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Absztrakt

Magyarorszagon a juhtartds multja, valamint a kedvezé hazai kdrnyezeti adottsagok
miatt, rendkiviil népszerii az itthoni allattenyésztési agazatok kozott. Az asszisztalt
reprodukcios eljarasok fejlodése, tovabba a spermiumok sikeres fagyasztva tarolasa, lehetévé
tette a fagyasztott sperma hasznalatat a haszonallatok mesterséges megtermékenyitése soran.
Szamos allatfajban alkalmazzak évtizedek ota, azonban a juhtenyésztésben eddig kiegészitd
szerepe van, ennek egyik oka lehet, hogy a fagyasztasi eljaras sordn a kossperma motilitasa,
ebbdl adodoan a fertilizacios képessége is csokken. Mivel a fagyasztasi eljaras utani
felengedési, olvadasi folyamat hatidsara a himivarsejtek mozgasképessége csokken, igy a
spermiumokat minél kozelebb kell juttatni a fertilizacio helyéhez. Az anyajuhok
nyakcsatornajanak anatdémiai tulajdonsagaibol adéddan a transzcervikalis termékenyitést nem
tudjak alkalmazni, ebbdl kifolyolag a laparoszkoppal torténé inszeminalasi technikat veszik

igénybe.

Az altalunk végzett kisérletben in vitro vizsgaltuk a pentoxifillin hatasat fagyasztott
kossperma motilitasara CASA segitségével, az eredmények statisztikai elemzését pedig az R
programmal végeztiik. A pentoxifillin, foszfodiészteraz gatld hatasabol adoddan képes
motilitas noveléséhez vezet, emellett az akroszoma reakcid eldsegitéséhez, tovabba a
himivarsejtek zona pellucidan valé athaladasat is eldsegiti. A kisérletiinkben a 0. percben nativ
kezelt kossperma mintakon végeztiik el a spermiumok motilitasanak vizsgalatat. Eredményeink
alapjan a pentoxifillin a hasznalt koncentraciokban a fertilizdcid6 szempontjabdl kritikus,

progressziv lasst motilitast az altalunk vizsgalt id6intervallumban fenn tudja tartani.
Abstract

Due to sheep the history of sheep husbandry over and above favorable environmental
conditions, it is extremely popular among hungarian animal husbandry sectors. The
development of assisted reproduction procedures, furthermore the successful storage of frozen
sperm, made it possible to use frozen sperm during the artificial insemination of farm animals.
It has been used in many species of animals for decades, however it has an additional role in
sheep breeding so far, one of the reasons for this may be, that during the freezing process the
motility of the ram's sperm and consequently its fertilization ability, decreases. Because of the
freezee-thaw process the motility of the sperm is decreases, thus the spermatozoa must be



brought as close as possible to the place of fertilization. Due to the anatomical features of the
cervical canal of ewes, transcervical insemination cannot be used, therefore they use the

laparoscopic insemination technique.

In the experiment we conducted, we investigated the effect of pentoxifylline on the
motility of frozen ram sperm in vitro using CASA and the statistical analysis of the results was
done using the R program. Pentoxifylline due to its phosphodiesterase inhibitory effect, is able
to increase the concentration of cyclic adenosine monophosphate in sperm, leads to increased
motility, in addition enhances the acrosome reaction, it also promotes the passage of sperm
through the zona pellucida. In our experiment, the sperm motility was tested on ram sperm,
samples were analyzed on the native sample at minute 0, besides that at the 30th and 60th
minutes, it was performed on samples treated with 1 mg/ml and 2 mg/ml pentoxifylline. Based
on our results, pentoxifylline, in the concentrations that we used it can maintain the progressive

slow motility in the time interval we were examinied, which is critical for fertilization.
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1 Bevezetés

Az allattenyésztésben, igy a hazai juhtartasban is egyre népszeriibb a fagyasztott sperma
hasznalata. Alkalmazasaval a nagy tenyészértékkel rendelkezd kosoktol, nagyszamu utod
nyerhetd. Sajnalatos modon a fagyasztasi eljaras utani felengedési, olvadasi folyamat csokkenti
a spermiumok motilitasat, életképességét és megtermékenyitési potencialjat. Ezaltal nem olyan

hatékony az alkalmazasa, mint friss sperma igénybevétele esetén.

A metil-xantin szarazékok, foszfodiészteraz gatldé hatasuk miatt képesek megemelni a
pozitiv hatassal birnak a spermiumok motilitasara nézve. llyen metil-xantin szarmazék a
pentoxifillin, amely nem specifikus gatloja a foszfodiészteraz ezimnek. Ebbdl kifolydlag
alkalmas lehet haziallataink fagyasztott spermas mesterséges megtermékenyitésében, a

motilitas novelésére.

Kisérletiinkben kossperman vizsgaltuk a pentoxifillin hatasat, annak megallapitasara,

hogy valoban képes-e novelni a motilitast.

2 Szakirodalmi attekintés

2.1 Juhtenyésztés Magyarorszagon
A juhok altal termelt allatitermékek, mint a juhhus, valamint a masodlagos termékek,

nevezetesen a tej és gyapji miatt, a juhtartas elterjedt Magyarorszagon. A hazai juhallomany

W Szarvasmarha MSertés mLO Juh W Bivaly, szamar, 6szvér, kecske

1. abra: Magyarorszag allatallomdanyanak megoszilasa 2010-2019 kézott



szama az utobbi tiz évben megkozelitleg 1,1 millid koriil mozog (ebbdl anyajuh: 800 ezer),

igy az orszag allatallomanyéanak kb. 20-23%-at teszi ki [1].(1. abra)

A haziasitott juh (Ovi aries) a parosujju patasok rendjébe tartozo, valamint a juhalakuak
(oviae) csaladjaba sorolt faj, amely az egyik legelterjedtebb és legrégebbi haziasitott fajunk.
Kortlbeliil 10-11 ezer éve tortént meg a domesztikacidja a termékeny félhold teriiletén,
Délnyugat Azsiaban [2]. A hazi juh 6sei kozott valészintileg az urial vagy mas néven pusztai
juh (Ovis orientalis) és a muflon (Ovis musimon) vadjuhfaj szerepelt [3], amelyeket elsésorban
a husuk miatt tenyésztettek, csak késébb (4000-5000 évvel ezeldtt) valt elterjedtté a gyapju,
illetve a juhtej termelés [4]. A haziasitas eredményeképp nem csak az allatok viselkedésében,
hanem a bizonyos termelési célokra torténd szelekcid miatt, a juhok genomjaban is kdvetkezett
be valtozés, amely a fajok morfologiai tulajdonségaiban is megjelent. A vadjuhokra jellemzd
szarv szinte teljesen eltlint, valamint a szOrpigmentacid is megvaltozott. Az endogén
retrovirusokkal végzett kisérletek bebizonyitottak azt, hogy a kivant maéasodlagos
tulajdonsagokkal rendelkezd héazi juhok kivalasztidsa a kiillonbozd termelési célokra eldszor
Délnyugat-Azsidban kezd6dott meg, majd innen terjed at Europaba és Afrikaba, valamint Azsia
tobbi részére [5]. A domesztikacio ezen tipusa tobb hullamban ment végbe oly médon, hogy az
Osi fajtak tulajdonséagai, mint példaul a s6tétebb és durvabb szdr, valamint a szarv, primitivnek
szamitottak a jobb termelési tulajdonsagot mutatd haziasitott populaciokhoz képest. Ennek

kovetkeztében kiszoritottak ezen fajokat a termelésbdl.

