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I. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A hazai juhagazatban a juhhus a legnagyobb jelent0séggel bird gazdasagi termék.
A mesterséges termékenyités kordban a hustermelés mértéke az egyedi hustermeld
képesség fokozdsan tul, a szaporodoképesség javitdsaval is novelhetd. A fejlett
allattenyésztési kulturaval rendelkezd orszdgok a mesterséges termékenyités elonyeit is
kihasznalva igyekeznek megorizni versenyképességiiket, ugyanis ezzel a biotechnikai
modszerrel viszonylag rovid id6 alatt, gyors genetikai elérehaladas érheto el
(PECSI, 2007). A modszer alkalmazasaval a csticstermelésti un. rekorder egyedektdl
lényegesen tobb utdd nyerhetd, mint természetes koriilmények kozott ez remélhetd
lenne (VASS és mtsai, 2008). Az ejakulatum tobb részre osztasaval lecsokkenthetd a
szaporitasban részt vevé kosok szama, ezéltal ndvelhetd az allomanyon beliili
szelekcidos nyomas. A nagy szervezeti szilardsaggal rendelkezd, jo konstitucidju, nagy
¢letteljesitményre képes kosok utan rovid idd alatt, egyoOntetli, magasabb termelési
szintll utddalloméany hozhat6d létre, ami a versenyképes piaci termelés egyik legfébb
alapja (PECSI, 2007). A mesterséges termékenyitésnek nemcsak az intenziv
allattenyésztésben, hanem az dshonos valamint vadon €10 ritka allatok megmentésében
is kulcsszerepe van (SOLTI és mtsai, 2000; CSEH és SOLTI, 2001).

A hazai juhtenyészték korében rendkiviil visszaesett a biotechnikai,
biotechnologiai modszerek alkalmazasa az utobbi 30 év sordn, ami tobb tényezd
egylittes hatasanak kdszonhetd, pedig az ivarsejtek mélyhlitése kozel 50 éves multra
tekint vissza. Az 1960-as években a hazai anyajuh allomany kozel 60%-at
termékenyitették, jelenleg a 2%-ot sem éri el (KUKOVICS és GERGATZ, 2009).
Hazéankban kivéanatos lenne a mesterséges termékenyités fellenditése elsésorban azoknal
a fajtdknal, amelyek szerepet jatszanak a végtermék eldallitdo keresztezésben. A hazai
szarvasmarha dgazatban tobb évtizede bevett gyakorlat a bikak spermatermelésre,
laboratoriumi mindségre, mélyhiithetdségre ¢és fertilitdsra torténd generaciok oOta
folytatott szelekcidja, mig kosokndl ez a mai napig egy megvaldsitasra vard feladat.
Ezért a kosok tudatos szelekcigjdnak hianya is szerepet jatszik abban, hogy a tobb
napon at hitott/fagyasztott spermaval  torténd mesterséges termékenyités
eredményessége elmarad a varhatdé eredményektdl. A szaporodéasbioldgiai mutatok

javitasa, dgazat versenyképességének fejlesztése és a génmegdrzés érdekében rendkiviil



fontos lenne a termékenyitd anyag mindségi ellenérzése, a spermakonzervalasi
eljarasok javitasa, tovabbfejlesztése.

Célkitiizések
A vizsgalatokat négy f6 téma koré csoportositottam:

1. Kos spermiumoknal gyakran eléfordulod jelenség, hogy hidegsokk hatasara a sejtek
elvesztik akroszoémajukat. Az elsé kisérlet célja a zselatin és szddium-alginat

akroszoémavédo hatasanak vizsgalata a sperma tobb napos hiitve tdrolasa soran.

2. A masodik vizsgalat célja az elemi nano-szelén hatdsdnak vizsgalata a
spermamindségre, a vér szeléntartalmdra és az onddplazma fehérje profiljara fehér

dorper kosoknal.

3. A harmadik vizsgalat célja dorper kosok spermamindségének és herekdrméretének

vizsgalata kiilonb6z6 évszakokban.

4. Az utols6 vizsgalat célja az ondoplazma fehérjék és a kurkumin antioxidans
hatasanak vizsgdlata in vitro és in vivo koriilmények kozott a sperma tobb napos hiitve

tarolasa soran.



A KUTATAS MODSZEREI

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-0sszetételére

3. Az évszak hatdsa a spermatermelésre és herekorméretére

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

1. tablazat: Az elvégzett kisérletek és vizsgalatok

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)




1/A Kisérlet: Kos sperma eltartasa zselatinos higitoban +5°C-on

A kisérletben 4 cigaja kos ejakuldtumat hasznaltam fel. A mennyiség leolvasasa
utan a spermiumok tomegmozgasat hataroztam meg OLYMPUS BX64 faziskontraszt-
mikroszkop segitségével, 400x-os nagyitas mellett. Az értékeléshez SALAMON (1987)
modszerét hasznaltam. Az ondo slirtiségét Minitube Photometer SDMS5 fotometrids
késziilékkel értékeltem. A sejtszam meghatdrozasdhoz 6ul spermamintat higitottam
594uL 0,9%-0s NaCl oldatban. Vizsgalatot kdvetden a négy mintdt egy spermavételi
poharba 6ntdttem, homogenizaltam, majd 5-5 egyenld részre osztottam és 37°C-0s
vizfiirdébe helyeztem a hidegsokk elkeriilése érdekében. Az ondé higitasanak alapelve
az volt, hogy a cervikalis inszeminaldsnal alkalmazott koncentraciot hasznaljam, ezért a
higitas utani sejtszamot 400x10° sperma/ml-re allitottam be. A higitast két kiilonb6z6
Osszetételi higitoval végeztem. Az egyik 1,5%-os zsirtartalmtt UHT-tej, a masik 1,5%-
os zsirtartalmi 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 tartalmazé
(0%) higitott mintakat kontrollként hasznaltam. A +5°C-ra hiitést kdvetden az élé/elhalt
sejtek szamat és az akroszéma allapotat Kovacs-Foote festéssel hataroztam meg

(KOVACS ¢és FOOTE, 1992; NAGY és mtsai, 1999, KUTVOLGYT, 2006).

