki, amely védelmet
biztosit a szabadgyokok karos hatasa ellen. Ez a rendszer az antioxidans védelem.
Antioxidans barmely vegyiilet, molekula, enzim, melynek jelenléte késlelteti vagy
meggatolja a szubsztrdt oxidacidjat. Az antioxidansok a sejtek védelmét a
szabadgyokok kozvetlen hatastalanitasaval, az oxidativ lancreakci6 megszakitdsaval
vagy a mar karosodott molekulak javitasaval biztositjak (SIES, 1997). A spermiumokat
az oxidativ stressz karos hatasatol a szemindlis plazmdban taldlhato antioxidansok és
enzimek védik meg (KIM és PARTHASARATHY, 1998). Mivel az antioxidansok
képesek az oxidativ folyamatok karositd hatasat csokkenteni, ezért az onddsejtek
motilitdsanak, membranintegritasanak és fertilitasainak megdrzésében elsdsorban az
antioxidansok toltenek be fontos szerepet (BANSAL ¢és BILASPURI, 2008).
A katalaz, szuperoxid dizmutaz, glutation peroxiddz az intracellularis antioxidans
védelmet biztositd enzimek, mig az aszkorbinsav, tokoferol az extracellularis térben
biztositjak a prooxidans és antioxidans vegyiiletek kdzotti egyensulyt.

Oxidativ stressz akkor alakul ki, amennyiben a két rendszer kozott felborul az
egyensuly. Az E-vitamin (tokoferol) a sejt membranban is megtalalhato, mely
elsésorban a lipidperoxidacio soran keletkezett peroxil és alkil gyokdoket semlegesiti
(BANSAL és BILASPURI, 2009). A Mn?* az oxidativ stressz negativ hatasat csokkenti,
ezaltal fokozza a sejtek motilitdsat és semlegesiti az akroszomareakciot, kapacitaciot
felgyorsitd szabadgyokoket (BANSAL és BILASPURI, 2008). Amennyiben tul magas

az extracellularis Mn®" koncentracio, ugy megné a cAMP szintje, ami a sejt kalcium
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csatornainak megnyildsat idézi eld, ami fokozott Ca?* bedramlast eredményez.
Ennek egyik negativ hatésa, hogy a megndvekedet Ca®* tartalom akroszémareakciot
valt ki a sejteknél (KIM és PARTHASARATHY, 1998). Az elébbi példa is
szemléletesen mutatja, hogy amennyiben az antioxidans hatast vegyiiletek tul magas
koncentracidban vannak jelen az extracellularis térben, az negativan befolyasolja a
spermasejtek életfolyamatait. A korabbi kutatdsi eredmények megerdsitik azt a tényt,
hogy a hiités és fagyasztas soran alkalmazott antioxidans vegyiiletek segitenek kivédeni
a hidegsokk hatasat. Kos, bika, bak, kan és ménsperma esetében is bizonyitasra kertilt,
hogy azon felolvasztott mintdk motilitdsa, membranintegritasa volt kedvez6bb, melyek
antioxidans kiegészitésben részesiiltek (BUCAK ¢s mtsai, 2010). Az in vitro
fertilizacidhoz hasznalt termékenyitdanyag antioxidans vegyiiletekkel vald kiegészitése
szintén ajanlott, mivel képesek megvédeni a sperma DNS-t a karosodastol, ezért
csokkentik az esélyét az esetleges embrioelhalasnak, malformacioknak, melyek a

sperma DNS-ének karosodasabol eredhetnek (GONCALVES és mtsai, 2010).
2.8.1 Az antioxidans enzimek

Az intracellularis sejtvédelmet elsdsorban az enzimatikus antioxidansok
biztositjak, melyek a reaktiv oxigén gyokok lebomlésat katalizaljak. Ebben harom {6
enzim a szuperoxid-dizmutaz, glutation peroxidaz, katalaz és a glutation reduktaz vesz
részt (AGARWAL ¢és PRABAKARAN 2005). A szuperoxid-dizmutaz a szuperoxid
aniont bontja, melynek soran peroxid €és oxigén keletkezik. Az enzimnek tobb fajtaja is
ismeretes, melyeknek centruméban egy atmeneti fémion talalhato, pl. Mn®*, Zn?*, Cu®".
Az enzim a spermasejteket elsdsorban a lipidperoxidaciotol védi meg (SIKKA és mtsai,
1995). A glutation peroxidaz egy szelenoprotein, melynek katalitikus centrumaban egy
szelenocisztein talalhato. Emiatt az in vitro €s in vivo szelénhidny is enzimdefektushoz
vezethet. Az enzim a H,0, lipid és nem lipid hiperoxidok semlegesitésében vesz részt.
Kos ¢és bikasperma esetében a katalaz enzim biztositja a leghatékonyabb védelmet a

H,0, okozta membransériilések ellen (BUCAK ¢és mtsai, 2007).
2.8.2 Nem enzimatikus védelmi rendszer

A spermasejtek védelmében szdmos nem-enzim molekula is részt vesz.
Bar ezeknek a vegyiileteknek nem az elsddleges feladata a szabadgyokok semlegesitése,

de a szervezetben 1évé magas koncentracidjuk miatt jelentds részét képezik az
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antioxidans védelmi rendszernek. Ilyen vegyiiletek a C-vitamin, E-vitamin, cisztein,
taurin, glutamin, curcumin, szelén (AGARWAL és mtsai, 2008). A C-vitamin
(aszkorbinsav) erdsen redukald hatast vegyiilet, mely az oxidacios-redukcios
folyamatokban vesz részt, mint hidrogén donor. Erds redukalé anyag, melynek fontos
szerepe van a tetrahidrofolat oxidacio és a peroxilgyokok elleni védelemben.
Az aszkorbinsav vizes oldatokban képes a szuperoxid anion, peroxilgyokok, valamint a
szinglet oxigén semlegesitésére, emellett a nitroxid és hidroxil gyokoket is megkoti.
Oxidativ stressz hatasdra mennyisége csokken és dehidroaszkorbinsavva redukalodik
(HALLIWELL, 1994). Az E-vitamin (tokoferol) zsirban old6do, konnyen oxidalodo
vegyiilet, melyek megakadalyozzak a tobbszorosen telitetlen zsirsavak oxidaciojat.
A sejtmembranok karosodas elleni védelmében kulcsszerepet jatszik, segit megeldzni a
DNS karosodasat és védi a sejtek zsirban gazdag alkotorészeit. Az alfa-tokoferol a
lipidperoxidéci6 soran a lipidperoxil gyokokkel reagalva egy stabil lipid hidroperoxid
gyokot alakit ki, ami tokoferil gyokkeé oxidalodik, €s ezzel megszakitja a gyokreakciot
(BEHRENS és mtsai, 1982).

A felolvasztott kos spermiumok motilitasat, membranintegritasat és a katalaz
enzim aktivitasat is pozitivan befolyasolta a higitdhoz adott glutamin (5SmM) kiegészités
(BUCAK ¢és mtsai, 2009). A cisztein egy a-aminosav, mely tiol oldallanccal
rendelkezik, emiatt redoxireakcidkban konnyen részt vesz, ezaltal semlegesitve a
szabadgyokoket. A cisztein egyben a glutation prekurzora (UYSAL és BUCAK, 2007).
Mivel kis molekulasulyt aminosav, ezért konnyen atjut a sejtmembranon keresztiil €s
serkenti a glutation bioszintézist, valamint védi a sejtmembran lipidjeit és fehérjéit
(HENDIN és mtsai, 1999). A cisztein antioxidans hatasat spermasejteknél is igazoltak.
Fagyasztott kos és bikaspermiumok motilitdsa és membranintegritasa is kedvezdbb volt,
amikor a szintetikus higito ciszteint is tartalmazott (UYSAL és BUCAK, 2007).

A trehaloz ¢és a taurin aerob koriilmények kozott védi a spermasejteket a reaktiv
oxigén gyokok okozta karos hatastol, melyek a hiitési/fagyasztasi folyamat soran
szabadulnak fel nagy mennyiségben (REDDY ¢és mtsai, 2010). A trehaloz egy
diszaharid, mely képes a spermamembranban a vizet potolni és megakadalyozni, hogy a
hiitési  folyamat soran a spermamembran jelentds mértékben karosodjon
(BUCAK ¢s mtsai, 2007). A taurin egy nem-fehérjeépité aminosav, mely szerepet
jatszik a membranon keresztiili kalcium aramlas szabalyozasaban, elésegiti a gliikkoz
sejtekbe aramlésat, és noveli a katalaz és szuperoxid dizmutaz enzimaktivitasat a kos,

nyal és bika onddplazméijaban (REDDY és mtsai, 2010). SARLOS és mtsai (2002)
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kozleményilikben arrdl szamoltak be, hogy a rezveratrol és Aromex kombindcidja

pozitivan befolyasolta a spermiumok motilitasat a +5°C-os hiitve tarolas soran.
2.9 Zselatinok

A spermiumok konzervalasahoz felhasznalt higitd Osszetétele dontéen
befolyasolja a motilis, akroszomaval rendelkez6 sejtek szamat. MILOVANOV (1937)
volt az els6, aki zselatint hasznalt kos sperma higitdsdhoz és hiitve tarolasahoz.
Hipotézise szerint a zselatin alkalmazasaval konnyebben injektalhatdé a sperma a
cervixbe a visszafolyds veszélye nélkiil. A vizsgalatai alapjan a zselatinnal végzett
termékenyitések eredményesek voltak, de 6h-as tarolast kdvetden felhasznalt spermanal
csokkentek a termékenyiilési eredmények annak ellenére, hogy 36h-as tarolast kovetden
is magas volt a motilis sejtek ardnya. TASSERON ¢és mtsai (1977) azt vizsgaltak, hogy
a mélyhiités milyen hatdst gyakorol a kos spermiumok akroszémajara. A mélyhiitott
termékenyitdanyag felolvasztasat kdvetden az akroszoma allapotat elektronmikroszkdp
segitségével vizsgaltdk meg, melynek sordn azt az eredményt kaptak, hogy a
spermiumok tobb mint 50%-a vesztette el akroszomajat. Az elmult évtizedek soran tobb
kutatds foglakozott ennek a problémanak a kikiiszobolésével. Az egyik lehetséges
megoldas a zselatin tartam( higitd hasznalata lehet, ami az eddigi kutatisok soran
eredményesnek bizonyult.

YANIZ és mtsai (2005) kossperma higitasdhoz szintén zselatin tartalmd higitot
hasznaltak, kontrollként tej alapu higitot. A termékenyitGanyagot 2, 24, 48h taroltak
+15°C-on, majd a mintak értékelését kovetden azt az eredményt kaptak, hogy 24 és 48h
tarolds utan a zselatin tartalm( higitoban volt magasabb a motilis sejtek aranya.
A 24h tarolt spermat in vitro fertilizaciora hasznaltak fel, majd inkubaciét kovetden a
petesejteken penetraci6 nyomat keresték. Az eredmények azt igazoltdk, hogy a
zselatinos higitoban tarolt himivarsejtek nagyobb aranyban termékenyitették meg a
petesejteket. HUANG és mtsai (2005) szerint meghosszabbithatdé a bikaspermiumok
¢letképessége fagyasztas soran, ha alginat tartalmt mikro-kapszuldkban torténik a
fagyasztds. SZELE (2006) leirta, hogy hazdnkban a nytlondé mélyhiitésével
kapcsolatban, olyan kisérletek folynak, ahol zselatinos tartdsitdssal probaljak
csokkenteni az onddsejtek karosodasanak kockazatat. A zselatinos tartositas sordn a
higitott ondot - mélyhiités nélkiil- szobahémérsékleten, vagy 5°C-ra hiitve 24 6réan beliil,

esetleg még a kovetkezd napon is fel lehet hasznalni. Az eljaréas eldnye, hogy az 5°C-on
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megdermedt zselatinban az onddsejtek nem mozognak, ami csokkenti az anyagcsere

folyamatok sebességét, emiatt a higitott ondot tobb napig fel lehet hasznalni.

2.10 Kurkumin

A gyombérfélék csaladjahoz (Zingiberaceae) tartozo kurkuma (Curcuma longa)
Azsiaban 6shonos lagyszara, éveld novény. A kurkuma fehérjét (6,3%), zsirt (5,1%),
asvanyi anyagokat (3,5%), szénhidratokat (69,4%) tartalmaz. Eszencialis olaj tartalma
5,8% (KAPOOR, 1990). A n6vény még tartalmaz béta karotint, aszkorbinsavat, niacint,
kalciumot, vasat, cinket, kaliumot a gyoktorzsben rostokat és flavonoidokat, de f6
hat6éanyaga a kurkumin (dicinnamiol-metan), amely egy sarga szini, antioxidans hatasu,
zsirban 0ld6do, polifenol vegyiilet (AKRAM ¢és mtsai, 2010). A kurkumin 3-4%-ban
talalhatd meg a ndvényben és ez a vegylilet adja a ndvény jellegzetes sarga szinét.
A kurkumin I (94%), kurkumin II (6%) és kurkumin III (0,3%) egyiittesen alkotjdk a
kurkuminnak elnevezett vegyiiletet (RUBY ¢és mtsai, 1995). Korabbi kutatasi
eredmények mar bebizonyitottdk, hogy a kurkumin képes a szuperoxid anion és a
hidroxil — gyokoket semlegesiteni, tehat antioxidans hatassal rendelkezik
(KUNCHANDY ¢és RAO, 1990).

MOTTERLINI és mtsai (2000) leirtak, hogy a kurkumin antioxidans hatasat az
NF-kB aktivitasdnak gatlasan, és a HO-1 enzim mennyiségének fokozasan keresztiil
fejti ki. A kurkumin tovabba képes csokkenteni a szabadgyokok okozta lipidperoxidacio
mértékét, és az oxidativ stressz altal okozott DNS karosodas lehetdségét is csokkenti.
A Klinikai gyakorlatban emiatt rak, ateroszklerdzis és kiilonb6z6 neurodegenerativ
betegségek kezelésére is felhasznaljak a kurkuma hatéanyagat (MENON és SUDHEER,
2007). BUCAK ¢és mtsai (2012) bikasperma fagyasztasanal alkalmaztak kurkumin
tartalmi (0,5mM ¢s 2,0mM) tartalmu Tris-higitot. A 0,5mM kurkumin tartalmu
higitoban kevesebb volt a morfologiai elvaltozassal rendelkezd sejtek szama (20,40
+ 2,36%) a kontroll mintahoz viszonyitva (30,60 +1,47%, P < 0,05).
A membranintegritds vizsgalatndl szintén a 0,5mM-os higitoban volt tobb
membranintakt sejt (50,04 2,68%) a kontrollhoz képest. MENON ¢s SUDHEER (2007)
allitasdval szemben azonban a kurkumin kiegészités nem befolyasolta a
lipidperoxidacidé mértékét, viszont ndvelte a glutation szintet a felolvasztott mintakban.
SOLEIMANZADEH és SABERIVAND (2013) patkanyspermat fagyasztottak 2,5mM

kurkumin tartalmu higitoban. Felolvasztast kdvetéen a kezelt mintakban a spermiumok
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motilitasa, életképessége és a DNS integritasa is jobb volt a kontroll csoporttal

Osszehasonlitva.

2.11 Nanoszelén

A szelén a normalis, kiegyensulyozott spermatermeléshez sziikséges mikroelem.
Szelénhidny esetében a spermiumok kozéprésze torékennye valik, sériil a mitokondrium
és feltekeredett farok alakul ki a sejteknél (PELYHE és MEZES, 2013). A szelén
antioxidans hatdsa mikroelem, melynek kiilonb6zo vegyiiletei eltérd antioxidans
kapacitéassal rendelkeznek. A vizben oldodé szelénsok tuladagoldsa mérgezéshez vezet,
mig a szerves szelén, szeleno-metionin és a szelenocisztein a legalkalmasabb
vegyiiletek a takarméanyok szelénszintjének emelésére. Az elobb emlitett szelénformak
koziil az elemi szelén a legkevésbé mérgezd. Probiotikus joghurt baktériumok képesek a
szervetlen szelén vegyiiletet szerves forméva transzformalni. Bizonyos baktériumok ugy
citoplazmajukban elemi szelént allitanak el és azt aprd, nano méreti goémbdcske
formajaban taroljak. A fermentacid sordn a megnovekedett nanoszelén koncentracié az
oldatot voros szinlivé valtoztatja. Az eldallitott gdmbok mérete baktériumfajtol fiiggden

100-500 nanométer (ESZENY és mtsai, 2011).

SHI ¢és mtsai (2010) azt vizsgaltak, hogyan valtozik bur fajtaja bakok
spermamindsége, hereszovet struktirija és a plazma glutation-peroxiddz aktivitasa
nanoszelénes takarmany kiegészités hatasara. A kisérletben 0,3 mg/kg Se takarmany
kiegészitést kaptak a kisérleti allatok 12 héten keresztiil. A vizsgalat végén a hereszovet
szeléntartalma, a glutatuion-peroxidaz aktivitdsa szignifikans mértékben nétt a szelén
kiegészités hatasdra. A sperma mennyis€gére, stirliségére, motilitasdra €s pH-jara
viszont nem volt hatassal a szelén. A kontroll csoportban viszont magasabb volt a
morfologiailag rendellenes sejtek szama. A hereszovet vizsgalatanal a kontroll csoport
kanyarulatos csatorndinak membranja kérosodott. RUJIE és mtsai (2009) szintén bakok
esetében vizsgalta, hogy milyen hatdsa van a nanoszelénes takarmany kiegészitésnek a
vér szeléntartalmara, glutation-peroxidaz aktivitdsara, hormontartalmara és a
szeléntartalma és a glutation-peroxiddz enzim aktivitdsa nétt a takarmany kiegészités
hatdsara. A tesztoszteron, LH hormon szintjére viszont nem volt hatdsa a

szeléntartalomnak.
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2.12 Az aramlasi citometria miikodési elve

Az aramlasi vagy mas néven flow citometria modszerének alkalmazéasaval
kimutathatd a sejtek membranjaban, DNS szerkezetében torténd valtozas
(BROWN ¢és WITTWER, 2000). Mérés soran a sejteket egy vagy tobb fluoreszcens
festékkel jeloljiik, amely a vizsgalni kivant populédcidra specifikus. A minta jelolést
kovetden a sejtek egy folyadék aramban haladnak végig egy optikai vagy elektronikus
érzékeld eldtt, mely a fluoreszcencia detektalasara alkalmas. Ertékelésnél a festékek
altal kibocsajtott fluoreszcens fényt detektalja a miiszer. Mivel a kiilonbozo festékek,
kiilonb6zé hulldmhosszon gerjesztddnek, ezért a festék jelenlétét kiilonbozo
hullamhosszra érzékeny detektorok érzékelik. Fluoreszcens jelolés nélkiil a sejtek
mérete, granuldltsaga és alakja is vizsgalhat6, mivel a jeldletlen sejtek is rendelkeznek
egy ugynevezett autofluoreszcenciaval. Az elemezni kivant sejtek pontos detektalasahoz
fontos, hogy jol elkiilonithetdek legyenek a sejttormelékektdl, higitdo alkotdelemeitdl,
mas sejtpopulaciotol. Ezt az un. kapuzassal lehet elérni és ebben az esetben csak az
altalunk vizsgdlni kivant minta allapotardl nyeriink informaciokat. Flow citometridval
végzett vizsgalatok nagy elénye a mikroszkdpos értékeléssel 6sszehasonlitva, hogy tobb
ezer sejt értékelheté, emiatt precizebbek az eredmények (SHAPIRO, 2003;
PETRUNKINA ¢s mtsai, 2010).

A spermatologia teriiletén a flow citometrias vizsgalat elterjeddben van. Jelenleg a
sperma membran- és DNS szerkezetének meghatarozasahoz (BUNGUM, 2012)
hasznaljak a modszert, de sperma slirliség meghatarozasa (TSUJI és mtsai, 2002)
a spermaszexalas (SHARPE és EVANS, 2009) is kivitelezheté aramlasi citometria
hasznalataval. ElsOsorban a membranintegritas, akroszoma integritds, mitokondrialis
aktivitds és DNS fragmentacid6 azok a paraméterek, mely citometria segitségével
vizsgalhatdéak. Amennyiben az eldbb felsorolt tulajdonsdgokat genetikai vagy
proteomikai vizsgalat is kiegésziti, ugy pontosabban eldre jelezhetd a vizsgalt himivart
allat fertilitasa és az esetlegesen eloforduld genetikai terheltség, amely vetéléshez, vagy
az embrié malformaciojahoz vezethet (PETRUNIKA és mtsai, 2007, CORDELLI és
mtsai, 2005; MARTINEZ-PASTOR és mtsai, 2010).
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3  ANYAG ES MODSZER

A dolgozatomban az alabbi négy kisérlethez tartoz6 vizsgélatokat mutatom be:

1. Kos sperma eltartdsa zselatinos higitoban +5°C és +15°C-on

A/Debrecenben végzett kisérlet

B/Zaragozéban végzett kisérlet

2. Szelénes takarmany kiegészités hatdsa a spermatermelésére, vér szeléntartalmara és

az ondoplazma fehérje-Gsszetételére

3. Az évszak hatdsa a spermatermelésre és herekorméretére

4. A kurkumin és onddplazma plazma kiegészités hatdsa a kos spermara

1. tablazat: A vizsgalatok helyszinei, a kisérleti allatok és a kisérletek idépontjai

Sorszam | Helyszin Fajta Elhelyezés | Takarmanyozas Idépont
1/A Debrecen csoOkai csoportos ad libitum fii-és 2011. november 7.
cigaja lucernaszéna,
(n=4) 20 dkg/nap/egyed
gazdasagi abrak (70%
kukorica, 30% arpa),
szelénes-nyaldso
1/B Zaragoza rasa egyedi ad libitum fiiszéna, 2013. marcius-majus
aragonesa 35 dkg/nap/egyed (4 ismétlés)
(n=6) granulalt tap, 2013. oktober-
szelénes nyaldso december
(4 ismétlés)
2 Debrecen fehér csoportos ad libitum fii-és 2012. szeptember 18-
dorper lucernaszéna, december 8.
(n=12) 20 dkg/nap/egyed
gazdasagi abrak (70%
kukorica, 20% zab,
10% arpa),
Szelénes nyaldso
3 Debrecen dorper csoportos ad libitum f{i-és 2012. aprilis 16.-
(n=8), lucernaszéna, december 8.
fehér 20 dkg/nap/egyed
dorper gazdasagi abrak (70%
(n=8) kukorica, 20% zab,
10% arpa),
natir nyal6so
4 Zaragoza rasa egyedi ad libitum fiiszéna, 2013. marcius-majus
aragonesa 35 dkg/nap/egyed (4 ismétlés)
(n=6) granulalt tap, 2013. oktober-

szelénes nyaloso

december
(4 ismétlés)
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Az 1/A Kkisérletet a Debreceni Egyetem Kismacsi Kisérleti Telepén végeztem, a
kisérlethez 4 cigaja kos ejakulatumat hasznaltam fel. A tenyészkosok az anyajuhoktol
elkiilonitetten, csoportos, ndévekvé mélyalmos tartdsban voltak elhelyezve a
juhhodalyban, melyhez kifuto is csatlakozott. A kosok fii-€s lucernaszénat, gazdasagi
abrakot kaptak takarmanyként, emellett szelénes nyaldsot. 2011. november 7-én keriilt
sor a kosok ugratdsara egy beton padozati spermavételi helységben, amely a kifutéhoz
tartozott. A vizsgalatot megel6z6 80 napban a kosoktol heti két alkalommal tortént
ondovétel. A termékenyitdanyag levételére juh mithiivelyt és szimpla falii spermavételi
poharat hasznalt az ugrato-technikus. Spermavételt kdvetéen az onddé makroszkopos,
mikroszkopos tulajdonsagait értékeltem, majd kevert mintat készitettem az
ejakuldtumokbol, az egyedi hatas kikiiszobolése végett (1. tablazat).

