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BEVEZETES, CELKITUZESEK

A sikeres termékenyités eléréséhez egyrészt az egyes spermiumoknak kell tobb szempontbol is
megfelelonek lenniiik (membranintegritds, akroszoma-allapot, mitokondrialis aktivitas,
kromatinintegritas stb.), masfel6l az adott ejakulaitumnak vagy mélyhttott-felolvasztott
termékenyité adagnak megfelel6 aranyban kell tartalmaznia ilyen onddsejteket. Az idealis in

vitro fertilitasi teszt egyidejiileg a lehetd legtobb tulajdonsagot értékeli sejtszinten.

A spermiumok az alabbi doménekre oszthatok: fej, kozéprész és farok. Ezek tovabbi
szubdoménekre bonthatok: a fejen a plazmamembran szubdoménjei a gaméta-interakcioban
jatszanak szerepet (zona-kotddés, akroszoma-reakcio, zona penetracio stb.). Az akroszoma a
spermiumfej apikalis részén talalhatdo vezikulum, amely a zoéna penetracidhoz sziikséges
enzimeket tartalmazza. A fej tartalmazza tovabba a spermium specidlis, protamin-DNS
komplexbdl all6 kromatinjat. A kozéprészben taldlhatok a mitokondriumok, amelyek az
energiatermelésben jatszanak szerepet. A farok szerepe a motilitas biztositasa. A spermiumok
kromatin-allomanyanak szerkezeti rendellenességei a termékenyit6képesség, illetve a him
pronukleusz-képzddés zavarait okozhatjak, tovabba karos hatassal lehetnek az embrid
fejlodésére is. Ezeket a rendellenességeket ,,nem kompenzalhatonak” tekintjiik, mivel a
szubfertilis himek termékenyitéképessége nem javithaté a termékenyitd adag sejtszamanak
novelésével. Azok az ondosejtek, amelyek nem kompenzalhaté rendellenességekkel birnak,
képesek ugyan a petesejtbe hatolni és a termékenyitésre is, de az embriofejlodeés szenvedhet

zavart.

Vizsgalataim {6 célja a mesterséges termékenyitésre hasznalt sperma domén-specifikus
mindségellendrzésének automatizalasa volt flow citometria — aramlési sejtanalizis —
alkalmazasaval. A flow citometria rovid id6 alatt nagyszdmu sejt (> 10 000 sejt mintanként,
masodpercenként akar 1000-2000 spermium) objektiv értékelését teszi lehetévé. A
spermiumok hordozofolyadékban aramolva lézersugaron haladnak keresztiil. A spermiumok
altal visszavert fény a sejtek méretérol és belsd dsszetettségérdl ad informéacidt, a 1ézer pedig a
spermiumokhoz kot6do fluoreszcens festékeket is gerjeszti, lehetdvé téve az egyes domének,
sejtszervek kiilonb6zo szinnel valo jelolését, igy a berendezések multiparaméteres analizisre is

alkalmasak.
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Vizsgalataim soran a plazmamembran-destabilizacid, a mitokondrialis membranpotencial, az
akroszoma-integritds és a kromatinstruktira (DNS-karosoddsok és kromatinkondenzacios

zavarok) flow citométeres értékelését végeztem el.
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Vizsgéalataim eredményei alapjan megallapitottam, hogy a flow citometridra ¢&piild
spermatoldgiai analizis hasznos eleme lehet a szaporodasbioldgiai kutatolaboratériumoknak, és
a mesterséges termékenyité allomasok rutinszerti, napi spermabiralati rendszerébe is

llesztheto.

Kidolgoztam egy j fluoreszcens festékkombinaciét a korai membranvaltozasok
(plazmamembran-destabilizacié) detektalasara (Hallap ¢és mtsai, 2006); a spermiumok
mitokondrialis membranpotencial-valtozasainak (a mitokondriumok aktivitdsanak) mérésére
(Hallap és mtsai, 2005a). Egy Aaltalunk kordbban kifejlesztett harmas fluoreszcens
festékkombinacio alkalmazasaval (amely egyidejiileg jelzi a plazmamembran és az akroszéma
integritasat, sériiléseit, Nagy ¢és mtsai, 2003) felderitettem a mélyhutést, felolvasztast ¢€s