1/B kisérlet: Kos sperma eltartisa zselatinos higitoban +5°C és +15°C-on

A Zaragozaban végzett vizsgalatban 6 rasa aragonesa kos mdasodik ugratasbol
szarmazo ejakulatumat hasznaltam fel, melyekbdl kevert mintat készitettem. A mintabol
10pL-t higitottam 90uL PBS-ben és ezt a higitdsi ardnyt haszndltam a motilitas
értékeléséhez. Majd ebbdl 5S0ulL-t 450pul. MiliQ vizhez pipettiztam a stirliség
meghatarozasdhoz. A motilitds meghatarozasdhoz CASA rendszert (ISAS 1.0.4; Proiser
SL, Valencia, Spanyolorszag) hasznaltam. A membranintegritds vizsgalatit CFDA
(karboxi-fluoreszcein diacetat) és PI (propidium-jodid) fluoreszcens festékekkel
hataroztam meg HARRISON ¢és VICKERS (1990) moddszere alapjan. A festett
spermamintabol 6ul-t cseppentettem targylemezre, majd feddlemezzel fedtem és
kenetenként 200 sejtet értékeltem. Az értékelését Nikon Labophot-2 fluoreszcens
mikroszkoppal végeztem, 400x-os nagyitds mellett, kék sziirét (B-2A: 450-490 nm
hullamhossz) hasznalva.

A kapacitacio allapotanak meghatarozasat klortetraciklin (CTC) fluoreszcens
festéssel végeztem. A kapacitacios statusz értékelésére a GILLIAN és mtsai (1997) altal

leirt klortetraciklin festést alkalmaztam, amit ETDH;-festékkel kombinéltam, hogy a
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spermiumok életképessége is értékelhetd legyen (GRASA és mtsai, 2006). A keneteket
1000x nagyitassal, Nikon Eclipse E-400 mikroszkop segitségével értékeltem.
A kapacitacios statusz vizsgalatdhoz lila sziirét (V-2A; 380-420 nm), mig az elhalt
spermiumok értékeléséhez (ETDH; pozitiv sejtek) z6ld sziir6t (G-2A; 510-560 nm)
hasznaltam. Lemezenként 200 spermiumot értékeltem.

A foszfatidilszerin transzlokacié vizsgalatat Annexin V-Cy3 Apoptosis Detection
Kit segitségével hataroztuk meg. A keneteket Nikon Eclipse E-400 mikroszkop
segitségével értékeltem 1000x nagyitassal. Az €16 sejteket (CFDA+) kék sziir6 (B-2A:
450-490 nm), a foszfatidil szerin transzlokaciot mutatd sejteket (AnnV+) zold sziird

(G-2A: 510-560 nm) segitségével értékeltem, majd kenetenként 200 sejt kategorizaltam.

Szelénes takarmany kiegészités hatisa a spermatermelésére, vér szelén-tartalmara

és az ondoplazma fehérje-osszetételére

A mennyiség leolvasdsa utdn a spermiumok motilitdsit OLYMPUS BX64
faziskontraszt-mikroszkop segitségével hataroztam meg 400x-os nagyitas mellett. Az
értékeléshez SALAMON (1987) modszerét hasznaltam. Az ondo siirtiségét Minitube
Photometer SDMS5 fotometrias késziilékkel értékeltem.

A plazmamembran integritds vizsgalatit SYBR14/PI fluoreszcens festéssel
végeztem. A SYBRI14 az ¢€l6 sejteket jeloli, melyek z6ld szinnel fluoreszkalnak, az
elhalt sejteket jelold propidium jodid (PI) pedig vordsen fluoreszkalo festék. A
membranintegritas vizsgalatat flow citométerrel végeztiik.

A kisérlet 70. napjan mindkét csoport szemindlis plazméjat felhasznaltuk a
fehérjeprofil meghatdrozasara. A szeminalis plazma fehérjék azonositdsa 2D-PAGE és

LC-MS modszer segitségével tortént.

Az évszak hatasa a spermatermelésre és herekorméretére

A harmadik kisérletet a Debreceni Egyetem Kismacsi Kisérleti Telepén végeztem.
A vizsgalatokat hetente egy alkalommal végeztem el. Spermavételt kovetden
meghataroztam az ondd mennyiségét, slriiségét, tdomegmozgasat. A herekorméret
mérésére a scrotum legszélesebb részén keriilt sor, az erre a célra kialakitott mérdszalag

segitségével.



A kurkumin és ondoplazma plazma kiegészités hatasa a kos spermara

A Zaragozaban végzett vizsgalatban rasa aragonesa kosok ondojat hasznaltam fel,
melyekbdl kevert mintat készitettem. A mintabol 10uL-t higitottam 90uL PBS-ben és
ezt a higitasi ardnyt hasznaltam a motilitas értékeléséhez. Majd ebbdl S0uL-t 450uLl
MiliQ vizhez pipettaztam a slriiség meghatarozasahoz. A motilitas meghatarozasdhoz
CASA rendszert (ISAS 1.0.4; Proiser SL, Valencia, Spanyolorszag) hasznaltam.
A +15°C-on végzett kisérlet soran a motilis, él6 spermiumok szelektalasara és a
szeminalis plazma eltavolitdsira az ALVAREZ ¢és mtsai (1993) altal kidolgozott,
GARCIA-LOPEZ ¢és mtsai (1996) 4ltal moédositott dextran/swim-up technikat
alkalmaztam.

