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1. BEVEZETES

A kossperma mélyhiités kérdése napjainkban még nem egyértelmiien
megoldott. A kiilonb6zéd mélyhiitési eljardsokkal miiszalmaban ¢s
pelletben mélyhitott termékenyitdanyaggal a  visszamelegitést
kovetden az inszeminalds sok esetben kizardlag sebészeti, vagy
félsebészeti uton, laparoszkopos eljardssal a méhszarvakba juttatott

termékenyitd anyaggal lehetséges.

Az ilyen uton torténd termékenyitést mar 35-40%-os ¢l0sejtszdmmal
rendelkez0 termékenyitd anyaggal eredményesen Ilehet végezni,
azonban a termékenyitd katéterrel elvégzendd cervikouterindlis
termékenyitéshez végzett eredményes termékenyitéshez mar 60-65%-
os ¢losejtszammal rendelkezd termékenyitd anyagra van sziikség.
Ennek eldallitdsa pedig nagyon bonyolult feladat. A mélyhiités soran
elég ha a rendszerbe egy apro hiba kertil, s az egész napi munka karba
vész. A mélyhltott termékenyitdanyag eldallitasa soran oda kell
figyelni a higitd pontos 0sszetételére, a megfeleld mennyiségére, hogy
az el6hiités tobb 1épésben torténjen, illetve a krioprotektiv anyagot
tartalmazo higitd hozzaadéasara, az equlibréltatdsi id6 betartdsara, a
mélyhfités sebességére, illetve megfeleld homérsékleten és megfeleld
Osszetételli oldatokban torténd visszamelegitésre. Azonban a
spermiumok termékenyitd képessége nemcsak az ¢ldsejtszamtol fligg.
Ugyanis sok esetben az ¢16 jol mozgd sejtek is atestek mar az un.
kapacitacioszerli elvaltozasokon, illetve akroszoma reakcion, amelyek

1d6 elotti bekovetkezése alkalmatlanna teszi Oket a termékenyitésre.
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Azonban nem szabad elfelejteniink azt sem, hogy ezek végbemenetele

elengedhetetlentil sziikséges a termékenyitéshez.

Vizsgalatai sordn a szerz0 ezeket az elvaltozasokat CTC (klor-
tetraciklin-hidrokloridos fluoreszcens festési eljarassal vizsgalta. igy a
vizsgalt mintdk esetében kivaldan elkiilonithetd volt az ép
membrannal rendelkezd, kapacitacidszerl elvaltozason és akroszoma-
reakcion atesett sejtek aranya. Ezaltal meghatarozhatova valik, hogy a
mélyhiités mely fazisdban torténik a spermiumsejtek karosodasa és
mely lépések azok, ahol valtoztatni kell. A visszamelegités soran
pedig egyértelmiien kideriil, hogy mely 0Osszetételii visszamelegitd
oldat az, amely a legalkalmasabb a mélyhiités soran bekovetkezett
kapacitacioszerli elvaltozas visszaforditasara, azaz a dekapacitaciora.
A fenti vizsgéalatokon kiviil a mélyhiités utan visszamelegitett
kossperma ¢letképességének vizsgalata céljabol a szerzd inkubacios

kisérleteket (hdkimeritd probat) is végzett.

A mélyhiités modszereinek meghatarozasan kiviil rendkiviil fontos
még egy adott allomanyban a mélyhiitésre alkalmas ejakulatumot
termeld megfeleld tenyészkosok nevelése, tartasa, takarmanyozasa,
ugratasra szoktatdsa, rendszeres tréningezése, ¢és a levett
termékenyitdanyag mindségének folyamatos ellendrzése, eredmények
rogzitése, hogy a vizsgalat soran kideriiljon, mely egyedek
szaporitoanyaga alkalmas mélyhitésre, figyelni kell tovabba azt is,
hogy milyen iddszakban példaul az &szi f0-, illetve a tavaszi

potszezonban. Eddigi tapasztalataink szerint az allatok a késd 0Oszi
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idészakban termelik a mélyhtitésre legalkalmasabb termékenyitd
anyagot. A kiilonbozd 0Osszetételii visszamelegitd oldatok esetében

pedig a dekapacitald hatést vizsgalta a szerzo.
2. ANYAG ES MODSZER

A szerz0 a Pharmagene-Farm Kft-nél 2007-2009 kozotti idészakban
végzett vizsgalatok soran a tavaszi és Oszi kossperma mennyiségét,
mindségét, illetve 2-4°C-os hiitésre, illetve mélyhlitésre valo
alkalmassagat vizsgalta hét lacaune kos ¢és egy bakkecske
bevonasaval. A kosok frissen vett spermdjanak mennyiségét,
¢losejtszamat, illetve a mélyhiitott €s visszamelegitett sperma
¢losejtszamat, valamint a kapacitacioszerli membranvaltozason €s
akroszoma-reakcion atesett spermiumsejtek aranyat hatdrozta meg a
mélyhiités egyes fazisaiban, a vizsgéalatok soran a kiilonb6zo
Osszetételi dekapacitald oldatok hatékonysagat éldsejtszam %
meghatarozassal, valamint a kapacitacioszerli elvaltozéason, illetve az
¢p membrannal rendelkezd sejtek ardnyanak  valtozéasanak
vizsgalataval, valamint inkubéacids kisérletekkel vizsgalta a

spermiumsejtek ¢letképességét a visszamelegitést kdvetden.