A 2. kisérletbe a Debreceni Egyetem Kismacsi Kisérleti Telepén 1évd 12 fehér
dorper kost vontunk be, melyek 1,5 éves koruak voltak a vizsgalat megkezdésekor. A
spermavétel a kisérlet 0; 42; 49; 56, 63; 70; 86 napjan, vérvétel a 0; 42; 56, 70; 86.
napon tortént. A kosok a szamukra kialakitott épiiletben voltak elhelyezve, csoportos
tartdsban. Takarmanyuk fii-€s lucernaszéna, valamint 30 dkg szemes kukorica volt. A
konyhasosziikséglet kiegészitésére natir nyalosot kaptak (1. tablazat).

A 3. kisérletben dorper ¢és fehér dorper fajtaju kosok spermamindségének és
herekdrméretének alakuldsat vizsgaltam kiilonb6zé évszakokban. Spermavétel és
herekdrmérés heti egy alkalommal tortént. Az allatok a Debreceni Egyetem Kismacsi
Kisérleti Telepén csoportosan voltak tartva. A mérések idején a kosok 1,0-1,5 éves
koruak voltak. Takarmanyuk fii- €s lucernaszéna valamint 40 dkg gazdasagi abrak (70%
szemes kukorica, 30% zab). A kisérlet ideje alatt a kosok nem fedeztek, ezért nem volt
sziikség az abrakadagok novelésére tenyésziddszak soran sem (1. tablazat).

Az 1/B és a 4. kisérlethez a Zaragozai Allatorvosi Egyetem Kisérleti Telepén
tartott 12 rasa aragonesa kos ejakulatumat hasznaltam fel. A munka soran a 2013.
marcius-majus ¢és oktober-december iddszakban begylijtott termékenyité anyagot
hasznaltam fel a vizsgalatokhoz. A tenyészkosok az anyajuhoktol elkiilonitve, kiilon
épiiletben voltak elhelyezve, egyedileg. A juhok fliszénat és granulalt, tenyészkosok
szamara készitett takarmanyt, illetve szelénes nyalosot kaptak. Hétfon, szerdan és
pénteken 6 kostdl tortént spermavétel a masik hat egyedtdl kedden és csiitortokon, a
kora reggeli ordkban. Az elsd ugratds soran nyert termékenyitdanyag nem keriilt a
kisérletben felhasznalasra, minden esetben a masodik ejakulatumot hasznaltam. Ennek

oka, hogy a masodik ugratasbol szarmazé ejakulatum motilitasa és életképessége jobb,
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mint az els6¢ (OLLERO és mtsai, 1996) (1. tablazat). Mindkét kisérletet négy

ismétlésben végeztem el.

3.1 Kos sperma eltartasa zselatinos higitéban +5°C-on

Kevert minta
(n=4)

NN

A. 1,5%-o0s zsirtartalmi UHT tej

B. +5% tojassargéja

N \

+ zselatin
) T .
0% 0,5% 1,0% 1,5% 2,0%

-hiités: +5°C-ra

-mintavétel: 24h-ként, 5 napon at

-értékelés: membranintegritas, akroszéma allapot
vizsgalata (Kovacs-Foote-festés)

9. abra: Az 1/A kisérlet elrendezése

3.1.1 Motilitas, siiriiség meghatarozasa

A kisérletben 4 cigaja kos ejakulatumat hasznaltam fel. Ugratast kdvetden elészor
az ejakulatumok mennyiségét hataroztam meg a duplafalt spermavételi poharon 1évé
skala segitségével, majd a spermiumok tomegmozgasait OLYMPUS BX64
faziskontraszt-mikroszkop segitségével, 400x-os nagyitas mellett (9. abra). Az
értékeléshez SALAMON (1987) moddszerét hasznaltam (2. tablazat). A progressziv

motilitas értékelését 0-100%-os skalan végeztem el.
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2. tablazat: A motilitas értékeld rendszere

(Forras: SALAMON, 1987. In: PECSI T., 2007)

Erték Osztaly A mikroszkdpos kép leirasa

5 Nagyon j6 | Sotét, nagyon gyors mozgasu hullamok, egyedi mozgas
nem figyelhetd meg. Az aktiv spermiumok aranya elérheti

a 90%-t.

4 Jo Erételjes mozgés, de a hullamok nem olyan gyorsak, mint
az
5. értéknél. Az aktiv sejtek aranya 70-85%.

3 Elfogadhatd | Csak kisebb, lassabban mozg6 hulldmok figyelheték meg.
Egyedi spermiumok megfigyelhetok. Az aktiv sejtek
aranya 45-65%.

2 Gyenge Tomegmozgas nincs, a spermiumok nem alkotnak
hullamokat, néhany mozgo6 spermium lathatd. Az ¢l6

sejtek aranya 20-40%, mozgasuk gyenge.

1 Igen gyenge | A spermiumok 10-15%-a mutat életjeleket, gyenge
mozgast.
0 Holt Az életnek nincs jele, valamennyi sejt mozdulatlan.

Az ond6 stirliségét Minitube Photometer SDMS fotometrids késziilékkel
értékeltem. A sejtszam meghatarozasdhoz 6puL spermamintat higitottam 594uL 0,9%-0s
NaCl oldatban. Vizsgalatot kovetden a négy mintat egy spermavételi poharba ontottem,
homogenizaltam, majd 5-5 egyenld részre osztottam és 37°C-os vizfiirddbe helyeztem a
hidegsokk elkeriilése érdekében. Az ondo higitasanak alapelve az volt, hogy a cervikalis
inszeminalasnal alkalmazott koncentraciot hasznaljam, ezért a higitds utani sejtszamot
400x10° spermium/ml-re allitottam be. A higitast két kiilonb6zd Gsszetételt higitoval
végeztem. Az egyik 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej, a masik 1,5%-o0s zsirtartalmt UHT-
tej + 5% tojassargaja. Mindkét higitohoz 0%; 0,5%; 1,0%; 1,5%; 2,0%-ban adtam Dr.
Oetker lapzselatint (Bloom szam=200). A zselatint nem tartalmazo (0%) higitott
mintakat kontrollként hasznaltam. Higitast kovetéen az ondot fokozatosan hiitdttem le
+5°C-ra vizfiirdSben, majd 6t napon at ezen a hémérsékleten taroltam a mintat egy
hitészekrényben. A higitott ejakulatumbdl 24h-ként mintat vettem és értékeltem a

kiilonb6z6 spermamindségi tulajdonsagokat.
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3.1.2 Membranintegritas, akroszéma allapot vizsgalata

Az ¢ld/elhalt sejtek szamat és az akroszoma allapotat Kovacs-Foote festéssel
hataroztam meg (KOVACS és FOOTE, 1992; NAGY és mtsai, 1999, KUTVOLGY],
2006). A spermamintakat 0,825% NaCl+0,06% K,HPO, + 0,1% formalin oldattal
higitottam 100x-os mértékben. Majd egy cseppet targylemezen elkevertem egy csepp
Chicago Sky Blue 0,16%-os izotonias festékoldattal, amely az él6 és holt onddsejtek
elkiilonitésére alkalmas festék. Egy masik targylemez segitségével két kenetet
készitettem, majd levegdn kozel fliggdleges helyzetben szaritottam. Szaradast kdvetden
a mintakat 4 percre fixalo oldatba (86mL 1N HCI, 14mL 37%-o0s formaldehid oldat,
0,29 neutralvoros (Sigma N 2880) helyeztem. A fixalt keneteket folyd csapvizzel, majd
desztillalt vizzel Oblitettem. Ezt kovetden az akroszéma festésre hasznalt 7,5%-0S
Giemsa-oldatban (50mL desztillalt viz + 4mL Sigma GS 500 Giemsa torzsoldat)
38°C-on, 4 6ran keresztiil festédtek a kenetek, majd folyo csapvizzel és desztillalt vizzel
oOblittettem a mintdkat. A mar megszaradt keneteket xilolban oldott 1%-os vajsarga
(dimethyl yellow, Sigma D6760) és kanadabalzsam (Canada Balsam, Sigma C1795) 3:1
aranya keverékébdl allo oldattal fedtem le. A keneteket 400x-os nagyitassal,
OLYMPUS BX64 fénymikroszkop segitségével értékeltem. Az onddsejtek birdlatat a
targylemez tobb pontjan is elvégeztem. Lemezenként 200 spermiumot az aldbbi
csoportokba soroltam:

Spermium
» €l6: vilagos (fehér-halvany rozsaszin)
> elhalt: sotét
AKkroszoma
» ép: biborvoros
» fellazult: sotét levendula
» Sériilt: vilagos levendula

» nincs: vilagos apikalis rész (NAGY, 1999) (10. abra)
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10. abra: El6/elhalt akroszoma festéséssel jeldlt spermiumok

(Forras: DR. EGERSZEGI ISTVAN felvétele)
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3.2 Kos sperma eltartasa zselatinos higitéban +5°C és +15°C-on

Kevert minta
(n=6)

Y \
/ / \ A. Tejpor alapu higitd

A B c D B. + 1,0% natrium-alginat
C. +1,5% natrium-alginat
D. +2,0% natrium-alginat

¢ ¢ ¢ ¢

-hiités: +15°C és +5°C-ra

-mikroszkopos értékelés: motilitas (CASA)
membranintegritas (CFDA/PI)
kapacitécios statusz (CTC)
foszfatidilszerin transzlokacié (AnnexinV)

11. abra: Kisérleti elrendezés 1/B kisérlet

3.2.1 Motilitas, siiriiség meghatarozasa

A Zaragozaban végzett vizsgdlatban 6 rasa aragonesa kos masodik ugratasbol
szarmazo ejakulatumat hasznaltam fel, melyekbdl kevert mintat készitettem. A mintabol
10uL-t higitottam 90ul. PBS-ben és ezt a higitasi aranyt hasznaltam a motilitas
értékeléséhez. Majd ebbol 50uL-t 450ul. MiliQ vizhez pipettaztam a slriiség
meghatarozasahoz. A motilitds meghatarozasdhoz CASA rendszert (ISAS 1.0.4; Proiser
SL, Valencia, Spanyolorszag) hasznaltam. Az értékelésnél a kiiszobértékek az
alkategoridk kozott az alabbiak voltak: slow velocity: 10-45um/sec; medium velocity:
45-75um/sec; fast velocity: >75um/sec, progressziv spermium: >80% STR. A
vizsgalatdhoz a mintabol 6puL-t cseppentettem targylemezre, majd fedélemezzel fedtem
le és vizsgalatig 37°C-on inkubaltam (11. 4bra). Az értékelést 100X nagyitds mellett
végeztem el, ahol az Osszmotiliast (total motility) és a progressziv motilitast
(progressive motility) hataroztam meg. Mintanként 8 ponton hataroztam meg az
onddsejtek mozgasat, minimum 1000 spermium/mintat értékelve. A motilitas
vizsgélatat Basler A312f kamera és Nikon Eclipse 50i faziskontraszt mikroszkop

segitségével végeztem (12. abra).
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A slriiség meghatarozasahoz a higitott mintdbol 6plL-t Biirker-kamraba

12. abra: Motilitasvizsgalat CASA -rendszer segitségével

(Forras: BIOZAR’s Group, Department of Biochemistry and Molecular and Cell
Biology of the University of Zaragoza)

3.2.2 Membranintegritas vizsgalata

A membranintegritds vizsgalatit CFDA (karboxi-fluoreszcein diacetat) és PI
(propidium-jodid) fluoreszcens festékekkel hataroztam meg HARRISON ¢és VICKERS
(1990) modszere alapjan. A karboxi- fluoreszcein-diacetat, mint apolaros molekula
konnyen athatol a membranok lipidfazisan, majd az ¢él6 sejtekben enzim-hatésra lehasad
az acetat molekula és poléros fluoreszcein keletkezik, amely mar nem tud a membranon
athatolni, igy az ¢l6, intakt sejtek zold fénnyel fluoreszkalnak. Amennyiben a
spermiumok  plazmamembranja  sériilt, 10gy «csak az akroszoma és/vagy
mitokokondriumok festddnek, mig a sériilt sejtek festetlenek maradnak. A fluoreszcein-
a membran permeabilitdsanak valtozdsa. A sériilt sejtek jelolésére alkalmas a
propidium-jodid (PI), melyek piros szinnel fluoreszkalnak (HARRISON ¢és VICKERS,
1990).
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13. abra: Harrison-Vickers-féle fluoreszcens festéssel jelolt spermiumok.

Z06ld szinnel festédnek a membranintakt (CFDA+), piros szinnel a sériilt sejtek (PI+)

(Forras: BIOZAR’s Group, Department of Biochemistry and Molecular and Cell

Biology of the University of Zaragoza)

Reagensek

>
>

vV V V V V

Formalin 0,5% (v/v): (125uL 37%-0s formaldehid + 10mL H,0)

CFDA (6-karboxi-fluoreszcein diacetat): 0,46mg/mL térzsoldat DMSO-ban
oldva

PI (propidium-jodid): 0,5mg/mL t6rzsoldat vizben oldva

PBS: szachar6z 0,25M

EDTA0,1M

NazPO, puffer (pH=7,5) 4,0mM

10x HEPES: gliik6z 50mM, HEPES 100mM, KOH 20mM

A friss spermat egy 1,5 mL-es sarga eppendorf csdben, 5x10° sejt/mL

koncentraciora higitottam PBS-sel. 1 mL mintdhoz 5 yL formalin 0,5% (v/v), 5 uL

CFDA, 5 pL Pl-ot adtam, majd a mintdkat 37°C-on, sotétben 15 percig inkubaltam.

A festett spermamintabol 6ul-t cseppentettem targylemezre, majd feddlemezzel fedtem

és kenetenként 200 sejtet értékeltem. Az értékelését Nikon Labophot-2 fluoreszcens
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mikroszkoppal végeztem, 400x-os nagyitds mellett, kék szlirét (B-2A: 450-490 nm
hullamhossz) hasznalva.
A mikroszkopos értékelés soran két spermapopulaciot kiilonitettem el,
amit az 10. abran lehet latni:
A: E16 sejtek, ép plazmamembrannal rendelkezo sejtek (CFDA'/PI’)
B: Elhalt sejtek (CFDA'/PI") (13. 4bra).

3.2.3 Kapacitacios statusz meghatarozasa

A kapacitacié allapotanak meghatdrozasat klortetraciklin (CTC) fluoreszcens
festéssel végeztem. A kapacitacios statusz értékelésére a GILLAN és mtsai (1997) altal
leirt klortetraciklin festést alkalmaztam, amit ETDH;-festékkel kombinaltam, hogy a
spermiumok életképessége is értékelhetd legyen (GRASA és mtsai, 20006).

Reagensek

» CTC puffer (pH=7,8): 130mM NaCl, 20mM TRIS, 5mM cisztein
klortetraciklin: 0,4mg/mL CTC puffer-ben oldva
fixalo: 1,25% (v/v) paraformaldehid 0,5M TRIS-HCL-ban feloldva
AntiFading: 0,22 M DABCO glicerin/PBS 9:1 aranyban oldva
ETDH; (etidium-homodimer): 23,3um ETDH;1:97,67 uL H,O + 2,33uL ETDH;
1ImM

YV V V VY

A spermaminta 100pL-6t PBS-el 4x107 sejt/ml koncentraciora higitottam, majd
ebbdl 18uL-t egy 100uL-es, sarga eppendorf csébe pipettdztam. Ehhez 2ul. ETDH;-et
adtam, majd a mintat 37°C-on, sdtétben taroltam 10 percig. Inkubéciot kovetéen 20uL
CTC puffert és 6pL fixalot adtam a vizsgalati anyaghoz és 30 percig, 8°C-on hiitében
taroltam. Ezt kovetden egy targylemezre cseppentettem 3pul Antifadingot, majd ebbe 6
pL-t a mintabol. A mintakat feddlemezzel fedtem, majd azt szintelen lakkal koriilvéve
fixaltam. Amennyiben nem keriilt a minta azonnali értékelésre, akkor a kenetet
fagyasztva taroltam értékelésig. A keneteket 1000x nagyitassal, Nikon Eclipse E-400
mikroszkop segitségeével értékeltem. A kapacitacios statusz vizsgalatahoz lila szlirdt
(V-2A; 380-420 nm), mig az elhalt spermiumok értékeléséhez (ETDH; pozitiv sejtek)
z0ld sziir6ét (G-2A; 510-560 nm) hasznaltam. Lemezenként 200 spermiumot értékeltem.

Kapacitacios statusz alapjan a sejtek alabbi harom {6 csoportja kiilonithetd el.
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1.

NC (non-capacitated): Ep akroszoma membrannal rendelkezd sejtek,
amelyeknek a feje egyenletesen festddott és nem lathato halo (fénykoszorua) a fej
ekvatorialis régioja kortl.

C (capacitated): A postakroszomalis régioban nem fluoreszkal a sejt

R (reacted): Az akroszomareakcion atesett sejtek, amelyek nem fluoreszkalnak

és csak az ekvatorialis régioban lathat6 halo (14. abra)

A minték elemzésénél az életképességet is vizsgaltam (ETDHs- festés) és ennek alapjan

az alabbi 5 kategoriaba soroltam a sejteket:

1.

2
3
4.
5

NCL (non capacitated, live): ép akroszOmamembranu, é16 sejt
NCD (non capacitated, dead): ép akroszomamembranu, elhalt sejt
CL (capacitated, live): kapacitalt, él6 sejt

CD (capacitated, dead): kapacitalt, elhalt sejt

R (reacted): akroszomareakcion atesett sejt

14. abra: CTC-festéssel jelolt spermiumok

A: ép akroszmaval rendelkezo sejt (NC), B: kapacitalt sejt (C), C: akroszémareakcion

atesett sejt (R)
(Forras: ALBRIZIO ¢és mtsai, 2005)
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3.2.4 Foszfatidilszerin transzlokicié meghatirozasa

Reagensek

» Apoptosis Detection Kit
» CFDA
» Anexina V-Cy3.18
» Anexin puffer (10x)
» Formalin 0,5% (v/v): (125uL 37%-os formaldehid + 10mL H,0)

A sejtek jelolése el6tt 1800ul MiliQ vizben oldottam fel 200uL. 10X Annexin
puffer oldatot (Ix Annexin puffer), amibdl 450uL-t pipettaztam egy, sarga szin,
1,5 mL-es eppendorf csébe. A spermat 300pL (2x10’ sejt/mL-re) higitottam, majd
ehhez 5uL CFDA ¢és 1uL Annexin V festéket adtam. A mintat 15 percig inkubaltam
szobahdmérsékleten, sotétben. Ezt kdvetéen Syl formalin 0,5% (v/v) fixdltam a
sejteket. A keneteket Nikon Eclipse E-400 mikroszkop segitségével értékeltem 1000x
nagyitassal. Az ¢él6 sejteket (CFDA+) kék sziiré (B-2A, 450-490 nm), a foszfatidil
szerin transzlokaciot mutatd sejteket (AnnV+) zo6ld sziré (G-2A, 510-560 nm)
segitségével értékeltem. Kenetenként 200 sejt keriilt értékeltem és az aldbbi harom
kategoriaba soroltam:

1. CFDA+/AnnV-: él6, intakt sejtek
2. CFDA+/AnnV+: kapacitalodott sejtek
3. CFDA-/AnnV+: elhalt sejtek (15. abra)
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15. abra: Annexin-V festéssel jelolt spermiumok

A: E16, intakt sejtek (CFDA+/Annx-V-), B: Kapacitalt sejtek (CFDA+/Annx-V+)
C: Elhalt sejtek (CFDA-/Annx-V+)

(Forras: BIOZAR’s Group, Department of Biochemistry and Molecular and Cell
Biology of the University of Zaragoza)

3.2.5 A hiités folyamata

A spermamintak higitasat +30°C-on végeztem el, majd ezt kovetden a hiitéshez
hasznalt cséveket parafilmmel fedtem le és a 30°C-os vizflirdébe helyeztem, majd a
mintidkat 15°C-ra hiitottem. A hiitési folyamat végén a higitott ejakulatumot
hiitékamraban taroltam +15°C-on tovabbi 30 percen 4t, majd elvégeztem a mintak
értékelését.