A spermiumok membranintegritdsinak és mitokondrialis  funkcidjanak
vizsgéalatdhoz Mitotracker Deep Red-festéket hasznaltam. A fluoreszcens festést
kovetden a mintdkat szobahdmérsékleten inkubéltam 15 percen keresztiil, fénymentes
kornyezetben, majd az oldatot SpL formalinnal 5% (v/v) fixaltam, majd flow
citometrids moddszerrel értékeltem a mintdkat. A YoProl emissziojanak
meghatarozasdhoz 525nm-es szlirét (FL1-detektor), a Mitoracker Deep Red emissziojat
755nm sziirét (FLS-detektor) hasznédltam, hogy ne alakuljon ki spektralis atfedés.
A vizsgalatban 20.000 sejt/minta keriilt értékelésre. A mérési eredményeket HALLAP
¢s mtsai (2005) altal leirt modon értékeltem.

A kapacitacio allapotanak meghatarozasat klortetraciklin (CTC) fluoreszcens
festéssel végeztem. A kapacitacios statusz értékelésére a GILLIAN és mtsai (1997) altal
leirt klortetraciklin festést alkalmaztam, amit ETDH;-festékkel kombinaltam, hogy a
spermiumok életképessége is értékelhetd legyen (GRASA és mtsai, 2006). A keneteket
1000x nagyitassal, Nikon Eclipse E-400 mikroszkép segitségével értékeltem.
A kapacitaciés statusz vizsgalatdhoz lila sziir6t (V-2A 380-420 nm), mig az elhalt
spermiumok értékeléséhez (ETDH; pozitiv sejtek) zold (G-2A; 510-560 nm) sziir6t
hasznaltam. Lemezenként 200 spermiumot értékeltem.

Az foszfatidilszerin transzlokacié meghatarozasat Annexin V- FITC Apoptosis
Detection Kit és flow citométer segitségével végeztem. A spermamintakat 300uL-re
higitottam, gy hogy a sejtkoncentracio 4x10° sejt/ml legyen. Az oldathoz 1pL
Annexin-V festéket és 3uL PI pipettaztam, majd 15 percig, 37°C-on inkubaltam.
Ezt kovetden Sul. formaldehiddel fixaltam a sejteket, majd flow citométerrel 20.000

spermiumot értékeltem és kategorizaltam



A Caspase-3 and -7 Detection Kit és flow citométer alkalmazasaval hataroztam
meg a kaszpazok aktivitdsdnak mértékét a mintdkban. A spermamintat 300uL-re
higitottam (3x10°sperma/mL) PBS oldattal, ehhez 3uL. FAM-Peptide-FMK reagenst
adtam, majd a mintat 37°C-on, 5% CO;, tartalom mellett, sdtétben inkubéltam
60 percig. Ezt kovetden a mintat kétszer mostam 100 pL washing bufferrel (a FAM
Caspase-3 and -7 Assay Kit-ben talalhato oldat). Az els6é és a masodik mosas el6tt az
oldatot 600 fordulat/perc sebességgel 8 percig centrifugaltam szobahémérsékleten. A
masodik centrifugalast kovetden a feliiluszot eltavolitottam és a visszamarado pelletet
500uL washing bufferrel higitottam, amihez 2ul. ETDH;-et adtam. A mintat 10 percig

szobahdmérsékleten inkubaltam, majd flow citométerrel 20.000 sejtet értékeltem.

A DNS fragmentacio mértékét Tunel-teszt (terminal transferase mediated dUDP
nick end-labeling) segitségével hataroztam meg. A spermamintat 500uL-re higitottam
(4x10" spermasejt/mL), majd a 4%-0s PFA-val fixaltam a sejteket egy oran keresztiil,
szobahOmérsékleten. Ezt kovetéen a mintdkat kétszer mostam 100ul PBS-el.
A mosasok kozott az oldatot 8 percig 3200rpm/perc sebességgel centrifugdltam és a
feliiluszot eltavolitottam. Madsodik centrifugdlast kovetéen a feliiliszot 100uL
permeabilizacids oldattal potoltam. A mintat ezt kdvetSen 2 percig +4°C-on inkubdltam,
majd ismét két mosast végeztem. A feliiluszo eltavolitasa utan a pelletet SOuL labelin
solutinnal higitottam, ami TdT és dUTP enzimet tartamaz. A mintat ezt kdvetden egy
oraig, sotétben, 37°C-on inkubaltam. Ezt két PBS-mosas kovette, melyek kozott az
oldatot 600rpm/perc sebességgel centrifugaltuk 10 percen keresztiil. A méasodik mosést
kovetden eltavolitottuk a feliiluszot, amit 300ul. PBS-el potoltunk, amihez 2ul. Ethd-t
adtunk. A spermat flow citométer segitségével értékeltiik (20.000 sejt/minta).

A spermiumok fertilitdisanak meghatarozasahoz ZBA, IVF modszert hasznaltunk,
illetve a +15°C-on tarolt mintikat mesterséges termékenyitésre hasznaltuk fel.

