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Vuonna 2012 TYKS Naistentautien Fertiliteettilaboratoriossa oli yhteensd 3698 potilaskontaktia,
joista 468 oli inseminaatio-, IVF- ja ICSI-hoitoja. Ennen hedelmdityshoitomuodon valitsemista
tutkitaan sperman laatu sperma-analyysin avulla. Sperman laadun tarkeimpid osoittimia ovat
siitti6iden maara miljoonina millilitrassa, liike sekd morfologinen maéaaritys, jossa katsotaan
siittididen paéan, keskikappaleen ja hadnnan epamuodostuneisuutta. Morfologialla on todettu
olevan yhteys sperman laatuun ja siittididen kykyyn hedelmadittdd munasolu. Sperma-analyysin
jalkeen, ennen jokaista hedelmdityshoitoa, spermanéayte pestaan. Pesun tarkoituksena on erottaa
parhaiten liikkuvat siittiét siemenplasmasta ja kuolleista siittidista. Kéytetyimpid pesumenetelmia
ovat gradienttisentrifugointi- ja swim-up- pesumenetelma. Gradientti-sentrifugointimenetelméssa
liikkuvat siittiot sentrifugoidaan nayteputken pohjaan tiheyksiltdan erilaisten liuosten lapi. Swim-
up- menetelmassa liikkuvat siittiot uivat nayteputken pohjalta viljelynestekerrokseen. Kumpaakin
menetelmaa kaytetdén. Naistd menetelmista gradienttipesu on helpommin standardoitavissa ja
sita kaytetdan, kun halutaan méaarallisesti paljon siittidita.

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli vertailla swim-up- ja gradienttisentrifugointimenetelman
avulla saatavien spermanaytteiden eroavaisuutta. Menetelmien vertailuun kaytettiin Turun
Yliopistollisen Keskussairaalan IVF-laboratorion asiakasnaytteitd. Asiakasnaytteitd oli 23 ja
jokaiselle naytteelle tehtiin sperma-analyysi, morfologinen maéritys ja nayte pestiin kahdella eri
pesumenetelmalla.

Taman opinnaytetydn tuloksena gradienttisentrifugointimenetelmalla saatiin  maarallisesti
enemman siittiditd kuin swim-up -menetelmalla. Siittididen eteenpéin suuntautuva liike oli my6s
parempaa gradienttimenetelmalla pestyissd naytteissa. Morfologia-analyysin perusteella,
kumpikin menetelma antoi samankaltaisia tuloksia, joten niiden perusteella ei voida sanoa, kumpi
menetelma olisi parempi erottelemaan morfologialtaan poikkeavia siittidita.
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COMPAIRING TWO SPERM WASHING METHODS

In 2012, the Turku University Hospital of Women'’s disease Fertility laboratory had a total of 3698
patient contacts from which 468 were insemination, IVF and ICSI treatments. Before selecting
infertility treatment method the quality of sperm is studied in semen analysis. Most important
indicators of the sperm quality are the sperm quantity in millions per milliliter, motility and
morphology characteristics of spermatozoa; where the sperm head, mid-piece and tail
abnormalities are studied. Morphology has been linked to sperm quality and to the sperms ability
to fertilize an oocyte. After the semen analysis but before each fertilization treatment, sperm is
washed. The purpose of washing is to separate the most motility spermatozoa from semen
plasma and other debris. There are two main techniques to separate viable motile sperm: gradient
centrifugation and swim-up-washing method. In gradient centrifugation method, the motility sperm
is centrifuged to the bottom of the sample tube by using different densities of solutions. In swim-
up method, the motility spermatozoon swims from the basis of the sample tube to the layer of
culture medium. Both methods are being used. Between these methods, the gradient is easier to
standardize and it's used when lots of spermatozoa is wanted.

The purpose of this thesis was to compare swim-up and gradient centrifugation methods and the
differences between the obtained results. Customer samples from Turku University Central
Hospital IVF laboratory were used for the comparison. 23 customer samples went through semen
analysis, morphology assessment and the samples were washed using both methods.

As a result of this thesis, gradient centrifugation method gave more spermatozoa than the swim-
up method. Also the sperms forward motion was better when gradient method was used. Based

on morphology, conclusions can’t not be made on which method would be a better choice since
the results are quite equal.

KEYWORDS:

Sperm, semen analysis, sperm preparation, gradient centrifugation, swim-up method
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KAYTETYT LYHENTEET (TAI SANASTO)

DNA-fragmentaatio DNA:n pilkkoutuminen. DNA-rihmastoon tulee katkoksia.
DNA:n lukeminen ja siitd johtuen myds solun toiminta hairiin-
tyy. Siittié voi hedelmoittdd munasolun mutta se voi vaikuttaa
hedelmoittyneeseen soluun ja siitd muodostuvan alkion kehi-
tykseen.

ICSI Intracytoplasmic Sperm Injection. (suom. mikrohedelmaitys).
Keinohedelmoityksen muoto, jossa munasolu hedelmoite-
taan injektoimalla yksittdinen siitti6 munasolun sisaan.

In vitro Koeputkessa

[UI Intra Uterine Insemination. Inseminaatio, pestyjen siittididen
ruiskuttaminen kohtuonteloon ohuella katetrilla.

IVF In Virto Fertilization, (suom. koeputkihedelmoitys). Keinohe-
delmoityksen muoto, jossa munasolut keratdan naisen ke-
hosta ja hedelmditetaéan siittidilla laboratoriossa.

Papanicolau-varjays George Nicholaus Papanicolaoun kehittama varajysmene-
telm4, joka perustuu hematoksyliini-eosiini -varjaykseen,
jossa tuman ja sytoplasman kerrokset saadaan esille.

Siemenplasma Sperman soluton osa.

Sperma-agglutinaatio Siittididen tarttuminen yhteen. Siittiot voivat tarttua toisiinsa
paa-paa, hanta-hanta tai ndiden yhdistelmana.

Sperma-aggregaatio Siittididen ryhmittyminen, kasautuminen, kokkaroituminen,
takertuminen.

TZl-arvo Teratozoospermiaindeksiarvo on numeerinen ja se kertoo,
kuinka monta epdnormaalia osaa on keskimaarin epanor-
maalin muotoisessa siittiossa.



