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1. FEJEZET

BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

A mesterséges termékenyités sikerének alapfeltétele a jO mindségl

termékenyitd anyag hasznalata. Az onddsejteknek kiildetésiik, a genetikai

anyag cé¢lba juttatasa érdekében legalabb a kovetkezd tulajdonsagokkal
kell birniuk: megfelelé anyagcsere az energiatermelés érdekében,
progressziv motilitas, megfeleld membranszerkezet, az akroszéma

enzimei, normalis morfologia (Amann és Graham, 1993). Ezeken tul, a

termékenyitd ondodsejt genetikai anyaga is befolydsolhatja a fertilizaciot,

illetve az embriondlis fejlddést. A genomnak tartalmaznia kell a

fejodéshez sziikséges géneket, tovabba mentesnek kell lennie a letalis

terheltségektdl, vagy a fejlddést gatld extra genetikai anyagtdl (Amann és

Hammerstedt, 1993).

Az idealis spermamindség-vizsgalati teszt jellemz6i Hammerstedt (1996)

szerint a kovetkezok:

1. egyszeriiség, azaz a felhasznaloi igényeknek (példdul egy mesterséges
termékenyitd allomas laboratoriuma) megfeleld koriilmények kozott
konnyen alkalmazhato médszer,

2. elfogadhatosdg, azaz a felhasznald lassa értelmét az adott teszt
hasznalatanak,

3. ateszt hasznalatdbdl ered6 elényok igazoljak a hasznalat raforditésait,

4. pontossdg, azaz a kapott eredmények Ilehetéleg minél jobban

egyezzenek a vizsgalt tulajdonsag standard értékeivel,



5. precizitas, azaz az ismételt mérések egyezzenek egymassal,

6. szenzitivitds, azaz a vizsgalt tulajdonsdg szempontjdbdl pozitiv
egyedek felismerése,

7. specificitds, azaz a vizsgalt tulajdonsag szempontjabol negativ
egyedek felismerése.

A rutin spermavizsgéalatok sordn leggyakrabban hasznalt tesztek az

alabbiakrol adnak informaciot (Foote, 1975):

e makroszkdpos vizsgalatok (az ejakulatum  térfogata, szine,
konzisztenciaja, pH-ja stb.)

e spermium-koncentracid

e az eldérehaladd mozgast végzo sejtek ardnya

o festetlen sejtek ardnya, valamely vitalis festékkel értékelve

o mélyhitott/felolvasztott sperma vizsgalatakor kiilonb6z6 stressz-

tesztek.

1.1. KLASSZIKUS ES UJ SPERMAMINOSEG-VIZSGALATI
MODSZEREK

1.1.1. Motilitasvizsgalatok

A spermiumok mozgasanak hagyomanyos értékelési modszere a vizudlis
biralat mikroszkop (altalaban fazis-kontraszt) segitségével (Garner, 1997).
A moddszer ugyan gyors, egyszerl és viszonylag olcsé (nem igényel draga
berendezéseket), azonban nagyon szubjektiv, igy gyakorlatilag inkabb

becslésnek, mintsem  mérésnek  tekinthetd,  hiszen  gyakran



elfogadhatatlanul nagy eltérések tapasztalhatok biralok, illetve ugyanazon
személy ismételt mérései kozott (Jequier €s Ukombe, 1983). A vizsgalatok
pontossaganak novelése érdekében Brady és Gidlow (1939) az kovetkezd
modszert dolgozta ki: a mér6kamra 25 nagy négyzetében szamoltak a
mozgod és mozdulatlan sejteket, majd a mérdkamrat fagyasztoszekrénybe
helyezve elolték a spermiumokat és Ujraszamoltdk a mintdkat. Az aldbbi

képletek segitségével hataroztdk meg a motilis sejtek %-os aranyat:

nem mozgd spermiumok szdma elolés elott x 100 / dsszes sejtszam eldlés

utan = nem mozgd spermiumok %-os aranya.

A kapott érteket 100-bol kivonva kaptak meg a motilis sejtek aranyat.

A modszer azonban nem terjedt el a gyakorlatban, hiszen meglehetdsen
1d6- és munkaigényes.

A motilitdsvizsgalatok objektivebbé tételének egyik korai modszere az
ugynevezett hosszl expozicios idejii sotétlatoteri fényképezés volt (Elliott
és mtsai, 1973, idézi Garner, 1997). Az 1-2 masodperces expozicids idovel
felvett felvételeken a nonmotilis sejtek tisztan kivehetok voltak, mig a
motilis sejtek a mozgas sebességétdl fiiggd hossziisagu savként tiintek fel.

A szamitastechnika fejodésével megjelentek az ugynevezett szamitdgépes
spermavizsgald berendezések (Computer-Assisted Semen Analyzer,
CASA, Amann, 1988, Holt, 1996). A berendezések alkalmasak a mozgo
sejtek aranyan tul az egyes sejtek mozgéasi paramétereinek objektiv
értékelésére is (Amann ¢és Graham, 1996). A CASA-késziilékek
hasznalhatosdganak azonban jelenleg tobb kérdéses pontja is van (ezek

nyilvanvaléan tovabbi kutatdsok iranyat is adhatjak). Problémat jelent



példaul a nem mozgd ondosejtek és a higitoban 1évo részecskék
megkiilonboztetése — a megoldas felé¢ igéretes lépés DNS-specifikus
fluoreszcens festékek alkalmazdsa a spermiumok és az egyéb alakos
elemek megkiilonboztetésére (Farrell és mtsai, 1996).

Mivel mind a friss, mind a mélyhttétt/felolvasztott bikaspermat higitani
sziikséges a CASA-értékeléshez, tovabbi kérdéses pont a hasznalt higitd
kozeg: Robertson és mtsai (1988) kimutattak, hogy a fiziologids sdoldat
megvaltoztatja a motilitdsi paramétereket, Hirai és mtsai (1997) a
kiilonb6z6 konvencionalis spermahigitok eltéré viszkozitdsdnak a
motilitasra gyakorolt hatasat irtdk le. Mortimer és mtsai (1988) szerint a
legjobb megoldas (legalabbis humdn mintdk elemzése esetében) kevert
ondoplazma hasznilata — ez azonban mesterséges termékenyitd
allomasokon nyilvanvaléan nem megoldhatd. Krause és Viethen (1999) a
f6 problémat a CASA rendszerek szoftver-beallitasaiban latjak: standard
mintak, értékek hidnyidban nem megoldott a programok algoritmusainak
ellendrzése, kalibralasa, tovabba — érthetd modon — a programfejlesztok,
gyartok iizleti titokként kezelik ezeket az algoritmusokat, amelyek igy
nem ellendrizhetOk matematikai, statisztikai szempontbol sem.
Osszefoglalva, az automatizalt motilitisvizsgaldé berendezések inkabb a
kutatolaboratériumokban talaljak meg helyiiket, és kiilonosen hasznosak
az olyan specialis teriileteken, mint példdul a szaporodasbiologiai

toxikologia (Vetter és mtsai, 1998).

1.1.2. Morfologia



Rendellenes alaki ondosejtek minden ejakuldtumban megtalalhatok, 5-
10% patologias spermium megjelenése a spermaban még normalisnak
tekinthetd (Nagy, 1965). Az abnormalis alaki ondésejtek és a
termékenyitOképesség kozotti kapcsolatot mar a mult szazad elején
felismerték: Williams ¢és Savage (1927) szerint a jo fertilitdsu bikdk
spermiumfejeinek méretei egyformak, az ejakuldtumaik nem tartalmaznak
17%-nal tobb defektes ondosejtet, és a rendellenes alaki spermiumok
elfogadhat6 ardnya nagyban fligg a rendellenességek jellegétdl. Barth és
Oko (1989) "Abnormal morphology of bovine spermatozoa" cimii
Osszefoglalo miviikben részletesen ismertetik az egyes
spermiumdefektusok ultrastrukturédlis hatterét, kialakulasuk foébb okait,
hatasukat a termékenyitoképességre.

A morfologiai vizsgalatok f0 eszkdze a fénymikroszkop: szamos olyan
festési eljaras ismert, amely segitségével az onddsejtek alakja értékelhetd
(Sarlos és Wekerle, 1990), mig egyes rendellenességek, mint példaul az
ugynevezett krater defektus (Foote, 1999) értékeléséhez — a meglehetdsen
koltséges -  differencidl-interferencia-kontraszt mikroszkéop (DIC)
sziikséges. Ez utobbi segitségével — folyékony preparatumokon,
fed6lemez alatt - az akroszoma allapota is értékelhetd (Saacke és
Marshall, 1968). A modszer kétségkiviil gyors és egyszerli, hiszen nincs
sziikség festékekre, azonban a sejtek passzivan mozoghatnak a fedélemez
alatt, lehetetlenné téve a késobbi azonositast, tovabba a sejtek gyakran
agglutinalddnak (sajat észrevétel, 2000).

Az alaktani vizsgalatok 10j, objektiv eszkdze a szamitogépes morfologia-
értékeld berendezés (Automatized Sperm Morphology Analyzer, ASMA,
Boersma ¢és Braun, 1999). Az ASMA-késziilékek festett keneteken



automatikusan rogzitik az egyes spermiumok fejének hosszusagi és
sz¢€lességi méreteit, majd az adatokbdl kiszdmitott indexértékek alapjan
osztalyozzak a sejteket. Bar a mddszer igéretes, a f6 problémat az jelenti,
hogy az enyhe rendellenességeket nem képes kimutatni, tovabba
kozismert, hogy egyes bikdknak jellemzden eltérhet a spermium-
fejforméja, valamint az tigynevezett "korte" defektus esetén a fejméretek

(hosszusag, szélesség) normalis értéket mutatnak.

1.1.3. Sejtanyagcsere-vizsgalatok

Az olyan metabolikus festékekkel végzett tesztek, mint a rezazurin, vagy a
metilénkék, szintén alkalmasak a spermamintdk termékenyitd-
képességének vizsgalatara (Carter és mtsai, 1998). A spermamintdkhoz
kémcsOben adott festék redukalodasanak, elszintelenedésének ideje ¢és a
spermiumkoncentracio, illetve a motilis spermiumok ardnya kozott tobb
faj esetében is kapcsolatot talaltak (bika: Dart és mtsai, 1994, sertés:
Mesta és mtsai, 1995, mén: Carter és mtsai, 1998, kos: Martin és mtsai,
1999). Ezen tesztek {6 problémaja azonban az, hogy nem sejtszinten adnak
informaciot, csupan egy atlagértéket kapunk a mintarol. gy példaul egy
20%-0s eredmény egyarant jelentheti azt, hogy a mintdban talalhaté
ondédsejtek 20 %-a 100%-o0s valaszt adott, illetve azt, hogy a sejtek 100%-
a adott 20%-os valaszt. Ertelemszeriien, az elsé eset a szerencsésebb
(Amann és Graham, 1996). Erdemesebb tehét vizsgalatainkat sejtszinten

végezni.
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1. abra. Az emlésspermiumok szerkezete (Becze, 1983)
1. sejthartya, 2. citoplazma, 3. akroszoéma, 4. ekvatorialis zona,
5. posztakroszomalis rész, 6. bazalis lemezek, 7. centridlumok ¢és a
beldliikk ered6 2+9 rost, 8. rostkotegek, 9. nyaklemezek, 10. kiilsd
rostos hiively, 11. mitokondriumok, 12. annulusz, 13. spiralis

hiively, 14. kifejezett struktara nélkiili rész.
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1.1.4. Membranintegritas-vizsgalatok

Az ondosejtek plazmamembranja nem egységes, az egyes spermium-
szubdoméneket boritd6 membranok szerkezete és é€lettani funkcioja eltérd
(Amann ¢és Graham, 1996). A spermiumokra két — egyértelmii —
makrodomén, a fej és a farok jellemzd. Ezek tovabbi szubdoménekre
oszthatok: a fejen taldljuk az akroszomalis régidt, az ekvatoridlis zonat,
illetve a posztakroszomalis régiot, a farok pedig kdzépdarabra és fddarabra
oszthatd (1. ébra). Az egyes alrégiok membranjait olyan strukturalis
elemek valasztjak el, mint a nyaki gytrti a fej és a kdzépdarab, illetve az
annulus, vagy Jensen-gylirli a kdzép- és fodarab kozott (Ladha és mtsai,
1997).

A strukturalis membranintegritas vizsgalatdra szamos festési moddszer
ismert, a funkcionalis integritas pedig az ugynevezett hipoozmotikus teszt

(Hypoosmotic Swelling Test, HOST) segitségével értékelhetd.