2.1.Vizsgalatba bevont allatok

2.1.1. Kosok
e 299
e 4012



4045

4056

4245

23144

23386

2.1.2. Bakkecske

Jimmy 001

2.1.3. Vizsgalatok

2-4 °C-on hiit6tt kossperma hiités sordn torténd €losejtszam %
valtozasainak membran- és akroszoma elvaltozasainak, illetve
termékenyitd képességének vizsgalata 2007. év Oszi adatok
alapjan

Kossperma  fazisvizsgalata ~membran- ¢és  akroszoma
elvaltozasainak vizsgédlata az el6készités, mélyhiités ¢és
visszamelegités soran 2008. évi tavaszi adatok alapjan
Evszakhatds vizsgalata a mélyhiitésre vald alkalmassag
tekintetében 2008. tavaszi és 2008. ¢szi adatok alapjan
Dekapacitacios faktorokat tartalmazé visszamelegito oldatok
hatasa az ¢él0sejtszdm % -ra €s a dekapacitaciora, valamint
hokimeritd probak sordn torténd alkalmazas 2009. évi adatok

alapjan



3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. 2-4°C—on hiitott kossperma hiités soran torténo élésejtszam
% valtozasanak, membran-és akroszoma elvaltozasanak, illetve
termékenyitoképességének vizsgalata 2007. évi 6szi adatok

alapjan

2007. év 8szén a szerzd kiilonbozd kosok szaporitd anyagainak frissen
vett, higitott, illetve 2-4°C-on vald tarolas sordn torténd vizsgalatat
végezte el. A vizsgalatok kozott szerepelt fénymikroszkop alatt
torténd €losejtszam meghatarozas, CTC fluoreszcens festési eljarassal
torténd ¢ép membrannal rendelkezd kapacitacidoszerii elvaltozéason,
illetve akroszdéma-reakcion atesett sejtek aranyanak meghatarozasa,
valamint a kiilonb6z6 kosok szaporitd anyagdnak tesztelése
termékenyitésre vald felhaszndlds soran, ezen vizsgélatnal kiilon
értékelte a kisérletekhez felhasznalt szaporitd anyaggal végzett
termékenyitések sikerességét, amelynél meglepd mddon jobb
eredményt kapott, mint a napi gyakorlat sordn felhasznalt
termékenyitdanyag esetében. A termékenyitések cervikouterindlis
moddszerrel Milovanov-féle termékenyitd katéterrel torténtek. A
felhasznalt szaporitoanyag frissen vett higitott, valamint 2-4°C-on
hiitott kossperma volt. A termékenyitések napjaban két alkalommal a

reggeli, valamint a délutani ordkban torténtek.



3.1.1. Higitott 2-4°C-on hiitott szaporitéanyag élésejtszam %
eredményei 2007.

A vizsgalatok sordn eldszor a kozvetleniil a spermavételt kovetden,
majd az azt kovetd 1, illetve 2 napos 2-4°C-on torténd tarolas soran

tortént meg az €losejtszam % meghatarozasa.
Az eredményeket a szerz6 alabbi tablazatban kozli.

1. tablazat: Kossperma élosejtszamanak (%) valtozasa 2-4°C-os

tarolas soran

Kossperma élésejtszamanak (%) valtozasa a 2 - 4 °C-os tarolas soran

Kos szama 4012 | 4045 4056 | 4245 | atlag | sz6rés
Napok ElGsejtszam %
Spermavétel

idépontjaban | 76,15% 77,00% 76,15% 77,27% 76,64% 0,58%

1. nap 70,00% 67,50% 61,67% 71,00% 67,54% 4,18%

2. nap 55,00% 60,00% 55,00% 60,00% 57,50% 2,89%

A vizsgalat eredményeképpen megéllapithatd, hogy a vizsgalt négy
minta koziil a két napos 2-4°C-on torténd tarolast kovetden két kos,
nevezetesen a 4045 és 4245-0s kos szaporitd anyaganak ¢€l0sejtszam
% atlageredményei alapjan 60%-o0s eredmény volt mérhetd, amely azt
jelenti, hogy a szaporité anyag altaldban 2 napos 2-4°C-os tarolds utan

is alkalmas mesterséges termékenyitésre.



3.1.2. Higitott 2-4°C-on hiitott szaporitoanyag eredményei
sejtmembran és akroszoma allapotanak 2007. évi vizsgalati

eredményei

A CTC fluoreszcens festési eljarassal végzett sejtmembran &s
akroszOma vizsgalatndl azonban a 4056-os allat szaporitdanyag
bizonyult legjobbnak. A két vizsgalatot 0sszevetve azonban mégis
kijelenthetjiik, hogy a 4056-os kos termékenyitd anyagaval valo
cervikouterindlis termékenyitésre csupdn 1 napos 2-4°C-os
termékenyités utan javasolhat6. A 4012, illetve 4045-6s kosok
mintainak atlageredményei esetében szintén a maximum 1 napos 2-
4°C-os hiités utdni termékenyités javasolhat6. A 4245-6s minta
atlageredményei alapjan azonban csupan a frissen higitott spermaval
torténd termékenyités javasolhatd, ugyanis a membran fluoreszcens
vizsgélatok eredményei alapjan a 4245-6s kos szaporitdanyaga birta a
legkevésbé a 2-4°C-on torténd hiitve tarolast. Esetében, ha hiitve
tarolasra keriil sor mindenképpen a higitds soran hozzaadott
dekapacitalo faktorok hasznalatara van sziikség. A legkézenfekvdbb
spermavétel utan a higitds eldtt kozvetleniill 20 V%-os ardnyban
hozzaadott spermaplazma, amely az eredmények javitdsa céljabol az
Osszes tobbi mintdnal is alkalmazhatd. Mindemellett javasolhato
magasabb aranya szénhidrat fruktdéz, laktéoz, gumiardbikum

formajaban torténd hozzaadasa a higitohoz.
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3.1.3. Higitott 2-4°C-on hiitott szaporitéanyaggal torténé sikeres