Magyarorszdgon a juhtenyésztés mar a honfoglalas idejében is megfigyelhetd volt.
Tobbnyire olyan legel6kon tartottdk oket, ahol példaul a szarvasmarhatartds nem volt
gazdasagos. Fénykora a X VIII. szazad vége és a XIX. szazad kozepére tehetd [6]. Ekkor foképp
ajo mindségii gyapju eldallitasa volt a cél, igy a finomgyapjas merino fajta tartasa volt elterjedt.
Ez 1d6 t4jt atlagosan 6t millié juhot tartottak szamon Magyarorszagon. A gyapju iranti kereslet
visszaesése a hazai juhallomény csokkenését vonta magéaval. Megvaltozott a hasznositasi irany,
az 1970-es évekre foként a hiistermelés, a vagojuh eldallitas lett a cél. Ebben az id6ben mintegy

20 ezer tonna volt a hazai juhallomany htstermelése, amely nagy részét exportaltak [7].

Az elmult években a belfoldi juhhtstermelés ndvekvd tendenciat mutat. 2019-ben példaul
koriilbeliil 1500 tonna hust allitottak elé a gazdasdgok, amelybdl 400 tonna keriilt kivitelre.
Ekkor a hazai juhallomanyban is joval magasabb volt az egyedek szdma (koriilbeliil egymillio
darab), az idei féléves adatok a 2019-es évhez képest koriilbeliil 6%-os allomanycsokkenést

mutatnak [8]. Az idei féléves adatok szerint a Nyugat-dunantili régioban tartjak a legkevesebb
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2. dbra: A juhdllomdny megoszldsa a 2022-es els félévi adatok alapjan
juhot, megkozelitdleg 29000 darabot, amelynek kozel 70%-a anyajuh (1. tablazat). A régioba
tartozd Vas megyében, fordul elé orszagosan a legkisebb juhallomény 1étszam, mintegy 400
juh talalhaté itt (2.4bra). A régiok koziil az Eszak-alfoldi és Dél-alfoldi régioban (elsdsorban e

teriiletek természeti adottsagai miatt) talalhato a legnagyobb szami juhallomany.

1. tablazat: A juhdllomany megoszldsa Magyarorszagon régionként a 2022-es elsd félévi adatok
szerint (forras: Kozponti Statisztikai Hivatal)
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Altalanossagban elmondhatd, hogy hasznositastél fiiggetleniil, a juhaszat bevételének
donté hanyada jelenleg a vagobarany eladasbol szarmazik [9]. Emiatt nagyon fontos a

szaporasag ¢s az ¢értékesitett baranytomeg novelése.

A juhok, a tobbi kiskérddz6hoz hasonloan nagyon jol tlirik az éghajlati valtozasokat és
jobban tudjak hasznositani a rostosabb, rosszabb mindségii takarmanyt, mint a szarvasmarhak
[10]. Valamint meg kell emliteni azt, hogy mig az intenziven tartott baromfi, illetve sertés
allomanyok tenyésztésével magasabb hustermelés érhetd el, addig az els6sorban legeldre
alapozott juhtartassal, joval kevesebb. Mindazonaltal fontos megjegyezniink azt, hogy a
kiskérodzoket tobbnyire olyan teriileten legeltetik, amelyek a szant6foldi novények
termesztésére alkalmatlanok, szemben az intenziv tartasban hasznalt tomegtakarmanyokban
eléforduld gabonafélékkel, hiivelyesekkel, melyek akar kozvetleniil is alkalmasak emberi

fogyasztasra.

A klimavaltozés nagyban érinti az allattenyésztést és ndvénytermesztést. A felmelegedés
hatasara nem csak az allatokat érd hdstressz valik fontossa, hanem a megnovekedett vizigény
iIs. Az elsivatagosodas ¢érinteni fogja juhagazatot, negativ tendencia, altalanos
termeléscsokkenés valdszinli. Hazank adottsagainak kihasznéalasaval (megtjuld, atfolyo
vizkészletek) az ontdzhetd teriiletek, ndvelhetdk és lehetdséget biztositanak a juhtenyésztés

fejlesztésére, ezen feliil a juhhts és méasodlagos termékek exportjanak follendiiléséhez.

A tudomany fejlédésével és ismereteink bdvitésével a juh &agazatbol szadrmazd
hustermelést novelni tudjuk, ilyen mddszer lehet az asszisztalt reprodukcios technikak (ART)

alkalmazasa.

2.2 Asszisztalt reprodukcios technikak jelentdsége

A reprodukcids hatékonysdg az egyik legfontosabb tulajdonsdg a termelékenység
novelésére. Olyan értékes tenyészallatok, amelyek hagyomanyos tenyésztési technikdkkal nem
tudtak utddot létrehozni az asszisztalt reprodukcids eljarasoknak koszonhetden magas
szinvonalt utdédokat produkalhatnak. Szamos ilyesfajta technika létezik, ide tartozik tobbek
kozott a mesterséges termékenyités, embridatiiltetés, a spermiumok és az embriok fagyasztasa,

illetve az in vitro fertilizacio.

Az egyik legrégebbi és leggyakrabban alkalmazott modszer az éllattenyésztésben a
mesterséges termékenyités (MT). Az elsé ilyen beavatkozast 1784-ben hajtotta végre
Spallanzani egy kutyan [11]. A spermiumok sikeres fagyasztva taroldsa, valamint a

szuperovulacidé €s az Osztrusz szinkronizacid alkalmazasa az Aallattenyésztésben jelentds



fejlédéséhez vezettek és forradalmasitottdk az asszisztalt reprodukcios eljarasokat, azon beliil
is a mesterséges termékenyitést. Hasznalatdhoz kevesebb apadllatra van sziikség, igy
gazdasagosabb, valamint maximalizalja az optimalis genetikai informacio atvitelét [12]. Ezen
feliil javitja a genetikai szelekcid sebességét, hatékonysagat és a tenyészallatok mentesithet6k

a természetes paroztatds utjan terjedd betegségektol.

Tovabbi mddszer az in vitro fertilizacid (IVF), amely soran a megtermékenyités az anya
testén kiviil, laboratériumi koriilmények kozott torténik, ez a human gyogyaszatbol ismert
,lombikbébi-eljaras”. E technika hasznalatdval magas genetikai értékii embriok eldallitasa
lehetséges, segitségével pedig nem csak az élelmiszertermeld allatok termékenysége ndvelheto,
hanem — embrié transzferrel és szuperovulaciéval kombinalva — a veszélyeztetett allatok

megorzése céljabol is hasznalhato [13].

A juhtenyésztésben mindkét modszer alkalazasa el6tt célszerli az allatok ciklusat
szinkronizalni. Mivel a juh szezonalisan ivarzo allat [14], igy ivarzasa a fotoperiodustol,
tapanyagok hozzaférhetdségétol, laktacios iddszak hosszatol és egyéb kornyezeti tényezoktol
fiigg. Ezaltal a fialas utdni hosszi andsztrusz miatt egy anyajuh csupan egyszer ellik egy évben,
igy kevesebb barany nyerhetd, emiatt az allatok ciklusat szinkronizéaljadk. A kontrollalt
reprodukcios technikak fejlddése az 1950-es évekre tehetd, amikor felismerték a progeszteron
szerepét az ovulacio kivaltasaban és kifejlesztették a progeszteron analdogokat [15]. Ezen
hormonok a ciklus lutedlis fazisaban fejtik ki a hatasukat, szimulalva az ovulédcié utdn a
sargatestben termelddd természetes progeszteront, igy lehetévé teszik az Osztrusz, illetve az
ovulacio szabalyozasat [16]. Tovabbi modszer a luteolizis kivaltasa prosztaglandinnal, illetve
analogjaival. Azonban ehhez aktiv sargatestnek kell jelen lennie, kovetkezésképpen az
anOsztruszban vagy a korai illetve késé lutealis vagy follikularis fazisban 1évé allatok nem

ragalnak a prosztaglandin anal6ggal végrehajtott kezelésre.