1.1.4.1. Fénymikroszkoppal értékelhetd festési eljarasok

Lasley ¢és mtsai (1942) eozin és opalkék festékeket hasznaltak az €16 és
elhalt spermiumok megkiilonboztetésére: az eozin csak a sériilt
plazmamembranon hatol at, igy az elhalt sejtek narancssargara festodtek,
az ¢lok pedig festetlenek maradtak. Az opalkék kontrasztfestékként tette
lehetdvé a festetlen sejtek észlelését. Szamos tovabbi festékkombinacid
ismert még, példaul: revector soluble blue-neutralvords (Crooke és Mandl,
1947), eozin-anilinkék (Shaffer és Almquist, 1948), eozin-nigrozin (Blom,

1950, Swanson ¢és Bearden, 1951), bromfenolkék-nigrozin (Rauhaus,

12



1990). A vizsgalati elv azonos: a vitalis festék csak az elhalt sejteket jeloli,
a kontrasztfesték pedig a festetlen sejteket teszi lathatova. Meg kell
emliteni, hogy a festetlen sejtek "¢16" volta nem tekinthetd biztosnak, és
helyesebb lenne csupan "membran-impermeabilis" sejtekrdl beszélni
(Dumont, 1998), hiszen a fent emlitett festékekkel csupan a spermiumfe;j
plazmamembranjanak épségérdl kapunk informéaciot.

Az akroszéma épségének vizsgalata szintén fontos a sperma mindségének
megallapitdsara, kiilondosen mélyhiitott/felolvasztott mintak esetében,
mivel a fagyasztds és felolvasztas folyamata a kapacitdcidhoz hasonlo
¢lettani valtozasokat idéz eld (Watson, 1995). A mar kordbban emlitett
differenciél-interferencia-kontraszt mikroszkopos értékelés olcsobb,
fénymikroszkopos alternativajaként tobb festési eljards ismert (eozin
B/Fast Green FCF: Wells és Awa, 1970, Giemsa: Hankock, 1952, idézi
Watson, 1975, Procion Printing Green B: Chacarov és Mollova, 1976,
Spermac: Oettlé, 1986, Coomassie kék: Larson és Miller, 1999). A
Spermac festékkombindcié Osszetétele ismeretlen, mivel a gyartd cég
(Stain Enterprises, Onderstepoort, D¢l-Afrikai Koztarsasag) védett
festékkészlet formajaban forgalmazza. Bar szdmos publikacio targyalja a
Spermac festék egyszerliségét, gyorsasagat, jelen dolgozat szerzdje nem
osztja ezt a lelkesedést: a rovid, néhany perces festési id6 elényds lehet
egy human andrologiai klinikédn egy-egy minta vizsgalatakor, azonban egy
mesterséges termékenyitd adllomas rutin termelési napjan gyakran htisznal
is tobb ejakulatum vizsgdlatara keriil sor, és tekintve, hogy a keneteket
szaradas utan 6t percen beliil festeni kell, a festés nehezen illeszthetd a
munkarendbe. Ezen feliil, Barth és Oko (1989) szerint a Spermac festés

nem alkalmas higitott, mélyhitott/felolvasztott mintdk értékelésére, €és a

13



citoplazmacseppek vizsgélatara sem hasznalhaté (Schifer és Holzmann,
2000). Erdekes modon a festés hasznalhatosagardl szolé tanulmanyok
tobbsége nem kozol fotot.

Elényds, ha az akroszéma értékelésekor egyidejlileg az ¢16/elhalt allapotot
1s értékeljiik, igy kiilonbséget tudunk tenni a tényleges ¢és '"fals"
akroszomareakcio kozott. ("Fals" akroszomareakcionak tekintjiik a
sejthalal soran bekdvetkezd degenerativ membranvaltozast.)

Aalseth és Saacke (1986) a mar emlitett eozin-fast zold festést
kombinaltdk a DIC mikroszkopos akroszémaértékeléssel. Talbot és
Chacon (1981) human sperma vizsgalatdra tripankéket hasznalt vitalis
festékként, az akroszomat pedig bengalvords és Bismarck barna
kombinaciojaval festették. Ezt az tgynevezett "triple stain" modszert
sikerrel alkalmaztdk szamos allatfaj spermdjanak vizsgalatara (egér:
Dudenhausen és Talbot, 1982, kecske: Kusunoki és mtsai, 1984,
szarvasmarha: Didion és Graves, 1986, sertés: Kusunoki és mtsai, 1987,
16: Varner és mtsai, 1987). A festés azonban tul lassu és bonyolult a rutin
felhasznalds szempontjabol (Kovacs és Foote, 1992, Tamuli ¢s Watson,
1994).

Kovécs és Foote (1992) egy joval egyszerlibb festési mddszert dolgozott
ki.  Tripankék, neutrdlvordos ¢és Giemsa kombinaciojaval a
plazmamembran, illetve az akroszoma allapotatdl fliggden tiz kategoriat
allapitottak meg, ebbdl rutin koriilmények kozott hat kategoriat érdemes

vizsgalni (2. dbra, Kovdcs, személyes kozlés, 1997).
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2. abra. Kosspermiumok ¢l6/elhalt és akroszomafestése Kovacs és Foote

(1992) modszere szerint. A vizszintes vonal 10 um-t jeldl.
Az ¢l6 ¢és elhalt sejtek megkiilonboztetéséhez a fej hatulso, az
akroszoma épségérdl annak eliilsé része ad informdaciot:

e EI6: vilagos (fehér-halvany rézsaszin)

e Elhalt: sotét (fekete- ibolyaszin — sziirke)

e Akroszéma:
e Ep: biborvords

Fellazult: sotét levendula

Sériilt: vilagos levendula

Nincs: vilagos apikalis rész
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1.1.4.2. Fluoreszcens festési eljarasok

A fénymikroszkopos vizsgalatok eldnye, hogy nem igényelnek draga
miszereket, azonban egyes festékek kotodését zavarhatjadk a
spermahigitoban talalhat6 olyan anyagok, mint példaul a glicerin vagy a
tojassargdja (Mixner és Saroff, 1950, idézi Garner, 1997). Fluoreszcens
festékek alkalmazéasaval ez elkeriilhetd, és ezekkel a festékekkel olyan
atlatszatlan kozegben is értékelhetéek a spermiumok, mint példaul a
folozott tejes higitd (VanDemark ¢€s mtsai, 1959, idézi Garner ¢€s mtsai,
1986).

Az €10 és elhalt sejtek vizsgalatara Matyus és mtsai (1984) fluoreszcein-
diacetat (FDA) ¢és propidium-jodid (PI) kombindcidjat alkalmaztk,
Garner ¢és mtsai (1986) karboxi-fluoreszceint (CFDA) hasznaltak
propidium-jodid mellett. A CFDA molekulak nem fluoreszkdlnak és
képesek athatolni az ép sejtmembranon. A sejten beliili észterdz enzimek
azonban lehasitjdk a diacetat-részt, és a szabad karboxi-fluoreszcein
molekulak erés zold fluoreszcenciat mutatnak, tovabba nem képesek
kijutni a sejtmembranon, igy jelolik az ¢ép plazmamembrannal birod
onddsejteket. A propidium-jodid, nukleinsav-specifikus, vOrosen
fluoreszkald festék, kontrasztfestékként hasznalhato, mivel csak a sériilt
plazmamembranon képes athatolni. Ezek a festési modszerek azonban
rendkiviil szigoruan ellendrzott laboratoriumi  koriilmények kozott
hasznalhatok csak megfeleléen, mivel az enzimaktivitast szamos kiilsd
tényez0 befolyasolhatja. Garner és mtsai (1994) ezért egy egyszeriibben
hasznalhaté6 kombinacidt dolgoztak ki: a SYBR 14 nevii DNS-specifikus

fluoreszcens festék képes athatolni a sejtmembrénon, és a DNS-hez
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kotodve eros zold fluoreszcenciat mutat. Kontrasztfestékként Ok is
propidium-jodidot hasznaltak (3. é&bra). A festési moddszert szdmos
allatfajon és emberen is sikerrel alkalmaztdk (Garner és Johnson, 1995,

Donoghue és mtsai, 1995, Collins és Donoghue, 1999).

3. abra. SYBR 14/PI kombindcioval festett spermiumok. Az ¢él6, ép
plazmamembrannal bir6 ondodsejtek zdlden fluoreszkalnak (SYBR
14), az elhalt sejtek vorosre festddnek (PI). Fotdé: DL Garner.

Forras: Molecular Probes (www.probes.com)
Fluoreszcens festékek segitségével a spermiumok sejtszerv-szinten is

értékelheték (Baccetti és mtsai, 1992). Az akroszéma ¢épségének

vizsgélatara leggyakrabban kiilonb6zd, fluoreszcens probakkal konjugalt
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lektinek (Pisum sativum, Arachis hypogea, Triticum vulgare, stb)
hasznalatosak (Cross és Meizel, 1989, Miyazaki és mtsai, 1990, Valcarcel
¢s mtsai, 1997). Klor-tetraciklin (CTC) segitségével a kapacitacid
stadiuma értékelhetd (Gillan és mtsai, 1997). A miik6dé mitokondriumok
a spermiumfarok kozéprészében szintén értékelhetok: Evenson €és mtsai
(1982) rodamin 123, Sutovsky és mtsai (1996) Mitotracker Green FM,
Garner és Thomas (1999) pedig JC-1 (5,5',6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'-tetraetil-
benzimidazolyl-karbocianin-jodid) segitségé-vel vizsgaltak a

mitokondriumok aktivitasat.

1.1.4.3. Aramlasi sejtanalizis (flow citometria)

A fluoreszcens spermafestési modszerek nagy eldnye, hogy azok flow
citométer segitségével is értékelhetok. A flow citometria, vagy aramlasi
sejtanalizis rovid id alatt nagyszamu sejt (10 000 sejt mintanként,
masodpercenként akar 1000-2000 spermium) objektiv értékelését teszi
lehetévé (Parks, 1992). A 4. abran egy flow citométer sematikus rajza
lathato. A spermiumok vivéfolyadékban egyesével jutnak a mérdkamréba,
ahol 1ézersugaron haladnak keresztiil. A spermiumok altal visszavert fény
a sejtek méretérol és belsd Osszetettségérdl ad informaciot, a 1ézer pedig a
spermiumokhoz ko6tédé fluoreszcens festékeket is gerjeszti, igy a
berendezések multiparaméteres analizisre is alkalmasak (Shapiro, 1983).
Citométer segitségével értékelhetdé az €l és elhalt spermiumok aranya
(Métyus és mtsai, 1984, Szo6116si és mtsai, 1986b, Garner és mtsai, 1986,
1994, Pajor és Pasztory, 1991, stb), az akroszéma integritasa (Miyazaki €s

mtsai, 1990, Tao és mtsai, 1993, Thomas és mtsai, 1997, Pena és mtsai,
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1999a, 1999b, Szasz és mtsai, 2000, stb), a mitokondriumok épsége
(Evenson és mtsai, 1982, Auger és mtsai, 1989, Garner és mtsai, 1997,
Papaioannou ¢és mtsai, 1997, Gravance és mtsai, 2000, stb), illetve a
spermiumkoncentracio (Evenson és mtsai, 1993, Sz6116si és mtsai, 1986a).
Graham ¢és mtsai (1990) egyidejlileg értékelték az €lé/elhalt sejtek aranyat,
az akroszOmaintegritdst ¢€s a mitokondridlis aktivitast. Az 1jabb,
tobblézeres citométerek a morfoldgiai paramétereken tul akar négy-hat

fluoreszcens festék egyidejii hasznalatat teszik lehetdve.

1. fluoreszcens

detektor
2. fluoreszcens o
detektor szosso[ ] Szlird
DA : Dikroikus tiikor
585/42 § ™
90°-o0s szortfény-
intenzitas detektor D i ; Nyaléb-elosztd
488410
<__ > Gyiijtlencse
Lézer /™ 48E/10
D | |
mérékamra ) II
W 0°-o0s szortfény-

intenzitas detektor
4. abra. Aramlasi sejtanalizator (flow citométer) sematikus rajza
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1.1.4.4. A funkciondlis membranintegritas értékelése hipoozmotikus teszt

(HOST) segitségével

Ahogy azt Kolliker 1856-ban megallapitotta (idézi Drevius, 1963), a
spermiumok farka feltekeredik, ha a spermat vizzel higitjuk. A jelenség
magyarazata az, hogy az ozmotikus kiegyenlitddés érdekében viz jut be a
sejtekbe. Mivel a spermiumok feje kompakt, a vizfelvétel okozta duzzadas
inkabb a farki rész elhajlasan, feltekeredésén lathato.

