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1. Elhalt sejtek akroszéma-statuszanak 6sszehasonlitdo vizsgalata konvencionalis
fenymikroszkopos és fluoreszcens tesztekkel

A fluoreszcens tesztek kontrolljaként alkalmazando tripankék-Giemsa festék (Kovacs-Foote,
1992, Nagy et al.,, 1999) tapasztalataim szerint jellemzéen nagyon kevés olyan elhalt
spermiumot jelez, amelynek ép az akroszémaja, mig a fluoreszcens mikroszkoppal, illetve
flow citométerrel értékelhet6 FITC-PNA/PI festékkombinacio (Nagy et al.,, 2003)
alkalmazasaval az elhalt sejtek mintegy fele jellemzéen ép jelet ad. Az ellentmondas
mértékének vizsgalatara 60 méréspart végeztem a fenti mddszerekkel mélyhiitdtt-felolvasztott
bikasperma mintakon, amelyeken az elhalt sejtek akroszdma-statuszat (intakt vagy sérult)
osztalyoztam. A mérésparokat Bland-Altman (1982) statisztikai modszere szerint értékeltem.
Eredményeim szerint a mérésparok atlagos kilénbsége d = -54,64%, szordsa SD = 8,65%
volt, ami a két mddszer eredményeinek azonossagat erésen megkérdodjelezi. Mivel a FITC-
PNA az egyik legérzékenyebb akroszoma-specifikus proba, amely béta-galaktozidaz
specifikus kotodéssel szinte a membranfuzids porusok megjelenésekor jelzi az akroszéma
reakciot, a Pl pedig egy DNS-specifikus membran-impermeabilis festék, amely csak a sérilt
sejtmembranon képes athatolni, ezt a festékkombinaciot megbizhatonak tartom, mig a
konvencionalisan alkalmazott tripAnkék-Giemsa kombinacio eredménye — legalabbis az elhalt
spermiumok értékelése szempontjabol - megkérdojelezhetd, mivel ezek a festékek

empirikusak, kétédési mechanizmusuk nem ismert pontosan.

2. Spermiumok él6-elhalt statuszanak automatizalt fluoreszcens értékelése

A pélyazati tervben eredetileg egy excel-makro segitségével terveztem a zold (él16) és voros
(elhalt) ondosejtek aranyanak automatizalt megéllapitasat, azonban a rendelkezésemre allo
kombinalt fluoreszcens sziiré nem adott egyenletes intenzitast vords és zold jelet, a kilon-

kilén, zold és voros szirovel felvett digitalis fényképek utdlagos, szoftveres



Osszeszerkesztese az automatizalt értékeléshez tul lassu lett volna, éppen ezért nem lett volna
gyakorlatias. Ehelyett egy holland mesterséges termékenyité  allomas rutin
spermalaboratériumaban Uzembe helyezett flow citométer alkalmazhatdsagat teszteltem,
kilonos tekintettel arra, hogy mennyire illesztheté a napi rutin munkarendbe. Tiz holstein-friz
bika két-két ejakulatumat vizsgaltuk. Az ejakulatumok az adott mesterséges termékenyito
allomas rutin technoldgidja szerint kerlltek feldolgozésra és fagyasztasra TRIS-homogenizalt
tojassargaja higitéban. Felolvasztas utan (egy perc 37°C-os vizfurdoben, az allomas rutin
technologidja szerint) minden egyes ejakulatumbdl harom-harom almintat vettlink, ezek négy-
négy muszalma keverékébol alltak. Az almintakat két ismetlésben vizsgaltuk.

