Androlégiai jellemzok szezonalis valtozasanak osszefiiggése a sperma
mélyhiithetoségével és in vitro fertilizacios képességével fekete racka kosoknal

Zaraojelentés
OTKA K76371

Oshonos allatfajtaink irdnt folyamatosan nd az érdeklédés, ami indokolja a szaporité munka
szinvonaldnak emelését. A korszerli reprodukcids technikdk alkalmazasa nélkiilozhetetlenné
teszi a fajta-specifikus szaporodasbioldgiai ismeretek megszerzését, a ndivarban és a
himivarban egyarant.

Palyazatunk célja az 6shonos magyar fekete racka kos szaporodas-élettani jellemzdirdl teljes
kori informécid szerzése, ezen beliil elsdsorban annak tisztdzasa, hogy az erdteljesen
szezonalis szaporodasi ciklussal bird fajtdban az évszakok ritmikus valtozasa milyen hatassal
van a kosok ivari miikodésére, spermatermelésére €s az apaallatok termékenyité képességére.
Tanulményoztuk, hogy szezonalis valtozas hogyan befolyasolja a kosok spermdjanak
eltarthatosagat és mélyhiithetdségét. Vizsgalattargyava tettiik, hogy a tenyész szezonon kiviil
alkalmazott tartés melatonin kezelés milyen hatdssal van a him nemi szervekre és azok
miikodésére (a here exokrin és endokrin miitkddésére; hormontermelés és spermiogenezis).

Tudomasunk szerint atfogd andrologiai vizsgalatokat racka fajtdban kordbban még nem
végeztek, a témaval kapcsolatos megallapitasokat, vizsgalati eredményeket a
szakirodalomban nem publikaltak még. Az itt kozolt eredményeket, megallapitdsokat
elsésorban a rackatenyésztok, de természetesen a kutatasi program tapasztalatait mas magyar
6shonos juh fajtakat tart6 tenyésztok is hasznosithatjak munkéjuk soran.

Vizsgalatainkat Herceghalomban az Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézet
kisérleti telepén €s a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-Tudomanyi Karan folytattuk.

I. A hereméretek szezonalis valtozasanak nyomon kovetése.

Programunkhoz kilenc 18-20 hénapos Hortobagyi fekete racka kost vontunk kisérletbe. Az
allatokon egy éven keresztiil kéthetente mértiik a herék kdrméretét (Coulter Scrotal Tape,
Trueman Mfg.). A mintavételeket, méréseket tél elejétdl (december) 6sz végéig (november)
végeztik. Az adatokat egyutas variancia-analizissel (ANOVA) és Spearman korrelacid
analizissel értékeltiik az SPSS 15.0 for Windows program segitségével.

Az atlagos here korméret a téli minimumtol (22,64£0,18cm) az &sszel mért maximumig
(31,55%£0,14cm) folyamatosan novekedett. A legkisebb, januari korméret (22,08%0,18cm)
44,7%-0s novekedés utan szeptemberben érte el a legnagyobb méretét (31,92+0,21cm)
(P<0,001). Szignifikdns kiilonbséget (P<0,001) lattunk a tavasz-tél, tavasz-nyar, tavasz-6sz,
nyar-tél, nyar-6sz és Osz-tél évszakos értékek kozott. Megallapitottuk, hogy a here méretek
alakulasat az évszak jelentdsen befolyasolja (r=0,87, P<0,01). Szignifikans Osszefliggést
lattunk a here korméret - naphosszusag (r=0,43, P<0,05), valamint a here korméret - havi
kozéphomérséklet (r=0,73, P<0,01) vonatkozasaban (1. abra).
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1. abra A here korméretek alakuldsa az évszakok fiiggvényében

II. A here endokrin miikodésének vizsgalata GnRH-teszttel, valamint a tesztoszteron
szekrécio szezonalis valtozasanak tanulmanyozasa.

A tesztoszteron hormonszint szezondlis valtozdsdt — a hereméretek felvételével
parhuzamosan — kéthetente, azonos iddpontban gylijtétt (vena jugularis) vérmintdkbol
hataroztuk meg. A vérmintakat alvadas utan 10 percig centrifugaltuk (1500 g), a szérumot a
hormon analizisig -70°C-on taroltuk. A tesztoszteron koncentraciét ELISA modszerrel
(Testosterone Elisa kit, DRG International) mértiik.