Jeyendran és mtsai (1984) egy egyszerli mikroszkdpos tesztet dolgoztak ki
a membranintegritas értékelésére abbol az €szlelésbdl kiindulva, hogy az
elhalt, sériilt membrannal biré onddsejtek hipoozmotikus kdzegben nem
mutatjadk a fent emlitett farokreakciot. A hipoozmotikus tesztet azota
szamos haziallatfajon sikerrel alkalmaztak (szarvasmarha: Correa és
Zavos, 1994, sertés: Vazquez ¢s mtsai, 1997, 16: Neild és mtsai, 1999). A
modszer hatranya azonban, hogy a spermiummorfologia egyidejli

értéekelését lehetetlenné teszi.

1.1.5. Kapcsolatba hozhatok-e az egyes teszteredmények a fertilitassal?

A spermatoldgiai kutatasok "Szent Gralja" (Hammerstedt, 1996) egy
olyan teszt kidolgozasa, amely segitségével a fertilitdas biztosan
eldrejelezhetd. Tekintve azonban a termékenyiilés Osszetett biologiai
folyamatat, ez aligha valosithatdé meg (Amann és Hammerstedt, 1993). A
spermavizsgalatok realisztikus célja a szubfertilis/infertilis egyedek,
illetve nem megfelelé mindségli termékenyitd anyagok biztos kisziirése

vagy az adott feldolgozési (spermavételi, higitasi, fagyasztasi, tarolasi)
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technolégia esetleges gyenge pontjainak felismerése. Figyelembe kell

venniink, hogy a sikeres termékenyités érdekében az egyes ondosejteknek

tobb szempontbol is megfelelonek kell lennilik (multiparaméteres

tesztek!), illetve az adott termékenyité adagban megfeleld szamban kell

ilyen sejteknek lennitik (sejtszintli vizsgalatok!).

1.2. JELEN DOLGOZAT CELKITUZESEI

A dolgozatban foglalt kisérletek célkitlizései az alabbiak voltak:

Egy fénymikroszkopos, multiparaméteres spermavizsgalati modszer, a
Kovacs-Foote féle vitalis + akroszomafestés alkalmazhatosdganak
vizsgalata ~a  spermiumok  farokmembranjanak  értékelése
szempontjabol (2. fejezet).

A farokfestddés és a motilitas kozotti Osszefliggések vizsgalata (3.
fejezet).

Az ¢ld/elhalt+akroszomafestés Osszehasonlitisa flow citométeres
vizsgalatokkal (4. fejezet).

Rutinszerien alkalmazhatdo flow citometrias festési eljaras
kidolgozasa tojassargaja-tartalmi higitoban feldolgozott sperma-

mintak értékelésére (5. fejezet).
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2. FEJEZET

A SPERMIUMFAROK-MEMBRAN ERTEKELESE
FENYMIKROSZKOP SEGITSEGEVEL

2.1. BEVEZETES

A spermiumfej apikalis ¢és kaudalis feliileteit, a farokrész kozép- és
fodarabjat boritd plazmamembran egyes alteriiletei eltéré szerepet
jatszanak az ondodsejtek funkcioja és tulélése szempontjabol. Ezek a
strukturalis alegységek kiilonb6zé modon reagalnak a folyékony- vagy
fagyasztott allapotban vald tarolds soran fellépd olyan hatasokra, mint
példaul a hdstressz, vagy az ozmotikus sokk.

Az egyes membran szubdomének eltéré membranpotencialja, specifikus
fehérjedsszetétele, illetve makromolekularis permeabilitasa lehetové teszik
azok elemzését. A spermiumfejet boritdé plazmamembran, valamint az
akroszoma integritasa specifikus festékekkel értékelhetd, mig a farok
membranjanak épsége az ugynevezett Hypoosmotic Swelling Test (HOS,
hipoozmotikus teszt, Amann és Graham, 1993, Garner, 1997, Jeyendran és
mtsai, 1984, Lindahl és Drevius, 1964) segitségével vizsgalhato: az €16
spermiumok farki része feltekeredik a hipoozmotikus kdzegben.

Egyes vitalis festékek gyakran hipotonias oldatban késziilnek. A
hipoténids sokk, amit ezek az oldatok okoznak, a spermiumfarok
fodarabjanak feltekeredésérdl, vagy ritkédbb esetben a kdzépdarab mogotti

elhajlasardl ismerhetd fel (Barth, 1994).
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A vitalis festékekkel festddott, elhalt, illetve nem festddott, igy €lonek és
motilisnak tekinthetd sejtek kozotti kapcsolatot tobben is vizsgaltak
(Mayer és mtsai, 1951, Dott és Foster, 1972, Dumont, 1998, Liu és Foote,
1998). Lasley ¢és mtsai (1942) tobb festetlen, mint motilis sejtet talaltak
kossperma vizsgalatakor. Kovacs és Foote (nem kozolt észrevétel, 1991)
bikasperma vizsgélata soran nagyobb ardnyban talaltak festetleniil maradt
sejteket, mint a szamitdgépes motilitdsvizsgaldo (CASA) berendezés altal
meghatdrozott motilis sejtardny. A jelenséget mind friss, mind higitott
sperma vizsgalatakor észlelték.

Friss és fagyasztott/felolvasztott bikasperma Kovacs ¢és Foote (1992)
moddszerével torténd rutinszerll vizsgalatai sordn 10-20%-ban talaltunk
olyan ondosejteket, amelyek feji részének membranja ép volt, de a farok
festodott (1. abra). A jelenséget észleltiik kos és kan ejakuldtumok
értékelésekor is. Hipotézisiink az volt, hogy a festett farki ondodsejtek
immotilisak. Ennek igazoldsara izoozmotikus tripankék-oldatban inkubalt
spermiumok motilitasat vizsgaltuk, illetve hipoozmotikus tripankék-
oldattal festett keneteken értékeltiik a farokfestédés és a hipoozmotikus

reakcioval értékelhetd membranintegritas kapcsolatat.

2.2. ANYAG ES MODSZER

Az OMT Rt Godol16i Mesterséges Termékenyitd Allomasan hat bika egy—
egy ejakulatumat vizsgaltuk. Az Allattenyésztési és Takarmanyozasi

Kutatdintézet (Herceghalom) hét kos és négy kan spermamintdjat

bocsatotta rendelkezéslinkre.
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A festett farki részi sejtek motilitdsanak vizsgalata sordn a
spermamintdkat 0,9% NaCl-oldattal higitottuk (bika: 100x, kos: 200x,
kan: 20x), majd egy cseppet targylemezen elkevertiink egy csepp
izoozmotikus (300 mosmol/l) tripankék-oldattal. Ez utdbbi oldat egy rész
2,5% 1zoozmotikus tripankék (Sigma T 8154, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) és 9 rész 0,9% NaCl oldat keverékébdl allt . Egy csepp
sperma-festék keveréket fedélemez alatt, 400x, illetve 1000x nagyitassal
értékeltiik, 37°C-ra melegitett targyasztalon. Mintanként legaldbb Gt
mikroszkdpos mezot értékeltiink.

A vitalis festés és a HOS kombinacidjaként Kovacs és Foote (1992)
modszerét kovettilk azzal a modositassal, hogy a hipoozmotikus reakcio
kivaltasa érdekében 30 mosmol/l — hipoozmotikus tripankék-oldatot
hasznaltunk (egy rész 2,5% izoozmotikus tripankék €s 9 rész desztillalt viz
keveréke). A festési eljarashoz hasznalt tovabbi vegyszerek a kdvetkezok
voltak:

Fixalooldat: 86 ml 1IN HCI, 14 ml 37% formaldehid-oldat, 0,2 g
neutralvords (Sigma N 2880).

Akroszomafesték: 7,5% Giemsa torzsoldat (Sigma GS 500, desztillalt
vizben higitva). A munkaoldatot kozvetleniil festés elott készitettiik.

A festést Kovacs és Foote (1992) alapjan végeztiik: szobahdmérsékleten
egy csepp tripankék-oldatot és egy csepp higitott spermat targylemezen
Osszekevertlik és egy masik targylemez segitségével kenetet készitettiink.
A kenetek kozel vertikalis pozicioban szaradtak szobahdmérsékleten, majd
két percig fixaltuk Oket. Csap-és desztillalt vizes 0Oblitést kdvetden

Giemsa-oldattal festettiink egy éjszakan at. Ujabb csap-és desztillalt vizes
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oblitést kovetden a keneteket két percig differencidltattuk desztillalt
vizben. Végiil, a 1égszaraz keneteket lefedtiik kanadabalzsam segitségével.
A keneteket 400x nagyitassal, fénymikroszkop segitségével értékeltiik.
Lemezenként 200 spermiumot osztalyoztunk (fiiggetleniil a feji rész
membranjanak festddésétdl) ugy, mint "festetlen €és egyenes", "festetlen és
gorbiilt", "festett és egyenes", valamint "festett s gorbiilt" farki rész.

A festddott és a hipoozmotikus sokkra nem reagald spermiumfarok-részek
kozotti kapcesolat leirdsara regresszidanalizist végeztiink ¢és Pearson
korrelacios koefficienst szamoltunk a Microsoft Excel 97 program

segitségével.

EREDMENYEK

A vizsgalt fajok/egyedek mindegyikénél taladltunk ondodsejteket festédott
farokkal. A posztakroszomadlis régidban festddott spermiumoknak
altaldban a farki résziik is festddott — ezeket a sejteket rutinszeriien
"elhaltként" szokas osztalyozni. Azon sejtek kdzott azonban, amelyeknek
a feji része nem festddott, és igy hagyomanyosan "¢lonek" tekintik dket,
talaltunk festddott és nem festddott farktiakat egyarant (1. dbra). A
spermiumok kis sz4zalékanal a farok kozéprésze ¢és a fodarabja eltéréen
festodott, de ezeket minden esetben a "festett" kategoridba soroltuk. A
festékoldattal inkubalt mintdk motilitdsvizsgéalata soran festett farku,

aktivan mozg6 sejteket nem talaltunk.
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1. abra. Tripankék-Giemsaval festett bikaspermiumok. Vonal: 10 um.
a: Spermium festetlen posztakroszomalis régioval és festetlen
farokkal.

b: Spermium festetlen posztakroszomalis régioval és festett

farokkal.

A vizsgalt kenetek eredményeinek statisztikai értékelése szerint a festett
farkti ondoésejtek €és a hipoozmotikus sokkra nem reagalé spermiumok
kozott szoros kapcsolat all (2. abra). Bikak és kosok esetében a kapott
korrelaciés koefficiensek (r = 0,81, illetve 0,94) p<0,05 szinten
szignifikansak voltak, hasonldé tendencia volt észlelheté (p>0,10) a

vizsgalt kanok esetében is: r = 0,85.
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2. abra. A festédott, illetve hipoozmotikus sokkra nem reagdl6 spermiumfarkak kozotti




2.4. KOVETKEZTETESEK

A vitdlis spermafestési moddszerek évtizedek Ota ismertek és
hasznalatosak (Smith és Murray,1997), de a spermiumok farki részének
festddésérol kevés emlités esik a szakirodalomban (Mayer és mtsai,
1951). A festett kenetekrdl késziilt fényképeken egyes esetekben
felismerhetéek festett farka sejtek, de a szerz6k nem targyaljak a
jelenséget (Dott és Foster, 1972, Kovacs és Foote, 1992, Way és mtsai,
1995).

A festékkel inkubalt spermamintdk motilitadsvizsgalata soran nem
talaltunk mozg6, festett farkti sejteket. A jelenség dokumentaldsa
fényképeken azonban nem volt megoldhat6, mivel faziskontraszttal a
festett és festetlen farki részek kozotti kiilonbség nem lathato, anélkiil
pedig a festetlenek nem észlelhetok.

Jeyendran és mtsai (1984) kombinaltdk a HOS tesztet az eozin-nigrozin
festéssel. A HOS-ra reagéld sejtek és az eozin Y-nal nem festddd sejtek
aranya kozott r = 0,52 korrelaciot talaltak. Mivel 6k csak a spermiumok
fejének festddését értékeltek, mig a HOS foleg a farok gorbiilésével
értékelhetd, valdszinli, hogy egyes ondosejtek feji  részének
plazmamembranja ép volt, és megakadalyozta a festék behatolasat, a
farokrész azonban, sériilt plazmamembranja miatt nem reagalt a
hipoozmotikus sokkra.

