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Absztrakt

A kutydk mesterséges termékenyitése, €és az ehhez kapcsolddd tartés spermatérolds egyre
elterjedtebbé valt az elmult évtizedekben. A tartds tarolast a sperma hiitésével, illetve
fagyasztasaval/mélyhiitésével lehet elérni. Azonban felmeriiltek kétségek azzal kapcsolatban,
hogy a hiitve tarolas (5-8°C), illetve a mélyhitott tarolas soran nem romlik-e szamottevéen a
spermiumok mindsége prosztata valadék jelenlétében. Ennek kikiiszobolésére elterjedt
modszerré valt a kan kutyaktol levett mintdk centrifugalasa a prosztatavaladék eltavolitasa
érdekében. A prosztatavaladék karos hatassal lehet az ondosejtekre, ugyanakkor vannak
elényds tulajdonsagai is. Kimutattdk, hogy termékenyités soran sziikséges lehet a jelenléte,
mivel olyan immunolégiai folyamatokat indit be a néi szervezetben, ami nagyban hozzajarul a
sikeres vemhesség eléréséhez, illetve az egészséges embrio, magzat fejlédéséhez. A megfeleld
centrifugdldsi modszer, sebesség, id6tartam kivéalasztasa kulcsfontossagi a sperma
feldolgozasa soran, ugyanis a centrifugalasnak is lehetnek negativ hatdsai a spermiumokra
nézve. Dolgozatomban a prosztatavaladék szerepével és a centrifugalassal, mint
spermatisztitasi modszerrel kapcsolatban megjelent cikkek tanulmanyozasaval és

rendszerezésével tekintettem at az emlitett kérdéskoroket.
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Roviditések jegyzéke

CASA szamitogép asszisztalt sperma analizis
DGC stiriséggradiens centrifugalas

DNS dezoxiribonukelinsav

FITC fluoreszcein-izotiocianat

MMP matrix metalloprotein

PMN-sejtek polimorfonuklearis neutrofil-sejtek
RCF relativ centrifugélési erd

ROS reaktiv oxigén gyokok

RPM percenkénti fordulatszam

SCD Sperm Chromatin Dispersion Test
sDFI spermium DNS fragmentacids index
SLC egyrétegl kolloid centrifugalas
TALP Tyrode-féle albumin-laktat-piruvat



1. Bevezetés (Célkitiizés)

A kutyak mesterséges termékenyitése az elmult évtizedekben egyre elterjedtebbé valt, hiszen
az OrOkitbanyag transzportja leegyszertisodott, elérhetévé valt mindenki szaméra, ami
megkonnyiti ezen technikak elterjedését. A mesterséges termékenyités elénye, hogy a nemi
betegségek terjedésének csokkenését is eldsegiti a sperma mintak, illetve a donor allatok
vizsgalata miatt. A mesterséges termékenyités kiilonbozo fazisaiban igyekeznek a természetes
folyamatot figyelembe venni. Mar a spermagyljtés soran fontos, hogy megfeleld
koriilményeket biztositsunk az allatok szdmara, hogy az ejakulacio végbe tudjon menni. Ha
nem azonnal torténik a sperma felhasznalasa, akkor taroldsra van sziikség, ami altalaban
hiitéssel, illetve fagyasztassal torténik. Ezen eljarasokhoz a gytijtés utdn mielébb elvégzett
centrifugalds elengedhetetlen, amellyel eltavolitjuk a prosztatavaladékot, illetve a sériilt
sejteket, tormelékeket, korokozokat. A prosztatavaladék eltavolitidsa azért sziikséges, mert a
hiitve tarolds soran annak Osszetevoi karos hatdssal vannak az onddsejtekre, ami a sejtek
mozgékonysaganak  és  életképességilk  romlasaban  nyilvanul ~meg.  Ennek
kovetkezményeképpen romlik a termékenység is. Azonban Nothling és Volkmann (2005) azt
tapasztaltdk, hogy, amikor az eltavolitott prosztatavaladékot termékenyitéskor hozzaadtik a
felolvasztott spermahoz javult annak a termékenyitéképessége [1].

Szakdolgozatom célja, hogy a rendelkezésre allo szakirodalom részletes tanulményozéasaval
osszehasonlitsam a kiilonb6z6 centrifugalasi modszereket, azok elényeit és hatranyait. Tovabba
célom, hogy értékeljem a prosztatavaladék szerepét a sperma tarolasa sordn, illetve a

termékenyitéskor torténd felhasznalés soran.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A kan kutyak reprodukcios szerveinek attekintése

A himnemi kutydk reprodukcios szervei kozé tartozik a hereborék, az ebben elhelyezkedd
herék és mellékherék, az ondovezeték, az ondozsinor, a pénisz és a hugycso, illetve az egyetlen
jarulékos him nemi mirigy, a prosztata. A herében termelddnek az ondosejtek, amelyek innen
a mellékherébe jutnak, annak eliilsd, feji részében fejezédik be az érésiik, majd az ejakulacid
bekovetkeztéig a mellékhere farki részében tarolodnak. Az ivarsejtek az ondovezeton keresztiil
a hugycsobe keriilnek és itt keverednek a jarulékos mirigy(ek) valadékaval, az ondoplazmaval.
Az igy létrejott valadékot nevezziik ondonak, amely a kanok kozosiilo szervében, a péniszben
halad6 hagycsovon at jut a kiilvilagra[2].

A kan kutyak egyetlen jarulékos him nemi miriggyel rendelkeznek, a prosztataval, melynek a
mérete forditott aranyban all a herével. A prosztata, mas néven diilmirigy, gdbmb alaku, tomor
szerkezetli mirigy, a hugyholyag nyakat, illetve a hugycsé medencei szakaszanak felso részét
veszi korbe. Egy sekély, hosszanti dorsalis barazda valasztja két lebenyre a mirigyet. A
prosztatanak szamos kivezetd csdve van, amelyek a higycsdbe nyilnak, az onddvezeték
nyildsdnak kozelében. A prosztata valadéka savoszerii, a pH értéke 6.5-7.0. Mennyisége
altalaban 30-40ml, az ond6 70-80%-at teszi ki. A kan kutyak 3 frakcioban ejakulalnak,

melynek 1. illetve foként a 3.frakcidja prosztata eredetii.

2.2. A prosztatavaladék osszetétele

Zsirok

A kiilonb6z6 zsirsavak nem egyenld mennyiségben talalhatdak meg az ondoplazmaban.[3] Egy
vizsgalat szerint az dsszes zsirsav 2,5%, ebbdl a legnagyobb mennyiség telitett zsirsav (85%),
a telitetlen zsirsavak koziil pedig az egyszeres telitetlen zsirsavak ardnya joval magasabb
(~14%), mint a tobbszordsen telitetlenek(~1,7%). A f6 telitett zsirsav a sztearinsav, a

palmitinsav, a mirisztinsav, a f0 telitetlen pedig az olajsav.

Cukrok
Kutydk prosztatavaladékanak fruktoz tartalma alacsony, Osszehasonlitva a tobbi allatfaj
prosztatavaladékaval[2]. Ennek ellenére a kutya ondojaban 1évé spermiumok ezt a cukrot,

illetve a gliikozt is tudjak hasznositani[4].



Fehérjek

A véladék fehérjében és elektrolitokban gazdag. Tartalmaz proteolitikus enzimeket: savanyu
foszfatazt, amilazt és fibrinolizint is alacsony mennyiségben, azonban az arginin-észteraz
mennyisége nagyon magas|[5].

A matrix metalloproteinek (MMP-K) is a proteolitikus enzimek csoportjaba tartoznak, szerepiik
a spermium metabolizmusanak fenntartasa, az extracelluldris matrix és az alapmembran
fehérjéinek lebontasa, tovabba a spermium funkciojanak megfelelé miikédés biztositasa. Human
ondoban mar korabban is vizsgaltdk ezeknek a jelenlétét, azonban kutydkban csekély vizsgalat
iranyult erre. [6]. A masodik és a harmadik frakcié fehérjéinek osszetételében némi kiilonbség
talalhato. Egy erre iranyuld kutatasban 251 fehérjét tudtak kimutatni, amikor a két frakciot
egylitt vizsgaltak, mig a spermiumban gazdag frakcioban megtalalhat6 volt 17 olyan fehérje is,
amely a harmadik frakcioban nem [7]. Azt is eredményiil kaptak, hogy az arginin-észteraz, a
laktorferrin és transzferrin volt a legnagyobb intenzitdsu fehérje mindkettd fazisban.

Sertésben, 160ban és szarvasmarhaban mar korabban is vizsgaltak az ondoplazma laktoferrin és

crer

crer

crer

vizsgaltak. A kapott eredmények azt mutattdk, hogy nincs szignifikdns korrelacié az
ondoplazma transzferrin koncentracidja és az ondodsejtek teljes szama kozott. Tovabba nincs
szignifikans Osszefiiggés az ondoplazma transzferrin mennyisége €s a spermiumok motilitasa
kozott. A vizsgalatok eredményei szerint a kutydk ondoplazmdja kevesebb laktoferrint
tartalmaz, mint a sertés és az ember ondoplazmaja. Buckett (1997) magasabb laktoferrin
koncentraciot talalt azokban a mintakban, ahol oligospermia allt fenn. Az embereknél prostatitis
esetén is magasabb volt a laktoferrin koncentracid. Azonban ebben a kutatasban nem sikertilt
alatdmasztani, hogy kutyakban is van 0sszefiiggés a két paraméter kozott, tehat kutyaban a két
vizsgalt vaskoto fehérje nem tekintheto a nemi mirigyek miitkodési mutatojanak, ellentétben a

szarvasmarha vagy az ember ondoplazmajaban 1évo transzferrinekkel [8].

Elektrolitok, dsvanyi anyagok

Egy német klinikdn egy nagyobb kutya populacidoban (n=30) vizsgaltdk az asvanyi anyagok ¢és
elektrolitok jelenlétét, illetve mennyiségét. A kapott eredményeket kordbban végzett

tanulmanyokkal, irodalmi adatokkal vetették Ossze. A vizsgalt dsvanyi anyagok a nétrium,
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kalium, magnézium, kalcium, szervetlen foszfat, cink és a réz volt.[9] Néhany asvanyi anyagnal
talaltak mennyiségi kiilonbséget, azonban ezt okozhatta az eltéré vizsgalati modszer
alkalmazasa, tovabba a kiilonb6z6 ondoplazma el6készitési modszer. Legnagyobb
mennyiségben cinket (866 mmol/l), natriumot (145 mmol/l) illetve rezet (37 mmol/l) talaltak,
a tobbi nyomelem 0,2-10 mmol/l tartomanyba esett. A cink koncentracié megallapitasa emiatt

alkalmas a prosztata miitkddés monitorozasara.

