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ROVID KOZLEMENY/SHORT COMMUNICATIO

SERTES IN VITRO FERTILIZACIOHOZ HASZNALT
MELLEKHERE EREDETU SPERMIUMOK HOTURESI STRESSZ
VIZSGALATA KULONBOZO TAPFOLYADEKOKBAN*

MAGYAR ANDREA - ESSO ZSUZSANA - EGERSZEGI ISTVAN - BODO SZILARD

OSSZEFOGLALAS

A klldnféle okokbdl, varatlanul elpusztult, de genetikai szempontbél értékes kanoktdl szarmazé
himivarsejtek megdvasanak egyik mddja az egyedek mellékhere eredetli (MH) spermiumainak
mélyh(itése. A lefagyasztott, majd felolvasztott MH spermiumok egyik alkalmazasi terllete az ,in
vitro fertilizacios” kisérletekben valo6 felhasznalas, amelyhez szlikségszer( a jé minéségd spermium.
A vizsgélatok célja az volt, hogy a felolvasztas utan megallapitsak a MHS motilitdsaban, valamint
feltételezett termékenyitd képességében bekdvetkezd valtozasokat, valamint, hogy kivalasszak a
tulélést legjobban tdmogato pufferkdzeget. A spermiumok életképességét hétiirési stressz prébaval,
afeltételezett termékenyit6képességet Kovacs-Foote festéssel vizsgaltak. Az eredmények segitsé-
gével nagyfoku javulast érhettek el az in vitro fertilizacids kisérleteik soran.

SUMMARY

Magyar, A. - Essé, Zs. - Egerszegi, I. - Bodd, Sz.: HEAT TOLERANCE TEST OF PIG EPIDIDYMAL
SEMEN IN DIFFERENT SOLUTIONS

One way of conserving male sperm from unexpectedly died but genetically valuable boar is
the cryopreservation of epididymal semen. Frozen/thawed sperm are used in “in vitro fertilization”
experiments for which high quality sperm is required. The aim of the investigations was to determine
the changes in sperm motility and presumptive fertility and select the best buffer solution for
supporting the survival of sperm cells. Heat tolerance test was used to evaluate the viability and
Kovacs-Foote staining was applied to determine the presuming fertility of the cells. Using the results
of the analysis it is possible to increase the efficacy of in vitro fertilization.

*A kdzlemény a XXIII. Szaporodasbioldgiai Talalkozén (2017. oktéber 14., Cegléd) elhangzott eléadas bdvitett valtozata
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BEVEZETES

A kan sperma életképességének hosszutavu tarolasa a mesterséges terméke-
nyités fejl6désével a nagy érték( tenyészallatok genetikai anyaganak megérzésére
nélkllézhetetlenné valt. Az 1950-es évek masodik felétél a sperma mélyhitési
eljarasok fejlédése robbanasszerlien megndvekedett és a napjainknak hasznalt
modszerek alapjai mar az 1970-es évekre tobbé-kevésbe ki lettek dolgozva.
A sikeres mélyh(tés mellett fontos volt, hogy a felolvasztast kdvetéen a sejtek
termékenyit6képesek maradjanak, ezért szamos spermakezelési és értékelési
médszert fejlesztettek ki az évtizedek soran (Makkosné és mtsai 2008).

Lehet6ség nyilt a mellékherébdl torténd spermiumok kinyerésére és mély-
hiitésére, amely lehetévé teszi a hirtelen elhullott értékes tenyészallatok post
mortem genetikai anyagadnak megd&rzését is. A mélyh(itétt/ felolvasztott sertés
MH spermiumokat az in vitro fertilizacié (IVF) soran alkalmazzak termékenyit6é
anyagként. Tébb vizsgalat arra utal, hogy jobb a fagyasztas karos hatasaival
szembeni ellenallé képességlik és a termékenyitéshez sziilkséges kapacitacids
folyamat is kedvez8bben megy végbe az ejakulalt spermiumokhoz képest in vitro
(Cheng és mtsai, 1986; Losley és mtsai, 1944 Suzuki és mtsai, 2005).

