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1. Bevezetés

Az Egyesiilt Nemzetek Szervezete becslése szerint a Fold lakossaga elérte a 8
milliard fét 2022. november 15-én. Ekkora méreti embertomeget kizardlag a
legmodernebb és —hatékonyabb mezdgazdasagi technoldgidkkal és modszerekkel lehet
¢lelmezni, ezek koziil emelkedik ki a biotechnoldgia. Mind a ndvénytermesztés, mind az
allattenyésztés teriiletén jelentds szerepe van €s elérelathatdlag ez a szerep a jovOben csak
novekedni fog. Az allattenyésztési gyakorlatban legelterjedtebb technoldgia a mesterséges
termékenyités, mely felfedezése ota gydkeresen atalakitotta az agazatot.

Elnézve egy modern mesterséges termékenyitést, azt gondolhatnank, hogy ez egy
viszonylag fiatal kutatasi teriilet, val6jaban azonban az elso torténetek emberi segitséggel
torténd spermaatvitelrél mar Xl1I. szazadi arab iratokban megtalalhatéak. Tudoményosan
megalapozott kutatdsa viszont a XVII. szdzadban kezdddott, amikor a németalfoldi van
Leeuwenhoek 1677-ben felfedezte és leirta a spermiumot sajat maga altal készitett
mikroszkdpja segitségével. Az elsd sikeresen elvégzett inszeminacidig varni kellett tobb
mint 100 évet, ameddig 1779-ben Lazaro Spallanzani kisérletével bizonyitotta, hogy az
ivarzo néstény méhébe juttatott ondoval fogamzast lehet elérni, és a szabalyos vemhességi
1d6, 62 nap leteltével meg is sziilettek a kiskutydk a kisérletben részt vevd szukatol.
Emellett 6 volt az elsd, aki leirta a hd hatdsat a spermiumok mozgéasképességére, miutan
cs0dor spermdjat 30 percig hoban tarolta és azt tapasztalta, hogy a sejtek elvesztik
motilitasukat, majd felengedésiik utan visszanyerik azt (GORDON, 2004).

Nagy név a mesterséges termékenyités kidolgozasanak kapcsan Ilja Ivanovics
Ivanové, aki a XIX. és XX. szazad forduldjan élt és dolgozott Oroszorszdgban, ami
munkassaga révén a teriilet szellemi kdzpontjava valt. Szamos laboratériumot hozott létre
¢és tobb allatfajjal is végzett vizsgalatokat, tanulmanyozta a haszonallatok ivarszerveit és
miikddésiiket, a termékenyiilés folyamatat, és eredményeket ért el spermakonzervalas
teriiletén is. Kidolgozta a spermiumok kinyerésének, tarolasanak és szallitdsanak modjat,
illetve a mesterséges beond6zés technikdjat. Neki koszonhetd a vilag elsé mesterséges
termékenyitd kozpontja is 1901-ben és a technologia elterjedéséhez is jelentdsen
hozzajarult publikaciéi altal (PECSI, 2007).

Mindezidaig kezdetleges modszerekkel, szivacsban fogtak fel a spermat, igy nagy
attorést jelentett az elsé miihiivelyek megjelenése, 1914-ben Amantea hozott l1étre ilyen
eszkozt kutyadk szamara. Gazdasagi allatok, vagyis szarvasmarha, 16 €s juh részére pedig
Milovanov, Ivanov utodja fejlesztett ki mithiivelyeket. Ezen eszkdzok segitségével tisztan
tudtak felfogni az ejakulatumot ¢és lehetdség nyilt tulajdonsagainak tiizetesebb
megvizsgalasara, higitasa és a spermadozirozas kidolgozasara, ami szintén Milovanov
érdeme (GERE et al., 1998).

A dan Sorensen és munkatérsai kifejlesztették a ma is hasznélatos rektovaginalis
termékenyitési technikat szarvasmarhdban, emellett az ¢ nevéhez fiizheté a miiszalma
feltalalasa is 1940-ben, amit késébb a francia Cassou tovabbfejlesztett és elkezdte
vilagszerte forgalmazni. Innentdl kezdve terjedt el a miianyag katéterek alkalmazésa a
mesterséges termékenyitésben (PECSI, 2007).

Az 1950-es években tovabb fejlodott a tudomanyag, a kutatok tobbek kozott az
eltarthatosag javitasara 0sszpontositottak, ezen teriileten hoztak attérést Polge és Rowson



kisérletei, 6k voltak az elsok ugyanis, akik sikeresen végezték el bikasperma mélyhiitését
1950-ben. Ettol kezdve terjedt el a mai napig érvényes gyakorlat, miszerint a termékenyitd
adagokat milanyag miiszalmaban folyékony nitrogénben -196 °c-on taroljak szarvasmarha
esetében. Ez 01j tavlatokat nyitott meg a mesterséges termékenyitésben, lehetové téve a
spermaszallitast és a hosszatava megdrzését is (GERE et al., 1998).

Hazankban a mesterséges termékenyitésrol az elsé forrasok a XX. szdzad elejére
tehetok, a technika azonban a II. vilaghaborut kovetden keriilt be a gyakorlatba, mivel a
sulyosan karosodott allatdllomany szaporitasara gyors és mindségi javulast eléré modszer
kellett. El6szor a l6tenyésztésben alkalmaztak, mar a két vilaghdbora kozott kisérletezett
vele eredményesen Treisz Janos, majd Marossfy Lajos. Szarvasmarhdban hamar elterjedt,
az 1950-es években mar kiépitett termékenyitohdlozat miik6dott az orszagban. A hazai
bevezetésében a mesterséges termékenylilésnek, illetve az elterjesztésében és az orszagos
halozat kiépitésében eléviilhetetlen érdemeket szerzett Mészaros Istvan professzor, aki
munkassagaért 1963-ban Kossuth-dijat kapott (GERE et al., 1998).

A mestereséges termékenyités elképesztd mértékben fejlodott az elmult 60 évben,
¢s ez a folyamat folytatédik napjainkban is a technika szarnyaldsaval, amikor olyan
eszk6zok allnak rendelkezésiinkre, mint a mesterséges intelligencia. A jelenlegi kutatasok
is az 1j technologidk kiaknazasara és a reproduktiv folyamatok mélyebb megértésére
iranyulnak. Ennek ellenére még szdmos teriilet var fejlesztésre a mesterséges
termékenyitésben, ideértve példaul spermavizsgalati modszereket, sperma szelekcios
technikakat, a spermaszexalas teriiletét, vagy az eltarthatésag hatékonysagara iranyuld
kutatasokat. Emellett a gazdasagi allatok kiilonboz6 fajainak korében is eldrelathatolag
novekedni fog a mesterséges termékenyités hasznalata, igy, mint a huashaszna
szarvasmarhatartas, lotenyésztés vagy a kiskérodzok korében (ZUIDEMA et al., 2021).

A spermaértékelési vizsgalatok soran gyakran alkalmazzak a spermiummorfologiat
a hibas sejtek aranyanak megallapitasara. A modszer egyszerii és olcso, azonban lassu,
nem reprodukalhatd és nagyban befolyasolja a vizsgald szubjektivitdsa. A tudomany és a
piac részeérdl is régota igény van a gyors, miiszeres és objektiv vizsgalati modszerekre.
Erre nyujthat megoldast a spermium morfometria, amely soran altalaban a spermiumfej
paramétereit mérik, gy, mint a teriilete, kertilete, hossza és szélessége, mivel ezekbdl az
alap adatokbol szamos egyéb adat kiszamolhatd. A morfometria értékelhetd hagyomanyos
fénymikroszkopos vizsgélattal, digitalis képelemzd szoftverrel vagy automatizalt
sejtanalizissel. A mérésekhez sziikséges a sejtek megfestése, pl. Feulgen-féle festéssel. A
morfometria és morfoldgia teriilete szorosan Osszefiigg egymassal, ami nem meglepd,
végiggondolva, hogy morfologiai abnormalitasok kozott is szamos olyat talalunk, ami a
feji részt érinti. A spermiumfej megvaltozott alakja a normalis értéktartoméanyoktol eltérd
adatokat eredményez, igy elkiilonithetok a hibas és ép felépitésli spermiumcsoportok, igy
szelekcios alapul szolgalhatnak az ilyen mérések. A modszer hatranya, hogy az
automatizalt mérés nem képes azonositani a spermiumdefektusokat, ezek felismerésére
fejlettebb és dragabb szoftver sziikséges (BOLLWEIN-MALAMA, 2023)



2. Irodalmi attekintés
2.1. A mesterséges termékenyités jelentosége

Az allattenyésztésben az elsddleges gazdasagi hasznot az ivadékok jelentik, ezért
elengedhetetlen, hogy a szaporodasbiologia megfeleléen miikodjon, és minél tébb utod
j0jjon a viladgra. A mesterséges termékenyités ezen a teriileten jelentett 1éptékvaltast,
ugyanis lényegesen hatékonyabb és gyorsabban el lehet vele érni szelekcids
célkitlizéseket, mint természetes paroztatassal. Az eljaras sordn a him allat onddsejtjeit
mihiivelyben felfogjak, ezutan laboratériumban vizsgaljak a sejtek ¢letképességét, majd
kiilonb6z6é spermahigitok hozzaadasaval higitjak, szétosztjak termékenyitdadagokra és
hiitve taroljak. Hosszabb ideig tart6 tarolas esetén mélyhiitéssel tartositjak €s felolvasztas
utan inszeminaljak vele a néstény allatot (GERE et al., 1998).

A moddszer szamos elénnyel bir a természetes paroztatassal szemben. Természetes
koriilmények kozott egy ejakuldtum 4-5 millidrd spermiumot tartalmaz és ezzel egy
tehenet termékenyit meg a bika, igy sikeres fogamzas ¢és vemhesség eredményeként alt.
egy utdd jon vildgra. Ezzel szemben mesterséges termékenyitéskor a higitds soran
lecsokkentik a termékenyitdadagonkénti spermiumok szdmat, a megtermékenytiiléshez
ugyanis elegendd néhany szaz ondosejt is, igy tobb termékenyitdanyag nyerhetd ki egy
ejakulatumbol. Igy lehetséges az, hogy a természetes paroztatas soran elérhetd évi 70-80
utdd helyett az évi tobb ezer utodszam is teljesitheté (ZUIDEMA et al., 2021).

Ugyanennek a nagyszamu elérhetd szaporulatnak koszonhetd, hogy kevesebb
apaallat sziikséges, ezaltal megsziinik a him tartasi koltsége. Mivel kevesebb apaallat vesz
részt a szaporitasban, nd a szelekcids nyomads, hamarabb el lehet érni a kitlizott szelekcios
célt és egységesiteni az allomanyt. A sok utdd lehetdséget nyljt a tenyészbikak
tenyészértékének korabbi megbecsiilésére a széleskorii és rovidebb ideig tartd
ivadékvizsgalat révén. Azonban az elényok mellett oda kell figyelni a lehetséges
hatranyokra is, névlegesen példaul egyes himek tulzott favorizalasa kovetkeztében
felmeriild beltenyésztésre. Nagy feleldsséggel jar a spermiumok és bikak ellendrzése is,
ugyanis ugyanolyan gyorsasaggal és széles korben tudnak elterjedni a rejtett genetikai
terheltségek és nem kivanatos kiillemi hibak is, mint a javitani kivant tulajdonsagok. A
jelenség fokozott fontossaggal bir a nemzetkozi spermakereskedelemben részt vevd himek
esetén (PECSI, 2007).

A mesterséges termékenyitésben részt vevo himek és spermajuk alapos €s
rendszeres vizsgalatnak vannak alavetve, igy az allat egészségi allapota is monitorozva
van, emellett a parzas utjan terjedd betegségeknek, mint példanak okéaért a brucelldzis, a
lovak tenyészbénasdga, stb. is gatat vet. Kevésbé is veszi igénybe az apaallat szervezetét
az eljards, mint a természetes fedezés, ezért a nagyértékli himek igény esetén hosszabb
ideig is tenyésztésben tarthatok. Szervezeti problémak esetén, mint a 1abfajas vagy a bikak
elnehezedése, sincsenek annyira akadalyozva a parzasban, ezért nem kizar6é okok (GERE
et al, 1998).