A vitalis festékekkel ¢lonek biralt és a motilis spermiumok ardnya kozott
¢észlelt kiilonbségek masik valoszinli magyardzata a hasznalt festék: a
legtobb festékkombinacidoban nigrozin hasznalatos kontrasztfestékként,

ez azonban sotét hatteret produkdl, ami megneheziti a farki részek
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értékelését. Az egyes vitalis festékek, mint a tripankék, kongdvords, vagy
a kiilonb6zé eozinok magukban, kontrasztfesték nélkiil is hatteret
képeznek széritds utdn. Az altalunk hasznélt tripdnkék-Giemsa
kombinacio, kiillondsen a fixaloban 1évé neutralvords (Sigma N 2880)
jelentés mértékben javitja a festdédott, illetve festetleniill maradd
spermiumfarkak kozotti szinkiilonbséget, tovabbd a targylemezek
ismételt oblitése csokkenti a hattérfestodést, lehetdvé téve a farokfestodés
észlelését.

Osszefoglalva, a festett és a hipoozmotikus kdzegben nem reagald farki
részek aranya kozott fenndlld szoros kapcsolat harom vizsgalt faj
esetében alatdmasztja azt a feltevést, hogy az itt leirt festési technika
segitségével a spermiumfarkak membranintegritdsa értékelhet6. Az az
onddsejt, amelynek feji plazmamembranja és akroszomaja ép ugyan, de a
farok plazmamembranja sériilt, nem képes mozgéasra, igy az ilyen sejtek a

rutin értékelés soran "elhaltnak" tekintendok.
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3. FEJEZET

SPERMIUMOK MOTILITASANAK ES
MEMBRANINTEGRITASANAK OSSZEHASONLITO
VIZSGALATAI

3.1. BEVEZETES

A spermamindség megitélésének legrégibb, és a gyakorlatban maig is
leginkabb haszndlt moddszere a motilis spermiumok aranyanak
mikroszképos vizudlis becslése. A moddszer tagadhatatlanul gyors és
egyszerli, azonban szubjektiv: a vizsgalatok megbizhat6sagat
nagymértékben befolyasolja a mikroszkép mindsége, a vizsgalo
gyakorlata és képességei (Althouse, 1997). Még tapasztalt technikusok is
gyakran elfogadhatatlanul nagy eltéréssel értékelik ugyanazt a mintat
(Jequier és Ukombe, 1983). Az egyes laboratériumok és értékeld
technikusok kozotti variancia elfogadhatdo szintlire csokkentése
érdekében a mintavételt standardizalni célszerti (Althouse, 1997), és
kiilonos figyelmet kell szentelni a mikroszkdp targyasztalanak, illetve a
targylemezek, fed6lemezek egyenletes homérsékletére (Birks és mitsai,
1994). Kiilon figyelembe kell venni, hogy az iivegfeliiletek és a sperma
kozott fennalld feliileti fesziiltségvaltozasok is befolyasoljadk a vizualis
értékelést (Molnar, 1962).

Az utdbbi évtizedek technikai és elsdsorban szamitogépes fejlodése

lehetévé tette objektiv motilitasvizsgalati moddszerek kidolgozasat
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(Amann, 1988, Holt, 1996). A szamitogépes spermavizsgalo
berendezések (CASA, computer-assisted semen analysis), nemcsak a
mozgod spermiumok aranyat, de a mozgas mindségét is értékelni képesek.
A CASA berendezéseknek két f6 tipusa ismert, az egyik utdlag értékeli a
rogzitett felvételeket, a masik azonnali, ugynevezett '"real-time"
értékelésre képes (Holt, 1996).

Ahogy a dolgozat 2. fejezetében olvashato, a vitalis festékekkel végzett
membranintegritas-vizsgalatok ¢és a motilitdsvizsgalatok eredményei
kozott altaldban tobb-kevesebb eltérés talalhatd. A 2. fejezetben
ismertetett spermiumfarok-festési modszer feltételezhetéen kozelebbi
egyezést mutat a motilitdsvizsgalatokkal. Jelen kisérletek célja a Kovacs-

Foote festés és a szamitogépes motilitasértékelés osszevetése volt.

3.2. ANYAG ES MODSZER

3.2.1. Spermamintak

Az OMT Rt Go6dolléi Mesterséges Termékenyitd Allomasan termeld
kilenc holstein-friz tenyészbika Osszesen 36 mélyhiitott spermaadagjat
vizsgéaltuk. A miszalmakat az allomas spermalaborjanak rutin
technologidja szerint, 37°C homérsékletii vizfiirddben 25 masodpercig

tartva olvasztottuk fel.
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3.2.2. Membranintegritas-vizsgalat

A felolvasztott spermamintakbdl festett keneteket készitettiink Kovacs és
Foote (1992) modszere szerint. A festés menete a kovetkezd volt:

Egy csepp 0,2% tripdnkék munkaoldatot (0,4% tripankék (T-8140, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) torzsoldat higitva 1:1 ardnyban
0,9% NaCl-oldattal) és egy csepp, 0,9% NaCl-oldattal 1:10 aranyban
higitott spermat targylemezen elkevertiink és kenetet készitettiink. A
keneteket szobahOmérsékleten kozel fliggdleges pozicidban szaritottuk.
A légszaraz keneteket két percig fixaltuk a fixaldoldatban, amely 86 ml
IN HCl, 14 ml 37% formaldehid-oldat és 0,2 g neutralvords (Sigma N-
2880) keverékébol allt. Fixalast kovetden a lemezeket csap-majd
desztillalt vizzel oblitettiik. Ezutdn a keneteket festopoharban festettiik
7,5%-0s Giemsa (Sigma GS-500) munkaoldatban szobahdmérsékleten,
egy éjszakan at. Ujabb csap-és desztillaltvizes oblités utdn a keneteket
két percig differencidltattuk desztillalt vizben, majd l1égszaritast kovetden
fedolemezzel lefedtik a lemezeket. A keneteket fénymikroszkop
segitségével értékeltilk 400x nagyitassal, kenetenként 200-200 sejtet
megszamolva és a  spermiumfej, farok, illetve akroszoma
membranallapota alapjan osztalyozva (dolgozat 2. fejezete, Nagy ¢és

mtsai, 1999).

3.2.3. Szamitogépes motilitasvizsgalat

A mozgd spermiumok szazalékos aranyat (MOT%) az allomas

spermalaboratoriumaban all6 HTM 2000 tipusi motilitasvizsgalo
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berendezés (Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, USA)
segitségével dallapitottuk meg, az egyenletes mintaméret érdekében
Makler-kamrat (Sefi-Medical Instruments, Izrael) hasznalva (Szész,

1998).

3.2.4. Statisztikai elemzés

A motilis, illetve ép sejtmembrannal (mind a fej, mind a farok
membranjat értékelve) és akroszomaval bird ondodsejtek szazalékos
aranya kozotti kapcsolatot Bland-Altman ismételhetdségi/modszer-
egyetértési proba (Method agreement analysis, Bland és Altman, 1986,
Petrie és Watson, 1999) segitségével, a Microsoft Excel 97 programmal
elemeztik. A CASA berendezés altal megallapitott motilitasi
paraméterek koziil a mozg6 sejtek aranyat (MOT%) vettiik figyelembe,
mivel az dsszehasonlitd vizsgalatban nem a mozgas mindségére, csupan

tényére voltunk kivancsiak.

3.3. EREDMENYEK

A vizsgalt 36 minta CASA eredményei kozott egy kiugro értéket
talaltunk, ezt — valoszini mérési hiba miatt — kizartuk a tovabbi
elemzésbol.

Az 1. 4bran az egyes mérésparok kiilonbségeit abrazoltuk az atlaguk
fiiggvényében. A CASA/mikroszkdépos mérésparok kozotti atlagos
eltérés d = 1,6%, a szoérds SD = 9,4%, a 95%-o0s egyetértési hatarok d +
2SD =(-17,2; 20,4)% voltak.
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1. abra. A szamitogépes motilitasvizsgalat és a Kovacs-Foote festés modszer-egyetértési vizsgalata.

Mérésparok kiilonbségei az atlaguk fiiggvényében.
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3.4. KOVETKEZTETESEK

Az egyes modszerekkel kapott atlagértékeket tekintve, kozel azonos
eredményeket kaptunk, alatamasztva a dolgozat 2. fejezetében felvetett
hipotézist (2. abra), azonban két mddszer Osszehasonlitasa atlagszinten
félrevezetd lehet (Petrie és Watson, 1999). Valdban, az egyes mérésparok
eredményei kozotti kapcsolat vizsgadlatakor nem kaptunk a véartnak
megfelelden szoros egyetértési hatarértékeket. A jelenség egyik
valdszinli oka a motilitasvizsgald berendezés beallitasi paramétereiben
kereshetd: az allomas spermalaboratoriuméanak rutin rendje szerint, a
mélyhtitott/felolvasztott mintdkat nem higitottuk a motilitasvizsgéalathoz
tovabb, hanem kb. 100 x 10%ml koncentracio mellett vizsgaltuk azokat.
Mortimer ¢és mtsai (1988) szerint azonban a CASA berendezések a fent
ebbdl kovetkezden viszont tulbecsiilhetik a mozg6 sejtek aranyat.

Emlitett szerzok szerint az optimalis sejtkoncentracio < 40 x 10%/ml. Nem
szabad azonban figyelmen kiviil hagyni, hogy a vizsgalando
spermamintdk  higitdsara altalaban hasznalt fiziologias so6oldat
motilitadsvizsgalatok esetében nem alkalmazhatd, mivel megvaltoztathatja
az egyes mozgasi paramétereket (Robertson ¢és mtsai, 1988).
Alkalmasabb megoldds a spermamintak feldolgozasa soran hasznalt
spermahigitd alkalmazasa a CASA-vizsgéalatokhoz (Boersma ¢s Nagy,
nem kozolt észrevétel, 2000), azonban ez rutin koriilmények kdzott nem
mindig valosithatd meg (régi mintdk, mas termékenyitd allomasokrol

szarmazo spermaadagok vizsgalata esetén példaul).
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2. abra. A motilitasi, illetve festési eredményekre illesztett linedris
trendvonalak.

- MOT%

---------- festetlen fejii, ép akroszémaju spermiumok %

festetlen fejii és farku, ép akroszomajt spermiumok %

A hasznalt higité viszkozitdsa is befolydsolja a sejtek mozgasi
paramétereit (Hirai és mtsai, 1997), tovabba a tojassargdja-tartalmi
higitokban taldlhaté részecskéket a berendezés tévesen nem mozgd
spermiumokként értékelheti (Tardif és mtsai, 1996).

Tovabbi kérdéses pont a mintdnkénti mérések szama: Farrell és mtsai
(1998) vizsgalatai szerint a mintdkat két ismétlésben, ismétlésenként
nyolc kiilonb6z6é mezodt, igy mintanként 16 mezdt érdemes vizsgalni.

Hirai és mtsai (1997) kisérleteikben 6t ismétlésben harom-harom, azaz
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Osszesen 15 mez6t értékeltek. Ez azonban jelentdsen lelassitja a
vizsgalatokat, = kérdésess¢  téve a  berendezések  rutinszerii
alkalmazhatdsagat a mesterséges termékenyité allomdsokon friss sperma
értékelésére.  Mélyhtutott/felolvasztott  spermaadagok  mindségének
vizsgélatara alkalmasabb lehet a miiszeres motilitdsvizsgalat (bar
érdemesnek tartjuk a kisérletiinkben hasznalt berendezés bedllitasi
paramétereinek és milkddtetési protokolljanak feliilbiralatat). Az egyes
motilitdsi paraméterek és a fertilitds kozott viszonylag szoros kapcsolat
all fenn (Amann, 1988), de nem szabad elfeledkezniink arrdl, hogy a
mozgas csak egy a spermiumok sikeres termékenyitéshez sziikséges
tulajdonsdgai  kozott (Amann és  Graham, 1993). Minden
termékenyitdképes  spermium  mozog  (legaldbbis  természetes
korilmények kozott), de nem minden mozgd spermium képes
termékenyitésre.

