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Spermium izoldlasi technikdk osszehasonlito vizsgalata

NAGY BALINT DR., CORRADI GYULA DR., PULAY TAMAS DR.,
GIMES REZSO DR., CSOMOR SANDOR DR.

A Semmelweis Orvostudomdnyi Egyetem I. sz. N6i Klinikdja (igazgato: Csémor Sandor dr.,
egyetemi tandr) és Urologiai Klinikdja (igazgato: Frang Dezsé dr., egyetemi tandr)! kozlemé-

nye

Osszefoglalds: a szerzok 35 férfi onddjat (15 normozoospermids és 20 oligozoospermids) vizs-
galtdk meg a hagyoményos sperma paraméterekre, majd hdrom spermium izolalési technikéval
(egyszeri feliilisztatds, kétszeri centrifugalas és azt kovetd feliilisztatds, és a ndtrium hialurona-
tos kezelés) nyert spermiumok szamat, motilitasat és morfoldgidjat hasonlitottdk 6ssze. A sper-
mium izolalasi technikédk koziil a natrium hialuronétos (Sperm Select) kezelést taldltak a legal-
kalmasabbnak a nagyszdmu, j6 motilitdsu és morfoldgidju spermiumok izoldldsédra. A szerz6k
javasoljdk a fenti technikak valamelyikének bevezetését a rutin androldgiai és megtermékenyi-

t6-képességi vizsgalatok sordba.
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A spermiumok izoldlasat szdimos korkép kezelésére
hasznadljuk, az oligozoospermia, a retrograd ejakulécid,
a hypospadiasis, a vaginizmus, a cervikdlis nyak hia-
nya, a sperma-antitestek okozta immunoldgiai eredetd
medddség, a sperma plazma koros Osszetétele, a pszi-
choldgiai eredeti és gyogyszerfiiggd impotencia, nem
beszélve azin vitro fertilizacié (IVF) és gaméta intrafal-
lopian transferrél (GIFT), amely programok csak a té-
poldattal elGkezelt spermiumok felhasznaldsaval mi-
kodhetnek. A genitalis traktuson végighalado spermi-
umok mentesek lesznek a sperma plazméatdl és megter-
mékenyitésre alkalmas dllapotba kertilnek, vagyis a ka-
pacitaci6 és az akroszoma reakcio lezajlik. A sperma
plazma olyan anyagokat tartalmaz, amelyek géatoljak a
kapacitaciét [4] vagy mint a prosztaglandinok, a méh
izomzatanak gorcsos Osszehuizodasat okozzdk. Kimo-
sdsukra, eltdvolitasukra gyakran alkalmazzdk a human
és az dllatorvosi gyakorlatban is a tdpoldattal vald cent-

rifugéldst, a sziiréseket, a migracids eljardsokat [11,12,

19]. Mortimer és Templeton 0-22.000 spermium jelen-
1étét detektaltdk a méh liregében kozosilés utén [16],a
kiilonbozb spermium izolaldsi technikdkkal ennél jéval
magasabb sejtszdmu oldat juttathaté a méh tiregébe, s
novelhet$ a megtermékenyités esélye, in vitro megter-
mékenyitéshez legaldbb 200.000 spermium /petesejt
sziikséges

Gyakran alkalmazott mddszer a tdpoldattal vald
mosas és centrifugélas. Az irodalomban eltéréek a vé-
lemények, Jones szerint az intracellularis organellu-
mok a spermiumokban kérosodhatnak [9] ekkor,
Makler és Jakobi viszont azt allitja, hogy az alacsony
fordulatszamon torténd centrifugalds nem befolyésolja
amotilitast és a tilélést [ 13]. Mindenesetre azilyen ke-
zeléseknél nagyardnyu a veszteség a sejtszdmban, az
eredeti 0,1-0,2—ed részére csokken a mozgé sejtek
arénya [7].

Vannak olyan migricids eljdrdsok, amelyek na-
gyobb mozgé spermium ardny kinyerését teszik lehets-
vé. Ilyenek az albumin oszlopos elvélasztdsok, a human
nyakban valo penetraltatds és az utébbi idében kertilt

alkalmazdsra a natriumhialurondtos elvilasztds. Az
utobbi anyag a human cervikélis nydkot utdnozza, sza-
las felépitési, a viszkozitadsa magas €s igy csak a jo moti-
litdsu és szerkezetd spermiumok képesek benne a fel-
hatoldsra. Penetracios tesztként is alkalmas a felhasz-
néldsra.

