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مقدمه

اگر چه برخي محققين بر شيوع آنتي اسپرم آنتي بادي (ASA)1 در بيماران نابارور تأكيد داشته اند (1)؛ ولي برخي ديگر ASA را در درصد نسبتاً بالايي از مردان و زنان بارور و نابارور مشخص كرده اند (2). با وجود اين مطالعات انجام شده در سيستم هاي حيواني و انساني نشان داده است كه وجود آنتي اسپرم آنتي بادي ها ممكن است با باروري تداخل نمايد. ASA بر سطح اسپرم و در ترشحات تناسلي در پاتوژنز ناباروري دخيل است، در صورتي كه اهميت باليني ASA سرم بحث انگيز است. شيوع ASA در زوج هاي نابارور 36-9 درصد و در جمعيت مردان نابارور 21-8 درصد است (3). ASA اثرات متنوعي روي باروري انسان دارد كه از آن جمله مي توان معيوب كردن حركت پيش رونده اسپرم (4،5)، محبوس كردن و فاگوسيتوز اسپرم در موكوس سرويكس، كاهش اتصال و نفوذ اسپرم به زوناپلوسيدا، مهار ظرفيت پذيري و واكنش آكروزومي و مهار ادغام اسپرم – تخمك (5،6) را نام برد. 

بنابراين وجود ASA به عنوان عامل ايمونولوژيك، يكي از علل اصلي ناباروري مردان در نظر گرفته مي شود. استفاده از فن آوري كمك باروري در بيشتر زوج  هاي داراي ASA مفيد است؛ زيرا عيب اتصال و ادغام گامت ها را به حداقل مي رساند. به همين علت لقاح آزمايشگاهي به عنوان ابزاري براي درمان ناباروري ايمنولوژيك استفاده شده است 
(7). با وجود اين، آنتي اسپرم آنتي بادي ها مي توانند در موارد ذيل با IVF2 نيز تداخل نمايند : 
اتصال و نفوذ اسپرم به زوناپلوسيدا؛ واكنش زونا؛ ادغام اسپرم، تخمك؛ تسهيم و گسترش اوليه جنيني (8). 

امروزه تعيين ASA يكي از مهم ترين مراحل در ارزيابي ناباروري مردان است.آنتي اسپرم آنتي بادي ها از طريق آزمايش هاي متعددي تعيين مي شوند. بيشتر مطالعات استفاده از روش MAR3 را براي ارزيابي وجود ASA و ايزوتيپ آن تأييد مي نمايند (9). در اين روش گلبول هاي قرمز Rh مثبت گروه خوني O با IgA يا IgG انساني پوشيده مي شوند و سپس با اسپرم هاي متحرك شسته شده يا شسته نشده مخلوط مي گردند. در ادامه آنتي سرم اختصاصي عليه ايمونوگلوبولين اضافه مي شود و آگلوتيناسيون اريتروسيت – اسپرم در حضور ASA رخ 
مي دهد. اين آگلوتيناسيون سپس به طور نيمه كمي با ميكروسكوپ نوري تعيين مي گردد (10). دركيت هاي تجاري با نام Sperm Mar Test به جاي گلبول هاي قرمز از ذرات لاتكس استفاده شده است. اين كيت ها توانايي تعيين  هر سه كلاس ASA (4،5،6) را دارا است (11).

لذا در اين مطالعه وجود ASA از كلاس IgA و IgG در مردان زوج هاي نابارور كانديد IVF به روش MAR مستقيم مشخص گرديد و اهميت باليني ايزوتيپ هاي IgA و IgG در پيشگويي درصد لقاح بررسي شد.
مواد و  روشها

تهيه نمونه هاي سمن : نمونه هاي سمن از مردان 80 زوج نابارور كانديد IVF مراجعه كننده به مركز باروري و ناباروري اصفهان بين مهرماه 1380 تا فروردين ماه 1381 به دست آمدند. اين نمونه ها 72-48 ساعت پس از آخرين مقاربت، معمولاً به كمك همسر، بدون زناشويي و بدون استفاده از لوبريكانت جمع آوري گرديد (12).مردان تحت بررسي از نظر حركت، تعداد و ريخت شناسي اسپرم طبيعي بودند و همسران آنها آندومتريوز و اووسيت هاي نامناسب نداشتند. زوج هايي كه پارامترهاي سمن ضعيف داشتند (به خصوص از نظر حركت و ريخت شناسي) به جاي IVF تحت عمل ICSI قرار گرفتند و از مطالعه حذف شدند. 

