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Abstract

Recently, evaluations of sperm traits, such as DNA fragmentation, or abnormal
condensation of the sperm chromatin, are becoming increasingly important. The aim of the
present study was to compare a conventional light microscopic procedure, Feulgen staining,
with a modern automated method, the so-called Nicoletti test to evaluate sperm chromatin
condensation, and to investigate the relationship between sperm primary defects and chromatin
condensation. Our results on the semen samples of 15 Hungarian Simmenthal bulls did not
reveal any significant correlation between the two methods. However, there is a significant,
strong negative relationship between normal sperm morphology and abnormal chromatin
condensation.
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Osszefoglalds

Az utdbbi iddben egyre inkabb eldtérbe kertilnek az olyan spermabiralati szempontok,
A jelen vizsgalat célja az volt, hogy Osszehasonlitsunk egy hagyomanyos fénymikroszkopos
eljarast, a Feulgen-festést, valamint egy modern, automatizalt eljarast, a Nicoletti-tesztet a
spermiumok kromatinkondenzaciés allapotanak értékelésére, tovabba, hogy a spermiumok
primer feji defektusainak és a kromatinkondenzacionak a kapcsolatat vizsgaljuk. A munkank
soran 15 magyartarka bika spermamintdjat vizsgalva nem talaltunk szignifikans egyezést a két
modszer eredményei kozott. A normalis  spermium-morfologia és a rendellenes

kromatinkondenzéci6 kozott szignifikans, erds negativ kapcsolat van jelen.
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Bevezetés

A mesterséges termékenyités egyik legfontosabb eleme a kivaldo mindségi
szaporitbanyag hasznalata, ami miatt kiemelt a szerepe a kiillonboz6 spermabiralati
modszereknek, melyekkel a sperma azon kiilonb6zd tulajdonsagait értékelhetik, amelyek
kapcsolatban allnak a termékenyitdképességgel (GERE, SOOS és SZASZ 1998). Elsésorban a
megfeleld stirlis€ég, tomegmozgas €és progressziv motilitds azok a paraméterek, amelyek az
altalanos spermabiralat soran nagy jelent6séggel birnak. A rutin jellegli spermavizsgalat soran
altalaban nincs id6 részletes morfologiai vizsgalatra, azonban az Gijjonnan belép6 bikak esetében
érdemes ezt is elvégezni.

Az elmult években egyre nagyobb hangsulyt kap a spermabirdlat soran a DNS
allapotanak értékelése. A kiilonbozé DNS rendellenességek (egyes szaltorés, fragmentacio,
rendellenes kromatinkondenzacid) nem gatoljadk meg a spermiumokat a petesejthez vald
eljutasban ¢és a megtermékenyitésben. Amennyiben a petesejt nem tudja javitani a DNS-hibakat,
ugy az embrio fejlddése zavart lesz és akar korai embridelhalas is felléphet. Ezek a
spermiumdefektusok a nem kompenzdlhaté rendellenességek kozé tartoznak, hiszen a
nem lehet a negativ tulajdonsagok hatasat enyhiteni (EVENSON 1999). A jelen vizsgalat célja
egyrészt az volt, hogy Osszehasonlitsunk egy hagyomdnyos fénymikroszkopos eljarast, a
Feulgen-festést, valamint egy modern, automatizalt eljarast, a Nicoletti-tesztet a spermiumok
kromatinkondenzécids allapotanak értékelésére, masrészt pedig a spermiumok morfoldgiai
tulajdonsagainak és a rendellenes kromatinkondenzacionak a kapcsolatat meghatarozzuk.

Anyag és modszer

A vizsgalatokat Keszthelyen, a Pannon Egyetem Georgikon Kar, Allattudoményi Tanszék
Sejtanalitikai laboratériumaban végeztiik. A kisérletekhez felhasznalt 15 magyartarka
tenyészbika spermajat a Magyartarka Tenyésztok Egyesiilete szolgaltatta.

A Feulgen-festés egy DNS specifikus festési eljaras, mely a kromatinkondenzacio
rendellenességeinek kimutatasara szolgal. Az eljaras két 1€pésbal all, az elsd a savas hidrolizis,
ami eltavolitja a DNS szalr6l a purin és pirimidin bazisokat, ezutan a Schiff’s reagenssel
(fuchsine-sulfuric acid) reakcioba Iépnek a szabad aldehid csoportok, és a reakci6 jellegzetes
magenta szinli festddést eredményez, rendellenes kromatinkondenzéci6 esetében viszont a

sejtmag vilagosabb, szemcsézett képet mutat (BARTH és OKO 1991). Kenetkészités menete:
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1. A mélyhitott bikaspermat felolvasztjuk, majd egy cseppet a targylemezre helyeziink, €s

feddlemez segitségével kenetet készitlink.

percre.

3. Ezutan 5 percig foly6vizben atoblitjiik a keneteket.

4. SzobahOmérsékleten hozzdadjuk a Schiff’s reagenst egy Ordra. A reagens

fényérzékenysége miatt ezt a festési folyamatot sotétben végezziik.