Evszakonként - mindig az évszak kozepén - GnRH-teszttel is vizsgaltuk a here endokrin
funkcidjat. A kisérleti allatoktdl vérmintdkat gyiijtottiink a tesztoszteron hormonszint
alapértékének méréséhez. Ezt kovetden kosonként 50ug GnRH-t (Fertagyl, Intervet)
applikéltunk iv. (GnRH stimulacios teszt), majd 90 perc elteltével Gjabb vérmintakat vettiink
a provokalt tesztoszteron koncentracié meghatdrozdsdhoz. A gy(jtott mintdkat a hormon
analizisig a fent leirtak szerint kezeltiilk. Az adatokat egyutas variancia analizissel (ANOVA)
¢s Spearman korrelacié analizissel értékeltik az SPSS 15.0 for Windows program
segitségével.

Megegyezden a here méreteknél tapasztaltakkal, a legalacsonyabb tesztoszteron szintet a téli
id6szakban (2,31£0,14ng/ml), a legmagasabbat Osszel regisztraltuk (17,81+1,07ng/ml). A
januarban mért legkisebb koncentracié (1,79+0,16ng/ml) november hoénapra 14x-esére
emelkedett (25,1412,41ng/ml). Szignifikdns kiilonbséget (P<0,001) allapitottunk meg a
tavasz-tél, tavasz-nyar, tavasz-6sz, nyar-tél , nyar-0sz és 6sz-tél évszakos értékek kozott.

A GnRH-val provokalt tesztoszteron koncentracid télen és tavasszal mért értékei kozel
azonosak voltak (16,08+0,57ng/ml, ill. 16,66+0,55ng/ml), majd ennél szignifikdnsan
magasabb nyari (28,51%£2,61ng/ml, P<0,001) hormonszinteket kovetd tovabbi jelentds
emelkedés utdn a maximalis hormon koncentraciot Osszel a tenyész szezonban mértiik
(54,02+3,78ng/ml). Szignifikans kiilonbséget (P<0,001) lattunk a tél-tavasz, tél-nyar, tavasz-
nyar, tavasz-0sz €s nyar-6sz hormonszintek kozott. A tesztoszteron koncentracio ¢€s a
herekdrméret kozott szignifikdns Osszefliggést (r=0,62, P<0,01 ill. r=0,69, P<0,01)
allapitottunk meg (2. abra). Erds évszak hatast is megfigyeltiink a hormon vérszintjének
alakulasaban (r=0,71, P<0,01, ill. =0,82, P<0,01).
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III. Ejakulatumok komplex spermatoldgiai vizsgalata, a spermajellemzok szezonalis
valtozasanak vizsgalata.

Az ondo gyiijtését minden allattol heti egy-két alkalommal miihiively segitségével végeztiik.
Meértiik az ejakulatum mennyiségét (VOL), a friss, higitatlan ondobol faziskontraszt
mikroszkdppal 40x-es nagyitasban értékeltiik a spermiumok tomegmozgéasat (M), melyet 1-
tél 5-ig osztalyoztunk. A spermium koncentracié (CC), ill. az ejakulatumonkénti Osszes
spermium (TNSC) meghatarozasat sejtszamlalassal (Biirker kamra) végeztiikk. A spermium
morfologiai vizsgalatdhoz higitott ondobol spermakenetet készitettiink, Cerovsky (1976)
modszerével megfestettiik, majd fénymikroszkoppal (Olympus BX51) 1000x-es nagyitasban
meghatdroztuk a deformalt ondosejtek (TMDC) ardnyat. Vizsgalataink soran a kilenc
kisérleti allat Osszesen 387 ejakulatumanak kvantitativ és kvalitativ spermajellemzdit
értekeltiik. Az adatokat egyutas variancia analizissel (ANOVA) és Spearman korrelacid
analizissel értékeltiik az SPSS 15.0 for Windows program segitségével.

Az e¢jakulatum mennyisége a tavaszi minimumt6l (0,52+0,03ml) az 6szi maximumig
(0,88+0,03ml, P<0,001) a janiusban tapasztalt csokkenés utan (0,44+0,05ml) folyamatosan
novekedett. A legkisebb mennyiséget (0,44+0,03ml) februarban, a legnagyobbat - azonos
értékekkel - oktoberben, ill. novemberben (0,91£0,05ml) regisztraltuk. A legalacsonyabb
spermium  koncentraciot  (4,92%0,13x10°/ml)  télen, a legmagasabbat  nyéaron
(6,56+0,21x10°/ml), mértiik (P<0,001). Az ejakuldtumonkénti 6sszes spermiumszam (TNSC)
tavasszal volt a legkisebb (3,15+0,23x10°/ml), 8sszel a legnagyobb (5,22+0,45x10°/ml)
(P<0,001). Szignifikans osszefiiggést lattunk a VOL — TNSC (r=0,89, P<0,01) és CC —
TNSC (r=0,58, P<0,01) paraméterek vonatkozasaban.