1 JOHDANTO

Spermanayte pestaan aina kun siittidita kaytetaan hedelmoitykseen (IVF eli In
vitro fertilization tai ICSI eli Intracytoplasmic sperm injection) laboratoriossa. Pe-
sun tarkoituksena on erottaa siemenplasma, epiteelisolut ja kuolleet siittiot ela-
vista siittidista. Turun yliopistollisessa keskussairaalassa, naistenklinikan Fertili-
teettilaboratoriossa (TYKS Fertiliteettilaboratorio), on tdhdn mennessa kaytetty

ns. swim-up -spermanpesumenetelmaa.

Toisella yleisesti kaytdssa olevalla menetelmalla, gradienttisentrifugaatiolla, tal-
teen otettavat siittiot eristetddan sentrifugoimalla ne ominaispainoltaan erilaisten
liuoskerrosten lapi, minka jalkeen putken pohjalle saostuneet siittiét otetaan tal-

teen ja suspentoidaan viljelynesteeseen.

Swim-up -menetelmalla huonosti liikkuvat, normaalimuotoiset siittitt, jaavat sie-
menplasmaan, kun taas gradienttipesu-menetelmalla myds huonosti liikkuvat siit-
tiot voidaan eristdd. Nain ollen gradienttipesulla voidaan saada talteen siitti6ita,

jotka ovat morfologialtaan hyvia, mutta joiden liikkuvuus on heikkoa.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli kahden eri spermanpesumenetelman tes-
taaminen TYKS Naistenklinikan Fertiliteettilaboratoriossa. Tyon tavoitteena oli
kehittd& TYKS Fertiliteettilaboratorion toimintaa testaamalla ja kayttdonottamalla

jo kaytdssa olevan swim-up -pesumenetelman rinnalle gradienttipesumenetelma.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sanna likkanen



2 TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Spermanaytteen makroskooppinen tutkiminen

Spermanaytteen makroskooppisella tutkimisella tarkoitetaan tutkimuksia, jotka
voidaan tehda silmamaéaaraisesti. Naita ovat spermanaytteen varin maarittaminen,
viskositeetin arvioiminen, tilavuuden mittaaminen mitta-asteikolla sek& naytteen
pH:n maarittdminen. Naytteen makroskooppinen tutkiminen aloitetaan silma-
maaraisella tarkastelulla, kun naytettéa on seisotettu noin 15-60 minuuttia huo-
neenlammassa ja se on taysin liuennut. (World Health Organization 2010).

Naytteen viskositeettia voidaan arvioida aspiroimalla naytetta kertakayttdiseen
pipettiin ja venyttamalla naytetta; jos naytepisaran venyvyys on yli kaksi sentti-
metrid, on nayte viskoosinen (WHO 2010). Normaali spermanayte on varityksel-
taan opaali, vaalean harmahtava. Naytteestd maaritetdan tilavuus kayttamalla
mitta-asteikkoputkea tai pipettid. Naytteen tilavuus maaritetdén, jotta saadaan
selville siittididen kokonaismé&éra. Spermasta maaritetdan pH indikaattoritestilla.
Normaalin sperman pH on 7.0 - 8.0. Korkea pH-arvo saattaa viitata tulehdukseen
eturauhasessa tai rakkularauhasessa (seminaalivesikkeli). Miehen ikaantyessa
spermantuotanto kuitenkin vahenee ja pH-arvo nousee, eika tama liity tulehduk-
seen. Vastaavasti matala pH voi viitata rakkularauhasen kehityshairioon, joka ai-
heuttaa spermamaaran vahenemistd. Lisaksi tutkimuksessa kiinnitetddn huo-
miota jos naytteessa on poikkeava haju, koska voimakas haju voi viitata tuleh-
dukseen. (WHO 2010, TYKS Fertiliteettilaboratorio.)

2.2 Sperman mikroskooppinen tutkiminen

Sperman mikroskooppisella tutkimisella maéritetaan siittididen tiheys, liikkuvuus,
vasta-ainemaaritys eli MAR —testi (mixed antiglobulin reaction) ja morfologinen
arvio (WHO 2010). Spermanaytetta pidetaan sekoittajassa ennen naytteen pipe-
toimista Makler-laskentakammioon. Laskentakammioon pipetoidaan kymmenen
mikrolitraa spermaa ja solulaskurin avulla lasketaan siittiot kymmenen ruudun

alueelta (WHO 2010). Kolmen laskennan keskiarvo ilmaisee siittidciden maaran
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miljoonina millilitrassa. Mikroskooppisessa tarkastelussa huomioidaan myos ag-
glutinaatio tai aggregaatio seka pyoreiden solujen maara. Naitd ovat yleensa
erytro- ja leukosyytit seka kivesperaiset epakypsat siittiosolut. TYKS Fertiliteetti-
laboratoriossa siittididen liikkuvuus arvioidaan WHO:n vuonna 1999 maaritta-
mall& liikkuvuusluokituksella, jossa siittion liike on jaettu neljaan luokkaan A:sta
D:n. A on nopeasti ja suoraan etenevat siittiot, B kaarrellen eteenpdin liikkuvat,
C paikallaan liikkuvat ja D likkumattomat (WHO 1999). WHO:n 2010 julkaise-
massa suosituksessa liikkuvuus jaetaan kolmeen luokkaan: 1) progressiivinen
like: siittiot likkuvat aktiivisesti, joko lineaarisesti tai suurpiirteistd ympyraa no-
peudesta riippumatta, 2) non-progressiivinen liike: paikallaan liikkuvat siittitt, uinti
pienella alueella, hannan liike vaimea ja 3) taysin likkumattomat siittiét (WHO
2010).