2.3. Spermagyiijtés

A spermagylijtés a mesterséges termékenyitésen tul torténhet a sperma mindségének
ellendrzése (pl. tenyészkan iddszakos ellendrzése, kezdd tenyészkan ondd vizsgélata,
medddségi vizsgalatok), és a sperma késdbbi felhasznalasa céljabol. Rovid ideig torténd tarolas
esetén friss, vagy hitott spermat alkalmaznak, hossza tava tarolas esetén a spermat
fagyasztani/mélyhiiteni kell. Bizonyos esetekben akkor is sziikséges lehet spermat gytijteni, ha
az anatdmiai viszonyok, vagy viselkedési rendellenességek nem teszik lehetdvé a természetes
paroztatast[2, 10]. Spermavétellel a prosztata allapotaval kapcsolatban is informaciohoz tudunk
jutni.

A gylijtés soran elsddlegesen fontos a nyugodt kornyezet biztositdsa, ha ezt nem tudjuk
megtenni, akkor elmaradhat a teljes erekcid, és nem lesz megfeleld az ejakulacié sem. A
spermagytijtés kutydk esetében kézi manipulacidval torténik, segiti a folyamatot a tiizel szuka
jelenléte, azonban, ha erre nincs lehetdség akkor nemtiizel6 szuka, vagy kasztralt kan jelenléte
is elegendd lehet. Egyéb esetekben az is sikerhez vezethet, ha egy tiizeld szukabol vett
hiivelyvaladékot Mull-lap vagy tampon segitségével a kan orrdhoz tartjuk.

Az ejakulacio soran a spermaiirités 3 frakcioban torténik [11]. Az els6 frakcid a prosztatabol
szarmazik, kis mennyiségli, attetszd, mert sejtet szinte alig tartalmaz, térfogata altalaban nem
haladja meg a 2-ml-t. A masodik frakci6 a heréb6l és a mellékherébdl szarmazik, ez az opalos,
tejszer(i valadék a spermiumokban gazdag frakcid. A harmadik frakcié nagy mennyiségben
tirill, a térfogata a kutya testméretétdl fliggden valtozhat és szintén a prosztatdbol szarmazik.
Annak koszonhetéen, hogy a frakciok a sajatossagaik miatt elkiiloniilnek, illetve, hogy a
masodik frakcid leaddsa utdan egy minimalis sziinet kdvetkezik be, el tudjuk kiiloniteni a
harmadik frakciot. Ez a szeparalt gyljtés akkor fontos, amikor az ond6t mélyhiités vagy
mesterséges termékenyités céljabol vessziik az allatbol. A harmadik frakcid vizsgalataval a

prosztata allapotarol kaphatunk fontos informacidkat, akar az esetleges bantalmak



fennallasarol. Abban az esetben ha diagnosztikai c€lbdl vagy fertilitds vizsgalat céljabol

gyljtjiikk az ondot, akkor a teljes ejakulatumot kell felfogni, mindharom frakciot egyben [2].

1. dbra: Az ejakulatum 3 frakciéja (Forras: Dr. Cseh Sandor Allatorvosi
andrologia) 1 .frakcio: prosztata eredeti, 2.frakcio: spermiumban gazdag, 3. frakcio:

prosztata eredetii

2.4. Az ejakulatum vizsgalata

Az ejakuldtum vizsgalata fontos része az andrologiai alapvizsgalatoknak. Meg kell jegyezni,
hogy a vizsgalat sordn egy-egy paraméter alapjan nem lehetséges a sperma
termékenyitOképességét megallapitani[12]. Tobb paraméter egyiittes vizsgalata, a sejtes alkotd
elemek értékelése hozzajarulhat a termékenyitoképesség pontosabb megitéléséhez[2]. Ezeket a
vizsgélatokat érdemes legalabb 3-4 alkalommal ismételni, kiilonb6z6 id6pontokban —legalabb
4-6 hét kiilonbséggel- vett spermabdl megnézni, ezzel is segitve a megalapozott
véleményalkotast.

El6szor a makroszkopos paraméterek vizsgalata torténik meg, amelyek az ondé mennyisége és
a szine[13]. A kutyak ondé mennyisége 1-40 ml kozé esik[2], ezt befolyasolja a spermavétel
modja, attol fliggden, hogy mindharom frakciodt gytlijtotték, vagy csak az elsd két frakciot. Ezért
a térfogat onmagaban nem mutatja az onddé mindségét. A teljes, a gyijtott ejakulatumban

talalhato 6sszes spermium szamanak a meghatarozasa fontos része a vizsgalatnak, mivel az egy



kiemelt jelentdségli minéségi paraméter[13]. Az ondo térfogatat befolyasolja tovabba a kutya
testmérete is, nagyobb testii kanok nagyobb mennyiségii ond6 termelésére képesek a nagyobb
here méretiik miatt[14]. Az ejakulatum szine normal esetben tejfehér szinii, opalos [2]. Az
attetsz6 mintak spermahianyra (alacsony spermium-koncentracio), vagy azoospermiara (nincs
spermium a mintaban) utalhatnak. Egyes esetekben az azoospermias kutyak zsircseppeket
valasztanak ki az onddba, ezaltal makroszkoposan normalis képet mutathat a beldliik vett minta
[13]. Az ondo sargas szinii elszinezddését vizelettel vald szennyezddés okozhatja. Barna vagy
voroses elszinez0dés vér jelenlétére utalhat, ennek egyik oka lehet sériilés, de a vér szarmazhat
a prosztatabol is [13]. Az ejakulatum sargas-zold, zoldes elszinez6dése genny miatt lehetséges,
ami fertézésre utal [2].

A gylijtott sperma pH meghatarozasat lehetdség szerint a gyiijtés utan legrovidebb idon beliil
el kell végezni. Kiilonbség lesz az elkiilonitetten gyiijtott sperma, illetve a mindharom frakciot
tartalmazod ejakuldtum kapott pH értékében. A nem-elkiilonitett mdédon gytijtott sperma esetén
a pH 6,4-6,8 koz¢ esik[12]. Amennyiben a prosztatavaladék elkiilonitve lett gyiijtve annak pH-
ja 6,0-7,4 kozotti érték. Ez alapjan a teljes ejakulatum pH-jat a prosztatavaladék mennyisége
befolyasolja[2].

A makroszkdépos paraméterek utdn kovetkezik a mikroszkdépos vizsgalat, amihez
tulajdonképpen a spermiumok vizsgalata tartozik: a mozgasuk, a morfologiajuk és a
spermiumszam[13].

A motilitas vizsgalatot eldnydsebb 37°C-on végezni, mint szobahdmérsékleten, tovabba keriilni
kell a homérséklet-ingadozasokat, mert ez befolyasolhatja az eredményt. Ehhez olyan
mikroszkop hasznalata javasolt, amely melegithetd targyasztallal rendelkezik. A vizsgalathoz
az ejakulatum egy cseppjét egy tiszta targylemezre helyezik, majd ezt fedélemezzel (22 x 22
mm) fedik le. Faziskontraszt mikroszkoppal 100-200-szeres nagyitason vizsgaljak. Nagy
spermiumsiiriség esetén egyedi mozgas vizsgdlatot nem tudunk végezni, mert csak az un.
tomegmozgast tudjuk értékelni. Ilyen esetben a spermat higitani sziikséges, megfeleld,
elézetesen ellendrzott higitoval, amely az onddsejtek mozgasat nem, vagy csak kis mértékben
befolyasolja[2]. Fiziologias esetben a spermiumok minimum 70%-a progressziv, elérehalado
mozgast végez. A fizioldgids mozgast végzd spermiumok ardnya pozitiv korrelacidoban van a
A megfeleld6 morfoldgidval rendelkezd spermiumok magas aranya elengedhetetlen a sikeres
termékenyités szempontjabol[12]. A morfologiai értékelést is faziskontraszt mikroszkoppal
végzik, de ennek hidnyaban kiilonbozd festési eljardsok és fénymikroszkop hasznalata is

megfeleld lehet [13]. Kenetkészitésre tobbféle modszer is alkalmazhato: az egyik ilyen
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lehetdség, amikor a targylemez egyik végére egy csepp eozin-nigrozin festéket és egy csepp
ejakulatumot helyeznek, majd ezeket egy mésik targylemezzel 6vatosan 0sszekeverik. Ezutan
a vérkenet készités soran megszokott modon targylemezzel végig tolva a cseppet, egy vékony
kenetet készitenek[12]. A masik modszer soran a kenetet -a vérkenet készitéshez hasonlo
modon- elokészitik, majd kiilonbozo festékkel megfestik. A Diff-Quik festés rendkiviil gyors,
a spermium akroszomaja vilagos kékre, a farokrész kékre vagy vorosre festédik. Egy masik
gyakran hasznalt festés a Spermac-festés, amely az akroszoma allapotardl tajékoztat, illetve
alkalmas az akroszomaval rendelkez6 vagy nem rendelkez6 ondosejtek elkiilonitésére. Tovabbi
elénye, hogy alkalmazhato fagyasztott, higitott spermaval is[2]. A kenetek vizsgalata 1000-
szeres nagyitason torténik és legalabb 200-300 spermiumot sziikséges értékelni, egyes formak
gyakorisagat szazalékos formaban adjuk meg[2, 12].

Az alapjan, hogy az ondosejt mely részén van elvaltozds megkiilonboztetiink primer és
szekunder rendellenességeket. Primer rendellenesség esetén a spermatogenezis soran alakult ki
a defektus. Szekunder rendellenesség esetén a spermium érése, vagy a minta elokészitése soran
1épett fel a hiba[13]. Masodlagos rendellenesség példaul a visszahajlott farok vagy a levalt fe;.
Fiziologias esetben a primer rendellenességek aranya nem haladja meg a 10 %-ot, a szekunder
rendellenességek pedig a 20 %-ot. Az elsddleges ¢és masodlagos rendellenességek aranya
Osszegezve nem haladhatja meg a 20-30 %-ot[12].

A mozgas és a morfologia vizsgalatan kiviil a spermiumok szdmat, illetve koncentraciojat is
meg kell hatarozni. El8szor a koncentraciot kell megéllapitani, majd ezutan szdmolhato ki a
gyljtott ejakulatumban talalhatd spermiumok Osszes szama. A minta egy milliliterében 1évo
spermiumok szamat (koncentracid) az ejakulatum milliliterben mért térfogataval kell
szamlalokamraban (Neubauer, Biirker stb.), koloriméterrel vagy spektrofotométerrel
hatarozhatjuk meg[2]. Lehetdség van azonban szamitogépes analizatorral valé meghatarozasra
is (pl. CASA)[13]. Kutyak esetében a koncentracié 60-540 x 10°%/ml 4ltalaban, az Osszes
spermium szama 200 millié és 2 milliard kozott alakul. Ez, hasonldan a térfogathoz, a kutya
méretével is Gsszefiiggésben van. Nagyobb testli kanokndl magasabb az ondo sejttartalma, mig
kisebb testiieknél alacsonyabb[2]. Tovabbi meghatarozo tényezo a spermagyiijtés gyakorisaga,
illetve az allat kora. Gyakori spermagytijtés soran alacsonyabb lesz az ondosejtek szama[13].