A peteburok kotédési teszt a spermiumok funkciondlis jellemzésére szolgald
modszer, melynek soran a himivarsejtek a petesejtet koriilvevé burok (zona pellucida)
ZP3 fehérjéihez kapcsolodnak. A kisérletben vagohidrol szdrmazd juh petesejteket
hasznaltunk, amelyeket fiziologids sooldatban, szobahdmérsékleten szallitottuk a
laboratoriumba. A petesejteket WANI ¢és mtsai (2000) modszerével a petefészek
feldaraboldsa és hasogatisa utdn gyijtottiik be. A petesejteket felhasznalasig 39°C-on
tartottuk CO, (5%) termosztitban. A spermakoncentraciot 5x10° sperma/ml-re

higitottuk a fertilizdcidos médiummal, majd hozzdadtuk a petesejtekhez és paraffin



olajjal fedtiik. Ezt kdvetden CO, termosztatban inkubdltuk a sejteket 39°C-on 1,5h-4n
keresztiil. Inkubéciot kdvetden a petesejteket egy HEPES-TCM médiumba pipettaztuk
at, hogy a nem kot6d6 spermiumokat eltavolitsuk (IVANOVA és MOLLOVA, 1993).
Ezt kovetden a petesejteket glutdraldehiddel (1,5%) fixaltuk 15 percen keresztiil, majd
Hoechst 33342 (lpg/mL) festettiik 15 percen 4t 37°C-on. Targylemezenként 4-5
petesejtet értékeltiink Nikon Eclipse E-400 mikroszkop segitségével 400x nagyitas
mellett.

Az IVF-hez hasznalt petesejtek még ivarérés elott allo rasa aragonesa jerkéktol
gyujtottiik be. Csak azok a petesejtek lettek felhasznadlva az in vitro maturacié soran,
amelyek tobb réteg kumulusz sejtet tartalmaztak, és egységes citoplazmaval
rendelkeztek. A kivalasztott petesejtek egy maturdcios médiumba keriiltek,
ami 10% (v/v) estrus sheep szérumot tartalmazo bicarbonate buffered TCM-199,
10pg/mL FSH-t és LH-t, 100uM ciszteinamint, 0,3mM natrium piruvatot, 100IU/mL
penicillin-G-t és 100pg/mL sztreptomicin szulfatot tartalmazott. A mintakat paraffin
olajjal fedtiik és 24 oran keresztiil 39°C-on 5% CO, tartalom mellett inkubéltuk.
Az inkubacio végén a petesejteket megszabaditottuk a kumulusz sejtektdl és athelyeztiik
a fertilizaciés médiumba, ami gliikoz nélkiili synthetic oviductal oldatot (TERVIT és
WHITTINGHAM, 1972), 2% (v/v) oestrus sheep szérummal kiegészitve, 10pug/mL
heparin, 1pg/mL hipotaurin. A fertilizacidé napjan a hiitétt spermiumokat swim-up
eljaras segitségével szelektaltuk ¢és hozzaadtuk a petesejtekhez, melyek 350uL
fertilizacios médiumban voltak, ugy hogy a spermiumok végsd koncentracioja 1x10°
spermium/mL. Az oldatot paraffin olajjal fedtiik le és 24 6ran at 39°C-on inkubéltuk 5%
CO;, tartalom mellett. 24 ¢és 36 oOrat kovetéen a mintdkat megnéztilkk, hogy
megfigyelhet6-e a bardzdalédas. A nem fejlédd petesejteket sztereomikroszkdp
segitségével figyeltiik meg, hogy hol éllnak az érési folyamatban. Azok a petesejtek
melyek zonajaban sarki test volt, érettnek mindsiiltek, ami kett6t tartalmazott az
termékenyitettnek mindsiilt, de nem osztddott. A maturacids, termékenyiilési €s
osztodasi ratat a petesejtek osztddasi allapota (1 vagy tobb sarki test, petesejt osztodasa)

alapjan szamoltuk ki.

A 15°C-ra hiittt 25ug/mL-es protein tartalmi és kontroll spermamintékat hiarom
alkalommal hasznaltuk fel mesterséges termékenyitésre. A termékenyitéshez
alkalmanként 30 rasa aragonesa anyajuh ivarzasszinkronizalasat végeztiik el.

Az ivarzas-szinkronizacié az alabbiak szerint tortént. A szinkronizasldst Chronogest



hiivelyszivacs (Intervet International, Boxmeer, Netherlands) behelyezésével végeztiik
el, ami 40mg fluorogestone acetate-ot tartalmazott. A hiivelyszivacsokat a behelyezéstél
szamitott 12. napon tavolitottuk el, majd 400IU eCG-t (Foligon International, Boxmeer,
Netherlands) injekcioztunk be az ovulécio kivaltasa érdekében.
Az ivarzasszinkronizaldsok soran 6 anyajuh vesztette el a hiivelyszivacsot, de ezek az
egyedek is kaptak Folligon injekciot és részt vettek a kisérletben. Az elsé termékenyités
soran két a harmadik termékenyités soran egy anyajuhot nem termékenyitettiink. Ennek
oka, hogy a vaginaban nagy mennyiségli, fehér szinli hiivelyvaladék gyult fel, és a
cervix nyalkahartyajan pontszerii bevérzések voltak.

Az inszeminalasra a Folligon injekci6 beadasatdl 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.

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

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

A natrium alginat kezelés hatdsat a +15°C-os tarolds sordn egytényezds
varianciaanalizis (one-way ANOVA) segitségével végeztilkk el. A varianciaanalizis
soran Tukey post hoc tesztet futtattunk le 5%-os szignifikancia szinten. A +5°C-on
tarolt mintdk esetén a GLM modell alkalmazisaval hataroztuk meg, hogyan
befolyasolta a zselatin koncentracid ¢és a tarolas ideje az ondd motilitasat,
membranitegritasat és az apoptikus sejtek aranyat.

