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OSSZEFOGLALAS

A haszonallatok termékenyito anyaganak hosszabb tavu taroldsa és mindségenek ilyen
modon tortéend megdorzése mar évszdazadokkal ezelott is elérendo cél volt az allattartok és
nemesitok korében. A mesterséges termékenyités megjelenésével és elterjedésével
parhuzamosan mind a révidtavi, mind a hosszu tavii spermatdrolds megolddsa
nélkiilozhetelenné valt. A kezdeti hiitést a fagyasztas valtotta fel, és a XX. szdazad masodik
felében ugrasszerii fejlodésnek indult a spermamélyhiités. A kutatolaboratoriumokbol
egymdas utan lattak napvilagot a kiilonféle spermakezelési eljardsok, melyek donto,
lenyegi lepései megegyeztek. A higitas, az ekvilibrdlas, a centrifugalds és az
adalékanyagok, mint a glicerol, alkalmazasa nélkiilozhetetlennek bizonyultak. A kutatok
egyre jobb fagyasztasi és felolvasztasi technikakat alkalmaztak, ahol nemcsak a
fagyasztast és a felolvasztast oldottak meg, hanem azt is, hogy a spermiumok felolvasztas
utan is életképesek maradjanak. Ez a hetvenes évek elejére tobb-kevesebb sikerrel
megvalosult. A  spermiumok életképességenek becslésére kiilonféle vizsgalati
mddszereket dolgoztak ki. Szamos festési eljarast fejlesztettek ki, melyeket a mai napig
sikeresen alkalmaznak az élé vagy elhalt spermiumok kimutatasara, illetve a spermium
akroszomdja integritasanak kideritésére. A rengeteg kisérlet és kutatas ellenére a hosszi
tavi  spermatdrolds nem eléggé magas hatdasfoku, folyamatos kutatomunkaval
napjainkban is folyik az eljardsok tokéletesitése.
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The sperm conservation of livestock over a long period of time and the conservation of
sperm quality was an important purpose to the animal keepers and breeders. The sperm
conservation over a short and a long period of time has become indispensable with the
appear and spread of insemination. The freezing changed the cooling and the
spermcryopreservation made a fast advance in the second part of the 20" century. The
various laboratories made various sperm treatment methods in that the important steps
are similar. Engagement of dilution, conditioning, centrifuging, and inert material like
glicerol are indispensable. The scientist used better and better freezing and thawing
methods. They had to find a solution for the freeze and thaw. For the estimate of sperm
viability were evolved different assay methods. They developed several staining
techniques that are in use for the vertification of living or died sperm and integrity of
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sperm acrosome to date. Despite many experiment and research the sperm storage for a
long time has not have enough high efficiency but in recent days with the continues
research is going on perfection of methods.

(Keywords: boar semen, cryopreservation, freezing, thawing, sperm treatment)

BEVEZETES

A sertéstenyésztok évszazadokra visszanyuld faradalmas munkéjanak eredményeként a
legértékesebb genetikai allomannyal rendelkezd sertéskanok és kocak tenyésztddtek ki.
Az igy létrehozott értékes kanokat egy-egy nem kivant betegség elpusztithatja, vagy az
id6 elérehaladtaval az allat fedezésképtelenné valhat, valamint spermajanak mindsége
torvényszerlien romlhat, ezekben az esetekben a megteremtett tenyészérték nem
Orokithetd tovabb. A biologiai sokféleség fenntartasa, a kimagaslo genetikai allomany —
magas szaporulat, betegségekkel szembeni ellenallas, gyors novekedés, izletes a piaci
igényeket kielégitd koleszterinszegény sertéshiis — megdrzése nem megoldhatatlan, a
kiutat a még ¢él6, értékes kanok spermajanak mélyhiitése, génbankok létrehozasa, és a
mar meglévo génbankok fenntartasa jelentené.

A spermiumok életképességének hosszabb tavii megorzését mar a legelsd
kisérletekben is hiitéssel érték el. Spallanzani (1776) harminc percen at tarolt hoban
emberi, cs6dor és bika spermat azzal a céllal, hogy anyagcseréjiik csokkentése révén
¢letiiket meghosszabbitsa. Megallapitotta, hogy a sejtek inaktivva valtak, majd
felengedés utan a spermiumok 1Ujbol életképesnek mutatkoztak. Fagyasztassal els6ként
Mantegazza (1866) foglalkozott, —17 °C-ra hiitott le emberi spermiumokat, majd
felolvasztotta Oket, azt tapasztalta, hogy a sejtek visszanyerték motilitasukat,
életképesnek mutatkoztak. Az 6 kisérletének a leirasa volt az els6 beszamolo arrdl, hogy
emlés sejtek talélték a fagyasztas és felolvasztas procedurajat. A technikak fejlodésével
napjainkban mas allatfajok termékenyité anyagahoz hasonléan a sertés spermiumok
mélyhiitése is megvaldsithato (Bali Papp, 2004).