Fiatal és id6s allatok kevesebb ondodsejtet termelnek[12].
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2.5. A néi nemi traktus reakcioja a parzasra és a parzas révén bejutott ondora

Természetes parosodas sordn az ejakulaciokor spermiumok milliardjai jutnak a ndi reproduktiv
traktusba, majd azonnal elindulnak a petevezeté ampullaris szakasza iranyaba, a termékenyiilés
helyszinére. Kutya esetén a nagy mennyiségli prosztatavaladék miatt a spermiumok a hiively
cranialis részébe, illetve a méhbe keriilnek. A spermiumok méhbe jutdsa utan értdgulat
¢szlelhetd, illetve egy atmeneti gyulladas 1ép fel a méhben, ami polimorfonuklearis
neutrofilek(PMN) bearamlasaval jar[15]. A PMN-ek jelenléte csokkenti a spermium és a méh
endometriuma kozott 1étrejove kotddést, ezaltal negativan befolyasolja a termékenyiilés
valosziniiségét, azonban a PMN hatasat a prosztatavaladék ellenstlyozza. Az atmeneti
gyulladas hozzajarul a bakteridlis és egyéb szennyezddések, a felesleges ondofolyadék €s az
elhalt, karosodott spermiumok eltavolitasahoz[16, 17]. Ezt a tisztité funkciot tamogatjak a méh
perisztaltikus Osszehtizodasai, amellett, hogy segitik az ¢él6 ondosejtek feljutasat a
petesejt(ek)hez[18]. A petevezetében mar csak ezres nagysagrendben vannak jelen a
spermiumok, mig a legvégén egyetlen spermium fogja megtermékenyiteni a petesejtet. A
spermiumok ez alatt a vdndorlas alatt szamos szelekcids folyamatnak vannak kitéve, amelyek
célja, hogy az elhalt, kdrosodott ondosejteket kisziirjék, igy csak az életképesek juthassanak
tovabb. Ennek kOszonhetéen a termékenyités helyszinére csak a funkcionalisan normalis,
legéletképesebb spermiumok fognak eljutni. Az elsd pont, ahol a spermiumok szlirése
megtorténik az a méhnyak, azon fajok esetében, amelyeknél a hiivelybe keriil a sperma (pl.
kérddzok, ember) parosodaskor. Kutydk esetén az elsd szlirdpont a méh-petevezetd atmenetnél
van, mivel naluk az ondo6 kozvetleniil a méhbe kertil az ejakulacié soran, hasonldan a lovakhoz,
sertésekhez[19]. A karosodott, mozdulatlan spermiumok a nagyon viszkdzus nyalkahartya

csapdajaba esnek, majd folyamatosan a kiilvilagra tiriilnek[20].

2.6. A spermium- szelekcio szerepe az asszisztalt reprodukcié soran

s

el a megtermékenyités helyére. Ehhez az elhalt, karosodott sejteket ki kell sziirni. Mesterséges,
in vitro koriilmények kozott az onddadagokat eldokészitd személy végzi tulajdonképpen a
méhnyak szlir@ szerepét, mivel kivalogatja a termékenyitésre alkalmatlan himivarsejteket az
ondobol. Mesterséges termékenyités alkalméval a spermiumok hosszabb ideig érintkeznek az

ondoplazmaval - higitott sperma esetén-, mint természetes parosodas soran.
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A mesterséges termékenyitéskor az el6bbiekben emlitett természetes szelekcios folyamatok
nem tudnak végbe menni, ezért ezeket valamilyen modszerrel helyettesiteni sziikséges. A
biomimetika olyan eljarasok alkalmazasat foglalja magaba, amelyek egy, a természetben
eléforduld eseményt hivatottak utanozni. Tobbféle olyan mechanizmus 1étezik, amely a néi
nemiszerv altal ,alkalmazott” szelekciot utanozni tudja. Ezek vagy a prosztatavaladék/
ondoplazma eltavolitasat segitik eld, vagy bizonyos tulajdonsagok alapjan szelektaljak az
onddsejteket.

A prosztatavaladék hatasaval kapcsolatban ellentmondasos eredményeket mutattak ki: in vitro
vizsgalva a spermiumok motilitasa és a morfolégiailag normdlis spermiumok szdma is
csokkent, amikor prosztatavaladékot alkalmaztak higitasra. Ezzel szemben in vivo vizsgalva a
kérdést azt tapasztaltak, hogy a prosztatavaladék névelte a termékenység valosziniiségét[2]. Ezt
tovabb vizsgalva 14 egyedbdl vettek mintikat, és fagyasztis-felolvasztas utan értékelték a
hatassal a normalis spermiumok szazalékos aranyara, azonban a motilitas és a linedris mozgas
esetében igen. Az itt kapott adatok azt is bizonyitottdk, hogy az ondosejtek élettartamat nem
hosszabbitotta meg a prosztatavaladékkal valo higitds. Nothling és Volkmann[21] azt mutattak
ki, hogy jobb termékenységet eredményez, ha autolog prosztatavaladékot adnak a felolvasztott
spermahoz a termékenyités soran. Egy masik tanulmanyban[l] azt bizonyitottak, hogy a
prosztatavaladék termékenységre gyakorolt hatasa a prosztatafolyadék belsd hatasanak
koszonheté és nem annak az eredménye, hogy noveli a sperma térfogatat. Az onddplazma
tartalmaz kapacitaciot gatlo anyagokat, amelyek a tal korai kapacitaciot megakadalyozzak.
Ezért az ondoplazméval torténd tul hosszu érintkezés a spermiumok miikodését negativan
befolyasolhatja. Az onddoplazma azonban tartalmaz olyan komponenseket is, amelyeket a
spermiumok szempontjabol elénydsnek tartanak, mert eldsegitik vagy gatoljak a spermiumok
mitkddését. Ideértve a motilitast, zona pellucidahoz valo kotddést és penetraciot. Feltételezhetd,
hogy ezeknek a —féleg elonyos- fehérjéknek az eltavolitasa az eldallitasi folyamatok soran

ler6viditheti a spermiumok élettartamat[20].

2.7. Centrifugalas

A centrifugélast célszerli elvégezni annak érdekében, hogy a megfelelé spermiumokat
elvalasszuk az ondoplazmétdl, prosztatavaladéktol, illetve eltavolitsuk a sejttormeléket,
fehérvérsejteket, epithelsejteket, baktériumokat, virusokat, egyéb karositdé anyagokat a

spermiumokto6l[19, 22]. Ezzel is novelve a mesterséges termékenyités soran alkalmazott sperma
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mindségét, €s a sikeres fogantatast. Centrifugdlas utdn a spermaminta két részre valik szét. A
centrifugacs0 aljan képzddik a pellet, amibe a sejtek keriilnek, ennek a tetején pedig a feliiliszot
talaljuk, amibe az onddplazma, vagy a higité (ha hasznaltunk) keriil, illetve a centrifugélés
sebességétdl fiiggden itt is el6fordulhat sejt és/vagy sejttormelék[23].

A centrifugalas kiilonb6zo striiségli folyadékok, szuszpenzidk szétvalasztasara alkalmas
moddszer. A folyamat sordan az oldatot egy tengely koriil nagy sebességgel forgatjak. A
szétvalasztas a centrifugalis er6 hatasara kovetkezik be[24].

A centrifugalas sordan két mértékegységet kell megemliteni, ezek a percenkénti fordulatszam
(RPM) és a relativ centrifugalasi er6 (RCF vagy g-er6)[25].

A percenkénti fordulatszam azt mutatja meg, hogy a centrifuga rotorja mennyi fordulatot tesz
meg egy perc alatt. A kis sebességli centrifugak 300 fordulat/perc kapacitasuak, mig vannak
ultracentrifugdk is, ahol az RPM akér 150.000 fordulat/perc is lehet.

A relativ centrifugalasi eré (RCF) vagy g-erd a mintara kifejtett erd. Ezt az erdt a rotor forgasa
hozza létre, és ezt az er6t kifejti a centrifugacsére[25]. Az RCF a rotor forgasanak eredménye,
tehat a fordulatszamtol fiigg.

A centrifugalas folyamata alatt az RCF befolyésolja a mintakat ezért ez fontos, hogy ismert
legyen szamunkra.

Eléfordulhat, hogy bizonyos centrifugdk RPM értékre vannak bedllitva, ilyenkor egy képlet
segitségével atvalthatjuk G-erévé: RCF =1,1118 x 10 x r x RPM?, ahol az r a forgérész sugara
[26]. Azonban ennek nehézségét az adja, hogy meg kell hatarozni a forgorész sugarat. A
gyartok harom sugarértéket adnak meg altaladban: minimumot, maximumot és az atlagot. Ezek
a centrifugacsé also, felsd €s kozeépsd részének tadvolsdga a forgorész kozepétdl. A legtdbb
modern centrifuga azonban mindkét mértékegységet képes mérni, ezaltal rendelkezik olyan
funkcidval, amely segitségével egyszerlien lehet atvaltast végezni a két mértékegység

koz6tt[26].

2.7.1. Centrifugalasi sebességek
Mint azt emlitettem a centrifugalas eldnyds tulajdonsagai mellett nem szabad elfelejtkezni a
kéaros hatésairdl sem. A megfeleld centrifugalasi sebesség kivéalasztasa meghatarozo lehet a
spermiumok mindségének szempontjabol.

Ugyanis, ha tal alacsony sebességet valasztunk, akkor nem hat akkora centrifugalasi

(centripetalis) erd a spermiumokra, hogy azok a centrifuga cs6 aljan iilepedni tudjanak. Ekkor
tobb spermium kertil a feliiliszoba, megnd a feliiluszo sejttartalma. Ez szamunkra elénytelen,

hiszen a centrifugélds végén ezt elontjiik, igy értékes spermiumokat veszithetlink (csokken a
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felhasznalhaté hasznos spermiumok szdma). Ez kiilonosen akkor szadmit, amikor mar
kiindulaskor is alacsony az ond6 spermiumszama. Azonban az alacsony sebesség elénye, hogy
igy kisebb mértékben sériilnek az ondosejtek, tobb ép spermium marad a folyamat végén. Igy
tehat felmeriil a kérdés, hogy tobbet nyerlink, vagy veszitiink az alacsonyabb sebesség
alkalmazasaval.

A magasabb sebesség hasznalatanal ellenkezé problémakkal allunk szemben. A nagyobb

sebesség/erdhatas miatt megemelkedik azoknak a spermiumoknak a szama, amelyek
membranja megsériil, viszont a megnovelt sebesség miatt tobb spermiumot/sejtet fog
tartalmazni a centrifuga cs6 aljaban kialakulé zart pellet. Ez viszont eldnyds, mert igy a
feliiluszoval elontott spermiumok szamat minimalisra tudjuk redukalni.

