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Dr. Sz6llgsi Janos és mtsai.

A melyfagyasztas hatasainak vizsgalata az emberi ivarsejtekre morfologiai és funkcionalis
parameterek alapjan.

OTKA T08235

Bevezetés:

A pentoxyphyllin metilxantin szarmazék, amely spermiumokra gyakorolt hatasat korabban
mar igazoltdk. NoOveli a sebességet (curvilinear velocity es lateral head displcement), és
fokozza az akroszéma reakcid készséget. Normozoospermidban ezt a hatast nem figyelték
meg, de asthenozoospermiéban jellemz6 a motilitds valtozasa. Annak ellenére, hogy a donor
inszeminacidk (AID) szama az IVF és ICSI technikdk fejlodése kovetkeztében az elmult
években egyre csokken, mégis ez jelenti az egyedili megoldast non-obsrtuktiv azoospermia
esetén és azokban az esetekben, amikor a fentebb emlitett mesterséges megtermékenyitési
technikak nem vezettek eredményre.

A donor inszeminacio elvégzéséig az onddmintékat el6zetesen minimum 6 hdnapig-a
sziikséges tesztek elvégzéséig- folyékony nitrogénben fagyasztva kell tarolni. A fagyasztasi és
felolvasztasi procedura még a legmegfelelébb protokoll esetén is karositja a spermiumok
életképességét: csokkenti mind a gyors progressziv motilitast, mind az 6ssz-motilitast.
Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy felolvasztas utan a mintdkhoz pentoxyphyllint adva,
fokozodik a motilitas. Nem ismertek viszont pontos adatot arra vonatkozoan, hogy melyik is
a legmegfelelébb pentoxyphyllin koncentracio: alacsony koncentréciéban nem eléggé
hatékony, tul magas koncentracidban a toxikus hatasa érvényesilhet. Az irodalomban az AIH
esetén hozzéadando pentoxyphyllin koncentracid is vitatott. Tovabba nem ismert intrauterin
inszeminacié sordn a donor himivarsejtek pentoxyphyllin kezelésének terhességi ratara
gyakorolt hatasa sem.

A petefészek-fagyasztas otlete rovidebb maultra tekint vissza. A paciensek olyan fertilis koru
nok korébol kerulhetnek ki, akiknek valamilyen fennallé rosszindulatd betegség (leukaemia,
Hodgkin-kér, Non- Hodgkin lymphoma, melanoblastoma, pajzsmirigy-, vese-, bélrendszeri
vagy csontrak stb.) miatt kemo- és/vagy radioterdpiat javasoltak, és fenndll a petefészek
karosodas lehet6sége, ugyanakkor az alapbetegségh6l meggydgyulva nem mondanak le az
esetleges késébbi gyermekvallalas szandékarol. A vizsgalataink tervezett célja a szovetmintak
morfologiai és funkcionalis vizsgalata elsé Iépesben Un. explant kulturakban. Ennek soran a
felolvasztott szovet kis szeletét tapfolyadékba helyezve és fizioldgias koncentracidban adott

in vitro FSH-LH kezelést kovet6en az érési folyamat a termelédé dsztradiol, tesztoszteron és
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inhibin mérésével nyomonkovetheté. A modszer alkalmazasaval nem az volt a celunk, hogy
ezaltal mesterséges megtermékenyitést (pl. ICSI) végezziink, hanem a fagyasztva tarolt szovet
késobbi visszalltetese altal lehet6séget biztositsunk esetlegesen akar spontan terhesseg
bekovetkeztére, illetve kivédjuk az ovariumok eltavolitasabol szarmazo nem kivant
menopausa jellegii mellékhatasokat. A vizsgalatok lényeges eleme a felolvasztott szovet
hormontermelésének vizsgélata, mely a hormonpétlds endogén forméban  torténo

megvaldsitasaban nyithatna uj fejezetet.

Eredmények:

A vizsgalt 35 normozoospermias, 27 oligozoospermias és 42 asthenozoospermias feérfi
ondomintajahoz pentoxyphyllin-t adtunk, emelked6 koncentracioban. Meghataroztunk azt az
idealis pentoxyphyllin koncentraciét, amely legjobban ndvelte a minta motilitasat a kiindulasi
értékhez képest. A normozoospermias és oligozoospermias mintak esetében az alkalmazott 0-
5 mmol/l higitasi sorban a pentoxyphyllin koncentraciok nem ndvelték szignifikdnsan a
motilitast in vitro, asthenozoospermia esetében 1 mmol/l koncentracio esetén talaltunk
optimalis motilitasfokoz0 hatast a pentoxyphyllin hozzaadasat kdvet6 2 éra mulva. Ebben az
esetben az atlagos gyors progressziv motilitas 6,6%-kal fokozodott p<0,05 szignifikanszint
mellett. A kilonbség csak a gyors progressziv motilitdsban nyilvanult meg, az 6sszmotilitas

nem novekedett.

Kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy a fagyasztasi proceddra karositja az él6 sejteket. A
spermiumok fagyasztasanak jelentésége szertedgazo, de annak ellenére, hogy az emlésok
kozul az emberé birja ki leginkabb a fagyasztast, a talélési aranyok még mindig alacsonyak.

A fagyasztas eredményét jelentésen befolyasolja a hiités, illetve a felolvasztas gyorsasaga.
Tobb fagyasztasi algoritmus kiprobalasa utan a legmegfelelébbnek a kovetkezo jellemzokkel
rendelkez6 fagyasztasi gorbeét talaltuk: a fagyasztas 6ssz-idétartama 25 perc, amelyben egy 5
percig tartd +4°C-os inkubalasi platofazist kovetéen lassu hiités kovetkezik -6 °C-ig 5 °C/
perc sebességgel. Végul 9,6 °C/ perc sebességgel -140°C—ig tartd hités. -140°C-rol a
mintdkat kozvetlenul a -196°C-os folyékony nitrogént tartalmazd tartalyba helyezhetjik,
ugyanis ekkor a fagyasztdas mar athaladt a kritikus -15 és -60°C kozotti szakaszon. A

fagyasztasi gorbét az 1. dbra mutatja.



1. abra. Optimalis fagyasztasi
algoritmus human spermiumokra
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Megjegyzendd, hogy ezt a fagyasztdsi gorbét miszalméban torténo fagyasztaskor taléltuk a
legjobbnak, ettél eltéré hordozokban torténé fagyasztaskor mas és mas lehet a gorbe lefutasa.
Szintén befolyasolhatja a gorbe optimalis voltat a cryopreservatios médium Osszetétele is,
amelyeket a kulonbdzo gyartdk termékei Kkisse kilonb6zé 6sszetételben tartalmaznak.
Alapveté 0sszetevojik a glicerin, a szérumalbumin, illetve valamilyen pufferoldat. Ezek az
ondémintdhoz adva penetralnak a sejtmembrénon, és novelik a meg nem fagyott
intercellularis térfogatot oldatban tartva igy a fagyasztds soran bekoncentralddo, és ezaltal
toxikussa valé sokat. Mi a SpermFreeze (Fertipro, Belgium) védoéoldatot hasznaltuk
vizsgalatainkban.

A felolvasztasra a nemzetkozi irodalomban kozoltekkel egybecsengéen a nagyon gyors
felolvasztast taldltuk megfelelének, amelyet a miiszalméak 1-2 perces 37 °C-os vizfurdébe

helyezésével értink el.



A komputervezérelt fagyasztoberendezéssel végzett ondofagyasztast koveto felolvasztas utan
pentoxyphyllin hozzdadasaval vizsgaltuk a motilitdst. Az optimalis motilitdsndvel6 hatast
0,75 mmol/I pentoxphyllin-koncentracio esetén kaptuk.

A vizsgalatban 50 normozoospermias ondomintat fagyaszottunk le, amelyek el6zetes
vizsgalatok alapjan fagyasztas elétti mindséguket tekintve megfeleltek a donor ondémintak
kritériumainak. A felolvasztas utan a mintak 54%-ban csak 1-2 mozg6 spermiumot taléltunk,
igy ezek tovabbi feldolgozésat nem végeztik el. Ezen eredmények is alatdmasztjak a donorok
bevalogatasanak azon feltételét, ami szerint csak probafagyasztassal kell meggyézédnink a
minta felolvasztast koveté hasznalhatésagarol. A 23 feldolgozott mintaban az éatlagos
spermiumkoncentracié 153,7 +55,7 M/ml volt fagyasztds el6tt. Az adatok alapjan a gyors
progressziv motilitas és az 6sszmotilitas is 0,75 mM pentoxyphyllin koncentracional volt a
legnagyobb. A kildnbseg a kontrollhoz képest ebben az esetben szignifikans volt (15% vs.
27% illetve 21% vs. 32%).