A maésodik kisérletben a vér szeléntartalmanak valtozdsit GLM moddszer
segitségével hataroztuk meg, a 0. napot kovariansként hasznalva. A kezelés hatasat a
spermamindségi tulajdonsagokra GLM modell alkalmazasdval 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)
segitségével végeztiik el. A varianciaanalizis sordn Tukey post hoc tesztet futtattunk le
5%-os szignifikancia szinten.

A negyedik kisérletben a higitok és a tarolds idejének hatdsit GLM modszer
segitségével hatdroztuk meg, mig a peteburok kotddési teszt €s az in vitro fertilizacid

soran elért eredményeket egytényezés variancaiaanalizos (one-way ANOVA)
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segitségével. A varianciaanalizis soran Tukey post hoc tesztet futtattunk le 5%-0s
szignifikancia szinten.
I1l.  AZ ERTEKEZES FOBB MEGALLAPITASAI

Kos sperma eltartasa zselatinos higitéban +5°C-on kisérlet eredményei

1/A kisérlet: Debrecenben végzett kisérlet

0% zselatin
0,5% zselatin
1,0% zselatin

o | ‘ — m 1,5% zselatin
N ‘ I | m 2,0% zselatin

Napok szama

El6, ép sejtek (%)

1. abra: Az 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej +zselatin tartalmu higitokban az €106, ép sejtek

%-o0s aranya az Otnapos tarolas soran

A vizsgalatok soran megallapitottam, hogy a 1,5%-os zsirtartalmi UHT-tej +
zselatin tartalma higitok kozil az 1% zselatint tartalmazdban volt a legtobb €16, ép
spermium az 6todik napon (1. abra). Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy tejes higitoban, 6t napon 4t +5°C-on tarolt spermiumok az UHT

tej+1,0% zselatin tartalmu higitoban maradnak legtovabb életben.
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0% zselatin
0,5% zselatin

1,0% zselatin
m 1,5% zselatin
F m 2,0% zselatin

Napok szama

Elo, ép se]tek (%)

2. abra: Az 1,5%-os zsirtartalmu UHT-tej+5% tojassargaja +zselatin tartalmu

higitokban az €16, ép sejtek %-os ardnya az dtnapos tarolas soran

A 1,5%-o0s zsirtartalmu UHT-tej+ 5% tojassargajat is tartalmazo higitok kozil a
1,5% zselatint tartalmazoban volt a legmagasabb az €16, ép spermium aranya az 6todik
napon (2. abra). Az UHT tej+5% tojassargaja+2% zselatin tartalmu higitoban az 6todik

napon mar nem taldltunk €16, ép sejteket.

Kos sperma eltartasa zselatinos higitoban +5°C és +15°C-on vizsgalat eredményei

A Kiilonboz6 alginat koncentracié hatdsa a +15°C-ra hiitott spermanal

jellemzdire, hiitést kovetden

- natrium-alginat tartalom (%)
M 0 10 L5 20

(%) 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
;r(;’t%riﬁggm 25,75422.95 21,50+19,43 25,50+£20,87 | 25,75+13,88
CFDA'/PI 47,50+5,06 51,25+2,21 55,00+13,51 50,25+10,34
NCL 21,25+10,30 21,00+8,67 21,50+8,18 17,00+5,35
NCD 13,00+5,35 16,00+5,65 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
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R 5,25+3,59 3,00+2,44 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 29,00+3,91

(P>0,05)
*CFDA'/PI" (membran intakt sejtek), CFDA/P1*(elhalt sejtek), NCL (nem kapacitalt é16 sejtek), NCD

(nem kapacitalt, elhalt sejtek) CL (kapacitalt, é16 sejtek), CD (kapacitalt, elhalt sejtek), R (reaktalt sejtek),
Anx/CFDA"(membran intakt sejtek, foszfatidil szerin transzlokacié nélkiil), Anx"/CFDA" (,,apoptotikus”
sejtek), Anx"/CFDA (elhalt sejtek)

Az alginat tartalmu higitokban a sejtek motilitdisa hasonld volt a kontrollhoz.
volt a legmagasabb a membranintakt sejtek szama, mig a legalacsonyabb értéket a
kontroll higitondl tapasztaltuk (P>0,05). A nem kapacitalt, ¢l6 sejtek szama a mintadk

esetében kdzel azonos volt (2. tablazat).

A kossperma 48h-at valé eltartasa szodium-alginat tartalma higitéban,+5°C-on

A spermiumok motilitdsa a szdédium-alginat kiegészités hatisara folyamatosan
csokkent az eltartasi proba sordn. A legalacsonyabb motilitasi értékeket a 1,5% és 2,0%
szodium-alginat kiegészités esetében tapasztaltuk. A szodium-alginat viszkdzus anyag,
mely jo vizmegkotd képességgel rendelkezik. A magas viszkozitds azonban negativan
befolyasolja a spermasejtek motilitdsat. A motilitds csokkenése eltartdsi proba soran
kedvezd tulajdonsag lehet. A spermasejtek mozgas kozben felhasznaljak a szeminalis
plazmaban vagy a higitoban 1évd glikozt, laktozt, amit ATP-vé alakitanak, hogy
biztositsdk a mozgashoz sziikséges energiat. Az aktiv folyamat lejatszoddsa soran
fokozodik a higitoban a szabadgyokok koncentracidja, amely karositja az onddsejtek
membranszerkezetét, ezaltal csokkentve azok fertilizacidos képességét. A zselatin
csokkenti a sejtek mozgasat, glilkolizis mértékét, mialtal a higitoban 1évé cukrok
hosszabb ideig biztositjak a spermiumok mozgasdhoz sziikséges energiat
(ESBENSHADE és NEBEL, 1990). A szoédium-alginat 37°C-on gélbdl folyékony
halmazallapotava vélik, ami egyben azt is jelenti, hogy inszeminaciot kovetéen a
cervixben vagy az uterusban a spermasejtek mozgasit nem korldtozza a nagy
viszkozitas és a higitoban 1év6 tapanyagokat is rendelkezésiikre allnak a mozgasi

energia biztositasahoz. CORCINI és mtsai (2011) kan, mig LOPEZ-GATIUS és mtsai
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(2005) nyul sperma esetében hasonld motilitasi értékeket kaptak az ondo hiitve tarolasa
soran.