Vizsgélataink soran haromféle laboratériumi techni-
két alkalmaztunk, a tdpoldatban valé feliilisztatést, a
kétszeri centrifugélast kovetd feliilisztatast és a ndtri-
um hialuronatos kezelés utan kapott eredményeket ha-
sonlitottuk ossze.

Anyag és modszer

35 férfi onddjat vizsgaltuk meg, a besoroldst a WHO el6irdsainak
megfelelGen végeztiik el [20]. Az onddt 6t nap carientia utdn onani-
zéacidval uritették a betegek, majd féldra elfolyésodési id6 utédn a
sejtszamot, motilitast, szerkezetet, biokémiai vizsgélatokat elvégez-
tik.

Feliilusztatdsos médszer, 1 ml spermara 0,75 ml Ham s F—10 té-
poldatot (Seromed, NSZK) 10% fotélsavéval kiegészitve rétegez-
tiink, majd 30 percig szobahémérsékleten inkubdaltuk.

Kétszeri centrifugdlds és feliiliisztatds”, 1 ml spermdhoz 3 ml
10%-os fotalsavoval kiegészitett Ham’s F—10 tdpoldatot mértiink,
majd Osszekeverés utan lecentrifugdltuk 500 g-vel 10 percig, majd a
csapadékot 3 ml tdpoldatba vettiik fel, a centrifugéldst megismétel-
tik. A feliliszot leszivtuk, majd 0,75 ml tapoldatot rétegeztiink
Gvatosan a csapadékra és 30 percig szobahémérsékleten inkubal-
tuk, itt a sperma plazmatdl tokéletesen megtisztul az anyag.

Ndtrium hialurondtos kezelés (Sperm Select, Pharmacia, Svédor-
szdg), 1 mlspermdra 0,5 ml 1 mg/ml natrium hialuronétot tartalma-
z6 Ham'’s F-10 oldatot rétegeztiink, majd 30 percig szobahémérsék-
leten inkubaltuk.

Mind a hdrom eljards utdn meghatdroztuk a sejtszdmot, motilitst
és morfol6gidt, az adatokat BMDP programcsomag segitségével
dogoztuk fel, a szignifikancia szintjét P=0,05 értékben hatdroztuk
meg [6].

Eredmények

A héarom spermium szétvalsztasi modszerrel kapott
eredményeinket az I. tdbldzat mutatja. A feliilisztata-
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Ldbldzat
A kiilonboz6 spermaprepardldsi eljdrdsok dsszehasonlitdsa

e 3 Felil-  2Xcentrifu-
Ayizsedli paramctor dsztatds ~ gdlds és  Hialuronat
felildsz-  kezelés
tatas

Sejtszam
(millié/ml) 0,1—2,0 0,1—2,0 0,2—4
Motilitas (%) 40—50 40—50 70—80
Morfoldgia (%) 40—50 40—50 50—60
Normozoospermia (20—30 millié spermium/ml) n=15
Sejtszdm
(millié/ml) 0,5—2,0 0,1-2,0 0,5—15
Motilitds (%) 70—90 70—80 80—95
Morfoldgia (%) 70—80 70—80 80—90
Oligozoospermia (10—20 millié spermium/ml) n=15
Sejtszam
(millié/ml) 0—0,25 0 1,0—2,0
Motilitds (%) 30—50 0 40—50
Morfolégia (%) 30—40 0 50—60
Oligozoospermia (10 millié spermium/ml) n=5

A két feliilisztatdsi médszer és a hialuronat kezelés kozott minden
paraméterben és mind a 3 csoportban 1ényeges kiilonbségek adéd-
tak (p=0,05)

sos technika esetében a 20 millié/ ml-nél nagyobb sejt-
szam esetében az eredeti szam tizede, huszada nyerhe-
t6 vissza, a motilitdsban és a morfolégidban 10-20%-os
javulds érhetG el. Az oligozoospermids csoportban rosz-
szabbak az eredmények mind a mozgd spermiumok
szamdban, mind azok minGségében. A kétszeri centri-
fugdlas és az azt kovetd felillisztatds utdn az eredmé-
nyek az el6zGekkel megegyezdek, itt a sperma-plazma-
tol a tokéletes elvalasztés az el6ny.

A harmadik mddszer a natrium hialuronétos keze-
1és, amellyel meglepGen jé eredményeket értiink el.
Legaldbb 50%-kal tobb mozgd spermiumot nyertiink
vissza, mint az el6z35 két médszerrel, a j6l mozgd sejtek
aranya és szerkezete is kedvezSbb.

A vizsgilt harom elvalasztasi technikdndl a natrium
hialuronétos kezelés bizonyult a legjobbnak, de volt
olyan ond6 amelynél ezzel a médszerrel sem sikertilt ja-
vulést elérni.