termékenyitések szazalékos aranyanak 2007. évi eredményei

A higitott 2-4°C-on hiitott kosspermaval az allomanyban végzett
sikeres termékenyitések szdma a nem kisérleti célbol és nem
ivarzasszinkronizalt —anyajuhokon végrehajtott termékenyitések
esetében a 2007-es évben allomanyszinten 61,59% volt. Erdekes
megfigyelni, hogy a kisérletek sordn termékenyitett, illetve
ivarzasszinkronizalt allatok esetében ez az ardny 70,58%.
Valosziniileg mindezt a kisebb egyedszdm ¢és még a szokasosnal is
nagyobb odafigyelés €s az ivarzasszinkronizalads eredményezi. Sikeres
termékenyitések tekintetében a 4245-6s, 4056-os, illetve 299-es kosok
szaporitbanyaga  bizonyult leghatékonyabbnak. A  kisérleti
termékenyitések esetében azonban a 4012-es kos szaporitdéanyaga
jelentésen jobb eredményt ért el. Osszességében elmondhatd, hogy az
atlag  feletti eredmények jonak mondhatéak. A  kisérleti
termékenyitések estében pedig a szokdsosnal is gondosabb munka ¢és

nagyobb odafigyelés még jobb eredményt hozott.

3.2. Kossperma fazisvizsgalata membran- ¢és akroszoma
elvaltozasainak vizsgalata az  elokészités, mélyhiités és

visszamelegités soran 2008. évi tavaszi adatok alapjan

Az eredmények értékelésénél az €ldsejtszamot, amely alatt az €16 ¢€s
j61 mozgd sejtek aranyat értjiik €s a membran, valamint az akroszéma

allapotat egyarant figyelembe vettik az értékelésnél, hiszen
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mindegyik tulajdonsag nagymértékben hozzajarul a

termékenyitOképességhez.

Az eredményekbdl latszik, hogy a Jimmy 001-nek nevezett bakkecske
spermaja birta legjobban a mélyhttést, itt atlagban 64,8-61,15 %
kozott volt az ép membrannal rendelkezd sejtek ardnya. Igaz a

mélyhiités az 6sszes koziil a legmagasabb elott 81%-rol indult.

Az ép sejtmembran tekintetében jol birta még a mélyhtitést a 4245, a
23386, a 4012. A 4056-o0s ¢és 23144-es is jol reagalt a dekapacitalo

faktorokra.
3.2.1. CTC fluoreszcens festési eljaras

Az ,Ep membrannal rendelkezd spermiumsejtek szazalékos aranya a
mélyhiités egyes fazisaiban” ¢és a ,Kapacitacion atesett
spermiumsejtek %-os aranya a pelletbe mélyhiités egyses fazisaiban”
— cimll diagramokrol egyértelmiien latszik, hogy a mélyhiités utani
visszamelegitést kovetden az egyes kosok ¢€s a bak sperméjara milyen
hatassal voltak a PBS oldathoz adott dekapacitald faktorok.

(spermaplazma, vérplazma)

Az eredmények alapjan rangsoroljuk a kosok és a bak sperméjanak
mélyhiitésre valo alkalmassagat. A visszamelegités soran a legjobb
eredményt a 299-es ENAR szamu kos spermdja érte el. Mindkét

dekapacitalo faktorra az 6sszes koziil a legjobban reagalt.
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PBS-ben visszaolvasztva az ép membrannal rendelkezOk koziil az
utolso helyre keriilt 29,5%-0s eredménnyel, de a dekapacitalo faktorok
segitségével 77%, illetve 66%-0s az ¢p membrannal rendelkezdok

aranya.

A spermaplazma, mint dekapacitalo faktort tartalmazo komponensre a
299, 4012, 4056, 4045 ¢és 23386-0s kosok reagaltak jobban, bar meg
kell jegyezni, hogy a 23386-o0s kos higitott szaporitd6 anyagaban ép
membrannal rendelkezd spermiumsejtek ardnya a PBS-hez hozzdadott
vérsavo esetében sem maradt el sokkal, csupan 1,5%-al a

PBS+spermaplazméban torténd visszamelegités eredményeitdl.

A vérsavoval, mint dekapacitalo faktort tartalmazd PBS-ben torténd
visszamelegités utan az eldbb emlitett 23386-o0s és 23144-es allatok

higitott spermdja ért el jobb eredményt.

Jimmy 00l-es szdm  bakkecskétdl vett mélyhiités utan
visszamelegitett szaporitbanyag rosszul reagalt mindkét dekapacitald
faktorra, ugyanis ez esetben a dekapacitaldo faktort tartalmazo
komponensek jelenléte a visszamelegité oldatban ugyan kis
mértékben, de csokkentette az ép membrannal rendelkezdk aranyat.
Jelen esetben ez érthetd is, mivel itt egy masik allatfaj a juh
spermaplazmajat és vérsavojat adtuk a PBS oldathoz. Bizonyara jobb
eredményeket kaptunk volna, ha a bakkecskéjét hasznaljuk. Az
mindenesetre megallapithatd, hogy még ennek ellenére is viszonylag
sok az ¢ép membrannal rendelkez6k ardnya a PBS-ben

visszamelegitettnél a 2. legjobb, de a ,,vérplazmaval dusitott” oldatban
13



is a 3. €s még a spermaplazmaval ,,dusitottnal” is az 5. helyen all a 8
koziil. Igaz, hogy a 20°C-os fazisban az ¢p membrannal rendelkezdk

aranya Jimmy 001 esetében volt a legmagasabb, szam szerint 81%.