Nem csak a termékenyitések jelentds szamaval képes a szaporitds hatékonysagat
novelni, hanem a termékenyitések sikerességével is, szakszerlien elvégzett mesterséges
termékenyités soran emelkedhet a fogamzasi szazalék. Ugyanis az ellendrzott, tehat nagy
valoszinliséggel termékeny spermat szarvasmarhandl egyenesen a méhnyak-csatornédba



juttatjak, igy nagyobb az esély a megtermékenyitésre. A rendszeres emberi kezelésnek
megvan az az elonye is, hogy a beteg tehenek is kiszlirésre keriilnek, ahogy a
spermavizsgalat soran a nem megfelel6en termékenyito apaallatok. Hatranya viszont, hogy
a természetesen nehezen fogamzo anyak is nagyobb eséllyel vemhesiilnek, és a hajlam
6rokloédik, ami hossza tavon nem kedvezd tényez6 az allomanyban (GERE et al., 1998).

A hozz4értd lizemeltetése az emberi beavatkozassal zajlo parositasnak pénz-, id6-
¢s szakértelemigényes. Megfelel6en képzett szakember sziikséges a spermavételhez és az
inszeminalas véghezviteléhez, illetve kiemelt fontossagot kap az ivarzas detektalasa, amire
ugyan manapsag szamos precizids eszkoz all segitségiil, am ezek hasznalata mellett is
elengedhetetlen a gondos huméan munkaerd és odafigyelés, ugyanis az ivarzas elszalasztasa
igen nagymeértékl karokat és bevétel kiesést okozhat. Szintén tapasztalatot kovetel meg a
csendesen ivarzo allatok kisziirése. A sperma bevizsgaldsa laboratdriumi eszkozoket
igényel, ami tovdbb nodveli az eljaras koltségét. Kiemelten fontos az orokitdanyag
megfeleld taroldsa, elégtelen hiités, a sperma szakszeriitlen kezelése vagy a higiénia hianya
is okozhat jelentés anyagi veszteségeket. A masik nagy szakértelmet igényld teriilet a
tenyésztésszervezes, szem el6tt kell tartani a tenyészcélokat, a parositani kivant egyedek

genetikai hatterét, felmendit, a lehetséges rokontenyésztés elkeriilése érdekében (GERE et
al. 1998).

A spermamélyhtités és szallitas kifejlesztésével a tenyésztésszervezés szamara
olyan tavlatok nyiltak, amire eldtte még nem volt példa. A tenyészték immar nincsenek
foldrajzi keretek kozé szoritva, a vilag barmely tajarol beszerezhetik az orokitéanyagot,
amely a szdmukra kivanatos kivalo genetikaval rendelkezik, kedviikre véalogathatnak a
fajtabol, tipusbol, vonalbdol. Nem csak a tér, az id0 is jelentds tényezd, ami korlatozo
hatasat csokkenti a mélyfagyasztas, ugyanis igy eltdrolhatd honapokra az 6rokitéanyag és
igény szerint felhasznalhat6. Nem minden faj spermajanak lefagyasztisa megoldott vagy
bevett szokds, igy pl. a sertésé vagy a juhé, ezen fajok spermdjanal a hiitve tarolds az
elterjedt, szarvasmarha esetében azonban a mélyhtités a standard gyakorlat az egész
vilagon. A spermaszallitds masik nagy elénye, hogy ezzel elkeriilhetd a koriilményes és
kockézatos éldallatszallitds, nem kell az értékes tenyészallatokat a szallitas és az 1j
kornyezet okozta stressznek kitenni, illetve akklimatizacios és karantén id6vel szamolni
(ZUIDEMA et al., 2021).

A mesterséges termékenyités az egész vilagon elterjedt, szamtalan allatfaj, koztiik
az 0sszes gazdasagi allat korében alkalmazhatd, azonban a mérték nagyban eltér egyes
fajok kozott. A technikak és eszk6zok alkalmazkodtak a fajok szervezeti sajatossagaihoz
¢és a sperma frissen vagy fagyasztva-felengedve torténd felhasznalasaban €s a spermiumok
ellenalloképességében is talalunk kiillonbségeket, igy példaul sertésben szinte kizardlag
frissen hasznaljak fel a spermat, szarvasmarhéban pedig épp ellenkezdleg, szinte csak
fagyasztva. A tejelé szarvasmarha 4gazatban Eurdpaban, Izraelben, Japanban és Uj-
Z¢élandon a termékenyitések 80-90%-a mesterséges termékenyitéssel torténik, mig ez az
arany az USA-ban 2019-ben 60% volt. Ezzel szemben fejlédd orszagokban tejeld
agazatban is inkabb természetes paroztatast alkalmaznak, ahogyan vilagszerte a htstipust
allomanyokban is, mivel ott nagyobb hangsulyt kap a legeltetés, ezért praktikus okokbol
bikat tartanak a fedeztetésre. A szarvasmarha kiilonleges helyzetben van a tobbi gazdasagi
allattal szemben, ugyanis erre az allatfajra dolgoztak ki a technologiat eldszor ipari
mértékben. Megmutatkozik ez abban is, hogy napjainkban a mesterséges termékenyités
piacanak kozel 50%-at a tejeld szarvasmarha teszi ki, igy a kutatdsok és fejlesztések is



elsésorban erre a teriiletre iranyulnak. Vannak kiilonleges helyzetben 1év6 agazatok, pl. a
pulykahizlalas, ahol 100%-ban mesterséges termékenyitést alkalmaznak (ZUIDEMA et
al., 2021).



2.2. Spermatermelés a mesterséges termékenyitéshez

A spermavétel az egyik legkritikusabb Iépése a mesterséges termékenyités
folyamatanak. A megfeleld higiénia, technika ¢és eszkozok elengedhetetlenek a jo
mindségi és elegendd mennyiségli 6rokitéanyag gytijtéséhez. A technika allatfajonként
valtozik, azonban a legéltalanosabb elterjedt a faj sajatossagainak megteleléen kialakitott
mihiivellyel torténd gytjtés, ritkabb esetben fordul eld az elektroejakulacios modszer
(PECSI, 2007).

A mihiivelyhez valé szoktatas idot és tiirelmet igényel, de a tanulési idészak utdn
a legtobb him gond nélkiil tudja hasznalni az eszkdzt, csupan 5-15%-uk utasitja vissza.
Kétféle csoportja létezik a modelleknek, a nyitott végli, amely lehetvé teszi a fragmentalt
ejakulatum gytijtését, illetve a zart végli modellek. Noha a fajok sajatossagaihoz vannak
igazitva, a felépitésiik altalanossdgban mégis megegyezik a mithiivelyeknek. Elmondhat6,
hogy mindegyik egy merevebb kiilsd és egy rugalmasabb belsd részbdl all, ez utobbi
anyaga altalaban gumi. A hiivelykiilso- és belsé kozotti lireges részt meleg vizzel, esetleg
levegével toltik fel, hogy idedlis, a természetes hiivelyjel megegyezd hémérsékletet
biztositsanak a bikanak a lemagzédshoz és a spermiumok életben maradasahoz. Az
ejakulacios reflex kialakulasdhoz a mesterséges hiively hémérsékletét 41-42 °C-ra kell
beallitani, ennél alacsonyabb hdmérsékleten az ejakulacié nem biztositott, magasabb
hémérsékleten pedig a spermiumok életképessége csokken. Nem csak a hének kell
optimalisnak lennie, a megfeleld nedvességet valamilyen sikositoval, pl. spermahigitoval,
a nyomast pedig a szeleppel ellatott mithiivelyekben levegdvel, a szelep nélkiiliekben
vizzel érik el (HARASZTI-ZOLDAG, 1993).

Az ily médon kialakitott muhiivelyek végére keriil a spermagylijtésre szolgalo
edény, ami lehet spermavételi pohar, vagy spermacsd. A pohar lehet egyszeres vagy
duplafalt és megfeleld kialakitassal lehet a mesterséges hiivelyhez rogziteni, a dupla falak
kozé meleg vizet toltenek, ez hivatott a spermiumokat megvédeni a hirtelen lehiiléstol. A
spermafogd csovecskét altalaban szilikonbol késziilt tolcsér segitségével kapcsoljak dssze
a hiivellyel (PECSI, 2007).

Az ugratashoz fedezdpartnerként hasznalhatnak ivarzd ndstényt, azonban
balesetvédelmi szempontbol az €16 éllat haszndlata mindig kockazatos. Viszont nagy
szolgalatot tehetnek ivarzd ndstények a fantomhoz szoktatds iddszakaban, illetve
természetes fedezéshez szokott apaallatok spermavételénél, esetleg olyan telepen, ahol
helyben hasznaljak fel a termelt ondét, pl. juhaszatokban (PECSI, 2007).

A masik gyakran alkalmazott modszer, a masik apadllat, mint fedezGpartner,
ugyanis bikdknal ¢és méneknél kulcsingerként elegendd az ivarzd ndstény hatséd
korvonalara hajazo latvany, ezt az ingert kielégitheti egy masik, him vagy fantom is. A
masik bika alkalmazasanal fontos, hogy kezelhetd, nyugodt allat legyen és a mérete
nagysagrendileg megegyezzen a fedezd bikaéval. Ilyen eljaras soran a partnert kalodaban
rogzitik, a mesterséges termékenyitd allomasokon tobb, eltérd méreti bikat alkalmaznak,
hogy a minden ugro6 bika szamdra akadjon megfeleld méretii partner, illetve allatvédelmi
szempontbdl is indokolt az allo bikat néhany fedezésenként valtani. Allatvédelmi és
higiéniai megfontolasokbodl egyre gyakrabban alkalmazott fedezOpartner a fantom, ami
lehet mozgd vagy fix. Elénye az ¢l partnerrel szemben, hogy konnyen tisztithato,



fertétlenithetd, cserélhetd foliaval letakarhatd. Léteznek modellek, amikben beépitett
miihiively taldlhato (PECSI, 2007).

A higiénikus ¢és stresszmentes spermavétel kulcsfontossdgu, hogy megfeleld
mindségli ondot kapjunk, ezért a spermanyerés kornyezete is meg kell, hogy feleljen
bizonyos szempontoknak. Az ejakulatumban eléfordulé mikrooganizmusok a ndi nemi
utakba keriilve gyulladast okozhatnak, emellett a himivarsejtek élettartamat ¢&s
termékenyitOképességét is csokkentik. A tisztasag megkdvetelt minden résztvevd és
eszkoz tekintetében. Elonyds, ha az ugratdhelység fedett, illetve legyen pormentes és
konnyen takarithatd, ugyanez vonatkozik a padozatra €s a laboratériumra is. A folyamat
minden Iépésének sterilnek ¢és csiramentesnek kell lennie, igy nem keriilhet be
szennyezO0dés a dolgozokrdl és az allatokrol sem. Az apadllatokat ha sziikség van ra,
fedezés elott meg kell tisztitani, ahogyan az esetleges ¢16 fedezOpartnereket és fantomokat
is (HARASZTI-ZOLDAG, 1993).

Minden ugrasnal j, sterilizalt miihiivelyt kell alkalmazni. Ennek modja hideg vizes
oblitést kovetden a 20 percen at tartd forralds, vagy 180 °C-on torténd sterilizalas
autoklavban. A spermafogé livegedények csiramentesitése szaritoszekrényben torténik 3
oran keresztiil, szintén 180 fokon. A sikositd anyag kezelése is fertozésmentes legyen, €s
torekedni kell arra, hogy a spermavétel sordn a keresés alatt a bika ne érintse tobbszor
himvesszéjével a mihiively nyildsat, ugyanis a tasakban fordul el6 a legtdbb
mikroorganizmus, ha ez megtorténik, a sperma szennyez6dhet (GERE et al, 1998).