Az ivarzas szinkronizalasa lehetdvé teszi tehat a fialds és baranynevelés ellendrzését,
tovabba a munkaerd hatékonyabb felhasznalasat. Emellett mesterséges termékenyités és embriod

transzfer alkalmazasa is lehetséges az ivarzas szinkronizalas igénybevételével.



2.3 Juhok mesterséges termékenyitése

Hazai viszonylatban a juhtenyésztésben, az asszisztalt reprodukcios technikdk koziil az
in vitro fertilizaciot ritkabban hasznaljdk, mint a mesterséges termékenyitést, annak joval
dragabb anyagi vonzata miatt. A juhok mesterséges termékenyitését végezhetjiik friss vagy
fagyasztott spermaval. A mesterséges termékenyitéshez alltalaban higitott spermat hasznalnak,
mivel igy a spermiumok életképessége nem szenved kart, valamint szdmos anyajuh szamara
tudnak termékenyité adagot elGallitani [17]. A spermahigitok olyan anyagokat tartalmaznak,
amelyek megvédik a spermiumokat a pH valtozastol, fenntartjdk az ozmotikus

nyomasviszonyokat illetve energiat biztositanak a spermiumok szamara.

Juhban friss sperma hasznalata esetén a spermat a hiivelybe (vaginalis MT) vagy a
nyakcsatornaba (cervikalis MT) juttatjak [18]. Leggyakrabban a cervikalis megtermékenyitési
modszert alkalmazzak, ilyenkor az anyajuhok testének hatulso felét megemelik és pipetta,
valamint speculum segitségével behelyezik a spermat. A hiivelybe torténd inszeminacio soran
az ugynevezett SID moddszert, (shot-in-the-dark) eljarast alkalmazzak, mivel ilyenkor vakon,
vizualis kontroll nélkiil juttatjadk a sperma mintat a nyakcsatornaba [19]. Friss spermas
termékenyités esetén figyelniink kell arra, hogy a spermiumok csupan rovid ideig 6rzik meg a
vitalitasukat szobahdmérsékleten. Ugyanis 20-24 °C-on anyagcsere folyamataik még aktivak,
eme reakciok soran szamos karos melléktermék képzddik, amelyek ezaltal csokkentik a
himivarsejtek életképességét. Hiitéssel és fagyasztdssal a sejtek anyagcsere folyamatai
lelassulnak, de nem allnak le teljesen igy 4-5 °C kozott a kos spermiumok kortilbeliil egy napig
(6-12 ora) [20] tarolhatok. A legfontosabb ilyen melléktermékek a reaktiv oxigén gyokok
(ROS) képzddeése, melyek felhalmozodasa a motilitas visszafordithatatlan elvesztését idézi eld
[21]. Nem csupan a szabadgyok-termelés, hanem a szeminalis plazmatérfogat és Gsszetevoi is
befolyassal lehetnek a spermiumok életképességére, mozgasara [22]. Emiatt elmondhato, hogy
az alacsonyabb plazmakoncentracid6 negativ hatissal lehet a funkciondlis paraméterek

megorzésére.

Fagyasztassal a spermiumok -196 °C-on gyakorlatilag korlatlan ideig eltarthatok, mivel
ilyenkor a sejt anyagcsere folyamatai ledlnak, viszont a felengedési folyamat szintén kéros
hatassal bir a spermiumokra. Emiatt fagyasztott sperma hasznéalatakor, a mozgékonysag
csokkenése miatt a spermat kdzvetleniil a méh lumenébe kell helyezni, annak érdekében, hogy
a legmagasabb vemhességi aranyt €rjiik el. Erre transzcervikalis vagy laparoszkdpos intrauterin
mesterséges termékenyitést alkalmazhatunk. Az anyajuhnak kortilbeliil 6-7 cm hosszi nyaki

csatorndja van, amelynek anatdmiai szerkezete szamos gylriit tartalmaz, ezek fizikai gatat



jelentenek a kiils6 szennyezddésnek, de egyben akadalyt is a transzcervikalis MT-nek [23].
Emiatt juhok fagyasztott sperméval végzett mesterséges termékenyitésé¢hez a laparoszkoppal
torténd inszeminalasi technikat alkalmazzak. A laparoszkopos mesterséges termékenyités az
1970 -es évek elején valt elterjedtté, a megfeleld berendezések kifejlesztésével [24]. Szamos
elénye van: felhasznalhaté a szezonon kiviili tenyésztés hatékonyabb elvégzésére, tovabba
kutatasi és fejlesztési programok része lehet. A legnagyobb hatrany az eljaras koltsége: a
berendezések (laparoszkop, fényforras, trokarok, kaniilok, érzéstelenitd €s szike) beszerzése,
karbantartdsa, a szakképzett munkaerd alkalmazasa elengedhetetlen a sikeres folyamat
végrehajtasahoz. A fagyasztott spermas laparoszkopos technika, nagyszami anyajuh
megtermékenyitését teszi lehetévé egy adott napon, valamint fokozza az embridatiiltetési
programokban a megtermékenyitési ardnyt. Ezen feliil az elhullott vagy fizikailag
cselekvoképtelen kosok spermajanak felhasznalasa nagy gazdasagi elényokkel jar a juhagazat

szamara.

Osszefoglalva elmondhaté az, hogy fagyasztott sperma haszndlatakor a mozgékony,
¢letképes spermiumok szama alacsonyabb, mint friss sperma esetén [25]. Mivel a fagyasztasi
folyamat szamos karos stressz hatdssal jar, ugy mint a hdmérséklet valtozas, ozmontikus és
toxikus stressz, illetve a jégkristaly képzddés. A spermiumok nagyon érzékenyek a kdrnyezet
hémeérsékletének gyors valtozasara. Ha a hiitést 30 °C és 0 °C kozott tul gyorsan végzik akkor
olyan sokk hatas éri a spermiumokat, amely membran karosodashoz vezet. Ez a folyamat az
ugynevezett hideg sokk, amely visszafordithatatlan karosodast idéz eld a membran lipid
rétegében. A fagyasztas soran a sperma mintahoz Krioprotektiv anyagot adnak, melyek segitik
a sejt stabilizalasat a fagyasztasi és felolvasztasi folyamat soran. Ugyanakkor ezen anyagok
hozzaadasa és eltavolitdsa ozmotikus stresszt okozhat a spermiumok plazmamembranjaban. A
legelterjedtebb krioprotektiv anyag a glicerin. Annak ellenére hogy a glicerin megvédi a
sejteket a fagyasztas soran fellépd sériilésektdl, csokkenti a spermiumok motilitasi képességét
[26]. Viszont elmondhato az, hogy a glicerin alapu magas ozmotikus nyomasu adalék anyagok,
kossperma fagyasztasahoz eredményesebben hasznalhatok, mint a szachar6z vagy trehaldz
tartalmt adalékok, illetve krioprotektans mentes mintak [27]. A harmadik stressz hatas a
jégkristaly képzodése. Amikor az oldatot fagypont ald hiitik, a viz kikristalyosodik, amely a
fagyott frakcid ozmotikus nyomasvaltozasaval jar. Minél nagyobb a hdmérséklet annal kisebb
az a frakcio, ami még nem fagyott meg, ebbdl kifolyolag magasabb az oldat ozmotikus

szilardsaga.
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Osszefoglalva elmondhaté tehét, hogy a krioprezervacids protokoll optimalizalasaval is
lesznek olyan sejtek, amelyek nem ¢élik tul a fagyasztast. Emiatt a talél6 spermiumok szerepére
is koncentralnunk kell. Elég nagyszamu és megfeleld funkcidju, motilitdst spermiumnak kell

rendelkezésre allnia, hogy a megtermékenyités sikeres legyen.