A kapacitdcion atesett spermiumok aranyar6él annyit érdemes
megjegyezni, hogy a dekapacitalo faktorokat tartalmazé komponensek
kiilondsen a spermaplazma estében az egyes kosokndl ¢és
tenyészbaknal elég ranézni a diagramokra, melyeken megtigyelhetd,
hogy a kapacitacion atesett spermiumsejtek ardnya ugy csokken,
ahogy novekszik az ép membrannal rendelkezOk ardnya, tehat ugy
latszik, hogy a dekapacitald faktort ténylegesen tartalmazd oldatok
kifejtik hatasukat. A kovetkezd kosokndl ez kiilondsen jol lathato a
diagramokon: 4012, 4045, 4056, 23386, 299-es ENAR szamu allatok
esetétben a spermaplazma dekapacitalo faktorai fejtették ki
latvanyosan hatasukat, 23144-es kosnal pedig a vérsavd dekapacitalo

faktordnak pozitiv hatasa figyelhetd meg a diagramon.

Az akroszoma-reakcion atesettek szdma minden esetben latvanyosan

megemelkedett a mélyhiités utani visszamelegitést kovetden.
3.2.2. Fénymikroszkopos vizsgalatok

A fénymikrdészpos vizsgalatok esetén a higitott és mélyhilités utan
visszamelegitett kossperma €16 €s jol mozgd sejtjeinek szdma alapjan

tudunk kovetkeztetni a termékenyitd képességre.

Az egyes ejakuldtumok termékenyitoképességének meghatirozasa

soran eldszor a fénymikroszkopos vizsgalatok eredményei alapjan
14



értékeli a szerz6 az €l és jol mozgd sejtek aranyat, majd ezen

eredményeket fluoreszcens festés segitségével végzett €p membrannal

rendelkezd, kapacitacion- €s akroszoma-reakcion atesett spermiumok

aranyat hatdrozza meg. A két vizsgélati médszer egyiitt alkalmazasa

segitséget nyajthat a mélyhiitott kos- és baksperma termékenyitésre

alkalmassaganak ellendrzésében.

Megfeleld visszaigazoldst azonban csak a termékenyitési eredmények,

ezen beliil is az un. non-return index ¢€s az ellési % adhat majd.

2. tabldzat: EI6- és jol mozgd spermiumsejtek ardnya egyes kosok és
bakkecske mélyhiités elotti és visszamelegités utani higitott

spermdajaban
kos-/bak | mélyhiités idépontja Higjtott Visszamelegitett
. 20°C-on PES-ben PES+spermaplazmaban | PBS+vérsavoban
ENAR szdma 2008. Elsscit% | Elbscit % Elbscit% Elbscit %

2008.02.26 70-75 15 25 20
012 2008.03.04 70 30 30 30
2008.03.12 70 25 3540 10
2008.03.25 70 25 30 20
2008.02.26 75-80 20 25 25
4045 2008.03.06 70 30 3540 25
2008.03.12 65 60 10 25
1245 2008.02.27 70 20 30 25
2008.02.27 70 25 30 30
4056 2008.03.04 70 3540 35 30

2008.03.20 70-75 33 4045 1043

23144 2008.03.19 70 15 25 30.35
23386 2008.03.19 65 15 20 25
299 2008.03.20 65 15 25 20
Jimmy 001 2008.03.11 65 20 45 25

El6ésejtszam tekintetében a visszaolvaszas utan kiemelkedd eredményt

ért el a 4056-os szdmu kos, amely dekapacitald faktor hozzdadaséaval

35-40%, sOt esetenként 40-45%-os ¢éldsejtszamot is elérte, ami
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mélyhtitott kossperma esetében jonak mondhat6 eredmény. Ez a

termékenyitdanyag mar biztonsdgosan felhasznalhato.

A mélyhiitott baksperma esetében az €ldsejtszam 35-50 % koriili volt.
A 4045 ahol a visszaolvasztas utani ¢ldsejtszamot vizsgalva 45-40 %,

sOt egy esetben 60 %-o0s eredmény is sziiletett.

A fénymikroszkopos vizsgalatok adatainak elemzése eldtt az is
megjegyzendd, hogy a kapaciticion atesett kos- ¢és baksperma
mozgasa ¢€lénkiil, tehat a mikroszkop alatt megfigyelhetd magasabb
€l6- és jol mozgo sejtek aranyaval valdsziniileg a kapacitacion atesett
spermiumsejtek ardnya is novekszik. Ez kis mértékben torzithatja az

eredményeket.

3.3. KEvszakhatas vizsgalat mélyhiitésre valo alkalmassag

tekintetében 2008. tavaszi és 6szi adatok alapjan

2008. tavaszan €s Oszén zajlott az évszakhatds vizsgalat. Ezen
vizsgalat soran meghatarozasra keriilt az ejakulatumok mennyisége,
¢losejtszama  és a mélyhiités utan PBS, valamint kiilonb6z6
dekapacitalo faktorokat tartalmazd oldatokban a visszamelegitést
kovetden a membran-, illetve akroszoma allapotanak vizsgalata is

megtortént.
3.3.1. Evszakhatas vizsgalat soran kapott eredmények

o A szerz6 altal végzett Osszel és tavasszal vett kossperma

mélyhiitése €s visszamelegitése soran elvégzett
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fazisvizsgalatok eredményeibdl kideriil, hogy az 0szi sperma
jobb mindségii, mélyhiitésre alkalmasabb.

Létezik szezonalitds a kosoknal is, amely a klimatikus
viszonyoktol, adott féltekén, szélességi koron valod
elhelyezkedéstdl is fligg, hiszen Ismaya (2003) vizsgalatai
szerint a déli féltekén a nappalok hosszabbodasaval nd
kosspermatermelés mennyisége ¢és javul mindsége. Ezzel
szemben az északi féltekén Osszel van a fo tenyészszezon,
amikor a nappalok egyre révidebbek. A Pharmagene-Farm
Kft-nél végzett vizsgéalatok eredményei is azt mutatjak, hogy
az 0Oszi kossperma mindsége a jobb. Ez a vizsgalat is azt

igazolja, hogy kosoknal is megfigyelhetd az évszakhatas.