Egy tanulmanyban az 6sszehasonlitas érdekében eldszor a friss sperma jellemzdit vizsgaltak
kozvetleniil a gylijtés utdn. Ez magaba foglalta a mozgékonysag, a térfogat, a koncentrécio, €16
¢s elhalt spermiumok ardnya, a membran integritds és az akroszéma allapotanak vizsgalatat. A
mozgékonysagot faziskontraszt mikroszkop segitségével értékelték. A koncentraciot Biirker-
kamraban hataroztak meg, vizzel higitva. Az €16 és elhalt spermiumok aranyat eozin-nigrozin
festéssel vizsgaltak. A membranintegritast fluoreszcens SYBR14-propidium-jodid (PI) festési
eljarassal értékelték. Ennek a technikanak a Iényege, hogy a propidium-jodid (PI) az elhalt vagy
sériilt spermiumok DNS-ét vordsre festi meg. Ez alapjan hdrom csoportba sorolhaték az
ondosejtek: az ép membranintegritasuak, amelyek zold szinre festédnek; a sériilt membrannal
rendelkezd, elhalt spermiumok, amik vords szint adnak; haldokld spermiumok pedig kettds
festddésti képet mutatnak: zold-narancssarga.

Az akroszoma allapotat FITC-vel konjugalt fluoreszcens Pisum Sativum Agglutinin (PSA)
alkalmazasdval hatiroztdk meg. Az ép akroszomadval rendelkezé spermiumok akroszomalis
régioja erbteljes zold fest6dést adott[26].

Eredményeik megegyeztek a kordbban emlitett feltevéssel, miszerint a legalacsonyabb
sebesség (180 x g) hasznalatanal volt a legnagyobb aranyu (8,9%) az elvesztett spermiumok
szdma. A centrifugalt mintakat 3 napig hiitve taroltak, majd ennek végén vizsgaltdk meg a
spermium mindségi paramétereit. A mozgékonysag és a progressziv motilitas csokkenést
mutatott, azonban a kiillonb6z6 sebességek kozott nem volt érdemi eltérés. A membranintegritas
vizsgalatanal az elvarasoknak megfeleléen a legnagyobb sebességnél (2880 x g) volt a

legmagasabb aranya a sériilt membrannal rendelkez6 onddsejteknek[27].
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2.7.2. Centrifugaléas hatasa a spermiumokra:
A megfeleld centrifugéalasi sebesség kivalasztasa mellett is bekdvetkezhetnek karosodasok az
ondosejtekben. Csokkenhet a mozgékonysaguk, romolhat a progressziv motilitasuk. Ezen
talmenden sériilhet a spermiumok membrdnja is, igy romlik a membran integritasa. Azonban
nem csak maga a fizikai erdbehatds okozhat membrankarosodast, hanem a centrifugalas
kovetkezményeként megndvekedett ROS (reaktiv oxigéngyokok) mennyisége is hozzajarulhat a
membran sériiléséhez, azzal hogy serkenti a lipid-peroxidacioé végbemenetelét, illetve DNS- és
fehérje karositd hatasa is van[28]. A termékenység masik fontos jelzbje a spermiumok
akroszoma integritisa. A centrifugdlas soran ez is sériilhet, azonban megfeleld Gsszetételi
higitoval egészitve ki a mintainkat, a karosodast csokkenthetjiik[29]. Egy vizsgalat soran azt
értékelték, hogy a kiilonbozo centrifugalasi sebességek esetén fokozottabb volt-e az akroszéma

reakcio, de ez végiil cafolasra kertilt[27].

2.7.3. A centrifugalas tipusai:

A centrifugélasnak tobb tipusat kiilonboztetjiik meg. A legegyszerlibb a nativ, vagy direkt
centrifugalas, amely sordn a gylijtést kdvetden centrifugaljak a mintét, higitdé vagy parnazo
folyadék hozzdadasa nélkiil. Ez egy egyszerli modszer a spermiumok elvéalasztdsara az

ondoplazmatol.

Higito hozzaadasaval torténd centrifugalast spermium mosasnak nevezziik. Ekkor kozvetleniil
a sperma gyiijtés utan a fajnak megfeleld sperma higitét alkalmazunk, majd ezt a keveréket
6vatosan centrifugaljuk, ezzel is mérsékelve az ondosejtek karosodasat[19]. Ezekben az
esetekben felmeriil az a probléma, hogy a centrifuga csd aljan maradt pelletben nem csupan €16
spermiumok talalhatok, hanem karosodott, elhalt ondosejtek is, illetve mikroorganizmusok és

egyéb szennyezddések. Ezt tovabb fejlesztve kezdték el hasznalni a kolloid centrifugalast.

A kolloidcentrifugalasnak két tipusat kiilonithetjiik el egymastol, a strliséggradiens
centrifugalast (DGC) és az egyrétegli kolloid centrifugalast (SLC). A kolloid centrifugélés
soran a higitott spermat egy vagy tobb rétegli kolloidon centrifugdljak, mikozben elvalasztjak
az ondosejteket az ondoplazmatodl, tovabba elkiilonitik az életképes, mozgékony spermiumokat
a tobbitdl. Kezdetben a kolloid centrifugilas a DGC-re korlatozodott, amely soran tobb
kiilonbo6z6 stirtiségii kolloidréteget alkalmaztak. Ezt az utobbi években elkezdte felvaltani az

egy kolloidréteget alkalmazo egyrétegii centrifugalas (SLC)[20].
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Egyrétegii kolloid centrifugalas

Dorado és munkatarsai (2013) az els6k kozott voltak, akik az Androcoll-C-n keresztiil végzett
egyrétegli centrifugdlas hatasat értékelték. Feltevésiik, miszerint a mélyhtités utani SLC javitja
a spermiumok mindségét kutyak esetén, igazolast nyert. Ugyanis az altaluk végzett vizsgalatok
eredménye, hogy az SLC-vel el6készitett spermiumok motilitasa, életképessége, €s akroszoma
integritasa novekedett a kontroll (fagyasztott-felolvasztott) mintahoz képest[30].

Azt is vizsgaltak, hogy a fagyasztas-felolvasztas milyen hatassal van az ondosejt DNS
fragmentacios indexére (sDFI), illetve, hogy az Androcoll-C-n keresztiil végzett SLC javitja-e
a spermiumok DNS-ének élettartamat. A spermium mindségének meghatarozasakor a motilitas
¢s a membranintegritds fontos paraméter, azonban ezek nem alkalmasak a DNS integritasaval
kapcsolatos valtozasok kimutatasara. A DNS integritas valtozasa szintén egy fontos paraméter
lenne a mindség meghatarozasaban. Embereknél kimutattak, hogy normalis spermiogrammal
rendelkezd szubfertilis férfiak magas DNS fragmentacios indexet (sDFI) mutattak, ami
magyarazatot ad a medddségiikre. Ennek vizsgalatira egy egyszerii mdodszertant vizsgalatot
alkalmaznak, az Gn. Sperm Chromatin Dispersion Test-et (SCDt). Ez egy egyszer(i mikrogél
targylemez alapt vizsgalat. Ma mar kiilonb6z0 allatfajok szamara kifejlesztett kereskedelmi
forgalomba is kaphato kitek allnak rendelkezésre. A kisérlet els6 vizsgalata arra iranyult, hogy
maganak a fagyasztas-felolvasztasnak milyen hatasa van a DNS fragmentécios indexére. Az
eredmények azt mutattak, hogy a mélyhtités egyik esetben sem befolyasolta az sDFI értékeket.
Ellenben a mozgékonysag a friss spermdban nagyobb volt. A masodik része a kisérletnek pedig
az SLC hatéasat vizsgalta a fagyasztas-olvasztas utan. Az Androcoll-C-vel végzett SLC
szelektalt spermaban alacsonyabb volt a sDFI, mint a nem centrifugdlt mintakban. Tehat
Javitotta a fagyasztott-olvasztott sperma DNS-élettartamat[31].

A fagyasztas-felolvasztas utani spermiumszelekcio célja a sperma mindségének javitasa azaltal,
hogy a karosodott, elhalt ondésejtek nem keriilnek felhasznalasra. Ezzel novelve a sikeres
fogantatds aranyat. Azonban att6l fliggden, hogy a sperma feldolgozas melyik szakaszaban
felmérésére, hogy az egyrétegii centrifugalas (SLC) milyen hatassal van a spermiumokra egy
Osszehasonlitd vizsgalatot végeztek. A gylijtott ejakulatumot négy részre osztottak: az elsd
esetben nem végeztek SL.C-t, a masodik esetben a hiités el6tt, a harmadik esetben pedig a hiités
utan végezték el az SLC-t. A negyedik mintat a hiités eldtt és utan is centrifugaltdk. Az

crer

Ossze. Az egyrétegli centrifugaldssal végzett spermiumelvalasztashoz hasznalt kolloid egy
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glicidoxipropil-trimetoxi-szilannal bevont szilicium-dioxid kolloid készitmény volt, az un.
Androcoll-C, amelyet kifejezetten kutya ondosejtek szamara fejlesztettek ki. A vizsgalat
eredményeként azt kaptak, hogy a hiités utan végzett SLC javitotta a motilitas paramétereket,
a nem szelektalt, illetve a hiités elott végzett SLC-hez képest. A kiilonbség azzal hozhato
Osszefiiggésbe, hogy a hiités elott végzett szelektalas elvalasztotta a spermiumokat az
ondoplazmatol, ezzel pedig olyan hasznos fehérjéket tavolitott el, amelyek hozzajarultak a
hiités altal okozott hidegsokk kivédéséhez. A kettés centrifugalas hasonld eredményt hozott,
mint, amit a hiités el6tti centrifugalasnal tapasztaltak. A spermiumok morfoldgiaja és a
membranintegritas tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség az alkalmazott modszerek
kozott. Megallapithato, hogy mind a friss sperma, mind a hiitott esetében az Androcoll-C-vel
végzett centrifugalas javitja a sperma mindséget[32].

A centrifugalas soran alkalmazott kolloidok szerepe azért fontos, mert nélkiilozésiik esetén
szubletdlis karosodas kovetkezhet be az ondosejtekben, ami a képzddd reaktiv oxigén
gyokoknek (ROS) koszonheté. Morrell és tarsai (2013) kimutattak, hogy az SLC-szelektalt
spermdban alacsonyabb volt a ROS szintje, mint a nem centrifugadlt spermaban|[33]. Az
ondosejtek kiilondsen érzékenyek a ROS karosodassal szemben, mert a sejtmembranjuk gazdag
tobbszorosen telitetlen zsirsavban, viszont antioxidans készletiik korlatozott. Ha a ROS
termelddés €s a ROS semlegesités kozott felborul az egyenstly, akkor az oxidativ stressz
keletkezéséhez vezet. Annak kovetkezménye pedig lipid peroxidacid, membranintegritas
kéarosodas, DNS karosodas, és a spermium apoptozisa[34]. Ezért kifejezetten sziikségiik van
antioxidansokra, hogy kikiiszoboljék az oxidativ stressz és a lipid peroxidacié karos
hatasait[35]. A lipid peroxidacid csokkenését, illetve a spermiumok minéségének valtozasat
hiités elott Canicollal végzett SLC elvégzése utan értékelték. A vizsgalat soran bizonyitottak,
hogy javitja a spermiumok bizonyos paramétereit: novekedett a spermiumok mozgasanak

«rer

ondosejtek aranya[34].