A fentiekbdl kdvetkezden, a Kovacs-Foote festés diagnosztikai értékének
megallapitasat célzé kisérletiink csak tajékoztatd jelleglinek tekinthetd. A
festés objektiv, miliszeres validalasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek: a
jelen fejezetben leirt kisérlet, illetve a miincheni Ludwig-Maximillian
Egyetem Allatorvosi Fakultisanak Andrologiai  Klinikajan tett
tanulmanyutam sordn szerzett tapasztalataimra épitve szigorubban

kontrollalt 6sszehasonlité vizsgalatokat tervezek.
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4. FEJEZET

SPERMIUMOK MEMBRANINTEGRITAS-
VIZSGALATA: FENYMIKROSZKOPOS ES FLOW
CITOMETERES ERTEKELESI MODSZEREK
OSSZEHASONLITASA RUTIN KORULMENYEK
KOZOTT

4.1. BEVEZETES

A mesterséges termékenyitd allomasok gyakorlataban — legalabbis hazai
szinten — a termelt sperma mindségének vizsgdlatara vizualis
motilitasvizsgalatot alkalmaznak. Bar a modszer gyors és egyszerd,
azonban szubjektiv és az ondosejteknek csak egy tulajdonsagarol ad
informéciot. Figyelembe véve a rutin munkarendet, a friss sperma
feldolgozhatdsaganak eldontésére tovabbra is ez a legalkalmasabb
modszer, a feldolgozott, higitott sperma (az értékesitésre keriild
végtermék!)  probafagyasztas  utani  vizsgalatira  részletesebb
vizsgalatokra van sziikség (dolgozat 3. fejezete). Kiilondsen igaz ez az
utobbi idok kutatasi eredményeinek figyelembevételével, miszerint a
fagyasztas/felolvasztas a spermiumok kapacitaciojahoz,
akroszoémareakciojahoz hasonldé membranvaltozadsokat eredményez
(Watson, 2000).

A szakirodalomban szdmos olyan festési eljards ismert, amely

segitségével az akroszéma integritasardl nyerhetiink informaciot, emellett
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az ¢ld/elhalt statusz megallapitasa is fontos, a fiziologias ¢és fals
akroszomareakcidé megkiilonboztetése érdekében. (6szefoglalja: Smith és
Murray, 1997).

A membranintegritas vizsgélatanak korszerli modszere az ugynevezett
aramlasi sejtanalizis, flow citometria. Flow citométer alkalmazésaval
lehetdséglink nyilik spermamintdk multiparaméteres analizisére, tobb
ezer sejt vitalitdsat és akroszoma-integritasat értékelve egy percen beliil
(Graham ¢és mtsai, 1990, Parks, 1992).

Jelen tanulmany célja volt egy mikroszkdpos festési modszer (Kovacs és
Foote,1992), valamint a leggyakrabban hasznalt fluoreszcens, flow
citométerrel értékelhetd festékkombinacid, fluoreszcein-izotiocianattal
konjugalt foldimogyor6 agglutinin és propidium-jodid (FITC-PNA/PI)
Osszehasonlito értékelése, elsdésorban a rutinszerii alkalmazhatdsag
szempontjabol, a fagyasztott/felolvasztott spermamintdk mindségének

ellenOrzésére.

4.2. ANYAG ES MODSZER

4.2.1. Vegyszerek

A kisérletekben hasznalt vegyszereket az alabbi forrasokbol szereztiik be:
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA): tripankék T-8154,
neutralvorés N-2880, Giemsa GS-500, dimetil-szulfoxid (DMSO) D-
5879.

Merck (Darmstadt , Németorszag): Entellan lefed6 kdzeg 1.07960.
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Becton Dickinson (San José, CA, USA): Cell WASH optimizalt PBS
349524,

Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, USA): propidium-jodid (PI), a
LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (L-7011) B komponense.

4.2.2. Spermamintak

Egy holland mesterséges termékenyitd alloméson termeld tiz holstein-friz
bika két-két ejakulatumat vizsgaltuk. Az ejakulatumok az adott
mesterséges termékenyitd allomds rutin technologidja szerint kertiltek
feldolgozasra és fagyasztasra TRIS-homogenizalt tojassargaja higitoban.
Felolvasztas utan (egy perc 37°C-os vizfiirddben, az allomés rutin
technologidja szerint) minden egyes ejakulatumbol héarom-harom
almintat vettiink, ezek négy-négy miiszalma keverékébol alltak. Az

almintakat két ismétlésben vizsgaltuk.

4.2.3. Fénymikroszkopos értékelés

Kovacs-Foote festés (Kovacs és Foote, 1992):

Egy csepp 0,2% tripankék munkaoldatot (0,4% tripankék tdzsoldat
higitva 1:1 aranyban 0,9% NaCl-oldattal) és egy csepp, 0,9% NaCl-
oldattal 1:10 ardnyban higitott spermat targylemezen elkevertiink ¢és
kenetet készitettiink. A keneteket szobahdmérsékleten kozel fiiggdleges
pozicidban széritottuk. A 1égszaraz keneteket két percig fixaltuk a

fixalooldatban, amely 86 ml 1 N HCI, 14 ml 37% formaldehid-oldat és
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0,2 g neutralvoros keverékébdl allt. Fixalast kovetden a lemezeket csap-
majd desztillalt vizzel oblitettiik. Ezt kdvetden a keneteket festdpoharban
festettiikk 7,5%-0s Giemsa munkaoldatban szobahdémérsékleten, egy
éjszakan at. Ujabb csap-és desztillalt vizes oblitést kovetden a keneteket
két percig differencialtattuk desztillalt vizben, majd 1€gszaritast kovetden
feddlemezzel lefedtik a lemezeket. A keneteket fénymikroszkoppal
értékeltiik 400x nagyitassal, kenetenként 200-200 sejtet megszamolva és
a spermiumfej, farok, illetve akroszoma membranallapota alapjan

osztalyozva (dolgozat 2. fejezete, Nagy és mtsai, 1999).

4.2.4. Flow citometria

FITC-PNA/PI festés:

Festékoldatok:

FITC-PNA: 1 mg/ml torzsoldat DMSO-ban. Munkaoldat: tovabbhigitva
PBS-el 200pg/ml koncentréciora.

PI: LIVE/DEAD Sperm Viability Kit higitatlan B komponense.

Festési eljaras:

A spermamintakat 10x higitottuk CellWASH optimizalt PBS-el. Egy ml
mintdhoz 5 pl Pl-oldatot és 5 ul FITC-PNA munkaoldatot adtunk, igy a
végsd lektinkoncentracid 1 pg/ml volt (Flesch és mtsai, 1998). A
mintakat 37°C-on, sotétben inkubaltuk 5 percig. Citométeres elemzés

elott a mintakat felkevertiik.
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A méréseket FACSCalibur kétlézeres flow citométerrel (Becton
Dickinson, San José, CA, USA) végeztik. A berendezést naponta
kalibraltuk CaliBrite 3 kit segitségével (Becton Dickinson, 340486). A
fluoreszcens festékek gerjesztése 15SmW-os argon ion lézer segitségével
tortént, 488 nm-en. A zo6ld fluoreszcens jeleket (FITC-PNA) az FL 1
(530/30 nm) fotoelektron-sokszorozé detektoron, a vords fluoreszcens
jeleket (PI) pedig az FL 3 (670 nm LP) detektoron észleltiik. A mért 0- és
90°-o0s szortfény-intenzitasi értékek (forward scatter FSC, side scatter
SSC) alapjan kiilonboztettiik meg a spermiumokat a sejttormeléktdl,

illetve sejtaggregatumoktol (1. abra).

1023

S58C

FSC
1. abra. Fagyasztott/felolvasztott spermiumpopulacio  jellemzo

szortfényintenzitasi képe dot-plot citogramon. A régiétdl jobbra
sejtaggregatumok, balra a higitoban taldlhaté tojassargaja-
szemcsék és egyéb sejttormelék talalhatd. A spermiumpopulacio

nem kiilonithet6 el ez utdbbitol tokéletesen.
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Mintanként 10 000 sejt fluoreszcens adatait gylijtottiik 0Ossze és
analizaltuk dot-plot citogram formaban, a CellQuest 3.3 (Becton
Dickinson) program segitségével. A mért fluoreszcenica-intenzitdsok
alapjan az alabbi négy spermium-szubpopulécidt kiilonboztettiik meg (2.

abra):

—

" €16 sejtek ép akroszomaval"

2. "¢l sejtek sériilt/reaktalt akroszomaval"
3. '"elhalt sejtek ép akroszémaval"
4

"elhalt sejtek sériilt/reaktalt akroszémaval"

21 7% 20.5%
=
3 4.
m
[ )
™
[ )
T
=
1 2.
[=]
[ )
10t 10! 0% 10t 104
571% FITC-PIA, 0.7%

2. abra. FITC-PNA/PI festett spermaminta jellemz6 dot-plot citogramja.
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4.2.5. Statisztikai ertékelés

A Koviécs-Foote festés, illetve a FITC-PNA/PI mddszer ismételhetdségét,
valamint a két festési eljaras kozotti kapcsolatot Bland-Altman
ismételhetdségi/madszer-egyetértési proba (Method agreement analysis,
Bland ¢és Altman, 1986, Petrie ¢és Watson, 1999) segitségével, a
Microsoft Excel 97 programmal elemeztiik. A két teszt eredményeinek
Osszehasonlitdsdra az els0 mérési ismétléseket allitottuk parba és

hasonlitottuk ssze (Bland és Altman, 1986).

4.3. EREDMENYEK

4.3.1. Ismételhetoségi vizsgalatok

Kovacs-Foote festés

Az ismételhet6ségi vizsgalat alapjat az €16, ép akroszoémaju és festetlen
farki spermiumok szazalékos aranya képezte. Az ismételt mérések
kozotti atlagos eltérés d= 1,35%, a szords SD= 5,09%, a British Standard
ismételhetdségi koefficiens 2SD= 10,18% volt (3. abra).

FITC-PNA/PI

Az ismételt mérések kozotti atlagos eltérés d= -0,49%, a szoras SD=
1,82%, a British Standard Institution ismételhetdségi koefficiens 2SD=

3,64% volt (4. abra).
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3. abra. Kovéacs-Foote festés ismételhetdségi vizsgalata. Ismételt mérések kiilonbségei az atlaguk
figgvényében.
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4. abra. Flow citométeres FITC-PNA/PI festés ismételhetdségi vizsgalata. Ismételt mérések kiilonbségei az
atlaguk fiiggvényében.
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5. abra. A Kovécs-Foote festés és a FITC-PNA/PI festés modszer-egyetértési vizsgalata. Mérésparok
kiilonbségei az atlaguk fiiggvényében.
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4.3.2. Modszer-egyetértési analizis

Mivel a fluoreszcens festési modszer csak a spermiumfej membranjanak
¢s akroszomanak az allapotarol ad informaciot, az 6sszehasonlité analizis
soran a Kovacs-Foote mintdk elemzésekor nem vettiik figyelembe a
spermiumfarok membanallapotat. A Kovécs-Foote — FITC-PNA/PI
mérésparok kozotti atlagos eltérés d= 2,95%, a szoras SD=5,7%, a 95%-
os egyetértési hatarok d+ 2SD = (-7,19%; 13,09%) voltak (5. abra).

4.4. KOVETKEZTETESEK

Az ismételhetdségi koefficiensek értelmezésekor nem szabad figyelmen
kiviil hagynunk, hogy a mikroszképos értékelés soran 200 sejtrol
nyeriink informaciot, mig a citométer 10 000 spermiumot értékel. Ennek
fényében, illetve figyelembe véve, hogy példaul a spermiumkoncentracid
meghatdrozasara "standardként" hasznalt mikroszkopos,
hemacitométeres (pl. Biirker-kamras) sejtszamlalas is kb. 10% hibaval
terhelt, a Kovacs-Foote festés esetében kapott eredmények elfogadhato
ismételhetdséget mutatnak. Természetesen, tobb sejt szdmlalasaval az
ismételhetdség javithatd, de a jelen tanulmany célja a festési modszer
rutin koriilmények kozotti tesztelése volt, és a mesterséges termékenyitd
allomasokon altaldban 100-200 sejtet értékelnek mintanként.