3.3.2. Javaslatok az évszakhatas vizsgalattal kapcsolatban

A szerz0 véleménye szerint tovabbi vizsgalatokat kellene
végezni az ¢év kilonbozd honapjaiban, hogy tovabbi
eredményekkel bizonyitsuk a szezonalitas létezik a kosoknal
is. A szerz6 frissen vett sperma ¢l0sejtszam  ¢€s
spermamennyis€g, spermasiiriiség, sejtmembran ¢s akroszéma

allapotanak egyiittes vizsgalatat javasolja.

Tovabbi javaslatai alapjdn rogziteni kellene a klimatikus
viszonyokat az ¢év kiilonb6z0 honapjaiban, kiilondsen a

spermavételek 1ddszakaban. Klimatikus viszonyok
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megfigyelése ¢és rogzitése egylitt értékelendd a kossperma

mindséggel.

e Sirliségmérés adataival is ki kellene egésziteni, annak
érdekében, hogy teljes képet kaphassunk az évszakok
valtakozasa ¢és a klimatikus viszonyok spermatermelésre

gyakorolt hatasaval kapcsolatban.

e A tovabbiakban a CTC fluoreszcens festési eljaras mellet a
Kovacs-Foote féle festési eljarast is érdemes lenne alkalmazni,
mivel ez a modszer tovabbi informaciot ad az ¢ld/elhalt sejtek
aranyarol, motilitasrol és az akroszoma-reakcion atesett illetve

akroszoma hianyos, vagy —sériilt sejtek aranyarol.
3.4. 2009-es eredmények
3.4.1. Kossperma mennyisége 2009-es eredmények

Miar a 2008-ban végzett vizsgalatok eredményei alapjan is
megallapithaté volt, hogy a tenyészkosoktdl a fOszezon, azaz Osz
folyaman vett mintdk mennyisége tobb a tavasziénal. Az 0szi mintak

mindsége a két év adatai alapjan szintén jobbnak az el6zonél.

3. tabléazat: Evszakonként valtakozé dtlagos spermamennyiség (ml)
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Evszakonkeént valtozo atlagos spermamennyiség (ml)
299 4012 4045 4245 40356 23144 23386
tavasz 1.2 1.9 0.88 0.94 1.45 1.43 1.5
dsz 1.46 1.56 0.96 0.26 2.16 1.6 1.25

1. diagram: Evszakonként vdltozé spermamennyiség (ml)

Evszakonként valtozé spermamennyiség (ml)

1,25

spermamennyiség (ml)

299 4012 4045 4245 4056 23144 23386
kos ENAR szama

O tavasz

W 8sz

3.4.2. Dekapacitalo faktorokat tartalmazo visszamelegito oldatok
hatasa az élosejtszam % - ra és a dekapacitaciora, valamint

hokimerité probak alkalmazasa 2009. évi adatok alapjan

Megfigyeléseink szerint a dekapacitdldo faktorok szintén hatast
gyakorolnak a mélyhiités utan visszamelegitett mintak ¢ldsejtszamara.
A dekapacitald faktorokat tartalmazd oldatokrol elmondhat6, hogy
altaldban pozitiv irdnyban befolyasoljak az ¢€losejtszamot, am
esetiikben sem mindegy, hogy a visszamelegitd oldatokban egy adott
allat szaporitd anyagahoz melyik 4llat vérsavdjat hasznéljuk

dekapacitalo faktorokat tartalmazé anyagként.
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3.4.3.

Dekapcitacio

vizsgalata a

Kiillonbo6zo

dekapacitalé oldatokban a visszamelegitést kovetoen

osszetételi

4. tablazat: Dekapacitalo faktorok élosejtszamra gyakorolt hatasa

2009-es mintak esetében

Dekapacital6 faktorok élGsejtszamra gyakorolt hatasa 2009-es mintak esetében
(Atlageredmények alapjan)
ElGsejtszam a kiilonboz6 vizsgélt allatok mintai esetében (%)
Visszamelegit6 oldatok
4245 4056 4012 4045 23386 23144
T T,
Elsejtszdm % 68% 69% 68% 65% 58% 60%
testhémérsékleten
Kontrol visszamelegit6 oldat:
PBS (foszfat puffer oldat)
1. szamu visszamelegitd oldat:
22% 38% 23% 30%
A 0, 0,
PBS (foszfat puffer oldat) + 23% (+3%) 13% (+15%) (+8%) (+5%)
spermaplazma
2. szamu visszamelegité oldat:
PBS (foszfat p’uffer cglda}t) + ) 16% 9% 0% Na. 25% Na.
anyajuhtdl szarmazo vérsavo (+10%)
(fulszam: 8181)
3. szdmu visszamelegité oldat:
PBS (foszfat puffer oldat) + 18% | 1438% | 0% Na. 15% Na.
anyajuhtdl szarmazé vérsavé
(fulszam: 8211)
4. szamu visszamelegité oldat:
4 0,
PBS (’fosz’fat puf'fer’ oIdaF) + 18% 15% 0% Na. 20% Na.
kostdl szarmazé vérsavo (+5%)
(fllszam: 4245)
5. szdmu visszamelegité oldat:
PBS (foszfat puffer oldat) + o 20% 30% 20%
169 209
kostdl szdrmazd vérsavo 20% (+1%) 6% (+7%) (+5%) 0%
(fulszam: 4056)
6. szamu visszamelegit6 oldat:
PBS (foszfat puffer oldat) + o o o 32,5% 32,5%