Kiilonb6z0 kutatdsok vizsgaltak, hogy milyen tényezdk vannak hatassal a termékenységi
adatokra. Szamos faktor befolyésolja ezt az értéket, mind a n6i mind a him nemben. Himeknél
a kiilonboz6 fajokban szamottevd vizsgalat igazolta, hogy a sperma mindsége, azon beliil is a
spermiumok morfoldégiaja és mozgasa meghatarozo szerepet tolt be a fertilizacids eredmények
alakulasaban [28]. Ebbdl addddan a sperma mintat célszerli morfologiai és motilitas

vizsgalatoknak alavetni.

2.4 A spermiumok motilitasa és annak értékelése, a CASA rendszer

Maga a motilitas vizsgalat szubjektiven vizsgalhatd a megfeleld berendezésekkel, ilyen
berendezés tulajdonképpen a megfeleld nagyitdssal rendelkezd mikroszkop, az alkalmas
kondenzator ¢és a fiithetd targyasztal. A motilitas vizsgalatat végezhetjiik higitott vagy nyers
(nem higitott) spermaval [17]. A nem higitott sperma vizsgalatanak negativuma, hogy a nagy
sejtslirliség miatt a spermiumok egyedi mozgasa nem €rtékelhetd, emiatt csak a teljes motilitast,
tomegmozgast tudjuk mindsiteni. A sejtek mozgéasanak egyedi tanulmanyozasahoz tehat
elengedhetetlen a minta higitdsa. A vizsgéalat soran megallapitjdk a mozgd sejtek aranyat, a
progressziv mozgast mutatd spermiuok héanyadat, tovibba a mozgasi sebességet.
Kutatdsok igazoltak, hogy a szubjektiv mikroszkopos értékelést alkalmazva 30-60%-0s
eltérések lehetnek a becsiilt értékekben [29]. Ennek koszonhetéen nagyszdmu modszert
dolgoztak ki az objektiv mérésre, igy mint az d&ramldsos citometria, microfotografias technika
és szamitogépes analizis [17]. Az 1980-as évek kozepén piacra keriilt szamitogépes
spermaelemzési modszer, a Computer Assisted Sperm Analysis (CASA), lehetové tette a
sperma motilitdsdnak értékeléséhez sziikséges objektiv és pontos megkozelitést. A sperma
minta koncentricioja itt is meghatdroz6 és mivel a kos spermdja koncentraltabb a tobbi
héziallatfajhoz képest, a mintat higitanunk kell, ha a koncentracié meghaladja az 50 x 10°
spermium/ml értéket. Napjainkban tobb mint 12 CASA rendszert forgalmaznak. A legtobb
berendezés az egyedi mozgast is képes nyomon kovetni, igy nem csak a tdmegmozgasra
koncentral; valamint egyes rendszerek a morfologiat érintd valtozasokat is detektaljak (fej
formaja, nagysaga, farok hossza stb.) [30, 17]. A folyamat egyszer, az els6 1épésben egy fazis-
kontraszt mikroszkopra szerelt kamera érzékeli a spermiumokat és az adatokat kozvetit a

szamitogép felé. A masodik 1épésben a berendezés feldolgozza a kapott informaciot. A CASA
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rendszer lekoveti a spermiumok mozgasat, igy szamszer(sitett adatokkal leirja a motilitast.
Olyan paramétereket mér, mint a ténylegesen utvonal mentén mért sebesség (VCL - curvilinear
velocity), az egyenes palyan mért sebesség (VSL- straight line velocity). Szamitott paraméterei
kozé tartozik a LIN (linearity) érték, amely a megtett it egyenességérdl ad informaciot,

kiszamitani az elobbi két mért paraméter alapjan lehet (VSL/VCL) [31].

A spermiumok ¢letképessége utan a mozgasuk a legfontosabb tényezd a fertillizacio
soran, mivel a himivarsejtnek képesnek kell lennie arra, hogy atjusson a n6i nemitaktuson, a
megtermékenyités helyére mindemellett at kell farnia magat a petesejt zona pellucidajan a
sikeres megtermékenyités érdekében. A himivarsejtek mozgéasa soran kiilondsen az eldre

halado, progressziv mozgasnak van jelentésége [17].

A mozgas ,motorjat” a sejt mitokondriuma és az axonéma adja. Az eldbbi
sejtorganellumban bekdvetkezd strukturdlis valtozasok hozzijarulhatnak a mozgéasképesség
csOkkenés¢hez. Az axonéma a spermiumok farki részének tengelyében huzodik, ez a
tulajdonképpeni motor, az energiat pedig a mitokondriumokban lejatszod6d oxidativ
foszforlilacid révén kialakult ATP fogja biztositani [32]. Az axonémat mikrotubulusok és
rostok épitik fel, kilenc par koralakban ¢€s kettd szinglett par kozépen (9+2 elrendezddés). A
himivarsejtben termelt ATP kidiffundal az axonéma csucsa felé. A flagellaris membrannak
koszonhetden, az ATP és bizonyos esszencialis ionok (magnézium, kéalcium, mangéan stb.)
koncentracidja megfelelé lesz az ATP hidroliziséhez. A reakcido soran ADP (adenozin-
difoszfat) és foszforsav keletkezik. Az energiatermeld folyamat enzime egy adenozin-
trifoszfataz, amelyet dineinek neveztek el. Ezek a dininek a tubulusokon ,,1épegetve” haladnak
a miivelet soran, ennek kovetkeztében a tubulusok egymason elcsusznak €s a spermiumok farki
része elhajlik. A mikrotubulusokat felépitd tubulinok depolarizécidjanak és polarizacidjanak
zavara egyértelmiien negativ hatassal bir a motilitdsra. A spermiumok fagyasztisa olyan
reaktiv oxigén species-ek (ROS) kialakulasat idézi eld, amelyek karosak lehetnek a tubulinok

miikddésére, valamint csokkentik a motilitast [33].

Szamos anyagot teszteltek, tobb fajnal, annak megallapitasara, hogy fokozzak -e a
spermiumok ellendllasat a fagyasztas és felolvasztas stresszével szemben. Az egyik ilyen szer

a pentoxifillin (3,7-dimetil-1-(5-oxohexil)-3,7-dihidro-1H-purin-2,6-dion).
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2.5 Pentoxifillin

A pentoxifillin egy metil-xantin szarmazék, amelyet 1984-ben hagytak jova intermittalo
santasag kezelésére a human gydgyaszatban, mivel javitja a mikrocirkulécié hatékonysagat €s
igy fokozza a szoveti perfuziot. Ezenkiviil noveli a vordsvérsejtek deformabilitasat, ily modon

megakadalyozza a trombus képzddést [34].