A glicerol tartositd hatasanak felismerése 0 korszakot nyitott a termékenyito-
anyagok tarolasanak fejlodésében (Polge és mtsai., 1949), melynek felhasznalasaval
kiilonféle sejteket, szoveteket, kozottik kiilonféle gazdasagi allatok gamétait hiitotték le.
Elkezdédtek azok a kutatasok, amik a sertés sperma fagyasztasaval foglalkoztak (Polge,
1956; Hoffmann, 1959; Hess és mtsai., 1960; Dukelow és Graham, 1962; Bader, 1964;
lida és Adachi, 1966; King és Macpherson, 1966; Kojima és mtsai., 1967; Rohlhoff,
1967; Bamba és mtsai., 1968). Ezekben a kisérletekben a fagyasztott és ujra felolvasztott
spermiumokat vizsgaltdk, majd a fagyasztott és felolvasztott spermiumokkal
temékenyitési kisérleteket végeztek, bar sorra rossz eredménnyel (Settergen, 1958; King
és Macpherson, 1967; Dalrymple és Macpherson, 1969). A hatvanas években végzett
kisérletek megalapoztak a tovabbi kutatomunkat, és a hetvenes évek elejére olyan sertés
spermium mélyhtitési eljarasokat dolgoztak ki, melyek soran kevésbé csokkent le az €16,
¢ép akroszomaju spermiumok aranya, igy a fagyasztott és a visszaolvasztott ejakulatum
jobban megdrizte termékenyitd-képességét (Crabo és Einarsson, 1971; Graham és
mtsai., 1971a,b; Pursel és Johnson, 1971ab). A kutatok az eljarasokat gyakran
modositottak, és egymas utan szdmoltak be a sikerekrdl (Crabo és mtsai., 1972b; Richter
és Liedicke, 1972; Salamon és Visser, 1972; Vincente, 1972; Wilmut és Polge, 1972).
Einarsson (1973) ismertette az els6 fagyasztasi eljarasokat, valamint azok gyakorlati
alkalmazasainak lehetdségeit. Az egyes procedurak elsésorban a higitok dsszetételében
és a spermakezelési eljarasokban kiilonboztek. Az egymastol tavoli és fiiggetleniil
mitk6dé laboratoriumokban kiilonféle fagyasztd higitokkal dolgoztak, mas-mas
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fagyasztas alatti spermakezelési eljarast alkalmaztak, illetve a felolvasztd higitok is
kiilonfélék voltak, valamint a felolvasztasi technikak sem voltak egységesek. Az egyes
fagyasztasi  eljarasokhoz egyedi higitokat fejlesztettek ki, amelyeket mas
technologiakban nem lehetett alkalmazni (Osinovo és Salamon, 1976).

A fagyasztas folyamataban hasznalt higitok

A fagyasztas soran alkalmazott higitoknak két nagy csoportja ismert: az elsd csoport a
puffer nélkiili higitok. K6zos jellemz6jik, hogy mindegyik tartalmaz tojassargdjat és
valamilyen monoszacharidot: gliikézt (Polge és mtsai., 1970) vagy laktozt (Westendorf
és mtsai., 1975). Haszndlatos puffer nélkiili higitdadalék az Orvus Es Paste (Westendorf
és mtsai., 1975). Szédium- és triethanolamin lauryl szulfat-tartalma miatt a spermiumok
felolvasztas utan nagy aranyban megdrzik motilitasukat, akroszomaszerkezetiik épségét,
és a termékenyitd-képességiiket (Pursel és mtsai., 1978). Mindehhez a tojassargaja
jelenléte nélkiilozhetetlen, az Orvus emulgedlhatja és diszpergalhatja a tojassargaja
lipidjeit, megndvelve a felillet/tomeg aranyt, ezaltal fokozza az extender és a spermium
membranjanak fizikai és/vagy kémiai interakcioit (Pontbriand és mtsai., 1989).