Megfeleld eldkészitéssel novelhetd a sperma mennyisége €s mindemellett a
mindsége is jobb lesz. Ehhez sziikséges az elsd ugras eldtti par perc varakozas, illetve a 3-
5 ejakulacid nélkiili vakugrds, ami hatdsara mérések bizonyitottdk, hogy az ¢I6
spermiumok szdma megndvekedett az ondoban. Szintén jo hatdssal bir az ugratas eldtti
jaratas és az, ha a bikdk latjak egymast fedezés kozben. Szintén a mennyiségre hatd
tényezé a spermavételek kozott eltelt 1d6, a thlzott gyakorisaglh ugratds kedvezdtleniil
befolyéasolja a himivarsejtek mennyiségét. Bikak esetében a heti 2-3 alkalom, ezen beliil a
napi két ugratas, kozottik legkevesebb 30 percnyi pihenési idével bizonyult a
leghatékonyabbnak (PECSI, 2007).

A spermavételhez minimum két technikus sziikséges, egy, aki felvezeti €s tarja az
ugré allatot, és egy, aki a spermavételt végzi. Ennek tobb moddja ismeretes, €16
fedezdpartnernél a technikus jobb oldalrdl a bika mellett allva, a felugras utan a tasakot
megfogva, a mihiivelybe irdnyitja a himvessz6t. Fontos, hogy kozvetleniil ne érintse a
péniszt, mert akkor megszakadhat a reflexlancolat. A miihiivelyt a bika az ut6lokés
bekovetkeztével, a leugrds soran tavolitjak el. Fantom esetén az eljards megegyezik az
elobb ismertetettel, de tilhet a fantom alatt is a technikus, illetve vannak a fantomba
beépitett mithiivelyek is, ilyen estben nem kell technikusnak kezelni azt a felugras soran
(PECSI, 2007).

Rendkiviil 1ényeges, hogy a bikdk megfeleléen azonosithatok legyenek és az
azonositds meg is torténjen, a bika szdma rakeriiljon a spermavétel utan kozvetleniil a
mintara. Az ejakulécio utdn a mihiively szelepét kinyitjak, és fliggdlegesen tartjak, hogy
a sperma lefolyjon az ondogyijté iivegbe. Ezutdn a csdvet mihamarabb 30-32 °C-0s
vizfiirddbe helyezik, hogy a spermiumok ne pusztuljanak el a hirtelen €és drasztikus
hémérsékletvaltozastol. A duplafalti spermavételi poharnal ezt a szerepet ellatja a poharba
toltott meleg viz (GERE et al., 1998).



2.3. Spermatogenezis és spermiogenezis

A himivarsejtek a here exokrin miikodése soran keletkeznek, a folyamatot
spermatogenezisnek nevezziik. Beleértjiik a csirasejtek keletkezését és a kiilonb6z6
csirasejtérési, differencialodasi szakaszokat is. Ez utobbiaknak harom szakaszat kiilonitjiik
el, az els6 szakasz soran a fajnak megfeleld kromoszomaszammal rendelkezo,
differencialatlan csirasejtek mitotikus osztddasa és fejlédése torténik. Ezt kdveti a meidzis
szakasza, amikor a sejtek szamfelezd sejtosztddasa eredményeként 1étrejonnek a haploid
ivarsejtek. A harmadik szakaszban befejezddik a sejt érése €s kialakul a spermiogenezis
soran a végleges spermium. A folyamat az embrionalis életszakaszban indul, majd egy
fejlettségi  stadiumban ivarérettségig stagnal, amely bekovetkeztével befejezodik a
spermium érése (BECZE, 1983).

A folyamat a primordialis csirasejtekbdl kialakulod torzssejtekbdl, a korai
spermatogoniumokbol, amelyek a herecsatornacskak alaphartyajan talalhatok, indul ki, a
pubertaskor végén, ez bikdknal 7-8 honapos kor. Az dsspermatogdéniumok Szamtartd
sejtosztodassal két A-spermatogéoniumma osztddnak, ezen sejtek kozil csak az egyik, az
Ao-tipus osztodik tovabb és megy keresztiil tobb mitdzison, a masik, Ai-tipus pihen. A
szamtart6 sejtosztodasok hatasara az Ar-es spermatogonium A, intermedier és B (Bi- és
B-) tipusu sejtfazisokon megy keresztiil, mig végiil elsérendli spermatocitava alakul,
amelynek még a szomatikus sejtekhez hasonloan diploid kromoszomaéllomanya van.
Ahhoz, hogy az ivarsejtekben megkivant egyszeres kromoszémakészlettel rendelkezzen,
az elsddleges spermatocita 4tlépi a vér €s here kdzotti sorompot és atesik a szamfelezd
sejtosztodason, melynek végeredményeként kialakulnak a gombdlyli masodrendii
spermatocitadk. Ezek tovabbi szamtartdé sejtosztédason keresztiilmenve spermatidakka
fejlodnek, egy elsérendli spermatocitabol négy darab spermatida keletkezik. Ezek a sejtek
azonban még messze allnak attol, hogy termékenyitéképesek legyenek, habar DNS-
allomanyuk mar megegyezik a majdani spermiuméval. A spermiogenezis folyamata alatt
alakulnak at spermiumokka (STAUB-JOHNSON, 2018).

A spermiogenezis a magban ¢€s a citoplazmaban végbemend Osszetett folyamatok
Osszessége, amely soran kialakulnak a himivarsejtek jellegzetes szerkezeti elemei, a farok
¢és az akroszoma. A valtozasok a csirahdmban kezdddnek és a mellékherében fejez6dnek
be. A magban torténé valtozasok soran fokozatosan megnyulik a spermatida magja, az
elsédleges morfologiai rendellenességek is erre az idoszakra vezethet6k vissza (BECZE,
1983).

A citoplazmaban végbemend valtozasok négy szakaszra oszthatok, ezek a Golgi-,
sapka-, akroszomalis és az érési szakasz. A Golgi-Szakasz alatt a Golgi-apparatus egyik
centriolumabol megkezdddik a faroknyulvany képzddése, mig egy akroszomalis granulum
¢s a leendd sejtmag Osszeolvadasabol az akroszoma jon létre. A sapka szakaszban az
akroszomalis granulum a mag feliilete f61¢ emelkedve sapkat képez ¢s befedi a mag eliilsé
felét. A faroknytlvany tovabb fejlodik és kialakulnak a sejt mozgatasaért felelds rostok, a
filamentumok, amik a farok rostos hiivelyét alkotjak. Az akroszomalis szakasz soran
jelentds valtozdsokon megy keresztiil valamennyi sejtalkotd, az akroszoma, a mag, a
citoplazma ¢€s a faroknytlvany egyarant. A mag a kdzéppontbol a sejt szélére vandorol és
elkeskenyedik, a kromatinallomanya tomorodik. Az akroszoma szintén felveszi a mag
elkeskenyedett formdjat, mig a citoplazma a faroknyulvany kezdeti része koré gytlik és a
benne lévé kromatoid test gylirliforma szerkezetet alakit ki a rostok koril. A



mitokondriumok is idevandorolnak, hogy kialakitsidk a spermium ko6zépdarabjanak
mitokondrialis hiivelyét. Az utolsé szakaszban fejez6dik be az atalakulasi folyamat, a
spermium felveszi a végleges alakjat. A folosleges plazma és sejtalkotok felszivodnak
(BECZE, 1893).

A teljes spermatogenezis kb. 52 napot olel fel, egy darab A-spermatogéniumbol
elméletileg 64 ondodsejt jon 1étre, a valdsdgban azonban ez kevesebb lehet a hibés sejtek
eliminalasa végett. Naponta egy ivarérett bika 8 millidrd koriili ondosejtet képes termelni,
a termelés ciklusos hulldmokban fut le, ennek szabalyozasa a Sertoli sejtekben a vegetativ
idegrendszer és az ivari hormonok ciklikus kitiriilése révén torténik. Az érési szakasz a
mellékherében 10-12 napot vesz igénybe, igy Osszesen 9 hétig tart egy spermium
kifejlédése. A negativ impulzusok, mint a héstressz, takarmanyozasi hibak, vagy toxikus
anyagok azonnal kifejtik a hatasukat a spermiumtermelésre, azonban a tényleges kar csak
9 hét mulva realizalodik a him csokkent termékenyitéképességén keresztiil (GERE et al.,
1998).

A nyugvo spermatogonium ujbol torzssejtté valik és osztodni kezd, amikor a
testvérsejtje osztodasa soran elsérendli spermatocitak keletkeznek, vagyis a kanyarulatos
herecsatornacskakban folyamatosan megtalalhatok a kiilonbozo fazisokban 1évo sejtek. Ez
a folyamat, a torzssejtek megujulasa biztositja a spermiumtermelés folyamatossagat. A
mitotikus osztddasok soran sok spermatogdnium elfajul, a veszteség a folyamat végére 27-
37% (BECZE, 1983).



2.4. A mesterséges termékenyitéshez hasznalt sperma
mindségellenorzése

Az onddvizsgalat talan a mesterséges termékenyités egyik legfontosabb Iépése,
ugyanis elsddlegesen ekkor van lehetdség az Orokitdanyag szelektalasara. Csokkent
fertilitdsu ond6 hasznalata a nagyszamu termékenyitések miatt jelentds anyagi és id6beli
veszteséget jelenthet a visszaivarzdsok miatt, a baktériummal terhelt minta pedig akar
fertdzést is okozhat az inszeminalt allat szervezetében. A vizsgalatokat természetiik
alapjan harom csoportba sorolhatjuk: vannak makroszkopos, miiszeres és biologiai
vizsgalatok (PECSI, 2007).

Az ond6 makroszkopos vizsgalata sordn az ondd mennyis€gét, szinét, szagat,
allagat, kémhatésat és az idegen anyagok jelenlétét allapitjuk meg. Az ejakuladtum
mennyisége sok tényez6tol fiigg, igy az allat fajatol, fajtajatol, koratol, a napi ejakulaciok
szamatdl, vagyis a kihasznaltsag mértékétdl, a takarmanyozasi viszonyoktol, az allat
egészségiigyi allapotatdl, stb. Léteznek szezondlisan ivarzé allatok is, amelyeknél az
iddjaras €s az évszakok valtozasa is beleszdl a spermatermelésbe. BECZE (1983) szerint
a fiatal bika spermaja 2-3 ml koriil mozog, mig kifejlett allatoknal ez 6 ml. 2 ml-nél
kevesebb ondot nem éri meg feldolgozni. A bika onddjanak fehérnek, elefantcsont
szinlinek, esteleg a takarmdny hatdsara sargdsnak kell lennie. A vordses, barnas
elszinezddés vér jelenlétére utal, az ilyen mintat nem szabad termékenyitésre felhasznalni.
Az ondo jellegzetes fanyar, istallo szagl, oda nem ill6 szag idegen anyag, pl. vizelet, genny
jelenlétére utal. A konzisztencidja az alakos elemek szamdval van Osszefiiggésben, a
megfeleld ondo tejszinszerti allagh. Fokozottabb kihasznéltsag esetén higabb, a tejszerl
sperma még felhasznalhatd mesterséges termékenyitéshez, azonban az ennél higabb,
vizszeri mintdban mar nem elég a spermiumok szdma. A pH-t elektromos pH-mérével
vagy indikéatorpapirral mérik, a friss ond6 enyhén savas, 6,2-7 pH-ju. A pH lugos irdnyba
valo eltolodasa a jarulékos nemi mirigyek megbetegedését jelezheti és a spermiumok
anyagcseréjét és mozgasat is kedvezdtleniil befolyasolja. Idegen anyagok jelenlétekor a
mintdt meg kell semmisiteni. Idegen anyagok szarmazhatnak a spermavétel soran a
kornyezetbdl, pl. alom, bélsar, vagy a spermat adé apaallat szervezetébdl (PECSI, 2007).