Na.
kostdl szdrmazd vérsavo 20% 10% 1,50% (+9,5%) | (+17,5%) @
(fulszam: 4012)

Kontrol
) mintak
Ertékelés
0/ _ 0,
El&sejtszam novekedés mértéke (%) 10%-20%
5%-9,9%
1%-4,9%
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5. tablazat: Kiilonbozo dekapacitalo faktorokat tartalmazo oldatok
hatasa a vizsgalt csoportba tartozo kosok meélyhiitott szaporito
anyaganak dekapacitaciojara a visszamelegitést kovetoen

Kulonb6z8 dekapacitald faktorokat tartalmazo oldatok hatdsa a vizsgalt csoportba tartozé kosok
mélyh(itétt szaporité anyaganak dekapacitacidjara a visszamelegitést kovetéen

Kulonb6zé allatoktdl szarmazdé mélyh(itott mintak esetében elért

dekapacitacio a felolvasztds utan (%)

dekapacitalt sejtek ardnya (%)

Visszamelegit6 oldatok
4245 4056 4012 4045 23386 23144
1,5% 20% 26% 8% 24% 0%
1. szamu visszamelegitd oldat: PBS 23% 29% 22% 5,5% 30%
(foszfat puffer oldat) + 21% 6%
spermaplazma 2%
15%
2. szamu visszamelegit6 oldat: PBS 20,5% 40% 9,5% Na. 23% 0%
(foszfat puffer oldat) + anyajuhtdl 9,5% 6,5%
szarmazo vérsavo (fulszam: 8181)
3. szdmu visszamelegit6 oldat: PBS 40% 7,5% 7,5% 5,50% 4% 0%
(foszfat puffer oldat) + anyajuhtdl 39,5% 10,5%
szarmazo vérsavo (fulszam: 8211)
19% 2,5% 20% Na. Na. Na.
4. szamu visszamelegité oldat: PBS 0,5% 29% 2,5%
(foszfat puffer oldat) + kostdl 19,5%
szarmazo vérsavo (filszam: 4245) 16,5%
4%
2% 6% 13% Na. 11,5% 0%
5. szamu visszamelegit6 oldat: PBS 21% 12% 22% 6,5%
. . 2,5%
(foszfat puffer oldat) + kostdl 2%
szarmazo vérsavo (filszam: 4056) 16,5%
1%
6. szamu visszamelegitd oldat: PBS 12,5% 14% 5’5;% Na. Na. 0%
(foszfat puffer oldat) + kostdl Zt% 31,5% 17%
szarmazo vérsavo (filszam: 4012) %
7%
Ertékelés minta

20%<
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A fenti eredmények alapjan megallapithato, hogy a spermaplazmat
tartalmazo visszamelegitd folyadék szinte kivétel nélkiill minden
esetben hatékony, azonban a kiilonboz6 allatoktol szarmazéd vérsavok
hatékonysaga meglehetdsen nagy szorast mutat. A megfeleld vérsavo
hasznalataval azonban jelentésen novelhet6 a dekapacitalé oldatok
hatékonysaga. Gyakorlatban torténd felhasznalasuk az adott telepen
torténd elézetesen elvégzett ,keresztprobdk™ alapjan végezhetd. A
dekapacitalo oldatokhoz érdemes az Osszes hasznalatban 1évo
tenyészkostol és tobb anyajuhtol vett vérmintabol vérsavot késziteni
¢s eldzetes probakat végezni. Ezzel novelhetd a kiilonb6zd allatok
visszamelegitett szaporitd anyagahoz készitett visszamelegité oldatok

dekapacitalo hatésa.

A tovabbiakban érdemes lenne laboratoriumban analizalni a vérsavok
Osszetételét, kiilonosen a HCO;™ és a Ca’" ion koncentraciojat, mivel
ezen ionok jatszanak fontos szerepet a kapacitacid és akroszdéma-
reakcid6 soran. Ezen kiviil az oldatok zsirsav, illetve amindsav

osszetétele is rendkiviil fontos lehet.
3.4.4. Inkubacios kisérletek eredménye 2009

Visszamelegités utdn 30-35%-o0s ¢éldsejtszdmt mintak, 20-27,5%-o0s
¢losejtszam eredményeket mutattak 2 6ras 39 °C-on torténd inkubalas
utan. Ezen mintdk laparoszkopos termékenyitésre alkalmasak. A
2009-es mintak inkubacios kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a
mélyhtitott €s visszaolvasztott mintak cervikouterinalis

termékenyitésre egyenlore csupan feltételesen, kizarolag kisérleti
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célbol hasznalhatéak. Meg kell azonban jegyezni, hogy a 2008-as
mélyhtitott és visszaolvasztott kossperma eredményei sokkal jobbak a
2009-es eredményekhez képest. Betudhaté ez akar az iddjaras
valtozasainak is, azonban ezen kovetkeztetésekhez tovabbi

elemzésekre és vizsgalatokra van sziikség.