A zselatinnal végzett masodik kisérletben a mintakat +5°C-ra hiitottem le, majd a
+5°C-os hiit6kamraba helyeztem. Ezt kovetden a higitott ondobol 0, 24, 48h elteltével

mintat vettem, majd meghataroztam a friss spermanal is értékelt paramétereket.
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3.3 Szelénes takarmany Kiegészités hatisa a spermatermelésére, vér szelén-

tartalmara és az ondoplazma fehérje-osszetételére

KONTROLL KEZELT
(n=6) (n=6)
(0,3 mg nanoszelén/nap/egyed)
Spermavétel Vérvétel
(0, 42, 49, 56, 63, 70, 86. nap) (0, 42, 56, 70, 86. nap)
-mikroszképos értékelés: motilitas (szubjektiv) -a vérplazma értékelése:
Se-taralom meghatarozas
-flow citometrias értékelés: membranintegritas (SYBR14/PI) atomfluoreszcens
spektrométerrel
-herekérméret

-az ondoplazma proteomikai vizsgalat a 70. napon vett
mintabol (2D-PAGE; LC-MS modszer)

16. abra: A 2. szamu kisérlet elrendezése
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3.3.1 Motilitas és stirtiség meghatirozasa

A motilitas, slirlis€ég meghatarozasat az 1/A kisérletben ismertetett modszer szerint

végeztem el (16. abra).
3.3.2 Membranintegritas meghatarozasa

A plazmamembran integritas vizsgalatat SYBRI14/PI fluoreszcens festéssel
végeztem. A SYBRI14 az ¢l6 sejteket jeloli, melyek z6ld szinnel fluoreszkalnak, az

elhalt sejteket jel6l6 propidium jodid (PI) pedig vordsen fluoreszkalo festék.
Reagensek

» SYBR 14: toérzsoldat: LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (L-7011, Molecular
Probes) Munkaoldat: 1:10 aranyban higitva DMSO-val (Molecular Probes, online
Fluorescent Handbook).

» PI. LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (L-7011, Molecular Probes)

» HEPES puffer: 10mM HEPES, 150mM NacCl, 10%BSA, pH=7,4

A festési eljaras soran a friss spermat 1,5x10° koncentraciora higitottam HEPES
pufferrel, majd ehhez 1uL SYBR 14 munkaoldatot és SulL Pl-ot, ezt kvetéen 10 percig,
37°C-on inkubaltuk, majd BD FACSCalibur citométer segitségével értékeltiik.

3.3.3 Ondoplazmafehérjék kivonasa, azonositiasa

A kisérlet 70. napjan mindkét csoport szemindlis plazméjat felhasznaltuk a
fehérjeprofil meghatdrozasara. A szeminalis plazma fehérjék azonositasa 2D-PAGE és
LC-MS modszer segitségével tortént. A kétdimenzios elektroforézis (2D-PAGE) a
fehérjék elvalasztasdhoz hasznalt mddszer. A folyamat sordn az els6é 1épés az
izoelektromos fokuszalas (elsé dimenzio), ahol a fehérjék elvalasztasa az izoelektromos
pont (pl) alapjan torténik. A masodik dimenzié az SDS-PAGE, melyben a fehérjék
szeparalasa méretiik alapjan torténik. A gélben 1évé fehérjék Coomassie, eziist vagy
fluoreszcens festéssel azonosithatdak. A modszer elénye, hogy alkalmas a teljes
proteomok vizsgélatara és a fehérjék kvantitativ €s kvalitativ valtozdsainak nyomon
kovetésére. A szeminalis plazma szeparalasa CARDOZO és mtsai (2006) altal leirt
modszer alapjan tortént. Az ondomintakat kétszer centrifugaltam (7500rpm, 5 perc,)
szobahdmérsékleten, majd az ondoplazmat egy Eppendorf csdbe pipettaztam. Ehhez

10%-os proteaz-, foszfataz inhibitor koktélt adtam (Fermentas Inc., Germany), majd a
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mintdkat felhasznalasig -20°C-on taroltam. Felolvasztast kovetden meghataroztam a
hasznalataval. A standard fehérjeoldatként bovin szérum albumint (BSA) hasznaltam.

A fehérjetartalmat BRADFORD (1976) modszere alapjan mértem.
3.3.4 Kétdimenzios poliakrilamid gélektroforézis (2D-PAGE)

A mintakbol 75pg fehérjét 7cm-es pH=5-8-as IGP stripekre vittem fel.
A fehérjéket 125uL minta pufferben (8M urea, 2% [3-(3-(cholamydopropyl) dimethyl-
ammonio)-1 propane sulphonate] (CHAPS), 40mM dithiothreitol (DTT), 0,2% Bio-
LyteTM 3/10 ampholyte (Bio-Rad), 0,0002% Bromophenol Blue (Sigma-Aldrich
Chemical Co.) oldottam fel. A stripeket egy éjszakan keresztiil tartottam a minta
pufferben, majd elvégeztiik a fokuszalast Protean IEF Cell (Bio-Rad) rendszerben.
Az els6 dimenzional tobb 1épéses fokuszalas tortént: 1 1épés: -250V, 20 min, Linear
Ramp, 2. Iépés: 4000V, 2,5H, Linear Ramp, 3. 1épés: 13.000Vh, Rapid ramp, 200C-on,
50mA/strip. A fokuszalt stripeket SDS-PAGE el6tt ekvilibraltam. A stripeket 10 percig
inkubaltam az ekvilibralo I. oldatban (6M urea, 20% (v/v) glicerin, 2% (w/v) SDS,
50mM Tris ph=8,8, 2% (w/v) DTT), majd tovabbi 10 percig az ekvilibralo Il oldatban
(6M wurea, 20% (v/v) glicerin, 2% (w/v) SDS, 50mM Tris pH=8,8, 2,5% (w/V)
1odoacetamide. Masodik dimenzidban a futtatast 13%-os poliakrilamid gélen végeztem
el, BioRad Protean Plus Dodeca cell rendszerben. A futtatd puffer 1x Tris-Glycin-SDS
oldat volt. A poliakrilamid géleken 1évé fehérje foltok lathatova tételére eziistfestés
alkalmaztam, Page Silver Staining Kit (Fermentas). A festék érzékenysége 1ng.
Az eziistfestés 1épései: 1. fixalas: 50% metanol, 5% ecetsav 2. mosas: 50% metanol 3.
érzékenyités: 1,27 mM natrium-tioszulfat-pentahidrat 4. festés: 0,15% eziist nitrat
5. eléhivas: 0,04% formaldehid, 2% natrium karbonat 6. leallitas: 5% ecetsav. A géleket
futtatast kovetéen szkenneltem, amihez Molecular Imager PharosFX Plus System
(Bio-Rad) programot hasznaltam. A gélek elemzése Delta2D software (DecodonTM
GmbH, Germany) segitségével tortént. Mintanként két futtatast végeztem. A kontroll és
a szelénnel kezelt csoport kozotti fehérje expresszids kiilonbséget Student’s t-test
statisztikai értékeléssel tortént. Az eredmények alapjan csak azok a fehérjék keriiltek

azonositasra LC- MS moédszerrel, melyek expresszidjaban kiillonbség volt.
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3.3.5 A fehérjék azonositasa LC-MS-modszerrel

Az expresszids kiilonbséget mutatd fehérje spotok meghatirozasat folyadék
kromatograffal kapcsolt tomegspektrometria (LC-MS) modszerrel végeztiik. A fehérjék
emésztése a SZABO és mtsai (2012) altal kozolt eljarassal tortént. A kivagott spotokat
egy szike segitségével apro darabokra vagtuk. A fehérjék el6hivasara szolgalo festék
kivonasara 25mM ammonium-bikarbonat oldatot hasznaltunk, mely 50% (v/v)
acetonitrilt is tartalmazott. Ezt kovetden dehidratalast végeztiink acetonitrillel, majd
kiszaritottuk a gél darabokat. A gélek rehidratalasat 12,5ng/uL tripszinnel végeztiink,
melyet 25mM ammonium-bikarbonat oldatban vettiink fel. A gél darabokat 37°C-on
inkubaltuk egy éjszakan at. A fehérjék kivonasa 5% (v/v)-os hangyasav oldattal tortént.
Ezt két mosas kovette 60%-0s acetonitrittel, mely 1% (v/v) hangyasavat tartalmazott.
Az LC/MS analizis el6tt a mintadkat vakuum centrifuga segitségével koncentraltuk.
Az emésztett fehérje mintdk analizisét Waters NanoAcquity UPLC rendszerrel
végeztiik, melyhez egy Micromass Q-TOF Premier tdmegspektrométert kapcsoltunk.
A  WATERS Proteinlynx GlobalServer 2.4 szoftvert hasznaltuk az adatok
feldolgozasara az alapértelmezett bedllitaisok hasznalataval. A Swissprot adatbazisban
(Swissprot 2012_05 database (2012.05.10 release, 535,698 entries) torténd kereséshez
Mascot 2.2-t (Matrix Science, London, UK) hasznaltunk. Scaffold szoftver (version
Scaffold 3.62, Proteome Software Inc., Portland, OR) alkalmazasaval végeztiik el az
MS/MS alapt peptid és fehérje analizis validalasat. Pozitiv taldlatként azokat a
fehérjéket fogadtuk el, amelyeket legalabb két, min. 95%-o0s konfidencidval azonositott

peptid szekvencidval tudtunk aldtamasztani.
3.3.6 A vér szeléntartalmanak meghatarozasa

A vérmintak szeléntartalmanak meghatirozasa KOVACS és mtsai (2000)
modszere szerint tortént. A vizsgalathoz 1mL vérszérumhoz SmL cc. HNOs-t
(65 m/m%) adtunk, majd 60 percen 4t tartd, 60°C-on torténd eléroncsolast kdvetden
3mL cc. HyOxt (30 m/m%) hozzaadva 4h-an 4t 120°C-on tovabb roncsoltunk.
A mintédkat ezutdn 10mL-re higitottuk 3M-os sésavval, majd szlirpapiron atsziirtiik.
A méréseket Millenium Merlin Atomic Fluorescence Spectrometer segitségével
végeztiik a kovetkezd bedllitasokkal: 15 liter/perc argonaram, 40 masodperc
mintaszivas, 40 masodperc mosds, 100x gain. Kalibralashoz Charlau standardot

hasznaltunk. Minden 5. mintat kdvetden mindségkontroll oldattal ellendriztiik a mérés
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pontossagat. Redukélo reagensként 3M-os sosavat, hibrid reagensként 1,4 m/V%
NaBHj-ot hasznaltunk, 0,1 M NaOH-ban. A mintak mérését haromszor ismételtiik meg.
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3.4 Az évszak hatasa a spermatermelésre és herekorméretére

DORPER FEHER DORPER
n=8 n=8

aprilis ‘ december

ondovizsgalat
-mennyiség

-stirliség (fotometria)
-tdmegmozgas
(szubjektiv)
-progressziv motilitas

herekorméret mérés

17. abra: A 3. szamu kisérlet elrendezése

3.4.1 Motilitas, siiriiség, morfolégia meghatarozasa

A harmadik kisérletet a Debreceni Egyetem Kismacsi Kisérleti Telepén végeztem
2013. éprilis 16 és december 8-a kozott. A spermavétel és a vizsgalat hetente egy
alkalommal tortént, majd az 1/A kisérletben ismertetett modon hatdroztam meg az ondo
mennyiségét, slrliségét, tomegmozgidsit. A herekdrméret mérésére a scrotum
legszélesebb részén keriilt sor, az erre a célra kialakitott mérdszalag segitségével

(17. abra).

57



3.5 A kurkumin és ondoplazma plazma Kkiegészités hatisa a kos spermara

Kevert minta
(n=6)
1 5 1. swim-up

2. swim-up nélkil

A. swim-up médium

A B C D E B. tejpor alapt higito

C. + 25 mg/ml ondoplazma

\/ \/ \/ \/ \/ D. +1,0 nM kurkumin

E. +2,0 nM kurkumin

-hiités: +5°C és +15°C-ra

-flow citometrias értékelés: membranintegritas (Mitotracker Deep Red)
kapacitacios statusz (CTC)
foszfatidiszerin transzlokacié (Annexin V- FITC
Apoptosis Detection Kit)
kaszpaz aktivitas (Caspase-3 and -7 Detection Kit)
DNS fragmentéci6 vizsgalata (Tunel Assay)
Zona-Binding Assay (ZBA)
In vitro fertilization (IVF)
cervikalis termékenyités (87 anyajuh)

-Ismétlés 4 alkalommal

18. abra: A 4. szadmu kisérlet menete
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A kisérletben hasznalt ondoplazma protein BARRIOS és mtsai (2000) altal

ko6zolt modon allitottuk eld.
3.5.1 Siiriiség meghatarozasa

A sperma siirliségét az 1/B kisérletben leirt médon hataroztam meg. A +15°C-on
végzett kisérlet sordn a motilis, €16 spermiumok szelektalasara és a szeminalis plazma
eltavolitasara az ALVAREZ és mtsai (1993) altal kidolgozott, GARCIA-LOPEZ és
mtsai (1996) altal modositott dextran/swim-up technikat alkalmaztam (18. abra).
Reagensek:

> Swim-up medium MS (-) (Ca** -mentes):
v 50nM NaCl
10mM KCI
0,4 mM MgSQO,
0,3 mM K;HPO4
21 mM HEPES
2,8 nM gliik6z

0,33 mM nétrium-piruvat

NN N N N N N

18,6 mM nartium-laktat
v' 200 mM szachar6z
» Dextran oldat: 30 mg/mL dextréz MS (-)

Az MS oldat kémhatédsat pH=6,5-re kalibraltam. Az ALVAREZ ¢és mtsai (1993)
altal leirt swim-up médiumhoz nem keriilt CaCl, és a NaHCO3; annak érdekében, hogy
ne indukaljak a spermiumok id6 eldtti kapacitaciojat (GRASA ¢és mtsai, 2004).
Ondovételt kovetden a begyiijtott mintat igy homogenizaltam gy, hogy a spermavételi
poharat finoman korkords irdnyban mozgattam. Ezt kdvetéen a 37°C-ra melegitett
termosztat belsejében, S00puL spermat pipettaztam egy 15mm atmérdjii, lekerekitett alju,
milanyag kémcsObe, korkords mozdulatokkal. A spermara 500uL dextran oldatot
(60mg dextran + 2mL MS (-) rétegeztem, majd erre 1500uL MS (-) médiumot. A mintat
fiiggbleges helyzetben 37°C-on inkubaltam 15 percen at, majd eltavolitottam 750uL
feliiluszot, amit 750uL. MS (-) potoltam. Az inkubdciot ezt kdvetden hdromszor
ismételtem meg, igy 4 feliiluszot gytjtottem be. Az elsd mintat nem hasznaltam fel a
kisérletben, mivel ez még nagy szamban tartalmaz gyenge mindségli spermiumokat.

A héarom utols6 inkubalas mintait egy kémcsdbe gylijtdttem, igy a kisérlethez 0sszesen
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2,25mL spermamintat hasznaltam fel. Minden kisérletnél két dextran/swim-up-ot
rendelkezésre a hiitéshez. Swim-up eljarast kovetdéen ismét meghataroztam a
spermiumok motilitasat, siriségét, membranintegritasat, kapacitaciés statuszat.
A foszfatidilszerin transzlokacié mértékét Annexin V- FITC Apoptosis Detection Kit
segitségével, az apoptikus markereket Caspase-3 and -7 Detection Kit-el hataroztam

meg. A DNS fragmentacié mértékét TUNEL moddszer segitségével allapitottam meg.
3.5.2 Membranitegritas, mitokondrialis membranpotencial vizsgalata

A spermiumok membranintegritdsinak és mitokondrialis  funkcidjanak
vizsgalatahoz Mitotracker Deep Red-festéket hasznaltam.
Reagensek
» Propidium-jodid (0,5mg/mL vizben oldva)
» YoProl (ImM DMSO-ban oldva) (Invitrogen, Oregon, USA)
» MitoTracker Deep Red (10uM DMSO-ban oldva)
» Formalin 0,5% (v/v): (125uL 37%-0s formaldehid + 10mL H,0)

A vizsgalathoz a DEI VALLE és mtsai (2012) és MARTINEZ PASTOR és mtsai
(2009) altal kozolt festési technikat alkalmaztam, kisebb modositasokkal. A YoPro-1-et
DNS festékként haszndltam, mely csak azokat a sejteket jeloli, melyek mar atestek az
apoptozison. A mitokondrialis membranpotencial (Aym) értékelését MitoTracker Deep
Red festék segitségével végeztem el. Els§ lépésben az ondomintat 4x10°sejt/mL
koncentraciora higitottam PBS oldattal. Ezt kdvetden 2ul. MitoTracker Deep Red, 2uL
YoProl és 2ul propidium-jodid oldatot pipettaztam a 400uL higitott oldathoz.
A mintdkat szobahdmérsékleten inkubdltam 15 percen keresztiil, fénymentes
kornyezetben, majd az oldatot Syl formalinnal 5% (v/v) fixéltam, majd flow
citometrids modszerrel értékeltem a mintdkat. A YoProl emisszidjanak
meghatarozasahoz 525nm-es szir6t (FL1-detektor), a Mitoracker Deep Red
emissziojanak meghatdrozasahoz 755nm szlirét (FL5-detektor) hasznaltam, hogy ne
alakuljon ki spektralis atfedés. A vizsgalatban 20.000 sejt/minta keriilt értékelésre.
A mérési eredményeket HALLAP és mtsai (2005) altal leirt modon értékeltem.
A szerzOk szerint az erds fluoreszcenciaval rendelkezd sejtek magas mitokondrialis
membranpotenciallal rendelkeznek. Az értékelésnél négy spermiumpopulacio

kiilonithetd el: YoPro-/MitoT- (membranintakt sejtek, alacsony mitokondrialis
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membranpotenciallal), YoPro-/MitoT+ (intakt sejtek, magas mitokondrialis
membranpotenciallal),  YoPro+/MitoT-  (apoptotikus  sejtek, melyek  sériilt
plazmamebrannal ¢és alacsony mitokondrialis membranpotenciallal rendelkeznek),
YoPro+/MitoT+ (sériilt  plazmamembrannal ¢s  magas mitokondrialis

membranpotenciallal rendelkezd sejtek).
3.5.3 Kapacitacids statusz vizsgalata

A kapacitacios statusz meghatarozasat az 1/B kisérletben leirt modszer alapjan

végeztem.
3.5.4 Foszfatidilszerin traszlokacio vizsgalata

A foszfatidilszerin transzlokacid, a kapacitacidé folyamata soran lezajlo folyamat,
melynek meghatarozasat Annexin V- FITC Apoptosis Detection Kit és flow citométer
segitségével végeztem. Az apoptdzis egyik legkorabbi jele a plazmamembrant alkotd
foszfatidil szerin (PS) transzlokacidja a sejtmembran belsé oldalardl a kiilsére. Ennek
hataséara a PS kotohelye az Annexin-V szamdra szabadda valik, igy jeldlve az apoptikus
sejteket. Az annexin-V-t propidium-jodid festéssel egyiitt alkalmazva az annexin-V
pozitiv apoptikus sejtek elkiilonithet6vé valnak a propidium-jodid pozitiv nekrotikus
sejtektdl (VERMES ¢és mtsai, 2000). A nekréozis és kései apoptdzis soran nd a
membranpermeabilitas, igy a PI be tud jutni a sériilt sejtbe, viszont az intakt sejtek
membranjan nem tud athatolni. A sejtbe jutott PI keresztkotést alakit ki a DNS
bazisparjai kozott oly modon, hogy egy PI molekula négy, 6t bazispart kot, és
fluoreszcencidja 20-30-szorosara ndvekszik. Az annexin-V és a Pl egyiittes
alkalmazaséaval kovethetd az apoptodzis elérehaladasa az €16 sejttdl, a korai majd késoi
sejthaldlon at, egészen a sejtpusztulasig.