A mikroszképos vizsgéalat soran az ondosejtek tomegmozgasiat €s egyéni
motilitasat, az ondo6 slriiségét, az €lo €és holt sejtek ardnyat, az egyéb alakos elemek
egyéb miiszereket hasznalnak. A vizsgalatokat mindig elOmelegitett, testmeleg
targylemezen, Gin. Blom-féle kamran, vagy fiitheté targyasztalon végzik, illetve sziikség
van az livegeszk6zok melegitésére is. A motilitast Blom-féle kamra segitségével tudjak
megvizsgalni, a targylemezen két gylirliszerli vajat taldlhatd, ennek koszonhetden
fed6lemezzel letakarva két ondoréteget kapnak, egy vékonyabb 0,05 mm-est és egy
vastagabb 0,35 mme-est, amelyek kiilonb6zé paraméterek megallapitasara szolgalnak. A
tomegmozgast Blom-féle kamran a kiilsd gyliriben, targylemezen pedig az onddcsepp
kozepén, ahol nagyobb koncentracidoban fordulnak elé a spermiumok, mig az egyéni
mozgast pont ellenkezdleg, a csepp szélén, illetve a belsd, sekély gylriiben vizsgaljak. A
sejtek mozgasa Osszefiigg a termékenyitoképességgel, igy a jo fertilitasu allat mintajaban
erdteljes, Orvényld tdmegmozgast mutatnak a spermiumok. A tomegmozgés a feliileti
fesziiltségek és az ondosejtek fejének negativ toltése hatasara jon 1étre, a sejtek csapatba



verddnek, majd szétszorodnak, ez okozza a mikroszkOpban lathatdo Orvénylést. Az
ondosejtek egyedi mozgasanak vizsgalatakor a sejtek egyéni mozgasat és a jol mozgo
sejtek aranyat is megallapitjak. A jo termékenyitOképességli bika spermiumainak a
mozgasa testhémérsékleten élénk, elérehaladd, a motilis sejtek aranya 70% koril kell,
hogy legyen. 50% alatti tomegmozgast mutatd ejakulatumot nem szabad termékenyitésre
felhasznalni. A kordsan mozgd, vagy mozdulatlan sejtek nagyaranyu jelenléte az ondo
rossz mindségére utal (HARASZTI-ZOLDAG, 1993).

A stirliség megallapitasara tobbféle modszer 1étezik, ilyen a Blom-féle kamra és
mikroszkop segitségével végzett becslés, de objektivebb megitélésre alkalmazhatok
szamlalokamrak, fotométerek és részecskeszamlald berendezések is. A vértestek
szamlalasara hasznalt szamlalokamrak, pl. a Biirker-kamra alkalmas a spermiumok
ismert a mélysége is. A spermdt konyhasdoldattal higitjak, majd formalinnal el6lik, ezutdn
keril a kamraba. A kamra paramétereinek ¢és a higitas mértékének ismeretében
kiszamithatdé a koncentracid, a spermiumok mikroszkdoppal torténd szamolasa utan. A
fotométer az ismert mértékben higitott sperma fénytorését méri, a mérés pontossaganak
ellenérzéséhez szamlalokamraval sziikséges kalibralni az eszkozt. A részecskeszamlalo
berendezés a meghatdrozott nagysaglii részecskéket ismert méretli kapillarison valod
atdramoltatasakor elektronikus uton szdmolja meg, ezen eszkd6z méréseit is sziikséges
szdmlalokamraval hitelesiteni. A szdmlalokamra kizardlagos alkalmazasa a gyakorlatban
idéigényes, de mégsem hagyhato el teljesen a miiszerek kalibraldsa miatt (PECSI, 2007).

Az €16 ¢és holt sejtek aranyanak megallapitasara kiilonbozo sejtfestési eljarasokat
alkalmaznak, mint az eozin-nigrozin festés, az opalkék festés vagy a bromfenol-kék festés.
Ezen eljarasok kozos miikodési elve, hogy a holt sejtek megfestddnek, az €16k viszont
nem. Az ¢l6 és holt sejtek ardnya szoros Osszefliggést mutat a motilitassal, ezért a
gyakorlatban nem szokas mindkettdt elvégezni, hanem altalaban csak a motilitast figyelik,
azonban a vitdlis festések alkalmazhatéak ezen eredmények szaroprobaszerii
ellendrzésére. Az idegen anyagok megallapitasa mikroszkopos vizsgalatok soran torténik,
arészletes felderitést fixalt és festett preparatumokon lehet elvégezni. A vizsgélatok soran
az Osszes nem odailld sejtet keresik, mint pl. a voOrdsvértesteket, amik vérzésre, a
fehérvérsejteket, amik gyulladasos folyamatokra utalnak, illetve a nemi traktusbol,
els6sorban a tasakbdl szarmazé hamsejteket, amik megndvekedett szama szintén
gyulladdsos megbetegedéseket indikal. Ezen kiviil keresik az éretlen és rendellenes
ondosejteket is, amik bikanal 1-2%-ban még elfogadhatok, azonban ennél magasabb
aranyban kérés allapotot jeleznek (PECSI, 2007).

A biologia probdk az ondoban lezajlo élettani folyamatokbol kovetkeztetnek a
spermiumok ellenalloképességére és a termékenyitOképességére. Két {6 csoportjat
kiilonboztetjik meg ezeknek a probaknak, a sejtek oxigénfogyasztasat és az
anyagcserefolyamatokat mérdket. Citorespirométerrel megallapitottak, hogy a jobb
termékenyitOképességli  bikdk  sejtjei  intenzivebb  oxigénfogyasztok. Az
anyagcserefolyamatokat redukcids probaval mérik, metilénkékoldatot adnak az ondohoz,
ami a sejtek anyagcserefolyamatai eredményeként felszabadulé hidrogén hatasara
redukalédik és elszintelenedik. Minél nagyobb a sejtek életképessége, annal nagyobb az
anyagcseréjiik és annal gyorsabban kovetkezik be az elszintelenedés. Kivaldo mindséglinek
szamit a termékenyitdanyag, ha 3-4 percet vesz igénybe a szinvaltozas, a hasznalhatdsag
hatarértéke 6-10 perc, ennél hosszabb id6 felett mar kiselejtezik a mintat. Az



ellenalloképesség is Osszefiigg a termékenyitOképességgel, igy ennek megallapitasara
rezisztenciaprobat alkalmaznak. Az ondot sorozatosan higitjak, majd mikroszkép alatt
figyelik a sejtek mozgasat. J6 mindségi bikaond6 20 000-40 000-szeres higitasu is lehet,
10 000 alatt azonban nem alkalmazzak a spermat mesterséges termékenyitésre. A
hottiréproba soran 46°C-os vizben vizsgaljak a sejtek hovel szembeni ellenalloképességét
egy oran at, a j6 mindségli ondoban 20% alatti a sejtek pusztulasa. Az élettartamproba a
sejtek eltarolhatdsagat igyekszik felderiteni, a kémcsoveket +4 °C-on taroljak €s naponta
vizsgaljak. J6 minéségii onddban a sejtek 65-70%-a még 5 nap multan is életben van
(HARASZTI-ZOLDAG, 1993).



2.5. Spermiummorfologia jelentosége, vizsgalati lehetoségei

A termékenyités hosszu és viszontagsagos folyamat, igy a sikeres véghezviteléhez
kulcsfontossagl, hogy a himivarsejtek megfeleld felépitéssel rendelkezzenek és be tudjak
tolteni funkcidjukat. Ezért kiemelt fontossaga a spermiummorfolégia teriilete, hiszen a
mesterséges termékenyités folyaman még tobb sejtkarositd hatason esnek at a
spermiumok, mint a természetes parzas soran. Gondoljunk csak szarvasmarhanal a
sejtfagyasztas és felolvasztas procedurajara, vagy a szamos laboratoriumi vizsgalatra, a
spermahigitasra és a spermavételtdl az inszemindalasig elteld, gyakran nem kevés idd
tényezdjére. A sejtek torvényszertien bekovetkezd amortizdcidja mellett a gylijtés €s
kezelés soran elkdvetett emberi hibak is csokkentik a termékenyitOképességet. Emellett a
morfologiabol kovetkeztethetiink szamos, az allat szervezetében zajlo folyamatra, ugy,
mint a spermatogenezis vagy spermiogenezis lefolyasa soran felmeriilé problémakra vagy
a jarulékos nemi mirigyek fertdzésére. Igy hat fontos tudni a sejtek felépitését és az
ivarszerveket érintd problémak mellett a csokkent fertilitas tényét is magdban hordozza A
hagyomanyos mikroszkopos morfologiai vizsgalat a hétkoznapi gyakorlat sordn
tulsagosan id6igényes és nagy tapasztalatot igényl6 feladat, igy a rutinmunka soran nem
alkalmazzak. Viszont mesterséges termékenyitésbe jonnan belépd bikandl vagy késébb
jelentkez6 problémak esetén részletes morfologiai analizist kell lefolytatni. Ha megfelel6
moédon lett elvégezve a vizsgalat, a csokkent termékenyitéképességli himek
kiselejtezésének alapjaul szolgalhat. Azonban a tesztek megbizhatdsaga nagymértéken
fligg a vizsgalatok koriilményeitdl, hogy megfeleld protokollt és eszkdzoket alkalmaztak
—e (NAGY etal. 2013).

A vizsgalatot altaldban fixalt és festett keneteken szoktdk végezni, azonban
alkalmazhatoak higitott festetlen preparatumok is, ez utobbiak elénye, hogy nem
keletkezik miitermék, azonban a részletek is kevésbé latszanak. A sejtfestési eljarasok
elézménye a sperma higitasa, majd kenetkésztés. A targylemezre cseppentett, masik
targylemezzel lefedett ondot szobahdmérsékleten beszaritjak, majd alkohollal fixaljak.
Ezutan kovetkezik a festési eljarasok egyike, az, hogy melyiket alkalmazzak, a vizsgalat
céljatol is fiigg. A hagyomanyos festési eljarasok koz¢ tartozik a teljesség igénye nélkiil a
metilénkék-festés, eozin-nigrozin-festés, opalkék festés, Giemsa festés, Feulgen-féle
festési eljaras, stb (PECSI, 2007).

Napjainkban a lasst, munkaigényes €s szubjektiv spermiumbecslési eljarasokat
felvaltjdk a gyors, objektiv €s preciz szamitdgépes technoldgidk. A két leggyakrabban
alkalmazott ilyen modszer a szdmitogép-asszisztalt spermiumvizsgalat (CASA) illetve az
aramlasi sejtanalizis, azaz flow citometria. Mindkét modszer szamitdogépes szoftverek
segitségével objektiv értékek alapjan és reprodukalhaté moddon elemezi a spermat. A
motilitasat, emellett olyan spermamindséget befolyasolo tulajdonsagokat is, mint a sejtek
vitalitasa és DNS-fragmentacio (ZUIDEMA et al., 2021).

M¢ég hatékonyabb ¢és nagyobb teljesitményli modszer a flow citometran alapulo
spermiumvizsgalat, amely masodpercenként akar 1000-2000 spermiumot is képes
megvizsgalni. A spermiumok a hordozofolyadékban aramolva egyenként athaladnak egy
lézersugaron, majd az optikai rendszer a sejtek altal visszavert fénybdl és a sejt
fluoreszcencia intenzitasabol nyer informacidkat a sejtek méretérdl, Osszetettségérol,
DNS-tartalmaro6l, stb. A mintahoz adott kiilonb6z6 fluoreszcens festékek gerjesztése altal



lehetévé valt az olyan spermiummindséget meghatirozé tényezOk, mint az
akroszémaintegritas, mitokondridlis membranpotencial vagy a kromatinstruktara
vizsgalata, illetve kiilonboz0, a fertilitast befolyasold biomarkerek felderitése. A modszer
egyik kiemelked6 elonye, hogy a sejtekrdl egyenként szolgaltat informaciot, lehetové téve
ezzel a bika termékenyitGadagonkénti értékelését is. Jelenleg is ezt a technologiat
hasznaljadk spermaszexalaskor, amikor is egy DNS-hez ko6tédo fluoreszcens festék
segitségével mérik a sejt DNS-tartalmat, szétvalogatva az X és Y kromoszémaval
rendelkezé sejteket. A technika tovabbi kiaknazasra vard potencialt rejt magaban
biomarker alapti spermaszelekcios eljarasok, a sperma szexalas kiméletesebbé ¢és
hatékonyabba tétele, illetve spermafagyasztasi tolerancidval Osszefiiggd gének
meghatdrozasa formdjaban. A technologia haladidsa egyéb vizsgdlati moddszerek
elterjedését eredményezheti, mint pl. a képalkotd aramlasi citometria (image-based flow
citometry), amely képes a sejtekrdl egyesével képet késziteni, ezaltal lehetdvé téve
biomarkerek sejten beliili beazonositasat (ZUIDEMA et al. 2021).