آزمايش MAR مستقيم: براي تعيينASA ازكلاس IgA از كيت Sperm Mar Test IgA محصول Fertipro كشور بلژيك استفاده گرديد. Ml10 سمن تازه روي يك لام ريخته شد و ml10 معرف لاتكس به آن اضافه گرديد. پس از مخلوط كردن و قرار گرفتن2-3 دقيقه زير ميكروسكوپ نوري با بزرگنمايي X400، اسپرم هاي متحرك چسبيده به ذرات لاتكس تا 100 اسپرم شمارش گرديد و نتيجه بصورت درصد گزارش شد. نتيجه بزرگ تر يا مساوي 
10% مثبت تلقي گرديد. جهت تعيين ASA از كلاس IgG از كيت  Sperm mar test IgG(محصول Fertipro كشور بلژيك) استفاده شد. Ml10 سمن تازه روي يك لام ريخته شد و Ml10 معرف لاتكس به آن اضافه شد. پس از مخلوط كردن، Ml10 آنتي سرم اختصاصي عليه قطعهFC، IgG انساني اضافه شد. با قرار دادن لامل بعد از 2-3 دقيقه زير ميكروسكوپ نوري با بزرگنمايي X400 اسپرم هاي متحرك چسبيده به ذرات لاتكس در 100 اسپرم شمارش گرديد و نتيجه به صورت درصد گزارش شد. نتيجه بزرگ تر يا مساوي 10% مثبت تلقي گرديد (13،11). 

 پروتكل IVF : رشد فوليكول هاي تخمدان در همسر بيماران با استفاده از آگونيست هاي GnRH، hMG تحريك شدند. سپس وضعيت رشد فوليكول ها با اولتراسونوگرافي ارزيابي شد و با تجويز hCG به ميزان IU10000 تخمك گذاري القا گرديد. پس از 32-36 ساعت اووسيت ها از طريق تخليه فوليكول جمع آوري شد. 
پس از شستشو در HSA1 10%+ Ham’sF10، اووسيت ها به محيط كشت (Vitrolife-Goteberg-Sweden) IVF-20 منتقل شدند. 
پس از 2 ساعت تعداد 100000-50000 اسپرم متحرك كه به روش Pure Sperm آماده شده بود در مجاور هر اووسيت قرار گرفت. بعد از گذشت 19-17 ساعت وجود لقاح با توجه به تشكيل پرونوكلئوس ها ارزيابي و درصد لقاح ثبت شد (14).زوج ها با درصد لقاح 
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50% در گروه با درصد لقاح پايين و زوج ها با درصد لقاح < 50% در گروه با درصد لقاح بالا قرار گرفتند. 

تحليل آماري: اطلاعات جمع آوري شده با نرم افزار آماري SPSS تحليل قرار گرديد. براي تعيين وابستگي دو متغير از آزمون X2 براي مقايسه ميانگين ها از t-test و براي تعيين ضريب همبستگي از آزمون همبستگي پيرسون استفاده گرديد.
يافته ها.
پس از ثبت نتايج IVF براساس درصد لقاح، 28 زوج 
(35%) در گروه با درصد لقاح پايين و 52 زوج (65%) در گروه با درصد لقاح بالا قرار گرفتند. 

ASA از كلاس IgA به روش MAR مستقيم، در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي پايين، در 10 زوج (36%) منفي و در 18 زوج (64%) مثبت گرديد. در حالي كه، در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي بالا در 46 زوج (88%) منفي و در 6 زوج 
(12%) مثبت شد. آزمون 2 (  نشان مي دهد كه درصد موارد مثبت در گروه با درصد لقاح پايين نسبت به گروه با درصد لقاح بالا تفاوت دارد (001/0  P<) (جدول1).
جدول 1-  مقايسه سطح ASA از كلاس IgA به روش  MAR مستقيم در گروه با درصد لقاح پايين و گروه با درصد لقاح بالا
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انحراف معيار) سطح ASA از كلاس IgA به روش MAR مستقيم، در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي پايين 
(29/0
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36/0) و در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي بالا، 
(12/0
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7/0) به دست آمد. آزمون t نشان مي دهد كه ميانگين سطح ASA از كلاس IgA به روش مستقيم در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي پايين بيشتر از گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي بالا است و اختلاف ميانگين ها معني دار است(001/0P<). آزمون همبستگي پيرسون نيز نشان مي دهد كه بين درصد لقاح و سطح ASA از كلاس IgA به روش MAR مستقيم رابطه خطي معكوس وجود دارد (001/0P< و(56/0- = r) (شكل 1).

شكل 1 - پراكنش سطح ASA از كلاس IgA به روش MAR مستقيم با درصد لقاح در افراد نابارور كانديد (001/0< P و 56/0 - = r)
ASA از كلاس IgG به روش MAR مستقيم، در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي پايين در 10 زوج (36%) منفي و در 18 زوج (64%) مثبت گرديد. در حالي كه در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي بالا در 47زوج (64%) منفي و در 5 زوج 
(10%) مثبت شد. آزمون Z فيشر نشان مي دهد كه درصد موارد مثبت در گروه با درصد لقاح پايين نسبت به گروه با درصد لقاح بالا تفاوت دارد (001/0  P<) (جدول 2). 
جدول 2- مقايسه سطح ASA از كلاس IgG به روش  MAR مستقيم در گروه با درصد لقاح پايين و گروه با درصد لقاح بالا
	كل
	Direct – MAR-IgA
	گروه

	
	10% 
[image: image6.wmf]³


	10% <
	

	28
	18
	10
	تعداد زوج هاي نابارور با درصد لقاح پايين

	52
	5
	47
	تعداد زوج هاي نابارور با درصد لقاح بالا

	80
	23
	57
	كل


ميانگين()  انحراف معيار) سطح ASA از كلاس IgG به روش MAR مستقيم، در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي پايين 
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26/0) و در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي بالا، 
(9/0
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5/0) شد. آزمون t نشان مي دهد كه ميانگين سطح ASA از كلاس IgG به روش MAR مستقيم در گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي پايين بيشتر از گروه با درصد لقاح آزمايشگاهي بالا است و اختلاف ميانگين ها معني دار بود (001/0 p<).