Vasta-ainetesti eli MAR- testi aloitetaan pipetoimalla latex- partikkeleita ja 1gG-
luokan vasta-aineita aluslasille, johon lopuksi pipetoidaan spermaa. Pisarat se-
koitetaan yhteen ja peitetdén peitinlasilla. (WHO 2010) Taman jalkeen lasia tar-
kastellaan mikroskoopilla kolmen ja kymmenen minuutin kuluttua testin aloittami-
sesta. Lasilta lasketaan sadasta liikkuvasta siittiosta latex- partikkeleihin tarrau-
tuneiden siittididen maara ja laskenta toistetaan kymmenen minuutin kuluttua.
Jos laskettujen liikkuvien siittididen maarasta yli 50% on tarrautunut latex- partik-
keleihin, on vasta-aine testin tulos positiivinen ja talldin tulisi myds IgA- luokan
vasta-aineet seuloa spermanaytteesta. IgA- testi tehdaan yleensa mydos silloin,

jos nayte on voimakkaasti agglutinoiva. (WHO 2010)

Siittiiden morfologisesta arviosta saadaan tietoa siitd, kuinka paljon naytteessa
esiintyy prosentteina epanormaaleja siittiditd, mik& saattaa vaikuttaa sperman
hedelmoityskykyyn. Siittididen morfologista méaaritysta varten spermasta tehdaan
sivelyvalmiste objektilasille, mika varjataan Papanicolaou varjaysmenetelmalla.
Siittion rakenne on jaettu paa-, keskivartalo- ja hanta-osaan, ja jokaisesta naista
lasketaan rakenteiden normaali tai epanormaali osa. Kuvassa 1 ndhdéan siittion
rakenteen erilaisia poikkeavuuksia, joihin kiinnitetdéan huomiota morfologisessa

arviossa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sanna likkanen
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Kuva 1 Siittion rakennepoikkeavuuksia (WHO 2010)

Normaalin siittion paa on sulavalinjainen ja muodoltaan ovaalimainen. Siittion pi-

tuus on 5 — 6um, leveys 2,5 — 3,5um ja hannan pituus pidempi kuin 45um. (Lens

1996, WHO 2010)

Laskennan avulla maaritetddn myos teratozoospermiaindeksi:

| = %(epanormpad) + %(epanornkeskikappke) + %(epanorrmhantd
%(epanornsiittioitd)

TZ

Indeksi kertoo, montako epdnormaalia osaa on keskimaarin epadnormaalin muo-
toisessa siittiosssa. WHO:n morfologisen maaritelman mukaan, mikali rakenteel-

taan normaalien siittididen mé&ara on alle kuin 50 % luokitellaan morfologia epéa-

normaaliksi. (Lens 1996, WHO 2010)
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2.3 Swim-up —pesumenetelma

Swim-up -menetelméssa koeputkeen pipetoidaan ensin spermaa ja taméan péaalle
viljelynestetta. Tata vaihetta kutsutaan underlay-vaiheeksi (Kuva 2.). Swim-up -
pesumenetelma perustuu liikkuvien siittididen kykyyn uida siemenplasmasta pe-
suliuokseen. Huonosti liikkuvat ja kuolleet siittiot jaavat siemenplasmaan. Vilje-
lynestekerros otetaan talteen ja siina olevat siittiét sentrifugoidaan viela koeput-
ken pohjaan ja annetaan uida paalle lisattavaan viljelynesteeseen. Ylakerros ote-
taan jalleen talteen, minka jalkeen maaritetaan siittidtiheys ja tehdéén sopiva

kayttélaimennos, yleensa noin nelja miljoonaa siittiétéa/millilitra viljelynestetta.

Sperman pesu tulisi aloittaa tunnin sisélla naytteen antamisesta, koska halutaan
valttdd mahdollisten muiden solujen ja bakteerien vaikutus siittioihin (WHO
2010). Siittididen mé&ara lopullisessa liuoksessa on yleensa pienempi kuin gra-
dienttipesumenetelman jalkeen. Menetelman etuna on sen kyky erottaa hyvin liik-
kuvat siittiot spermasta, nain kuolleiden tai paikallaan olevien siittiiden maara
lopputuotteessa on pieni. (WHO 2010, TYKS Fertiliteettilaboratorio 2007)

Swim-up -menetelmai

Underlay Swim-up

|

-

i
&

liikkkuvat siittiot uivat
— viljelynesteeseen

\ siemenplasma, lilkkkumat-

tomat siittiot, solut ja
bakteerit

viljelyneste — |-

-
sperma /

Kuva 2. Swim-up -pesumenetelmén periaate (© likkanen Sanna, 2014).
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2.4 Gradienttisentrifugointimenetelma

Gradienttipesu erottaa siittiét, siemenplasman pyoéreistéa soluista ja muusta ma-
teriaalista. Se on helpompi standardoida kuin swim-up-pesumenetelma, joten
my0s tulokset ovat tasaisempia. Tata pesumenetelmaa kaytetaan kun halutaan
mahdollisimman paljon siittiéita IVF- ja ICSI-hoitoja varten. (WHO 2010.) Gra-
dienttipesu tehdaan kolloidista piitd sisaltavasta liuoksesta liuosta laimentamalla
eri vahvuisiksi laimennoksiksi. Nain niille saadaan erilaiset tiheydet. Naista ti-
heyksiltdan erilaisista liuoksista valmistetaan pipetoimalla kaksikerroksinen gra-
dientti, jonka paalle pipetoidaan spermaa. Sentrifugointi erottaa siittiét siemen-
plasmasta niiden ominaispainon avulla. (Kuva 2.). Liikkuvat siittiét ovat putken
pohjalla ja kuolleet siittiot seka muut solut ovat putken ylemmassa osassa. (Lens
1996, WHO 2010).

Gradienttisentrifugointi

Ennen sentrifugointia Sentrifugoinnin jélkeen

o> [

sperma \
gradientti *40 \

gradientti *80

siemenplasma, liikkkumat-
T tomat siittiét, solut ja

v bakteerit

e liikkuvia siittisita

e —
<
-
f—

Kuva 3. Gradienttisentrifugointimenetelman periaate (© likkanen Sanna, 2014).
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2.5 Hedelmaityshoitomuodot

TYKSin Naistenklinikalla hedelmdityshoitomuodon valitsemiseen ei ole tarkkoja
viitearvoja, vaan jokaiselle parille valitaan yksil6llinen hoitomuoto. Hoitomuodon
valitsemiseen vaikuttavia tekijoitd ovat muun muassa ika, aiemmat hoidot ja nii-
den menestys, aiemmat lapset, sperman viskositeetti, siittidciden maara, liike,

morfologia ja vasta-aineet.