A flow citométeres modszer a vartnak megfeleléen nagyfoka
ismételhetdséget mutatott. Ilyen nagyfoku precizitas mellett az ismételt
mérések kozotti eltérés legfobb okai a minta-elokészitésben kereshetdk,

mint példaul a nem teljesen egyenletes felkeverés, pipettazasi hibak, stb.
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Mivel a fluoreszcens festékek tobbsége fény hatasara veszit
intenzitasabol, ugyanazon csdvek ismételt leolvasdsdt nem lattuk
célszerlinek beépiteni a kisérletbe. Tovabbi hibaforras lehet az altalunk
hasznalt festékkombinacid esetében a higitoban jelenlévo tojassargaja is:
mivel a FITC-PNA csak a sériilt/reaktalt akroszomakat jeloli, a PI pedig
csak az elhalt sejteket festi, a szamunkra legérdekesebb sejtpopulacid, az
¢lo sejtek ép akroszomaval festetlenek maradnak. Ezek viszont a
szortfény-intenzitas alapjan nem kiilonithetok el tokéletesen a szintén
festetlen €s hasonld méretii tojassargaja-szemcséktol (2. abra). A korabbi
citométeres tanulméanyok tobbségében friss spermat vizsgaltak a szerzok
(Graham és mtsai, 1990, Miyazaki és mtsai, 1990, Pena és mtsai, 1999a),
igy a problémardl kevés emlités esik a vonatkozd szakirodalomban (Pena
és mtsai, 1999b). Standard modszer hidnyaban kalibracios gorbét nem
tudunk késziteni, igy viszont nem kapunk informdaciét a citométeres
vizsgalat pontossagarol (accuracy), csupan azt allithatjuk, hogy rendkiviil
preciz.

A két értékelési mod  Osszehasonlitasakor, a fent leirtak
figyelembevételével, megallapithatjuk, hogy — legalédbbis a spermiumfe;j
membranjanak és az akroszoma integritasanak vizsgalatdra — a Kovécs-
Foote festés megbizhatéan alkalmas. Sajnos, jelen pillanatban nem 4all
rendelkezésiinkre a  farokmembran értékelésére alkalmas flow
citométeres modszer, igy a Kovacs-Foote modszer farokfestését nem
tudtuk citométerrel validalni. A kérdés megoldasa tovabbi kutatast
igényel.

Osszességében megéllapithatd, hogy mindkét modszer beépithetd a

mesterséges termékenyitd allomdsok spermalaboratériumanak rutin
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munkarendjébe. A Kovacs-Foote festés elonye, hogy tobb sejtszervrol ad

informdciot (fej, farok, akroszéma), olcsobb, eszkozigénye kisebb, nem

igényel olyan szintli szaktudést, mint a flow citométer lizemeltetése.

Flow citométer hasznalatdval viszont joval precizebb képet kapunk a

vizsgalt mintadkrdl, a mddszer pedig rendkiviil gyors (1000-2000 sejt

értékelése masodpercenként).
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5. FEJEZET

BIKASPERMIUMOK MEMBRAN-ES
AKROSZOMAINTEGRITASANAK FLOW
CITOMETERES ERTEKELESE UJ
FESTEKKOMBINACIO SEGITSEGEVEL

5.1. BEVEZETES

A spermamindség rutinszerii értékelése alapvetd jelentdségli mind a
mesterséges termékenyitd allomasokon, mind a humén andrologiai
klinikakon. A tobbnyire mikroszkop segitségével végzett vizsgalatok
azonban csak a spermiumok egy-két — a termékenyités szempontjabol
lényeges — tulajdonsagéat célozzak, mint a sejtek motilitdsa, esetleg
morfologiaja. Mivel a spermiumoknak a sikeres termékenyitéshez tobb
szempontbol is meg kell felelniiik, az idedlis in vitro spermavizsgalati
modszer  egyidejlileg,  sejtszinten  mindsitené az  onddsejtek
termékenyitéshez sziikséges paramétereit (Amann ¢és Hammerstedt,
1993).

A flow citometria (aramlasi sejtanalizis) rovid 1d6 alatt nagyszdmu sejt
vizsgalatat teszi lehetdvé, tobb tulajdonsdg egyidejii értékelésével
(Hammerstedt, 1996). Szamos publikacié ismerteti a flow citométerek
hasznalhatosagat a spermakoncentracid, kromatinstruktura, éldsejt-arany,
illetve az akroszoma integritasanak vizsgéalataban (0sszefoglalja Parks,

1992). A leirt modszerek azonban gyakran biologiai alapkutatasok
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eszkozell szolgalnak, igy a gyakorlati felhasznalhatosag szempontjabol
tul bonyolultak és idéigényesek.

Az akroszoéma és a plazmamembran épségének egyidejii citométeres
vizsgélatara leggyakrabban hasznalt fluoreszcens festékkombinacio a
fluoreszcein-izotiocianattal konjugalt bors6d (Pisum sativum) agglutinin,
FITC-PSA, amely az akroszémalis matrixhoz kotddve jelzi az akroszoma
ép/sériilt allapotat, mig kontrasztfestékként a DNS-specifikus propidium-
jodid (PI) hasznalatos, amely csak a sériilt plazmamembranon képes
atjutni, igy az elhalt sejteket jeloli (Graham és mtsai, 1990). FITC-PSA-
val festve, az ép akroszomaval biré spermiumok nem, a sériilt, vagy
reaktalt akroszomaju sejtek zolden fluoreszkalnak. PI-dal jeldlve, az €16
sejtek nem, az elhalt sejtek vordsen fluoreszkalnak. Tojassargaja-alapu
higitoval feldolgozott spermamintak vizsgélatakor problémat jelenthet,
hogy a tojassargéaja-cseppek és egyéb sejttormelék hasonld morfologiai
paramétereket mutat, mint a nem fluoreszkald ¢élo, ép akroszomaju
ondosejtek, igy a citométer talbecsiili ezen wutdbbi spermium-
szubpopulaciot (Pena és mtsai, 1999, dolgozat 4. fejezete). A probléma
megolddsara Thomas ¢s mtsai (1997) a DNS-specifikus SYTO 17
festéket kombinaltadk FITC-PNA-val és Pl-dal, igy a DNS-tartalom
alapjan az onddsejtek jol elkiilonithetok voltak. A foldimogyor6 (Arachis
hypogea) agglutinin (PNA), az akroszéma kiils6 membranjahoz kotédik,
és mélyhitott/felolvasztott sperma vizsgalatara alkalmasabb, mivel a
PSA a tojassargdjahoz nem specifikusan kotddik. Pena és mtsai (1999)
egy Uj festési moddszert fejlesztettek ki: a carboxy-SNARF-1, egy
intracellularis pH indikator, amely az ¢é16 ondosejteket narancssargara

festi, kombinalhato a FITC-PNA-val és a PI-dal.
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Mivel a SYTO 17 festési mechanizmusa még nem teljesen tisztadzott, €s
az €10, illetve elhalt sejtek jelzésére célszerli olyan festékeket hasznalni,
amelyek kotddési helye megegyezik (Garner és Johnson, 1995), célunk
egy olyan festékkombinacié kidolgozasa volt, amely azonos sejtszervhez
kotédve kiilonbozteti meg az €16 €s elhalt sejteket és emellett az
akroszoma allapotarol is informaciot ad.

Garner és mtsai (1994) egy egyszerl festékkombinaciorol szamoltak be,
amely segitségével az €16 és elhalt sejtek ardnya allapithaté meg. Az €16
sejteket a SYBR 14 festékkel jelolték, amely membran-permeabilis, és a
sejt DNS-éhez kotddve zolden fluoreszkal. Kontrasztfestékként PI-t
alkalmaztak, amely a sériilt membranon bejutva kétddik a DNS-hez, és
intenzivebb vords fluoreszcenciajanak koszonhetdéen erdsebb jelet ad,
mint a SYBR 14. A festékkombindcio segitségével harom sejtpopulacié
elkiilonithetd: a zold "¢lo" sejtek, a vords "elhalt" sejtek, €s azok,
amelyek mind z6ld, mind vords fluoreszcencidt mutatnak, ezeket
"haldoklénak" (moribund) nevezték — gyakorlatilag ez a szubpopulaci6 is
elhaltnak tekinthetd. A modszernek szamos elénye van, gyors, egyszer,
mikroszkoppal is jol értékelhetd, tovabba nem igényel UV megvilagitast.
A festékek "LIVE/DEAD SPERM VIABILITY KIT" néven
kereskedelmi forgalomban is hozzaférhetok. Ezek ismeretében egy olyan
akroszomaprobat kerestlink, amely illeszthetd a fent emlitett festékekhez.
Graham ¢s mtsai (1990) fikoeritrinnel (PE) konjugalt PSA-t alkalmaztak,
amely a FITC-PNA-val azonos médon kotddik az akroszomahoz, és a
citométer masodik fluoreszcens detektoran észlelhetd a narancssarga-
tartomanyban. Kisérleteinkben PE-PNA-t hasznaltunk, a fent emlitett

nem specifikus kotodés kivédése érdekében.
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Vizsgalataink célja az 1j, SYBRI14/PE-PNA/PI (SPP) kombinacio
precizitasdnak megallapitasa, és a rutinszertien alkalmazott FITC-PNA/PI

modszerrel valo Gsszevetése volt.

5.2. ANYAG ES MODSZER

5.2.1. Spermamintak

Egy holland mesterséges termékenyitd alloméson termeld holstein-friz
tenyészbikak ondojat hasznaltuk kisérleteinkben: rutin technologiaval
gyljtott és TRIS-homogenizalt tojassargajas higitoval 60 millio/ml
sejtkoncentraciora higitott mélyhiitott bikaspermat vizsgaltunk. A
miiszalmékat 37°C-s vizfiirddben, egy percig olvasztottuk.

A citométeres vizsgalatokhoz a felolvasztott mintdkat 5 ml-es Falcon
csovekben 1:10 aranyban higitottuk CellWASH optimalizalt PBS-
oldatban (mindkettd: Becton Dickinson, San José, CA, USA.
Katalogusszamok: 352054 ¢és 349524).

5.2.2. FITC-PNA/PI festés

Festékoldatok

e FITC-PNA (L-7381, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA):

1 mg/ml torzsoldat DMSO-ban (D-5879, Sigma Chemical Co.)
Munkaoldat: 200 pg/ml (10 pl torzsoldat 40 pul PBS-ben higitva).
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e PI: LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (L-7011, Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) B komponense, tovabbhigitas nélkiil.

Festési eljaras

Egy ml higitott spermamintahoz 5 pl PI-t és 5 pl FITC-PNA-t adtunk.
A végso lektinkoncentracié igy 1 pg/ ml volt (Flesch és mtsai, 1998).
A mintdkat keverés utan 5 percig inkubaltuk sotétben 37°C-n.

Citométeres analizis el6tt a mintakat ujra kevertiik.

5.2.3. SPP festés

Festékoldatok

e SYBR 14: torzsoldat: LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (L-7011,
Molecular Probes) A komponense. Munkaoldat: tovabbhigitva 1:10
aranyban DMSO-val (Molecular Probes, online Fluorescent
Handbook).

e PE-PNA: PHYCOPROBE PE-PNA (Cat. No. 44) 1 mg/ml oldat
(Biomeda Corp., Foster City, CA, USA)

e PI: LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (L-7011, Molecular Probes,) B

komponense, tovabbhigitas nélkiil.
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Festési eljaras

Egy ml higitott spermamintdhoz 1 ul SYBR 14 munkaoldatot, 1 ul PE-
PNA-t és 5 ul PI-t adtunk. A végsé lektinkoncentracio igy 1 ug/ ml volt
(Flesch és mtsai, 1998). A mintakat keverés utan 10 percig inkubaltuk

sotétben 37°C-n. Citométeres analizis el6tt a mintékat Gjra kevertiik.

5.2.4. Flow citométer

Kisérleteinkben egy BD FACSCalibur flow citométert hasznaltunk

(Becton Dickinson), amely technikai paraméterei az alabbiak voltak:

Fényforrasok:

e 15 mW, 488 nm léghiitott argon-ion 1ézer

e 5mW, 635 nm voros didda 1ézer

Detektorok:

Morfologiai paraméterek:

e Sejtnagysag: FSC (forward scatter), fotodioda

e Granularitds: SSC (side scatter), 488/10 nm fotoelektron-sokszorozd
(PMT)

Fluoreszcens paraméterek:

e FL 1:530/30 nm PMT

e FL 2:585/42 nm PMT

e FL 3:670 LP nm PMT

e FL4:661/16 nm PMT
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A berendezést naponta kalibraltuk CaliBRITE 3 kit (340486, Becton
Dickinson) hasznélatdval, a FACSComp 4.1 automatikus kalibrald
program segitségével.

A citométert "LOW" dramlasi sebességgel hasznaltuk (12 pl/min).

Az adatokat dot-plot citogramokként, a CellQuest 3.3 program (Becton
Dickinson) segitségével elemeztiik.

A "Spermium" (1. 4dbra) régiokat krioprotektiv anyag hozzdadasa nélkiil
folyékony nitrogén gézében elolt, majd PI-dal festett friss spermamintak
lefuttatasaval hataroztuk meg, a PI fluoreszcenciat mutaté (DNS-
tartalma) sejtpopulaciot visszavetitve az FSC/SSC citogramokra

("backgating").