A spermium-motilitas februari alacsonyabb szintje (4,42+0,20) utan a legjobb eredményeket
azonos havi atlag értékekkel a nyari honapokban (jin.,jal.,aug.) kaptuk (5,00+0,00, P<0,001).
A rendellenes ondésejtek aranya télen volt a legnagyobb (18,48+3,23%), 6sszel a legkisebb
(7,95+1,58%) (P<0,001), és szignifikdnsan magasabb volt februarban, mint az év egyéb
hénapjaiban  (22,17£1,61%, P<0,001-P<0,02). A legkevesebb deformalt spermiumot
oktoberben észleltiik (6,15+0,72%). Szoros negativ 0Osszefliggést lattunk a provikalt
tesztoszteron szint — TMDC kapcsolatban (r= -0,86, P<0,01), kdzepesen erds negativ
korrelaciot az évszak - TMDC (r= -0,55, P<0,01), és T- TMDC (r= -0,43, P<0,01),
vonatkozasdban, valamint gyengébb kapcsolatot a TNSC — TMDC esetében (r= -0,34,
P<0,01). A here kdrméret és a TMDC kozott kdzepes negativ (r=-0,50, P<0,01) osszefliggést
allapitottunk meg. Gyenge kapcsolat volt a here korméret — VOL, (r=0,23, P<0,01), valamint
a here krméret — TNSC esetében (r=0,25, P<0,01).
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IV. A folyékony sperma tarolasa soran fellépd membrankarosodas csokkentése a
higitott termékenyitoanyag antioxidans kezelésével tenyész szezonban és szezonon Kiviil.

A mesterséges termékenyitésben minden haszonallat fajnal, igy a juh esetében is igen fontos
a sperma termékenyitd képességének minél hosszabb ideig torténd megdrzése. A kos sperma
konzervalasaban alapvetd probléma, hogy a spermiumok membranjanak magas a telitetlen
zsirsav tartalma, amelyek kdnnyen megkdtik az oxigént és nagyszdmu peroxid kotés jon létre.
E nem kivant peroxidacios folyamatok a sejtmembran roncsolddasat, ezen keresztiil a sperma
termékenyitd képességének csokkenését eredményezik. Munkank célja volt olyan
spermakezelési  eljaras  kidolgozasa, amely a karos peroxidaciés folyamatok
visszaszoritdsdval segitene az onddsejt membranszerkezetének megdvasaban, a membran
permeabilitds megnovekedésének megakadalyozasdban, amely egyik fontos feltétele a



sperma konzervalasnak. Vizsgalatainkat két kisérletben, tenyész szezonon kiviil (februdr), ill.
a tenyész szezonban (november) végeztik. 9 tenyészérett fekete racka kos kevert
ejakulatumabol Na-citrat-gliikoz-tojassargaja sperma higitoval, valamint antioxidansokkal és
keverékeikkel kezelt, 10°/ml spermamintékat készitettiink. A kezeléseket 151g Resveratrol
(R15), 25png Resveratrol (R25),15ug Q10 /Coenzim Q10/ (Q15), 25pg Q10 (Q25), 3mg E-
vitamin (E3), Smg E-vitamin (E5) antioxidansokkal és 15ugR+3mgE (RE), 15ugQ+3mgE,
(EQ) és 15ug R+15ug Q10 (RQ) keverékekkel végeztiik. Az elkészitett mintakat 10 napig
5°C-on taroltuk. A térolasi id6 alatt a 0., 1., 3., 6., 8., és 10. napon CASA rendszerrel
vizsgaltuk az ondosejtek mozgdsi paramétereit, valamint akroszoma festés utdn a
sejtmembran karosodas mértékét.