SLC hatésa a baktériumok, virusok mennyiségére

Az ejakulatum, hasonldan a szervezet egyéb valadékaihoz, nem steril. Olyan fiziologids
mikroflorat tartalmaz, amely az urogenitalis traktusbol szarmazik. A mikroflorat alkoto
baktériumok egyfajta védoéhatast fejtenek ki, azaltal, hogy a patogén baktériumok névekedését
gatoljak. A patogén baktériumokkal valo fertdzddés fo forrdsa a hugycso, de tovabbi forras

lehet a fityma vagy a prosztata is. Mésodlagos fert6zés eléfordulhat abban az esetben, ha
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kontaminalodik az ondominta, ha pl. nem steril eszkdzokkel végzik a spermagytijtést, illetve a
spermakezelést.

A legnagyobb baktérium koncentracié az elsd frakcidban észlelhetd. A jellegzetes florat
altalaban az Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella spp., Mycoplasma canis,
Pseudomonas spp., illetve Streptococcus fajok alkotjak, amik foleg a hligycsobol szarmaznak.
Ha a baktériumok koncentracidja kevesebb, mint 10° CFU/ml, akkor fiziologiasnak tekinthetd.
Azonban, ha ezt meghaladja a mennyiségiik, akkor az kockazatos lehet a sperma mindségének
fenntartasa szempontjabol.

A patogén baktériumok ondosejtekre gyakorolt karos hatasa kiilonboz6 folyamatok
kovetkeztében jelentkezik. Ilyenek pl. a tapanyagokért vald versenyzés, extracellularis faktorok
(lipopoliszacharidok, o- és B-hemolizinek, citotoxikus faktorok) szekrécioja, amelyek az
ondosejtek  motilitasanak, plazmamembran integritdsinak megvaltozasdhoz, a DNS
karosodasahoz vezethetnek. Ezek 0Osszesége pedig a termékenyités sikerességének
csokkenéséhez vezethet.

Az ondo el6készitése soran a mintakat kiilonboz6 spermahigitokkal higitani sziikséges. Ezekkel
a higitokkal szemben az egyik elvaras, hogy tartalmazzanak bakteriosztatikus anyagokat, amik
gatoljak a baktériumok szaporodasat. Azonban az antibiotikum rezisztencia terjedésével egyre
fontosabba valt ezen anyagok hasznalatanak minimalizalasa. A kolloid centrifugalas elsddleges
célja az ¢életképes spermiumok elkiilonitése, azonban ezzel parhuzamosan a minta
mikrobiologiai terheltsége is csokkenthetd anélkiil, hogy a rezisztencia terjedését segitené.
Ezért ez egy jO alternativa lehet az antibakterialis szerek hasznalatanak csokkentésére, esetleg
kivaltasara. Erre iranyuld vizsgalatokat Morrell (2014) végzett, és eredményei azt mutatjak,
hogy alacsonyabb volt a baktériumterhelés az SLC centrifugalt mintikban, mint azokban,
amelyeket nem centrifugaltak. Ezek az eredmények Osszhangban vannak Morrell és
munkatarsai (2011) altal korabban végzett vizsgalatok eredményeivel, amelyeket vaddiszn6 és
mén spermajan végeztek[36, 37]. Azt is sikeriilt Kimutatniuk, hogy a baktériumok szaporoddsa
is csokkent a kolloid centrifugdlas utan, anélkiil, hogy antibiotikumot tartalmazott volna a
spermahigito. A baktériumok novekedését a kdrnyezeti tényezok is befolyasoljak, mint példaul
a pH, az oxigénkoncentracio, toxinok jelenléte, de kiilonosen a homérséklet stb. A
baktériumokban végbemend metabolikus folyamatok hdémérsékletfiiggéek. Bizonyos
baktériumok akkor is ¢életben maradhatnak, ha a spermat fagyasztottdk, majd
felolvasztottak[36]. Egy a vizsgalatban 48 ora elteltével, 4°C-on torténd tarolas utan, csak
enyhén novekedett a baktériumok szaporodasa, viszont a spermamindség romlott. Ennek egyik

oka lehet, hogy a baktériumok novelték a ROS termelddését, ezéltal az oxidativ stressz

18



kivaltasat. Jelen vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy lehetséges a baktérium szennyezettség
csokkentése antibiotikum hasznalat nélkiil. Azonban a hosszabb tarolas, és a kiilonb6z6 tarolasi
hémérsékletek hatasait tovabbi vizsgalatoknak kell alavetni, hogy ennek rutinszer alkalmazasa
elterjedhessen[38].

Habar a him tenyészallatokat rendszeres szlirévizsgalatoknak vetik ald minden allatfajnal,
mégis eléfordul, hogy negativ szeroldgiai vizsgalat mellett is lehetséges virusok jelenléte a
sperméban, eziltal meg van az esély virus/ok tovabbitasara. Allatok esetében magasabb lehet a
virusok koncentracidja, mint a humén sperma esetében, abbol az okbol kifolyodlag, hogy a him
allatokat nem kezelik antiviralis szerekkel a spermagytijtés elott, ellentétben az emberekkel.
Azonban a vizsgalatok bebizonyitottdk, hogy az SLC alkalmazdsa csokkenti a sperma

virusterhelését is, anélkiil, hogy karositana az ondosejteket[23].

Siiriiséggradiens centrifugalas

A kolloid centrifugalas masik tipusa a stirliséggradiens centrifugaléds, amelynek 1ényege, hogy
a himivarsejteket a slriiségiik alapjan valasztjdk el centrifugalassal. Alapja, hogy az
¢letképtelen és az életképes spermiumok siirlisége eltérd. A morfologiailag normadlis, érett
spermiumok slirlisége legaldbb 1,10g/ml. mig a morfologiailag rendellenes, éretlen
spermiumok stirisége 1,06-1,09g/ml k6zott van. A stirliséggradiensek lehetnek folytonosak,

vagy nem folytonosak. Az elébbi soran a siirtiség fokozatosan novekszik a gradiens alja

felé[39].
@ Centrifugation for 20 minutes @
at 1600 rpm
S0 :g« Seminal plasma
sample P, T I
fai

——— White blood cells, debris

: Upper phase Abnormal non-motile
' 45% sperm
— Interphase

Lower phase

90% Viable motile sperm

2. abra Az abran a stiriiséggradiens centrifugalas elotti, illetve utani allapotot lathatjuk.
A jobb oldali kémcsoben jol elkiiloniilnek a kiilonbozo siiriiségii fazisok. (Forras:

Methods of Sperm Selection for In-Vitro Fertilization[39]
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A PureSperm® stiriséggradiens centrifugdlast a morfologiailag ép, életképes spermiumok
kivalasztasara tervezték, ezaltal el is kiilonitik az ondoplazmatdl azokat. Korabbi
feltételezésekkel szemben, amelyek egy homogén populacionak tekintették az ejakulatumot,
mara mar megallapitottak, hogy az ejakulatomon beliil t6bb spermium-szubpopuléciot lehet
elkiiloniteni. Az elkiilonités alapja a mozgéasuk vizsgalata. Az els6 szubpopulacidba sorolt
spermiumok alacsony sebességli, gyengén progresszivek voltak és rovid tavot tettek meg. A
masodik szubpopulécioba keriilé spermiumok mozgasa kevésbé volt erdteljes, mig a harmadik
szubpopulécid erdsen aktiv mozgast, de gyenge progresszivitasi. A negyedik szubpopulacioba
erOsen progressziv mozgast végzO, intenziv mozgast spermiumokat soroltak[40]. A
mélyhiitéssel Osszekapcsolt vizsgalatok eredményei azt mutatjdk, hogy a fagyasztas ¢s
felolvasztds utdn a szubpopuldciok aranyaban valtozasok kovetkeznek be. A 3. és a 4.
szubpopulacioé ardnya csokkent, mig ezzel egyidejiileg az 1. és a 2. szubpopulacié aranya
novekedett. Azt is megallapitottak, hogy a nem szelektalt (nem végeztek siirliség gradiens
centrifugaldst) mintdkban az elsé szubpopuléacio volt a dominans, azonban a PureSperm®-en
keresztiil centrifugalt mintadkban a negyedik szubpopulacié valt uralkodéva, azaz az eljaras
Kivdlogatja a jo motilitasu sejteket.

A fagyasztds a mozgasi paraméterekre is hatassal volt: a harmadik és negyedik szubpopuléacio
spermiumainak palyaja progresszivebb volt, mint az eldtte vizsgalt friss spermaban.

Egy masik vizsgalatban azt nézték, hogy érdemes lenne-e a PureSperm® centrifugalas utan egy
mosasi/centrifugalasi 1épést beiktatni. Ennek Osszehasonlitdsdra a felolvasztds utan, a
PureSperm® centrifugalas alkalmazasa utdn, illetve a mosas utdn vizsgaltak a spermiumok
paramétereit. Eredményiil azt kaptak, hogy a PureSperm® protokoll alkalmazdsa javitotta az
ondosejtek mindségét a motilitdas, az életképesség és az akroszoma integritds tekintetében.
Tovabba a sebességiik is nagyobb volt, mint azoknak a spermiumoknak, amelyeket nem
szelektaltak. A centrifugalas utani mosassal kapcsolatban arra jutottak, hogy csokkentette a
mozgékonysagot, €s karos hatassal volt életképességre 1s. A morfoldgiailag és mindségileg ép
spermiumok ardnyat csokkentette a mosas alkalmazasa. Tehat a mosasi 1épést nem sziikséges,
s6t kontraindikalt beépiteni a centrifugalas 1épései kozé. Ezzel a sperma el0készités soran idot,
¢és befektetett energiat sporolhatunk meg[41].

Az emberi spermiumok esetében kordbban mar beszamoltak a PureSperm® siiriiséggradiens
modszer modositasarol, amikor is egy rétegli kolloid centrifugalassal kombinaljak. Azonban
kutyak esetében nem voltak erre iranyuld vizsgalatok. Ezért Dorado és munkatarsai (2013)
megvizsgaltak és értékelték, hogy a PureSperm® 80-on keresztiili SLC javitja-e a spermiumok

fontos paramétereit. Az eredmények egyértelmiien mutattak, hogy ennek a mddszernek az
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alkalmazasa a fagyasztott-olvasztott  kutyasperma  esetén javitja az  dltaldnos
spermiummindséget, a motilitas, az ¢letképesség, morfologia és az akroszéma integritas
tekintetében. Tovabbi vizsgalatok azt is bizonyitottak, hogy az SLC alkalmazasa eldsegitette a
tojassargajanak eltavolitasat a fagyasztott-felolvasztott mintabol. Ez jotékony hatast gyakorolt

a sperma mindségére[42].