Egyfel6l az alloméson rutinszeriien hasznalt, fluoreszcens mikroszkopos Hoechst 33258
festést alkalmaztuk (de Leeuw et al., 1991). Ezzel a mddszerrel a kombinalt faziskontraszt-
fluoreszcens mikroszkoppal értékelve az él6 sejtek nem jelolédnek, az elhalt sejtek kéken
fluoreszkalnak. Masfel6l flow citométerrel Gardner et al. (1994) modszerét alkalmaztuk
(LIVE/DEAD Sperm Viability Kit, L-7011 SYBR-14/PI, Molecular Probes Inc., Eugene, OR,
USA), amelyben az él6 onddsejtek zdlden fluoreszkéalnak (SYBR 14), az elhaltak vordsen
(P1). Mikroszkoppal mintankent 200-200, flow citométerrel 10000 — 10000 sejtet ertékeltlink.

Eredményeink szerint a mikroszkopos és a flow citométeres vizsgalatok megfelelé egyezést
mutattak, azonban a flow citométeres madszer ismételhetésége, kdvetkezésképpen precizitasa
— a nagyobb értékelt sejtszamnak kdszdnhetéen — joval nagyobb volt. Mindemellett, a mintak
elokeszitése, fluoreszcens jel6lése, inkubacidja, a muszer beallitasa és a teszt lefuttatdsa nem
vett tobb id6t igénybe, mint a rutinszeriien alkalmazott mikroszkdpos értékelés, tehat
illeszthet6 a napi labormunkarendbe. Amennyiben a flow citométer-gyartok felismerik ennek
a piacnak a jelentoségét, és olcsobb miiszerekkel jelennek meg (vannak erre utald jelek), agy
a citometria kiemelked6 merési precizitasaval 0] tavlatokat nyithat meg a rutin

spermaminéség-ellendrzés eldtt.



3. Sejtszerv-specifikus fluoreszcens probak tesztelése

A vizsgélatokhoz mélyhitott/felolvasztott bikaspermat hasznéltam, 100 ul-t higitva 900 ul
PBS-ben.
A higitott mintdkhoz adtam a fluoreszcens probakat, majd a mintakat 37°C fokon inkubaltam

30 percig.

MITOTRACKER GREEN FM (M-7514, Molecular Probes, Eugene, OR, USA)

A mitokondriumok aktivitasanak merésére a MitoTracker Green FM prébat véalasztottam,
mivel ez a festék rovidebb inkubéacios id6t igényel és kisebb hattérfluoreszcenciat ad, mint a
tobbi, konvencionalis mitokondrium-specifikus préba, mint pl. a Rodamin 123 (Garner,
szemelyes kozlés). A festék élénkzold fluoreszcens jelet ad a mitokondriumokon. A prdoba
nem fluoreszkal vizes oldatban, csak akkor, ha a mitokondriumok lipid allomanyaban
akkumulalodik. A proba a peptidek és fehérjék tiol-csoportjahoz koétédik (Molecular Probes
online Handbook). A forgalmaz6 20-200 nM munkaoldat-koncentraciét javasol
altalanossagban. Ezen belll széles koncentracio-skalat prébaltam ki, de minden esetben azt
tapasztaltam, hogy a festék minden egyes mitokondriumot jel6l, fuggetlendl annak aktiv vagy
inaktiv &llapotatol, emellett nem specifikusan kotédott az akroszoméhoz és a flagellumhoz is,
illetve a spermahigitoban 1évé tojassargaja-szemcsékhez is, ami eleve értelmetlenné teszi a

flow citométeres alkalmazast.

LYSOTRACKER RED DND 99 (L-7528, Molecular Probes, Eugene, OR, USA)

A LysoTracker probék olyan acidotrop fluoreszcens probak, amelyek az acidikus sejtszervek
jelolésére alkalmasak. Thomas et al. (1997) a LysoTracker Green DND 26 z6lden emittald
probat alkalmaztak spermiumok akroszOma-integritasanak meérésére. A  multikolor
megkozelitésnek megfeleléen narancs emisszioju probat kerestem, ezért esett valasztasom a
fenti prébara. A forgalmazé 50-75 nM munkaoldat-koncentréaciét javasol altaldnossagban.
Spermiumokon 50 és 500 nM kdzotti koncentraciokat teszteltem, de egy esetben sem kaptam
mikroszkoppal detektalhaté jelet. A proba elénye az lett volna, hogy az ép akroszémat jel6li,
ellentétben a hasonlé emisszids spektrumi PE-PNA-val, amelyet korabban mar sikerrel

alkalmaztunk spermiumokon (Nagy et al., 2003).