Szintén automatizalt spermaértékelési mod az automatizalt spermiummorfologiai
analizis, ASMA, amely eldsz6r emberre lett kifejlesztve, majd mas fajokkal kapcsolatban,
pl. szarvasmarhan is alkalmaztdk. A hagyomanyos ASMA vizsgilat soran a
fénymikroszkop egy képanalizald szoftverrel van dsszekdtve €s a spermium feji részének
paramétereit méri, gy mint a hossz, szélesség, teriilet, keriilet vagy egyéb részek, mint az
akroszéma, kozéprész vagy farokrész. A spermium fejének szamszerisitett adatai
bizonyitottan 0sszefliggésben allnak a sejt kromatinstruktirajaval, igy altaluk megitélhetd
a sejtek termékenytOképessége. Az ASMA technika megbizhatdo eredményeket hoz,
azonban a nem egységes festési eljarasok miatt az eredmények nehezen 0sszehasonlithatok
kiilonb6z6 kutatasok kozott (NAGY et al., 2023).

A hagyomanyos fénymikroszkoppal torténd szubjektiv morfologiai analizis
valtoz6 eredmények hoz a kiilonbozd technikdk, kenetkészitések ¢és értékelési
rendszereknek koszonhetden. A vizsgalatok kevéssé megismételhetdk és szamos esetben
nem hordoznak statisztikai jelentdséget, mert nem lett elég szamu himivarsejt
megvizsgalva, ami nagyon iddigényes elfoglaltsadg, igy elengedhetetlen a kutatds és az
ipardg szempontjabol a hatékonyabb moddszerek alkalmazasa. Azonban sem a flow
citometria, sem az ASMA modszer nem képes a spermium morfoldgiai vizsgalatara. Erre
keresve megoldast, a slit-scan flow citometriat (SSFCM) sikeresen alkalmaztak tobb
emldsfajta  spermiumfejének mérésére, DNS-specifikus fluoreszcens festékek
segitségével. A modszer alkalmas lehetne a spermiumabnormalitasok feltérképezésére,
azonban a legtobb gyakorlatban hasznalt flow citometria berendezés nem tartalmazza a
hozza sziikséges beallitasokat és alkatrészeket. Egy masik alternativ spermavizsgalati
modszer a pulse shape analysis, PulSA. A modszer sikeresnek bizonyult kiilonb6z6 méret
részecskék analizdlasdban, illetve intracellularis fehérjék mozgasdnak nyomon
kovetésében. A modszer a fluoreszcens festékkel megjelolt sejtek pulzusprofiljanak
magassagat és hosszat méri. A PuLSA modszer potencialjat spermiummorfoldgiai
vizsgalatok kapcsan tesztelte NAGY és munkatarsai, amely kisérlet soran bika és mén
spermat kevertek 0Ossze kiilonboz0 ardnyban, hogy lemodellezzék az inszeminald
adagokban eléforduld kiilonb6z6 mértékii  sejtanomalidkat. A  modszer jol
alkalmazhaténak bizonyult a hibds mintak ¢és rossz termékenyitOképességii himek
kiselejtezésében, lehetdvé téve a hosszadalmas €s munkaigényes morfologiai vizsgélat
elvégzését kizardlag ezeken a spermaadagokon (NAGY et al, 2023).



A spermiumok defektusai lehetnek o6roklottek, illetve szerzettek. Ezen kiviil a
sejten beliili elhelyezkedésiik alapjan, mint feji, farok- vagy kozéprészen fellelhetd, illetve
sulyossaguk alapjan stlyos és kevésbé jelentds, és eredési helyiik alapjan kiilonboztetiink
meg spermium abnormalitasokat. A here a primer rendellenességek, mint a fej, torzs,
kozéprész és farok defektusainak sziiletési helye, amely a spermiogenezis zavarat jelzi. A
szekunder defektusok a mellékherében alakulnak ki, ilyenek pl. a levalt fej, gorbiilt farok,
proximalis €s disztalis plazmacseppek. A harmadik eredési hely a jarulékos mirigyek, vagy
ejakulacié utani folyamatok. RODRIGUEZ-MARTINEZ (2007) szerint a rendellenes
spermiumok aranyanak szarvasmarhaban 10% alatt kell lennie, illetve a tobbi
paraméterben (akroszoéma, kozéprész, farok ¢és proximalis citoplazmacseppek) az
anomalidk szama nem haladja meg egyesével az 5%-ot, vagy egylittesen a 10-15%-ot
(AL-MAKHZOOMI et al., 2008).

Jelen gyakorlat szerint 25 kiillonb6z6 valtozatat tartjdk nyilvan az abnormalis
felépitési spermiumoknak szarvasmarhdban. Blom beosztdsa alapjan gyakran két
csoportra bontjak a sejtdefektusokat, egy jelentdsebb és egy kevésbé jelentés csoportba. A
jelentés spermaabnormalitasok k6zé a fejletlen, duplafejii, fej nélkiili, ,.knobbed”
akroszomaju spermiumok, a diadém defektus, a korte alaka fej, keskeny fejalap,
abnormalis korvonal, Kicsi, abnormalis alak( fej, a dugéhuzé defektus, rovidebb farok,
proximalis plazmacsepp, DAG-defektus ¢és a torott nyaki rész tartozik. Kevésbé
jelentékeny hibak a keskeny fej, a Kicsi, normalis alaku fej vagy az oriasi, illetve rovid,
széles fejforma, a levalt akroszoma membranok, a disztalis plazmacseppek, hajlott farok,
vagy az idegen sejtek jelenléte. Utdbbi spermahibak is tudjak a fertilitds csokkenését
okozni, ha nagy szamban vannak jelen az onddban. Kutatasok azt mutattak, hogy a jelentds
hibatipussal rendelkezé sejtek nagyobb szazalékban hordoznak magukban karosult DNS-
t, mint a nem jelentds rendellenességgel rendelkezok (ENCISO et al, 2011).

A fertilitas sikertelenségének két oka lehet, az elsd a termékenyités meghiusulasa,
vagyis a sperma nem tudott eljutni és hozzako6tddni a petesejthez, a masik pedig az embrio
hibas fejlddése ¢és elhaldsa, ami pedig a spermium termékenyitésre valo
alkalmatlansagéabdl ered. Mindkét allapot az ondo elégtelen mindségére vezethetd vissza.
Az imént emlitett okok alapjan kompenzalhatd ¢és nem kompenzalhato
spermarendellenességeket kiilonbdztethetiink meg. Kompenzalhat6
ondorendelleneségekkel bir az a bika, amelyik termékenyitéadagjdban a sejtek nagy
aranyban csokkent életképességiliek, vagy hibas morfologiajuak, pl. abnormalis fej — vagy
farokalakulasokat hordoznak. Ezekkel egyiittesen ismeretlen faktorok (funkcionalis és
molekularis egyarant) is megakadalyozzdk a spermium hozzaférését és kotddését a
petesejthez. Az ilyen allat termékenyitoképessége csokkent, azonban bizonyos mértékig a

crer

Nem kompenzalhatonak tekintjiik, azokat a rendellenességeket, amik jelenlétekor
a szubfertilis him termékenyitdképessége nem javithato a termékenyitd adag sejtszdmanak
novelésével. Azok az ondodsejtek, amelyek ilyen rendellenességekkel birnak, képesek
ugyan a petesejtbe hatolni és megtermékenyiteni azt, de az embriofejlédés zavart szenved
¢s altalaban korai magzatelhaldst eredményez. Ennek oka, hogy az ilyen termékenyitd
sejteknek hibds a kromatindllomanya, azonban ez a sejt alakuldsin nem mindig
észreveheto, erre alkalmasak a spermium DNS-¢ét vizsgalo tesztek (SAACKE, 2008).



2.6. Spermamindség és a fertilitas kapcsolata

A termékenyités hosszu €s viszontagsagos folyamat, igy a sikeres véghezviteléhez
kulcsfontossagu, hogy a himivarsejtek megfeleld felépitéssel rendelkezzenek €s be tudjak
tolteni funkcidjukat. A fertilitas tehat a spermium azon képessége, hogy eljuttassa a him
zigétat hozzon létre. Ezen tulajdonsag harom tényezotol fligg, ezek a bika szexualis
teljesitménye, a himivarsejt mindsége €s a him és ndstény kozotti interakcio hatasa, amirdl
azonban még viszonylag kevés informacio all rendelkezésilinkre. Mindhdrom tényezonek

nagy jelentésége van a feldolgozas és a termékenyités kiilonb6z6 fazisaiban (BOLLWEIN-
MALAMA, 2023).

A fertilitasnak kiilonb6zo fokait kiillonboztetjikk meg, a steriltél az optimalis
termékenyitoképességig terjed a skala. A sterilitas a him teljes és végleges képtelenségét
jelenti a termékenyitésre, a szubfertilis bika onddjaban csokkent szadmi spermium
talalhato. Infertilisnek nevezik a reprodukcios képesség ideiglenes elvesztését, mig a
fertilis allat idalis modon képes utdédot nemzeni. A bikak csokkent fertilitdsi aranyat
szadmos kutatas vizsgalta, ugyanis a gazdasdgossagot jelentdsen befolyasolo tulajdonsagrol
van szd. Az eredmények azt mutatjak, hogy megkozelitdleg minden 6todik allat alacsony
termékenyitOképességli az elégtelen spermamindségnek vagy fizikai alkalmatlansagnak,
esetleg mindkettonek kdszonhetden. Ha a parzasi készséget is szamitasba vessziik, ez az
arany 4 bikabol 1 csokkent fertilitast allatra ndvekszik (BARTH, 2018).

A bikak tenyésztésbe vételéhez harom paraméternek kell megfelelniiik. Ezek a
fizikai allapot, a parzasi kedv és a spermamindség kielégitd megléte. Ezeken kiviil a
betegségektdl valo mentesség is elengedhetetlen kdvetelmény. A spermamindséget €s
mennyiséget szamos tényez0 befolyasolja, tobbek kozott az allat kora, kondicidja, mind a
tulzott plusz, mind a minusz kondicid negativan hat a fertilitdsra. Az allat egészségi
allapota és a fizikai abnormalitdsok, kiemelten a 1ab, herezacsko és herék allapota is
befolyasolja a termékenyitoképességet. A herekdrméret bizonyitottan 6sszefliggésben all
a spermiumok mindségére, a nagyobb herekdormérettel rendelkezd himek spermiumaiban
nagyobb szamu €16 és morfologiailag egészséges sejtek taldlhatok. A kornyezeti tényezok,
mint az évszak és fotoperiddus hatasa, Osszefiiggésben a taplalkozéssal és a takarmany
mindségével kiillondsen a szabadon tartott allatokon érezteti hatasat. Mindezek mellett az
emberi kezelés is eredményezheti a spermium minéségének romlasat (BARTH, 2018).