inszemindciot kovetd iddszakban végbemend membranvaltozdsok kinetikdjat, a

crer

Megallapitottam, hogy a tenyészbikak kromatinintegritisa nem valtozik az életkor
elérehaladtaval (Hallap és mtsai, 2005b). A human androldgia teriiletén standard laboratoriumi
technikanak tekintett Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) azonban nem bizonyult
alkalmasnak a fertilis és szubfertilis tenyészbikak megkiilonboztetésére (Nagy és mtsai, 2013).
Az SCSA analizis soran a DNS fragmentacidja mellett értékelhetd a spermiumkromatin
kondenzaltsagi allapota 1s, amely citogenetikai terheltséget hordoz6 bikdkon végzett
vizsgalataink (Révay és mtsai, 2009) szerint alkalmas lehet a spermiumokbol torténd gyors

citogenetikai szlirfvizsgalatok elvégzésére (Nagy és mtsai, 2013).

Kidolgoztam egy olyan fluoreszcens kontrasztfestési technikat, amellyel az ondodsejtek
plazmamembranjanak integritasa értékelhetd tigy, hogy a flow citométeres alkalmazasok soran
a korabbi technikaktol eltéréen az €16 és elhalt sejtek detektalasa azonos detektorral torténhet,
igy a tobbi detektor szabadon alkalmazhaté mas fluoreszcens probék jeleinek rogzitésére. Ezen
technika alkalmazasaval megnyilik a lehetdség olyan multiparaméteres flow citométeres
spermatologiai tesztek kidolgozasara, amelyek egyidejiileg tobb domén dallapotanak
értékelésére alkalmasak, emellett az ¢l6/elhalt allapot egyidejii értékelése fontos kiegészitdje
lehet mas sejtélettani vizsgalatoknak is, mint példaul a mitokondridlis aktivitds, vagy a

kromatinallapot felmérése. A jelenleg folyd és jovOben tervezett kutatasaim egyik f0



dc_1642_19

iranyvonala a multiparaméteres spermatoldgiai tesztek tovabbfejlesztése, az 10 tesztek

fertilitdsra vonatkozo6 diagnosztikai-prognosztikai értékének megallapitasa.
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TEZISPONTOK, UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Az altalam kidolgozott fluoreszcens plazmamembran- és akroszomaintegritasi teszt

nem igényel specialis minta-eldkészitési 1épeseket, standard asztali flow citométerrel
(kék 1ézer, z6ld, narancssarga és vords fluoreszcens detektorok) értékelhetd, tehat elég
egyszerti ahhoz, hogy akar a mesterséges termékenyitd allomésok rutin laboratoriumi
munkarendjébe illeszthetd legyen. A teszt hasznos lehet tovabba G mélyhiitési
technikak kidolgozéasaban is a nekrdzis és akroszoma-exocitozis 1épéseinek gyors €s

preciz kovetésével.

A spermiummorfolégiai  vizsgdlat a jovOben is a bikasperma rutin
mindségellendrzésének fontos eszkdze lesz, kiilondsen, ha a rutinszerli vizsgalatok a
normdlis  morfologiaji  onddsejtek  ardnyara  koncentrdlnak. A major
spermiumdefektusok ardnya valamelyest gyengébb, de szintén szignifikans
diszkriminativ paraméternek bizonyult, azonban a mesterséges termékenyitd allomasok
napi gyakorlatdban valé alkalmazasdt mégsem ajanlom, mivel az eredmények
értelmezése mélyebb spermatologiai ismereteket igényel, és az egyes laboratoriumok,
értekeld személyek, alkalmazott mintapreparalasi eljarasok és osztalyozasi modszerek
eltérései miatt az ismételhetdsége gyengébb. A részletes morfoldgiai vizsgalatok
szerepe akkor valik hangstlyossa, ha az adott egyed a rutin vizsgélat soran nem ¢éri el a
fentieckben meghatarozott kiiszobértéket, ekkor az eléforduldo rendellenességek
vizsgélata hasznos informacioval szolgalhat a spermatogenezis zavarainak feltarasaban.
Nem szabad azonban figyelmen kiviil hagyni, hogy a vizsgalat megfeleld statisztikali
erejének biztositdsa érdekében mintanként tobb szdz sejt értékelése sziikséges. Az
SCSA paraméterek meglepden gyenge diagnosztikai értéket mutattak a fertilitas
tekintetében. Az SCSA teszt HIGR paramétere azonban hasznos eszkoz lehet a
kvantitativ kromoszdma rendellenességet (meiotikus zavarok, transzlokacidk) hordozé
tenyészbikak felismerésére. Azon egyedek esetében, amelyek magas HIGR értéket

mutatnak, tovabbi, részletes citogenetikai vizsgalatok elvégzése sziikséges.