A vorosvérsejteken kifejtett hatdsa miatt remekiil alkalmazhatdé atmeneti ischaemids
rohamok, agyi trombodzis és vérzés, valamint kronikus cerebrovaszkularis elégtelenség
kezelésére, ugyanis az ATP szint novelésével fokozza a vordsvérsejt membran rugalmassagat
[35]. Az elasztikussag nagymértékben meghatarozza a vér viszkozitasat, amelyben szerepet
jatszik még a vérben 1évo fibrinogén szint, a vérlemezke €és vordsvértest aggregacido mértéke,
tovabba a leukocita hiperraktivitas is. A pentoxifillin gatolja a vorosvértestek és vérlemezkék
noveli a leukocitak deformalhatosagat, tapadasat [36]. Szamos tényez6, példaul a cAMP és a
Ca2+ kozotti kolcsonhatasok, valamint a prosztaglandin képz6dése is Szerepet jatszik a
vérlemezke aggregacioban. A vérlemezkék cAMP -tartalma szabalyozza a ciklooxigendz
aktivalasat, amely prosztaglandin képz6déshez vezet, ebbdl fakaddan pedig tromboxan A2
termelddéséhez. Ez pedig intravaszkularis vérlemezke aggregaciot idéz eld. Normal esetben az
érfalban termelddott prosztaciklin aktivalja az adenilat-ciklazt, ez az enzim pedig megndveli a
miikodését. A pentoxifillin foszfodiézteraz blokkold hatdsa miatt, emeli a cAMP szintet,

mindemellett stimulalja az endotheliumot, igy az prosztaciklint szabadit fel, ami tovabb gatolja

crer

Antioxidans és gyulladascsokkentd hatdsa is van. Az antioxidans tulajdonsag elsdsorban
a csokkent neutrofil aktivacionak tulajdonithatd, mivel az aktivalt neutrofilek szuperoxidot
termelnek a NADPH (nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat) oxidazon keresztiil [37].
Tovabba a pentoxifillin erés inhibitora, olyan citokineknek, mint az IL-1, IL-2, IL-6, valamint
a TNF-a és IFN-y [38]. Ugyanakkor megakadalyozza a vérlemezke aktivalo faktor
neutrofilekre gyakorolt hatasat és annak termelését. Tovabba befolyasolja a T-limfocitak
keratinocitakhoz vald kotddését, emiatt eldnyds lehet olyan gyulladasos bdrbetegségek
kezelésében, ahol ez a mechanizmus fontos szerepet jatszik [39] Szamos mas borbetegség
kezelésében is kifejtette pozitiv hatasat, mint példaul a necrobiosis lipoidica, a cutaneous

polyarteritis nodosa és a generalizalt morphea. Redukalja a fibrinogén termelést, emiatt gatld
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hatast fejt ki a méj fibrogenezisének Osszes alapvetd patobiokémiai reakcidjara, ennek

koszonhetden potencialis gyogyszer lehet a majfibrozis megelézésében [40].

Megfigyelhetjiik tehat, hogy a pentoxifillin szamottevo pozitiv eredménnyel bir az
orvoslasban, ebbdl kifolydlag nem csak az emberek gyogyitasara, hanem az allatgyogyaszatban
is igénybe veszik. A fentebb emlitett gatlo hatdsa miatt atopias dermatitisben szenvedd kutyak
kezelésére hasznalhatd, tobbszorosen telitett zsirsavakkal kiegészitve [41,45]. Nagyszamu
tanulmany utal a pentoxifillin elényeire dermatomyositis, Szisztémas lupus erythematosus,
ezenfeliil vasculitis kezelésére az allatorvosi gyakorlatban [42]. Valamint flilszegély seborrhea

vagy nekrozis ellen vald hasznalatarol is szamos értekezés sziiletett mar.

Foszfodiészteraz gatldo hatasa miatt megemeli a ciklikus nukleotidok szamat, ennek
koszonhetden a 16 labvégi ereinek vaszkularis simaizom tonusanak szabdlyozasaban kulcs
szerepet tolthet be, mivel endotéliumtol fiiggd és fliggetlen utakon is relaxaciot fejthet ki a
vénakon. Elmondhato tehat az, hogy az érrendszer védo tulajdonsaga kovetkeztében megoldast
jelenthet heveny patairha-gyulladasban szenved6 lovak kezelésében [43]. Szintén lehetséges az
alkalmazasa, a mikrocirkulaciora kifejtett sajatossaga miatt még a 16tenyésztésben, az értékes
spermiumtermelésre [44]. Az allattenyésztésben nem csak a herék keringésének novelésére,

hanem a spermiumok mennyiségének ¢és életképességének fokozasara van sziikség.

Az mar ismert, hogy a fagyasztas utani felengedési folyamat csokkenti a spermiumok
mozgékonysagat és életképességét, igy azok megtermékenyitési potencidljat is [45]. A
spermiumok mozgasi paramétereinek romlisa és a zona pellucida— hoz valdo kotddés
képességének csokkenése, a f6 oka a férfi meddéségnek [46]. Ahhoz, hogy a spermium képes
legyen kotédni a petesejthez és 1étrejojjon a fertilizacid, sziikség van a spermiumok
kapacitaciojara. Ez szamos biokémiai és funkcionalis modositas sorozata a himivarsejten beliil.
E folyamatban a ciklikus adenozin — monofoszfat (cAMP) meghatarozé szerepet tolt be. A
spermiumokban a cAMP szintjét két f6 enzim szabalyozza, az adenilat — cikldz ¢és a
foszfodiészteraz, melyek katalizaljak a cAMP szintézisét és lebontasat [47]. A metil — xantin
szarmazékok, akarcsak a pentoxifillin a sejtek foszfodiészteraz aktivitasat gatoljak, ami igy az
intracellularis cAMP szint emelkedéséhez vezet. A ciklikus adenozin — monofoszfat serkenti a
spermiumok motilitasat a cAMP — fiiggd protein — kinaz aktivalasaval [48], amely a fehérjék
tirozin foszforilacidjanak szabalyozasaban jatszik szerepet. A fehérjék foszfor csoporttal vald

ellatasa egy modulalé mechanizmus, amely szamos sejt folyamatban jatszik szerepet, igy mint
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a sejtnovekedés, a sejt ciklus-kontroll, a citoszkeleton-osszeallitas, az ion-modulacié és a
receptor szabalyozas, valamint a kapacitacio [49]. A foszforilaci6 torténhet a szerin, treonin €s
tirozin fehérjéken, annak ellenére, hogy a szerin tovabba a treonin foszforilacidjarol is
beszamoltak a himivarsejtekben, a legjelentésebbnek a tirozin foszforilacid bizonyult. Ugy
tinik, hogy a farki rész (flagellum), a spermiumok f6 alkotdeleme, amely tirozin —
foszforilacion megy keresztiil a legtobb fajban. A pentoxifillinrdl kidertilt az is, hogy megemeli
a himivarsejtek keratin — kinaz (CK) enzimének miikodését [50]. A CK a kreatin — foszfat és a
a spermiumban a termelt nitrogén-monoxid szintjét [51]. Ebb6l adodoan a guanilat-ciklaz
aktivalasaval, a ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP) eldallitdsaval és a cGMP-fliggd

protein-kinazok aktivalasaval stimulalja a spermiumok motilitasat.

Habar nem emeli a mozgasra képes spermiumok mennyiségét a fagyasztas utan, az addig
¢l6, de nyugvo spermiumok mozgasat serkenti, ennek koszonhetdéen felhasznalhatod
intracitoplazmatikus spermium injekcid (ICSI) eljaras soran. Ebben a folyamatban nagyon
lényeges, hogy megfelelé motilitasu spermiumot fecskendezzenek a petesejtbe. A pentoxifillin
alkalmazasa lehetové teszi az ¢él6, motilis spermiumok jobb és gyorsabb azonositasat és
kivalasztasat az ICSI szamara, ami jobb megtermékenyitési aranyt idéz eld és révidebb
idéraforditast igényel [52]. Szamos tanulmany beszamolt arrdl, hogy a pentoxifillin javithatja
a spermiumok mozgasat anélkiil, hogy kéaros hatast gyakorolna a spermium kromatin/DNS

integritasara a vitrifikacio soran [53].