Ahhoz, hogy a sperma részt vehessen a termékenyitésben, elébb at kell esnie a
laboratoriumi vizsgalatokon. Ez a mesterséges termékenyitdallomasokon a spermavétel
utdn azonnal megvizsgaljak az ejakulatum szinét, stirliségét, szennyezo €s idegen anyagok
altalaban fotométert hasznalva. Ezen kiviil a spermiumok motilitdsa és a morfologiailag
abnormalis sejtek is felderitésre keriilnek. Ezen felsorolt tényezok alapjan kovetkeztetnek
a fertilitasra €s az eredmények alapjan keriil a termékenyitdadag tovabb feldolgozasra vagy
selejtezésre. A fagyasztds utani motilitdsvizsgalat is rutin, ugyanis ellendrizni sziikséges,
hogy a sejtek taléltek —e a mélyhiitést. A spermiummorfologiai vizsgalatok
megbizhatosaga vitatott, tekintve a vizsgdldo szubjektivitasat, a megszamolt sejtek
elegend6 mennyiségét, illetve a kiilonbozo értékelési rendszereket (AL-MAKHZOOMI et
al., 2008).



Ezutan veszi kezdetét a sperma termékenyitésben valo felhasznéaldsanak iddszaka,
amely soran meghatarozzak a him fertilitasat. Erre leggyakrabban a termékenyiilési aranyt
alkalmazzak, vagyis hogy termékenyités utan altalaban 56 nappal szamolva hany ndstény
nem ivarzott vissza, ez a non-return rate (NRR). Ez a mutatoszam egyszerii, de nem pontos
meghatarozasa a bika termékenyitoképességének, ugyanis a visszaivarzasokat szamos
egyéb tényezo is befolyasolja, igy a NRR helyett egy statisztikailag korrigalt szdmot, a
corrected non-return rate-et (CNRR) hasznalnak, ami szamitasba veszi ezeket a
befolyasold hatasokat is. Ezt a szamot idérél iddre ujrakalkuladljak az elvégzett
termékenyitések fényében (AL-MAKHZOOMI et al., 2008).

A spermamindség ¢€s fertilitds kapcsolata komplex, minden egyes spermiumnak
rendelkeznie kell szdmos olyan tulajdonsaggal, ami elengedhetetlen abban, hogy meg
tudja termékenyiteni a petesejtet. A laboratoriumi sperma vizsgalatok soran csak néhanyat
ellendriznek ezen tulajdonsagok koziil, ezért a vizsgalatok nem tudjak pontosan megitélni
a minta fertilitdsi potencidljat, azonban arra alkalmasak, hogy a rossz
termékenyitOképességli ejakulatumokat kiselejtezzék. A spermamindség ellendrzések
célja, hogy megitéljék a spermaminta potencidlis fertilitasat gyors és olcs6 modszerek
segitségével (MOCE-GRAHAM, 2007).

A laboratériumi in vitro vizsgalatok soran a spermium azon tulajdonségait
vizsgaljak a fertilitassal sszefiiggésben, amik elengedhetetlenek ahhoz, hogy a sejt képes
legyen a funkcidjat betolteni és sikeresen elvégezni a termékenyitést. Ezek a vizsgalatok a
sperma motilitasra, a morfoldgiara, a plazmamembran integritasra, a mitokondrialis
aktivitasra, a sejt kapacitaciés képességére és az akroszéma reakciora, valamint a
petesejthez valod kotodés és termékenyités képességére és DNS épségére terjednek ki.
Szamos kutatas talalt dsszefiiggést az in vitro tesztek eredményei és az in vivo fertilitasi
aranyok kozott, azonban a korrelaciok nagyfoku véltozatossagot mutatnak egyes kutatasok
kozott (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

A motilitdsvizsgalat azon vizsgalatok egyike, amit minden alkalommal elvégeznek.
A vizualis vizsgélata a spermiumok mozgasképességénk egyszerli és nem igényel
koltséges felszerelést, azonban csak egy fontos attribitumot vizsgal és nagymértékben
befolyéasolja az emberi szubjektivitas. Ez a human tényezd kivalthatd fényképes analizis,
vagy szamitdogépes spermamotilitas vizsgalat (CASA) alkalmazasaval. A masik
standard rutinvizsgédlat a morfologia, ugyanis ahogy a motilitds, ugy a morfologia
kapcsolatat is megallapitottdk a fertilitassal. Nagyobb szdzalékban abnormalis
azon mintaké, amiben nagyobb aranyban voltak a helyes felépitésii sejtek. A morfologiai
vizsgalatok elvégezhetok vizualisan vagy automatizalt morfometrids becslések altal.
Neéhany spermiummorfologiai defektus kompenzalhato a sejtek szaméanak megnovelésével
az inszeminaldadagban, mig masoké nem (MOCE-GRAHAM, 2008).

Az olyan sejttulajdonsdgok, amelyek a sejt integritdsat befolyasoljak,
létfontossaguak ahhoz, hogy a sejt megfeleld felépitéssel rendelkezzen és képes legyen a
feladatat betolteni, Ilyen tulajdonsdg a plazmamembran integritds és stabilitds. A
spermium sejthartyajanak harom jol elkiilonithetd részét kiilonboztetjilk meg, habar egy
egybefiiggd sejtalkotorol van szd. Ezek a részek a kiils6 akroszomalis membrant borito, a
posztakroszomalis sapka részt, illetve a kozép- és farokrészt fed6 részek. A klasszikus
vizsgalatok a sejt életképességét allapitjdk meg a sejthartya épsége altal kiilonbozo



membran-impermeabilis festékeket alkalmazva. Azon sejtnek, amelyik megfestodott, nem
mikédik megfeleloen a sejtfala, tehat halottnak tekinthetd. Ilyen eljarasok a
konvencionalis vitalis festékek, mint az eozin-nigrozin festés, vagy az ujabban alkalmazott
a sejt DNS-éhez, vagy a citoplazmaban 1év6 enzimhez kot6do fluoreszcens festékek, p. a
propidium-jodid vagy az etidium-bromid. Ezek a festések a posztakroszomalis
plazmamembran integritdsat képesek felderiteni, az akroszomalis rész €pségét a kiilso
akroszomalis membrannal egylitt szoktdk vizsgdlni, friss vagy fixalt spermiumokon,
mikroszkopos, fluoreszcens sejtfestési vagy aramlasi citometridas modszerekkel. A
kozéprész membranintegritasat motilitasvizsgalatokkal, vagy hipoozmotikus teszttel
(HOS) szoktak megallapitani (MOCE-GRAHAM, 2008).

A mitokondridlis aktivitds is Osszefliggésben van a sejt életképességével és
motilitasaval, és vagy kozvetetten, motilitasvizsgalatok altal, vagy kozvetlen mddon,
specialis fluoreszcens festéssel, (pl. rodamin 123, JC-1) mérhetd, amelyek az aktiv és
inaktiv mitokondriumokat jelolik meg. A sejtekrdl kibocsajtott vords vagy zold szin ardnya
alapjan lehet megallapitani, hogy miikodnek-e, a mozgéasképes himivarsejtek tobb voros
fényt bocsajtanak ki, mig a mozgasképtelenekben nagyobb a zold szin ardnya a vordséhez
képest (MOCE-GRAHAM, 2008).

A petesejt megtermékenyitéséhez a himivarsejtnek el6bb egy Osszetett a membrant
és a sejt belsd Osszetételét egyarant érinté enzimreakcio-sorozaton kell végigmennie, ez a
kapacitacio folyamata. A friss ejakulatum spermiumai még nem képesek a kapacitaciora,
mert a szemindlis plazma fehérjéi stabilizaljdk a membranjukat. Ahhoz, hogy a
membranok destabilizacioja megtorténjen, a sejteknek a néi nemi utak szekrétumaiban kell
1d6zniiik, amely hatdsara megvaltozik a membran Osszetétele. Ez a folyamat eldidézhetd
in vitro koriilmények kozott is, a vizsgalat célja pedig, hogy felmérjék, melyik spermiumok
képesek a kapacitaciora, ami eldfeltétele az akroszoma reakcionak, ami a termékenyités
megtorténéséhez sziikséges. A kapacitacid vizsgalatakor a folyamat soran fellépd
valtozasokat igyekeznek detektdlni, mint pl. a plazmamembranban létrejovo
lipidatrendezddés mértékét fluoreszcens festékkel (pl. filipin, merocianin 540) és flow
citometridval kimutatni, vagy a sejten beliili Ca®*-szint valtozdsit CTC teszttel
a megnyitdsat szolgdlja, hogy a spermiumok be tudjanak hatolni a petesejtbe és
megtermékenyiteni azt. A zona pellucida specidlis enzimjei biztositjak azt, hogy csak egy
spermium tudja a termékenyitést elvégezni, ne alakuljon ki polispermia. Az akroszéma
rekacio el6idézhetd laboratoriumi koriilmények kozott is a spermiumokhoz adott
homogenizalt és feloldott zona pellucidat tartalmazd reagenssel, vagy a beldle izolalt
specifikus fehérjékkel. Az akroszoma-reakcioban részt vevo sejtek felderithetdk sejtfestési
modszerekkel, vagy fluoreszcesn festékkel megjeldlt foldimogyord agglutininokkal.
Szignifikans korreldciot irtak le az akroszoma-reakcid6 mérteke €s az in vivo fertilitas
kozott (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

A spermium sikeres kotddése a zona pelluciddhoz kritikus 1épés a
megtermékenyités soran. A kotddés fajspecifikus és kizarolag a kapacitalt spermiumok
képesek ra, a folyamatra az akroszéma reakciot megel6zden keriil sor. A spermiumnak
muszdj ép akroszomaval rendelkeznie és sikeresen tulesnie a kapacitacion ahhoz, hogy a
penetracios enzimjei felszabaduljanak és kotddni tudjon a zona pellucidahoz. In vitro
koriilmények kozott szamos teszt elérheté a spermiumok zona pellucidahoz valo
kotédésének eldidézésére, amelyek egész vagy hasitott zona pellucidat tartalmaznak. A



kotodés bizonyitottan Osszefiiggésben van a fertilitdssal, azonban a tesztek
Mmegbizhatdsaga vitatott, ugyanis a tesztek nem mindig foglaljdk magukba a sejtek
kapacitaciojat a vizsgalat elvégzés el6tt. Ha kapacitalt spermiumokat tesztelnek a zona
pellucida penetraldsanal, megbizhatébban megallapithatd a sejtek fertilitisa. A zona
pellucidaban a polispermia megakadalyozasa miatt megragadt spermiumok fertilisnek
tekinthetok, mert képesek voltak kotddni hozza, igy feltételezhetden rendelkeznek minden
olyan kritériummal, ami a petesejt megtermékenyitésének ezen fazisdhoz sziikséges
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2007).

A fertilitds megitélésére alkalmas teszt az in vitro termékenyitése petesejteknek.
Ehhez altalaban zona pellucida mentes ivarsejteket hasznalnak és az apa genetikai
potencialjat a keletkezd zigdta megvizsgalasaval allapitjadk meg. A tesztek informaciot
szolgaltatnak a spermium kapacitaciés képességérol, akroszoma rekcidban valo
részvételérdl, a termékenyités sikerességérdl €s normalisan fejlédd embriod 1étrehozasarol.
A tesztek eredményeibdl kovetkeztetnek a relativ in vivo fertilitdsara a him allatnak. A
becslések megbizhatosagat befolydsolja a tény, hogy az ivarsejtek mesterséges kozegben
talalkoznak, ahol a koriilmények nem azonosak a természetes termékenyités feltételeivel,
emellett a felhasznalt petesejteket szuperovulacid soran, vagy éretlen allapotban nyerik,
igy nem garantdlhat6, hogy ugyantgy reagalnak, mint az természetes modon ovulalt
petesejtek. Emellett az in vitro fertilizdcid sordn a sejtek ardnya sem egyezik meg a
természetes termékenyitésben részt vevo sejtekével, dltaldban a spermium:petesejt arany
tulzott mértéki, ezaltal pontatlan becsléseket eredményezve. Emellett a modszer nem teszi
lehetévé a nagyszamu petesejt megtermékenyitését, igy az eredmények csak
hozzavetélegesek (MOCE-GRAHAM, 2008).

Ilyen petesejt penetracios tesztet végzett el 1995-ben HENAULT és KILLIAN,
amikor kiilonb6z6 bikak spermajat eltéré szini fluoreszcens festékkel jelolték, majd a
mintakat 6sszekeverve tesztelték a himek termékenyitdképességét, a spermiumok in vitro
termékenyitése altal. A him 6rokitéanyag jelenléte a petesejt plazmajaban a termékenyités
sikerét bizonyitotta, a kiilonbozd jelolések altal pedig az egyes himek fertilitasat lehetett
megallapitani.