SYTO 17 (S-7579, Molecular Probes, Eugene, OR, USA)

A SYTO festékek membran-permeabilis nukleinsav-specifikus prébak. A SYTO 17 festéket a
konvencionalisan alkalmazott, zéld jelet adé6 SYBR 14 kivaltasara teszteltem, hogy a zdld
szint a multikolor megkdzelitésben a mitokondriumok értékelésére hasznalhassam. A
forgalmazo altalanossagban 10 nM - 5 pM munkaoldat-koncentréciét javasol allati sejtek
vizsgélatara. Elfogadhato jelet kaptam 2,5 UM koncentracid mellett. A SYBR 14-el vald
elézetes dsszehasonlitdsaim szerint (0, 50 és 100% aranyu, fagyasztva el6lt spermiumok
értékelésevel) a SYTO 17 igéretes proba az él6 sejtek jelolésere multikolor

festékkombinacioban.

TO-PRO 3 (T-3605, Molecular Probes, Eugene, OR, USA)

A TO-PRO 3 monomer cianin nukleinsav-proba, amely nem membranpermeabilis, igy csak a
nekrotikus spermiumokat jel6li. Kedvezobb excitacios és emisszios spektruma miatt
valasztottam elhalt sejt-specifikus kontrasztfestékként a konvencionalis propidium-jodid
helyett. 0,5 UM koncentrécidval elfogadhaté fluoreszcens jelet kaptam, el6zetes tesztjeim

szerint a Pl-val azonos eredményt ad a proba.

4. Fluoreszcens domén-specifikus plazmamembran-integritési teszt kidolgozasa

4.1. A farki rész plazmamembran-integritasanak értékelése anti-tubulin antitest segitségével.

Tekintve, hogy tubulin a spermiumok farki részének alkotdja, elképzelésem szerint anti-
tubulin antitesteket alkalmazva a farki rész plazmamembranjanak sériilése kimutathatd, mivel
az antitestek — el6zetes permeabilizalas hianyaban — csak a sériilt membranon juthatnak at, és
adhatnak fluoreszcens jelet, az intakt membrannal biré onddsejtek jeldletlenek maradnak.

A vizsgalatban anti-bovin, alfa-tubulin monoklonéris egér antitestet (A11126, Molecular
Probes, Eugene, OR, USA, primer préba) és AlexaFluor 488 FluoroNanogold kecske anti-
egér 1gG-t (A24920, Molecular Probes, Eugene, OR, USA, szekunder proba) alkalmaztam.
Mivel a forgalmazé Altal biztositott hasznalati ismerteté szerint az adott alkalmazashoz
empirikusan kell meghatarozni a probak alkalmazott koncentracioit, inkubacios idéket, stb., a
primer proba 6, a szekunder préba 3 kilénbdzé koncentracidjanak kombinaciodjat vizsgéltam,
az optimalis jel6lési protokoll kidolgozasa érdekében:

Primer: 0,1; 0,2; 0,5; 1;2;4 ug/ml PBS-ben oldva

Szekunder: 1,5; 3; 8 ug/ml PBS-ben oldva.



Friss ménspermamintakat PBS-ben higitottam 1millié/ml végkoncentraciora és ehhez adtam a
prébakat a fenti koncentraciok kombinacidiban. A primer hozzaadasa utan egy Oréat
inkubaltam a mintdkat szobah6n, majd a nem kotott probdkat kimostam. A szekunder
hozzéadasa utan Ujabb 30 perc inkubacio kovetkezett szobahén, majd 2 x mosast és
reszuszpendalast kdvetéen DAPI kontrasztfestéket és antifade lefed6t alkalmazva keneteket
készitettem, amelyeket fluoreszcens mikroszkdppal értékeltem.