Szezonon kiviili kisérletiinkben fiiggetleniil a kezelésektdl a tarolas alatt romlott az ondo
mindsége. Csokkent a motilitds, emelkedett a membran sériilések ardnya, bar az eltartas
harmadik napjdig valamennyi kezelt mintdban alacsonyabb spermium-motilitdst mértiink,
mint a kontroll spermaban. A tarolas nyolcadik napjara a kontroll és az E3 mintdban az
ondodsejtek elhaltak. A tobbi kezelt spermaban még 45,5-65,4% (motilitas), ill. 26,1-44,9%
(progressziv motilitas) kozotti értékeket kaptunk. Antioxidansok hatdsara kisebb mértékii volt
a sejtmembran karosodasa, javult a sperma eltarthatésaga, bar a keverékek nem nyujtottak
hatékony védelmet a sejteknek. A kontrollhoz képest az eltartas elsd és hatodik napjan az RE
¢s QE, a harmadik napjan mindharom keverékkel kezelt mintdban (RE, EQ, RQ) magasabb
volt a sériilt akroszomaji spermiumok aranya. Ugyanakkor az els6 (RE), a harmadik (QE) és
a tizedik napon (RE) a CASA rendszerrel mért harom, a himivarsejtek mozgasat jellemzo
(VAP, VCL, VSL) legmagasabb sebesség értékeket a keverékek esetében tapasztaltuk. Az
R15, E3 és ES kezeléseknél az els6 és harmadik napon kisebb mértékii membrankarosodast
lattunk. Legjobb hatast a 15ug Resveratrol kezeléssel értiik el. Az eltartds sordn a
sejtmembran kéarosodas mértéke ebben a mintaban volt a legkisebb, a kisérlet nyolcadik
napjan 65,4% ¢l6 sejt aranyt, 36,2% progressziv motilitast és minddssze 14,1% karosodott
akroszoémdju ondosejtet lattunk. Ez az ardny a tizedik napra is csak 4%-al emelkedett. A
Q10-el és E5-el kezelt mintak az utolsé mérési napra elhaltak.

A tenyész szezonban lefolytatott kisérletiinkben csak az eltartds elsd napjan mértiink a
kezelteknél jobb spermium motilitds €s sebesség értékeket a kontroll mintdban. A tiznapos
eltartdas sordn a szezonon kiviil végzett vizsgalatunk eredményeivel Osszehasonlitva
valamennyi paraméter esetében magasabb értékeket mértiink. Elhalast nem tapasztaltunk. A
kontroll mintaban a progressziv motilitds ebben a vizsgalatban jobb volt, a tizedik napon még
41% kortili értéket mutatott. A kezelt mintak koziil a legjobb mozgést a harmadik (83,27%)
¢s hatodik (74,29%) napon az E3, a nyolcadik, ill. tizedik napon a Q15 (76,63%) és R15
(56,07%) mintadkban lattuk. A leggyengébb motilitast a hatodik napot kivéve a keverékekben
mértiik. A két kisérlet eredményeit 6sszehasonlitva jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg a
VAP, VCL, VSL adatokban is. Szezonon kiviili vizsgalatunkban a VAP érték (a himivarsejt
sebessége mozgasanak atlagolt utvonalara szamolva ) egyetlen esetet kivéve (1. nap RE 105
um/s ) 100 um/s alatt volt, mig a tenyész szezonban a mintak 94%-a meghaladta a 100 um/s



Antioxidansokkal kezelt spermamintak eltarthatosagi vizsgalata szezonon kiviil

Datum Napok Mintik Motilitas Progmot VAP VCL VSL Akroszéoma
% % pm/s pm/s  pm/s  sériilés %

2010.02.09 0 K 93.09 87.91 102.50 175.80 86.40 5.75
2010.02.10 1 K 93.17 85.79 9476 15190 83.74 8.60
2010.02.10 1 R15 85.30 77.18 9835 160.80 87.62 5.25
2010.02.10 1 R25 78.78 69.79 96.34 161.00 85.71 9.66
2010.02.10 1 Q15 89.32 78.82 97.08 163.40 84.48 10.00
2010.02.10 1 Q25 76.60 67.91 91.88 156.00 82.29 8.00
2010.02.10 1 E3 82.80 71.81 94.55 157.00 83.64 6.50
2010.02.10 1 ES 78.35 60.64 77.68 128.40 67.61 7.50
2010.02.10 1 RQ 87.74 70.31 86.70  153.00 76.17 7.75
2010.02.10 1 RE 77.62 68.51 105.00 165.50 92.07 12.50
2010.02.10 1 QE 83.99 64.43 7991 138.50 70.19 10.25
2010.02.12 3 K 87.15 76.06 7523 122.80 67.95 10.25
2010.02.12 3 R15 75.38 50.94 5096 8554 4338 7.75
2010.02.12 3 R25 78.47 64.77 7334 12340 65.74 12.00
2010.02.12 3 Q15 81.90 62.67 77.20  130.20 67.73 9.75
2010.02.12 3 Q25 66.74 52.61 79.30  132.80 72.33 9.00
2010.02.12 3 E3 80.71 65.73 72.12 120.10 63.19 8.25
2010.02.12 3 ES 84.98 63.24 73.55 121.70  65.83 8.25
2010.02.12 3 RQ 60.26 44.98 69.81 121.50 62.30 16.00
2010.02.12 3 RE 63.19 49.08 72.64 12440 65.01 13.00
2010.02.12 3 QE 56.46 42.63 82.74 138.40 74.86 16.00
2010.02.15 6 K 52.41 31.36 54.54  86.68 4847 19.66
2010.02.15 6 R15 67.20 40.64 59.93  100.80 52.78 10.66
2010.02.15 6 R25 74.51 50.00 5455 9799 47.53 15.00
2010.02.15 6 Q15 68.61 51.14 57.09 9636 50.92 18.66
2010.02.15 6 Q25 63.09 47.27 4720 86.44 3892 17.66
2010.02.15 6 E3 75.21 47.06 5820 9548 52.28 14.75
2010.02.15 6 ES 76.54 36.78 4423  79.28 36.56 11.75
2010.02.15 6 RQ 59.34 38.80 4995 9328 40.86 13.50
2010.02.15 6 RE 67.41 45.82 5144 9338 43.14 25.00
2010.02.15 6 QE 69.04 42.76 5353 9940 44.64 17.33
2010.02.17 8 K (0]