Reagensek
» Apotosis Detection Kit (Sigma, Madrid, Spain)
v" Propidium-jodid (0,5mg/mL vizben oldva)
v" Annexin V-Cy3.18
v 10x Annexin puffer oldat

» Formalin 0,5% (v/v): (125 pL 37%-o0s formaldehid + 10mL H,0)

A spermamintakat 300uL-re higitottam, ugy hogy a sejtkoncentracié 4x10° sejt/ml
legyen. Az oldathoz 1uL. Annexin-V festéket és 3ul PI-t pipettaztam, majd 15 percig,
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37°C-on inkubaltam. Ezt kdvetéen SuL formaldehiddel fixaltam a sejteket, majd flow
citométerrel 20.000 spermiumot értékeltem és kategorizaltam az alabbi négy csoportba:
1) Anx/PI (él6 sejtek, ép plazma mebrannal)
2) Anx/PI" (16 sejtek, sériilt plazma mebrannal)
3) Anx'/PI" (kapacitalt sejtek, ép plazma mebrannal)

4) Anx'/PI" (apoptikus/nekrotikus sejtek, sériilt plazma mebrannal).
3.5.5 Caspase-3, -7 aktivitas meghatarozasa

Az apoptikus markereket Caspase-3 and -7 Detection Kit és flow citométer
alkalmazasaval hataroztam meg. Az apoptdzis a sejthaldl egyik forméja, melye a
sejtmag- ¢és sejtfragmentaciohoz vezet. A folyamat soran kis, membranhoz kotott testek
alakulnak ki intakt organellumokkal és plazmamembrannal. Az apoptozis terminalis
szakaszaban a protedzok egy 0j csoportjat képezd kaszpazok kulcsproteinek aktivalasa
révén vezetnek a sejt halalahoz. A proenzim egy proteolitikus hasitas révén aktivalodik.
Az effektor kaszpazokat vagy aktiv iniciator kaszpazok, vagy a citotoxikus T-sejtek
altal a célsejtbe juttatott granzyme-B enzimek, vagy Ca’*-aktivalt proteolitikus enzimek,
az ugynevezett kalpainok aktivaljak (kaszpaz-kaszkad). A kaszpaz-3, -7 effektor

kaszpazok képesek a sejt fehérjéinek hasitasara, proteolizisére (RUST ¢és mtsai, 2000).
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Reagensek

» ETDHy, 1,167mM
» FAM Caspase-3 and -7 Assay Kit (Invitrogen)
» PBS 1x

A spermamintdt 300uL-re higitottam (3x1065perma/mL), ehhez 3ul. FAM-
Peptide-FMK reagenst adtam, majd a mintat 37°C-on, 5% CO, tartalom mellett,
sotétben inkubaltam 60 percig. Ezt kdvetden a mintat kétszer mostam 100 pL washing
bufferrel (a FAM Caspase-3 and -7 Assay Kit-ben talalhato oldat). Az els6 és a masodik
mosas elétt az oldatot 600 rpm sebességgel 8 percig centrifugaltam
szobahdmérsékleten. A masodik centrifugélast kovetden a feliiluszot eltavolitottam és a
visszamarad6 pelletet 500uL washing bufferrel higitottam, amihez 2ul. ETDH;-et
adtam. A mintdt 10 percig szobahdmérsékleten inkubéltam, majd flow citométerrel
20.000 sejtet értékeltem. A modszer alkalmazasaval az alabbi négy szubpopulaciot
kiilonboztettem meg:

1) Casp-/Eth- (nem apoptikus sejtek)

2) Casp+/Eth- (kaszpaz-3, -7 aktivitast mutato sejtek)

3) Casp+/Eth+ (elhalt sejtek, melyek kaszpaz aktivitast mutatnak)
4) Casp-/Eth+ (elhalt sejtek, kaszpaz aktivitas nélkiil)

3.5.6 DNS fragmenticié mértékének meghatarozasa

A DNS fragmentacio mértékét TUNEL-teszt (terminal transferase mediated
dUDP nick end-labeling) segitségével hataroztam meg. A Tunel-festés egy specialis
modszer apoptotikus sejthaldl detektalasara és kvantifikdldsara. Az apoptozis
jellegzetessége a kromatin allomany kondenzécidja é¢s a DNS feldarabolddasa.
CAD (caspase activated DNA-se). Az intakt sejtben ezt az ICAD inhibitor (inhibitor of
CAD) tartja inaktiv allapotban. A kaszpaz kaszkad aktivalodasakor az effektor kaszpaz-
3 elhasitja az ICAD fehérjét, amely ezt kovetden levalik a CAD molekulardl, igy az
tovabb aktivalodik, bearamlik a nukleuszba és ott a DNS szalbol kivagja az
internukleoszomalis szakaszokat, ami a kromatin allomany nukleoszomalis méretii
feldarabolodasahoz vezet. A Tunel reakcid soran az apoptdzis soran képz6dé szabad

3’-OH DNS  végek  fluoreszcensen  jelolddnek,  ezaltal  detektalhatok.
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A pusztuld sejt magja azért azonosithatd mikroszkop segitségével, mert az eljaras soran

a fragmentalt DNS helyén barna szinii csapadék képzdodik.
Reagensek

» In Situ Cell Detection Kit with fluorescein isothiocyanate (FITC)- labelled
dUTP (Roche, Mannheim, Germany)

» PBS 1x

Permeabilizacios oldat: 0,1% Triton X-100, 0,1%-o0s natrium-citrat oldat

» Dezoxiribonukleaz oldat: 20 U.I. DNaz 100uL Tris HCL 50mM, pH=7,5 és
1mg/mL BSA

» Fixalo: 4% (v/v) paraformaldehidet tartalmazé PBS oldat (PFA)

» ETDH; (etidium-homodimer): 23,3uM ETDH;:97,67uL H,O + 2,33ulL ETDH;
1Mm

A\

A spermamintat 500pL-re higitottam (4x10” spermasejt/mL), majd a 4%-0s PFA-
val fixaltam a sejteket egy oran keresztiil, szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a mintakat
kétszer mostam 100uL PBS-el. A mosasok kozott az oldatot 8 percig 3200rpm
sebességgel centrifugdltam ¢és a feliiluszot eltavolitottam. Maésodik centrifugdlést
kovetden a feliiluszot 100uL permeabilizacios oldattal potoltam. A mintat ezt kdvetden
2 percig +4°C-on inkubaltam, majd ismét két mosést végeztem. A feliiliszo eltavolitasa
utan a pelletet 50uL labelin oldattal higitottam, ami TdT és dUTP enzimet tartamaz.
A mintat ezt kovetden egy oraig, sotétben, 37°C-on inkubdaltam. Ezt két PBS-mosas
kovette, melyek kozott az oldatot 600rpm sebességgel centrifugdltuk 10 percen
keresztiil. A masodik mosast kovetden eltavolitottuk a feliiluszot, amit 300ul. PBS-el
potoltunk, amihez 2puL Ethd-t adtunk. A spermat flow citométer segitségével értékeltiik
(20.000 sejt/minta).

Az értékelésnél az alabbi kategoridkat kiilonithetdk el:
Tunel-: intakt DNS

Tunel+: fragmentalt DNS
3.5.7 A hiités folyamata

A spermamintak higitasat +30°C-on végeztem el, majd ezt kovetden a hiitéshez
hasznélt csoveket parafilmmel fedtem le és a +30°C-os vizfiirddbe helyeztem, majd a

mintakat +15°C-ra hiitdttem. A hiitési folyamat végén a higitott ejakulatumot
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hiitékamraban taroltam +15°C-on tovabbi 30 percen 4t, majd elvégeztem a mintik
értékelését.

A masodik kisérletben a mintdkat +5°C-ra hiitdttem le, majd a +5°C-0s
hitékamraba helyeztem. Ezt kdvetden a higitott ondobol 0, 24, 48h elteltével mintat

vettem, majd meghataroztam a friss spermanal is értékelt paramétereket.
3.5.8 Peteburok kotodési teszt (ZBA-assay) a fertilitas meghatarozasara

A peteburok kotédési teszt a spermiumok funkciondlis jellemzésére szolgald
modszer, melynek soran a himivarsejtek a petesejtet koriilvevé burok (zona pellucida)

ZP3 fehérjéihez kapcsolodnak.

Reagensek
Fertilizdci6s médium:

» Synthetic Oviductal Fluid gliikozzal kiegészitve (TERVIT és mtsai, 1972)

» 2% (v/v) oestrus sheep serum

» 10pg/mL heparin

» lug/mL hypotaurin

A Kkisérletben vagohidrol szarmazo juh petesejteket hasznaltunk, amelyeket

fiziologias  sooldatban,  szobahOmérsékleten  szallitottuk a  laboratériumba.
A petefészkeket PBS-el mostuk, majd felhasznalasig -20°C-on taroltuk (PEREZ-PE és
mtsai, 2000). A felhasznalas napjan a petefészkeket szobahémérsékleten felolvasztottuk
¢és PBS-sel mostuk. A petesejteket WANI és mtsai (2000) modszerével a petefészek
feldarabolasa €s hasogatasa utan gytijtottiik be. A kumulusz sejteket nem tartalmazo ¢€s
zona pellucida intakt sejteket kiilonvalogattuk és Petri-csészében taroltuk 400uL
fertilizaciés médium hozzdadasat kovetden. A petesejteket felhasznalasig 39°C-on
tartottuk CO, (5%) termosztatban. A spermakoncentraciot 5x10° sperma/ml-re
higitottuk a fertilizdciés médiummal, majd hozzdadtuk a petesejtekhez és paraffin
olajjal fedtiik. Ezt kdvetden CO, termosztatban inkubdltuk a sejteket 39°C-on 1,5h-4n
keresztiil. Inkubaciot kovetden a petesejteket HEPES-TCM médiumba pipettaztuk at,
hogy a nem ko6tdédé spermiumokat eltavolitsuk (IVANOVA és MOLLOVA, 1993).
Ezt kdvetden a petesejteket glutaraldehiddel (1,5%) fixaltuk 15 percen keresztiil, majd
Hoechst 33342 (lpg/mL) festettik 15 percen at 37°C-on. Targylemezenként
4-5 petesejtet értékeltiink Nikon Eclipse E-400 mikroszkop segitségével 400x nagyitas
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mellett. Az értékelésnél megszamoltuk a zona pelluciddhoz kapcsolodd spermiumok

szamat (19. abra).

19. abra: A zona pellucidahoz k&t6dé spermiumok Hoechst 33342 fluoreszcens festést

kovetden

(Forras: BIOZAR’s Group, Department of Biochemistry and Molecular and Cell
Biology of the University of Zaragoza)

3.5.9 In-vitro fertilizacié (IVF)

A petesejtek ivaréretlen rasa aragonesa jerkéktdl kertiltek begytijtésre vagohidrol.
A petesejteket PBS oldatban taroltak 37°C-on, amit 100 IU/mL penicillin-G és 100
ug/mL streptomycin szulfattal egészitettiink ki. Az IVF-hez hasznalt vegyszerek a
Sigma-Aldrich Co.-t6l lettek beszerezve. A petesejteket a petefészek feldarabolasa utan
tivel és fecskenddvel gyijtottik be (WANI és mtsai, 2000) Petri-csészébe, ami a
kovetkez6 tapfolyadékot tartalmazta (Hepes-buffered TCM-199, 0,1% polivinil alkohol,
0,04% natrium-bikarbonat, 25IU/mL heparin, 100IU/mL penicillin-G és 100pug/mL
sztreptomicin szulfattal kiegészitve). WANI ¢és mtsai (2000) altal leirt modszer szerint

kategorizaltuk a petesejteket a kumulusz sejtek és a citoplazma allapota szerint.
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Csak azokat a petesejteket értékeltiik in vitro, amelyek tobb réteg kumulusz sejtet
tartalmaztak, és egységes citoplazmaval rendelkeztek. A kivalasztott petesejtek egy
maturacios médiumba kertiltek, ami 10% (v/v) estrus sheep szérumot tartalmazé
bicarbonate buffered TCM-199, 10ug/mL FSH-t és LH-t, 100uM ciszteinamint, 0,3mM
natrium piruvatot, 100IU/mL penicillin-G-t és 100ug/mL sztreptomicin szulfatot
tartalmazott. A mintékat paraffin olajjal fedtiik és 24 6ran keresztiil 39°C-on 5% CO;
tartalom mellett inkubaltuk. Az inkubacio végén a petesejteket megszabaditottuk a
kumulusz sejtektol és athelyeztiik a fertilizacios médiumba
(TERVIT és WHITTINGHAM, 1972), 2% (v/v) oestrus sheep szérummal kiegészitve,
10pug/mL heparin, 1ug/mL hipotaurin. A fertilizacié napjan a +5°C-on hiitott, 24h-4t
tarolt spermiumokat swim-up eljaras segitségével szelektaltuk és hozzaadtuk a
petesejtekhez. A 350uL fertilizacios médiumban 1évé spermiumok végsé koncentracioja
1x10° spermium/mL. Az oldatot paraffin olajjal fedtiik le és 24 6éran at 39°C-on
inkubéltuk 5% CO; tartalom mellett. 24 és 36 orat kovetéen a mintakat megnéztiik,
hogy megfigyelheté-e az osztdodds. A nem fejlédd petesejteket sztereomikroszkop
segitségével figyeltik meg, hogy hol allnak az érési folyamatban. Azok a petesejtek
melyek sarki testet is tartalmaztak, érettnek mindsiiltek, ami kett6t tartalmazott az
termékenyitettnek mindsiilt, de nem osztdodott. A maturacios, termékenyiilési és
osztodasi ratat a petesejtek osztddasi allapota (1 vagy tobb sarki test, petesejt osztodasa)

alapjan szamoltuk ki.
3.5.10 Transzcervikalis termékenyités

A 15°C-ra hiitott 25ug/mL-es protein tartalmu és kontroll spermamintékat harom
alkalommal haszndltuk fel mesterséges termékenyitésre. A termékenyitéshez
alkalmanként 30 rasa aragonesa anyajuh ivarzasszinkronizalasat végeztiik el.
Az ivarzés-szinkronizacié az aldbbiak szerint tortént. A szinkronizalast Chronogest
hiivelyszivacs (Intervet International, Boxmeer, Netherlands) behelyezésével végeztiik
el, ami 40mg fluorogestone acetate-ot tartalmazott. A hiivelyszivacsokat a behelyzést6l
szamitott 12. napon tavolitottuk el, majd 400IU eCG-t (Folligon International,
Boxmeer, Netherlands) adtunk az ovulacio kivéltasa érdekében.
Az ivarzésszinkronizalasok soran 6 anyajuh vesztette el a hiivelyszivacsot, de ezek az
egyedek is kaptak Folligon injekciot és részt vettek a kisérletben. Az els6 termékenyités

soran két anyajuh, a harmadik termékenyités soran egy anyajuh nem keriilt be a
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kisérletbe. Ennek oka, hogy az anyajuhok vaginajaban nagy mennyiségii, fehér szin(i
hiivelyvaladék gytilt fel, és cervixiik nyalkahartyajan pontszerii bevérzések voltak.

Az inszeminalasra a Folligon injekcio beadasatol szamitott 48h-ban keriilt sor, a
beondozast egy alkalommal végeztiik el. A termékenyités sikerességének megallapitasat
az inszemindciotdl szamitott 34. napon végeztiik el, ultrahangos vemhességvizsgalat

segitségével.
3.5.11 Flow citométer

A zaragozai spermamintak elemzéséhez Beckman Coulter FC 500
(IZASA, Barcelona, Spain) flow citométert és CXP szoftvert hasznaltunk. A citométer
két 1ézert tartalmazott (Argon ion lézer 488 nm ¢és solid state laser 633 nm) és 5 filtert az
adszorbancia detektalasara (FL1-525, FL2-575, FL3-610, FL4-675 és FL5-755 + 5nm-
es savsziirovel). Minden mérésnél minimum 20.000 sejt szadmlalasara keriilt sor.
A spermapopulacié kapuzasa a specific forward (FS) és side scatter (SS) tulajdonsagok
alapjan tortént, gy hogy a nem spermium események kizarasra keriiltek. Az aramlési
sebesség 200 sejt/sec-ra lett beallitva.

A Debreceni Egyetem Biofizika Intézetében 1év6 BD FACSCalibur flow
citométer segitségével értekeltiik. Minden mérésnél minimum 20.000 sejt szamlalasara
keriilt sor. A spermapopulécié kapuzasa a specific forward (FS) ¢és side scatter (SS)
tulajdonsagok alapjan tortént, igy hogy a nem spermium események kizarasra kertiltek.

Az aramlasi sebesség 200 sejt/sec-ra lett beallitva.
3.5.12 Statisztikai értékelés

Az adatok feldolgozasat ¢és a statisztikai elemzéseket az SPSS 13.0
programcsomag segitségével végeztiik.

A Dr.Oetker zselatinnal végzett kisérlet elvégzésére egy alkalommal kertilt sor,
ezért az eredmények statisztikai értékelését nem végeztiik el.

A szédium alginat kezelés hatdsat a +15°C-os tarolas soran egytényezds
varianciaanalizis (one-way ANOVA) segitségével végeztiik el. A varianciaanalizis
sordan Tukey post hoc tesztet futtattunk le 5%-0s szignifikancia szinten. A +5°C-on
tarolt mintdk esetén a GLM modell alkalmazasaval hataroztuk meg, hogyan
befolyasolta a zselatin koncentracio ¢s a taroldas ideje az ondod motilitasat,

membranitegritasat és az apoptikus sejtek aranyat.
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A masodik kisérletben a vér szeléntartalmanak valtozdsit GLM modszer
segitségével hataroztuk meg, a 0. napot kovariansként hasznalva. A kezelés hatdsat a
spermamindségi tulajdonsagokra GLM modell alkalmazasaval hataroztuk meg.
A varianciaanalizis soran Tukey post hoc tesztet futtattunk le 5%-0s szignifikancia
szinten.

A harmadik kisérletben a szezon hatasat varianciaanalizis (one-way ANOVA)
segitségeével végeztiik el. A varianciaanalizis soran Tukey post hoc tesztet futtattunk le
5%-o0s szignifikancia szinten.

A negyedik kisérletben a higitok és a tarolds idejének hatdsdit GLM modszer
segitségével hataroztuk meg, mig a peteburok kotddési teszt és az in vitro fertilizacid
soran elért eredményeket egytényezés variancaiaanalizis (one-way ANOVA)
segitségével. A varianciaanalizis soran Tukey post hoc tesztet futtattunk le 5%-0s

szignifikancia szinten.
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4 EREDMENYEK

4.1 1/A Kisérlet: Kos sperma eltartasa zselatinos higitéban +5°C és +15°C-on
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20. abra: Az 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej +zselatin tartalmu higitokban az €16, ép sejtek

%-os ardnya az Gtnapos tarolds soran, +5°C-on

Ahogy a grafikonon is lathat6 a tarolas negyedik napjaig a kontroll higitoban volt
a legtobb ¢€l6, ép sejt. Az 6tddik napon drasztikusan csokkenést tapasztaltunk az ép
sejtek aranyaban minden higit6 esetében. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy
a 1,5%-os zsirtartalmu UHT-tej + zselatin tartalmu higitok koziil az 1% zselatint
tartalmazoban Orizték meg a sejtek legtovabb az épségiiket (20. abra). A +5°C-ra hiitott
termékenyitdanyagot a hiitéstdl szamitott 48h-an beliil ajanlott felhasznalni. Az elsd két
tarolasi nap soran egyediil a 2,0% zselatin tartalmu higitoban volt alacsony az ép sejtek
szama a tobbi higitoban megfeleléek voltak az értékek. Ennek alapjan levonhato a
kovetkeztetés, hogy a zselatin kiegészités nem artalmas a spermiumokra, de a kontroll

tejes higito altal elért eredményeket nem képes feliilmulni.
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21. abra: Az 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej+5% tojassargéja +zselatin tartalmu

higitokban az é16, ép sejtek %-os aranya az Stnapos tarolas soran, +5°C-on

Az 5%-o0s tojassargaja kiegészités hatdsara a tarolas elsd napjan a kontroll, mig a
masodik és harmadik napon a zselatin tartalmu higitokban maradtak nagyobb aranyban
maradtak ¢életben a sejtek (21. abra). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
tojassargajaban 1évo proteinek, lipidek nem mutatnak 0Osszeférhetetlenséget a
zselatinnal. A tojassargdjat is tartalmazo higitoban a zselatinok membranvédd hatdsa
jobban érvényesiil, mint a tej alapt higitoban, egyediil az UHT tej+5% tojassargdja+2%
zselatin tartalmu higitonak volt kedvezdtlen hatdsa, mivel a tarolas 6todik napjan mar
nem volt €16, ép sejt a vizsgalt mintdban.

A vizsgalt mintakban ¢€l6 farku-elhalt fejli, illetve él6-sériilt akroszomaval
rendelkezé sejtek kis szamban fordultak eld6. Az eredmények alapjan levonhato a
kovetkeztetés, hogy az Ot napig tartd, +5°C-on végzett tarolds soran az 1,0-1,5%
zselatint tartalmazé tejes és tej+tojassargajas higitokban a kossperma mintak €16, ép

sejtjeinek aranya megfeleld volt.
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1/B kisérlet: A kiilonbozé alginat koncentraci6 hatésa a +15°C-ra hiitott sperméanal

3. tablazat: A kiilonbdzd natrium-alginat koncentracié hatasa a kossperma vizsgalt

jellemzéire, +15°C-ra hiitést kdvetden

natrium-alginat tartalom (%)

N
(%) X+SD X+SD X+SD X+SD

Motilitas 48,75+37,16 50,00+32,81 51,00+31,09 54,50+28,59
ﬁf{;’g{iggﬁv 25,75422,95 21,50+19,43 25,50+20,87 25,75+13,88
CFDA'/PI 47,50+5,06 51,2542,21 55,00+13,51 50,25+10,34
NCL 21,25+10,30 21,0048,67 21,50+8,18 17,00+5,35
NCD 13,0045,35 16,0045,65 12,75+4,19 11,75+7,54
CL 29,50+11,47 31,75+13,45 26,25+4,11 28,00+12,54
CD 31,00+12,90 28,25+13,22 33,25+5,50 24,50+14,28
R 5,25+3,59 3,0042,44 6,25+4,03 10,00+8,52
Anx/CFDA+ 39,25+6,07 42,50+4,65 43,25+10,04 44.25+7,63
Anx’/CFDA" 24,50+4,65 29,00+2,16 30,50+7,76 26,75+5,12
Anx'/CFDA 36,25+4,99 28,50+5,19 26,25+4,99 29,0043,91
(P>0,05)

Az alginat tartalm( higitokban a sejtek motilitdsa hasonl6é volt a kontrollhoz.

s

volt a legmagasabb a membranintakt sejtek szdma, mig a legalacsonyabb értéket a

kontroll higitonal tapasztaltuk (P>0,05). A nem kapacitalt, €16 sejtek szdma a mintak

esetében kozel azonos volt (3. tablazat).
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A kossperma 48h-at valé eltartasa natrium-alginat tartalmu higitoban,+5°C-on

4. tablazat: A natrium-alginat tartall higitoban tarolt sperma motilitas valtozasa 48h-as

tarolas soran

Eltartas ideje
Vizsgalt nffgrii:%? ] oh 24h 48h
jellemz6k tartalom
(%) (%) X+SD X£SD X+SD
Motilitas 0 62,00+23,00° 76,00+2,08 71,00+5,56
1,0 28,00+4,58" 47,00+16,82" 40,00+26,15°
15 13,00+7,00° 19,33+7,76° 19,66+14,84°
2,0 16,66+9,07° 15,66+2,08° 14,001,00°
Progressziv 0 39,66+21,50° 43,00+7,81° 38,66+8,32°
1,0 16,662,08" 29,33+14,29" 23,66+21,19°
15 3,00+5,19° 3,33+4,04° 7,66+8,32°
2,0 6,00+£5,29° 2,00+1,00° 1,33+0,57°

2D 3 kiilonboz6 betiivel jeldlt atlagok szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket mutatnak azonos vizsgalati

idépont esetében

A natrium-alginattal kezelt mintak esetében a legalacsonyabb motilitasi értékeket
a 1,5% ¢és 2,0% szodium-alginat kiegészités esetében tapasztaltuk (4. tablazat). A 24h-
ban tapasztalt motilitas emelkedése annak tudhato be, hogy az ISAS program frissitésre
keriilt, és az értékeléshez hasznalt kamerat lecserélték. A program ¢€s a miiszerel cseréje
okozhatott olyan értékeltolodast, amely magyarazatot ad a 24h-ban tapasztalt motilitas
emelkedésére. A natrium-alginat viszkézus anyag, mely jo vizmegkotd képességgel
rendelkezik. A magas viszkozitas azonban negativan befolyasolja a spermasejtek
motilitdsat, amir6l HIRAI és mtsai (1997) mar korabban beszadmoltak. Osszességében a
motilitds csokkenése a zselatinnal végzett eltartdsi proba soran kedvezd tulajdonsag
lenne. A spermasejtek mozgasa, mint aktiv folyamat lejatszodasa soran fokozodik a
higitoban a szabadgyokok koncentracidja, amely kdarositja az ondosejtek
membranszerkezetét, ezaltal csokkentve azok fertilizacios képességét. Amennyiben a
zselatin csokkenti a sejtek mozgasat, gliikkolizis mértékét, uigy a higitoban 1évé cukrok
hosszabb