Inseminaatio on toimenpide, jossa sperman pesussa erotellut, hyvin liikkuvat, siit-
tiot ruiskutetaan kohtuonteloon munasolun irtoamisen aikaan. (Vaestoliitto,
2014.)

IVF eli koeputkihedelmoitys on menetelmé jossa munasolut hedelmoitetaan pes-
tyilla siittiGilla. 1VF-hoitomuoto on yleisin lapsettomuuden hoitomuoto. IVF-hoi-
toon tulevilla miespotilailla siittididen maara on vahainen ja laatu on heikentynyt.
Koeputkihoitoa voidaan kayttaa lahes kaikissa lapsettomuuden ongelmissa, oli
kyse naisen tai miehen hedelmattomyyshairidista. (Vaestoliitto, 2014.)

ICSI- eli mikrohedelmditysmenetelmaa kaytetaan, kun sperman laatu on huono
ja suurin osa siittididen liikkeesta on heikkoa. Yleisesti voidaan todeta, ettéa mik-
rohedelmoitykseen paadytaan, jos siittiiden maara on alle kolme miljoonaa mil-
lilitrassa. Hedelmoittddkseen munasolun siittiélla taytyy olla kyky tarttua munaso-
lun pintaan. Mikrohedelmdityksessa siittio tehdaan liikkumattomaksi injek-
tioneulan avulla, minka jalkeen munasolu hedelmditetaan viemalla yksittdinen

siittio injektiolla munasolun sisaan. (TYKS Fertiliteettilaboratorio.)

2.6 Aikaisemmat tutkimukset

Useimmat spermanpesumenetelméat on kehitetty erottamaan liikkkuvat siittiot
muusta sperma-aineksesta, mutta myds sperman morfologinen arvio on ollut tar-
ke& kriteeri diagnosoitaessa miehen hedelmallisyytta (Mongaut ym 2011). Mon-
gautin ym. tutkimukseen osallistui 53 miesta, jotka kumppaninsa kanssa olivat
lapsettomuushoidoissa lokakuun 2008 ja maaliskuun 2009 vélisena aikana.

Spermanéytteet pestiin swim-up- ja gradienttimenetelmilla, ja niista tutkittiin siitti-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Sanna likkanen
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Oiden vakuolisoitumista sekd DNA:n pilkkoutumista eli DNA-fragmentaatiota. Al-
kutilanteeseen verrattaessa gradienttipesulla pestyt spermanaytteet sisalsivat
enemman siittidita kuin swim-up_-menetelmalla pestyt naytteet. Liikkuvien siitti6i-
den maara oli kuitenkin suhteellisesti suurempi swim-up -menetelmalla pestyissa

naytteissa. (Mongaut ym 2011.)

Riccin ym. (2009) tutkimuksessa vertailtiin kuolleiden siittiiden maaraa virtaus-
sytometrilla 62 gradientti- ja swim-up- menetelmalla pestysta naytteesta. Tutki-
mukseen osallistui 62 miesta, jotka olivat kumppaninsa kanssa lapsettomuustut-
kimuksissa. Naytteet analysointiin mikroskoopilla ja virtaussytometrilla ennen ja
jalkeen spermanaytteen pesun. (Ricci ym 2009.) Tulokset osoittivat, etta kum-
mankin pesumenetelman jalkeen kuolleiden siittibiden maara néaytteessa oli va-
hentynyt radikaalisti. Elavien siittididen suhteellinen maara (%-osuus) oli korke-
ampi swim-up- menetelmalla kuin gradientti-menetelmalla pestyissa naytteissa.
Tosin suoraan etenevien ja liikkuvien siittididen konsentraatio oli suurempi gra-

dientti- kuin swim-up- pesumenetelman jalkeen. (Ricci ym 2009.)

Amirin ym. (2012) tutkimuksessa oli mukana 35 spermanaytettd, jotka kasiteltiin
swim-up - ja gradienttipesumenetelmilla. Pestyistd naytteista arvioitiin siittididen
maaraa, liikkuvuutta ja normaalia morfologiaa. Liséksi kaikille naytteille suoritet-
tiin DNA-fragmentaatiomaaritys. (Amiri ym 2012.) Swim-up_-menetelmalla pes-
tyissa naytteissa oli radikaalisti enemman DNA-fragmentaatiota kuin gradientti-
menetelmalla pestyissa naytteissa. Gradienttipesumenetelmalla pestyissa nayt-
teissa oli myds enemman liikkuvia siittiéita ja nayte sisalsi enemmaéan morfologial-

taan normaaleja siittiditd. (Amiri ym 2012.)
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITE

Tassé opinndytetydssa vertailtin kahden eri spermanpesumenetelman avulla
saatavien tuloksien eroavaisuutta 23:ta naytteesta. TYKSin naistenklinikalla Fer-
tiliteettilaboratoriossa (TYKS Fertiliteettilaboratoriossa). Tarkoituksena oli saada
tietoa siitd, onko jommallakummalla pesumenetelmalla saatava pesutulos siit-
tiomaaraltdan tai morfologialtaan parempi. Opinnaytetydssa asiakkaan nayte ja-
ettiin kahteen osaan ja naytteesta tehtiin gradienttisentrifugointi- seka swim-up -
pesu. Taman jalkeen pestyista naytteista tehtiin siittiociden morfologista tutki-
musta varten mikroskooppipreparaatit, joista tehtiin sokkotestinda morfologinen

arvio.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa gradienttisentrifugointipesumenetel-
masta, jotta se voitaisiin ottaa kayttoon TYKS Fertiliteettilaboratoriossa swim- up-

pesumenetelman rinnalle.
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4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetyon toteutus

Opinnaytetyon aihe tuli Turun yliopistollisen keskussairaalan naistentautien poli-
klinikalla toimivasta Fertiliteettilaboratoriosta toukokuussa 2013. Kesélla 2013 ke-
rattiin opinnaytetyotéa varten kirjallista materiaalia ja syksylla kirjoitettiin tutkimus-
suunnitelma. Tutkimussuunnitelma hyvaksyttiin lokakuun alussa ja samalla kirjoi-
tettiin toimeksiantosopimus. Tutkimuksen in vitro -kokeet eli kdytannon laborato-

rioty0 suoritettiin Fertiliteettilaboratorion tiloissa ja laboratorion omilla valineilla.