A pentoxifillint nem csupan human teriileten hasznaljak a medddség orvosolasara, hanem
az allattenyésztésben is a spermiumok motilitasanak fokozéasara az asszisztalt reprodukcios
eljarasok soran. Szamos tanulmany van a felhasznalasara a kiilonboz6 allatfajokban (kutyaban
[54], I6ban [55], szarvasmarhaban [56] és juhokban [57]), amelyekben eltéré koncentracioban
alkalmaztdk a szert, kiillonb6zé eredménnyel. A kisérletiink sordn a pentoxifillin, kos

spermiumok motilitdsdra gyakorolt hatasat vizsgaltuk.
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3 Anyag és modszer
A vizsgalatunk célja kozt az szerepelt, hogy adatokat gytijtsiink azzal kapcsolatban, hogy

a pentoxifillin képes-e javitani a fagyasztott kos spermiumok motilitasat.

A Kkisérletet kereskedelmi forgalomban kaphato, fagyasztott (-196 °C-on tarolt)
kossperma felhasznalasaval végeztiik. A felhasznalt mintdkat a Debreceni Egyetem

egylittmiikodésével szereztiik be. A fagyasztott — felolvasztott kos spermat pentoxifillinnel

e ey

Kisérletiink elsd fazisa egy, laparoszkdpos termékenyités hatékonysadganak ndvelésére
iranyulo kisérlet része volt; itt 18 miiszalmat vizsgaltunk 30 perccel a pentoxifillines kezelést
kovetden, a termékenyitést megeldzden; ebbdl 10 termékenyité dozist Img/ml, 8-at 2 mg/ml

pentoxifillinnel kezeltlink. Ezen feliil 7 miiszalman végeztiink eltarthatdsagi vizsgalatot, amely

crer

mintat.

A spermiumok kezelésére hasznalt pentoxifillint modositott szévet kultira médium
(MTCM-199) és 10%-0S magzati borji savo (FCS) tartalma oldatban oldottuk fel.
A fagyasztott spermat tartalmaz6 miiszalmakat 35°C-os vizfiirddben, negyven masodpercig
melegitettiik, majd a miiszalmak tartalmat Eppendorf cs6be engedtiik. Ezutan az eltarthatosagi
vizsgélathoz az Eppendorf csOben taldlhatdé nativ mintan, elvégeztik a spermiumok
mozgasanak az értékelését, CASA berendezés (MTG Germany) segitségével. Az adatok
feljegyzése utan elvégeztiik a mintak pentoxifillines kezelését. Az 1 mg/ml-es illetve a2 mg/ml-
inkubatorba helyeztiik. Az inkubacios id6 letelte utan motilitas vizsgalatot végeztiink, amelyhez
szintén a CASA késziiléket hasznéltuk. Majd a mintakat visszahelyeztiik az inkubatorba, ahol
tovabbi harminc percnyi inkubécid vart rajuk 37 °C-on, és a 60. percben is motilitas-vizsgéalatot

végeztiink.

A laborunkban hasznalt CASA gép négy kategoériat kiilonit el motilitds szempontjabol (a
WHO altal meghatarozott paraméterek szerint: gyors progressziv, egyenes vonalQ; lassu,
progressziv, egyenes vonalu; helyben mozgd (nem progressziv); nem mozgo6 (immotilis). A
CASA berendezés segitségével nyert eredmények statisztikai elemzését az R program

segitségével elemeztiik.
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Vizsgaltuk a 30. percben végzett motilitas vizsgdlatok atlagat és szordsat, valamint a

cyey

A motilitas és a kezelési csoport kozotti Osszefliggést linearis regresszid, illetve one-way
ANOVA vizsgalattal elemeztiikk. Szintén one-way ANOVA segitségével értelmeztiik az

eltarthatosagi vizsgalatok eredményét.
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4  Eredmények

A 0. percben a lassu progressziv motilitasti sejtek aranya 71,00(x11,01)%, a gyors

progressziv 7,14(x10,65)% volt. A nativ mintaban az immotilis spermiumok megoszlasa

7,71(£3,64)%, a nem progressziv motilitasu sejtek aranya pedig 7,71(%3,64)% volt.

2. tablazat: A 30. percben mért motilitas vizsgalatok eredménye (atlag, szoras)

Mozgas tipusa 1 mg/ml(szoras) 2 mg/ml(széras) Szignifikancia
progressziv lassu 47,76(+11,33) 57,35(+9,08) p=0,016
progressziv gyors 11,06(£7,19) 11,71(%5,27) nincs szign. kiil.
nem progressziv. 3,82(+2,35) 6,43(+3,03) p=0,0116
immotilis 37,35(+16,58) 24,5(+11,32) p=0,02

crer

pentoxifillinnel kezelt csoportban 11,06 (+7,19)% volt, mig a 2 mg/ml pentoxifillinnel kezelt

csoportban 11,71 (£5,27)%. A két csoport kozott a 30. percben nem volt szignifikans

kiilonbség. Az immotilis spermiumok ardnya szignifikdnsan magasabb (p=0,02) volt az 1

mg/ml-es csoportban, 37,35 (£16,58)%. Mikozben a nem progressziv motilitasi sejtek

megoszlasa a 2 mg/ml-es csoportban volt szignifikansan (p=0,0116) emelkedett 6,43(£3,03)%.

A 2 mg/ml-es csoportban a lassi progressziv motilitas 57,35(x9,08)% volt; amely

e

csoportban, 47,76(£11,33)%. (2. tablazat, 3.4bra)
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3. dabra: A 30.percben végzett motilitas vizsgalatok eredménye
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A 30. és 60. percben kapott eredmények kozott a progressziv lassi motilitds

szempontjabol sem az 1 mg/ml-es, sem a 2 mg/ml-es csoportban nem volt szignifikans

crer

motilitasu sejtek ardnya a 30.perccben szignifikansan (p=0,0252) magasabb volt 5,0(%3,0)%,
mint a 60. percben mért 1,70(x1,6)% érték (3.tablazat, 3.abra).

3. tabldazat:A 30 és 60. percben végzett motilitds vizsgalatok dzehasonlitisa az 1 mg/mi-es csoportban
(dtlag, szords)

Motilitas 30p 60 p Szignifikancia
progressziv lassu 50,57(+16,05) 40,43(+11,65) nincs szign. kiil.
progressziv gyors 11,57(£7,16) 4,43(£3,51) p=0,0354
nem progressziv 5,0(£3,0) 1,71(+1,6) p=0,0252

immotilis 32,86 (£22,73) 53,43(+14,52) p=0,0665

(tendencia)
A 2 mg/ml-es csoportban a 30. percben 7,14(+3,02)% volt a nem progressziv motilitasu
spermiumok aranya, a 60. percben pedig 4,86(+3,24)% (3. tablazat, 4. abra). A két csoport

kozott a nem progressziv motilitdsu sejtek megoszlasaban nem volt szignifikans kiilonbség. A

crer

kezelt csoportban a 30. percben 11,57(+7,16)%, a 60. percben 4,43(+3,51)% volt.