(ESBENSHADE ¢és NEBEL, 1990). A szédium-alginat 37°C-on gélbél folyékony

ideig Dbiztosithatndk a spermiumok mozgasdhoz sziikséges energiat
halmazallapotiva valik, ami egyben azt is jelenti, hogy inszeminéciot kovetden a

cervixben vagy az uterusban a spermasejtek mozgisit nem korlatozza a nagy
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viszkozitds €és a higitoban 1évé tdpanyagokat is rendelkezésiikre allnak a mozgési
energia biztositasdhoz. CORCINI és mtsai (2011) kan, mig LOPEZ-GATIUS és mtsai

(2005) nyul sperma esetében hasonld motilitasi értékeket kaptak az ondo6 hiitve tarolasa

soran.
5. tablazat: A +5°C-on tarolt kossperma membranintegritdsa
- Eltartas ideje
Vizsgile | "yiE Oh 24h 48h
jellemzok tartalom
(%) (%) X£SD X+£SD X£SD
CFDA'/PI 0 64,66+2,51° 70,00+10,44° 63,005,567
1 60,33+6,80" 52,00+10,44° 57,00+8,88"
1,5 56,33+1,52" 54,00+3,46° 53,3349,71°
2,0 48,33+4,61° 54,00+12,52° 53,006,55°

&P _ a kiilsnbozé betiivel jeldlt atlagok szignifikans (P<0,05) kiilsnbségeket mutatnak azonos vizsgalati

idépont esetében

A motilitdshoz hasonléan a membranitegritas vizsgalatandl is kiilonbséget
tapasztaltunk a kontroll és a zselatin tartalmt higitok kozott. Mind a harom vizsgalt
idépontban a kontroll higitoban volt a legtobb membranintakt sejt. A zselatin
koncentraci6é novekedésével fokozatosan csokkent az ép membrannal rendelkezd sejtek
aranya (5. tablazat). COCINI és mtsai (2011) kan sperma esetében azt tapasztaltdk,
hogy zselatin kiegészités hatasara a tarolas elsd napjan csokkent a legnagyobb
mértékben az €ép sejtek aranya, ezt kdvetden a négy napos tarolds soran nem valtozott
érdemben az intakt sejtek ardnya a higitoban. A motilitds és a membranintegritas
vizsgélata soran enyhe agglutinicidt tapasztaltunk a 1,5 és 2,0% szodium- alginatot
tartalmaz6 mintdknal. A sperma agglutinacid azért jelent problémat, mert az agglutinalt
sejtek koriil csokken a pH. A pH csokkenés azzal magyarazhatd, hogy a sejtek
anyagcsereterméke feldusul kornyezetiikben, ami toxikus lehet az €16 sejtek szamara,
ezaltal csokkentve viabilitasukat. CORTELL és CASTRO (2008) fagyasztott nyul
sperma esetében azt tapasztaltdk, hogy a zselatin kiegészités nem volt hatassal a

spermiumok motilitasara és az €16 sejtek szamara sem.

74



6. tablazat: A kapacitacids statusz vizsgéalata a 48 oran at tarolt ondonal

. Eltartas ideje
Vizsgilt algingt Oh 24h 48h
jellemzok tartalom
(%) (%) X+SD X+SD X+SD
NCL 0 45,33+3,51 42,3319 81 27,00+6,08
1 47,66+£3,51 36,33+9,60 23,33+2,08
15 41,00+8,54 39,00+8,66 28,33+10,69
2,0 44,33+8,96 37,33+£7,02 35,00+£10,81
NCD 0 9,33+5,13 2.00+2,00 5,00+4.58
1 13,00£2,64 4334251 1,33+10,01
15 9,33+6,42 10,00+12,28 15,33+2,30
2,0 3,33+1,15 6,66+1,15 11,66+1,19
CL 0 23,66+3,21 21,33+13,31 34,66+9,45
1 21,66+3,51 32,00+6,08 29,33+13,86
15 25,00+10,81 25,66+£11,50 29,00+16,46
2,0 17,33+11,71 31,00+11,78 25,33+3,05
CD 0 10,66+4,93 16,33+12,66 12,33+5,50
1 9,33+11,01 14,33+7,09 21,66+3,51
15 14,00£11,53 16,33+10,21 14,00+2,00
2.0 14,33+20,03 15,00£2,64 16,66+2,08
R 0 10,66+4,93 16,33+12,66 13,33+5,50
1 7,66+3,21 13,00+7,54 15,33+7,76
15 10,66+7,57 9,00+7,93 13,33+4,16
2.0 17.66+7,50 4,00+2,00 11,33+11,01
(P>0,05)

NCL-ép akroszoma membrant, €16 sejt; NCD-ép akroszoOma membrant, elhalt sejt; CL-kapacitalt, é16

sejt; CD-kapacitalt, elhalt sejt; R- akroszomareakcion atesett sejt

A kapacitacios statusz vizsgélata soran nem tapasztaltunk érdemi kiilonbséget a
CTC-vizsgalat soran értékelt kategoriak és az alkalmazott higitd zselatin koncentracidja
kozott. A 48h-ban a 2,0% zselatin tartalmu higitonal volt a legtobb nem kapacitalt, é16
sejt (6. tablazat). A jelenséget magyarazhatja a DUBE és mtsai (2004) munkajaban
olvashato elmélet. A szerz6k véleménye, hogy a zselatinok védd funkcidja nem a higitd

viszkozitdsanak novelésével magyarazhato, hanem a magas protein tartalmukkal,
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melyek képesek megvédeni a spermamembrant a szabadgyokok, hidegsokk karos

hatasatol.

7. tablazat: A foszfatidilszerin transzlokacio vizsgalata a 48h-an at tarolt spermanal

Eltartas ideje
Vizsgalt nfltgrll:;? Oh 24h 48h
jellemz6k tartalom
(%) (%) X+SD X£SD X+SD
Anx/CFDA+ 0 47,34+6,65 38,66+8,50 40,33+9,01
1 44,33+13,86 35,3346,50 38,33+11,59
1,5 48,33+9,29 39,66+11,50 41,00+19,00
2,0 40,33+15,88 31,00+4,35 33,00+£10,9
Anx'/CFDA" 0 27,66+8.,32 23,00+6,92 22,33+10,69
1 29,66+17,55 33,66+6,65 18,66+7,63
1,5 29,33+15,01 28,00+7,81 19,33+4,50
2,0 32,33+16,92 31,66+5,03 30,66+7,23
Anx'/CFDA 0 28,00+5,56 38,33+11,15 37,33+6,35
1 25,33+4,93 31,00+12,49 43,00+4,00
1,5 22,33+7,23 32,33+9,60 39,66+14,57
2,0 27,3345,50 37,33+7,37 36,33+16,80
(P>0,05)

A foszfatidilszerint transzlokacié vizsgéalata soran nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget a kontroll €s a zselatin tartalma higitdk kozott a kiilonbozé vizsgélati
csoportok esetében (P>0,05). A 48h-as tarolas soran minden higitonal azonos
mértékben csokkent a nem apoptikus, €16 sejtek ardnya. Az apoptikus sejtek szamaban
azonban kiilonbség tapasztalhato a kiillonb6z6 médiumok kozott. 2,0% szoédium-alginat
kiegészités novelte a legnagyobb mértékben az apoptikus sejtek szdmat, mig 1,0%
szodium-alginat koncentracio esetén ez az érték alacsonyabb (7. tablazat). Ahogy mar a
korabbiakban is emlitettiik a 1,5% ¢és 2,0% szodium-alginat tartalmua higitok esetében
agglutinaciot tapasztaltunk. Az agglutinalt sejteknél valdszintisithetéen megindult a
Ca®* kidramlésa. Az agglutinalt sejtek koriil megnovekedett Ca** koncentracio

okozhatja az apoptikus folyamatok beindulasat az éldsejtek esetében.
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4.2

Szelénes

takarmany Kkiegészités

hatasa a

szeléntartalmara és az ondoplazma fehérjeosszetételére

spermatermelésére,

vér

8. tablazat: Fehér dorper kosok spermamindségének alakulésa szelénes takarmany

kiegészités hatdsara

A spermavétel idépontja (nap)
Vizsgalt
Csoport 0 42 49 56 63 70 86
jellemzék
X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
Se
1,53+0,57% 1,75+0,35% 1,21+0,60 1,56+0,36 1,61+0,60 1,41+0,51 1,71+0,35

Mennyiség (n=6)

(mL) K b b
(n=6) 1,06+0,51 1,43+0,56 1,36+0,47 1,36+0,39 1,57+0,55 1,36+0,57 1,75+0,37
n=
Se

4,62+2,03 3,32+1,59 4,04+1,22 3,73+0,74 1,42+0,73% 3,60+1,47 2,61+0,78

Siiriiség (n=6)

(x10%) K .

(n=6) 4,31+£1,57 3,41+1,43 4,12+1,47 3,93+0,92 2,63+1,94 3,46+1,46 2,78+0,81
n=
Se

4,40+1,00 4,00£2,00 3,71+1,10 4,10£1,03 4,54+0,88° 3,66+1,65 4,19£2,17%

Tomegmozgas (n=6)

(0-5Mm) K b b
(n=6) 3,83+1,00 4,00+1,00 3,47+0,90 4,33+0,81 3,83+0,92 4,09+1,11 3,26+2,40
n=
Se

66,66+10,32 | 55,00+20,73 | 50,83+13,93 | 56,66+11,69 | 71,66+9,83% | 49,16+29,35 | 59,16+28,00°

Progressziv (n=6)

motilitas (%) K
(n=6) 53,33+£20,09 | 55,83+11,14 | 48,3348,75 62,50+7,58 | 53,33+18,61° | 55,83+14,97 | 44,16+29,90°
n=
Se

78,74+8,67 72,20+6,84 | 57,38+19,64 | 67,67+£14,25 | 87,18+8,85 85,0549,28 89,03+8,22

PI-/SYBR14- (n=6)

(%) K
(n=6) 81,76+7,91 83,40+9,90 59,75+8,42 73,67+8,42 87,25+8,97 | 80,30+15,82 | 88,2943,46
n=
Se

35,29+1,76 35,41+1,62 32,25+2,42 32,87+1,72 32,87+2,18 32,54+2,18 32,33+2,74

Herekorméret (n=6)

(cm) K
(n=6) 34,58+1,90 35,00+1,26 32,41+2.97 32,41+1,46 32,08+2,20 33,75+1,99 31,08+2,36
n=

2P _ 3 kiilonbozé betiivel jeldlt atlagok szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket mutatnak azonos vizsgalati

id6pont esetében

A nanoszelénnel végzett kisérlet estén a nulladik napon tapasztalt szignifikans

kiilonbség a sperma mennyiségében nem a kezelés hatdsanak tulajdonithat6. Mivel

csoportonként 6 kos vett rész a vizsgdlatban (ami a statisztikai értékelés
kovetelményeinak megfelel, de alacsony elemszam), ezért egy-egy kos eredményei is
jelentdsen modositottak az eredményeket. A takarméanykiegészités hatasara a 42.
kezelési napon tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget (P<0,05) a szelénes és a kontroll

csoport sperma mennyiségében. A tovabbi napokon nem volt hatasa a szelénnek a
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mennyiségre, de megallapithatd, hogy a kisérlet végére mindkét csoportban nétt a
sperma mennyisége. A sperma siirtiségében a 63. napon volt egy markans novekedés a
Kontroll csoportban. Osszességében azt tapasztaltuk, hogy a kisérlet ideje alatt a sperma
stirisége mind két csoport esetében csokkent. A spermiumok tomegmozgasa és
progressziv motilitdsa a szelénes csoportnal volt jobb a 63. és a 86. napon egyarant
(8. tablazat). A stirliség, tomegmozgas, progressziv motilitds ndovekedését azzal tudom
magyarazni, hogy a 63. napon mar a kezelés hatasat lehet latni az eredményeken.
Kosnal a kezelés hatasa a spermiogenezis idejét figyelembe véve (54 nap + 10-14 nap
érés a mellékherében) a kezelés 60. napja kortil varhato, mert ekkor az ejakulatumban
mar azok a sejtek vannak jelen, amik a kezelés ideje alatt keletkeztek. Az é16 sejtek
szdmaban ¢s a herekdrméret valtozasaban nem volt szignifikdns kiilonbség a vizsgalt
1d6szak soran.

KENDALL ¢s mtsai (2000) kosbaranyok esetében vizsgaltak a szelén és cink
takarmanykiegészités hatasat a spermamindségre €s a vér elemtartalméanak valtozésara.
Az eredményeik azt mutattak, hogy a kezelésnek nem volt hatasa a spermatokrit értékre
¢s az ondd mennyiségére, viszont szelén kiegészités hatdsara novekedett a

membranintakt sejtek szdma a kontroll mintdhoz viszonyitva.

9. tablazat: A vér szeléntartalma (ppb) a kisérlet kiillonboz6 idépontjaiban

Vérvétel idopontja (nap)

0 42 56 70 86
Csoport X+SD X+£SD X+SD X+SD X+£SD
Szelénes
(ppb) 154,66+31,24 168,10+132,09 120,06+52,88 161,25+62,78 171,87+31,32
(n=6)
Kontrol
(ppb) 143,16:41,60 129,35+53,07 99,94:6,78 95,038+20,60 113.41431,16
(n=6)
(P>0,05)

A kisérlet sordn nem tapasztaltunk szignifikéns kiilonbséget a kontroll és a kezelt
csoport vér szeléntartalmaban a kiilonb6z6 idépontokban (P>0,05) (9. tablazat). Mivel a

kisérleti csoportokban 6-6 kos vett részt, ezért az egyedi szérdsok nagymértékben
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mosositottak az eredményeket. A kisérlet 70. €s 86. napjan volt a legnagyobb kiilonbség
a kontroll és szelénes csoport értékei kozott, de mind a két esetben nagy szoras parosult
az atlagértékekhez, ezért nem volt szignifikans kiilonbség az eredmények kozott.
KENDALL ¢és mtsai (2000) merind kosbaranyok esetében végeztek hasonlo
kisérletet. Eredményeik azt mutattadk, hogy a kezelt csoport szeléntartalma a kezelés
minden id6épontjaban magasabb volt, mint a kontroll csoport esetében mért érték, de
minden esetben az ¢lettani hatarértéken belill maradt a vér szeléntartalma mindkét
csoport esetében. DIMANOQV és mtsai (1989) munkajaban olvashato, hogy a corriedale
fajta vér szeléntartalma (102-123 ppb) volt a legmagasabb a Bulgaridban vizsgalt fajtak
esetében, mig a helyi dshonos juhfajtaknal ez az érték minddssze 40-67 ppb kozotti.
GHAZVINIAN ¢és mtsai (2005) azt vizsgaltdk, hogy az évszak és a juhok neme hatassal
van-e a vér szeléntartalmara. Eredményeik azt mutattdk, hogy a vér szeléntartalma télen
a legmagasabb, mig tavasszal a legalacsonyabb, tovabba a ndéivaru allatok vérében

magasabb a szelén koncentrécioja.
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10. tablazat: A kontroll és szelénes csoport kdzott expresszios kiilonbséget mutatd

fehérjék
A
szekvencidhoz
rendelt
Ssp? Azonositott fehérjék azonosito kod  N/C* pl/Mw(kDa)® Arany’
_ _ E1BI82
46 Uncharacterized protein 11/32  8.29/69.149  2.206
(Bos taurus)
_ _ C8BKE4
54 Matrix metallopeptidase 2 o 17/46 5.35/73.851  2.051
(Ovis aries)
_ _ C8BKE4
55 Matrix metallopeptidase 2 o 21/50 5.35/73.851  2.437
(Ovis aries)
_ P14639
60 Serum albumin o 19/36  5.80/69.188  2.292
(Ovis aries)
) _ FIMWD3
175 Uncharacterized protein 11/29 5.62/59.615  0.496
(Bos taurus)
_ Q32KN6
292 Phosphoglycerate kinase 11/28 8.51/44.758  1.946
(Bos taurus)
Isocitrate dehydrogenase Q6XUZ5
294 _ o 11/41 6.34/46.783  2.474
[NADP] cytoplasmic (Ovis aries)
Seminal vesicle protein A4AGZY3
460 o 2/13  5.19/17.869 0.639
(Precursore) (Ovis aries)
Bodhesin-2 Alz181
460 _ 2/27  6.75/11.656  0.639
(Fragment) (Capra hircus)
Bodhesin-2 Al17181
549 _ 2/27  6.75/11.656  1.855
(Fragment) (Capra hircus)

! Azonositott fehérjepont

2 Azonositott peptidek szama/% szekvencia lefedettség
3 Izoelektromos pont és molekulasuly

* A kontroll és szelénes csoport aranya

Az LC-MS modszer segitségével tiz fehérjét sikeriilt azonositani, melyek
expesszoja eltérést mutatott a kontroll és kezelt csoport kozott (10. tablazat, 22. abra). A
matrix metallopeptidase 2 a martix metalloproteinase (MMP) csalddba tartozo fehérje.

Az enzimnek elsésorban az embriondlis fejlodés, morfogenezis, blasztociszta
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implantacié folyamataban van szerepe (WOESSNER, 1994). A fehérjét kos, kan és mén
mellékhere valadékaban mar azonositottak (METAYER és mtsai, 2002). Jelenleg kevés
spermatiddk ¢€s spermiumok kanyarulatos csatornan val6 4athaladdsaban vesz részt
(WOLFSBERG, 1995). A serum albumin jelentds szerepet jatszik a cink
transzportacioban. HARRISON ¢és mtsai (1978) kozleményében olvashaté, hogy a
serum albuminok jelentds szerepet jatszanak a motilitas fenntartasaban, de kan sperma
esetében fokozzak a spermiumok agglutinaciojat. A phosphoglycerate kinase 2 (PGK2)
fehérje a spermiogenezis sordn expresszalodik és a glikolizisben vesz részt, mely a
spermium mozgasahoz biztositja az ATP-t (DANSHINA ¢s mtsai, 2010). Az isocitrate
dehydrogenase fehérje és a him ivari miikdodés kozotti kapesolatrdl jelenleg nem sok
informacio all rendelkezésre. Holstein-friz bikak esetében a gyenge fertilitasi bikak
esetében a fehérje expresszidja fokozddott (RODRIGUES és mtsai, 2012). Santa Inez
kosok esetében a Ram Seminal Vesicle Protein (RSVP) és a Bodhesin-2 fehérjék
expresszidja volt a legjelentésebb. Az RSVP a binder of sperm protein (BSP) csaléd,
mig a bodhesin-2 a spermadhesin fehérjecsalad tagja. A BSP fehérjék a
spermamembran foszfolipidjeivel vannak interakcidban ¢és stimulaljdk a koleszterin
kidramlasat, membranpermeabilizaciét ¢€s jelenlétiik Osszefliggésbe hozhaté a
kapacitacioval is (THERIEN és mtsai, 1998). Az RSVP14 és RSVP20 fehérjék
dekapacitacios hatasat mar tobb fajban is leirtak (SOUZA és mtsai, 2012). DRUART ¢és
mtsai (2013) juh, szarvasmarha, 16, sertés, teve, alpaka ondoplazma profiljat
hasonlitottdk Gssze €s arra a megallapitasra jutottak, hogy az RSVP14 fehérje minden

allatfaj esetében megtalalhat6 a plazmaban.

81



54 55 60

IEF

22. abra: 2D-PAGE gélkép és az azonositott ondoplazma fehérjék
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4.3 Az évszak hatdsa a kosok spermatermelésre és here korméretére

11. tablazat: Dorper kosok spermatermelése ¢és herekérmérete évszakonként

évszak
Vizsgalt jellemzok tavasz myar o5z
(méjus) (junius- (szeptgmber-
augusztus) oktdber)
(n=8) (n=71) (n=45)
X+SD X£SD X+SD
mennyiség (mL) 1,3+0,4% 1,2+0,42 1,4+0,5°
siiriiség (x10°/mL) 2,7+1,6° 3,3£1,5° 4,1+1,1°
osszsejtszam (x10°) 3,51+1,0° 3,96+0,95° 5,74+0,8"
tomegmozgas (0-5) 4,0+1,12 3,5+1,4° 3,7+1,4°
progressziv motilitas (%) 71,3421,0% 65,3+21,0° 68,7+26,3%
herekérméret (cm) 30,1+1,22 34,9426 36,2+1,3°

2D 3 kiilonboz6 betiivel jeldlt atlagok szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket mutatnak azonos vizsgalt

jellemzok esetében
n= adott évszakban a mintavételek szamat jeloli

Dorper fajta esetében szignifikans kiilonbség (P<0,05) volt a tavaszi és 0Oszi
sperma stirlisége kozott, illetve a kosok herekdormérete mind a harom évszakban
kiilonbséget (P<0,05) mutatott (11. tablazat). EVANS ¢és MAXWELL (1987) szerint a
kos ond6 4tlagos mennyisége 0,7-2,0 mL kozott valtozik, melynek sirlisége 2-5x10°,
motilitdsa 30-90% kozott mozog. A dorper kosoknal tapasztalt értékek a szerzok altal
kozolt kategoriaérték hatarain beliil mozognak minden évszakban. OLAH (2010) cigéja,
ile de france és suffolk fajta esetén azt tapasztalta, hogy az ondd tomegmozgasa télen
volt a legmagasabb, tavasszal kissé csokkent €s nyaron volt a legalacsonyabb. Az
eredmények alapjan dorper fajta esetében a spermiumok tomegmegmozgéasaban,
motilitdsdban és az ondd mennyiségében nem tapasztalhaté lényeges kiilonbség a
kiilonb6zd évszakokban. A tulajdonsag, hogy az ondé mennyiségében és motilitdsdban
nem tapasztalhatd 1€nyeges valtozas, kedvezo tulajdonsag. A mesterséges termékenyitd
allomason termeld kosoknal rendkiviil fontos, hogy spermatermelésiik és az ondo
mindsége egész éven at egyenletesen jo legyen. Tobb szerzd is megallapitotta, hogy a

kossperma mennyisége az Oszi idészakban a legtobb, mig tavasszal a legkevesebb
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(AMIR és VOLCANI, 1965; EGERSZEGI és mtsai, 2011; OLAH, 2010). FOURIE és
mtsai (2004) azt javasoljak, hogy amennyiben a tenyészkosok herekdrmérete nem
haladja meg a 32 cm-t, Gigy azokat nem célszer(i tenyésztésbe vonni vagy mesterséges
termékenyité allomason hasznalni. Az atlagos herekorméretének 32-40 cm kozott kell
lennie évszaktol fiiggetlentil. Mi a dorper fajtanal egyediil a tavaszi id6szak alatt
mértiink alacsonyabb értékeket. SARLOS és mtsai (2013) fekete racka kosok esetében
téelen mérték a legkisebb herekorméretet, ami az 6szi tenyészszezonig fokozatosan
novekedett. A janudri és szeptemberi értékek kozott 44,7%-os eltérést tapasztaltak.
OLAH és mtsai (2013) awassi kosok esetében szintén tavasszal mérték a legnagyobb
herekorméretet. SARLOS és mtsai (1996) brit tejelé fajtanal szeptemberben mérték a
legnagyobb herekoérméretet, mig januarban ez az érték 33,5%-al volt kevesebb.
MASTERS ¢és FELS (1984) arra hivjak fel a figyelmet, hogy az évszakok/fotoperiddus
valtozasat bizonyos esetben feliilirja a takarmanyozés (alul takarmanyozas, elhizas)
illetve a kihaszndlds mértéke. Tulzott kihasznaltsdig a spermiogenezis zavarat,
stiriség ¢és a herekorméret kozott tapasztalt kiilonbségek alapjan levonhaté a

kovetkeztetés, hogy a dorper kosok is érzékenyek a fotoperiodus valtozasara.