A masik csoport a puffertartalmu higitok, amelyekben szerves Tris (hidroximetil)-
amino-metan a puffer. Tovabbi Osszetevok a monoszacharidok: a fruktoz (Visser és
Salamon, 1974) vagy a glikéz (Park és mtsai., 1977, Obando és mtsai., 1984), az
aminosavak koziil pedig a glicin (Obando és mtsai., 1984), valamint az egyéb szerves
molekulak, mint az EDTA (Visser és Salamon, 1974, Park és mtsai., 1977). Mas
pufferes higitok Zwitterionic Tes-N-Tris (hidroximetil) metil-2-amino-szulfonsav puffert
tartalmaznak. Ilyen higitok a TEST (Graham és mtsai., 1971a,b), Bestville F5 (Pursel és
Johnson, 1975), TES NaK (Crabo és Einarsson, 1971; Larsson és mtsai., 1977). A
legtobb higitd izotonids vagy hipertonids a szeminalis plazmahoz képest. A hozzaadott
cukor mennyiségével szabalyozzak az ozmotikus viszonyokat, az ozmotikus nyomast, és
a pH értékét ugy allitjdk be, hogy a lehetd legnagyobb mértékben kozelitse meg a
szeminalis plazmaban mérhetd normal értékeket (Einarsson, 1971). A nem pufferolt
oldatban a tojassargija biztositja a pufferkapacitast. Altalanos osszetevék a cukrok, a
proteinek vagy a lipoproteidek, a pufferok, a véddszerek (fagyasztas alatt bekovetkezo
karos hatasok elleni, leginkabb glicerol) és az egyéb adalékanyagok. Néhany esetben
szeminalis plazmat is magéaba foglal a végsé médium (Salamon és Visser, 1972).

Szamos kutatocsoport sajat higitot fejlesztett ki a sertés sperma mélyhiitéses
tarolasara (Polge és mtsai., 1970; Graham és mtsai., 1971b; Crabo és Einarsson, 1971,
Visser és Salamon, 1974; Pursel és Johnson, 1971b, 1975; Westendorf és mtsai., 1975;
Larsson és Einarsson, 1976; Paquignon és Courot, 1976). Az egyes higitok Osszetétele
kiilonbozott egymastol, ennek ellenére csak kevés kisérlet vizsgalta a kiilonféle
komponensek pontos szerepét (Salamon és mtsai., 1973; Visser és Salamon, 1974;
Wilmut és Polge, 1977a,b), igy az eltéré pufferokat tartalmazé higitok koziil csak
egynéhany volt hasznalhaté az Gjabb termékenyitési eljarasokban. Sarhaddi és mtsai.
(1995) szedimentalassal probaltak az ivararanyt modositani, 6k az itt alkalmazott higitok
hatasait vizsgaltak

A fagyasztas alatt alkalmazott spermakezelési eljarasok

Kutatasok kimutattak, hogy a fagyasztas és a felolvasztas felére csdkkenti a spermiumok
mozgékonysagat (Tuli és mtsai., 1992), valamint a talélé mozgékony szubpopulacid
mozgasanak mindsége gyengébb, mint a friss ejakulatumé (Verheyen és mtsai., 1993). A
kutatok mar évekkel ezeldtt felismerték, hogy az akroszoma sériilések szintén a tarolas
és eltartas kovetkezményei és valdszinii, hogy a glicerol jelenlétének tulajdonithatd
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(Wilmut és Polge, 1977a,b), ezért a felolvasztas utani legjobb motilitas és akroszoma
integritas elérése érdekében Fiser és Fairfull (1990) maximum 3%-os gliceroltartalmat
és 30 °C/perces fagyasztasi itemet irt eld. A 2 és 4% kozotti glicerolkoncentraciot
masok is javasoltak (4/mid és mtsai., 1989; Buhr és mtsai., 2001). Hernandez és mtsai.
(2007) megallapitottak, hogy a fagyasztas iiteme nem befolyasolta szignifikansan a
fagyasztas és a felolvasztas utan mért sperma minSségét. Ok a fagyaszté higité 3%-os
a spermiumok megodrizhessék életképességiiket és épségiiket. A kapott eremények mas
kutatocsoportok vizsgalataihoz hasonlatosak (Almid és mtsai., 1988; Almid és mtsai,
1989; Buhr és mtsai., 2001; Medrano és mtsai., 2002).

A mai napig hasznalt kiilonféle fagyasztasi alaptechnikak dont6 1épései 1ényegében
megegyeznek egymassal, eltérések elsdsorban az ekvilibracios id6 hosszaban, az egyes
fazisok sorrendjében, a spermatoménység beallitasaban, illetve a higitisban és a
fagyasztas iitemében adddhatnak. Mindegyik technika alkalmazza a centrifugalas el6tti
szeminalis plazmaban valo ekvilibraciot, a sperma koncentralasat, a koncentralt
formaban torténé sperma fagyasztasat, és az alacsony koncentracioju glicerol
hozzaadasat. Az ekvilibraci6 megel6zheti a centrifugalast (Pursel és Johnson, 1975;
Larsson és mtsai., 1977). Ok az ekvilibracichoz magat a szeminalis plazmat hasznaltak,
illetve olyan extendert, amely nem tartalmazott szeminalis plazmat. Az ekvilibraciora
azért van szikség, mert elOsegiti a spermiumok fagyasztds és felolvasztas alatti
karosodasokkal szembeni ellendllasat. A rezisztencia kialakulasa valdsziniileg a
spermium membranjanak a szeminalis proteidekkel vald interakcidjanak koszonhetd
(Pavelko és Crabo, 1976). A mozgékony spermiumok ardnya az ekvilibracios id6
elérehaladtaval fokozatosan nd, legkevesebb négy és fél oras ekvilibracios id6t ajanlanak
ahhoz, hogy kielégitd eredmény sziilessen. A mozgékonysag tekintetében a 4%-o0s
gliceroltartalom, a NAR tekintetében a 2%-os gliceroltartalom hozott jobb eredményt
(Fiser és mtsai., 1993).