2010.02.17 8 R15 65.45 36.21 52.21 91.07 46.31 14.16
2010.02.17 8 R25 58.42 4491 56.68  96.07 49.66 18.75
2010.02.17 8 Q15 60.19 31.17 3827  67.05 31.52 21.00
2010.02.17 8 Q25 45.54 28 4482  83.55 3773 18.50
2010.02.17 8 E3 (%]

2010.02.17 8 E5S 46.09 26.17 479 8143 4137 19.00
2010.02.17 8 RQ 62.52 37.08 447 81.39  37.52 19.25
2010.02.17 8 RE 65.13 41.62 52.48 92.82 45.71 19.50
2010.02.17 8 QE 52.05 37.38 51.85 8948 4522 14.80
2010.02.19 10 K (0]

2010.02.19 10 R15 69.71 36.19 37.57 67.55 31.28 18.33
2010.02.19 10 R25 51.87 42.52 41.86 78.86  34.29 20.33
2010.02.19 10 Q15 (0]

2010.02.19 10 Q25 (0]

2010.02.19 10 E3 (%]

2010.02.19 10 ES (0]

2010.02.19 10 RQ 57.54 36 4257 7791 35.18 22.80
2010.02.19 10 RE 28.98 19.03 51.55 88.84 45.43 27.33
2010.02.19 10 QE 30.36 17.86 41.78 74.86  34.54 32.66




értéket. Jelentds kiillonbségeket tapasztaltunk a VCL (a himivarsejt sebessége a ténylegesen
megtett teljes mozgdasi utvonalara szdmolva), és VSL (a himivarsejt sebessége mozgasanak
kiindulasi €s végpontja kozotti tavolsagra szamolva) adatokban is (tdblazat). Az eltartas soran
mindkét kisérletben a sejtmembran sériilés aranya a Resveratrollal (R15) kezelt mintdban volt
a legalacsonyabb.