A motilitdshoz hasonléan a membranitegritas vizsgalatanal is kiilonbséget
tapasztaltunk a kontroll és a zselatin tartalmu higitok kozott. Mind a harom vizsgalt
idopontban a kontroll higitoban volt a legtobb membranintakt sejt. A zselatin
koncentracié novekedésével fokozatosan csokkent az ép membrannal rendelkez6 sejtek
aranya. CORCINI és mtsai (2011) kan sperma esetében azt tapasztaltak, hogy zselatin
kiegészités hatasara a tarolds elsd napjan csokkent a legnagyobb mértékben az €p sejtek
aranya, ezt kovetden a négy napos tarolas soran nem valtozott érdemben az intakt sejtek
aranya a higitbban. A motilitds és a membranintegritas vizsgalata soran enyhe
agglutinaciot tapasztaltunk a 1,5 és 2,0% szodium- alginatot tartalmaz6 mintaknal.
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 ¢l6 sejtek szamara, ezéltal csokkentve
viabilitasukat.

Szelénes takarmany kiegészités hatisa a spermatermelésére, vér szelén-tartalmara

és az ondoplazma fehérje-osszetételére kisérlet eredményei

3. tablazat: Fehér dorper kosok spermamindségének alakulasa

A spermavétel idépontja (nap)
Vizsgalt
jellemzbk Csoport 0 42 49 56 63 70 86
X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD

Mennyiség 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
(mL) K 1,0620,51° 1,43+0,56° 1,36+0,47 1,36+0,39 1,57+0,55 1,36+0,57 1,75+0,37
Siiriiség Se 4,62+2,03 3,32+1,59 4,04+1,22 3,73+0,74 1,42+0,73% 3,66+1,47 2,61+0,78
(x10%) K 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
Tomegmozgas Se 4,40+1,00 4,00+2,00 3,71x1,10 4,10£1,03 4,54+0,88% 3,66+1,65 4,19+2,17%
(0-5M) K 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°
Progressziv 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°
motilitas (%) K 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°
PI-/SYBR14- Se 78,74+8,67 72,20+6,84 | 57,38+19,64 | 67,67+14,25 | 87,1848,85 85,05+9,28 89,03+8,22
(%) K 81,76+7,91 83,40+9,90 59,75+8,42 73,67+8,42 87,25+8,97 | 80,30+15,82 | 88,29+3,46
Herekirméret Se 35,29+1,76 35,41+1,62 32,254+2,42 32,87+1,72 32,87+2,18 32,54+2,18 32,33+2,74
(cm) K 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

a,

esetében

D3 kiilonboz6 betlivel jeldlt atlagok szignifikans (P<0,05) kiilonbségeket mutatnak azonos vizsgalati idépont
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A nanoszelénnel végzett takarmdnykiegészités hatdsdra 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 mennyiségre, de
megallapithat6, hogy a kisérlet végére mind két csoportban nétt a sperma mennyisége.
A sperma stiriségében a 63. napon volt egy markans novekedés a kontroll csoportban.
Osszességében azt tapasztaltuk, hogy a kisérlet ideje alatt a sperma siirisége mind két
csoport esetében csokkent. A sperma tomegmozgasaban és progressziv motilitdsaban
egyarant a 63. és a 86. napon tapasztaltunk kiilonbséget (3. tablazat). Mind a két
idépontban a szelénes csoport motilitas értékei voltak kedvezdbbek. Az élo sejtek
szamdban ¢€s a herekdrméret valtozasaban nem volt szignifikans kiilonbség a vizsgalt
1d6szak soran.

KENDALL ¢és 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 érté¢kre
¢s az ondd mennyiségére, viszont szelén kiegészités hatdsara novekedett a

membranintakt sejtek szdma a kontroll mintdhoz viszonyitva.

4. tablazat: A vér szeléntartalma (ppb) a kisérlet kiillonb6z6 idépontjaiban

Vérvétel idopontja (nap)

0 42 56 70 86
Csopo rt X:l:SD X:ESD X:ESD X:I:SD X:bSD
Szelénes 154663124 168,10+£132,09 120,06+52,88 161,25+62,78 171,87+31,32
(ppb)
Kontrol 143,16+41,60 129,35453,07 99.94+6,78 95,038420,60 11341431,16
(ppb)
(P>0,05)

A kisérlet sordn nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll és a kezelt
csoport vér szeléntartalmaban a kiilonbozo idépontokban (P>0,05) (4. tablazat).
KENDALL ¢és mtsai (2000) merind kosbaranyok esetében végeztek hasonlo kisérletet.
Eredményeik azt mutattdk, hogy a kezelt csoport szeléntartalma a kezelés minden

idépontjaban magasabb volt, mint a kontroll csoport esetében mért érték, de minden
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esetben az élettani hatarértéken belill maradt a vér szeléntartalma mindkét csoport
esetében.