Syksylla 2013 aloitettiin pesumenetelmien testaaminen. Testattiin gradienttipe-
sumenetelman sentrifugointiaikoja gradienttiliuoksella seka laboratorioon tilattua
Thermo Scientific- sentrifuugia. Tutkimuksen lopulliset tydohjeet ovat liitteessa 3.
Tyo6ohjeet tehtiin Nidacon:n suositusten mukaisesti. Varsinainen opinnaytetyon
aineisto koostui laboratorion asiakkaiden antamista 23:ta sperma-analyysinéyt-
teestd marras - tammikuun aikana 2013- 2014. Opinnaytetyon kirjoittaminen aloi-
tettiin kevaalla 2014.

Fertiliteettilaboratorion henkilékunta pyysi asiakkailta kirjallisella suostumuksella
lupaa sperma-analyysinaytteiden jatkokayttoon opinnaytety6ta varten (Liite 2).
Empiirisen jakson aikana pestiin lapsettomuushoitoihin tulevien asiakkaiden
sperma-analyysinaytteet kahdella eri spermanpesumenetelmalla. Naistd nayt-

teista tehtiin pesujen jalkeen morfologiset lasit ja morfologinen arvio.

Numeroiduista naytteista tehtiin sperma-analyysi, josta maaritettiin naytteen ko-
konaistilavuus, pH, agglutinaatio ja mikroskoopilla laskettiin manuaalisesti siittioi-
den maara ja likkuvuus Maklerin kammiossa. Taman jalkeen nayte jaettiin kah-
teen osaan ja pestiin swim-up - ja gradienttisentrifugointimenetelmalla. Pesujen

jalkeen naytteista laskettiin uudestaan siittiiden maara ja liikkuvuus.

Henkil6kunta valmisti morfologiset naytelasit, jossa pesty nayte vedettiin lasille ja

ilmakuivattiin. Taman jalkeen naytelasi upotettiin 80 %:n etanoliin vuorokaudeksi.
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Henkilokunta merkitsi lasit, niin ettei opinnaytetyontekija tiennyt, kummassa la-
sissa on gradienttisentrifugointi- tai swim-up- menetelmalla pesty nayte. Seuraa-
vana aamuna lasit menivat Papanicolau-varjaykseen. Varjayksen teki TYKS —
SAPA liikelaitoksen patologian osasto 939. Varjayksen jalkeen laseista tehtiin
morfologinen arvio, jossa laskettiin siittibiden paa, keskivartalo ja hnnéan nor-
maalit ja epanormaalit osat. Laskennan jalkeen maaritettiin TZI-arvo (kts. sper-

man mikroskooppinen tutkiminen).

Kaikille naytteille tehtiin swim-up- ja gradienttisentrifugointipesu, ja lisdksi kah-
della pesumenetelmalla pestyista naytteista tehtiin omat morfologiset lasit. Kaikki
analyysin tiedot sek& morfologisesta arviosta saadut tulokset kirjattiin Excel- oh-
jelmaan seuraavasti: nadytenumero, paivamaara, kellonaika jolloin analyysi alkoi,
naytteen kokonaistilavuus, pH, mahdollinen agglutinaatio, siittiiden maara ja liik-
kuvuus. Lisaksi morfologisessa arviossa laskettiin paa, keskikappale, hanta ja

TZI- arvo.

4.2 Metodologiset lahtokohdat

Tama opinnaytetyo oli kvantitatiivinen tutkimus eli maarallinen tutkimus. Kvanti-
tatiivisessa tutkimuksessa tarkastellaan ja mitataan eri muuttujia ja niiden valista
vuorovaikutusta. TAma vaatii ilmion tekijéiden, parametrien tai muuttujien tunte-
mista. (Kananen 2011.) Kvantitatiivisessa tutkimuksessa ilmion tekijat muutetaan
muuttujiksi, joita voidaan kasitella maarallisessa tutkimuksessa tilastollisin mene-
telmin esimerkiksi numeroina ja taulukoina (Kananen 2011). Sama asia maini-

taan eettisessd osassa, toistoa ei tarvita

Kvantitatiiviselle tutkimukselle tyypillistd on otannan suunnittelu, joka koostuu tut-
kimusmenetelman valinnasta, aineiston kerdamistavasta ja lopullisesta otok-
sesta, joka vastaa kattavasti tutkimusongelmaan (Vilkka 2006). Opinnaytetyon
otoskooksi tuli 23, jonka perusteella voidaan vastata riittdvasti tutkimustavoittee-

seen.
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Tama tutkimus oli luonteeltaan deduktiivinen eli teorian pohjalta tehtiin tyén em-
piirinen osuus, jossa spermanaytteet pestiin kahdella eri pesumenetelmalla. Tut-
kimustulokset laitettiin numeeriseen muotoon, mika on tyypillistéa kvantitatiiviselle

tutkimukselle.

4.3 Eettiset ldhtokohdat

Tutkimusta tehdessa on pyrittdva olemaan kriittinen seka lahteiden valinnassa,
etta niita tutkittaessa. Lahteesta tulee tarkastaa muun muassa sen iké ja alkuperéa
seka ottaa huomioon lahteen puolueellisuus. Mitd tarkempaa lahteiden kaytto ja
merkitseminen on, sen paremmin tutkimus pohjaa hyvaa tieteellista kaytantoa.
(Vilkka 2005.) Tata opinnaytetyota tehdessa pyrittiin kayttdmaan mahdollisimman

tuoreita ja luotettavia lahteita.

Opinnaytetyota varten tehtiin kirjallinen toimeksiantosopimus TYKS naistenklini-
kan IVF-laboratorion ja opinnaytetyontekijan valilla (Liite 1). Opinnaytetydssa
kaytetyt potilasnaytteet olivat IVF-laboratorion asiakkaiden sperma-analyysinayt-
teitd. Laboratorion henkil6kunta kysyi kaikkiin naytteisiin asiakkailta kirjallisen lu-
van (Liite 2). Tutkimukseen osallistuvilla henkil6illa oli oikeus paattaa, osallistu-
vatko he tutkimukseen vai eivat. (Hirsjarvi ym. 2009.) Henkilokunta poisti nay-
teastioista potilastiedot ja numeroi naytteet. Opinnaytetyontekija ei nain ollen ollut
tekemisissa potilastietojen tai potilastietokantojen kanssa opinnaytetydprosessin
aikana.