Vizudlisan értékelve a legegyértelmiibb jelolést a 2 ug/ml primer és 3 ug/ml szekunder
kombinéacidjaval értem el (1. fotd), azonban ez a jel is gyenge volt a rutinszeri fluoreszcens
mikroszkopos alkalmazéshoz, tovabba a jel6lési protokoll viszonylagos bonyolultsdga és
id6igényessége is azt a kdvetkeztetést tamasztotta ala, hogy bar kutatasi célokra érdemes lehet
az anti-tubulin jelolés alkalmazésat figyelembe venni, a rutin spermamindség-ellenorzés

szempontjabol egyszeriibb modszerre van szikseg.

1. fotd. Anti-tubulin antitest (zold) segitségével jel6lt, hajtiiszeriien hajlott farki ménonddsejt,

sériilt farki plazmamembrannal (kontrasztfestek: DAPI - kek)

4.2. Konvencionalis fénymikroszképos festékek fluoreszcens mikroszkdpos alkalmazasa a

farki rész plazmamembran-integritasanak értékelesére

A fent emlitett anti-tubulin antitest olcso, konnyen hozzéférhet6 alternativajakent a kbvetkez6
konvencionalis fénymikroszkdpos vitalis festékeket teszteltem a fluoreszcens eértékelés
szempontjabol: tripankék, kongovoros és Chicago Sky Blue (Sigma-Aldrich). Kék



gerjesztéfény mellett mindharom festék vords fluoreszcenciat mutatott, a legegyértelmubb
jelet a Chicago Sky Blue adta, igy a tovabbiakban ezt alkalmaztam festékkombinacidkban. A
vizsgalatokhoz mélyhiitétt-felolvasztott bikaspermat alkalmaztam, amelyet PBS-ben torténé
mosas utan a jovébeni flow citométeres vizsgalatok szempontjabol optimalis, kb. 5 millio/ml
sejtkoncentraciora allitottam be PBS-ben reszuszpendalva a centrifugalas (200 x g, 10 perc)
utan, a feluliszé eltavolitasa utan maradd pelletet. A sejtszuszpenzidhoz Chicago Sky Blue
0,16%-0s oldatabdl (Kutvoélgyi et al., 2006) 10 ul-t, FITC-PNA-b6l 5 ul-t (Nagy et al., 2003),
kontrasztfestékként Hoechst 33342-bél 2 ul-t (Hallap et al., 2006) adtam, majd 10 perc

inkubaciot kdvetden fluoreszcens mikroszkdppal ertékeltem (2. foto).

2. fotd. Chicago Sky Blue/FITC-PNA/Hoechst 33342 festékkombinaci6. A sérilt
plazmamembrant a Chcago Sky blue vords szinnel jelzi a farki részen, a feji részen ez a
Hoechst kontrasztfesték miatt lilas szinnel jelentkezik. A serilt akroszomat a FITC-PNA zoéld

szinnel jelzi.

A tapasztalataim azt mutattdk, hogy a Chicago Sky Blue jel6lési intenzitdsa a megismételt
vizsgalatok soran erésen valtozo volt, gyakran nehezen értékelhetének bizonyult, és mivel a
jelélési mechanizmusa nem ismert pontosan (fehérje-specifikus, de pontosabban nem

meghatérozott), célszeriinek lattam mas, specifikusabb fluoreszcens probak tesztelését is.