Az LC-MS modszer segitségével tiz fehérjét sikeriilt azonositani, melyek
expesszOja eltérést mutatott a Kkontroll és kezelt csoport kozott. A matrix
metallopeptidase 2 a martix metalloproteinase (MMP) csaladba tartozo fehérje.
Az enzimnek els6ésorban az embrionalis fejlodés, morfogenezis, blasztociszta
implantaci6 folyamataban van szerepe (WOESSNER, 1994). A fehérjét kos, kan és mén
mellékhere valadékaban mar azonositottak (METAYER és mtsai, 2002). Jelenleg kevés
spermatidak és spermiumok kanyarulatos csatornan vald athaladdsdban vesz részt
(WOLFSBERG, 1995). A serum albumin jelentds szerepet jatszik a cink
transzportacioban. HARRISON ¢és mtsai (1978) kozleményében olvashatod, hogy a
serum albuminok jelentés szerepet jatszanak a motilitas fenntartasaban, de kan sperma
esetében fokozzak a spermiumok agglutinacidjat. A phosphoglycerate kinase 2 (PGK?2)
fehérje a spermiogenezis soran expresszalodik és a glikolizisben vesz részt, mely a
spermium mozgasahoz biztositia az ATP-t (DANSHINA, 2010). Az isocitrate
dehydrogenase fehérje és a him ivari miikodés kozotti kapcsolatrdl jelenleg nem sok
informaci6 all rendelkezésre. Holstein-friz bikdk esetében a gyenge feritlitas 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
expresszioja volt a legjelentdsebb. Az RSVP a binder of sperm protein (BSP) csalad,
mig a bodhesin-2 a spermadhesin fehérjecsalad tagja. A BSP fehérjék a
spermamembran foszfolipidjeivel vannak interakcioban és stimulaljadk a koleszterin
kiaramlasat, membranpermeabilizaciot ¢és 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 0ssze €s arra a megallapitasra jutottak, hogy az RSVP14 fehérje minden

allatfaj esetében megtalalhat6 a plazmaban.
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Az évszak hatasa a kosok spermatermelésre és here korméretére

5. tablazat: Dorper kosok spermatermelése és herekormérete évszakonként

évszak
, 0sz
Vizsgalt jellemzék tavasz nyar
(méjus) (junius-augusztus) (szeptember-
J g oktober)
(n=8) (n=71) (n=45)
X+SD X+SD X+SD
mennyiség (mL) 1,3+0,4% 1,2+0,4° 1,4+0,5°
siiriiség (x10%/mL) 2,7+1,6° 3,3+1,5°% 4,1+1,1°
tomegmozgas (0-5) 4,0+1,1° 3,5+1,4° 3,7+1,4°
progressziv motilitas (%) 71,3+£21,0° 65,3+21,0° 68,7+26,3°
herekérméret (cm) 30,1+1,2° 34,9+2.6° 36,2+1,3°

a,b,c_

jellemzok esetében

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

Dorper fajta esetében szignifikdns kiilonbség (P<0,05) volt a tavaszi és 0Oszi

sperma striisége kozott, illetve a kosok herekdormérete mind a harom évszakban

kiilonbséget (P<0,05) mutatott (5. tablazat).

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

évszak
nyar .
Paraméterek tavasz o 8sz (szeptember- tel
(Méjus) (junius oktober) (december)
augusztus) (n=74)
= n= —
(n=7) (n=69) (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°
siiriiség (x10%/mL) 3,9+1,3 3,7+1,8° 3,4+1,7° 3,1+1,2°
ngge&‘;“’zg” 4,0£1,1° 3,7+1,2° 3,6+1,4° 3,5+1,2°
?Or/:)gresszw motilitas 72,1+24,1° 69.5+24,1° 67,1426 2° 64.3+26.7°
herekérméret (cm) 31,442,9° 34,7+2,2° 34,8+2,0° 32,342,4°

2P_ 4 kiilonboz8 betiivel jeldlt atlagok szignifikans (P<0,05) kiilsnbségeket mutatnak azonos vizsgalat

jellemzok esetében
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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
id6szakban 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) (6. tablazat).

A kurkumin és ondoplazma plazma kiegészités hatasa a kos spermara vizsgalat
eredményei
A +5°C-on végzett, 48h-as tarolas eredményei

A +5°C-on végzett tirolds soran megallapitottuk, hogy a sperma mindségi
tulajdonsagait sem a kurkumin, sem az ondodplazmaprotein nem befolyasolta jelentdsen.
In vitro fertilizaci6 esetén viszont az 1,0nM kurkumin és a +25 mg/mL szemindlis
plazma kiegészités pozitivan hatott az embriondlis fejlodésre. Mivel a szeminalis
plazma proteinek bizonyos frakcidi 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.
A +15°C-ra hiitott spermaval végzett kisérlet eredményei

Friss sperma esetében a progressziv motilitas 34,0% Vvolt, ami hiitést kovetden a
20,0%-ra csokkent. Ondoplazma kiegészités hatisara hiitést kovetden novekedett a
motilis sejtek ardnya, ahogyan a kurkumin kiegészités is pozitiv hatdssal 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 legtdobb (77,16%), mig a tobbi kezelésnek nem volt hatdsa a spermiumok
membranintegritasara (P>0,05). A mitokondrialis aktivitas egyik esetben sem mutatott
eltérést a kontrollhoz viszonyitva.