Az altalam kidolgozott flow citométeres citogenetikai gyorsteszttel felismerhetdk a
kromoszéma traszlokaciot heterozigota formaban hordozé és a diploid spermiumokat
termeld bikak. A fluoreszcens jeldlo kit egyszertien hasznalhatd, nem igényel bonyolult

minta-elokészitési 1épéseket, és az egyszerl asztali flow citométerek standard optikai
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rendszerével értékelhetd. A Kolmogorov-Smirnov opci6 a legtobb flow citométeres
adatelemzd szoftverben elérhetd, igy nincs sziikség tovabbi szoftverbeszerzésre. Az
egyes apaallatok, s6t, egyes ejakulatumok is konnyen vizsgalhatok, és a tesztet akkor is
hasznalhatjuk, ha a kérdéses allat nem érhet6 el. A teszt illeszthetd az olyan, mesterséges
termékenyitd alloméasokon miikddo rutin spermalaboratériumok munkarendjébe, ahol a
flow citometriat mar alkalmazzak, és a vizsgalatot elegendd a bika élete soran egyszer

elvégezni.

A TUNEL-teszttel végzett DNS-karosodasi mérések hamis pozitiv eredményei arra
hivjak fel a figyelmet, hogy a citométer nem képes a fluoreszcens jel helyének (DNS
vagy mitokondrium példaul) lokalizalasara, ezért minden flow citométeres kisérlet
soran kritikus fontossagu a fluoreszcens jelolések mikroszkopos ellendrzése. A Nicoletti
teszt viszont joval egyszer(ibb és gyorsabb, a vizsgalat soran nem tapasztaltam hamis
pozitiv jelolést, diagnosztikai értékének megallapitdsara azonban a fertilitas

tekintetében tovabbi vizsgalatok szlikségesek.

A Merocianin 540/Y0-PRO 1/Hoechst 33342 harmas fluoreszcens festékkombinacidja
flow citometridval értékelve alkalmas modszer a mélyhiitott-felolvasztott, €16
bikaspermiumok membranstabilitasanak értékelésére. A plazmamembran stabilitasa
szignifikans korreldciot mutatott tobb konvencionélisan alkalmazott spermatologiai
membranintegritds. A swim-up kezelés lehetdvé tette annak értékelését, hogy az ¢élo,
stabil membrannal biré spermium alpopulacié milyen mértékben képes kapacitalodasra.
A swim-up kezelés alternativ modszer lehet a rutin spermavizsgalati paraméterek
tekintetében meglehetdsen homogén bikapopuldciok egyedei kozotti fertilitasi rangsor

megallapitasaban.

Mind a motilitdsvizsgalatok, mind a flow citométeres mérések kimutattdk, hogy a swim-
up kezelés hatdsara megnd az intenziv motilitast, illetve magas mitokondrialis aktivitast
mutatd spermiumok aranya a termékenyit6 adagban. A MitoTracker Deep Red 633 (M-
22426) festéket els6ként alkalmaztam bikaspermiumok értékelésére, és véleményem
szerint megfeleld teszt flow citométerrel rendelkezd rutin spermavizsgalo
laboratoriumokban, tekintve, hogy mintanként tobb ezer sejtet értékel rovid ido alatt,

igy objektiv alternativaja a szubjektiv vagy szamitdgépes motilitdsvizsgalatoknak.
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7. Eredményeim szerint mar akar 5 °C-os homérséklet emelkedés is hatdssal lehet a
halspermiumok mitokondriumainak épségére, miilkodésére. A mitokondriumok
membranpotencial-valtozasai arra engednek kovetkeztetni, hogy a jelen kisérletben
alkalmazott inkubécids id6- és homérséklet értékek mellett a plazmamembran-
integritassal ellentétben a spermiumok szubletalis karosodasokat szenvednek, amelyek

a konvencionalis vitalis festési eljarasokkal nem detektalhatok.

10
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