4.3. LIVE/DEAD Reduced Biohazard Viability Kit

A Molecular Probes (Eugene, OR, USA) fent nevezett kit-jei olyan amin-specifikus vitalis
fluoreszcens festékek, amelyek az él6 sejtek plazmamembranjanak kiilsé rétegéhez, az elhalt
sejtek plazmamembranjanak mind kulsé, mind bels6 rétegéhez kotédnek, igy az él6 sejteket
gyenge, az elhalt sejteket erésebb fluoreszcenciaval jelzik. Ez a flow citométeres munka soran
lehet el6ny0s, ugyanis igy csak egy fluoreszcens detektorra van szlikség az él6-elhalt statusz
értékelésehez. Ezeket a festékeket spermiumok vizsgalatara még nem alkalmaztak.
Vizsgalataimban a kit voros jelet ado valtozatat (L23102) alkalmaztam, de Kiprobaltam a kék
(L23105) és zold jelet (L23101) add valtozatait is. A fentiekhez hasonléan, a vizsgalatokhoz
mélyhutott-felolvasztott bikaspermét alkalmaztam, amelyet PBS-ben térténé mosés utan kb. 5
millio/ml sejtkoncentracidra allitottam be PBS-ben reszuszpendalva a centrifugalas (200 x g,
10 perc) utan, a feltliszo eltavolitasa utan marado pelletet.

A festés soran kisebb mddositasokkal kovettem a Kit-hez mellékelt jel6lési protokollt. Az 5
millié/ml sejtkoncentracioju szuszpenzidhoz 5 ul LIVE/DEAD Reduced Biohazard Viability
prébat adtam, majd 30 percig inkubaltam sotétben, szobahén. Az inkubacio 20. percében 2 ul
Hoechst 33342-t (Hallap et al., 2006) és 5 ul Alexa Fluor 488 PNA-t (a FITC-PNA-hoz
hasonloan jel6l6, spermiumokon még nem alkalmazott lektint, amely azonban joval nagyobb
fotostabilitassal bir, igy lassabban fakul ki a mikroszkopos ertékelés alatt) adtam a mintéhoz.

A 30 perces inkubaciot kovetéen a mintakat fluoreszcens mikroszkdppal értékeltem (3. foto).



3. fotd. LIVE/DEAD Reduced Biohazard Viability Kit (voros), Hoechst 33342 (kék), Alexa

Fluor 488 PNA (z6ld). Ugyanazon mikroszkopos mez6 faziskontraszttal (A), kék sztirével

(B), zold szirovel (C) és voros sziarével (D) ertékelve. A Hoechst 33342 kék szinnel jelzi a
DNS-t tartalmazé spermumfejeket mind az €16, mind az elhalt sejtek esetében (B). Az Alexa
Fluor 488 PNA z6ld szinnel jelzi a serllt vagy levalt akroszomat, az ép akroszomaju sejtek
jeléletlenek maradnak (C). A LIVE/DEAD Reduced Biohazard Viability Kit az ép
plazmamembrant — mind a feji, mind a farki részen — szemmel nem észlelhet6 intenzitassal

jelzi, a sérllt membrant viszont intenziv voros jellel mutatja mind a feji, mind a farki részen

(D).

Az egyes sziirékkel készilt digitalis felvételeket utdlag szoftver segitségével dsszeillesztettem
(4., 5. foto).



4. fot6. Faziskontraszt, LIVE/DEAD Reduced Biohazard Viability Kit (voros), Alexa Fluor
488 PNA (z6ld). Megfelelé fluoreszcens sziirékkel értékelve ez a kombinacié Hoechst
kontrasztfesték nélkil alkalmazhaté mikroszkopos értékelésre: az ép plazmamembrannal bird,
fluoreszcens jelet nem mutatd sejtek faziskontraszttal észlelhetok, a serult vagy levalt
akroszoma zold fluoreszcens jelet ad, a sérilt plazmamembran mind a feji, mind a farki

részen értékelhetd a voros fluoreszcens jel alapjan.