Opinnaytetydssa noudatettiin hyvaa tieteellistd kaytantéd. Aineiston kerdami-
sessa ja analysoinnissa, tulosten kirjaamisessa ja arvioinnissa seké koko proses-
sin aikana noudatettiin rehellisyyttd, huolellisuutta, tarkkuutta ja tunnollisuutta.
(Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012.) Analyysitulokset kirjattiin totuudenmu-
kaisesti ja vaaristelemattd. Kaikki tydohjeet sailytettiin. Plagiointia valtettiin ja kay-
tetyt lahteet merkittiin asianmukaisesti tekstiin ja lahdeluetteloon. Tutkimustulok-
sia tai aineistoa ei tulisi vaarentaa, eika tutkija saa osallistua vilppiin, toimia puo-

lueellisesti tai vaaristella tietoa (Clarkeburn & Mustajoki 2007,Kuula 2011).
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5 TUTKIMUSTULOKSET

Tutkimukseen otettiin 23:n lapsettomuushoitoihin tulevan asiakkaan sperma-
analyysinaytettd. Opinnaytetyohon osallistuneiden asiakkaiden ikdjakauma oli
21- 40- vuotta ja keski-iké 32 vuotta. Tutkimukseen valittujen néytteiden sperman
laadun keskiarvo tiheydelle oli noin 78 miljoonaa millilitrassa ennen pesua. Liik-
kuvuuden keskiarvo oli: A-liikkettd noin 2 %, B-liikettd noin 41 %, C-liikettd noin 7
% ja D-liikettd noin 50 %. Opinnaytetydsséa vertailtin ennen spermanpesuja teh-
tya sperma-analyysia eli natiivinaytetta ja swim-up- ja gradienttisentrifugointi-me-
netelmien jalkeiseen siittiomaaraan, likkeeseen ja morfologiaan.

100 -
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50 -
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Siittididen maara milj./ml

20 -

10 -

Natiivi Swim-up Gradientti

Kuvio 1. Keskiarvo siittididen maarasta miljoonina millilitrassa.
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Kuvio 2. Keskiarvo siittididen liikkeesta A - D:n, jossa natiivi on ennen pesumene-

telmia saatu siittididen liike.
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Kuvio 3. Eteenpain liikkuvien siittididen A+B osuus jokaisesta naytteesta.
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Kuvio 4. Morfologian vaikutus siitticidenmaaraan eri pesumenetelmilla.

Morfologialtaan normaalit siittiét jarjestettiin ennen pesua (natiivi) analysoidun
morfologian mukaan, jossa ensimmaisena oli eniten normaaleja siittidita sisalta-
nyt nayte. Tassa kuvassa on verrattu natiivinaytteista saatua normaali muotoisten
siittididen prosenttiosuutta, pesumenetelmien jalkeen saatuun siittididen maaraa
prosentteina.
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Kuvio 5. Siittiomorfologia eri pesumenetelmien jalkeen.
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Kuvion naytteet on jarjestetty eniten morfologialtaan normaaleja siittidita omaa-

van natiivinaytteen mukaan.
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6 POHDINTA

6.1 Tulokset

Kuviossa 1 on ennen pesuja seka swim-up ja gradienttipesujen jalkeen saatu ti-
heys laskettuna keskiarvoksi, miljoonaa millilitrassa, kaikista 23:ta naytteesta.
Natiivindytteessa eli ennen pesua tehdyssa arviossa on eniten siittidita. Natiivi-
naytteen keskiarvoon verrattiin swim-up- ja gradienttipesumenetelmalla saatuja
tiheyden keskiarvoja. Swim-up- menetelmalla on saaliiksi saatu tavallisesti noin
kaksikymmenta miljoonaa siitti6td millilitrassa, kun gradienttimenetelmalla voi-
daan saada talteen enemman siittidita. Keskiarvoja vertaamalla ei kuitenkaan
voida sanoa, etta gradienttisentrifugointimenetelma olisi tdssa tutkimuksella ollut
parempi menetelma kuin swim-up- menetelma. Pestyjen naytteiden maara oli

suppea ja naytteiden tiheys vaihteli voimakkaasti.

Kuviossa 2 siittididen liiketta A - D arvioitiin keskiarvojen avulla. Diagrammista
voidaan todeta, etta tutkimukseen saatujen naytteiden eteenpain liikkuvien siitti-
Odiden maara oli vahainen. Verrattuna swim-up- menetelméan gradienttisentri-
fugointimenetelmalld saatiin lopulliseen naytteeseen enemman A + B-liiketta.
Yleensa sperman pesun jalkeen D-liiketta on vahan, joten yksittaisista naytteista
koottu kuvio osoittaa spermanaytteiden heikon laadun. Virheldhteissa on pohdittu

tarkemmin myds D-liikkeen maaraa tassa tutkimuksessa.

Kuviossa 3 on esitetty A+B -likkeen maara prosentteina. Tulokset jarjestettiin
eniten eteenpdin liikkuvia siittioita sisaltavasta naytteesta vahiten liikkuvia siitti-
oita sisdltdvaan naytteeseen. Diagrammista nahdaan, ettd gradienttimenetel-
malla pestyissa naytteissa siittiot olivat paremmin liikkuvia ja eteenpain liikkuvia
siittioita oli maarallisesti enemman kuin swim-up- menetelmalla pestyissa nayt-

teissa.

Kuviossa 4 natiivinaytteet on jarjestetty eniten rakenteeltaan normaaleja siittidita

siséltavasta naytteesta vahiten normaaleja siittidita sisaltavaan naytteeseen. Tar-
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koituksena oli ndhda, saadaanko jommallakummalla pesumenetelmalla prosen-
tuaalisesti vahemman siittioita talteen, kun morfologia huononee. Kuviosta néh-
daan, ettd swim-up- ja gradienttimenetelmalld saatiin hyvin tasavakisia tuloksia
verrattaessa morfologiaan. Kuviosta 4 on poistettu nayte numero 18, koska nayt-
teessa swim-up- menetelmalla on saatu huima piikki, vaikka natiivi morfologiassa
ei esiintynyt yhtddn normaalia siittiota, ja swim-up- menetelman jalkeen nayt-
teesta yli puolet siittidista oli paikallaan olevia. Tama osoittaa, ettad naytteessa oli
siittioita, mutta ne eivét olleet valttamatta lahtdisin viljelynesteesta vaan esimer-
kiksi pelletistd. Jos ndayte numero 18 olisi pidetty diagrammissa, se olisi vaarista-

nyt muiden naytteiden vertailua toisiinsa.