Cushion centrifugalas

A centrifugalas soran a spermiumok sériilhetnek, és fennallhat annak a vesz¢lye, hogy tobb kart
okozunk, mint amennyi hasznot érnénk el. Egy kutatas soran azt vizsgaltak, hogy hagyoményos
centrifugalas soran nagy er6t (1620 x g) alkalmazva nagyobb mértékben karosodtak a
spermiumok, azonban amikor csokkentett er6t (720 x g) alkalmaztak, akkor nagyon sok
spermium veszett el a feliiluszoban, viszont a spermiumok sériilésének valosziniisége
mérsékl6dott[43]. A nagy erObehatas okozta karosodasok mérséklésére ma mar egyre
elterjedtebb, hogy a centrifugdlds soran parnazéfolyadékot alkalmaznak. Ezek a
parnazofolyadékok hozzajarulnak ahhoz, hogy az ép spermiumok szama a lehetd legnagyobb
legyen, amellett, hogy az ondodsejtek sériilését minimalizalja[44]. A legnagyobb spermium
visszanyerési arany a centrifugalas idétartaménak, vagy a centrifugalasi erdnek (sebesség) a
novelésével érhetd el, ez azonban a spermiumok mindségét karositja[45].

Amikor eldszor kezdték alkalmazni ezeket a parnazofolyadekokat, akkor az elsé ilyen céllal
felhasznalt oldat a glikoz-EDTA volt, majd ezt felvaltotta a jodixanol alapii oldat
hasznalata[46]. A jodixanol egy nem toxikus, nem ionos, vizben jol oldodé kolloid
vegyiilet[47]. Jodixanolt alkalmazva kutyasperma mélyhtitése soran kimutattak, hogy segitett
csokkenteni a ROS-terhelést a mintakban. Azonban figyelembe kell venni, hogy ezek az
Osszehasonlitva a 1,5%-0s és a 3%-os jodixanol alkalmazasat, azt tapasztaltak, hogy a 3%-0s
csokkentette a spermiumok mozgékonysagat és a karosodott ondosejtek aranya megnovekedett.
A 15%-0s jodixanol esetében nem tapasztaltak ezt, ami Osszhangban van a korabbi
megfigyelésekkel. Ezzel megallapitasra keriilt, hogy az optimalis jodixanol koncentracié a
1,5%[48]. Méneknél javitotta a spermiumok visszanyerési aranyat, illetve bikaknal arra az
eredményre jutottak, hogy noveli az onddsejtek mozgékonysdgot, mikdzben javitja a
sejtmembran ellenalloképességét a sériilésekkel szemben[47]. A modszer sikeresen
alkalmazhat6 volt vaddiszné sperma fagyasztdsa soran is, hiszen alkalmas volt a spermiumok
karosodasanak kivédésére[49]. Ellentmondasos eredmények sziilettek azon vizsgalatokban,

amikor parndzott és nem parnazott centrifugalast végeztek. Egyesek nem talaltak kiilonbséget
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a spermium minds€gi paraméterei kozott a két eljarast osszehasonlitva. Mig masok jobb
progressziv motilitasrol, plazmamembran integritasrol szamoltak be.

Kutyak esetében kevés rendelkezésre allo vizsgalat van arrol, hogy milyen hatassal van a
spermiumokra a cushion moédszer, illetve, hogy érdemes-e beépiteni a fagyasztasi protokollba.
Winslow és tarsai (2019) végeztek 6sszehasonlitd vizsgalatokat a hagyomanyos és a parnazott
centrifugalas kozott. Osszhangban a lovaknal, illetve a bikaknal tapasztalt eredményekkel,
kutyaknal is javitotta a spermium visszanyerési aranyt. Azonban kutyaknal nem figyelheté meg
olyan kiemelked6 javulas, mint egyéb allatfajok esetében. Iddsebb, vagy gyengébb sperma
mindségll kutyaknal hasznos lehet a parnazofolyadékok haszndlata, de a biztos kovetkeztetés
levonasahoz tovabbi vizsgalatokra van sziikség [43].

A parnazott centrifugalas egyik elénye, hogy magasabb centrifugalasi er6t (1000 x g), és
hosszabb centrifugalasi id6t (20-25perc) lehet alkalmazni, mint a hagyoményos centrifugalasi
modszereknél[50]. Fontos megemliteni, hogy a modszer alkalmazasa jartassagot és figyelmet
igényel, akarcsak a tOobbi sperma tisztitasi technika, hiszen hibas kivitelezés esetén a
spermiumok karosodhatnak, illetve a helyteleniil végzett feliiliszd leszivasakor értékes
spermiumokat veszithetiink[46]. A feliilusz6 leszivasanak kivitelezését meg lehet konnyiteni,
ha atlatszo spermahigitokat, vagy Szinezett cushion-folyadékot alkalmazunk[51]. Ezekkel
lathatova tehetjiik a centrifugacsében a ,,folyadékoszlopokat”, hogy mekkora térfogatot kell
eltavolitani, igy csokkentve az értékes spermiumok elvesztésének valdsziniiségét, és novelve a

spermium-visszanyerési aranyt[45].

2.8. Spermabhiités és centrifugalas

Ahhoz, hogy az ondodsejtek hosszabb ideig megorizzék életképességiiket és termékenyitd
képességiiket megfeleld tarolasi koriilményt kell biztositanunk szamukra. Szobahdmérsékleten
csak rovid ideig képesek életben maradni, ami problémat 0koz, ha a spermat nem azonnal és
nem helyben szeretnénk felhasznéalni. Az utdbbi évtizedekben a mesterséges termékenyités
elterjedésével megndtt az igény az ondo szallitasara. Egyszerlibb a szaporitéanyagot szallitani,
mint ha az allatokat szallitanank és koltséghatékonyabb is, tovabba a fert6zd betegségek
terjedését is megeldzhetjiik. Ha lelassitjuk a spermiumok anyagcsere folyamatait akkor ennek
kovetkeztében csokken a karos anyagok képzddésének iiteme €és hosszabb ideig kitartanak az
ondosejtek energiatartalékai is, tehat né a biztonsagos tarolas idétartama. Erre alkalmas
modszer a hiités, illetve a mélyhités[2]. A hiitdtt sperma alkalmazasaval egyszertibben

kivitelezhetd az orokitdanyag transzportja, hiszen nem kellenek olyan sajatos berendezések,
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mint példaul a fagyasztott sperma esetében, ezaltal a koltségek is alacsonyabbak. A hiitott
spermaval termékenyitett szukdk esetében magasabb alomszamok és vemhesiilési aranyok
érhetéek el, szemben a fagyasztott sperma hasznalataval[52]. Kutyaknal a 4-5°C koriili
homérséklet, amely optimalis a spermiumok hiitve taroldsa szempontjabol. Ezen a
hémérsékleten akar 4-5 napig is megérizhetik az életképességiiket[53]. Elvégeztek egy olyan
vizsgalatot is, amely soran 2°C-on torténd tarolast vetették ossze a 4°C-on torténd tarolassal.
Az alacsonyabb hémérsékletnél kevesebb mozgékony spermiumot talaltak a mintaban, illetve
magasabb volt a morfologiailag sériilt spermiumok aranya[54].

Ahogy azt kordbban emlitettem, a prosztatavaladék karos hatassal van az onddsejtekre tarolas
soran. Csokken a tulélésiik, mozgasuk, a termékenyitképességiik, mindezek pedig a
vemhesiilési eredmények csokkenéséhez vezetnek. A spermiumok alacsony tilélésérdl, illetve
akroszoma integritas megvaltozdsarol szamoltak be, amikor ondoplazma hozzdadésaval
végezték a hiitést. Mar az elsd vizsgalati napon alacsonyabb volt a spermiumok
mozgékonysaga, és ez tovabb romlott a napok elteltével. Azokban a mintakban, ahol
prosztatavaladékkal végezték a higitast pH novekedést lehetett mérni. Ez lehet a spermiumok
anyagcsere folyamatainak a kovetkezménye is, de nem zarhatd ki az sem, hogy a jelenlévo
baktériumok anyagcseréje soran termel6dott mellékanyagok miatt kovetkezett be[55].
Ponglowhapan és munkatarsai (2004) a vizsgalt sperma mintakat 700 x g-vel centrifugaltak 8
percig, majd ezutan keriiltek hiitésre. A sperma higitasahoz gliikozt és fruktozt hasznaltak, igy
a kezelt sperma mintak elemzésénél kedvezd adatokat kaptak. A spermiumok mozgékonysaga
¢s progressziv motilitasa javult[4]. Egy masik tanulmanyban, ahol a prosztatavaladék
kiilonb6z6 koncentracioit vizsgaltak, az ejakulatumokat 720 x g erdvel, 3 percig centrifugaltak,
majd a keletkezett feliiluszot eltavolitottak. Azt figyelték meg, hogy amikor az onddplazma
25%-ban van jelen a hiités soran, akkor a spermiumok megdrizték az akroszoma integritasukat
¢és mozgékonysagukat [56]. Michael és tarsai (2009) szintén 700 x g er6t alkalmaztak 6 percig
a felesleges ondoplazma eltavolitasa érdekében[57]. Masok a glutation antioxidans hatasat
vizsgaltak hiitétt spermiumok esetében, ehhez a begyiijott mintakat 700 x g-vel 7 percig
centrifugaltak, majd 4°C-on taroltak, azonban ennek az antioxidans jotékony hatasat nem tudtak
igazolni [58]. Hori és munkatarsai azonban csak 650 x g er6 alkalmazasaval, 5 percig végezték
a spermamintak elokészitését[54]. Egy masik kisérlet soran hosszabb centrifugalasi idot
alkalmaztak (15 perc) és nagyobb centrifugalasi er6t (800 x g) is [59].

Tobb munkacsoport vizsgalta az ondoplazma jotékony és hatranyos hatasait a sperma higitasa
és tartds tarolasa sordn. Osszevetve az elvégzett tanulmanyokat elmondhat6, hogy elényds a

sperma mintdkat centrifugalni hiités el6tt, ugyanis a centrifugalds folyamata kevesebb
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hatrannyal jar, mint ha a prosztatavaladékot nem tavolitanank el. Ahogy az adatokbdl lathato,
altalaban 700 x g-vel centrifugalnak a hités eldtti minta elokészités soran és 6-7 percnél

hosszabb idére nincs sziikség.

2.9. Sperma mélyhiités / fagyasztas és centrifugalas

A spermiumok tartos tarolasa mélyhiitéssel valosithatdo meg. Ezzel a modszerrel tulajdonképpen
korlatlan ideig tarolhatjuk az ondésejteket, majd felolvasztasuk utan sikeresen alkalmazhatjuk
Oket mesterséges termékenyitésre. A mélyhiitve tarolas kiilondsen fontos €s hasznos nagyértékii
tenyészallatok Orokité anyagénak tartés megorzése céljabol. A mélyhités -196°C-on, a
folyékony nitrogén homérsékletén torténik[2]. Itt is, mint a hiittt sperma esetében is sziikség
van spermahigitok alkalmazasara. A mélyhiitésnél azonban a higitokat krioprotektiv anyaggal
kell kiegésziteni, ami a sperma fagyasztasnal a glicerin. A krioprotektans (glicerin) a
jégkristalyok altal okozott fagyasi sériilésektdl védi a sejteket.