Eriksson és mtsai. (2000) a kiilonbozo pihentetési idoket vizsgaltak a felolvasztas
utani sperma néhany paraméterére. A 10-20 Ords pihentetést kovetéen a plazma
membran integritasa szignifikansan megndvekedett a harom 6ras pihentetéshez képest. A
20 oras pihentetés szignifikansan alacsonyabb szami mozgé spermiumot eredményezett,
mint azt a 3 vagy a 10 o6ras pihentetés tette. Szignifikans csokkenés volt tapasztalhato az
elérehaladd mozgast végzé spermiumok szdmaban, ugyanakkor szignifikdnsan tobb
spermium mozgott korkordsen a hosszabb (10, 20 o6ra) pihentetést kovetden. Az atlagos
mozgast spermiumok sebessége és az egyenes vonalll mozgast spermiumok sebessége a
hossz(i pihend id6 wutan alacsonyabbnak bizonyult a 3 6ras pihendn atesett
spermiumokéhoz képest. A centrifugalast vagy a sperma gyijtésekor (Paquignon és
Courot, 1976), vagy az inkubaciot kovetden hajtottak végre (Pursel és Johnson., 1975;
Westendorf és mtsai., 1975; Larsson és mtsai., 1977).

A fagyasztas célja, hogy csokkentsik vagy akar leallitsuk a spermium
anyagcseréjét ugy, hogy a felolvasztds utan az anyagcsere karosodas nélkiil ismét
beindulhasson. A sertés spermium fej plazma membranjanak folyékonysagat a
hémérséklet valtozasa szignifikansan befolyasolta (Canvin és Buhr, 1989). A
spermiumoknak tigy kell tilélnilik a fagyasztast, a fagyott allapotban torténd tarolast és a
felolvasztast, hogy ¢letképességiiket megtartsak az eredményes termékenyités
érdekében. Mindharom fézis alatt az optimalis feltételek biztositdsdval minimalisra
csokkenhet a karosodas esélye. Minden tényez6t gy kell beallitani, hogy egyiittes
hatasuk eredményeként biztositani tudjak a spermiumok épségét. Az egyik ilyen
paraméter a spermium-koncentracid. Az alacsonyabb koncentracio (0,25x10°
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spermium/ml) emeli a mozgasképes spermiumok szamat, mig a magas koncentracid
(1x10° spermium/ml) csdkkenti (Graham és Crabo, 1972); atlagosan a 0,45 és az 1x10°
spermium/ml toménység a hasznalatos. Szignifikans 6sszefiiggés van a fagyasztas soran
hasznalt glicerol-koncentracioja és a fagyasztas iteme kozott. Az alacsonyabb
A gyors fagyasztast kezdetben szarazjégbe vajt lyukba cseppentett spermaval végezték,
ahol a hideg hatasara a sperma gomb alakot vett fel, amelyet taroloedényben, folyékony
nitrogénben taroltak (Nagase és Niwa, 1963). A legtobb kutatdcsoport ezt az eljarast
hasznalja (Pursel és Johnson, 1975; Paquignon és Courot, 1976; Larsson és mtsai.,
1977; Bali Papp és mtsai., 1999).