5. fot6. LIVE/DEAD Reduced Biohazard Viability Kit (voros), Hoechst 33342 (kék), Alexa

Fluor 488 PNA (zold). Flow citométeres értékelés esetén a biztos onddsejt — spermiumhigito

megkilonboztetés (Nagy et al., 2003) érdekében ajanlott a Hoechst 33342 kontrasztfesték
alkalmazéasa is. Ebben az esetben az ép plazmamembrénnal bird spermiumok kék jelet
mutatnak a fejen, a farok nem jel6lédik, a sérilt vagy levalt akroszoma zold, a sérilt
plazmamembran a feji részen kék és voros (mikroszkdppal értékelve lila), a farki részen

VvOros.

Ez a festékkombinacié kordbban még nem keriilt alkalmazasra spermiumok vizsgalatara.
Mivel egyértelmii, specifikus fluoreszcens jeleket ad, igény szerint kulon-kilon, illetve a
fentiekben ismertetett médon kombinacioban is alkalmazhato, a palyazat célkitiizéseit sikertlt
megvalositani. A fenti kombinacio elvileg kisebb mddositasokkal tovabb bévitheté egy
mitokondrialis aktivitas értékelésére alkalmas fluoreszcens probaval, a MitoTracker Deep Red
633-al (Hallap et al., 2005) is, azonban ennek tesztelésére nem volt lehetéségem a megfelelé
fluoreszcens sziiré hianya miatt. Elvileg azonban a kék LIVE/DEAD Reduced Biohazard
Viability Kit, a Hoechst 33342-h6z hasonléan minden ondosejt DNS-ét jel6l6 SYBR 14

10



kontrasztfesték, a sériilt vagy levalt akroszémat a zéld FITC-PNA-hoz hasonl6an, de narancs
szinnel jel6l6 PE-PNA (Nagy et al., 2003) és a fent emlitett MitoTracker Deep Red 633 (az
aktiv és inaktiv mitokondriumokat eltéré intenzitasu voros szinnel megkilonboztet préba,
Hallap et al., 2005) értékelhet6 lehet egy megfelel tébblézeres flow citométer (pl. BD LSR)
segitségével.

A rendelkezésemre allé fluoreszcens sziirokkel értekeltem a kék LIVE/DEAD Reduced
Biohazard Viability Kit, és a SYBR 14 kontrasztfesték alkalmazhatosagat is (6. foto).

6. fotd.Faziskontraszt, LIVE/DEAD Reduced Biohazard Viability Kit (kék), SYBR 14 (zéld).
Az ép feji plazmamembrant a zéld szin jelzi, a farki rész nem fest6dott. A sérilt feji és farki
plazmamembrant a kék szin jelzi.

A festekkombinacié minden eddig tesztnél arnyaltabb képet adhat a vizsgalt spermamintak
mindségérél. Ez egyfel6l pontosabb mindségellendrzést tehet lehetévé a mesterséges
termékenyitd allomasok spermalaboratériumaiban, masfelél az alkalmazott kutatas
eszkozekeént is elényods lehet Uj spermamélyhtitési technoldgidk kidolgozasa sorén.

A kidolgozott fluoreszcens festekkombinaciot a tovabbiakban az Intézetiinkben futo, és mas

intézményekkel  egylttmiikddésben  végzett  spermium-mélyhtitési  kisérleteinkben
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(ménsperma,  szarvas-sperma, stb.)  kivanjuk alkalmazni, illetve  nemzetkozi

egylttmukodésben szeretnénk tovabb vizsgélni a flow citométeres alkalmazhatdsagat is.

A palyazat témajahoz kapcsoldddan a kozeljoévoben a kdvetkezé tudomanyos kdzlemenyeket
nyujtom be kozlésre az alabbi tudomanyos folyoiratoknak:
1. A critical comment on the interpretation of the results of the simultaneous viability-
acrosome integrity assay by a trypan blue-Giemsa staining - Theriogenology
2. Comparison of light microscopic and flow cytometric analyses of bull sperm quality
under routine conditions - Theriogenology
3. Bikaspermiumok vizsgalata domén-specifikus fluoreszcens jeldléssel — Magyar
Allatorvosok Lapja
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