4. tabldazat: A 30. és a 60. percben végzett motilitas vizsgalatok 6sszehasonlitasa a 2 mg/mi-es csoportban
(atlag, szordas)

Motilitas 30p 60 p Szignifikancia
progressziv lassu  61,71(+9,09) 52,86(+14,4) nincs szign. kiil
progressziv gyors | 12,0(£5,51) 3,57(x2,64) p=0,00331
nem progressziv 7,14(+3,02) 4,86(+3,24) nincs szign. kiil
immotilis 19,14(+7,58) 38,71(+17,41) P=0,0184
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A 2 mg/ml-es csoportban a 60. percben 3,57(£2,64)%, a 30. percben 12,0(£5,51)% volt
a progressziv gyors motilitast végzo sejtek aranya (3. tablazat, 3.abra). Mind az 1 mg/ml-es
(p=0,0354), mind a 2 mg/ml-es csoportban (p=0,00331) szignifikansan magasabb volt a gyors
progressziv motilitasti spermiumok ardnya a 30. percben. Az immotilis sejtek aranya a 60.
percben 53,43(£14,52)% volt az 1 mg/ml-es csoportban, amely tendencidzusan (p=0,0665)
pentoxifillint tartalmaz6 csoportban a 30. percben az immotilis spermiumok arénya
19,14(x7,58)%, a 60. percben 38,71(x£17,41)% volt. A 30. és 60. perc kozott az immotilis sejtek
aranya a 60.percben szignifikansan (p=0,0184) magasabb volt.

60. perc(1 mg/ml) _,4 L71 53,43
30. perc (2 mg/ml) _ 12 7,14 19,14

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M progressziv lassu progressziv gyors  Hnem progressziv. B immotilis

4. dbra: A kiilonbozé koncentracioval kezelt mintak 30. és 60. percben végzett motilitas vizsgalatanak
eredményei

5 Megbeszélés/kovetkeztetések

A juhok altal termelt allati termékek, mint a juhhts, -tej €s gyapju, sokoldalt hasznositasa
miatt, a juhtartas elterjedt Magyarorszdgon. A hazai juhallomény szama az utdbbi tiz évben
megkozelitéleg 1,1 milli6 koriil mozog (ebbdl anyajuh: 800 ezer) [1].
Az elmult években a belfoldi juhhtstermelés novekvd tendenciat mutat. 2019-ben példaul
koriilbeliil 1500 tonna hust allitottak eld a gazdasagok, amelybdl 400 tonna keriilt kivitelre.
Magyarorszagon jelenleg a juhaszatok bevételének donté hanyada vagobaranyok eladasabol
szarmazik [9]. Emiatt nagyon fontos a szaporasag novelése, a két ellés kozti id6 lerdviditése.

Ehhez elkeriilhetetlen az asszisztalt reprodukcios technikak (ART) alkalmazasa.
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Az egyik legrégebbi ¢és leggyakrabban alkalmazott asszisztalt reprodukcidos modszer az

allattenyésztésben a mesterséges termékenyités (MT) [11]

A spermiumok sikeres fagyasztva tarolasa, valamint a szuperovulacié és az Osztrusz
szinkronizaci6 alkalmazédsa az dallattenyésztésben jelentds fejlodéséhez vezettek ¢és
forradalmasitottdk az asszisztalt reprodukcios eljardsokat, azon beliil is a mesterséges
termékenyitést [12]. Bizonyos haszonallatfajokban évtizedek Ota kizardlagosan alkalmazzak,
azonban a juhagazatban egyeldre kiegészitd szerepe van. Ennek egyik oka, hogy a kossperma

motilitasa, igy fertilizacios képessége is, jelentdsen csokken a fagyasztasi eljaras soran.

Kisérletiinkben egy, egyéb allatfajokban alkalmazott motilitdsndveld hatdanyag, a
pentoxifillin  hatasat  vizsgaltuk  fagyasztott-felolvasztott  kossperma  motilitasara.
A pentoxifillin egy metil-xantin szarmazék, amelynek szertedgazo hatasa van a sejtszintii
anyagcsere-folyamatokra. Klinikai felhasznalasa ennek megfeleléen sokréti. Egyik
felhasznalasi teriilete a human medddség kezelése, amennyiben azt a himivarsejtek alacsony

motilitasa okozza.

A metil — xantin szarmazékok, akarcsak a pentoxifillin, a sejtek foszfodiészteraz
aktivitasat gatoljak, ami igy az intracellularis cAMP szint emelkedéséhez vezet. A ciklikus
adenozin — monofoszfat serkenti a spermiumok motilitasat a cAMP — fiiggd protein — kinaz

aktivalasaval [48], amely a fehérjék tirozin foszforilaciojanak szabalyozasaban jatszik szerepet.

Habar a pentoxifillin nem emeli a mozgasra képes spermiumok mennyiségét, az ¢é16, de
nyugvo spermiumok mozgasat serkenti, ennek koszonhetden felhasznalhatd a motilitas
altalanos novelésére [52]. Tovabba beszamoltak arrdl, hogy a pentoxifillin javithatja a
spermiumok mozgasat anélkiil, hogy kéros hatdst gyakorolna a spermium kromatin/DNS

integritasara a fagyasztas soran [53].

Szamos tanulmany van a felhasznalasara a kiilonb6z6 allatfajokban. Mirshokraei és
munkatarsai friss kutyaspermanal vizsgaltak a pentoxifillin hatasat kiilonb6z6 koncentracioban
a spermiumok motilitasara, illetve a kapacitaciora. Eredményeik alapjan a pentoxifillin mind a
motilitast, mind a kapacitalt spermiumok szamat novelte friss kutyaspermaban [54]. Gradil és
Ball hiitott 16sperma motilitasat vizsgaltak fagyasztas el6tti, illetve utani pentoxifillin kezelést
kovetden. A hiitott, illetve fagyasztas utan kezelt sperma motilitasa javult, ellenben a fagyasztas
el6tt kezelté csokkent. [55]. Barakat és munkatarsai a koffein, pentoxifillin és kallikrein hatasat
vizsgaltdk szarvasmarha fagyasztott sperma motilitasara. Eredményeik alapjan a koffein és

pentoxifillin névelte az 6sszmotilitast és a progressziv motilitast [56].
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Maxwell és munkatdrsai tobb vegyiiletet tanulmanyozott a kossperma motilitasara
kifejtett hatasuk alapjan. Az altaluk vizsgélt vegyiiletek koziil egyediil a pentoxifillin novelte a
motilitast spermiotoxikus hatas nélkiil. A spermiumokat 6 6ras iddintervallumban vizsgaltak.
A 4. orat kovetden gyorsabb motilitds csokkenést tapasztaltak, mint a kontroll mintakban. Mi
az altalunk végzett kisérlet soran nem tapasztaltunk nagymértékii motilitds csokkenést. Ebben
a kisérletben a kezelt spermat intruterin termékenyitésre is felhasznaltdk, és a kontroll
spermahoz képest magasabb aranytl vemhességet tudtak elérni a pentoxifillinnel kezelt
spermaval (41% ill. 52 %) [57]. A szerzOk a fentebb emlitett motilitascsokkenésnek tudjak be,
hogy nem volt nagyobb kiilonbség a vemhesiilések szdmaban. A felhasznélt koncentracid

tekintetében nincs konszenzus a szakirodalomban: 0,1-100 mM/ml kozott is taldlunk értékeket.

Az altalunk végzett kisérletben in vitro vizsgaltuk a pentoxifillin hatasat fagyasztott
kossperma motilitasara CASA segitségével. A laborunkban hasznalt CASA gép négy kategoriat
kiilonit el motilitas szempontjabol (a WHO altal meghatarozott paraméterek szerint: gyors
progressziv, egyenes vonall; lassl, progressziv, egyenes vonal; helyben mozgd (nem
progressziv); nem mozgd (immotilis). A fertilizdcod szempontjabol elsddlegesen a progressziv

motilitasu, azon beliil is a lassi progressziv mozgast végzo spermiumok aranya a legfontosabb.