Tobben ampullakban fagyasztottdk le a sertés spermiumokat, viszonylag lassu
hiitési rata mellett, ekkor a glicerol-koncentracidja meghaladta az 5%-ot. Késébb (Polge,
1976) gyorsabban végezte a hiitést, alacsonyabb glicerol-koncentracié mellett. Ma mar
nem hasznalatosak a korabban gomb formaban (Wilmut és mtsai., 1973; Caster, 1978),
vagy maxiszalmaban (Westendorf és mtsai., 1975; Almid és Johnson, 1988) torténd
fagyasztasi eljarasokat. A jobb eredmények eléréséhez kisebb atmérdjli szalmat kezdtek
alkalmazni, ami a fagyasztas és felolvasztas iiteméhez jobban tudott alkalmazkodni
(Almid és Johnson, 1988; Fiser és Fairfull, 1990). 2 ml-es lapos szalmat Weitze és mtsai.
(1988) és Ewert (1988), kiilonféle lapos csomagolast "Bwanga és mtsai., (1990) és
Berger és Fischerleitner, (1992), Simmet, (1993), 5 ml-es milanyag tasakot pedig
Rodriguez-Martinez és mtsai. (1996) alkalmaztak eldszor. A 90-es években hasznalt 0,5
ml-es szalma el6nye volt, hogy a fagyasztas soran benne egységes jégkristalyosodasi
folyamat ment végbe (Weitze és mtsai., 1987), ami nagyszamil spermium tarolast tett
lehetévé (Saravia és mtsai., 2005), jo volt a felolvasztas utani spermiumtalélés (Eriksson
és mtsai., 2001), és Al-t kdvetd termékenyiilést (Roca és mtsai., 2003) biztositott.
Eriksson és mtsai. (2000, 2002) sikerrel alkalmaztak az altaluk kifejlesztett 5 ml-es
FlatPack-et szamos kansperma fagyasztasi és Ujraolvasztasi kisérletben. Saravia és
mtsai. (2005) kiilonféle csomagolasokban (0,5 ml-es szalma, Osszetett FlatPack és
hagyomanyos FlatPack) kis térfogaton ¢és nagy koncentracidban fagyasztott,
ujraolvasztott sperma mindségét vizsgaltak.

A glicerol mennyisége és a felolvasztas kozotti Osszefiiggést nem lehet helyesen
megbecsiilni anélkiil, hogy ne vennénk figyelembe a fagyasztas iitemét (Fiser és
Fairfull, 1990). Ha 6sszehasonlitjuk az optimalisnal alacsonyabb iitemben (1 °C/perc)
fagyasztott spermiumokat az ugyanazon ejakulatumbdl szarmazo, de 30 °C/perc
gyorsasaggal fagyasztott spermiumokkal megallapithat6, hogy a gyorsabb fagyasztés
jobb eredményeket hozott.

A felolvasztas alatt alkalmazott spermakezelési eljarasok

Az évek soran a felolvasztasi technikak is folyamatosan valtoztak. Kiilonféle
elémelegitett oldatokban olvasztottak fel a spermagolyocskakat: szeminalis plazmaban
(Crabo és FEinarsson, 1971; Crabo és mtsai., 1972b; Einarsson és mtasi., 1973),
1lef616z6tt tejben (Einarsson és mtsai., 1972), Hulsenberg-higitoban (Richter és Liedicke,
1972; Paquignon és du Mensil du Buisson, 1973) és TES-NaK-gliikoz-extenderben
(Einarsson és mtsai., 1972). A spermiumok tulélése szempontjabol a felolvasztasi
procedura éppoly fontos, mint a hiitési szakasz (Mazur, 1977). A gyors hiitésbdl eredd
sériilések els6sorban a hiités gyorsasagatol és a spermiumok végsd hiitési
hémérsékletétdl fiiggenek. Bamba és Cran (1985) kimutattdk, hogy a gyors melegités
kevésbé hat a spermiumok motilitdsara, azonban az akroszomalis sériilések nagyobb
aranyban fordultak eld. Sertéssel végzett tanulmanyok (Watson, 1981; Aman és Picket,
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1987; Bamba és Cran, 1986) megerdsitik a gyors melegités nemkivanatos hatasait. Fiser
es mtsai. (1993) gy talaltak, hogy az 1200 °C/perces iitemben torténd felolvasztas a
legalkalmasabb a 0,5 ml-es szalmaban fagyasztott sertés spermiumok esetében.
Hernandez és mtsai. (2006) egyértelmilen kimutattdk, hogy a gyors felmelegités
(1800 °C/perc) megndveli a spermiumok tulélési esélyeit. Hernandez és mtsai. (2007)
jobb DNS aktivitast mértek azokban a sertés spermamintakban, amelyeket 1800 °C/perc
koriili sebességgel olvasztottak fel az 1200 °C/perces iitemi felolvasztasokhoz képest.

A pellet formaban hitott spermagolydkat kiilonbozé gyorsasaggal és eltérd
hémérsékletre olvasztottak és melegitettek fel, higitva vagy higitatlanul. A gyorsabb iitem
mellett torténd felolvasztas kedvezdbbnek bizonyult (Salamon és mtsai., 1973)
megallapitottdk, hogy a 37 °C-ra vald melegités elénydsebb volt, mint az ennél
alacsonyabb homérsékleten, szaraz kémcsében végzett felmelegités (Larsson és Graham,
1973). Az oldatokban torténd felolvasztasos kisérletek sokkal eredményesebbek voltak a
felolvasztas utani ép akroszomajii spermiumok aranyanak tekintetében, és magasabbak a
vemhességi mutatok is (Crabo és mtsai., 1972c; Pursel és Johnson, 1976). Westendorf és
mtsai. (1975) maxi szalmakban olvasztottak fel spermat kiilonb6zé héfoku vizfiirdékben.
A legjobb eredményeket a 90 °C-os vizflirdében érték el, amikor a sperma homérséklete
20-25 °C volt a vizfliirdébdl vald eltavolitaskor. A mikrohullama siitében torténd
felmelegités soran a motilitds és az ¢ép akroszomaju spermiumok el6fordulasa
alacsonyabbnak mutatkozott, mint vizflird6t hasznalva (Ewert, 1988).