1023

spermiumok

S5C

e
1. dbra. A spermiumpopulécio jellemzd eloszlasa szortfény-intenzitasi

citogramokon. FSC: sejtnagysag, SSC: bels granularitds. A
forditott "L" alaku eloszlas a spermiumok aszimmetrikus

alakjaval magyarazhato.
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Az SPP-festett mintak esetében, egy tovabbi, "higito" régidt hataroztunk
meg a SYBR 14/PI citogramokon (2. 4bra).

10+

Pl

100

10° 10" e 10° 10
SYER 14

2. dbra. SYBR 14/PI- festett spermaminta. Az ¢él6 sejtek magas zold
(SYBR) fluoreszcenciat, az elhalt sejtek magas vords (PI)
fluoreszcenciat mutatnak. Az alacsony fluoreszcenciaju "higitd"

populacid (tojassargéaja-szemcsék, debris) tisztan elkiilonithetd.

A higitd autofluoreszcencidjanak ¢és jellemzé szoroddasi képének
megismerésére, hozzakevert sperma nélkiili higitot is vizsgaltunk

(3. abra).
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3. abra. A TRIS-tojassargdja higito jellemzd szortfény- és

fluoreszcencia-intenzitasai.

A FITC-PNA/PI-dal festett mintdk esetében 10 000 "Spermium"
eseményt, mig az SPP-festett mintidk esetében 10 000 "Spermium ES

NEM higitd" eseményt rogzitettiink €s elemeztiink.
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Az egyes fluoreszcens festékek mas detektorokra vald atszorodasanak
csOkkentésére Roederer (1996) javaslatait kovetve elektromos
kompenzaciot végeztiink (4 - 6 abrak).

A mintdkat az esetleges nemspecifikus festddés kivédése érdekében
kettds zold/voros sziirovel felszerelt Leica DM-LB epifluoreszcens

mikroszkdppal ellendriztiik.

10+

103

FL 2

104

SvBER 14

4. abra. SYBR 14 (zold fluoreszcencia, FL 1 detektoron észlelve)
kompenzacidja az FL 2 narancssarga fluoreszcens detektoron.

SYBR 14-el festett spermaminta, 50% fagyasztassal elolve.
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A SYBR 14 membran-permedbilis festékként festi az Osszes
onddsejtet, igy a kompenzacié bedllitasdhoz  negativ

populacidként a higitdt hasznaltuk.

10¢
10¢

10
10

FL1
107

FL3
107

10° 104 104

5. abra. PE-PNA (narancs fluoreszcencia, FL 2 detektoron észlelve)
kompenzacidja az FL 1 zold, és az FL 3 vords fluoreszcens
detektorokon.

PE-PNA-val festett spermaminta, 50% fagyasztassal elolve.
A PE-PNA a kiils6 akroszomamembranhoz kotédve, a

reaktalt/sériilt akroszomat jelzi.
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107 10% 10° 10
FL 2
6. abra. PI (voros fluoreszcencia, FL 3 detektoron észlelve)
kompenzacidja az FL 2 narancssarga fluoreszcens detektoron.
PI-dal festett spermaminta, 50% fagyasztassal elolve.
A PI DNS-specifikus, membran-impermeabilis festék, az elhalt

ondosejteket jelzi.
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5.2.5. A kisérletek menete

1. kisérlet

Az SPP modszer precizitasdnak vizsgalatara 10 bika két-két ejakulatumat
vizsgaltuk. A rutinszerlien feldolgozott ¢és fagyasztott/felolvasztott

termékenyitdanyagokbol 3-3 miiszalmat futtattunk le, két ismétlésben.

2. kisérlet

A tojassargajanak koszonhetd mérési torzitas mértékének megallapitasara
az "¢l6, ¢ép akroszomaju" spermium-szubpopuldcioban FITC-PNA/PI
festés  hasznalata  esetén, 14,  véletlenszertien  kivalasztott,
fagyasztott/felolvasztott spermamintan mérésparokat végeztiink FITC-
PNA/PI és SPP festéssel. A méréseket felolvasztas utdn azonnal ("0 6ra")

¢s 37°C-on harom 6ras inkubéciot kovetden ("3 ora") végeztiik.

5.2.6. Statisztikai elemzeés

AZ SPP modszer ismételhetdségét, illetve a két fluoreszcens festés
kozotti kapcsolatot Bland-Altman ismételhetdségi/modszer-egyetértési
préba (method agreement analysis, Bland és Altman, 1986, Petrie és
Watson, 1999) segitségével, a Microsoft Excel 97 programmal

elemeztik.
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5.3. EREDMENYEK

Mikroszkop alatt a PE-PNA-val jelzett reaktalt/sériilt akroszomak
narancssarga fluoreszcenciat mutattak, hasonlé festddési mintaval, mint a
zolden fluoreszkald, FITC-PNA-val fest6dott akroszomak.

Mind a FITC-PNA/PI, mind az SPP citogramokon négy - négy kvadranst
kiilonboztettiik meg (7. abra)

FITC-PNA

7. abra. FITC-PNA/PI, illetve SPP citogramok. Az alabbi kvadransok a
kovetkezd spermium-szubpopulacidknak felelnek meg:
5. " élo sejtek ép akroszémaval”
6. "¢€l0 sejtek sériilt/reaktalt akroszoémaval"
7. "elhalt sejtek ép akroszomaval"
8

. "elhalt sejtek sértilt/reaktalt akroszoméaval"
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5.3.1. Az 1. kisérlet eredményei

Az ismétlések kozotti atlagos eltérés d=-0,7%, a szords SD= 1,3%, a
British Standard Institution ismételhetdségi index 2SD=2,6% volt,
nagyfoku ismételhetOséget jelezve. Ahogy a 8. abran is lathatd, az egyes
mérésparok kiilonbségértékei egyenletesen szorddtak a d atlagos eltérés
értéke kortil, jelezve, hogy a mérésparok kozotti kiillonbség fliggetlen a

mért értékek nagysagatol.

5.3.2. A 2. kisérlet eredményei

Amint a 9. abran lathatd, az Gsszes méréspar (0 ora és 3 oOra) egyiittes
értékelése azt mutatja, hogy — még a vizsgalat helyén hasznalt
homogenizalt tojassargdja alkalmazésakor is — a FITC-PNA/PI
festékkombinacioval atlag 6,3%-al becsiiljiik tal az €16, ép akroszomaju
spermiumok aranyat (atlagos eltérés d = 6,33%, szoras SD = 4,65%)).

A 0, illetve 3 ora inkubaci6 utan végzett mérések kiillon elemzésekor
kitlint, hogy a FITC-PNA/PI mddszer torzitdsa nagyobb inkubacio utan
(d 0ora =4,21%, d 36ra = 8,44%, 10-11. abra).
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8. abra. Az ismételt SPP mérésparok kiilonbségei az atlaguk fliggvényében

84



*

atlag + 2 SD

atlag

85 90 95 100

mérésparok kiilonbsége (%)
o
*
.
*

mérésparok atlaga (%)

atlag - 2 SD

9. abra. FITC-PNA/PI — SPP mérésparok kiilonbségei az atlaguk fiiggvényében. Az 6sszes méréspar (0 ora és

3 ora) egyilittes értékelése.
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10. abra. FITC-PNA/PI — SPP mérésparok kiilonbségei az atlaguk fliggvényében. (0 ora).
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11. abra. FITC-PNA/PI — SPP mérésparok kiilonbségei az atlaguk fiiggvényében. (3 ora).
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5.4. KOVETKEZTETESEK

A SYBR 14/PI DNS-specifikus festékpar alkalmazéasaval a tojassargaja-
szemcsék ¢és egyéb sejttormelék vilagosan elkiilonithetd volt a
spermiumpopulaciotol, igy az SPP dotplot citogramokon joval tisztabb
szubpopulaciokat kaptunk, mint a FITC-PNA/PI citogramokon. Még
homogenizalt tojassargaja hasznalata esetén is tobb, mint 6 % volt a FITC-
madszer torzitasa. Ez a tulbecslés nagyobb volt hdrom 6ra inkubacid utan.
A jelenség azzal magyarazhato, hogy az inkubacié sordn a spermiumok
egy része elpusztult, mig a tojassargaja mennyisége valtozatlan maradt, igy
relative nagyobb ardnyu talbecslést okozva.

Mikroszkop alatt a PE-PNA-festett akroszomak a FITC-PNA-hoz hasonld
fest6dési mintat mutattak, de PI-dal kontrasztfestve az elhalt, vorosen
fluoreszkald sejteken nehezen voltak elbirdlhatok a narancssarga
akroszomak. Célunk azonban nem egy Ujabb mikroszkopos festés, inkabb
egy direkt citométeres értékelési technika kidolgozasa volt. A PE-és PI
fluoreszcens jelek tisztan elkiilonithetok voltak az FL 2 ¢és FL 3
fluoreszcens detektorokon.

A PNA-hoz hasonld lektinek hasznalatakor azonban egy specialis
problémaval kell szembesiilniink: azok a sejtek, amelyek teljesen
elveszitették akroszémajukat, szintén az alacsony fluoreszcenciaju, "ép
akroszoémaju" szubpopulacidban detektalodnak. Etanolos fixalas és plazma
membran permeabilizalast kdvetden PSA-val jelolve, az ép akroszomaju
spermiumok adnak pozitiv fluoreszcens jelet (Miyazaki és mtsai, 1990,
Szasz és mtsai, 2000). Ez elényds lehetne az ép akroszomaju és az

akroszéma nélkiili sejtek megkiilonboztetésére, mivel ez utobbiak az
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alacsony fluoreszcencidju, akroszoma-sériilt szubpopulacidban tinnének
fel. Az etanollal fixalt mintdk flow citométeres értékelése azonban
nehézségekbe litkdzik, mivel a fixalas sokivalast és agglutinaciot okozhat
(Crissman és Steinkamp, 1990, idézi Pena és mtsai, 1999).

Masik  kérdéses pont az  "elhalt, akroszoma-reaktalt/sériilt"
szubpopulacidoba sorolt sejtek interpretacidja. Ahogy az Aaltalanosan
elfogadott, egy vitalis és egy akroszomafesték kombindldsa esetén, az
elhalt sejtek reaktalt akroszémaval "fals" akroszémareakciot mutatnak.
talalhatok olyan spermiumok, amelyek a sejthalal folyaman veszitették el
akroszomaintegritasukat (ez a degenerativ membranvaltozas ténylegesen
fals akroszomareakcionak tekinthetd), illetve olyanok, amelyek az
akroszomareakciot kovetden haltak el (igy "igazi" akroszomareakcio
jatszodott le), ahogy azt de Leeuw €s mtsai (1991) és Way és mtsai (1995)
megallapitottak. A probléma megoldasa tovabbi kutatést igényel.
Osszességében azonban megallapithatd, hogy az altalunk kidolgozott
SYBR 14/PE-PNA/PI héarmas festékkombinacio flow citométerrel

[TP& P4

értékelve alkalmas az "¢16, ¢ép akroszomaju" spermiumpopulacid
aranyanak becslésére, a modszer pontosabb a kozismert FITC-PNA/PI
kombindcional, rendkiviil preciz, és nem igényel olyan bonyolult
mintaelokészitési  1épéseket, amelyek a rutinszerli alkalmazast

megnehezitenék.
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6. FEJEZET

KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Ahogy Koehler is megallapitja (1985), a motilitdsvizsgalati és vitalis
festési eredmények kozotti eltérések magyardzataul szolgdl a tény,
miszerint az elébbi esetben a spermiumfarok funkcionalis épségét, mig az
utébbi esetben a spermiumfej membranjanak strukturdlis épségét
értekeljik. Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy azok az ondosejtek,
amelyek feji része nem festddik (igy "¢lonek" szokas tekinteni), de farkuk
igen, nem mozognak, igy termékenyitésre sem képesek (2. fejezet).
Tovabbi vizsgalatainkban ezt a sejtkategoriat is "elhaltnak" tekintettiik.
Egy-két szazalékban taldlhatunk azonban olyan ondodsejteket is,
amelyeknek viszont a feji része festédott, a farka nem. Ezek a sejtek
valosziniileg képesek mozogni, Osszhangban Garner (2000, személyes
kozlés) megfigyelésével, miszerint propidium-jodiddal festett mintakban is
el6fordulnak néha vordsen fluoreszkald, mozgd spermiumok. Ezek a sejtek
a sériilt feji membranjuk miatt — feltételezhetéen - nem képesek
akroszOmareakciora, igy termékenyitésre sem. Jelenlegi ismereteink szerint
Koviacs ¢és Foote (1992) modszere az egyetlen festési eljards, amellyel
egyidejlileg vizsgalhatjuk a spermiumok feji ¢és farki részének
membranintegritasat, az akroszoma épségét, tovabba a rendellenes alaku

sejtek ardnyat is (1. abra).
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1. abra. Spermiumdefektusok, egyéb sejtek kiilonb6zo fajok
ejakulatumaiban. Kovacs —Foote festés. A vonal 10 um-t jelol.

l.a.: Négyfarku, degeneralt fejii onddsejt (bikasperma).