Megbeszélés

A spermiumok a genitalis traktuson valé dthaladas
soran olyan érési folyamaton mennek keresztiil, hogy
alkalmassd vélnak a megtermékenyitésre. A sperma
plazma jelenléte gatolja a spermium membran dtrende-
z6dését, igy az akroszoma reakcidt, kapacitdciot. A
spermiumok izolaldsa a sperma plazmabdl és bizonyos
adalék anyagok hozzdadaséaval segiti ezeket a folyama-
tokat, lehet6vé teszi a j6l mozgd spermiumok nagyara-
nyu kinyerését és a petesejtekhez kozelebb juttatasat,
de az in vitro fertilizacié, a gaméta intrafallopian trans-
fer és mas modern reproduktiv technikdk csak ilyen el-
jarasok utdn végezhetSk el. A kiilonbozd sperma el6-
készitd eljardsok kozil bizonyos esetekben a mindség-
javitds, mds esetekben a ,,tisztitasi” funkcié (sperma
antitest, baktérium, baktérium toxin) 4ll el6térben. A
sperma prezervacios technikdk megvalasztdsa sordn
ezen érdekek egyeztetése sziikséges. A varhat6 ered-
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mények elGjelzésére egyre kevésbé hasznalhatdk a ha-
gyomanyos médszerek. A spermiumok életképességé-
rdlis j6 képet lehet nyerni, egyre inkdbb az a nézet van
elterjedében, hogy a hagyomanyos sperma kép nem ad
elég felvilagositast a spermiumok megtermékenyitd
képességérdl, s szitkkséges a funkciondlis probak elvég-
zése is (penetracios tesztek, hypoozmotikus duzzadasi
teszt, 24 orés tapoldatban vald tulélési préba). Funkci-
ondlis prébanak tekintjilk magukat az altalunk hasz-
nélt szeparalasi médszereket, u.n. prébadusitasokat. A
legismertebb spermium izolalasi, ddsitasi médszerek a
centrifugdlas, feliildsztatds, sziirés, albumin oszlopon
val6 elvalasztas [1, 4, 5,7, 9, 11, 12, 13, 14, 19].

A vizsgilataink soran harom spermium elvalasztasi
technikdt hasonlitottunk 6ssze, harom féle androldgiai
csoportndl. A legtobb jol mozgd spermium a natrium
hialuronétos (Sperm Select) feliilisztatés utdn nyerhe-
t6, a motilitas normozoospermidsok esetében 90—
95%-ra novelhetd, a sejtszam kb. 50%-al magasabb,
mint a tdpoldatba valé feliilisztatas és a kétszeri centri-
fugélas utan. A szerkezetben is jelentds javulds érhetS
el.

A natrium hialuronat molekuldris felépitése a hu-
man nyakot szimuldlja, a viszkozit4sa is hasonld, igy a
j6 szerkezetd és motilitdsi spermiumok képesek csak
benne a felhatoldsra [15]. A csak tdpoldatba valé mig-
racickor nem érvényesiil ilyen sziirg hatas. Midanyag-
szalmdba to6ltve 20—30 fokos szogben az ondéba allit-
va funkciondlis tesztként is jol alkalmazhatd, helyette-
sitheti a bovinnyak penetracids tesztet. Nem igényel
centrifugdldst, a spermiumok minimdlis kdrosoddst
sem szenvednek az izolalaskor, ugyanakkor a hialuro-
nat elGsegiti a megtermékenyitést is. A miszerezettségi
igény minimalis. A sziikséges engedélyeztetési eljara-
sok birtokédban intrauterin inszeminaciora is alkalmaz-
hat6 lesz.

Az altalunk 6sszehasonlitott spermium elvélasztasi
mddszerekkel nyert sejtek felhasznalhatok intrauterin,
intracervikalis, valamint in vitro és in vivo (GIFT,
POST) inszemindcidkra, megtermékenyitésekre, az
immunoldgiai valamint pszicholdgiai eredetd meddé-
ség, egyes androldgiai korképek és ismeretlen eredetd
meddéség segitségiikkel jol kezelhetSk.
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The authors examined the semen of 35 men (15 norﬁlozoospermic
and 20 oligozoospermic) to determine the classical semen parame-
ters (cell count, motility, morphology) and to compare three sperm
preparation techmques the simple swim up, twice centrifugation
and swim up, and natrium hyaluronate (Sperm Select) treatment.

They found that the most favorable results could be obtained by
Sperm Select treatment. The authors suggest to make sperm isolati-
on treatment as functional probe in the routine andrological exami-
nations.
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