A felolvaszo6 higitok két nagy csoportba oszthatok: egyik csoport a proteintartalmu
szemindlis plazma (Crabo és Einarsson, 1971) és a 610z6tt tej (Einarsson és mtsai., 1972).
A masik csoportot a sotartalmu higitok, mint amilyen a Beltsville felolvasztd folyadék
(BTS) (Pursel és Johnson, 1975), a Hulsenberg higitd (Westendorf és mtsai., 1975), az
OLEP (Larsson és Einarsson, 1976), az INTRA-ITP (Paquignon és Courot, 1976).
Mindegyikben csoportban eléfordul cukorkomponens gliikdz, laktdoz vagy fruktoz. A
spermiumok inkubacié utani talélésének biztositasdhoz néhanyuk EDTA-t is alkalmaztak
(Hulsenberg, BTS, INTRA-ITP) (Visser és Salamon, 1974, Westendorf és mtsai., 1975). A
felolvaszto higitok ozmotikus nyomasanak és pH-értékének fiziologias szintje nem elég
ahhoz, hogy fenntartsa a fagyasztott—felolvasztott spermiumok termékenyitd-képességét
(Larsson és Einarsson, 1976). A felolvaszto kozeg akkor a legjobb, ha az elektrolitikus-
koncentracié magasabb, mint a fagyasztd kozegé (Senegacnik és mtsai., 1980). A higitok
koziil csak a Hulsenberg hipertonikus, mig a BTS, OLEP és az INTRA-ITP izotonikus.
Viszonylag kevés tanulmany vizsgalta az egyes higitok hatdsossagat. Pursel és Johnson
(1972) osszehasonlitotta a Hulsenberg, a BL1, a szemindlis plazmat, a folozott tejet €s a
BTS-t. Koziiliik a BTS biztositotta a legtobb ép akroszomaju €s a motilis spermiumot, bar
mas vizsgalatok az INRA-ITP-t jobbnak talaltak az inkubaci6 alatti tGlélés, a vemhesiilési
arany €s az embriotilélés tekintetében (Paguignon és Courot, 1976). A legijabb kutatasok
eredményeként az extenderekbe glutationt — L-y-glutamil-L-cisztein-glicin — (GSH)
kevernek (Joaquin és Gadea, 2004). A GSH fagyaszt6 extenderhez valé adasa nincs
szignifikans hatassal a sperma standard paramétereire vagy a sperma felolvasztas utani
termékenyit6-képességére. Azt tapasztaltak, hogy a GSH felolvasztd higitoba adagolasa
novelte a kanspermiumok termékenyitd-képességét in vitro koriilmények kozott, tehat a
felolvasztas alatt a GSH olyan spermatulajdonsagok megorzésére képes — valdszintileg
megeldzi a membran sériiléseit —, amelyek eredményes fertilizaciot tesznek lehetové.

Néhany termékenyité anyag vizsgalati médszer

A gyakorlatban végzett termékenyitd anyag vizsgalatoknal csak az ejakulatum motilitasat
allapitjak meg. A kiilonbo6z6 festési eljarasokkal fény deriil az él6/elhalt sejtek aranyara és
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az akroszoma integritasara is, ezaltal képet kaphatunk a sikeres, vagy a kevésbé sikeres
jovébeli termékenyitd-képességrol. Szamos, az élé/elhalt sejtek megkiilonboztetésére
szolgalo festési eljaras ismert. A fénymikroszkoppal értékelhetd festési eljarasok esetében
a vitalis festék csak az elhalt sejt membranjan képes athatolni, ezaltal jel6lni azt, mig a
kontrasztfesték a festetlen, azaz élonek tekintett sejteket fedi fel. A nigrozin-eozinos festést
tobben hasznaltak kisebb modositasokkal (Blom, 1950; Hancock, 1952; Dott és Foster,
1972), ami egyszeri morfologiai vizsgalatot tett lehetové. Az eozin athatol a halott
spermium membranjan és a sejtet vorosre festi a biborszinii nigrozinos hattérrel szemben.
Eozin-opalkéket Lasley és mtsai. (1942), eozin-analinkéket Shaffer és Almquist (1948),
bromfenolkék-nigrozint Rauhaus (1990) hasznalt eldszor.