1.b.: Fekete nyil: kétfarka ondosejt. Fehér nyil: disztalis citoplazmacsepp
(kossperma).

l.c.: Fekete nyil: Makrofejii ondodsejt, "knobbed" akroszomadefektus.
Fehér nyil: kortefejii ondosejt (kansperma).

1.d.: "Meduza"-sejt (bikasperma).

Az emlitett festés valoban multiparaméteres értékelést tesz lehetdve,
mindamellett megfelel az Oettlé altal 1986-ban az idealis spermafestésrol
leirtaknak: egyszerii, hiszen nem igényel draga berendezést. Megbizhatd: a
4. fejezetben leirt mintegy 10 %-os ismételhetdségi koefficiens

fénymikroszkopos vizsgalat esetén kifejezetten jonak tekinthetd (igaz, ez
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részben az értékelést végzd személy rutinjat is tiikrozi). Nem valtoztatja
morfologiaja és a citoplazmacseppek is értékelhetdk ( a rossz fixalas biztos
jele, ha a spermiumfarkak egy iranyba allnak, mintha csak megfésiilték
volna Oket!). Végiil, higitott sperma vizsgalatara is alkalmas.

A  modszer elénye a fluoreszcens probaval konjugdlt lektin
akroszomafestékekkel szemben, hogy kiilonbséget tesz az ép, illetve levalt
akroszomaju spermiumok kozott.

A festést sikerrel alkalmaztuk mas fajokon is (16: Kovacs és mtsai, 2000,
nyul: Nagy és mtsai, 1999, gim-¢és damszarvas, Nagy €s mtsai, 2001, jak:
Nagy ¢és mtsai, 2000, kecske: Molnar és mtsai, 2001). A sejtszerv-szintii
vizsgalatok  kiilondsen jelentdsek példaul 16  spermamélyhiitési
kisérleteknél: a generaciok ota mélyhithetdségre szelektalt bikakkal
ellentétben mének kozott nagy egyedi eltérések tapasztalhatok a
fagyasztas/felolvasztas  sordn  bekdvetkezd  spermamindség-romlas
jellegében (Domes, személyes kozlés, 2000). Bikdkra altalaban jellemzo,
hogy felolvasztas utdn az élo sejtek akroszomaja is ép, viszont atlag 10-
15%-uk farokmembranja sériilt. Sertéskanok spermiumainak akroszémadja
tapasztalataink szerint kevésbé érzékeny: tobbnapos, 0% motilitasu
mintdkban is gyakran szamolunk 70-80% festetlen fejii, ép akroszomaju
ondodsejteket, ezek jO részének farokmembranja azonban sériilt volt. A
kosok, mének spermiumai joval érzékenyebbek, esetenként a vigyazatlan
kenetkészités (hideg festék, tdrgylemez) miitermékeket, tobb elhalt sejtet
eredményezhet. Kossperma folyékony eltartdsa soran az ¢€l6 sejtek egy
része elvesziti akroszomajat (Sarhaddi és mtsai, 1995). A faji szintd,

Osszehasonlitd vizsgélatok folytatasat feltétleniil érdemesnek tartom. A
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haziallat-fajokon végzett szezonalitas-vizsgalatok (Sarlds és mtsai, 1996)
példaul hasznos modellkisérletként szolgalhatnak egyes vad 4allatfajok
1994). A festési modszer tovabba hasznos lehet olyan szaporodasbiologiai
alapkutatasokban is, mint példaul a spermaplazma termékenyiilésre
gyakorolt hatasanak vizsgalatai (Briissow és Ratky, 1992, Henault és
Killian, 1996).

Bar a flow citométerek rutinszerli alkalmazasa mesterséges termékenyitd
allomasokon kissé utopisztikusnak tlinhet, véleményem szerint ez az a
miszer, ami nagy precizitasaval, gyorsasdgaval rovidesen megtalalja
helyét a spermalaboratéoriumokban. Tény, hogy a citométerek nem olcsok,
¢s kezelésiik képzett szakembert igényel. Azonban egy jobb fluoreszcens
mikroszkdp araért mar beszerezhetok egyszeriibb, epiilluminécios tipusok,
és a beszerzés koltségeit miiszalmara vetitve mar nem is tlinnek olyan
draganak. Masfeldl, hol alkalmazzunk képzett szakembert, ha nem egy
spermalaborban? Tovabbi kutatdsok sziikségesek azonban az 5. fejezetben
felvetett problémak megoldasara: egyfelél egy olyan akroszomafesték
alkalmazasa, amely lehetOvé teszi az ép akroszoma pozitiv jeldlését, igy a
sériilt, reaktalt akroszomadju, illetve akroszéma-nélkiili sejtek egyarant a
negativ populdcioba keriilnének. Jeloltként széba johetd reagensek az
acidofil Lysotracker (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) festékek:
Thomas ¢és mtsai (1997) vizsgalatai szerint a Lysotracker Green-pozitiv
spermiumok (flow citométerrel értékelve) és a hagyomanyos, differencial-
interferencia-kontraszt mikroszkoppal ép akroszoméjunak mindsitett sejtek
aranya kozott igen szoros, r = 0,97 kapcsolat talalhato. Problémat jelenthet

viszont, hogy ezek a festékek nem specifikusan kétddnek az esetlegesen
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eléforduld citoplazmacseppekhez (sajat, nem kozolt észrevétel, 2000),
illetve a spermahigitoban talalhat6 tojassargajahoz (Christensen, személyes
kozlés, 2000). Az elhalt sejtek esetében lejatszodott tényleges vagy fals
akroszomareakcio megkiilonboztetésére pedig eltéré fluoreszcencidju
proakrozin-akrozin probéakat lenne érdemes kidolgozni (Asboth, személyes
kozlés, 2001).

Mivel — legalébbis bikasperma esetén — a fagyasztas-felolvasztas soran a
spermiumfarok membranjanak sériilései jelentésebbnek tiinnek, mint az
akroszoma sériilései, a kozeljovo fontos kutatasi témaja lehet egy olyan
farokmembran-specifikus fluoreszcens festési modszer kidolgozasa, amely
citométerrel is értékelhetd, illetve kombinalhaté a dolgozat 5. fejezetében
leirt fluoreszcens éld/elhalt+akroszomafestéssel. A kisérleteket a
kereskedelmi forgalomban is elérhetd tubulin-specifikus probakkal lenne
érdemes elkezdeni. Els6é 1épésként hasznosnak tartanam egy kifejezetten
allattenyésztési/szaporodasbiologiai flow citométer-laboratérium
felszerelését, ahol egyfeldl a fentiekben korvonalazott kérdések megoldasa
lehetne kutatasi cél, masfeldl rutinvizsgélatok is végezhetok lennének a
mesterséges termékenyitd allomasok igényei szerint (példaul 1
technologia — higitd, mélyhiitd berendezés, stb — bevezetése esetén). A
vizsgélatok természetesen kiterjeszthetok mas allatfajokra is.

Végiil, a gyakorlat szdmara is felhasznalhaté tapasztalatként: a friss
bikasperma feldolgozhatdsaganak eldontésére — tekintve a faj nagyfoku
szelektaltsdgat és az ugratasi napok munkatempdjat — a szubjektiv, vizualis
motilitdsvizsgalat tovabbra is megfelelonek tekinthets. A feldolgozott,
mélyhttdtt, felolvasztott sperma (a forgalomba kerilld végtermék)

mindségét azonban érdemes tobb szempontbodl is megvizsgalni. Ebben az
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esetben megoldhaté tobb minta Osszegylijtése ¢€s egyszerre torténd
vizsgalata. Multiparaméteres modszerrel szaroprobaszeriien végzett
vizsgalatokkal ellendrizhetdek a feldolgozasi folyamat egyes 1épései is, igy

meghatarozhatdk az adott technologia kritikus pontjai.
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1.

UJ KUTATASI EREDMENYEK

Igazoltam, hogy az ¢ép feji membrant, festett farka onddsejtek

funkcionalis szempontbo6l nem tekinthetdk élonek (2. fejezet).

Elvégeztem a Kovacs-Foote—féle spermafestési modszer miiszeres
(szamitogépes  motilitdsvizsgdlo  berendezés, flow citométer)
validalasat. A festés elfogadhatd egyezést mutatott a citométeres
értékeléssel, tovabba mikroszkopos vizsgalatokhoz képest jo

ismételhetdségi értékeket kaptam (3-4. fejezet).
Kidolgoztam egy higitott sperma vizsgalatara is alkalmas 0j, gyors és

egyszerl fluoreszcens, flow citométerrel értékelhetd festési eljarast (5.

fejezet).
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OSSZEFOGLALAS

A mesterséges termékenyités eredményességének alapfeltétele a jo
mindségli sperma. A rutin spermavizsgalatok soran elsdsorban a sperma

crer

koncentraciojat, a mozgd sejtek ardnyat, illetve a spermiumok
eredmények kozott azonban nem talalhatd minden esetben szoros
kapcsolat. A termékenyités Osszetett biologiai folyamata megkdveteli a
sperma tobb tulajdonsaganak egyidejii, kombinalt vizsgalatat.

A dolgozat elsd fejezetében a kiilonb6zd spermabiralati eljarasok kertiltek
ismertetésre, kiilonds tekintettel a rutinszeri koriilmények kozott
alkalmazhatd médszerekre, azok fejlesztési lehetoségeire.

A masodik fejezet témaja a Kovacs-Foote féle vitalis + akroszomafestés
alkalmazhatdsagdnak vizsgéalata a spermiumok farokmembranjdnak
értékelése szempontjabol.

A harmadik fejezetben a farokfestddés és a szamitogépes motilitas-
értékelés kozotti osszefiiggések vizsgalatai olvashatok.

A negyedik fejezetben az ¢éld/elhalt+akroszomafestés flow citométeres
Osszehasonlito értékelését mutatom be.

Az otodik fejezet egy uj, rutinszerien alkalmazhatdé flow citométeres
festési eljarast ismertet, amely alkalmas tojassargdja-tartalmt higitoban
feldolgozott sperma-mintak értékelésére.

A hatodik fejezetben a kisérleti eredmények Osszefoglald értékelését
végeztem el. Uj kutatasi eredményeimbdl kitiinik, hogy Kovécs-Foote

festési modszere alkalmas multiparaméteres spermaértékelésre, illeszthetd
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a rutin munkarendbe, segitségével az ondodsejtek farki részének
membranintegritdsa is értékelhetd, tovabba megfeleld egyezést mutat az

Osszehasonlito citométeres vizsgalatok eredményeivel.
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SUMMARY

Good sperm quality is essential for the success of artificial insemination.
During routine analysis of sperm quality, concentration, percentage of
motile spermatozoa and sperm morphology are the commonly investigated
attributes. However, high correlations are rarely found between the results
of these laboratory tests and field fertility. The complexity of fertilization
requires the simultaneous evaluation of several spermatozoan attributes.

In Chapter 1 several methods of semen quality assessment are discussed.
Emphasis is added on the routine applications of these tests and the
possibilities of their improvements.

In Chapter 2 the use of the live/dead and acrosome staining of Kovacs and
Foote for studying the plasma membrane integrity of the sperm tail is
discussed.

In Chapter 3 sperm tail staining results are compared to the results of the
computer-assisted semen analysis.

In Chapter 4 the results of the method agreement analysis between the
above-mentioned staining procedure and flow cytometric studies are
presented.

In Chapter 5 a new, flow cytometric live/dead + acrosome staining
combination is introduced for routine analysis of semen processed in egg
yolk-based extenders.

In Chapter 6 general discussion is taken. As my results suggest, the
staining method of Kovacs and Foote is suitable for multiparametric sperm

analyses, it can be adjusted to the routine work of a semen laboratory,
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moreover a good agreement was found between the staining and the flow

cytometric analyses.
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