Antioxidansokkal kezelt spermamintak eltarthatosagi vizsgalata szezonban

Datum Napok  Minték Mo(t)ilitais Pro%.mot. VAP VCL VSL Alfrgs’z()ma
% % pm/s pm/s pm/s  sériilés %
2011.11.08 0 K 94.31 83.61 107.20 154.80 91.72 4.00
2011.11.09 1 K 90.20 84.40 135.00 214.40 119.80 16.17
2011.11.09 1 R15 83.84 78.51 129.10 204.10 112.50 8.58
2011.11.09 1 R25 85.43 79.37 132.80 212.30 119.10 8.91
2011.11.09 1 Q15 81.01 71.11 124.50 207.70 112.50 20.13
2011.11.09 1 Q25 80.24 69.56 122.50 196.10 109.60 11.88
2011.11.09 1 E3 88.61 81.40 130.80 212.60 114.30 12.21
2011.11.09 1 E5 81.12 68.02 124.30 197.60 109.00 19.80
2011.11.09 1 RQ 87.01 79.89 123.30 194.00 108.40 18.15
2011.11.09 1 RE 79.19 67.96 133.40 205.90 120.50 18.48
2011.11.09 1 EQ 83.81 69.06 116.50 182.40 100.70 33.66
2011.11.11 3 K 84.24 80.65 117.40 182.70 103.00 22.77
2011.11.11 3 R15 74.83 67.81 121.20 162.60 108.80 17.82
2011.11.11 3 R25 75.70 70.08 121.10 195.60 111.40 22.11
2011.11.11 3 Q15 81.47 75.61 123.20 202.10 110.80 24.75
2011.11.11 3 Q25 73.23 65.92 126.40 206.80 115.90 21.45
2011.11.11 3 E3 86.96 83.27 121.80 195.50 103.00 18.48
2011.11.11 3 E5 82.34 72.44 95.63 161.50 79.10 18.81
2011.11.11 3 RQ 77.76 68.72 117.10 192.20 103.00 25.74
2011.11.11 3 RE 70.36 58.16 116.80 191.00 106.40 40.92
2011.11.11 3 EQ 75.36 61.05 109.00 179.60 96.16 44.55
2011.11.14 6 K 55.63 48.41 100.20 159.50 92.69 37.95
2011.11.14 6 R15 57.59 53.31 110.60 185.60 101.30 23.76
2011.11.14 6 R25 66.36 60.00 119.60 196.30 109.00 22.77
2011.11.14 6 Q15 55.26 47.77 118.40 190.80 111.30 32.34
2011.11.14 6 Q25 73.17 69.42 128.40 207.10 115.10 32.67
2011.11.14 6 E3 77.69 74.29 125.30 194.00 114.40 28.71
2011.11.14 6 E5 63.51 53.25 115.00 191.50 106.80 32.34
2011.11.14 6 RQ 62.5 50.76 115.60 189.90 105.70 46.20
2011.11.14 6 RE 68.32 59.12 114.50 189.10 102.20 44 .55
2011.11.14 6 EQ 59.84 50.10 126.70 202.30 116.00 52.47
2011.11.16 8 K 70.63 67.18 112.10 170.50 99.92 35.97
2011.11.16 8 R15 76.39 69.79 108.30 179.30 94.86 23.76
2011.11.16 8 R25 69.76 62.94 118.80 192.30 105.30 29.04
2011.11.16 8 Q15 81.55 76.63 121.60 196.40 105.90 39.27
2011.11.16 8 Q25 77.04 72.57 123.90 203.30 110.10 30.03
2011.11.16 8 E3 77.10 72.71 121.40 197.20 106.80 30.03
2011.11.16 8 E5 78.41 73.25 125.70 200.60 111.40 4191
2011.11.16 8 RQ 59.45 54.13 126.70 201.80 115.80 50.49
2011.11.16 8 RE 67.92 57.30 127.30 197.60 119.40 4323
2011.11.16 8 QE 78.32 70.07 125.40 195.60 114.20 73.24
2011.11.18 10 K 54.80 40.90 88.70 149.00 81.30 42.90
2011.11.18 10 R15 60.20 56.07 119.00 190.00 107.00 3333
2011.11.18 10 R25 44.80 39.60 109.00 178.00 101.00 41.25
2011.11.18 10 Q15 70.30 42.51 110.00 184.00 96.80 42.90
2011.11.18 10 Q25 42.50 27.90 101.00 176.00 94.70 42.57
2011.11.18 10 E3 58.50 47.15 105.00 175.00 95.30 57.75
2011.11.18 10 E5 45.00 23.97 105.00 179.00 96.90 52.80
2011.11.18 10 RQ 13.50 8.89 69.00 134.00 65.50 68.64
2011.11.18 10 RE 40.30 28.99 103.00 177.00 69.10 48.12
2011.11.18 10 QE 33.90 26.25 101.00 164.00 95.60 77.33




Ellentétben a mozgési paraméterek esetében tapasztaltakkal, valamennyi vizsgalati napon a
szezonon kiviili kisérletben sziilettek jobb eredmények, 39-53%-al kevesebb sériilt
akroszomaju ondodsejtet lattunk, mint a masik kisérletben.

A reaktiv oxigéngyokok elleni védelemmel kapcsolatos kutatasi programjainkban tovabbra is
fontos feladatunk ujabb kisérletekkel az ehhez sziikséges leghatékonyabb anyagok és
optimalis koncentracidik kivalasztidsa. Egy megfeleld spermakezelési eljaras kidolgozasa a
peroxidacios folyamatok visszaszoritdsaval segitene az ondosejt membran szerkezetének
megovasaban, a permeabilitds megnovekedésének megakadalyozasdban, amely fontos
feltétele a spermakonzervalasnak, az eredményes sperma mélyhititésnek.

V. Racka kosok spermajanak mélyhiitése tenyész szezonban és szezonon Kkiviil. A
fagyasztott/felolvasztott sperma termékenyito-képességének in vitro becslése,
elorejelzése.