5. Majd natrium-diszulfit oldattal atoblitjiik 3 percen at.

6. A keneteket 10 percig folyovizben atmossuk.

7. Ezutan emelked6 koncentracidju etanol oldattal dehidrataljuk a keneteket.

Az elkésziilt keneteket szobahdmérsékleten szaradni hagytuk, majd 24 6ran at sotétben
taroltuk a vizsgalat el6tt. A festés eredményeként csak a spermiumok magja festédik, a
citoplazma, az akroszoma és a farok nem. A 15 bika spermajabdl 2-2 kenetet készitettiink,
majd minden bikatol 200-200 sejtet szamoltunk le és csoportositottuk morfologia és DNS
kondenzacié alapjan, az objektivitas érdekében a targylemez teljes feliiletét végigpasztazva. A
keneteket 1000-szeres nagyitasban, 100 x immerzids objektivvel vizsgaltuk Olympus CX40
fénymikroszkop segitségével. Az alabbi 5 csoportot kiillonboztettiik meg a spermiumok fej
morfoldgidja szerint: normal, kicsi, kerek, korte, nagy, és mind a jol kondenzalt, mind a nem
megfeleléen tomoriilt kromatinnal rendelkezé spermiumokat besoroltuk ebbe az 6t csoportba.

A Nicoletti-teszt egy egyszerti, flow citométeres értékeléshez alkalmas eljaras, amely egy
fluoreszcens festék (propidium-jodid) hasznélataval képes mérni a DNS fragmentacié mértékét
a sejtekben (KAKASI, és mtsai. 2015). A spermat PBS-ben valé mosas utan 1ml fluoreszcens
festékoldattal kevertiik, ami 0,1% nétrium citrat, 0,1% TritonX-100, 50mg/I propidium jodid és
desztillalt viz oldata. A mintakat 4°C-on 24 6raig taroltuk, majd a vizsgalatot Beckman Coulter
FC500 flow citométerrel végeztiik el. A 6 haploid csoportnal (ép kromatin allomany) mért
fluoreszcencidhoz képest alacsonyabb értékek jelentették a darabolodott DNS-t, az annal
magasabb értékeket mutatd spermiumokra pedig a nem megfelelé kromatin kondenzacio volt a
jellemzé (NAGY ¢s KAKASI 2014).

A statisztikai elemzéshez az R commander és a Minitab 17 statisztikai programot
hasznaltuk. A két modszer kapcsolatanak vizsgalatat nemparaméteres Mann-Whitney U teszttel
végeztiik. A Feulgen-festés és a Nicoletti-teszt eredményeinek kapcsolatat, valamint a normalis
morfologia és rendellenes kromatinkondenzacid kapcsolatat Spearman rangkorrelacidval
értékeltik.
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Eredmények és értékelés
Az 1. abra alapjan lathatd, hogy a vizsgalt modszerek eltérd eredményeket mutatnak.
Spearman rangkorrelacioval vizsgalva enyhe (Rs=0,45) de nem szignifikans (P=0,92) a

kapcsolat a két adatsor kozott.

I . |

1 2
Nicoletti Feulgen

1. dabra A Nicoletti-teszt és a Feulgen-festés eredményei dobozos abrdakon. Medidn, also-felsé kvartilis és

minimum-maximum értékek abrazolva.

A Mann-Whitney U teszt alapjan szignifikans (p=0,016) kiilonbség van a Feulgen-festés
eredményei és a Nicoletti-teszt eredményei kozott. A primer morfologiai defektusok alacsony
szamban voltak jelen a vizsgalt spermamintakban (7%), a rendellenes kromatinkondenzéciot
mutatd ondosejtek korében azonban ez az arany joval magasabb volt (36%). Spearman
rangkorrelacioval vizsgalva a kromatindllapot és a spermiummorfologia kapcsolatat, a Feulgen-
festés soran kapott kromatinkondenzacids eredmények és a normalis morfologia kozott
szignifikans (P=0,006) szoros negativ korrelacié (Rs=-0,67) volt jelen. A Nicoletti-teszt
eredményei €és a morfoldgiai adatok kozott nem volt szignifikans kapcsolat.

Kovetkeztetések

A spermiumok DNS allapotanak vizsgalatara szamos modszer ismert, példaul a Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA; EVENSON, 1999), TUNEL teszt, Nicoletti-teszt
(KAKASI és mtsai, 2015). A jelen vizsgalat célja az volt, hogy a régota ismert Feulgen-festési
eljarast 6sszehasonlitsuk az elobb emlitett Nicoletti-teszttel. A kisérlet soran kideriilt, hogy bar
mindkét modszer alkalmas a kromatin kondenzécios allapotanak megitélésére, mégis mas

eredményt mutatnak. A Feulgen-festéssel kétszer annyi rendellenes spermiumot észleltiink,
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mint a Nicoletti-teszttel. Az eltérésnek oka lehet a mikroszkopos munka szubjektivitasa, illetve
hogy a rendellenes kromatinkondenzacid aranya a spermiumok kozdtt nagyon alacsony volt.
A vizsgalt bikdk esetében szignifikdns negativ kapcsolat volt észlelhetd a normal
spemiummorfologia és a rendellenes kromatinkondenzacié kozott. Tehat egy primer
morfologiai értékeléssel is képet kaphatunk a spermiumok DNS allapotarol. Az eredmények
alapjan tovabbi vizsgalatok javasolhatok az adott t¢émdban mas allatfajok esetében is.
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