12. tablazat: Fehér dorper kosok spermatermelése, here kormérete évszakonként

évszak

Paraméterek tavasz Glr,llﬁfs_ 8sz (szeptember- tél

(majus) augusztus) oktober) (december)

(n=7) (n=69) (n=74) (n=24)

X+SD X+SD X+SD X+SD
mennyiség (mL) 1,6+1,3% 1,240,4° 1,3+0,5° 1,6+0,4°
stirdiség (x10°/mL) 3,9+1,3° 3,7+1,8° 3,4+1,7° 3,1+1,2°
osszsejtszam (x10°) 6,24+1,3? 4,44+1,1% 4,42+1,1% 4,96+0,8°
ng‘geﬁl‘;“’zgas 4,0£1,1° 3,741,200 3,641.4° 3,541,200
?(;:)gresszw motilitds 72,1424,1° 69,5+24,1° 67,1426,2° 64,3+26,7°
herekérméret (cm) 31,4+2,9° 34,7+2,2° 34,8+2,0° 32,342,4°

&P kiilonbozo betiivel jeldlt atlagok szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket mutatnak azonos vizsgélat

jellemzok esetében
n= adott évszakban a mintavételek szamat jel6li
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Fehér dorper kosok spermamennyisége a szakirodalmakban kozolt 0,5-2,0mL-es
tartomanyban van (EVANS és MAXWELL, 1987; GERGATZ, 2007). A vizsgalt
idészakban nyaron (1,2mL) volt a legkevesebb, télen (1,6mL) és tavasszal (1,6mL) a
legtobb az ejakulatum mennyisége. A nyari és téli spermamennyiség kozott szignifikans
kiilonbség volt (P<0,05) (12. tablazat). OLAH (2010) ile de france kosoknél &sszel
1,75mL, télen 1,89mL, tavasszal 1,75mL-es atlagos ejakulatumokat allapitott meg.
EGERSZEGI és mtsai (2011) fekete racka kosoknal tavasszal (marcius-majus) mérték a
legkisebb, mig nyaron (junius-augusztus) a legnagyobb mennyiséget. A hazai
szakirodalmi adatokkal Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a fehér dorper kosok
spermatermelése, elmarad a mar régebbi idok ota tenyésztett fajtakétol. Ez azzal is
magyarazhat6, hogy a vizsgélat megkezdésekor a kosok még csak egy évesek voltak,
viszont a spermatermelés kiegyenlitettsége az életkor elérehaladtaval allandésul. A kos
ondé stirtisége atlagosan 3 milliard/mL (EVANS és MAXWELL, 1987; GERGATZ,
2007). A fehér dorper kosok onddjanak striisége tavasszal volt a legmagasabb (3,9
milliard/mL) és télen a legalacsonyabb (3,1 milliard/mL). A barbadoszi, babolna tetra és
suffolk fajtaknal 6sszel volt a legnagyobb a sperma siirlisége, majd tavaszig
folyamatosan csokkent (OLAH, 2010), mig a fekete racka kosok ejakulatuma tavasszal
¢és nyaron volt a legsiiriibb (EGERSZEGI és mtsai, 2011).

A hazai eredményekkel Gsszehasonlitva megallapithato, hogy fehér dorper kosok
ondojanak stirlisége messze meghaladja a szakirodalmi adatokban k6zolt eredményeket.
A spermiumok tomegmozgasa (4,0M) és az €16 sejtek szazalékos aranya (72,1 %) is
tavasszal volt a legmagasabb és a téli idOszakig folyamatosan csokkent, de az
eredmények kozott nem volt szignifikans sszefiiggés (P>0,05). Cigaja és ile de france
kosok esetében télen volt a legjobb a tomegmozgas és az él6 sejtek aranya. Osszel
(74%) és nyaron (64%) a szapora merind, tavasszal a barbadoszi (69%) fajtak
rendelkeztek a legmagasabb ¢16% értékkel. A vizsgalt fajtaknal minden esetben nyaron
volt a legalacsonyabb a spermiumok mozgésa és vitalitisa (OLAH, 2010). SARLOS és
mtsai (1996) brit tejeld kosoknal a téli idészakban tapasztaltak a legmagasabb motilitasi

értékeket, mig a mélypont a nyari idészakban volt.

EGERSZEGI és mtsai (2011) fekete racka kosok esetében 2009-ben tavasszal (4,9
M) és nyaron (5,0M) talaltak a legjobbnak a motilitast, mig a kovetkezd évben tavasszal
(4,9M) és télen (4,8M). Osszességében elmondhatd, hogy a fehér dorper kosok

sperméjanak tdomegmozgasa a szezonalis fajtaknal mért értékekkel mutat hasonlosagot.
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Az ¢l0 sejtek szadzalékos aranya évszakos ingadozadst mutat, de nem mutathatd ki
szignifikans kiilonbség az értékek kozott. A fehér dorper kosok herekdrmérete dsszel
volt a legnagyobb (34,8+2,0 cm) és tavasszal a legkisebb (31,4+2,9 cm). A mért értékek
kozott szignifikans (P<0,05) kiilonbséget allapitottunk meg. Az eredményeink
hasonloak az awassi kosoknal (35,5cm) mért adatokhoz, melyeknél szinten az Gszi
Id6szakban volt a legnagyobb a herekérméret. A barbadoszi, babolna tetra, cigaja és ile
de france fajtdknal nyaron, suffolkndl tavasszal, szapora merinonal télen mérték a

legnagyobb herekérméretet (OLAH, 2010).

Dorper és fehér dorper kosok esetében megallapithatd, hogy a herekorméret

valtozasa kisebb mértékii, mint a hazankban eddig vizsgalt fajtaknal.
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4.4 A kurkumin és ondéplazma protein Kkiegészités hatasa a kos spermara

4. kisérlet: A kurkumin és az ondoplazma protein kiegészités hatdsa a +5°C-on tarolt

kos spermara

13. tablazat: Membranintegritas és mitokondridlis aktivitas vizsgalata a +5°C-ra hiitott

spermanal
Eltartas ideje
Vizsgalt ;o
jellemz6k Higito Oh 24h 48h
(%) X+SD X+SD X+SD
Pl1- tejes
(kontroll) | ©0-29+15.14 59,107,77 55,16+5,42
+1,0nM
kurkumin | 9811%15,40 58,93+7,72 32,21+27,98
+2,0nM
kurkumin 59,79+9,20 59,61+3,37 £37,68+34,3
+25mg/ml
ondoplazma | 45,65+34,43 46,72+30,23 37,57+30,29
protein
YoPro- tejes
/Mitotracker+ (konjtrou) 99,2+0,00 98,25+1,9 66,40+35.,9
+1,0nM
kurkumin | 99-35%0.63 97,65+0,63 68,55+£29,06
+2,0nM
kurkumin 99,55+0,49 98,65+1,48 64,50+37,47
+25mg/ml
ondoplazma | 99,30+0,42 98,75+1,03 73,07+27,03
protein

(P>0,05)

Az eredmények alapjan a kontroll higitoban volt a legtobb ép, feji
plazmamembrannal rendelkezd spermium. Erdekes megfigyelni, hogy a 48h-as eltartas
utdn ezek a sejtek veszitették el legnagyobb aranyban a mitokondridlis aktivitdsukat €s a
motilitas is ennél a csoportnal volt a legalacsonyabb (13. tablazat). Az eredményekre a
MANJUNATH (2012) altal kozoltek adhatnak magyarazatot. A tejben 1évé kazeinek
képesek a spermasejt membranjat alkotd proteinekhez kotddni, ezéltal védelmet
biztositanak a szabadgyokok karositd hatdsa ellen. Mivel a spermium feji részén a
legnagyobb a membranfeliilet, ezért valosziniisithetd, hogy a spermiumok fején
biztositott a leghatékonyabb membranvédelem, mig a kozéprész és farok csak kevés
fehérje megkotésére alkalmas. SOLEIMANZADEH ¢és SABERIVAND (2013) eltérd
eredményeket kozoltek 2,5nM kurkumin kiegészités esetén. Patkany sperma +5°C-0s
taroldsa soran a kurkumin kiegészités hatasara kedvezdébb volt a spermiumok motilitasa,
membranintegritasa és a DNS fragmentacioval rendelkez6 sejtek aranya a kontrollhoz

viszonyitva.
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A mitokondriumok a membranfolyamatok fenntartdsdhoz termelik az ATP-,

sériilésiik hatassal van az apoptikus folyamatok beindulasara. A mitokondrium

karosodas soran

szabadgyokok

szabadulnak fel,

crer

melyek a membréanszerkezet

spermium fertilizacids képességét. A mitokondridlis aktivitas a 24h-as tarolas sordn nem

csokkent érdemben, viszont a 48h-s tarolast kovetden jelentdsen megnovekedett a

karosodott mitokondriumok aranya, de az eredmények nem mutattak szignifikéns

kiilonbséget (P>0,05). A mitokondrialis karosodas mértéke Osszefiiggésben lehet azzal,

hogy a tarolasi folyamat sordn n6 a szabadgyokok mennyisége.

14. tablazat: Kapacitacios statusz vizsgalata CTC-moddszerrel

- Eltartas ideje
ig;z;%;‘}fk Higité oh 24h 48h
(%) X£SD X+SD X+SD
NCL (kgﬁlterg”) 34.50+19,09 19,0049.89 9.50+4.94
kt}l’((l)m?n 39,50+13 .43 24.50+6.36 17,000,00
+2,0nM 39.50+13.43 21.5040.70 15.5043.53
kurkumin > > > > ’ ’
+25mg/ml
ondoplazma | 33,50423,33 20,50+13.43 16,50+13 43
protein
NCD tejes
(korxeoll) 5.00+2,82 9,00+2.72 14,50+9,19
kﬁ}k%?n'\{'n 5.50+4,94 5.0041.41 15,00+4 24
kﬁ%k%?nl\?n 8.543.53 8.00+1.31 14.50+10,60
+25mg/ml
ondoplazma 8,50+7,77 15,50+7,67 18,00+8,38
protein
C (kgﬁﬁg”) 48,00+16,97 52,50+20,50 54,50+21,92
kﬁ}k%’;n'\’i'n 43.,50£6,36 44.00+2,82 41,0048 48
kﬁ%k%?nl\?n 37.50+6,36 41,50£1626 | 37.50+17.67
+25mg/ml
ondoplazma | 38,0041,41 39,00+7,07 36,50+7,77
protein
R (kger{terf)l) 12,50:£0,70 19,50+2,12 21,50+7,77
+1,0nM 12.00+1,41 21.5043.53 27.0044.24
kurkumin ’ ’ > > ’ ’
+2,0nM 14.5043.53 29.00+4,24 32.5043.53
kurkumin ’ ’ > > ’ ’
+25mg/ml
ondoplazma | 20,00+14,14 25.00414,04 | 29,00+24,04
protein
(P>0,05)
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Arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a 1,0 nM kurkumin tartalmt higitokban volt
a legtobb a nem kapacitalt, ¢l6 sejtek szama, mig a legnagyobb aranyban a kontroll
higitoban csokkent ezek aranya. A kapacitalt sejtek szama kontrollban volt a
legmagasabb, mig a protein kiegészités sikeresen megvédte a spermiumok membranjat,
de a higitok kozott tapasztalt kiilonbség nem volt szignifikans (P>0,05) (14. tablazat).
PAULENZ ¢s mtsai (2002) munkdjukban eltéré eredményeket kozoltek. A tej alapu

higitonal 0 és 24h-&s tarolast kovetden a sejtek 70% tartozott a nem kapacitalt

csoportba.

15. tablazat: A foszfatidilszerin transzlokéaci6 vizsgélat eredményei

Eltartas ideje
Vizsgalt oy
jellemzék Higité Oh 24h 48h
(%) _ X+SD X+SD X+SD
Anx+/PI- (kger{ffbl) 3,7043,67 3.5542.47 4.95+1.76
foszfatidilezerin | +LOMM 1 7 55:8,60 4,002,69 2,90+1,41
€I6 sejtek o2 oM. 8.20:£6,47 10,75+2.19 15.10+0,70
+25mg/ml
ondoplazma 6,60+4,63 13,00+2,26 19,55+10,53
protein
Anx-IPI+ (kger{ffbl) 20,35+13,68 21,90+7,63 22,60+0,42
transslokiciotol | kurkamn | 18:8029.19 19,9542,61 22,5542,33
Clhalt sejtek 2 OnM 033541303 | 24356162 | 33,00:791
+25mg/ml
ondoplazma 17,85+4,73 27,05£1,76 32,75+22,31
protein
Anx-/P1- (kger{ffbl) 34,65+29.9 20,90+2,96 18.85+14.83
etz | SEM 7000 | possan | anele
Qggtéstek oM 14 7551,62 10,25+3,04 15,95+4,14
+25mg/ml
ondoplazma 25,65+3,74 15,25+7,50 13,65+6,32
protein
Anx+/P1+ (kger{tersbn 41,30+12.32 53,6546,92 53,60+12,65
foszfatidilezerin | *LOMM 1 45654883 | 56206530 | 59,35%11,17
elhalt sejtek G20 |53 7048 55 54,68+0.49 49954721
+25mg/ml
ondoplazma |  49,90+6,57 44,70+5,65 47.50-£0,84
protein

(P>0,05)
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A sperma hitése és a foszfatidil szerin transzlokécié kozotti kapcsolat ismert.
Hidegsokk hatasara fokozodik a membran fluiditdsa és fokozodik a plazmamembrant
alkoto foszfatidilszerin transzlokacioja (MARTI és mtsai, 2008). Az eltartsi proba soran
folyamatosan novekedett a foszfatidilszerin transzlokacioval rendelkez6 sejtek szama. A
legnagyobb aranyl novekedést a +25mg/mL onddplazma proteint tartalmaz6é mintanal
tapasztaltam (P>0,05) (15. tablazat). Mivel a kisérlet elvégzése el6tt nem hasznaltunk
swim-up modszert az ondoplazma eltavolitasara, ezért a szeminalis plazma fehérjék is
okozhattak az apoptikus folyamat felgyorsulasat. MANJUNATH (2012) koézleményében
arr6l szamol be, hogy a szeminalis plazma tartalmaz olyan komponenseket, amelyek
csokkentik a spermiumok fertilizacids képességét, de jelenleg még nem ismert a folyamat
pontos lejatszodéasa. Az egyik hipotézis szerint a BSP (Binder of Sperm Proteins) fehérjék
képesek a plazmamembran foszfolipidjeinez és a koleszterinhez ko6tddni, ezaltal
megbontva a membranszerkezetet. A tejben 1évé kazeinek, a-laktoalbumin és f-
laktoglobulin képes megkotni a BSP  fehérjéket, ezaltal védik a spermamembran
szerkezetét (BERGERON és mtsai, 2007). Az altalunk elért eredmények magyardzata
lehet, hogy a tejben nem volt elég fehérje, amely képes volt semlegesiteni az

onddplazméban 1évé BSP fehérjék hatasat.

16. tablazat: A Casp-3,-7 aktivitas eredménye +5°C-ra hiitott sperma esetén

v : Eltartas ideje
izsgalt ;o
jell en%z ok Higité Oh 24h 48h
(%) X+£SD X£SD X£SD
Casp-/Eth- i
P (kongolly | 381822189 | 3675233 34,20+5,93
GLONM - 5425610,96 | 38,1043,11 36,603,67
2o | 483040,56 | 43,4029,61 41,10£2,68
F25mgIml
onddplazma | 53.80:4.24 | 46603224 | 40.80+1872
protein
Casp-/Eth+ i
P (komgolly | 445417 9,55+6,29 9,90+4,10
nOnM. 9,50+2,82 9,45+6.15 10,10+5,79
G Z0nM 1 7.80+6,36 12,85+7,00 13,0525,72
F25mgIml
onddplazma | 700608 4,95+0,91 8,15+2,61
protein
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Casp+/Eth-

(kgﬁjﬁg”) 22,75+12,23 32,40+6,92 27,05+12,65
L onM. 18,55+8,83 32,65+5,30 28,10+11,17
20N, 29,1548,55 23.45+0,49 19.90+7 21
+25mg/ml
ondoplazma | 23,65+6,57 13.20+5,65 7.400,84
protein
Casp+/Eth+ roios
(koo | 34652991 20,90+2,96 28.85+2,61
oM. 1 17,80+0,70 19,85£2,19 | 2520£1,69
oM. 14,75+1,62 20,25+3.,04 25.95+4,17
+25mg/ml
ondoplazma | 15,65+3,74 35.25+27.50 43,65+2637
protein
(P>0,05)

Az apoptdzis vizsgalata sordn a leginformativabb kategoéria a nem apoptikus
sejteket tartalmazo Casp-/Eth- kategoria. A 24 és 48h-as tarolas soran a kontroll
higitoban csokkent a legkisebb mértékben a Casp-/Eth- spermiumok szama, mig a
szeminalis plazma proteinnel végzett hiités ebben az esetben nem bizonyult hatdsosnak
(16. tablazat). A tejben 1évé kazeinek képesek micellakat alkotni és a
spermamembranhoz kotddni, ezaltal védik az onddsejteket a hidegsokkal szemben, a
membranszerkezet stabilizalasa révén (BERGERON ¢s mtsai, 2007). Kos (CHOONG
¢s WALES, 1962), mén (BATELLIER és mtsai, 1997) és bika (O’SHEA és WALES,
1966) esetében a kazeinek membranvédd hatdsat mar igazoltdk a termékenyitdanyag

+4°C-ra hiitése soran.

17. tablazat: A TUNEL- teszt eredménye a 48h-as eltartasi proba soran

Eltartas ideje
Vizsgalt oy
jellemzok Higité Oh 24h 48h
(%) X+SD X+£SD X£SD
tejes
Tunel- (konitroll) 88,50+2,12 24,15+0,63 32,95+12,09
+1,0nM
kurkumin 59,70+36,91 67,05+12,09 63,55+27,7
+2,0nM
kurkumin 65,60+35,63 58,20+6,78 65,50+10,66
+25mg/ml
ondoplazma |  49,00+39,59 39,40+14,70 41,35+£33,46
protein
tejes
Tunel+ (konitroll) 11,50+1,76 75,85433,37 67,05+49,35
+1,0nM 40,30+33,37 32,95+12,09 34,45+27,78
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kurkumin

+2,0nM
kurkumin 34,40+15,63 41,80+3,95 34,50+10,60

+25mg/ml
ondoplazma | 51,00+35,35 60,60+14,70 58,65+33,44
protein

(P>0,05)

Hutést kovetden a kontroll higitoban volt a legmagasabb a DNS intakt sejtek
szdma, mig ondoplazma kiegészités hatdsdra minddssze a sejtek 49%-a rendelkezett ép
orokit6 anyaggal. A 24h-as eltartast kovetden a kontroll higitoban sériiltek a legnagyobb
aranyban a sejtek és az 1,0nM kurkumint tartalmazoé higitoban volt a legmagasabb ezek
aranya. A 2,0nM kurkumin tartalmu higitoban a 48h-at kovetden is 65% volt a DNS
fragmentaciotél mentes spermiumok szama, ami megegyezik a Oh-nal elért
eredménnyel, de az 1,0nM kurkumin tartalmu higitoban sem valtozott szamottevéen a
DNS intakt spermiumok aranya. Az eredmények alapjan levonhatd a kovetkeztetés,
hogy az 1,0nM és 2,0nM tartalmu higité eredményesen alkalmazhaté a sperma +5°C-on
valo tarolasara (17. tablazat). A munkank soran kapott eredményeket —még ha
statisztikailag nem is igazolhatéan- megerdsiti MENDOZA ¢és mtsai (2013)
megallapitasa, miszerint hiités noveli a Tunel+ sejtek szamat, de szemindlis plazma
kiegészitéssel csokkenthetd a hiités DNS-t karositdé hatasa. A DNS fragmentacio
mértékét a hiités hatasara kialakuld, hidegsokk, oxidativ stressz és a sejtmembran lipid-
peroxidécioja fokozza (CHEN ¢és mtsai, 1997), de mivel egyes plazma fehérjék képesek
a spermasejt membranjahoz kotddni, és képesek a stressz hatdsara megvaltozott

membran szerkezetét helyreallitani (BARRIOS és mtsai, 2000).