Kuviossa 5 on verrattu natiivinaytteen seka swim-up- ja gradientti-pesuista saa-
tujen naytteiden normaalimuotoisten siittididen % - osuuksia. Naytteet jarjestettiin
natiivin morfologian mukaan parhaimmasta huonompaan. Morfologitutkimuk-
sesta on todettu aikaisemmin olevan eniten hyotya ICSI-hoidoissa, jossa mikro-
skoopissa etsitaan parhain siitti6 munasolun hedelmaditykseen. Pylvaita tarkas-
teltaessa nahdaan, ettd pesumenetelmasta riippumatta tulokset olivat tasavertai-
sia. Ei siis voida sanoa kumpi menetelmista olisi selkeasti parempi tuloksien ta-

savertaisuudesta johtuen.

Lopputuloksena gradienttisentrifugointimenetelmalla saatiin tdssa tutkimuksessa
parempi tiheys ja eteenpain liikkuvien siittidciden maara, joka viittaa, etta gradient-
timenetelmaa voisi kayttda inseminaatioissa ja IVF- hoidoissa. Morfologisen ar-
vion perusteella ei voida sanoa, kumpi menetelmista olisi parempi esimerkiksi

ICSI- hoitoja varten, joissa morfologialla on merkitysta.

Tata opinnaytetyota varten oli haastavaa loytaa lahdemateriaalia. Painettua ja
luotettavaa kirjallisuutta niin suomeksi kuin englanniksikin oli rajoitetusti saata-
villa. WHO:n laboratoriomanuaali onkin naytellyt suurta osaa taman opinnéayte-
tyon tekstissa ja monet eksaktit arvot on otettu manuaalista. Useat yritykset ja
laboratoriot kertovat yleisesti lapsettomuushoitomenetelmista internetissa, kui-
tenkaan kaikille naille tiedoille ei ole tarkkaa lahdettd ja ndin myos teksti saattaa
siséltaa tietoa, joka ei ole uusinta tai tarkistettua. Aikaisempia vertailututkimuksia

on olemassa, mutta niiden tutkimusote ei ole ollut tdysin samantyyppinen kuin
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tassa opinnaytetydssa. Opinnaytetydssa kaytetyt aikaisemmat tutkimukset ovat
my0s vertailleet muita asioita kuin pesumenetelmia. Tutkimuksissa on esiintynyt
voimakkaasti tutkijoiden mielipide siitéa, kumpi menetelma on parempi, liséksi me-
netelmissa ei ole kaytetty taysin samoja analyysiprosesseja kuin tdssa opinnay-
tetydssa. Mongautin ym. 2011 tutkimuksessa gradientti-menetelmalla oli saatu
suurempi siittitiheys kuin swim-up -menetelmalla ja swim-up -menetelmalla vas-
taavasti taas parempi like. Tama tutkimuksen tulokset poikkesivat swim-up -me-

netelméan osalta Mongautin ym. tuloksista.

Riccin ym. 2009 tutkimuksessa oli huomattu kuolleiden siittididen vahentyneen
pesumenetelmien jalkeen ja swim-up- menetelmalla oli saatu suurempi tiheys.
Gradientilla oli kuitenkin saatu parempi liike kuin swim-up- menetelmalla. Riccin
tutkimuksessa gradienttipesulla oli my6s saatu parempi liike ja tiheys kuin swim-
upilla. Amirin ym. 2012 tutkimuksessa gradientti menetelmalla oli saatu parempi
tiheys, liike ja morfologia. Amirin tutkimuksen morfologisessa vertailussa tulokset
olivat hyvinkin tasavertaiset, joten tdméan perusteella ei voida sanoa gradientista

saatua morfologiaa paremmaksi kuin swim-upista.

Tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla kahta eri spermanpesumenetelmaa seka
niistd saatavien tuloksien eroavaisuutta ja mahdollisesti osoittaa, etta, toisella
menetelmalla saadaan parempi siittiomaara, liike tai morfologia. Tassa tutkimuk-
sessa gradienttimenetelmalla saatiin enemman siittidita ja niiden liikke oli parempi.
Morfologiatutkimuksista saadut tulokset olivat niin vaihtelevia, etta niiden perus-
teella ei voida sanoa, kumpi menetelméa tuottaa morfologialtaan paremman siit-

tionaytteen.

Tavoitteena oli saada tietoa gradienttisentrifugointimenetelmasta, jotta se voitai-
siin ottaa kayttoon TYKS Fertiliteettilaboratoriossa. Taman opinnaytetydn tydoh-
jetta on kaytetty Fertiliteettilaboratorion tekemissa hoitopesuissa ja silla on saatu
hyvia tuloksia inseminaatiohoidoissa.
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6.2 Virheladhteet

Naytteet tulivat Turun yliopistollisen keskussairaalan naistenklinikan Fertiliteetti-
laboratorion lapsettomuushoitoihin tulevien parien miesten naytteista. Laborato-
riossa aamupaiva on yleensa kiireisinté aikaa, koska asiakkaat tulevat antamaan
naytetta tai tuovat sen suoraan kotoaan laboratorioon. Tall6in myds kaikki mah-
dolliset valineet ja tilat ovat henkilokunnan kaytdssa. Opinnaytetyon kaytannon-
tyo tehtiin naistenklinikan laboratoriotiloissa ja sopivaksi ty6ajaksi sovittiin vasta
puolenpaivan jalkeen. Naytteenantoajankohtaan verrattuna naytteita paasi kasit-

telemaan paljon myéhemmin.