Donor himivarsejtekkel torténé intrauterin inszeminaciot a kovetkezo esetekben kell végezni:
irreverzibilis azoospermia (a spermatermelés visszafordithatalanul hianyzik), sulyos oligo-
terato-asthenozoospermia (OTA syndroma, kombinalt spermiumtermelédési zavar), nem
korrigalhatd ejakulaciozavar, a herék velesziletett vagy szerzett hidnya, sulyos atrophiaja, a
himivarsejtek mutécids elvaltozasanak lehetosége (pl. kemo- vagy radioterapiat kovetéen),
sulyos oOrokletes megbetegedés atorokitésének lehetésége, a sajat himivarsejtekkel végzett
tobbszori sikertelen ICSI (MESA, TESA,; szervezeten kiviili megtermékenyitesi Kkisérletek)
illetve Rh negativ vércsoportd izoimmunizalt nébeteg esetében. Az asszisztalt reprodukcios
eljarasok fejlodésevel egyre kevesebb igény mutatkozik a donor himivarsejtekkel térténd
megtermékenyitésekre. A mellékhere és hereszovetbol akar egyetlen spermium izolalasaval
(MESA, TESA, SMART-ICSI) azonban megnyilik a lehetéség a szervezeten Kkivili
megtermékenyités lehetéségére. Mindezeken tul azonban a donor spema hasznalata a
megfelel6 indikaciokban egyre kevésbe alkalmazott, de tovabbra sem nélkiilozhet6 eljardsnak
tekintendo.

A donortdl szarmazé himivarsejtekkel torténé intrauterin inszeminaciok minden esetben a néi
ciklus 3. napjatol naponta orélis antisztrogén hatasu clomiphen citrat és/vagy a ciklus 3.
napjatél mésnaponta subcutan adagolt gonadotrop hormonok (vizeletbdl tisztitott vagy
rekombinans) adagolasaval torténik. Az adagolt hormonok mennyisége és az alkalmazas

idétartama individudlis kell hogy legyen, ennek kontrolljat az adott ciklusban ismételten



végzett ultrahang-folliculometriaval és a vérben meérheté 17R-6sztradiol hormon mennyiségi
meghatarozasaval vegeztiik. Sikeresnek minésult az adott ciklusban az ovulacidindukci6, ha a
dominéns tisz6(k) elérték a 17-20mm-es atmerét, a méh endometriuma legaldbb 8mm és
harom rétegi volt, ill. a szérum 17R-6sztradiol szint tliszénként elérte az 1500 pmol/l értéket.
Ekkor veégeztink luteinizalast human choriogonadotropin (hCG) adasaval, altalaban 10000 1U
mennyiségben. Amennyiben szovédményként ovarium hyperstimulatios szindroma (OHSS)
igazolodott a luteinizaciotdl eltekintettiink, és konzervativ kezelést (4gynyugalom, nem-
szteroid gyulladascsokkentd) alkalmaztunk. A hCG adasa utan 36 és 60 oraval végeztik az
inszemindacidkat, egy ciklus esetében két egymast koveté napon mindig ugyanattol a donortol
szdrmazo spermiumokkal. A folyékony nitrogénben torténé melyfagyasztasbél felolvasztott
spermamintakhoz kontroll spermanalizist kdvetéen a korabbi vizsgalataink alapjan 0,75
mmol/l koncentracidban adtunk pentoxyphillint, majd 60 perc 37 °C-on térténé inkubdlas és
ismételt sperma analizis utan kerdilt sor az intrauterin inszeminaciora, egy-egy alkalommal 1
ml-nyi a fentiek szerint el6készitett inszeminacids anyagot felhasznalva. Az esetlegesen
bekovetkezett terhességeket minden esetben ultrahang vizsgalat /él6 embrid(k) kimutatasa/
kellett, hogy megerésitse, a csak biokémiai modszerrel (vizelet béta-hCG kimutatés) igazolt
terhességet 6nmagaban nem tekintettiik igazolt terhességnek. Altalaban 3 kezelési ciklus
alapjan szamitottunk kumulativ terhességi aranyt, hacsak terhesség kordbban nem kovetkezett
be.