18. tablazat: Az in vitro fertilizacié eredményei a sperma 24h-as tarolasat kovetden

Csoport Matural 24h utdn 48’h Blasztociszt | Sejt/blasztociszt
t utan a a

22/38 | 1422 | 14/38 4114
Kontroll (57.9%) | (63.6%) | (36.8%) (28,6%) 135,66 + 39,43
1,0 nM 20037 | 16120 | 16/37 4/16
kurkumin (54.1%) | (80,0%)" | (43.2%)* | (2500) | 146:0%33.86
+2,0 M 16/35 | 1216 | 10/35 110 530
kurkumin (45.7%) | (75.0%)° | (28.6%) |  (10%) ’

7116

+25mg/ml 16/38 61 s 217
protein @2.1%) | 380" | 18 a0pp | (28.606) | 160-00+48,00

a, b: p<0,05; c,d: p<0,1

A spermiumok termékenyitOképességét 24h-as eltartast kovetéen in vitro

fertilizacidval hatdroztuk meg. A bardzdalodas kezdeti stddiuméban a kontroll
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csoportnal tapasztaltuk a legjobb eredményeket. A legtobb sejt/blasztociszta sejt a
kontroll és a protein csoportban volt, kdzel azonos aranyban. A protein csoport
blasztocisztai rendelkeztek a legtdbb sejttel, mig a 2,0nM kurkumin tartamu csoport
blasztocisztai a legkevesebbel. Az eredmények alapjan a 2,0nM kurkumin koncentracio
mar magas az eredményes fertilizdcidhoz. A protein kiegészités hatékonynak bizonyult,
mivel a legmagasabb sejt/blasztociszta aranyt itt értiik el, de a kontroll csoporthoz
képest nem volt kimutathatd szignifikans kiilonbség (P>0,05) az eredményekben
(18. tablazat). Kurkumaval kiegészitett higitoval a korabbiakban még nem végeztek in
vitro fertilizaciot, de a szemindlis plazma proteinek pozitiv hatdsat sertésben
(HERNANDEZ ¢s mtsai, 2007) mar igazoltak. FOOTE és mtsai (2002) szerint a tej
magas kazein tartalma miatt antioxidansként viselkedik. A tej alapt higitdbhoz adott
kiilonb6zé antioxidansok (SOD, aszkorbinsav, hipotaurin) nem javitottdk a

bikaspermiumok motilitasat és a fertilizacids képességiiket sem befolyasoltak.
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4.5 A kurkumin és ondéplazma plazma kiegészités hatisa a +15°C-on tarolt kos

spermara

19. tablazat: A kurkumin és onddplazma kiegészités hatasa a +15°C-on tarolt

kossperma motilitasara, membranintegritdsara és a mitokondridlis aktivitasra

Swim-up utan

Hiités utan
L, Swim-up +25mg/ml
Vizsgalt +1,0nM +2,0nM
Frissen médium ondéplazma +tej . .
jellemzok . kurkumin kurkumin
(kontroll) protein
(%) X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
Motilitas 77,50+12,34 | 57,80+15,80 89,00+5,29 75,50+16,42 | 76,75+15,56 | 66,33£15,30
Progressziv
34,00+7,74 20,00+19,35 | 43,00+15,62 37,2549,56 38,50+6,24 42,33+11,93
motilitas
PI’ 44,90+18,11% | 30,00+8,97° 77,16£5,30% | 45,52+11,56* | 41,80+15,72* | 40,13£7,91°
YoPro-
. 96,17+3,80 97,35+1,53 97,46%3,35 96,85+1,99 96,37+2,43 97,40+1,93
/Mitotracker+
a,b,c_

a kiilonbozo betiivel jelolt atlagok szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket mutatnak azonos vizsgalat

jellemzok esetében

Friss sperma esetében a progressziv motilitds 34% volt, ami hiitést kovetden a
20%-ra csokkent. Ondoplazma kiegészités hatasara hiitést kovetden novekedett a
motilis sejtek ardnya, ahogyan a kurkumin kiegészités is pozitiv hatassal volt a
motilitasra, de az eredmények kozott nem volt szignifikans kiilonbség (P>0,05). A
membranintakt sejtek aranya hiitést kovetden az ondoplazma proteinnel kezelt mintdban
volt a legtobb (77,16%), mig a tobbi kezelésnek nem volt hatasa a spermiumok
membranintegritdsara (P>0,05). A spermiumok membranjdhoz ko6tddé ondodplazma
proteinek képesek megvédeni a sejteket a kdros hatasoktol (pl.: hidegsokk) (BARRIOS,
2000). A mitokondrialis aktivitas egyik esetben sem mutatott eltérést a kontrollhoz
viszonyitva (19. tablazat). DOMINGEZ és mtsai (2008) hasonlé megallapitasra jutottak
fagyasztott kos spermaval végzett kisérletiikben, ahol a tenyészszezonban gyljtott
ondoplazmaval végzett higitds pozitiv hatassal gyakorolt a felolvasztott mintaknal a
spermasejtek motilitasaira. ALVAREZ és STOREY (1995) szerint elsGsorban a
szeminalis plazmaban 1évé albuminnak van szerepe a spermamembran védelmébe és a
motilitas fenntartdsdban. BUCAK ¢és mtsai (2012) fagyasztott bikasperma esetében
vizsgaltdk a 0,5mM ¢és 2,0mM kurkumin kiegészités hatasat. Eredményeik alapjan
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0,5nM kurkumin tartalmu higitoban alacsonyabb volt az abnormalis sejtek aranya ¢€s a

sejtek membranintegritasa (P<0,001).

100%

90% |-

80%

70%

60%

I I R
50% I
=C

40% = NCD

30% —— =NCL

20%

10%

O% T T T T T
Frissen Swim-up +25mg/ml +tej +1,0nM +2,0nM
médium  ondoplazma kurkumin kurkumin
(kontrol) protein

23. abra: A kapacitacios statusz vizsgalati eredménye

A tovabbiakban a vizsgalt tulajdonsidgok atlag- és szoras értékei az 1.
mellékletben taldlhatoak meg. A kapacitacidés statusz vizsgadlata soran a friss
spermiumok minddssze 30,25%-volt €16 és nem kapacitalt, ami igen alacsony.
MENDOZA ¢és mtsai (2013) friss sperméanal 61,3%-os értékrél szamoltak be, ami
+15°C-ra hiitést kovetden csdkkent 26,6%-a, mig onddplazma kiegészitéssel 33,2%-ra
csokkent, ami esetlinkben 51,66% volt. A tej, illetve kurkumin tartalma higitokban az
€16, nem kapacitalt sejtek szdma a friss sperméaban kapott értékhez hasonlo, attdl nem
kiilonbozik szignifikins mértékben (P>0,05) (23. abra). Az utdbbi higitokban viszont
magasabb a kapacitacion atesett sejtek szdma, a kontroll higitdhoz viszonyitva.
VADNAIS és mtsai (2005) kan sperma esetében vizsgaltak, hogyan befolyésolja a 20%
(v/v) szeminélis plazma kiegészités a spermiumok kapacitacids statuszat +5°C-ra hiités
esetében. A kisérlet sordn azt az eredményt kaptak, hogy az ondoplazma kiegészités
képes csokkenteni €s visszaforditani a kapacitacio folyamatat. Friss sperma esetében a
sejtek 63,3%-a volt kapacitalt, hiitést kovetden 34,2% volt a kapacitalt spermasejtek
aranya a szemindlis plazmaval végzett kezelés hatasara. MAXWELL ¢és mtsai (1999)

szintén arr6l szamoltak be, hogy fagyasztott, majd felolvasztott kossperma mintaknal

95



tobb volt a nem kapacitalt és akroszoma reakcion atesett sejtek szama, amennyiben

szeminalis plazmat adtak a higitohoz.
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24. abra: Az apoptozis vizsgalat eredménye +15°C-ra hiitdtt kossperméanal

Friss sperma esetében a Casp+/Eth- Sejtek aranya 5,15% volt, ami hiitést kovetéen
nem novekedett szamottevé mértékben (5,45%). A protein (5,66%), 1,0nM kurkumin
(5,00%), 2,0nM kurkumin (5,26%) kiegészités szintén nem nodvelte szignifikins
mértékben (P>0,05) a kaszpdz aktivitdst mutatd sejtek szamat. Hiitést kovetden az
eredmények azt mutattdk, hogy ondoplazma kiegészités hatasara megnovekedett a nem
apoptikus sejtek szama (52,33%), mind a friss spermahoz (31,27%), mind a hiitott,
kontroll mintdhoz (30,55%) viszonyitva. A kurkumin is képes volt csokkenteni az
apoptikus folyamat felgyorsulasat fiiggetleniil az alkalmazott koncentraciotol (24. abra).
MENDOZA ¢s mtsai (2013) szintén azt tapasztaltdk, hogy a szeminalis plazma
kiegészités csokkenti a caspase-3, -7 aktivitdsat, ezaltal lassitja a kaszpaz kaszkad
miikddését és az apoptozis folyamatdt. A kordbbiakban még nem végeztek olyan
kutatast, mely a spermasejtek kaszpaz-3, -7 aktivitdsat és a kurkumin kolcsonhatésat
vizsgalta. ANTO ¢és mtsai (2002) azt tanulmanyoztak, hogy a kurkumin hogyan
befolyasolja tumor sejteknél az apoptozis folyamatat. Eredményeik alapjan a kurkumin
az iniciator kaszpaz-8 és kaszpaz-3 aktivitasat novelte meg. A két kaszpaz aktivacidja
szoros Osszefliggést mutat, mivel a kaszpaz-8 a halalreceptorok 4altal toborzott

haléalfehérjekomplexrdl, a jelkomplexrdl induld jel altal képes aktivani a kaszpaz-3-at.
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ZHAO ¢és mtsai (1989) tanulméanydban szintén az olvashato, hogy a kurkumin az
instrinsic (mitokondridlis) kaszpaz kaszkad aktivizaciojat valtja ki a kaszpaz-8, -3
aktivalasaval.
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25. abra: A foszfatidilszerin transzlokacio mértéke a +15°C-ra hiitott

termékenyitdanyagban

A foszfatidilszerin transzlokacié mértékét az 25. abra szemlélteti. Friss spermanal
az Anx+ sejtek szama 39,87% volt, ami atlagos értéknek szamit. MENDOZA ¢és mtsai
(2012) hasonlo, 34,0%-os értékrdl szamoltak be friss sperma esetében. Hiitést kovetden
a kontroll higitoban kozel kétszeresére emelkedett az Anx+ sejtek szama (63,41%),
ellentétben a proteines higitoval, amelyben csokkent a PS transzlokéaci6 mértéke és a
sejtek 25,97% volt Anx+. Az Anx-/Pl- sejtek szama a friss, kontroll és a proteinnel
kezelt mintak esetében szignifikdns (P<0,05) kiilonbséget mutatott. MENDOZA ¢és
mtsai (2013) szintén hasonldé eredményeket kaptak hiitést kovetden. Friss sperma
esetében az Anx+ sejtek aranya 22,0% volt, ami hiitést kdvetden 14,5%-ra csokkent
abban az esetben, amikor a mintahoz 1,7mg/ml szeminalis plazma kiegészitést adtak.
A kurkumin kiegészités a PS transzlokacido mértékét ndvelte hiitést kovetden, mivel az
1,0nM mintdnal a sejtek 54,88%-a, mig 2,0nM esetén 57,7%-a volt Anx+, amibdl
levonhatd a kovetkeztetés, hogy a kurkumin fokozza a foszfatidilszerin transzlokacio
mértékét. JARUGA ¢és mtsai (1998) vorosvérsejteknél tapasztaltak, hogy a kurkumin

koncentracid ndvelése pozitiv korreldcioban van a foszafatidilszerin transzlokacid
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mértékével. Kurkumin kiegészités hatasara a vorosvérsejtek echinocytosison mentek
keresztiil, ami azt jelenti, hogy a sejtek membranja megnyulik és tiiskéhez hasonld
képletek jelennek meg a vorosvértest felszinén. VINOD ¢s mtsai (2013) a mellrakot
okoz6 daganatos sejteket inkubaltak 10um kurkumint tartalmazé tapfolyadékban és a

kurkumin kiegészités fokozta a rakos sejteknél a PS transzlokacié mértékét.
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26. abra: A Tunel teszt eredménye +15°C-ra hiitétt kosspermanal

A hitott mintdban a DNS karosodas mértékét a 26. abra szemlélteti. A DNS
fragmenticié mértéke a friss sperma esetében magas, 25,60%. A +15°C-ra hiitést
kovetden a swim-up médiumban tarolt spermanal volt a legmagasabb a Tunel- sejtek
szdma (69,87%). A protein kiegészitéssel hasonld eredmény tapasztaltunk (68,80%). A
kurkumin kezelés hatasdra csokkent a DNS intakt sejtek szama, 1,0nM esetében
(61,42%), 2,0nM (57,50%). A tej tartalmu higitoban volt a legkevesebb DNS intakt sejt
(56,77%), azonban a kiillonb6z6 higitok hatdsa kdzott nem volt szignifikans kiilonbség
(P>0,05). MENDOZA és mtsai (2013) eltéré eredményeket kozoltek +15°C-ra hiitott
kossperma esetében. Friss sperma esetén minddssze 1,6% volt a DNS karosodott sejtek
szama. Hitést kovetéen a kontroll mintaban 8,4%-ra emelkedett a karosodott sejtek
szdma, mig a szemindlis plazma kiegészités hatasara 7,5% volt a DNS fragmentacioval
rendelkezé onddsejtek ardnya, ami szignifikdns mértékben (P<0,001) kiilonbozott a
kontroll csoportban kapott eredményt6l. Friss sperma esetében MENDOZA és mtsai
(2012) a sejtek minddssze 4,89%-nél tapasztaltak DNS fragmentaciot, mig 20°C-ra
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hiitott kos sperma esetében ez az érték 10,54%, ami szintén kedvezdbb, mint az altalunk
kapott eredmények friss sperma esetében. Erre a jelenségre magyarazat lehet, hogy a
rasa aragonesa juh szezonalis fajta és mivel aprilis-majusban végeztiikk a kisérletet
(szezonon kiviil), ez magyarazat lehet arra, hogy miért volt magas mar friss sperma

esetében is a Tunel+ sejtek szama.

164

spermiumok szama

A petesejthez kapesolodd

Kontrol Protein Tej 1,0nM 2,0nm
kurkumin  kurkumin

A * a szignifikans kiilonbséget jelzi (P<0,001)

27. abra: A petesejthez kot6dé spermiumok szdma a kiilénbdz6 tipust +15°C-ra hiitott,

higitott sperma esetén

A mesterséges termékenyitéssel egy idOben peteburok kotodési teszt
segitségével is meghataroztuk a kiilonb6z6 médiumokban tarolt kossperma fertilizacios
képességét. Az eredmények alapjan az ondoplazma protein kiegészitésnek pozitiv
hatdsa volt spermiumok fertilizacids képességére, atlagosan 8,2 spermium kotodott egy
petesejthez. A 1,0nM kurkumint tartalmazd higitoban 6,4 spermium/petesejt, mig a
2,0nM kurkumin tartalmuanal 6,2 spermium/petesejt kotddott. A kontroll higitdban volt a
legalacsonyabb, 4,8 spermium/petesejt az ondosejtek fertilizacidos képessége.
Az ondoplazma protein tartalm higitbban a spermiumok fertilizaciés képessége
szignifikans mértékben kiilonbozott a  tobbi  higitotol (P<0,001) (27. abra).
MENDOZA ¢s mtsai (2013) 1,7 mg/ml szemindlis plazma kiegészitést alkalmaztak

+15°C-ra hiittt kossperma esetében. A peteburok kotddési teszt eredményei alapjan a
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protein kiegészités hatasara atlagosan 3,17 spermium/petesejt, mig kontroll higitoban
3,31 spermium/petesejt kotodott, de az eredmények kozotti kiilonbség nem volt
szignifikans (P<0,05). CHEN ¢és CHAN (2012) munkdjuk soran arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy egérnél alkalmazott IVF esetén, ha a petesejteket 20uM kurkumin
tartalmi médiumban inkubaltak, akkor szignifikans mértékben csokkent a spermiumok
fertilizacids képessége.
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28. abra: A vemhesiilési szazalék alakuldsa transzcervikalis termékenyitést kovetden

Az onddplazmaval végzett kisérletben Osszesen harom alkalommal végeztiink
transzcervikalis termékenyitést. A kisérletben dsszesen 87 anyajuhot vontunk be, hogy
megvizsgaljuk milyen hatdsa van az ondoplazma protein kiegészitésnek a spermiumok
fertilizacios képességére. A kontroll a swim-up médiummal higitott ondd volt.
A termékenyitést kovetd 34. napon rektdlis ultrahangos vizsgalatot végeztiink a
vemhesség megallapitdsara, melynek eredményeit az 28. 4&bra személteti.
Az els6 termékenyitést kovetden mindkét vizsgalati csoportban az anyajuhok 6,7%-nal
allapitottunk meg vemhességet. A masodik termékenyitést kovetden a kontroll csoport
anyainak 35,7%-a, mig az ondoplazma kiegészitéssel termékenyitett anydk 28,5%-a
vemhesiilt. Harmadik alkalommal a két csoport eredményei kozel azonosak voltak
(kontroll: 31,3%, onddplazma kiegészités: 30,8%). Az altalunk elért vembhesiilési
eredményeket tovabba az is befolyasolhatta, hogy a rasa aragonesa egy erdsen
szezonalis fajta, és a szezonon kiviil végzett termékenyités eredményessége gyengébb a

tenyészszezonhoz képest. A vemhesiilési eredményeket egyik esetben sem befolyasolta
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az alkalmazott higit6 tipusa (P>0,01). LEAHY ¢és mtsai. (2010) fagyasztott kos sperma
esetén vizsgaltdk az ondoplazma kiegészités hatdsat és eredményeik szintén azt
bizonyitottak, hogy az onddplazma kiegészités nem volt hatassal a termékenyiilési
eredményekre. MAXWELL ¢és mtsai (1999) fagyasztott kosspermaval végeztek
cervikdlis termékenyitést, ahol a szemindlis plazma kiegészités hatdsara a

termékenyiilési arany 51%, mig a kontroll esetében 28% volt.
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5 KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A zselatinnal végzett eltartasi probak soran arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a

zselatinnak nincs karos hatasa a spermiumokra, de a kontroll tejes higitdo eredményeit
nem multa feliil. Feltételezhetd, hogy a tejben 1évé kazeinek és albumin nagy
affinitdssal kotddnek a spermasejtek membranjahoz, ezéltal hatékony védelmet
biztositanak a hidegsokk ellen.
A zselatin kedvezd hatdsa, mesterséges termékenyités soran lehet jelentds. Cervikalis
termékenyités esetén sok esetben problémat okoz az ondd visszafolyésa, termékenyitést
kovetden. A probléma ebben az esetben az, hogy a vaginaba visszafolyt spermiumoknak
tobb iddre van sziiksége a cervixen és az uteruson val6 4thaladashoz, ami csokkenti a
termékenyiilés esélyét. A zselatin 30-35°C koriili hdmérsékleten (Bloom szamtol és
koncentraciotél fiiggden) alakul gélbol folyékony halmazallapotuva, ezért optimalis
esetben beondozaskor a termékenyité anyag még gél halmazallapotu, ami
megakaddlyozza a sperma visszafolydsdt. A cervixben a zselatin folyékony
halmazéllapotava valik, ezéltal a spermiumok szdmadara is biztosit egy folyékony
kozeget, melyben gyorsabb mozgasra képesek.

A nanoszelénnel végzett takarmanykiegészités hatdsara nem tapasztaltunk érdemi

valtozast a vér szeléntartalmdban és a sperma mindségi tulajdonsagaiban. Az
eredmények alapjan levonhatd a kovetkeztetés, hogy a takarméanyban 1évé szelén is
képes volt fedezni a normalis spermiogenezishez sziikséges mennyiséget.
A tovabbiakban érdemes lenne a here szoveti allomanyat is megvizsgalni nanoszelénnel
végzett takarmanykiegészitést kovetden, ugyanis szelén kiegészités hatasara a Sertoli
sejtek szama ndvekszik a here allomanyéaban, ami a spermakoncentracido novekedését
1dézheti eld. Tovabba vizsgalataink soran 10 szeminalis plazma fehérje-expressziojaban
talaltunk eltérést, melyek koziil jelenleg nem ismert minden fehérje szerepe a
spermiogenezis folyamatédban és hatasa a sperma mindségi tulajdonségaira, fertilitasra.
A tovabbiakban ezen fehérjék szerepét lenne érdemes tanulméanyozni.

Eredményeink alapjan levonhaté a kovetkeztetés, hogy a csokkend nappali
megvilagitas hatasara dorper €s fehér dorper fajta esetében nétt a herekorméret, illetve
dorper kosok esetében az ondo stiriisége, fehér dorpernél az ejakulatum mennyisége.
Mindkét fajta esetében megallapitottuk, hogy a spermamindség minden évszakban
megfelelt az ejakulatummal szemben tadmasztott minimum kovetelményeknek. Ennek

alapjan javasolhato a kosok egész éven at torténd hasznalata. A késdbbiekben érdemes
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lenne olyan kisérletet végezni, mely azt vizsgalja, hogy mely évszakban a legkedvezdbb
a két fajta ondojanak fagyaszthatosaga.

A szeminalis plazma proteinekkel és a kurkuminnal végzett vizsgélat eredményei
alapjan megallapitottuk, hogy alkalmasak hlitott sperma tarolashoz.

A +5°C-on végzett tarolas sordan megallapitottuk, hogy a sperma mindségi
tulajdonségait sem a kurkumin, sem az onddplazmaprotein nem befolyasolta jelentdsen.
In vitro fertilizacié esetén viszont az 1,0nM kurkumin és a +25 mg/mL szeminalis
plazma kiegészités pozitivan hatott az embrionalis fejlédésre. Mivel a szeminalis
plazma proteinek bizonyos frakcioi képesek megvédeni a spermasejtek membranjat a
hidegsokktol, ezért érdemes lenne frakcionalt fehérjékkel kisérleteket végezni. Ezaltal
meg lehetne hatarozni, hogy pontosan mely fehérjék képesek a membranszerkezet

védelmére.
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6 UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

A dolgozatomban elért eredmények alapjan az aldbbi Uj tudomanyos eredmények

allapithatok meg:

1. Igazoltam, hogy az éllati és ndvényi eredetii zselatin kiegészitésnek nincs
negativ hatdsa a spermamindségre tej alapu higité hasznalata esetében, ezért
kiegészitoként vald alkalmazéasa javasolhatd. Tovabba a novényi zselatinok
elonye, hogy az Aallatokra veszélyes korokozokat (virusok, prionok) nem

tartalmaz.