Az akroszoma allapota differencialt-interferencia-kontraszt (DIC) mikroszkdp
segitségével is vizsgalhatd. Egyéb fénymikroszkoppal értékelhetd festési eljarasok: eozin
B/Fast Green FCF: Wells és Awa 1970; Giemsa: Hancock 1952, idézi Watson 1975;
Procion Printing Green B: Chacarov és Mollova 1976; Spermac: Oettle 1986;
Coomassie kék: Larson és Miller 1999. Talbot és Chacon (1981) kidolgoztak a ,triple
stain” modszerét: tripankéket, mint vitalitast, bengalvoroset és Bismarck barnat, mint
akroszomafestéket egyszerre hasznalva. Kovdcs és Foote (1992) tripankéket,
neutralvoroset és Giemsat kombinalva egy egyszeribb festési eljarast hozott 1étre.

Késobb sorra jelentek meg a spermiumok életképességét kimutatd fluorescens
festékeket felhasznald eljardsok, melyek a spermavizsgalatok teriiletén szamos 1j
lehetoséget teremtettek (Halangk és Bohnensack, 1982; Garner és mtsai., 1986;
Harrison és Vickers, 1990; Althouse és Hopkins, 1995; Johnson és mtsai., 1995; Renard
és misai., 1995; Garner és mtsai, 1996). Fagyasztott majd 0jra felolvasztott sperma
vizsgélatara (Ericsson és mtsai., 1989; Ericcson és mtsai., 1993; de Valcarcel és mtsai.,
1994; Borg és mtsai., 1997), és kiillonb6z6 higitok Osszehasonlitasara is hasznaltak
(Johnsson és mtsai., 1995; Catt és mtsai., 1997). A fluorescens festékek mikroszkdpos
(Althouse és Hopkin,s 1995), citometrikus (Halangk és Bohnensack, 1982) és flow
citometrikus (Ericsson és mtsai., 1989; Graham és mtsai., 1990; Dresser és mtsai., 1993;
Evenson és mtsai., 1994; Garner és Johnson, 1995; Catt és mtsai., 1997) hasznalata tobb
tanulmanyban is megjelent. Kezdetben nem (Kasten, 1980), a kés6bbiekben viszont
egyre inkabb erds kontrasztszinekkel kiiloniiltek el egymastol az €16 és a holt sejtek
(Narendra, 1986). Széles korben terjedt el a kettés (Narendra, 1986) és napjainkban is
hasznalatos harmas festési eljaras (Nagy és mtsai., 2002).

A flourescens festékeket két nagy csoportra lehet osztani: az €16 sejteket festd, és a
holt sejteket festd festékek. Az €16 sejtet kimutatd festékek olyan enzimek szubsztratjai,
amelyek csak életképes sejtekben aktivak, illetve olyan festékek, melyek fluoreszkalasa
mikodéképes ionpumpa fliggvénye, azaz csakis életképes sejtekben fluoreszkal. A
kalcium-acetilmetil-észter (CAM) és a 6-karboxi-fluoreszcein-diacetat atjut az €16 sejtek
membranjan és olyan enzimatikus hasitast szenvednek, hogy a sejt zdlden fog
fluoreszkalni. Altaldnosan hasznalt miikodé ionpumpaval rendelkezé életképes sejtekben
nukleinsavhoz ko6t6do festék a SYBR-14 (Johnson és mtsai., 1995). Az €16 sejtekben
1évé intracellularis észterazok a permedbilis karboxifluoreszcein-diacetatot nem
permeabilis karboxi-fluoreszceinné alakitjak és ez altal az ¢l6 sejtek akroszomadja,
mitokondriumai, valamint citoplazmaja z6ld szinben fluoreszkdl. A nem permeabilis
propidium-jodid csak sériilt membrant sejtekbe képes bejutni (holt sejtek), ahol inaktiv
ionpumpa ¢és enzimmiikodés miatt a karboxifluoreszcein-diacetat nem alakul at
karboxifluoreszceinné (elhalt sejtek), igy ott a propidium-jodid felhalmozddik, a
nukleinsavhoz erdsen kotédik, és pirosan fluoreszkal. A holt sejtet kimutato festékek
nem képesek atjutni az €16 sejtek membranjan csak a sériilt membranon, illetve a holt
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sejt membranjan. Ezen festékeknek alacsony az extracelluléris fluoreszcenciaja, viszont
a DNS-hez vald fluoreszcens kotddése nagyon magas értéket mutat. Az €16 sejtek
festékeit és holt sejtek festékeit kombinalva alkalmazzak.