6. tablazat: Hokimerito proba soran végzett élosejtszam valtozsasanak

vizsgalata a kiilonbozé dekapacitalo faktorokat tartalmazo oldatokban

Hékimerit6 proba sordn végzett élGsejtszam valtozasanak vizsgalata a kiilénb6z6 dekapacitald
faktorokat tartalmazé oldatban

Kosok fulszama

4245 4012 23386
Mélyh(ités el6tt krlloprotelftllv’anyagot nem 70% 70% 70%
tartalmazé (l.-es higitdban)
Hékimerit6 proba (392C, 2h) el6tt utan el6tt utan el6tt | utan
Eﬁjr;ttr)ol visszamelegit6 oldat: PBS (foszfat puffer 25% 20% 30% 20% 20% 102/,5
0

1. szamu oldat: PBS (foszfat puffer oldat) +
spermaplazma

2. szamu visszamelegit6 oldat: PBS (foszfat
puffer oldat) + anyajuhtdl szarmazé vérsavo 10% 5% 25% 75% | 7,5% 2%
(fulszam: 8181)

3. szamu visszamelegits oldat: PBS (foszfat
puffer oldat) + anyajuhtdl szarmazé vérsavo
(fulszam: 8211)

4. szamu visszamelegit6 oldat: PBS (foszfat
puffer oldat) + kostdl szarmazé vérsavo (fulszam:
4245)

5. szamu visszamelegit6 oldat: PBS (foszfat
puffer oldat) + kostdl szarmazé vérsavo (fulszam:
4056)

6. szamu visszamelegit6 oldat: PBS (foszfat
puffer oldat) + kostdl szarmazé vérsavo (fulszam:
4012)

Kontol mintak élGsejtszama%

Jelmagyarazat
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A fenti eredmények alapjan egyértelmiilen az alabbi kovetkeztetések

vonhato le:

A dekapacitald faktorokat tartalmazd vérsavd és spermaplazma
adalékanyagként torténd hasznalata a visszamelegitd oldatokban
mindenképpen indokolt, de a vérsavokkal dusitott dekapacitalo
faktorok hasznalata egyben nagyon specifikus is. A spermaplazma
viszont szinte kivétel nélkiil az Osszes minta esetében javitja az
¢losejtszamot és a dekapacitacid mértékét a mélyhlités utani

visszamelegitést kdvetd inkubacid soran.

A dekapacitacios folyamat vizsgélata szempontjabol a dekapacitald
faktorokat tartalmaz6 anyagok, gondolok itt a kiillonb6zd allatoktol
anyajuhoktol €s tenyészkosoktol szarmazd vérsavok oOsszetételének
vizsgélatara, szintén elengedhetetleniil fontos a dekapacitalod
faktorokat tartalmazo6 visszamelegité oldatok optimalis Gsszetételének
kidolgozasa folyaman. Ez esetben fontos paraméterek lehetnek a
kapacitacio szempontjabol fontos szerepet jatszé ionok (Ca>*, HCO3),
tovabba kiilonb6zé hormonok koncentracidja, valamint a zsirsav- és

aminosavosszetétel.

A vizsgalatok folytatasa, illetve a Kovacs-Foote féle festési eljarassal
végzett tovabbi festés ¢és  értekelés, illetve ezen adatok
Osszehasonlitdsa a CTC fluoreszcens moddszerrel torténd vizsgalat,
illetve ¢lésejtszam  eredményekkel mindenképpen javasolhato.
Ugyanis a Kovacs-Foote féle festési eljarassal a mozgasképességrol,

illetve az akroszoma allapotarol kapunk egyiittes eredményeket. A
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CTC fluoreszcens festési eljaras segitségével csupan a membran- és
akroszoma allapotardl kapunk informaciot. Az €l6sejtszam egy kiilon
fénymikroszkopos eljarassal végzett vizsgalat eredménye, igy nem
allapithatd6 meg egy akroszoma-reakcion datesett sejtrél, hogy
mozgasképes e vagy sem. A CTC fluoreszcens festési eljaras elonye
viszont, hogy vizsgalhato vele a dekapacitacid folyamata. E két festési
eljaras  egyiittes  alkalmazdsdval azonban  nemcsak  tobb
informaciokhoz jutunk a vizsgélt minta mindségére vonatkozoan,
hanem tovabbi oOtleteket adhat a termékenyitdanyag termékenyitésre

valo alkalmassag vizsgalati modszerének tovabbfejlesztéséhez is.
4.  UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A pelletben mélyhitott lacaune kossperma mintdkban a sejtek
dekapacitaciojanak bekovetkezése a kontroll visszamelegitd oldatban
(PBS, foszfatpuffer oldat) meghatarozott ¢p membrannal rendelkez6
¢s kapacitacion atesett sejtek aranyahoz viszonyitva a kapacitacion
atesett sejtek aranyanak csokkenésének, illetve az ép membrannal
rendelkezd sejtek novekedésének vizsgalataval hatarozhatdé meg.
Amennyiben a dekapacitalo faktorokat tartalmazd visszamelegitd
oldatokban (PBS + spermaplazma, PBS + vérsavd) a kontrol
oldatként szolgdlo PBS oldatban jelenlévé ¢€p membrannal
rendelkezd, illetve kapacitacion atesett sejtek ardnyahoz képest az ép
membrannal rendelkezd sejtek ardnya egyidejiileg novekszik, a
dekapacitacion atesett sejtek aranyanak csokkenésével, akkor

beszélhetiink dekapacitaciorol.
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2. A dekapacitaci6 mértéke a kontrol oldatként szolgalo,
fosztatpuffert tartalmazo visszamelegité oldatban (PBS) jelenlévd ép
membrannal rendelkezd ¢és kapaciticion atesett sejtek aranyahoz
viszonyitva az adalékolt dekapacitalo faktorokat tartalmazd
oldatokban (PBS + spermaplazma, PBS + vérsavo) az ép membrannal
rendelkezd sejtek ardnyanak ndvekedésével hatarozhaté6 meg, azzal a
feltétellel, hogy a kapacitacidoszerli elvaltozason atesett sejtek aranya
legalabb annyival csokken, mint amennyivel az ép membrannal

rendelkezd sejtek ardnya novekszik.