Tutkimuksen tuloksissa on esiintynyt saanndllisesti kohtalaisen paljon paikallaan
olevia siittioita, joka saattaa liittya naytteen pitkaan seisomisaikaan. Kuolleiden
siittibiden maaraan vaikuttavat mahdollisesti myds monet muut tekijat, kuten
naytteen voimakas viskositeetti, siittididen poikkeava rakenne ja nayteputken hei-
lahtaminen tai tormaaminen, joka mahdollistaa kuolleiden siittididen nousemisen
pelletista viljelynestekerrokseen. Nostatusliuosta siirrettaessa on mahdollista pi-
petoida lilan l&helta pellettia, jolloin lopulliseen otokseen tulee runsas maaré kuol-
leita siittidita. Potilaista johtuvia tekijoitd ovat vajaaksi jAdneet naytteet: naytetta
antaessa osa naytteen alku- tai loppuosasta on mennyt hukkaan, mika vaikuttaa

naytteen laatuun.

Mahdollisia virhelahteité tarkasteltaessa otettiin huomioon, etta kaikki testatut,
validoidut liuokset ja sentrifugointiajat testasi ainoastaan tyon suorittaja, jonka
kokemus Fertiliteettilaboratoriotytsta ei ole rutiininomainen. Pipetointivirheet, ti-
heys- ja tilavuuslaskentojen véliset runsaat vaihtelut voivat johtua tyontekijan ko-

kemattomuudesta.

6.3 Luotettavuus

Opinnaytetydssa noudatettiin Vaestoliiton ja Nidaconin ty6ohjetta, jonka pohjalta
laadittiin kaytetty tyoohje. Kaikki tydossa kaytetyt pesuliuokset olivat Nidaconin
testaamia ja validoimia, ja tydohjeen pohjalta tydé on uudestaan toteutettavissa
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laboratorio-olosuhteissa. Kaikki saadut tulokset kirjattiin vaaristelematta ja asian-
mukaisesti taulukoihin. Taulukoita muokattaessa tulokset tarkistettiin oikeiksi al-
kuperdisista tiedostoista. Sokkotestina tehdyt morfologiset lasit teki aina labora-
torion henkilokunnan jasen. Tulokset saatiin tietda vasta tyon suorittamisen jal-

keen; néin ei tapahtunut ennakoivaa tulkintaa pesutulosten perusteella.

6.4 Jatkotutkimukset

Taman opinnaytetydon mahdollisia jatkotutkimusaiheita olisivat isommalla nay-
teotoksella (n=50-100) tehty samanlainen pesumenetelmien vertailututkimus.
Tutkimukseen voisi rankata myos laadullisesti parhaat sperma-analyysinaytteet.
Liséksi olisi mahdollista kokeilla muiden valmistajien liuoksia ja vertailla niista
saatuja tuloksia toisiinsa. Liuoksilla voisi testata myos erilaisia maaria, esimer-

kiksi kayttamalla pienempia maaria pesuliuosta naytemaarasta riippumatta.
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Tybohje

1. Puresperm 80/40

Pipetoidaan 2ml Puresperm *80 putkeen.

Liséksi pipetoidaan, Puresperm*40 (2ml) varovasti putkeen *80 paalle.
Pipetoi varovasti liuennutta spermaa (n. 1.5 — 2ml) liuosten péaalle.
Sentrifugoi 20min /300 x G.

Poista pipetilla paallimmainen nestekerros varovasti pyorivin liikkein. Jata

ok~ 0N R

pelletti ja 4 - 6mm *80. Jos pellettia ei ole, poista nestekerrokset ja jata
pohjalle n. 0,5ml.

6. Pipetoi pelletin ja *80 paéalle 5ml Puresperm *Wash- liuosta. Sekoita pel-
letti joukkoon.

7. Sentrifugoi 10min /500 x G.

8. Poista Puresperm *Wash ja jata liuosta mahdollisimman vahéan siittiopel-
letin paalle. Jos pellettia ei ole, jata putken pohjalle 0,25ml liuosta.

9. Lisda siittiopelletin paalle sailytys liuosta 1ml merkki viivaan asti, ta-

saiseksi liuokseksi. Analysoi nayte.

- Sentrifuugi: Thermo Scientific: Heraeus Megafuge 8

2. Swim-up

Pipetoi 2ml Vitrolife mediumia 14ml putkeen.
Pipetoi mediumin alle 2ml spermaa.

Nostata ndyte huoneen lAmmdssa 30min.
Siirra viljelynestekerros uuteen putkeen.

Lisaa paalle 2ml Sperm- mediumia ja sekoita nayte.

S S o

Sentrifugoi 1800rpm/ 10min.
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7. Poista paallimmainen nestekerros ja lisda sakan paalle 2ml Sperm- me-
diumia, sekoita.

8. Sentrifugoi 1800rpm/ 10min.

9. Poista paallimmainen nestekerros ja lisda sakan paalle 1ml viljelynestetta.

10. Nostatus huoneenlammadssa 30min - Siittiot nousevat viljelyneste kerrok-

seen.

3. Sokkotesti
Naytteelle tehdaan sperma-analyysi ja taméan jalkeen pestaan nayte swim-up
ja gradienttisentrifugointipesumenetelmalla. Lopuksi tehd&éan pesujen jalkei-
set analyysit.
Henkilbkunta tekee omat merkintdnsé seuraavasti: henkilékunta kirjaa, ylos
alkuperéiset naytetiedot ja merkitsee morfologiselle lasille kirjaintunnisteet.
Tietden kumpi naytteista on pesty swim-upilla ja gradientisentrifugointimene-

telmalla.

4. Analysointi
- Naytettd sekoitetaan 10-15 min. tai kunnes nayte on liuennut.

- Tarkista agglutinaatio

- Maklerin kammioon 5 pl siemennestetta, lasketaan siittiét 10 ruudusta. (kol-
men laskennan keskiarvo) Mikroskoopissa 20x objektiivilla (200-kertainen
suurennos).

- Siittididen liikkkuvuus A - D:n.

5. Morfologinen maaritys

- Varjatylta lasilta lasketaan paa, keskikappale ja hanta. Arvioidaan normaali
rakenne ja muoto, riippumatta mika arvio on annettu muille osille. Laskenta
tehdaan 100x 6ljy-immersio-objektiivilla (1000-kertainen suurennos).

- Laske TZI- arvo.
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