A vizsgalt idészakban mindosszesen 197 asszony esetében 0Osszesen 280 ciklus soran
végeztiink donor ivarsejtek felhasznalasaval inszeminacios kezeléseket. Randomizalt médon
71 ciklus alkalmaval kertilt sor a felolvasztott minta pentoxyphyllinnel térténé kezelésére. Az
inszeminacids kezelések kapcsan a pentoxyphyllinnek betudhaté szovédmeny, mellékhatas
nem fordult elé. A pentoxyphyllinnel kezelt ciklusokban a maximum harom egymaést kdveto
ciklusra szamitott kumulativ terhessegi ardny 38,2% volt, mig a kontrollcsoportban, ahol
pentoxyphyllin hozzaadasara nem Kkerult sor, ugyanez az arany 38.0%-nak bizonyult. A
kilénbség nem szignifikans.

Kovetkeztetések: A donor intrauterin inszeminacios kezelések kapcsan a mélyfagyasztashol
felengedett spermamintadkhoz adott 0,75 mmol/l koncentracioju pentoxyphyllin korabbi
vizsgalatainkban tapasztalhatd eredmeényekhez hasonl6an szignifikdnsan javitotta a gyors
progressziv. motilitasi spermiumok szézalékos aranyat a lassU progressziv. mozgasu
spermiumok aranyanak rovasara. Ebben a koncentracioban alkalmazva a pentoxyphyllin
inszemin&cids kezelésekben biztonsagosan, mellékhatdsoktdl mentesen alkalmazhaté volt. A



vizsgalt koncentraciéban a pentoxyphyllin nem javitotta szignifikdnsan a bekdvetkezett

terhességek el6fordulasi gyakorisagat.

Mivel petefészek fagyasztas igénye a vizsgalati idészakban 6sszesen két alkalommal mertlt
fel, amelyek kozul csak egy alkalommal sikerilt fagyaszthatd mintat nyerni a petefészek-
szovethol, ezért az ezzel kapcsolatos vizsgalatokat nem tudtuk elvégezni. A palyazatunk
benyujtasa 6ta eltelt idoben a petefészek fagyasztas hazankban nem valt altalanos gyakorlatta
a vilagszerte tapasztalt lelkesedés ellenére. Alternativaként az egyszeribb kivitelezésii
petesejt-fagyasztas alkalmazhato erre szakosodott centrumokban. Meglévé kapcsolatainkat
valtozatlanul fenntartva azokkal az intézményekkel, ahonnan petefészek szdvet fagyasztasra
igény jelentkezhet (Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Gyermekgyogyaszati Klinika, Szegedi Tudoményegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Onkoterapias Klinika) a tervezett vizsgalatokat a jovében az OTKA palyazati idészak lezarasa

ellenére is el kivanjuk végezni.

Eddigi eredményeinket tudomanyos kdzlemények és eléadasok forméajaban ismertettilk hazai
és nemzetkozi folyoiratokban és forumokon. Egy PhD disszertacio készilt a fenti anyag

felhasznalésaval.

Osszefoglalas

- Asthenozoospermia esetében 1 mmol/l koncentracié esetén talaltunk optimalis
motilitdsfokozd hatést a pentoxyphyllin hozzaadéasat koveté 2 6ra mulva. Ebben az esetben az
atlagos gyors progressziv motilitds 6,6%-kal fokozodott p<0,05 szignifikanszint mellett. A
kilénbség csak a gyors progressziv motilitdsban nyilvanult meg, az 6sszmotilitds nem
novekedett. Normozoospermia és oligozoospermia esetében, amikor a kiindulési

motilitasérték normalis volt, hasonld javulast nem észleltlink..

- A komputervezérelt fagyasztoberendezés programozasanak beallitasaval meghataroztuk az

idealis fagyasztasi algoritmust.

- A komputervezérelt fagyasztoberendezéssel végzett ondofagyasztast kovetd felolvasztas
utan pentoxyphyllin 0,75 mmol/l koncentracioban térténé hozzaadasaval értik el az optimalis

motilitasndvels hatast.



-. Randomizalt vizsgalatban pentoxyphyllinnel kezelt illetve nem kezelt fagyasztott donor
ondomintakkal végzett intrauterin inszeminaciok esetén a kumulativ terhességi arany a harom

ciklusra vonatkoztatva nem kilonboz6tt szignifikansan (38,2 % illetve 38,0 %).

-A petefészek fagyasztasra nem sikerult elegendé mintat nyernink, ezért az ezzel kapcsolatos

vizsgalatokat nem tudtuk elvégezni.