A sejt genetikai allapota nem feltétlentil befolyasolja a képességét, hogy eljusson a
termékenyités helyéig ¢és megtermekenyitse a petesejtet, de a létrejové embrio
fejlodésében dontd szerepe van a DNS integritasanak. A genetikai dllomany megitélésére
két Ut vélaszthatd, vagy az embriondlis fejloddés menetét figyelik erre alkalmas
vizsgalatokkal, azonban ezek a tesztek koltségesek és viszonylag kevés spermium
értekelésére alkalmasak. A masik lehetdség a fertilitdssal bizonyitottan korrelald6 DNS
integritds vizsgalata, erre négy eljarast ismernek a gyakorlatban. Gyakrabban hasznalt
vizsgalati modszerek a Comet assay és a Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA), mig
ritkibbak a TUNEL teszt és az akridin-narancs festés. Az SCSA spermium-
szaltorések jelenlétével, miutdn a minta savas kezelésnek lett aldvetve. Ezutan a
spermiumok akridin-narancs festékkel vannak megfestve, ami az ép DNS-t zoldre, mig a
karosodottat narancsra szinezi. Flow citometriaval mérik az egyes spermiumok altal
kibocsajtott zold és vords szin egymashoz viszonyitott aranyat. Az SCSA altal biztositott
DNS-integrités analizis gyors €s nagyszamu spermium objektiv megvizsgalasara alkalmas
(MOCE-GRAHAM, 2008).



Ezek a fertilitast célzo6 tesztek a standard napi spermavizsgalat soran nem fordulnak
eld, egyelore kisérleti jelentoségiik van. A kiilonbozé vizsgalatok eredményeinek
Osszehasonlitasa szamos akadalyba iitkozik a kiilonbozé moddszerek és laboratdriumi
koriilmények végett. Emellett szamitasba kell venni a nagyfokt eltérést a bikdk egyes
ejakulatiumai és az egy ejakulatumon beliili spermiumok kozott, mind a sejtek allapota,
mind a spermakezelés soran tandsitott stressztliréképességiik tekintetében. Onmagaban
egyik vizsgalat sem tudja elérejelezni a spermium termékenyitOképességét, a modszerek
kombindldsa nagyobb bizonyossaggal tudja a potencialis fertilitdst megitélni. A
vizsgélatok a vitalitdst megallapité probak és a motilitasi tesztek elvégzését talaltak a
leginformativabbnak, ugyanis ezek a tulajdonsdgok tobb szintéren is 0Osszefiiggést
mutatnak a fertilitassal (MOCE-GRAHAM, 2008).

Napjainkban egyre tobb kutatds foglalkozik a fertilitas meghatarozasaval a
hagyomanyos spermamindségvizsgalatokat, mint mikroszkopos morfologiavizsgalat,
szamitogép-asszisztalt sejtanalizis vagy aramlasi citometria 6tvozve a molekuléris
bioldgiaban haszndlt modszerekkel. Az olyan innovativ technikdk, mint a kvantitativ PCR,
reverz-transzkriptaz PCR, DNS chippek (DNA microarrays) vagy nagy teljesitmény(i RNS
szekvenalas, amik a sejt RNS és fehérjefelépitésének felderitését célozzak, segitségére
lehetnek egyes, fertilitast jelz6 biomolekuldk és markerek beazonositdsanak. A vizsgalatok
Osszefliggéseket talaltak szamos sejtalkotdo molekula és olyan tulajdonsagok kozott, mint
a spermiumok vitalitdsa, akroszéma-integritds €s mitokondridlis miikodés, amelyek
befolyasoljak a fertilitast. Mivel azonban ezekkel a hagyomanyos spermiummorfoldgia is
foglalkozik kozvetetten, ezek a kutatasok egyeldre elméleti jelentdségiick, azonban a
jovoben elképzelhetd, hogy a technika fejlodése lehetdvé teszi egy gyorsabb, objektiv,
biomarkereken alapuld spermiumszelekci6 1étrejottét (BOLLWEIN-MALAMA, 2023).



3. Anyag és modszer

A vizsgalatok Keszthelyen, a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Georgikon Campusan, az Allattenyésztési Tudomanyok Intézet Szaporodasbiologia
laboratoriumaban keriiltek sorra. A kisérletben felhasznalt 20 db spermamintat a
Magyartarka Tenyésztok Egyesiilete bocsajtotta rendelkezésiinkre. A termékenyitdadagok
kozott termékenyitésre alkalmas és alkalmatlan adagok is szerepeltek.

A kisérletem célja a spermiumfejek teriiletének lemérése utan a kapott adatok és a
termékenyitOképesség kozotti kapcsolat vizsgalata volt. A keneteket Feulgen-festéssel
festettiik meg.

3.1 Feulgen festés

A Feulgen festést 1924-ben dolgozta ki Feulgen és Rossenbeck és azota az egyik
leggyakrabban hasznalt festési eljards, ami a DNS célzott megfestését teszi lehetoveé. A
mivelet két részbdl all, az els6 a savas hidrolizis, mely soran a purin bazisok levalnak a
DNS-szalrol, és szabad aldehid csoportok jonnek létre. Ezutdn a mdasodik lépésként
hozzaadjak a Schiff-reagenset (fuchsine-sulfuric acid), igy a szabad aldehid csoportok
Osszekapcsolodnak a reagensben taldlhatod festékanyaggal (pararosaniline), lilds szinii
festddést eredményezve (CHIECO-DERENZINI, 1999). A spermiumkenetek festésére
Feulgen festdkitet alkalmaztunk (Merck 1.07907.0001), a gyart6 festési eljarasat BARTH
és OKO (1989) spermiumokra vonatkozé modositasainak figyelembevételével kovetve.

A kenetkészités és festés menete:

1. A mélyhiitott sperma felolvasztasa utdn egy cseppet a targylemezre helyeziink ¢€s a
fed6lemezzel huzva kenetet készitiink és levegén hagyjuk beszaradni.

crer

30 percig, szobahémérsékleten (22+0,5°C).
3. A 30 perc letelte utan 5 percig folyovizben atoblitjiik a keneteket.

4. Hozzaadjuk a mintakhoz a Schiff-reagenst 30 percre, a reagens fényérzékenysége miatt
sOtétben végezve a munkafolyamatot.

5. Ezt kdvetden natrium-diszulfit 6blitdoldattal 2x3 percen keresztiil 4toblitjiik a keneteket.
6. Ezutan 10 percig foly6vizben atmossuk a mintakat.
7. A keneteket szaritast kovetden lefed;jiik.

A keneteket Olympus CX40 fénymikroszkdppal, 40x faziskontraszt objektivvel
értékeltiik, bikanként 20-20 digitalis fotot készitve ToupView digitalis kamera ¢s
képrogzitd szoftver segitségével.



1. dbra: Feulgen festéssel megfestett bikaspermiumok (forras: Nagy-Javkhlan)

tordtt nyaki rész (forras: Nagy-Javkhlan)



3.2. Fotok analizalasa

A digitalis fotokat az Image-J képelemz6 szoftverrel vizsgaltam, a spermiumok
fejének teriiletét mértem. Ahhoz, hogy a program a sejtek korvonalat tudja mérni, a
képeket 32 bitessé kellett alakitanom, majd a pixeleket NaN pixellé konvertalnom, igy
csak a sejtek alakja lett lathato. A pixelek kozotti tavolsag bedllitdsdhoz Biirker-kamrat
hasznaltam a mérések kalibralasara. A program a sejtek korvonalat jelenitette meg és a
hozzajuk tartozo teriilet méretét adta meg um-ben. A szoftver nem csak a sejteket, hanem
a miterméket, sejttormeléket és a szamomra nem sziikséges farki rész teriiletét is mérte,
igy az eredmények megsziiletése utan a fotokat egyesével atnéztem és kivalogattam a
spermiumfejekhez tartoz6 adatokat. Minden értéket eltavolitottam, ami nem ép kérvonala
spermiumfejhez tartozott, igy pl. a miitermékkel szennyezett spermiumfejeket vagy
azokat, amik korvonalat nem épnek érzékelte a szoftver, viszont benne hagytam a hibas
morfologiaval rendelkezé spermiumfejek értékeit, mint pl. a korte alakt fejet. Ugyanis a
morfoldgiai hibak befolydssal vannak a fertilitdsra, a kisérlet célja pedig az volt, hogy
képes —e az adatelemzd szoftver a spermiumfejek teriiletének értékei alapjan észlelhetd
kiilonbség a rossz és jo termékenyitOképességli himek kozott. A mérések sordn dsszesen
2460 db sejt adatai keriiltek felvételre.
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3. dbra: NaN pixellé konvertalt fénykép (forras: sajat foto)



4. abra: Feulgen festéssel megfestett spermaminta (forras:Nagy-Javkhlan)

5. abra: a 4. abran lathato spermaminta Image-J Szoftver dltal elemezett rajza, a nyilak a
nem spermiumfej eredményeket jelzik (forrds: sajat foto)



3.3. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéshez a Microsoft Excel (2016) és az R commander (2.8-0
verzid) programot hasznaltam. A két bikacsoport, a jo és rossz termékenyitok spermiumfe;j
terlileteinek eredményeit hasonlitottam Gssze leiro statisztikat alkalmazva. A bikankénti
fejméret atlaganak és szoérdsanak kiszamolasa utan kétmintds F-probat végeztem, hogy
megallapitsam a szorasnégyzetek egyenldségét. Ezutan, mivel a szorésnégyzetek egyenlok
lettek, elvégeztem a két mintas t-probat az atlag és CV értékekre a két (good és bad)
bikacsoportra. A jo termékenyitd bikak 8-an, mig a szubfertilisek 12-en voltak.



4. Eredmények

A kisérlet soran 20 bika, koztik jo ¢€s rossz termékenyitOképességlick
spermamintait festettiik meg Feulgen festéssel, majd a kenetekbdl késziilt digitalis fotokat
képelemzd szoftverrel analizaltam. A kisérlet célja a fejméretek €s a fertilitdas kozotti
kapcsolat felderitése volt. Az 1. tdbldzatban lathatok a bikak besorolasa jo - good (Q) és
rossz - bad (b) bikacsoportba, a hozzajuk tartozo atlag, széras (SD) és a variaciods

koefficiens (CV%) értéke.

BULL | OSZTALY | ATLAG | SD CV%
bull.1 g 21,80 1,82 8,33
bull.2 g 20,78 1,59 7,64
bull.3 g 22,65 1,59 7,02
bull.4 b 20,87 1,62 7,74
bull.5 b 20,79 1,67 8,05
bull.6 b 20,15 1,80 8,91
bull.7 b 19,63 1,60 8,14
bull.8 b 19,99 1,53 7,65
bull.9 b 19,44 1,71 8,81
bull.10 |g 22,02 2,10 9,53
bullL11 |b 20,32 2,04 10,02
bullL12 |b 19,58 1,79 9,15
bull.13 |g 20,24 1,26 6,24
bull.l14 |b 19,84 2,17 10,92
bull.15 |g 19,48 1,26 6,47
bull.16 |g 20,37 2,54 12,47
bull17 |b 19,95 1,43 7,17
bull.18 |b 17,11 1,84 10,74
bullL19 |b 21,14 1,71 8,09
bull20 |g 21,25 1,85 8,70

1. tablazat
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6. abra: A jo (g) és rossz (b) bikacsoport fejméreteinek megoszlasa az datlagok alapjan

A 6. abran lathatdé a két bikacsoport fejteriileti értékeinek dobozos éabraja. A
dobozok az interkvartilis tartomanyokat jelzik, az minimum értékeket a vonal also
végpontjai, mig a maximumot a felsok. A vastag vonal a mediant jeloli.