A kapacitacios statusz vizsgalata soran a friss spermiumok mindossze 30,25%-
volt ¢él6 és nem kapacitalt, ami igen alacsony. MENDOZA ¢s mtsai (2013) friss
spermanal 61,3%-os értékrél szamoltak be, ami +15°C-ra hiitést kdvetden csokkent
26,6%-a, mig ondoplazma kiegészitéssel 33,2%-ra csokkent, ami esetiinkben 51,66%
volt. A tej, illetve kurkumin tartalmu higitokban az €16, nem kapacitalt sejtek szama a
friss spermaban kapott értékhez hasonlo, attdl nem kiilonbozik szignifikans mértékben

(P>0,05).
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Friss sperma esetében a Casp+/Eth- sejtek aranya 5,15% volt, ami hitést
kovetden nem ndvekedett szamottevd mértékben (5,45%). A protein (5,66%), 1,0nM
kurkumin (5,00%), 2,0nM kurkumin (5,26%) kiegészités szintén nem ndvelte
szignifikans mértékben (P>0,05) a kaszpaz aktivitdst mutatd sejtek szamat. Hiitést
kovetden az eredmények azt mutattdk, hogy ondoplazma kiegészités hatasara
megnodvekedett a nem apoptikus sejtek szdma (52,33%), mind a friss spermahoz
(31,27%), mind a hiitétt, kontroll mintahoz (30,55%) viszonyitva. A kurkumin is képes
volt csokkenteni az apoptikus folyamat felgyorsulasat fiiggetleniil az alkalmazott
koncentraciotol.

Friss spermanal az Anx+ sejtek szama 39,87% volt, ami atlagos értéknek szamit.
MENDOZA ¢és mtsai (2012) hasonld, 34,0%-os értékrdl szdmoltak 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
transzlokacié mértéke és a sejtek 25,97% volt Anx+. Az Anx-/Pl- sejtek szama a friss,
kontroll és a proteinnel kezelt mintdk esetében szignifikdns (P<0,05) kiilonbséget
mutatott.

A DNS fragmentaci6é mértéke a friss sperma esetében magas, 25,60%. A +15°C-
ra hitést kovetéen a swim-up médiumban tarolt spermanal volt a legmagasabb a
TUNEL- sejtek szama (69,87%). A protein kiegészitéssel hasonld eredmény
tapasztaltunk (68,80%). A kurkumin kezelés hatasara csokkent a DNS intakt sejtek
szama, 1,0nM esetében (61,42%), 2,0nM (57,50%). A tej tartalmt higitoban volt a
legkevesebb DNS intakt sejt (56,77%), azonban a kiilonb6z6 higitok hatasa kozott nem
volt szignifikans kiilonbség (P>0,05).

A vizsgélat sordn peteburok kotddési teszt segitségével hataroztuk meg a
kiilonb6z6 médiumokban tarolt kossperma fertilizacidos képességét. Az eredmények
alapjan az onddplazma protein kiegészitésnek pozitiv hatasa volt spermiumok
fertilizacios képességére, atlagosan 8,2 spermium kotédott egy petesejthez. A 1,0nM
kurkumint tartalmazé higitoban 6,4 spermium/petesejt, mig a 2,0nM kurkumin
tartalmtinal 6,2 spermium/petesejt kotddott. A kontroll higitoban volt a legalacsonyabb,
4,8 spermium/petesejt az ondosejtek fertilizacios képessége.

Az ondoplazmaval végzett kisérletben Gsszesen harom alkalommal végeztiink
transzcervikalis termékenyitést. A kisérletben 0sszesen 87 anyajuhot vontunk be, hogy
megvizsgaljuk milyen hatdsa van az ondoplazma protein kiegészitésnek a spermiumok

fertilizacios képességére. A termékenyitést kovetd 34. napon rektalis ultrahangos
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vizsgélatot végeztiink a vemhesség megallapitasara. Az els6 termékenyitést kovetden
mind két vizsgélati csoportban az anyajuhok 6,7%-ndl allapitottunk meg vemhességet.
A masodik termékenyitést kovetden a kontroll csoport anydinak 35,7%-a, mig az
onddplazma kiegészitéssel termékenyitett anydk 28,5%-a vemhesiilt. Harmadik
alkalommal a két csoport eredményei kozel azonosak voltak (kontroll: 31,3%,
ondoplazma kiegészités: 30,8%). Az altalunk elért vemhesiilési eredményeket tovabba
az is befolyasolhatta, hogy a rasa aragonesa egy erdsen szezonalis fajta, €s a szezonon
kiviil végzett termékenyités eredményessége gyengébb a tenyészszezonhoz képest. A

vembhesiilési eredményeket egyik esetben sem befolyasolta az alkalmazott higito tipusa
(P>0,01).
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IV. 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 higitdé hasznalata esetében, ezért
kiegészitoként vald alkalmazéasa javasolhatd. Tovabba a novényi zselatinok
elonye, hogy az 4allatokra veszélyes korokozokat (virusok, prionok) nem

tartalmaz.

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

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 évszakok kozott az eurdpai fajtakénal 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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V. AZEREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

. A tej alapt higitoval végzett cervikalis termékenyités tovabbra is az egyik

leghatékonyabb mddja a +15°C vagy +5°C-ra hiitott kossperma felhasznalasanak
A nanoszelén oldat alkalmas tenyészkosok takarmany-kiegészitoként vald
felhasznélasra

Dorper ¢és fehér dorper kosok minden ¢€vszakban j6 mindségli spermat
termelnek, ezért egész éven at javasolhato hasznalatuk

Az ondoplazma proteinek és a kurkumin képesek a hidegsokk okozta
membrankarosodast csokkenteni, ezért alkalmazhatéak a termékenyitéshez

hasznalt higitd sszetevdjeként
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