Ahhoz, hogy az onddplazma karos hatasat kikiiszoboljiik, a mélyhtitve tarolds eldtt is sziikséges
az ondo centrifugédldsa. A szemindlis plazmanak az onddsejtekrdl valo levalasztasara iranyulo
vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a centrifugdlds csokkentette a mozgo6 himivarsejtek
aranyat, ugyanakkor a felolvasztas utan javult az ondosejtek életképessége, illetve progressziv
motilitasa[60]. Ugyan ebben a vizsgalatban azt is kimutattak, hogy ez a jotékony hatas a
felolvasztas utan csak abban az esetben jelentkezett, ha Equex pasztaval egészitették ki az
ondomintakat. Egy masik tanulmanyban azt figyelték meg, hogy akkor érhet6 el a legjobb
eredmény, ha a hiités el6tt végezték a centrifugalast és az ondot CaniPRO Freeze higitoval
higitottak[61].

Hermansson és munkatarsai (2006) annak vizsgalatara, hogy 2 napig hiitve tarolt spermat le
lehet-e fagyasztani, anélkiil, hogy a felolvasztas utan ne legyen jelents a karosodas, a spermat
700 x g-vel 6 percig centrifugaltak, majd higitoval torténd kiegészités utan fagyasztottak. A
vizsgalat eredményeként azt kaptak, hogy romlott a spermiumok mozgékonysaga a fagyasztas
soran [62]. Nothling (2005) magasabb centrifugalasi erdt és id6t alkalmazott a prosztatavaladék
elkiilonitésére (1000 x g és 10 perc). Ezutan a feliiliiszot eltavolitottak és azt is fagyasztottak,
hogy a termékenyités soran fel lehessen hasznalni[1]. Schafer-Somi és munkatarsai (2006) a
700 x g-vel torténd centrifugalast talaltak megfelelének a prosztatavaladék eltavolitasahoz,
azonban Ok 5 percig végezték, majd ezutdn higitottdk és fagyasztottdk a mintakat. A
felolvasztas utan jobb mindséget talaltak, mint abban az esetben amikor nem végezték el a

centrifugalast fagyasztas el6tt[60]. Hidalgo (2014) szintén a 700 x g erdvel torténd
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centrifugalast alkalmazta 10 percig, majd ezutan CaniPRO Freeze médium felhasznélasaval
higitotta a mintakat és fagyasztotta. Eredményei 6sszhangban voltak a masok altal kordbban
elért eredményekkel. Az eredmények ismeretében megallapithatd, hogy a fagyasztas eldtti
centrifugalas, illetve az azt kovetd, krioprotektiv anyagot tartalmazoé higité alkalmazasa
jotékony hatassal van a felolvasztas utan a spermium életképességére, mozgasara, azaz a
sperma mindségére[61]. Abban a vizsgalatban, ahol a jodixanol hatasat vizsgaltak a fagyasztva
tarolas alatt, a centrifugélasi erd 700 x g volt, az id6 pedig 5 perc. A vizsgélat eredményeképpen
a 1,5%-os jodixanol fenntartotta a spermiumok mozgékonysagat[48]. Egy masik kisérletben, a
prosztatavaladék hatasadnak vizsgalata soran dupla centrifugalast végeztek. Eldszor 700 x g
erével 6 percig, majd egy masik cs6be athelyezve 1200 x g-vel 6 percig, majd ezutan higitottak
a mintakat, ebben az esetben a felolvasztas utan autolog prosztatavaladékot adtak a mintakhoz,
amelyek igy jobb motilitdst mutattak, azonban ez egy ora elteltével lecsokkent a Tris-higitasu
mintak értékére [5].

Hasonldan a hiitésnél végzett centrifugalashoz, a fagyasztas soran is leggyakrabban a 700 x g

erdt alkalmazzak, azonban az id6tartam sok esetben itt hosszabb, akar 10 perc is lehet.

2.10. A prosztatavaladék szerepe a termékenyités soran

Sokaig az ondoplazma szerepének csupan a spermiumok szallitasat tulajdonitottak, azonban ez
a feltételezés ma mar nem helytallo. In vitro vizsgalatok kimutattak, hogy a prosztatavaladék
spermiumok aranyat a fagyasztas-felolvasztas utan. Egyesek szerint a prosztatafolyadék nem is
sziikséges a sikeres termékenyitéshez. Ezt latszik alatdmasztani az a vizsgalatot, amelynél a
cauda epididymis-bdl nyert spermiumokkal termékenyitették a szukat, igy az ondosejtek nem
kertilhettek érintkezésbe a prosztatafolyadékkal. A termékenyités sikeres volt és a szuka vilagra
hozott egy kolykot[1]. Ezzel szemben No6thling és Volkmann (2006) azt figyelték meg, hogy a
prosztatafolyadék hozzéadésa a felolvasztott sperméhoz, vagy a spermiumban gazdag frakciot
ezzel bejuttatva a méhbe noveli és segiti a sikeres termékenyitést[5, 63]. Ugyanezt a tényt
erdsitetttk meg egy masik vizsgalatban, amelyben a parzds soran kialakulo
méhosszehtizodasokat  vizsgaltak. Egyértelmii  volt, hogy amikor prosztatavaladékot
alkalmaztak a termékenyités soran, akkor javultak a termékenységi adatok[15]. Ezt erésitette
meg Nizanski (2006) is, aki Osszehasonlitotta a fagyasztott-felolvasztott spermiumokkal

végzett termékenyitést Onmagaban, és akkor, ha azt prosztatavaladékkal egészitette ki.
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Magasabb vemhességi aranyt sikeriilt elérni, amikor prosztatavaladékot adott a felolvasztott
spermahoz. A prosztatavaladék mindségét, jotékony hatasat az sem befolyasolta, hogy
felhasznalas el6tt fagyasztva taroltak, majd felolvasztas utan adtdk hozza a spermiumban
gazdag frakciohoz[64]. Azt is Osszehasonlitottak, hogy ha a prosztatavaladékot helyettesitd
albuminmentes TALP-ot alkalmazzak akkor is ugyanilyen hatast érnek-e el. A TALP
fenntartotta a spermiumok mozgékonysagat, azonban az ondosejtek nagy részénél id6 elott
serkentette az akroszoma reakcio bekovetkeztét. Sirivaidyapong (2005) szerint ez feltehetéen a
prosztatavaladék azon hatasaval van kapcsolatban, ami megakadalyozza a progeszteron
bekdvetkeztét[1].

Az 1ujabb vizsgalatok adatai jol jelzik, hogy a prosztatavaladék hozzajarul a jobb
termékenyiiléshez és a magasabb vemhességi aranyhoz, és a n6i reproduktiv traktus fontos
szabalyozojaként is ismert. Kolcsonhatasba 1ép a ndi nemi szerv szoveteivel, és ott olyan
immunfolyamatokat indit be, amelyek nélkiilozhetetlenek a megfelelé embriofejlodéshez,
illetve az egészséges utddok vilagra jottéhez. Hozzajarul a mikrobiom egyensulyanak
fenntartasahoz, az ovulacio kivaltasahoz, hatassal van az endometrium felkészitésére, az embrid
befogadasara és a n6i immunvalasz beinditasara[65].

Az ondoplazma a néi reproduktiv traktusba jutva citokinek és kemokinek szintézisét serkenti,
ezzel eldidézve egy gyulladdsos folyamatot[66]. Ennek a gyulladasos folyamatnak a
kovetkeztében a neutrofil leukocitdk szdma megnovekszik a méh. A neutrofilek, mint az
immunrendszer els6dleges védelmi vonala, megprobaljak visszaallitani a méh eredeti
mikrobiom  egyensulyat azzal, hogy eltdvolittdk az onddplazmaval bekerilt
mikroorganizmusokat, ezzel csokkentve a parzas Utjan terjedd betegségek kialakuldsat. Masik
fontos szerepiik, hogy eltavolitjak a karosodott spermiumokat is. Ezt a funkciot tdmogatjak a
fokozott méhdsszehtizodasok és a méhartéria tagulata is[18]. A makrofagok és dendritikus
sejtek enzimek kivalasztasaval tamogatjak az endometrium szévetének atalakulasat, hogy az
képes legyen az embrio befogadédsara. Az ondoplazma méhre gyakorolt hatdsa mellett hatassal
van a petefészekre is, annak mikodésére, €s részt vesz az ovuldcio indukalasaban.
Ragcsaloknal sikeriilt kimutatni, hogy az onddvaladékban talalhato relaxinnak ovulacio
stimulalo hatasa van, azaltal, hogy egy kotdszoveti atalakulast okoz a tiiszéfalaban[65].
Egerek esetében Osszefliggést véltek felfedezni az ondovaladék és az utddokban jelentkezd
kiilonbozd anyageserezavarok kozott. Olyan egerek esetében, ahol a parzas soran nem volt
prosztatavaladék, ott az utodokban magas vérnyomast, elhizast és kiilonbozo egyéb anyagcesere

betegségeket észleltek. Az ondovaladék hatdsdra az anyai szovetekben bekovetkezd
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immunologiai valtozasok elengedhetetlenek az egészséges embrio fejlédéséhez. Olyan him
egereknél, ahol sebészileg eltavolitottak az ondoholyagot mar a korai fejlédési szakaszban
abnormalis magzatok fejlodtek, illetve megsziiletésiik utan bizonyitottan magasabb volt az
elhizott egyedek aranya[67]. Az anyai immunrendszer a termékenyitéskor talalkozik el6szor az
apai eredetli antigénekkel, ezek hatdsara az anyai immunvalasz gyengiil, ezzel hozzéjarulva az
immuntolerancia kialakuldsahoz, ami alapvetd feltétele a sikeres fogantatasnak[65]. Az anyali
immuntolerancia kialakulasaban fontos szerepe van az immunszuppressziv Treg-sejteknek.
Ezek mennyisége a korai terhesség soran megnovekszik, és elnyomjak az anyai immunitast az
apai antigénekkel szemben. Ezen Treg-sejtek indukalasdhoz pedig az ondovaladékban talalhato
apai antigének és citokinek sziikségesek. Emberek, sertések, és ragesalok ondovaladéka tobbek
kozott TGF-B-t, interferonokat és prosztaglandin E2-t tartalmaz. Ezek a molekuldk azok,
amelyek befolyasoljak a citokinek és kemokinek szintézisét, ezéltal az atmeneti gyulladés
kialakuldsat. Mara mar ismertté valt, hogy a méhen beliil térténo elvaltozdsok, zavarok hatdssal
lehetnek a megsziiletendd utédokra i, gyakrabban fordulnak el6 feln6ttkori megbetegedések,
anyagcserezavarok. Szoros Osszefiiggés van az alacsony sziiletési suly és az utdodokban
jelentkez6 magas vérnyomas, elhizas, cukorbetegség kialakulasa kozott[66]. Az anyai
taplalkozas is nagy hatassal van az utédokra, hiszen az anydban bekdvetkezd metabolikus
valtozasok hatassal lesznek a megsziiletett utodok anyagcseréjére is. Azonban nem csak az
anyai szervezet van hatassal az utodokra, hanem az apai szervezet is. Magas zsirtartalmu
taplalékon nevelt him patkanyok esetében az utdodokban inzulinrezisztenciat allapitottak
meg[68]. Az inzulinrezisztencia emberekben a ll-es tipusu cukorbetegség egyik elérejelzo
paramétere.