A munkank soran azt vizsgaltuk, hogy a mélyhdtétt MH spermiumok a felol-
vasztast kovetéen megfelelé motilitassal és feltételezett termékenyitéképesség-
gel rendelkeznek-g, és ezt milyen tapkdzeg biztositja a legjobban az ivarsejtek
szamara. Kisérleteinkben ezért az IVF-nek megfelel6 kdérnyezet biztositasaval
hétlirési stresszprébat végeztink.

ANYAG ES MODSZER

A kisérleteinkhez tenyészérett mangalica kanok ivartalanitdsabél szarmazé mel-
Iékherékbdl kinyert mélyhitott/felolvasztott spermiumait hasznaltunk (Egerszegi
és mtsai, 2012). A sejtkoncentraciét Makler-kamra segitségével hataroztuk meg.

A sertés in vitro fertilizaciés kisérletekben is hasznalt kiilonb6z6 tapoldatok-
ban: PGM (Yoshioka és mtsai, 2008), PFM és SP-WASH (Kikuchi és mtsai, 1998).
vizsgaltuk a spermiumok tulajdonséagait.

A hétlirési stresszprobat (Heat Tolerance Test - HTT), 3 6ras idGintervallumban,
38,5°C-on 5 % CO, és 5% O, gazelegyben t6rténd inkubalassal végeztik az in
vitro fertilizacios kérlilmények modellezésére. A mintakat a felolvasztast kévetden
minden esetben két kezelési csoportra osztottuk. Az elsé esetben centrifugalassal
(7609 2 percig) eltavolitottuk a krioprotektans anyagokat és a felliliszo leszivasat
kévetden a visszamaradd pelletet a megfelel§ aranyban higitottuk. A masodik
esetben a mintakat az olvasztast kdvetéen a mosasi Iépés kihagyasaval higitottuk.

Az elsé kisérletlinkben rendelkezéslinkre allé 5 mellékhere eredetli sperma
kevert mintaja kerult felhasznalasra eltérd higitasi aranyban (10x, 20x, 50x, 100x),
a kllénbozé tapfolyadékokban (P-FM, PGM, SP-WASH). A kisérlet soran éranként
szubjektiv médszerrel faziskontraszt mikroszkép segitségével 200x nagyitason
meghataroztuk a sejtek motilitasat.

Ezt kdvetden az egyedi kildnbségek meghatarozasara az 5 kulénbdz6 sperma
mintan megismételtlk a vizsgalatainkat az el6z6 kisérletben legjobbnak bizonyult
oldatban. Az 6ranként elvégzett szubjektiv motilitds vizsgalatot kiegészitettiik
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Kovacs-Foote festéssel (Kovacs és Foote 1992), hogy megallapitsuk az él6-elhalt
sejt aranyt, valamint az akroszéma sérlilések mértékét, amivel meghataroztuk a
feltételezetten termékenyit6képes spermiumok aranyat. A kenetek kiértékelését
faziskontraszt mikroszkdppal 400X nagyitason és a Hamupip&ke 2.0 program
segitségével végeztik.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Els6 kisérletiinkben a kevert mintakkal PFM, SP-WASH és PGM oldatban 10x,
20x, 50x, 100x higitasaban hétlrési stresszprébat végeztink. Ezalatt azt tapasz-
taltuk, hogy a centrifugalason atesett mintak szubjektiv motilitasa jelentésen
csokkent mind a kezdeti, mind a higitott mintakhoz képest.

A centrifugalas nélkll higitott minta eredményei alapjan megallapithaté, hogy
1 6ra elteltével a PFM és a PGM oldatban 100x higitason volt a legjobb a sejtek
motilitdsa, mig a SP-WASH oldatnal a 10x higitds mutatkozott a legjobbnak.
A masodik 6ratol az oldatokban a spermiumok agglutinaciéja volt megfigyelhetd,
amely megnehezitette a szubjektiv motilitas megallapitasat is. Két és 3 6ra elteltével
a PFM és a SP-WASH oldatok esetén jelentésen csOkkent a sejtek motilitasa, és
az ivarsejtek agglutinaciéjanak mértéke jelentésen megndvekedett. 3 éra eltel-
tével a PGM oldatban a sejtek szintén kisebb csomodkba rendezddtek, de ennek
ellenére is ebben az oldatban mutattadk a spermiumok a legjobb motilitast. PGM
oldat higitasi mértékei kdzul a 100x higitas mutatkozott a legeredményesebbnek
a 3. 6ra végén. (1. abra)

Masodik kisérletiinkben a rendelkezésre all6 5 mellékherei spermium mintat
teszteltlik le a hétlirési stresszprdbaval, egyedi killdnbségeket keresve az el8z6-
ekben legjobbnak bizonyult oldatban (PGM 100x higitas).