A racka kosok esetében két jol elkiilonithetd iddszak figyelhetd6 meg a sperma
manipulalhatosagat tekintve, a nydri-6szi és a téli-tavaszi évszak. Az ejakulatum mennyiség
(>0,6 ml), az sszes spermium szam (>3,5x10° sejt/ejakulatum) és a morfologiai defektusok
szamat (<10%) tekintve is a nyari-0szi iddszak a legmegfelelobb a sperma fagyasztasara
(p<0,05). A sperma mintak mélyhtitését az eredetileg tervezett tris-bazist higitod helyett
Andromed (Minitube, Germany) higitoval végeztilk. A motilitds vizsgalatot kdvetden 1:1
aranyban higitottuk az ejakulatumokat, majd a végtérfogatot 0,3 x10° sejt/ml allitottuk be. A
mintakat fokozatosan 5°C-ra hitottiik és 2 6ra ekvilibraciot kovetéen 0,5 ml-es szalmakba
toltottilk, majd N, gbzben 8 percig fagyasztottuk. A mintdk motilitasait 38°C-on 20
masodpercig tartd felolvasztas és 10 perces inkubalds utin CASA rendszerrel ellendriztiik. A
spermiumok morfologidjat, az ¢l6/elhalt sejtek aranyat és az akroszoma statuszat Kovacs és
Foote-féle festéssel értékeltiik. A felolvasztast kovetden relative magas 40-60%-os értékeket
kaptunk (52,4+4,35% motilitds és 49,3+5,1% progressziv motilitds). A fent leirt
spermatoldgiai jellemzéknek megfeleléen szignifikans kiilonbség mutathatd ki a szezonban
(nyar-6sz) €s szezonon kiviil mélyhiitott mintak kozott (p<0,05), valamint az egyedek kozott
is. A mintdkban az ¢él6-¢ép sejtek el6fordulasi aranya 30-45%, ami jelzi a mddszer tovabbi
tokéletesitésének sziikségességét.

VI. Tenyész-szezonon Kiviil alkalmazott tartéos melatonin kezelés hatasa a here endokrin
és exokrin miikodésére, valamint az allat energetikai allapotara

Az évszakok (tenyész szezon ¢és tenyész szezonon kiviili idészak) valtakozasarol
(megvilagitott orak szdmanak valtozasa) a melatonin hormon ,tajékoztatja” az allatokat. A
VI. kisérletsorozatban az allatok energetikai allapotaval kapcsolatban vizsgaltuk a plazma
BOH-vajsav (BHB) ¢s szabad zsirsav (NEFA) szintjét (NEFA és BHB: Randox Laboratoires
Ltd, Ardmore, UK). A plazma melatonin szintjét egy eredetileg human célra kifejlesztett,
laboratériumunkban juh fajra validalt direkt '*I-RIA modszerrel hataroztuk meg (Melatonin
direct RIA RE29301, IBL-International, Hamburg, Germany). A here Leydig-sejtjeinek
aktivitdsat az alap tesztoszteron szint ¢s a GnRH terhelésre adott tesztoszteron valasz
meghatarozasaval jellemeztiikk. A GnRH-stimulécios teszt soran 0.008 mg buserelin (Receptal
inj.®, Intervet, Angers, France) intravénas adagoléasat kovetden a 30., 60., 90. és 120. percben
gyljtottiink vérmintat. Az analizis vérplazma-mintakbol, egy eredetileg huméan célra
kifejlesztett *H-RIA modszer (Csernus, 1982) el6zetesen juh fajra is adaptalt és validalt
valtozataval (Kulcsar, 2007) tortént.



Az atlagokat Student-féle T-probaval hasonlitottuk Ossze. A szignifikancia szintet P<0,05
értekben hatiroztuk meg.

Két csoportot alakitottunk ki (kezelt és kontroll). A kezelt csoport egyedei majus honapban,
majd kb. 1 honappal késébb 1-1 db szubkutan melatonin implantatumot kaptak (Melovine,
CEVA, France), ami 18 mg melatonint tartalmaz. Harom alkalommal végeztiik el az un.
stimulacids tesztet A kisérleti és a kontroll csoportban (a melatonin kezelés megkezdésekor
/0. nap/, majd 1 /kb. 30. nap/ és 2 honappal /kb. 60. nap/ késobb).

Endokrin funkcio; tesztoszteron produkciod

A kisérlet megkezdése el6tt (0. nap) gyiijtott vérplazmakbol mért alap tesztoszteron szintek a
két csoportban azonosak voltak. Ugyanakkor az alap tesztoszteron szint a kisérlet 2.

honapjaban gyiijtétt mintdkban szignifikansan magasabb volt a melatoninnal kezelt
allatokban a kontrollhoz képest (3. abra).