3. A pelletben mélyhttott majd visszaolvasztott lacaune
kossperma  mintdk  esetében a  foszfatpuffert tartalmazo
spermaplazméval adalékolt visszamelegitd oldat élosejtszamra ¢és
kapacitacids allapotra gyakorolt hatdsanak vizsgalata sordn a szerzo
azt tapasztalta, hogy a spermaplazméval adal¢kolt foszfatpuffer
tartalmazo visszamelegitd oldat a pelletben mélyhiitést kovetden
visszamelegitett lacaune kossperma mintdk esetében az €16 ¢€s jol
mozgd spermiumsejtek ardnyara ¢és azok kapacitacios allapotara

egyarant pozitiv hatassal volt.

4. A szerzd  Aaltal  végzett vizsgéalatok eredményeként
megallapithatd volt, hogy a visszamelegitd oldatban adalékanyagként
hasznalt vérsavd javithatja a pelletben torténd mélyhiités utan
visszamelegitett ~ lacaune  kossperma  ¢losejtszamat,  illetve

dekapacitacios allapotat. A kiilonboz6 allatoktdl szarmazd vérsavok
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hatdsa azonban nagyon specifikus. Egyedenként tejesen eltérd hatast

érhetiink el.

5. A visszamelegitd oldathoz adalékolt vérsavdé mélyhiités utan
visszamelegitett  lacaune  kossperma  ¢l0sejtszamara,  illetve
kapacitacios allapotdra gyakorolt hatdsa a kiilonbozo allatoktol
szarmaz6 vérsavok kiilonbozo Gsszetételétol fligg. Nagy valoszinliség
szerint a Ca®’, illetve HCOs™ koncentraciojatol fiigg a legnagyobb
mértékben, mivel ezek az ionok jatszanak szerepet a kapacitacio €s

akroszoma-reakcio lejatszodasaban.

6. Megallapithatd, hogy az Osszel, illetve tavasszal vett
ejakulatumokbol készitett spermaplazma egyarant felhasznalhato a
visszamelegitdé oldatokban dekapacitalo faktorokat tartalmazo
természetes adalékanyagként. Domingez ¢és mtsai. (2008) szerint
ugyanis kizdrolag az Osszel vett szaporitdé anyagbol eldallitott

spermaplazma hatékony dekapacitaloé adalékanyagként.

7. A szerzd altal végzett vizsgalatok alapjan megallapithato, hogy
az Oszi foszezonban a vizsgalt lacaune kosok ejakulatumaban
eléforduld akroszoma-reakcion atesett sejtek szazalékos aranya

magasabb, mint a tavaszi potszezonban.
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Quality of the deepfrozen buck semen produced in pellet form and
mini-straw — European Regional Conference on Goats 2014 7-13

April 2014 Debrecen — Hungary, Oradea — Romania 88 p.

Magyar nyelvii eléadasok

Csiba Anita — Németh Attila — Mihdlyfi Sandor (2008): Kos- ¢és
bakspermiumok kapacitacioszerli elvaltozasainak ¢és akroszoma-
reakcidinak vizsgalata fluoreszcens festési eljaras segitségével. -
XXXII. Ovari Tudoméanyos Nap — Elelmiszergazdasagunk Kérdé Jelei
Napjainkban Nemzetk6zi Konferencia, Mosonmagyarovar, 2008.

oktober 9. (ISBN 978-963-9883-05-5 Konferencia kiadvany)
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Csiba Anita - Gyokér Erzsébet - Németh Attila - Mihalyfi Sandor
(2009):  Oszi ¢és tavaszi kossperma  mélyhiithetéségének
Osszehasonlitasa — XV. Ifjisagi Tudomanyos Forum, Keszthely 2009.
aprilis 16. (ISBN 978-963-9639-33-1 Konferencia kiadvanyban jelent

meg a teljes szoveg)

Csiba Anita - Gergatz Elemér - Gyokér Erzsébet - Németh Attila -
Mihalyfi Sandor: Tavaszi ¢és 0Oszi kossperma mennyiségének,
mindségének, valamint mélyhlthetoségének Osszehasonlitasa - LIII.
Georgikon Napok nemzetk6zi tudomanyos konferencidn elhangzott
eldadas — 2011. szeptember 29. (ISBN 978-963-9639-44-7 kiadvany
187-197. p.)

Csiba Anita — Gergatz Elemér: Kossperma mélyhités
modszereinek Osszefoglald vizsgalata - LIV. Georgikon Napok
nemzetkdzi tudomanyos konferencian elhangzott eldadas — 2012.

oktober 7-8. (ISBN 978-963-9639-48-5 kiadvany 112-125 p.)

Poszter publikaciok
Idegen nyelvii poszter publikaciok

Csiba Anita - Gergatz Elemér: Improvement the cryopreservation of
ram semen based on the result of phase experiments — Pannon
Egyetem Georgikon kara altal rendezett LV. Georgikon Napok, 2013.
szeptember 26-27. (ISBN 978-963-9639-52-2 kiadvany 39p.)
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Magyar nyelvii poszter publikaciok

Csiba Anita — Németh Attila — Mihalyfi Sandor (2008): A
fluoreszcens spermafestési eljaras bemutatasa — poszter XXXII. Ovari
Tudomanyos Nap — Elelmiszergazdasagunk Kérdd Jelei Napjainkban
Nemzetkozi Konferencia, Mosonmagyardvar, 2008. oktober 9. (ISBN
978-963-9883-05-5 Konferencia kiadvany)

Csiba Anita - Gergatz Elemér - Gyokér Erzsébet: Kossperma
mélyhiitésre valo alkalmassaganak vizsgdlata mindségének megdrzése
és ellendrzése a mélyhiités kiilonboz6 fazisaiban poszter- XXXIV.
Ovari Tudomanyos Nap Magyar Mezégazdasig — lehetéségek,
forrasok, 0j gondolatok c. konferencia, 2012. oktdber 5. (ISBN-978-
963-9883-93-2 kiadvany 355-362 p.)
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