Kisérletiink elsdé fazisa egy laparoszkopos termékenyités hatékonysaganak novelésére
iranyuld kisérlet része volt. Tizennyolc miiszalmat vizsgaltunk 30 perccel a pentoxifillines
kezelést kovetden, a termékenyitést megeldzden. EbbOl tiz termékenyitd dozist 1mg/ml
koncentracioju, 8-at 2 mg/ml koncentracioju pentoxifillinnel kezeltiink. Mindemellett 7
miiszalman végeztiink eltarthatosagi vizsgalatot, amely soran a 0., 30. és 60. percben vizsgaltuk

crer

utan. Az utobbi kisérletben a miiszalmak teljes tartalmat felhasznaltuk, igy minden szalmabol

készitettink 1 mg/ml, és 2 mg/ml koncentracioji pentoxifillinnel higitott mintat.

Az eredmények statisztikai elemzését az R program segitségével végeztiik.

A 30. percben mért lassu progressziv motilitas tekintetében kiilonbséget taldltunk az 1
motilitdsa szignifikdnsan magasabb volt. A lasst progressziv motilitds a leglényegesebb a
fertilizacid sordn, igy ez az informacié jelentds. Szintén szignifkdnsan magasabb volt a 2
mg/ml-es csoportban a nem progressziv motilitasu sejtek aranya, mig a gyors progressziv

motilitds szempontjabdl nem volt szignifikans kiilonbség. Az immotilits sejtek aranya az 1
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mg/ml-es csoportban volt szignifikansan magasabb. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a 2 mg/ml

c sy

A 30. és 60. percben kapott eredmények kozott a progressziv lassi motilitas
szempontjabol sem az 1 mg/ml-es, sem a 2 mg/ml-es csoportban nem volt szignifikans
kiilonbség. Ebbdl kovetkeztethetiink arra, hogy a vizsgalt idintervallumban a pentoxifillin nem
noveli a progressziv lassi motilitas csOkkenésének sebességét 2 mg/ml koncentracidban sem.
A progressziv gyors motilitas ugyanakkor szignifikansan alacsonyabb volt a 60. percben mind

a két csoportban, tehat ezt a tipust motilitast a pentoxifillin nem tudja fenntartani.

A nem progressziv motilitas tekintetében kiilonbséget talaltunk az az 1 mg/ml-es és a 2
mg/ml-es csoport kozott: mig az 1 mg/ml-es csoportban a 60. percben a nem progressziven
mozgo sejtek aranya szignifikansan alacsonyabb volt (ezzel parhuzamosan az immotilis sejtek
aranya a 60. percben magasabb volt, tehat a nem progressziv sejtek jo része immotilissa valt),
addig a 2 mg/ml-es csoportban nem tapasztaltunk szignifikans csokkenést. Ennek jelentdsége

kérdéses, mivel a nem progressziv motilitdsi spermiumok szerepe a fertilizacioban csekély.

Az immotilis sejtek aranya mind a 1 mg/ml-es, mind a 2 mg/ml-es csoportban névekedett
a 60. percre. Az immotilissé valo sejtek nagy része az ardnyok valtozasa alapjan a nem
progressziv, illetve a progressziv gyors motilitasu sejtek kozil keriilt ki, ez azonban nem
jelenthetd ki teljes bizonyossaggal, hiszen a spermiumok egyedi nyomonkovetésére jelenleg

nem all rendelkezésiinkre eljaras.

Az altalunk végzett kisérlet eredményei 0sszhangban vannak a szakirodalomban talalhat6
eredményekkel, azaz a pentoxifillin motilitdsra gyakorolt jotékony hatasat mi is ki tudtuk
mutatni. Kisérletiinkben ez a hatds fOleg a progressziv lassu motilitds csokkenésének
mérséklodésében mutatkozott meg. Ez az eredmény mindenképp biztatd, bar nem jelenthetd ki
egyértelmiien, hogy a fertilizaciora olyan mértéki pozitiv hatast fog gyakorolni, amely
kimutathat6 lesz a vemhesiilési rata novekedésében is. Az eredmények magas szorasa arra utal,
hogy nagy egyedi kiilonbségekkel kell szamolni motilitas szempontjabdl a kossperma esetén is

(mint a legtobb mas allatfajban).

Szandékunkban all az altalunk végzett in vitro vizsgalatokat in vivo is megismételni, azaz
a pentoxifillines kezelés hatasat vizsgélnank a fertilizacidra. Fagyasztott sperma esetén ez
laparoszkdopos mesterséges termékenyités alkalmazéséval valosithato meg.
Felmertilhet még a pentoxifillin hatdsanak vizsgalata friss kossperma motilitasara. Ennek a friss

spermas, intravaginalis termékenyités esetén lenne potencidlis jelentdsége; csokkenthetd lenne
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a fertilizdciohoz sziikséges spermiumszam, igy egy ejakulatum felhasznaldsdval nagyobb

szamu anya lenne termékenyithetd.

6 Osszefoglalas

A fagyasztasi eljaras utani felengedési, olvadasi folyamat csokkenti a spermiumok
motilitasat, életképességét és megtermékenyitési potencialjat. A pentoxifillin, mint metil-xantin
szarazék foszfodiészteraz gatld hatasa miatt képes megemelni a himivarsejtekben a cAMP
valamint a spermiumok zona pellucidan valo athaladasat segiti el6. Ebbdl kifolydlag nagy
valoszintiséggel pozitiv hatassal van a fertilizacios aranyra. Kisérletiinkben a pentoxifillin

hatasat kosspermén vizsgaltuk.

Kereskedelmi forgalomban kaphato fagyasztott kosspermaval dolgoztunk. A 0,25 ml-es
szalmakat felolvasztast kovetden CASA-val (Computer Assisted Sperm Analysis) vizsgaltuk.
spermiumok motilitasat a 0., 30. és 60. percben. Osszehasonlitottuk az Osszmotilitast,
progressziv gyors illetve lassit motilitast spermiumok ardnyat, valamint a nem progressziv ¢és
immotilis sejtek aranyat a kezelt spermaban. A 0. percben nativ mintdn, a 30. és 60. percben

kezelt mintakon végeztiik el a vizsgalatot.

Az eredmények statisztikai értekelését ANOVA probaval végeztiik. A 30. ¢és 60. perc
kozott a lassi progressziv motilitas szempontjabol sem az 1 mg/ml-es, sem a 2 mg/ml-es
csoportban nem volt szignifikans kiilonbség. A gyors progressziv motilitds mind az 1 mg/ml-
es, mind a 2 mg/ml-es csoportban szignifikdnsan magasabb volt a 30. percben. A nem
progressziv motilitas az 1 mg/ml-es csoportban magasabb volt a 30. percben, a 2 mg/ml-es
csoportban nem volt szignifikans kiilonbség a 30. és 60. percben. Az immotilis spermiumok
aranya az 1 mg/ml-es csoportban tendencidzusan, a 2 mg/ml-es csoportban szignifikdnsan

magasabb volt a 60. percben.

A 30. perc eredménye alapjan végzett ANOVA proba alapjan a 2 mg/ml-es csoportban a
lassu progressziv, illetve a nem progressziv motilitds szignifikansan magasabb volt. Gyors
progressziv motilitds tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a két csoport kozott. Az

immotilis spermiumok aranya az 1 mg/ml-es csoportban volt szignifikdnsan magasabb.
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Eredményeink alapjan a pentoxifillin a hasznalt koncentracidkban nem fejt ki citotoxikus
hatast a spermiumokra, fagyasztott kossperma esetén, és a lassti progressziv motilitast (amely

a fertilizaco szempontjabol kritikus) az altalunk vizsgalt idéintervallumban fenn tudja tartani.
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