Alap tesztoszteron szint

15 - m m o ____ o _
Kontroll

m Melatonin
104+ ---— - -—-

tesztoszteron (nmol/L*SEM)

2. hénap

3. abra Az alap tesztoszteron szint alakuldsa melatoninnak kezelt és kontrol racka
kosokban (*: P<0,05).

A GnRH terhelésre adott tesztoszteron valasz a kisérlet 0. napjan és az 1 honap utan gytjtott
mintakban nem mutatott eltérést a kezelt és kontroll csoport kozott. Ugyanakkor a kisérlet
masodik honapjaban végzett terheléses teszt sordn az alapszintek megemelkedése mellett a
30. és 60. percben mért értékek is szignifikansan magasabbak voltak a melatoninnal kezelt

kosokban (4. abra). A tesztoszteron szint megemelkedésével egy id6ben a herék kormérete is
megnovekedett.
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GnRH terhelésre adott tesztoszteron valasz 0. nap

0 mmmmmmmmmm e

tesztoszteron (nmol/L+SEM)

—&— Kontroll

—0=— Melatonin

0 30 60 90 120

GnRH terhelésre adott tesztoszteron valasz 1. hénap
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4. abra A GnRH termelésre adott tesztoszteron valasz alakuldsa melatoninnal kezelt
¢s nem kezelt racka kosokban (*: P<0,05)

Energetikai allapot; plazma metabolitok

A vizsgalt metabolikus paraméterek (BHB és NEFA szintek) mind a melatoninnal kezelt,
mind a kontroll csoportban mindvégig a fizioldgias hatarértékeken beliil voltak, negativ
energia egyensulyra utald emelkedett értéket (>1.60 mmol/l, vagy egymadst kovetden két

mintaban: >1.20 mmol/l; BHB szinteket (Henze et al., 1998) egyetlen alkalommal sem
tapasztaltunk (5. abra).
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5. abra A plazma BOH-vajsav (BHB) ¢és szabad zsirsav (NEFA) szintjének alakuldsa
Melatoninnal kezelt és Kontroll racka kosokban.

Melatonin szint alakulasa

A plazma melatonin szintjének vizsgalata alapjan a melatonin implantditum a kezelt
(Melatonin) csoportban hatékonyan mukodott, a kezelés 1. honapjaban a nappal gyiijtott
vérmintakbol mért melatonin szintek szignifikdnsan magasabbak voltak a 0. naphoz képest
(445,3£91,55 vs. 92,4+9,15 pmol/L; P=0,03). Az 1. honap végén beliltetett 2. implantatum
hatasara a melatonin szint tovabb emelkedett (699,45+163,91 pmol/L; P=0,02 a 0. naphoz
képest) (6. abra).

Melatonin

0o
s Kontroll
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e m Melatonin
o
-1 J
£
2
c 4004 --—---—-—————_______Emmm
=
2
© B _ B T
g 200 ]: I ]:

0 KN
0. nap 1. hénap 2. hénap

6. abra A plazma melatonin szintjének alakuldsa a melatoninnal kezelt és a kontroll
racka kosokban nappal gyiijtott vérmintakbol. (a és b jelzésii esetekben P<0.05)
Spermatologiai paraméterek alakuldsa
A spermatoldgiai alap paraméterekben nem talaltunk kiilonbséget a melatoninnal kezelt és a

kontroll csoport kozott. A here korméret alakuldsaban azonban igen. A melatoninnal kezelt
egyedek esetében szignifikdnsan nagyobb here korméreteket tapasztaltunk.
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Here kérméret
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Megallapithatjuk, hogy a magyarorszagi ¢shonos racka kosok esetében a tenyész-szezonon
kiviil alkalmazott lassti kioldodasti melatonin kezelés hatdsara a here korméretének
novekedését tapasztaltuk, tovabba a kezelés pozitivan befolyasolta a herék endokrin
funkciojat (tesztoszteron termelését). A spermatologiai paraméterekben nem tapasztaltunk
kiilonbséget a kezelt és a nem kezelt/kontroll csoportok kozott. Ez talan azzal magyarazhato,
hogy a kosoktdl egész éven keresztiil folyamatosan gytjtottilk a spermat. A rendszeres
spermavétel — feltételezhetden — hozzdjarult a sperma mindségének ,karbantartasahoz”,
amelynek eredményeként az ejakuldtum mindsége még szezonon kiviil is nagyon jonak
mutatkozott. Igy a melatonin kedvezd hatdsa nem érvényesiilhetett. Természetesen ennek a
jelenségnek a bizonyitasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
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