Még arnyaltabb képet kapunk, ha az akroszoma integritasat is vizsgaljuk. Ep membrana
spermiumok esetén az akroszOma integritds tekintetétben a FITC-PSA (fluorescein
isothiocianathoz kotott lektin, azaz foldimogyord nyujt informaciot (Graham és mtsai.,
1990). Az ép akroszomaju sejtek nem, mig a sériilt akroszomaju sejtek zold szinben
fluoreszkalnak. A higitoban 1év6 tojassargaja komponenseknek az €10, ép akroszomaju
sejtekhez hasonléan alacsony fluorescencidjuk van, ezért félrevezetden ugy tekintik Oket,
mint €16, ép akroszoémaju spermiumokat. Nagy és mtsai. (2002) a FITC-PSA helyett PE-
PNA-t (fikoeritrinhez kotott foldimogyord agglutinin) alkalmaztak. A proba megegyezéen
hatott a spermium akroszomajara, mint a FITC-PSA, ezért a spermium akroszoma
integritisanak detektalasara alkalmas. A PE-PNA tovabbi elénye, hogy a tojassargaja nem
kotédik hozza, mint a PSA-hoz. A kapacitaci6 allapota klor-tetraciklin (CTC) (Gillan és
mtsai., 1997), a spermiumfarok k6zépsé részében miikddé mitokondriumok rodamin 123
(Evenson és mtsai., 1982), MitoTracter Green FM (Garner és mtsai., 1997), JC-1 (5,5°,6,6’-
tetrakloro-1,17,3,3 -tetraetil-benzimidazolyl-karbocianin-jodid) segitségével értékelhetdek.
Huo és mtsai. (2002) fluoreszcens festéssel higitott, hosszu idon &t tarolt kansperma
¢letképességét, mitokondrialis aktivitasat, kapacitaciot, valamint az akroszoma épségét
vizsgaltak. Gadella és Harrison (2002) MITO-t (MitoTracter™) hasznaltak annak
kimutatasara, hogy a bikarbonatnak nincs hatdsa a kan spermiumok mitokondriumainak
miikodésére. Althouse és Hopkins (1995) sertés sperma életképességét tanulmanyoztak két
fluoreszcens festék kombinacidjanak alkalmazasaval. Hipoozmotikus kdzegben a spermium
membranjanak funkcionalis allapotat értékelhetjiik. A spermiumok farka hipoozmotikus
kozegben feltekeredik az ozmtikus nyomas kiegyenlitése végett a vizpermedbilis
membranjan keresztiil felvett vizmennyiség miatt. Az elhalt ondésejtek farka hipoozmotikus
kozegben nem tekeredik fel, ellentétben az €16, ép membrani spermiumfarokkal szemben,
igy a teszt az ¢l6 és holt spermiumok megkiilonboztetésére szolgalhat, viszont a spermium
egyéb morfologiai értékelését nem tette lehet6vé. Nagy és mtsai. (1999) HOST-teszt és
Tripan kék-Giemsa festést kombinalva végeztek vizsgalatot kansperman. Rovid id6 alatt
nagyszamu sejt (10000 sejt/minta, 1000-2000 spermium/masodperc) meérete, belsd
Osszetettsége, ¢lo/elhalt mivolta, akroszomajanak épsége, mitokondriumanak aktivitasa
értékelhetd az aramlasi sejtanalizis segitségével. A spermiumok egyesével jutnak be a
citométer mérékamrajaba, ahol lézersugar éri Oket. Az altaluk visszaver6dd fény méretiikrol,
belsé szerkezetilkr6l ad informacidt. A spermiumokhoz korabban kotodo fluoreszeens
festékek gerjeszthetok a 1ézer segitségével, és egyéb mas paraméterek vizsgélatara is
szolgalhat. Napjainkban akar négy—hat fluoreszcens festék egyidejli hasznalatéra is lehetdség
van a tobblézeres citométerek segitségével.

KOVETKEZTETESEK

A spermiumok szamara a sejtmembran dontd jelentdségli a fagyasztas—felolvasztas
tulélése, és a termékenyitoképesség megdrzése szempontjabodl is. Optimalis tulélést kell
biztositani a plazmamembran részére az eljaras alatt. A membran azonban nem egy
homogén sejtalkotd, igy hasonld kezelésekre a spermiumok kiilonb6z6 részei mas-mas
valaszt adnak.

A mai napig eredménytelenek a spermium membranjanak védelmét biztositd
anyagok megtaldlasdra iranyuld kisérletek. A glicerol maradt hasznalatban a
membranokra gyakorolt artalmas hatasai ellenére is.
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A sertés sperma kiilonds érzékenységet mutat a fagyasztasi kezelésekkel szemben. A
vilag szamos laboratoriumaban végeztek és végeznek kutatdomunkat a sertés sperma
hosszantarto tarolasanak megoldasara. Ennek ellenére még mindig nincs a keziinkben
sikeres metodika, ami megkdzelitené a friss ejakulatummal torténdé termékenyitési
eredményeket, és a fagyasztott sertés sperma in vivo termékenyit6képességét pontosan
megjosolo in vitro modszer sem all rendelkezésiinkre.
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