Jo (g2) Rossz (b)
Tartoméany 3,176 4,032
Minimum 19,476 17,112
Maximum 22,652 21,144
Medidn 21,015 19,969
Atlag 21,075 19,900
Szoras (SD) 1,054 1,031
Variancia 3,176 4,032
Standard hiba 19,476 17,112
Darabszam 8 12

2. tablazat: A csoportok atlag adataira lefuttatott leiro statisztika értékei



A 2. tablazat és a 6. abra segitségével vizsgalhatjuk meg a két bikacsoport
egymashoz viszonyitott értékeit. A szorasnégyzetek egyenldségének ellendrzésére F-
probat végeztem. A p=0,05 szignifikanciaszint mellett az F érték kisebb lett (F=1,046537<
F kritikus =3,01233), mint a kritikus érték, igy a nullhipotézis, azaz a szorasnégyzetek
egyenlOsége igaznak bizonyult. Ennek ismeretében elvégeztem a kétmintas t-probat, itt az
alap hipotézis az volt, hogy a két bikacsoport fejméreteinek atlagai statisztikai
szempontbol megegyeznek. Szintén 5%-os szignifikanciaszint mellett az eredmények azt
mutattak, hogy a nullhipotézis nem teljesiil, a csoportok atlagai eltérnek egymastol, a
fejteriiletek szignifikdnsan kisebbek a rossz bikaknal (t= 2,4745 > t kritikus egysz¢éli =
1,7340). Ez a kiilonbség jol érzékelhet6 a 6.dbradn is.

A variécios koefficiens (CV%) értéke arra szolgal, hogy megallapitsuk a szoras
szazalékos aranyat az atlaghoz viszonyitva, igy képet kapunk a mintak relativ
variabilitasarol egy mértékegység nélkiilli szdm segitségével. A két csoport
Osszehasonlitasdhoz elébb itt is elvégeztem az F-probat, majd a szordsnégyzetek
egyenldségérél megbizonyosodva (F= 2,747387 < F kritikus = 3,01233) lefuttattam a
kétmintds t-probat a csoportok CV% értékére is. Az eredmények nem mutattak
szignifikans kiillonbséget p=0,05 érték mellett (t= 0,6688 < t kritikus egyszéli =1,7340),
igy arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a mintak kozott nincs statisztikai szempontbodl
jelent6s kiilonbség az atlaghoz viszonyitott szoras mértéke kozott. A proba eredményei a
3. tablazatban és 7. abran keriilt szemléltetésre.

J6 (2) Rossz (b)
Tartomany 6,232 3,742
Minimum 6,237 7,173
Maximum 12,469 10,915
Medidn 7,984 8,475
Atlag 8,300 8,783
Szoras (SD) 2,026 1,222
Variancia 4,104 1,494
Standard hiba 0,716 0,353
Darabszam 8 12

3. tablazat: A jo (g) és rossz (b) bikacsoport CV% adataira elvégzett leird statisztika
eredmeényei
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7. abra: A jo (g) és rossz (b) bikacsoport fejméreteinek variacios koefficiens (CV) szerinti
megoszlasa box plot diagramon

Az abran és az adatokban is megfigyelhetd, hogy a j6 bikak tartomanya, a minimum
és maximum kozotti értektavolsag joval nagyobb, mint a rossz bikaknal. Nem mondhato
el ugyanez az atlagukrol és a szorasukrol, amik kdzott nem mutatkozik jelentds kiilonbség.



5. Kovetkeztetések

A kutatés régota torekszik az objektiv, szamszerisithetd és ezaltal automatizalhato
miiszeres mérések kidolgozasara a spermabiralat sordn, jelenleg ugyanis a vizsgalatok,
amiket elvégeznek a rutinmunka sordn, nem adnak teljes képet az allat fertilitasarol. A
morfologia iddigényes €s szubjektiv eljaras, emellett nincs egy nemzetkozileg elfogadott
¢s alkalmazott standard protokoll, igy az eredmények nem hasonlithatok Gssze egyes
kutatasok kozott. Ezen kihivasok legydzésére lehetne alkalmas a sperma morfometria
teriilete, ahol miiszerek segitségével, pl. kiilonb6zo digitalis képelemzd szoftverrel, mint a
kisérletben hasznalt Image-J, vagy egyéb automatizalt modszerekkel, pl. ASMA, lehetne
a spermium  paramétereit mérni, ¢és  altaluk  kovetkeztetni a  sperma
termékenyitoképességére.

A vizsgalataim szignifikans eltérést mutattak a fejtertiletek atlagai kdzott, mikor
Osszehasonlitottam a két csoportot, elmondhatd, hogy a rossz bikaknak kisebb a
membranintegritasrdl is szolgaltathat informéciot, ezért lehet jelentOsége a fertilitas
megitélésében. A szorasban nem fedeztem fel kiilonbséget a két csoport kozott. A kisérlet
bebizonyitotta, hogy a morfometrids spermiumvizsgdlat alkalmas lehet a jO €s rossz
termékenyitd bikdk kozti kiilonbség felfedezésére. Ennek a gyakorlatban a spermabirélat
soran lehet jelentdsége, ha meghataroznak egy értéktartomanyt jo, illetve rossz fertilitast
spermiumokra, majd ezen értéktartomanyok alapjan gyors morfometriai mérésekkel be
tudjak sorolni a mintdkat egyik vagy masik kategoéridba. Az iddigényes morfologiai
vizsgalat csak sziikség esetén, pl. a rossz kategoriaba keriilt mintak alaposabb vizsgalatanal
lenne elvégezve. A mennyiség, koncentracid ¢€s motilitds birdlatdval kiegésziilve a
morfometria hasznos adaptacioja lehetne a spermamindség vizsgalatnak.

Mindezek alapjan tovabbi vizsgalatok javasolhatok a modszer fejlesztésére, pl. a jo
és a rossz termékenyitOképesség hatarértékeinek meghatarozasa, illetve a méretbeli
eltéréek okainak felfedése, vagy nagyobb mintan val6 elvégzése a méréseknek, hogy a
kutatas relevancidja bizonyitva legyen. Emellett érdemes lenne vizsgalatok folytatni olyan
iranyba is, hogy vajon a morfometria képes —e elkiiloniteni jo €s rossz termékenyitd sperma
szubpopulacidkat egy mintan beliil, pl. ismerten jo €s rossz fertilitasu termékenyitdadagok
osszekeverésével és a sejtek megjelolésével. Igy bizonyithaté lenne a fertilitas hatdsa a
spermiumfejek méreteire illetve a modszer alkalmassaga, hogy elkiilonitse dket. Ez a
tovabbiakban a spermaszelekcié hatékonysagat is novelné, amibdl a kutatas és az dgazat
is kamatoztatna és a lehetd legjobb mindségli termékenyitGadagok keriilnének a
forgalomba.



6. Osszefoglalas

A mesterséges termékenyités dinamikusan fejlddo iparag, amiben nagy szerepe van
az 1d6- ¢és koltséghatékony modszereknek. A napjainkban mindenhol fellelhetd igény az
automatizalt, gyors megoldasokra ezen a teriileten is megjelenik, teret nyernek az olyan
miiszeres berendezések, mint a flow citometria, vagy a CASA modszer, amik lehetové tesz
a gyors, objektiv elbiralasat a termékenyitésre keriild oOrokitdanyag mintdknak. A
tudomény régota igyekszik a legidealisabb in vitro fertilitasi eljarast kidolgozni, ami
egyiddben a lehetd legtobb tulajdonsagot képes sejtszinten vizsgalni.

A megfeleld termékenyitOképességli spermium elengedhetetlen a jo fertilitasi
arany ¢€s a tenyésztés gazdasagossaga szempontjabol. A szubfertilis ondd komoly anyagi
¢s idobeli veszteségeket tud okozni a visszaivarzds miatt, az Ujabb termékenyités
szarvasmarha esetén csak 21 nap mulva lehetséges, illetve a szaporulati rata is csokken,
ami bevételkiesést jelent a tenyészté szamara. Eppen ezért az ipar igyekszik a
spermiummindség maximalis  biztositasara, amihez feltétleniil sziikséges a
termékenyitéadagok és bikak fertilitasanak megfeleld ellendrzése kiilonbdzo modszerek
altal.

Minden tulajdonsag, amit egy spermabiralat soran ellenériznek, bizonyitottan
Osszefliggésben van a sperma termékenyitésre valo alkalmassidgaval. Az ejakuldtum
mennyisége ¢€s koncentricidja Osszefliggd, de nem megegyezd paraméterek, mig a
mennyiség betekintést ny(jt a him A4ltalanos fertilitdsi potencialjarol és a higités
mértékérdl, addig a koncentracid a termékenyitésre alkalmas sejtek szamat adja meg, segit
eldonteni, hogy hasznilhaté —e a minta inszeminalasi célokra. A motilitas és a
vitalitdsvizsgalat egyarant a sejtek életképességét hivatott megallapitani, a
vitalitasvizsgalat altalaban a sejtmembran integritasat elemezni festési eljarasokkal, mig a
motilitas azon egyszerti elv alapjan, hogy a mozgo sejtek €letben vannak, a holtak pedig
mozdulatlanok, dont a sejtek ¢€letképességérol. Ezen kiviil figyelembe veszi a mozgas
iranyat és sebességét is, ugyanis az abnormalisan mozgo6 sejteknek csokkent esélye van a
fertilitasra.

A morfoldgia szintén fontos szempont, tekintve, hogy a hibas felépitésii sejtek nagy
eséllyel nem jutnak el a termékenyités helyére vagy képtelenek kivitelezni azt és normalis
embrionalis fejlédést indukalni. Azonban a gyakorlatban egyelére a fénymikroszkopos
szubjektiv vizsgalatokat alkalmazzak, amiknek amellett, hogy egyszerli eszkdzoket
igényel és olcso eljaras, szadmos hatranya van. Nagy tapasztalatot igényel, illetve a sejteket
egyenként meg kell vizsgalni, ami lassu folyamat, igy az elegendd mennyiségli sejt
leszamolasa és értékelése is hosszl 1dOt vesz igénybe, arrdl nem is beszélve, hogy a szamos
alkalmazott festési ér biralati modszer miatt az eredmények nem egységesek és nehezen
hasonlithatok 0ssze mas modszerekkel értékelt kisérleti adatokkal. A biralat szubjektiv,
éppen ezért nem is megismételhetd.

A sejtek morfologiaja befolyassal van a fej teriiletének értékeire is, ugyanis egy
karosodott spermium membran feltlinhet a szamitogépes képanalizis soran nem egységes
spermiumfej korvonalként, illetve az alaki defektusok a szoftver altal is megjelenitddnek.
De amiben a morfometria eldnybe keriil a morfologidval szemben, az az, hogy ezek az
elvaltozasok nem csak vizudlisan megitélhetdk, a fejméret teriiletének lemérése altal
szamadatokat kapunk mind a normalis, mind a hibas spermiumokrol, igy vizsgalhatjuk a
két kategoria kozotti kiillonbseéget.



A kisérletemben azt vizsgaltam, hogy van —e a bizonyitottan jO és rossz
termékenyitoképességli bikak spermium fejteriiletei kozott kiilonbség és statisztikailag
elkiilonithetd a két csoport egymastol a fejméretek alapjan. Az eredmények azt mutattak,
hogy a rossz bikdk esetén az atlagos fejteriilet szignifikdnsan kisebb, tehat el lehet
kiiloniteni egymastol a két csoportot az adatok alapjan. Ez a jovOben €s tovabbi kutatasok
altal helyet kaphat a spermavizsgalat rutinjaban, mint a fertilitast meghatarozo tényezo.

A jovében a mesterséges termékenyités elérelathatdan rengeteget fog fejlddni,
izgalmas potencialt rejtenek magukban a kiilonb6zod technikai fejlesztések, a mesterséges
intelligencia hasznalata és az egyéb asszisztalt reprodukcios technoldgiak teriiletén varhatod
elérehaladés, ami mind ¢élelmezési, mind gyodgyaszati, mind egyéb nyersanyageldallitasi
szempontbol rendkiviil fontos tényezo.
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