Ez esetben nem talaltunk jelentés killénbséget az egyedi mintak minéségcsok-
kenése alapjan, de elmondhato, hogy a centrifugalas az el6z6 kisérletben tapasz-
taltakhoz hasonléan nagymértékben csdkkentette itt is a mozgo sejtek aranyat.

Oranként mintat vettlink a Kovacs-Foote festés szamara. Meghataroztuk az é16,
ép akroszomaval és farokmembrannal rendelkez6 sejtek aranyat. A centrifugalt,
és a higitott kezelési csoportndl latszik, hogy az id6 elérehaladtaval fokozatos
csOkkenés tapasztalhaté a feltételezhetéen termékenyitéképes sejtek aranyaban.

Az elsé kisérleti csoportban a higitott mintak esetében 3. 6ra elteltével a min-
takban az él6 sejtek aranya 20% kordli értéket mutatott. Mig a masodik kisérleti
csoportban, azaz a centrifugalast kévetéen higitott mintaknal ez az arany a 20%-ot
sem éri el a 3. érat kdvetben.

Valamint itt is jol Iathato, hogy a centrifugalt mintédk rosszabb eredményt
mutattak (3. abra).

KOVETKEZTETESEK

A 3 6ras HTT végére a mintak minésége mindharom tapfolyadékban jelentésen
csokkent. A Kovacs-Foote féle festés eredményei alapjan elmondhaté, hogy a
centrifugalds minden esetben jelentés minéségi romlast okozott, amit a szubjektiv
motilitds elemzés azonban nem mutatott ki, ezért javasolhatd, hogy az IVF soran
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1. abra A kevert spermiumminta szubjektiv motilitas vizsgalata 10x, 20x, 50x, 100x higitdsu PFM,
SP-WASH és PGM oldatban 3 6ra HTT soran
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Figure 1. The Heat Tolerance Test of the mixed sperm sample in 10x, 20x, 50x, 100x diluted, PFM,
SP-WASH and PGM solutions at 3 hrs of HTT

(1) centrifuged and (2) not centrifuged
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2. abra Egyedi spermium mintak szubjektiv motilitas vizsgéalata 100x higitaési PGM oldatban 3 éra
HTT soran
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Figure 2. Subjective motility test for individual sperm samples in 100x diluted PGM solution at 3
hrs of HTT

(1) centrifuged and (2) not centrifuged
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3. abra Kovécs-Foote festés: é16, ép akroszémdju, ép farokmambrant sejtek aranyanak valtozasa 5
MH spermium mintan 3 éra HTT soran
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Figure 3. Kovacs-Foote staining: changing of ratio of live sperm cells for 5 individual sperm
samples at 3 hrs of HTT

(1) centrifuged and (2) not centrifuged



ALLATTENYESZTES ES TAKARMANYOZAS, 2019. 68. 1. 83

hasznalni kivant termékenyitd anyag kivalasztasa elétt végezzink hétdrési pro-
bat és a szubjektiv motilitasi megfigyelést egészitsiik ki a membran karosodast
kimutaté Kovacs-Foote festést is. Az IVF soran termékenyitékdzegként hasznalt
PGM puffer alkalmazasat javasoljuk.

Erdemes lenne a centrifugalas okozta minéségromlas feltarasara (a fordulat-
szam és az id6tartam aranyanak valtoztatasa), valamint az eltarolt termékenyité
anyag homogenitasanak megallapitasara (egy mélyh(tétt MHS minta t6bb mu-
szalmajanak vizsgalata) tovabbi kisérleteket végezni.
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