2. Megallapitottam, hogy a nanoszelénnel végzett takarmanykiegészités nincs
hatassal a kosok spermamindségére ¢és a vér szeléntartalmara, viszont hatassal

van a szemindlis plazmaban 1év6 fehérjék expresszidjara.

3. Megallapitottam, hogy a hazankban is aszezonalis szaporodast dél-afrikai
dorper ¢és fehér dorper fajtak kosainak herekdrmérete és spermamindsége az

egyes ¢vszakok kozott az eurdpai fajtdkénadl kisebb mértékii ingadozast mutat.

4. Megallapitottam, hogy az onddplazma fehérje és kurkumin kiegészités nem
befolyasolja jelentdsen a sperma mindségi tulajdonsagait €s a transzcervikalis

termékenyités soran elért vemhesiilési eredményeket.
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7

AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

1. A tej alapu higitoval végzett cervikalis termékenyités tovabbra is az egyik

leghatékonyabb modja a +15°C vagy +5°C-ra hiitdtt kossperma

felhasznalasanak.

. A nanoszelén oldat alkalmas tenyészkosok takarmanykiegészitoként vald

felhasznalasra.
Dorper ¢és fehér dorper kosok minden évszakban jo mindségli spermat

termelenek, ezért egész éven at javasolhatd hasznalatuk.

. Az onddoplazma proteinek ¢és a kurkumin képesek a hidegsokk okozta

memebrankarosodat csokkenteni, ezért alkalmazhatéak a termékenyitéshez
hasznalt higitd Osszetevdjeként, de pontos hatdsmechanizmusok tovabbi

vizsgélatot igényel.
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8 OSSZEFOGLALAS

A mesterséges termékenyités folyamataban az egyik legnagyobb szerepe a
kivalasztott tenyészkosnak van, mert igen nagyszamu utddja altal javithat vagy ronthat
az allomény mindségén. Emiatt a tenyészkos kivalasztasa soran kritikusabban lehet és
kell szelektdlni a rendelkezésre all6 alloményt, mint az anyaknal. Amennyiben a
kosokat mesterséges termékenyitésre hasznaljuk fel, Ggy elengedhetetlen az ondd
mindségének biralata. Az ondd legfontosabb értékmérd tulajdonsagai a makroszkopos
vizsgélattal megallapithatdé mennyiség, szag, szin, halmazallapot és pH-érték. Tovabba
mikroszkdpos, valamint egyéb miszeres vizsgalatokkal megallapithato a tomegmozgas,
progressziv motilitds, slrliség, ¢€l6/holt sejtek aranya, akroszoma allapota, DNS
karosodas mértéke és a sejtek morfologiaja. Jelen dolgozat célja az volt, hogy
megallapitsuk mely tényezok befolyasoljak leginkabb friss és hiittt sperma esetében
ezeket a spermamindségi tulajdonsagokat.

Az elsd kisérlet célja az volt, hogy megallapitsuk, hogy a zselatin tartalmu higito
miként befolydsolja az 6t napon at, 5°C-on tarolt kossperma életképességét. A
hipotézisiink az volt, hogy ha zselatint adunk a spermahigitokhoz, akkor 6tnapos tarolas
soran a spermiumok tovabb megdrzik é€letképességiiket, mint a kontroll higitokban. A
kutatashoz két alaphigitot hasznaltunk. Az egyik 1,5%-o0s zsirtartalmi UHT-tej, a masik
1,5%-o0s zsirtartalmi UHT-tej+5% tojassargdja. Mind a két higitohoz 0; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0%-ban adtunk Dr. Oetker lapzselatint. A higitott ejakuldtumokat 5 napig +5°C-on
taroltuk és 24h-ként mintat vettiink beldliik. A mintakbol Kovacs-Foote-féle festéssel
készitettiink keneteket, amiket fénymikroszkop segitségével értékeltiink ki. A sejteket 6t
csoportba soroltuk ugy, mint: €16-ép, él6-sériilt akroszomaju, elhalt, €16 feji-elhalt
farku, €16 farka-elhalt fejii. Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a 1,5%-os zsirtartalmu UHT-tej+1,0% lapzselatin, illetve 1,5%-os zsirtartalmua
UHT-tej+5% tojassargaja+1,5% zselatinos higitoban tobb €16, ép sejt talalhato, mint a
kontrollként hasznalt zselatinmentes higitoban.

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a szddium-alginat tartalmu higitd, hogyan
befolyasolja a +15°C-ra és +5°C-ra hiitott, 48h-an tarolt kossperma mindségi
tulajdonsagait. A tej alapu higitoét hasznaltuk kontrollként, melyhez 1,0; 1,5; 2,0%
zselatint oldottunk fel. Hiitést kdvetden meghataroztuk a spermiumok motilitasat,
membranintegritasat, kapacitacios statuszat és az apoptikus markereket. Az eredmények

alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a zselatin kiegészités hatdssal van a
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spermiumok motilitdsara, progressziv motilitdsara, membranintakt sejtek szamadra,
amennyiben az ond6t +5°C-on taroltuk 48h-an at. A +15°C-ra hiitdtt sperma esetében
nem volt kiilonbség a kontroll és zselatin tartalmu higitonal vizsgélt spermamindségi
tulajdonsagok kozott. Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
zselatin tartalmt higit6 alakalmas kossperma hiitve tarolasara, de a tej alapu higito
eredményeit nem multa feliil.

A masodik vizsgalat célja az elemi nano-szelén hatdsanak vizsgalata a
spermamindségre, a vér szeléntartalmara és az ondoplazma fehérje profiljara fehér
dorper kosoknal. A spermamindség esetében meghataroztuk az ondé mennyiségét (mL),
stirliségét (x10%), membranintegritasat (SYBR14/P), illetve a vér szeléntartalmat (ppb).
A kisérlet 70. napjan a szeminalis plazma fehérjeprofiljat hatdroztuk meg, majd a
kontroll és a szelénes csoport kozott expresszios kiilonbséget mutatd fehérjék LC-MS
modszerre keriiltek beazonositasra. Vizsgalati eredményeink alapjan a 0,3 mg/ml
nanoszelénnel végzett takarmanykiegészités nincs hatassal a kosok spermamindségére
¢s a vér szeléntartalmara, viszont hatassal van a szeminalis plazmaban 1évd fehérjék
expresszidjara, mivel 10 fehérje expressziojaban mutattunk ki kiilonbséget, melyek egy
része a spermiogenezisre van hatassal.

A harmadik kisérletben azt vizsgaltam, hogyan valtoznak dorper és fehér dorper
kosok onddjanak minéségi és mennyiségi jellemzdi és herekdrmérete a kiilonb6zo
évszakokban. Hetente egy alkalommal tortént mihiivelyes spermavétel fajténként
nyolc-nyolc kos bevonasaval. Ugratast kovetden vizsgaltuk az ondé mennyiségét (mL),
(%). Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az évszakok valtozasa hatassal van
dorper és fehér dorper kosok herekdorméretére és spermamindségére. A csokkend
nappali megvilagitas hatasara mindkét fajta esetében nétt a herekdrméret, illetve dorper
kosok esetében az ondo stirtisége, fehér dorpernél az ejakulatum mennyisége.

Az utols6 kisérlet célja, hogy megallapitsuk, miként befolyasoljdk az
ondéplazmaproteinek és a kurkumin a +15°C-ra, +5°C-ra hiitdtt és 48h-at tarolt
kossperma mindségi tulajdonsagait, fertilitasat. Annak érdekében, hogy pontosabb
informécionk legyen a fehérjék és a kurkumin kiegészitéssel hiitott sperma fertilizacios
képességérol pereburok kotddési tesztet (ZBA), mesterséges termékenyitést €s in vitro
fertilitzaciot (IVF) is elvégeztiink a hiitott mintadkkal. Az eredmények alapjan a

szeminalis plazma kiegészitéssel értiik el a legjobb ZBA eredményeket (P<0,001), de a
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mesterséges termékenyités és az in vitro fertilizdcié sordn elért eredények nem

kiilonboztek a kontroll csoport eredményeitdl.
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9 SUMMARY

When artificial insemination is used as care should be taken by choosing the
breeding ram, because by having a large number of successor the male can improve or
worsen the quality of the stock. Therefore a more critical selection should be made
among breeding rams than it is among the ewes. The evaluation of semen is neccessary
to be made when the rams are used for artificial insemination. The main parameters as
quantity, smell, colour, consistency and pH can be examined by using macroscopic
evaluation. Motility, progressive motility, concentration, the number of live/dead cells,
acrosome integrity, DNA fragmentation are the parameters can be evaluated by using
microscopic or different tools like flow cytometry to evaluate sperm quality and
morphology.

The aim of our study was to examine how different gelatin concentrations affect
ram semens viability in liquid storage at 5°C for five days. The hypothesis was to test
the effect of gelatin by using two different extenders to examine wheater they have a
protective effect on ram sperm morphology. In our experiment we used two different
semen extenders as: 1.5% UHT milk and 1.5% UHT milk+5% egg yolk by adding 0;
0.5; 1.0; 1.5; 2.0 % Dr. Oetker gelatin to semen extenders. We stored the semen up to
five days at 5°C and after every 24 hour we made the samplings. We stained the
smeares with Kovacs-Foote staining and evaluated them by light-microscope. The cells
were categorized into five groups as: live and intact cells, live cells with injured
acrosome, dead cells, live head with dead tails and live tails with dead head. On the fifth
day of the experiment the viability was the best in the following semen extenders: 1.5%
fat UHT milk+1.0% gelatin and 1.5% fat UHT milk+1.5%, but it was not significant.

In the next two trials we used sodium-alginate gelatin as an extender additive.
This study was set out to determine the effect of sodium-alginate based milk extender
on ram semen conserved at 5 °C up to 48h and also cooled to 15°C. Milk based extender
was used as a control to study the effect of sodium alginate by using the following
concentrations 1.0; 1.5; 2.0%. Motility, membrane integrity, capacitation status and
apoptotic markers were evaluated to assess in vitro sperm survival. Motility was not
affected by the time of storage or by the type of extender. Significant differences
(P<0.05), were only found in motility, progressive motility and the number of
membrane intact cells. There was no difference between the sperm quality paramaters

of the control and treated group when semen was refridgerated to 15°C. The results of

109



this research support the idea that ram semen diluted with gelatin-supplemented milk
extender appears to be a promising method for refridgerated ram semen, however using
milk based extender without gelatin supplementation still is a better way for the
preservation of refrigerated ovine semen for extended periods.

The aim of the second study was to determine the effect of nano selenium
treatment as a feed additive on semen quality, bloods selenium content and on the
protein profile of White Dorper seminal plasma. Semen quality parameters as motility
(mL), concentration (x10°%), membraneintegrity (SYBR14/P1) and blood selenium
content (ppb) was assesed. At Day 70 seminal plasma protein profile of the control
antreated gropup was assessed by using 2D-PAGE and the proteins showed different
expression among the groups were identified by using LC-MS method. From the results
we concluded that 0.3 mg/ml nanoselenium treatment did not had an effect the sperm
quality paramethers neither blood selenium concentration, although difference was
found in the expression of 10 seminal plasma proteins and most of them have an affect
on spermiogenesis.

The purpose of the third study was to determine the seasonal fluctuation of
sperm parameters and scrotal circumference in mature Dorper and White Dorper rams,
under the climatic conditions of Eastern Hungary. Preliminary investigations were
carried out with eight Dorper and eight White Dorper. Semen samples were collected
with artificial vagina and volume, concentration (x10%ml), mass motility (0-5),
progressive motility (%), scrotal circumference (cm) were determined. Scrotal
circumference increased in both breads when autumn was compared to spring. The
semen concentration also increased in autumn at Dorper breed, while in White Dorper
the volumne of the ejaculate resulted in higher numbers at autumn season.

The aim of the last trial was to examine the effect of seminal plasma protein and
curcumin in different concentration on chilled ram semen quality, fertility when semen
was cooled to +15°C and +5°C and stored up to 48h. To establish whether the protective
effect of seminal plasma proteins and curcumin is reflected in the fertilization potential,
we performed additional experiments to comparatively determine the influence of
seminal plasma proteins and curcumin on the zona pellucida binding assay (ZBA),
artificial insemination (Al) and also in vitro fertilization (IVF). The addition of seminal
plasma protein before refrigeration resulted in a higher (P<0.001) ZBA value,

nevertheless Al ans IVF results did not differed among the groups.
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14 ROVIDITESEK JEGYZEKE

ANP
APAF-1
ATP
BSA
BSP
CAMP
CFDA
CHAPS

CTC
DMSO
DNS
DTT
EDTA
EGF
ETDH;
HEPES
IAP
LH
MS

p

PAF
PGDS
PGE1
PBS
PI

ppb

ppm
PS

RONS
ROS
SMAC

Atrialis natriuretikus hormon
Apoptotic Protease Activating Factor-1
Adenozin trifoszfat

Bovine Serum Albumin

Bovine Seminal Plasma protein
Ciklikus adenozin-monofoszfat
Karboxi-fluoreszcein diacetat
[3-(3-(cholamydopropyl) dimethyl-ammonio)-1
sulphonate]

Klortetraciklin

Dimethyl sulfoxide

Dezoxi ribonukleinsav

Dithiothreitol
Etilén-diamin-tetraecetsav

Epidermalis novekedési faktor
Etidium-homodimer
4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav
Inhibitor of Apoptosis Proteins
Luteinizal6 hormon

Medium swim-up

Progeszteron

Vérlemezke aktivalo faktor
Prosztaglandin D2 szintetaz
Prosztaglandin E1

Phosphate buffered saline
Propidium-jodid

Parts per billion

Parts per million

Foszfatidil szerin

Reactive Oxygen and Nitrogen Species
Reactive Oxigen Species

Second Mitochondria-Derived Activator Caspases

propane
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TUNEL Terminal deoxynucleotide transferase-mediated deoxyuridine
triphosphate nick end-labeling
ZP3 Zona pellucida sperm-binding protein 3
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MELLEKLETEK

1. melléklet: A +15°C-ra hiitétt sperma vizsgalt jellemzbi

Swim-up utin

Hiités utan

Vizsgalt Swim-up | +25mg/ml #1,0nM | +2,0nM
. g Frissen médium | ondéplazma +tej A A
jellemz6k (kontrol) protein kurkumin | kurkumin
(%) X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM
NCL 30,25+14,17 13,00£9,59a 51,66+5,13b 32,25+14,45 37,00£10,58 32,00+7,93
23,25+20,18 30,75423,57
NCD s s 6,02+2,64"N° 525+1,25™ 4,75+1,70N 6,34+4,04 N
C 32,75+19,36 A0TSH230T | ) o aons | g6 s0eqq.qs0s | 43TSELLST 49,00+10,44
NS NS > s ’ > NS NS
13,75+12,97 14,50+14,54
R s 15,50£9,57 7,66£8,08N° | 16,00£13,58 " NS 12,66+6,65
Anx-/P1- 38,15+19,09a | 1547£3,15b | 65,16£11,96b,c | 23,95+4,79 21,77£3,18 19,80+3,83
23,35+18,1
Anx-/1P+ 21,98+6,08™ | 21,12+5,23™ 8,964,765 26,07+4,49 N5 3’35NS 8.16 22,50+7,35 "8
35,02+17,84 52,37+17,00 42,05+17,13
Anx+/IP+ s s 9,10£7,83M | 39,10+13,65M s 50,56+1,17M°
Anx+/1P- 4,85+1,17N 11,046,428 16,87+2,16° 10,88+4,41N | 12,83+7,24"NS 7,14+1,81N
Casp-/Eth- 31,27+14,21 30,55520,86 | o) anaasns | 39 55010070 | 4L87EIT16 41,70+13,46
NS NS ’ > > > NS NS
Casp-/Eth+ 24,13N:t512,97 28,50;17,87 102651137 | 24.80£17.25" 19,55:51 1,53 18,36:513,73
Casp+/Eth- 5,15£2,92M8 5,453,398 5,661,308 4,97+3,29 N 5,00+2,80™° 5,26+3,02™
35,50+13,44
Casp+/Eth+ 39,45+7,19 M s 31,83+3,10™ | 30,97+4,39M | 33,67+£3,49™ | 35,03+5,12™
61,42+13,83 57,50+13,08
Tunel- 74,40£2,83M | 69,87+4,59M | 68,80£12,34™ | 56,77+13,36"° s s
+ +
Tunel+ 25,60+2,83M | 30,15+4,56™ | 31,20£12,34"° | 43,22+13,36™ 38,57x13,83 42,50+13,08

NS

NS

NS-nem szignifikans

ab,c

- a kiilonb6z6 betlivel jelolt atlagok szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket mutatnak azonos vizsgalat
jellemzok esetében
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15 KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani témavezetOoimnek, Dr. Kovacs Andrasnak és
Dr. Ratky Jozsefnek a hasznos €s irdnymutat6 tanacsokért és a szakmai tamogatasért,
melyek alapvetd mértékben hozzajarultak a dolgozat és a tudomanyos kozlemények
megsziiletéséhez. Koszonom Dr. Javor Andras professzornak, hogy tamogatta a
Spanyolorszagban és Romanidban végzett kutatbmunkaimat, melyek nagymértékben
hozzajarultak a dolgozat elkésziiléséhez és segitették a szakmai eléremenetelemet.

Jo érzéssel gondolok vissza arra, hogy a témam alapjait Dr. Pécsi Tamastol,
Dr. Olah Janostol, Dr. Egerszegi Istvantél tanulhattam meg. Halasan koszondom
mindannyiuk szakmai tandcsait, tiirelmét és segitd szandékat és az elmélyiilt
beszélgetéseket, melyek nagymértékben segitették a témam megértését.

Kiilon koszonom a Zaragozai Allatorvosi Egyetem BIOZAR Intézet vezetdinek
Prof. José-Cebrian-Péreznek, Prof. Teresa Muiiio-Blanconak, Dr. Rosaura Pérez-
Pének, hogy kutatdsaimat az irdnyitdsukkal végezhettem ¢és mindvégig segitettek a
munkamat és tdmogattak. K6szondm a BIOZAR Intézet minden tagjanak a hasznos
tanacsait. Halas vagyok Dr. Adriana Casaonak ¢s Agusti Noyanak a kozosen
elvégzett munkaért és a laborvizsgalatok elvégzéséhez nyujtott segitségiikért.

Koszonom Dr. Prokisch Jézsefnek, Dr. Sztrik Attilanak, hogy biztositottak a
takarmanyozasi kisérlethez sziikséges nanoszelént illetve, hogy a vérmintdk
vizsgalatahoz sziikséges infrastruktiralis hatteret rendelkezésemre bocsatottak.
Koszondm Dr. Szollosi Janosnak ¢és Szaloki Gabornak a flow citometrias
vizsgélatokhoz nyujtott segitséget.

Koszonet Gulyas Gabriellanak és Dr. Czeglédi Leventének a proteomikai
vizsgalatokhoz nyujtott segitségiikért, Dr. Posta Janosnak a szakmai tanacsokért.

Koszonom tovabba Dr. Knop Renatanak, Dr. Kusza Szilvianak, Dr. Dinu
Gavojdiannak a tamogatasukat, mellyel a munkamat segitették.

Kiilon koszonettel tartozom a Kismacsi Kisérleti Telep volt és jelenlegi
munkatarsainak, Sass Imrének, Tézsérné Hosszii Erikanak, Kiss Lajosnak, Elek
Sandornak, Nagy Imrének, Sass Erikanak a segitséget, amit a kisérleteim
elvégzéséhez nyujtottak. Tovabba Torok Istvan, Sévago Judit, Gyori Zsolt, Csizmar
Nikolett MSc hallgatoknak szeretném megkoszonni a munkdmhoz nyujtott
segitségiiket.
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Oszinte halaval, koszonettel és tisztelettel tartozom Sziileimnek, Csaladomnak,
Barataimnak a szeretetetiikért, tdmogatasukért, tanacsaikért és nem utolsé sorban a

belém vetett hitiikért, mely nélkiil jelen dolgozat nem késziilhetett volna el.

A kutataisomat és a publikaciok elkészitését a TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0024
azonositd szdmu projekt tdmogatta. A projekt az Eurdpai Unid tdmogatasaval, az

Eurodpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsult meg.

A kutatis a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azonositdé szama Nemzeti Kivalosag
Program — Hazai hallgatoi, illetve kutatdi személyi tamogatast biztositdo rendszer
kidolgozasa és miikodtetése orszagos program Jedlik Anyos Doktorjeldlti 6szondij cimii
kiemelt projekt altal nytjtott személyi tAmogatassal valosult meg. A projekt az Eurdpai

Uni6 tamogatasaval, az Europai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.

A zaragozai munkam elvégzéséhez a Campus Hungary féléves részképzése keretében

valosult meg.
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16 NYILATKOZATOK

NYILATKOZAT

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Agrar- és Miiszaki Tudomanyok Centruma,
Mezégazdasagtudoméanyi Karan, az Allattenyésztési Tudomanyok Doktori Iskola
keretein beliil készitettem, a Debreceni Egyetem doktori (Ph.D.) fokozatanak elnyerése

céljabol.

Debrecen, 2014.

a jelolt alairasa

NYILATKOZAT

Tanusitom, hogy Budai Csilla doktorjel6lt 2010-2013 kozott a fent megnevezett Doktori
Iskola keretében iranyitasommal/iranyitasunkkal végezte munkéjat. Az értekezésben
foglalt eredményekhez a jelolt oOnalldo alkotd tevékenységével meghatarozdan
hozzédjarult, az értekezés a jelolt Onalld munkaja. Az értekzés elfogadasat

javaslom/javasoljuk.

Debrecen, 2014. majus 20.

a témavezetd(k) alairasa
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