Azt 1s sziikséges megemliteni, hogy az ondoplazma az immunrendszert befolyasolo hatasa altal
novelheti a fogékonysagot bizonyos nemi Uton terjedd betegségekre. Ez nem csak emberek
esetén fontos, hanem haszon-, illetve tarsallatok esetében is[65].

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a prosztatavaladék hozzaadasa ugyan csokkentheti a
spermiumok motilitasdt/mozgékonysagat, azonban tobb okra visszavezetheté modon jelenléte

jobb termékenységet, magasabb vemhességi aranyokat eredményezett.
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3. Maodszer

A szakdolgozatom megirasahoz sziikséges forrasokat a ScienceDirect, PubMed, illetve a Wiley
Online Library adatbazisdban kerestem. Az online adatbazisokon kiviil a téméaban elismert
szakkonyveket is felhasznaltam. Igyekeztem a lehetd legrészletesebb attekintést végezni, annak
érdekében, hogy egy atfogo képet kapjak a kutyak spermafeldolgozasanak modszereirdl, az
ondoplazma, illetve a prosztatavaladék hatdsairdl. Az adatbazisokban az alabbi kulcsszavak
alkalmazasaval kezdtem a keresést: ,,semen collection in dogs”, ,chilled dog semen”,
,homologous prostatic fluid”. A taldlatokat egyesitettem, ezutan pedig elvégeztem a

duplumsziirést annak érdekében, hogy azonos tartalmu cikkek csak egyszer szerepeljenek.
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4. Eredmények

A kapott talalatok 1993 és 2023 kozottiek voltak. A tobbség a 2000-es évek eleji, illetve a 2010-
es évek publikacioi. Ezen cikkek szinte mindegyike angol nyelven irddott. A ,,chilled dog
semen” keresdszora 644 hivatkozast, a ,,homologous prostatic fluid” keresd kifejezésre pedig
5897 talalatot kaptam, amelyet ezutan tovabb szlikitettem kutyakra, szarvasmarhara és lora
vonatkozoéan.

Végiil 68 forrast hasznaltam fel dolgozatom megirasahoz.
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5. Kovetkeztetések

Dolgozatom irdsa soran igyekeztem Osszegezni a témaban megjelent cikkeket, €s elemezni az
azokban leirt tanulmanyokat a sperma feldolgozas folyamatanak egyik Iépésére, a
centrifugdlasra fokuszalva. Az olvasott forrasok alapjan megallapithat, hogy ha a spermat
hosszutavon tarolni szeretnénk, akkor a prosztatavaladéktol el kell kiiloniteni. Ezt
centrifugalassal lehetséges kivitelezni. A kapott spermiumpelletet és a prosztatavaladékot
tartalmazo feliiluszot kiilon kell hiiteni, illetve mélyhititeni. Ha a gyljtott spermat centrifugéalas
nélkiil, hlitve vagy fagyasztva tarolnank, akkor a prosztatavaladék karositana az ondosejteket,
ezzel pedig csokkenne a termékenyitéképessége a mintanak. Azonban szamos, kutyakat is
vizsgald publikacid szerint a termékenyités soran fontos szerepe van a prosztatavaladéknak,
hiszen a ndi szervezetben olyan immunologiai folyamatokat indit be, amelyek nagyban
hozzéjarulnak a sikeres vemhesség eléréséhez. Ragcsalokban végzett vizsgalatok azt is
bizonyitottak, hogy az utdodok késébbi anyagcsere rendellenességeinek kialakulasaban szerepe
lehet a prosztatavaladék hianyanak.

Az anyagcsere betegségek ¢és az ondovaladék kapcsolata kozotti vizsgalatok tobbnyire
ragcsalokban és emberekben vannak. Ehhez hasonl6 vizsgalatokrdl kutydkban még nem jelent
meg publikacio, igy ezt érdemes lenne tanulmanyozni. A vizsgalatok kiderithetnék, hogy ha a
termékenyitést prosztatavaladék hozzaadasaval, vagy a nélkiil végezik, akkor milyen aranyban

fordul eld felndttkori anyagcserebetegség, esetleg elhizés az utdodok kozatt.
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6. Osszefoglalas

Az elmult évtizedekben a mesterséges termékenyités egyre elterjedtebbé valt a tarsallatok
esetében is. A haszondllatok tenyésztésében az 1950-es évektol gyorsult fel a mesterséges
termékenyités alkalmazasa, elsésorban a szarvasmarha-tenyésztésben, majd késébb a juh- és
sertéstenyésztésben. Loban ma még kevés kancat inszeminalnak, de évrdl — évre n6 a szamuk.
A mesterséges termékenyités révén egyszeriibbé valik a szaporitdéanyag szallitasa, és
kiterjedtebb felhasznalast tesz lehetévé. Ahhoz, hogy a sperma megdOrizhesse a minéségét a
tarolas alatt megfeleld technikakat alkalmazva fel kell késziteni a tartos tarolasra. Ez torténhet
hitéssel, illetve fagyasztdssal / mélyhiitéssel. A sperma feldolgozéasi protokoll egyik
meghataroz6 1épése a gytijtott sperma centrifugalasa.

A centrifugalas célja, hogy eltavolitasra keriiljenek az elhalt spermiumok, a nem kivanatos
kérokozok, illetve a prosztatavaladék is, amely bizonyitottan karos hatdssal van a
spermiumokra hiitve tarolas esetén. A centrifugalast tobbféle modszerrel lehet végezni, ezek
kiilonb6z6 elonydkkel, illetve hatranyokkal jarhatnak. A legegyszerlibb modja a nativ

centrifugdlds, amikor higitofolyadék nélkiil végzik a centrifugdlast. Spermium mosédsnak

nevezzilk azt a modszert, amely sordn mar higitofolyadékot is adunk a mintdkhoz. A

tovabbfejlesztett modszer a kolloid centrifugélds, amikor a centrifugalast egy- vagy tobbrétegii

kolloidon keresztiil végzik. Ezzel hozzéjarulva a spermiumkérosodas minél nagyobb mértéki
csokkentéséhez. A kolloid centrifugalas elényeihez sorolandd, hogy csokkenti a mintak

baktérium, illetve virusterhelését is. Tovabba csokkenti a reaktiv oxigéngydkok

felhalmozodasat is. Egy masik modszer a cushion centrifugalas, amely soran parnazofolyadékot
adnak a mintdkhoz. Ez a modszer inkdbb haszonallatok korében terjedt el, ugyanis az 6
esetiikben nagyobb erdvel, és hosszabb ideig torténik a centrifugalds, mivel naluk tobbféle
jarulékos nemi mirigy termel valadékot, nem csak a prosztata, mint a kutyak esetében.

Bizonyos tanulmanyok ellentmondéasosak abban a tekintetben, hogy a hiités soran valdban
sziikséges 1épés a centrifugalas, vagy elhagyhatd. Azonban az ilyen irdnyu vizsgalatok nagy
részénél arra jutottak, hogy a hiitve tarolas soran a nem centrifugalt mintakban a spermiumok
karosodasa nagyobb volt. igy a hiités elétt elvégzett centrifugalasra sziikség van a sperma
feldolgozasa soran. Azonban a mesterséges termékenyitésnél a centrifugaldssal kiilonvalasztott
prosztatavaladék felhasznalasa kifejezetten elényds lehet. Jobb termékenyiilési adatokat értek
el, amikor a spermat prosztatavaladékkal mostak (juttattdk) be a néi nemi traktusba. Ez a
prosztatavaladék azon hatasaval magyarazhato, hogy bekeriilve a néi szervezetbe olyan

immunologiai és gyulladasos folyamatokat indit be, amelyek sziikségesek lehetnek a
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termékenyiilés ¢és az egészséges utdodok létrejottének szempontjabol. Egerekben vizsgaltak,
hogy az ondoévaladék hianya a termékenyités soran az utddokban jelentkezé anyagcsere
betegségekkel, illetve az elhizassal 0sszefliggésbe hozhat6. Tarsallataink, igy a kutya esetében
is egyre gyakoribbak az anyagcsere betegségek, igy érdemes lenne ezen Osszefiiggéseket

kutyéaban is vizsgalni.
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7. Summary

In the past decades, artificial insemination has become more and more widespread in case of
the small animal veterinary practice. In the farm animal breeding, the use of artificial
insemination accelerated from the years of 1950, first of all, in the cattle breeding, then in the
sheep and pig breeding. Nowadays only a small number of mare is inseminated, but their
numbers continuesly incrase year by year. Artificial insemination makes easier the transport of
the genetic material and the widespread use of the semen. In order to maintain the quality of
the stored sperm, correct preservation procedure must be used. Long term storage can be done
by cooling (5°C) or cryopreservation (freezing at -196°C). One defining step of the sperm
processing protocol is the centrifugation of the collected semen.

The purpose of centrifugation is to remove dead spermatozoon, unwanted pathogens, and also
the prostatic fluid. Latter has been proven to have harmful effect on spermatozoa during storage
at 5°C or in frozen state. Centrifugation can be performed using several methods, which may
have different advantages and disadvantages. The simplest method is native centrifugation, in
this case centrifugation is performed without any diluents. Sperm washing is a method in which
we add diluent / extender to the samples. Colloid centrifugation is an improved method where
the centrifugation is carried out through a single or multilayered colloids. This contributes to
reducing sperm damage as much as possible. One of the advantages of colloid centrifugation is
to reduce the bacterial and viral load of the samples. It also reduces ROS accumulation. Another
method is cushion centrifugation, in which a cushion medium is added to the samples. This
method is more common among farm animals, because in their case the centrifugation must be
done with greater force and for a longer time.

Some conflicting studies were published in connection with whether centrifugation is a really
necessary step during cooling and freezing or can be omitted. However, the majority of studies
agree in that the sperm damage is considerable in non-centrifuged samples during storage at
5°C or frozen state.

Therefore, centrifugation performed before cooling / cryopreservation is necessary during the
processing of the sperm. However, the use of removed prostate secretion is particularly
beneficial for fertilization. Better fertility data were obtained when prostatic fluid was used as
a flushing medium in artificial insemination. This can be explained by the effect of the prostatic
secretion, which, once it enters the female body, initiates immunological and inflammatory
processes, which are important steps in the creation of healthy offspring. It was investigated in

mice that its absence during fertilization can be associated with metabolic diseases and obesity
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in the offspring. Metabolic diseases are becoming more and more common in our small animals,

including dogs, so it would be worthwhile to investigate these relationships in dogs as well.
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