آزمون همبستگي پيرسون نيز نشان مي دهد كه بين درصد لقاح و سطح ASA از كلاس IgG به روش MAR مستقيم رابطه خطي معكوس وجود دارد (001/0P<، 42/0- = r) (شكل 2).

شكل 2 - پراكنش سطح ASA از كلاس IgG به روش MAR مستقيم با درصد لقاح در افراد نابارور كانديد (001/0< P و 42/0 - = r)
بحث

مطالعات زيادي نشان داده اند كه غلظت هاي بالاي ASA، توانايي باروري اسپرم ها را كاهش مي دهد. به عبارت ديگر سطوح بالاي ASA بر سطح اسپرم تأثير دارد و در پلاسماي سمن با كاهش معني داري در توانايي اسپرم براي بارور نمودن تخمك همراه است. (16،15). 

در مطالعه اي كه راجا1 و همكاران وي به روش MAR مستقيم انجام دادند، بيماران با سطوح پايين ASA (20%-0) درصد لقاحي از 60%-34% بيماران با سطوح متوسط ASA 
(21%-80%) درصد لقاحي از 100%-0 و بيماران با سطوح بالاي ASA (بيش از 80%) درصد لقاحي از 80%-0 داشتند (17). 

مطالعه وازكوئيز لوين1 و همكاران وي به روش MAR مستقيم در زوج هاي كانديد IVF نشان داد كه ميزان باروري در بيماران با درصد بالاي ASA متصل به سطح اسپرم به طور معني داري كاهش مي يابد (15). نتايج اين مطالعه نيز نشان داد كه بين سطح ASA اندازه گيري شده به روش MAR مستقيم با درصد لقاح IVF ارتباط معكوس وجود دارد. 

يكي از عوامل مؤثر در ميزان باروري IVF، جايگاه اتصال ASA به سطح اسپرم (19،18) و توانايي آن براي بلوك كردن شاخص هاي آنتي ژنيك2 درگير در واكنش متقابل اسپرم – اووسيت است (8). به عبارت ديگر حضور ASA در سر اسپرم اثر زيان آوري بر باروري دارد. از طرف ديگر معمولاً آنتي اسپرم آنتي بادي ها در يك فرد عليه طيفي از آنتي ژن ها هستند. بنابراين تأثير آنتي اسپرم آنتي بادي ها  احتمالاً به ملكول هايي كه در سطح اسپرم شناسايي مي كنند بستگي دارد (19،18). در اين مطالعه تعدادي از بيماران با درصد لقاح بالا، ASA مثبت بودند كه غير منتظره است. اين تغيير غير منتظره يا ناشي از اتصال ASA به محلي غير از سر اسپرم  مي باشد و يا ناشي از ناتواني ASA براي بلوك كردن شاخص هاي آنتي ژنيك درگير در واكنش متقابل اسپرم – اووسيت است. در ضمن وجود درصد لقاح پايين در بيماران فاقد ASA ممكن است به علل غير ايمونولوژيك باشد.  

يكي ديگر از عوامل مؤثر در ميزان باروري IVF، ايزوتيپ ASA است. مطالعات زيادي نشان داده اند كه سطوح بالاي يكي از دو ايزوتيپ ASA براي مهار اتصال اسپرم به زوناپلوسيدا كافي است. با وجود اين، پيش تر مطرح شده است كه حضور هر دو ايزوتيپ IgA  و IgG اثر مهاري سينرژيك بر روي اتصال اسپرم به زوناپلوسيدا و باروري IVF دارد (20). طبق يافته هاي اين مطالعه هر دو ايزوتيپ IgA  و IgG با درصد لقاح IVF ارتباط داشت. 

از ديگر عوامل مؤثر بر ميزان باروري IVF مي تواند به حركت و ريخت شناسي اسپرم اشاره كرد (4). در اين مطالعه زوج هايي كه پارامترهاي سمن ضعيف داشتند (به خصوص از نظر حركت و ريخت شناسي) به جاي IVF، تحت عمل تزريق داخل سيتوپلاسمي اسپرم (ICSI)3 قرار گرفتند و از مطالعه حذف شدند. بنابراين، در اين مطالعه كليه نمونه ها داراي پارامترهاي تقريباً استاندارد بودند و پارامترهايي از قبيل حركت و ريخت شناسي اسپرم تأثيري بر درصد لقاح IVF نداشت. 

در پايان، انجام آزمون آنتي اسپرم آنتي بادي پيش از انجام IVF توصيه مي گردد و در صورتي كه تشخيص داده شود كه بيماران ASA مثبت هستند مي توان به تدابير زير دست يافت : 

- از انجام درمان IVF و در نتيجه اتلاف هزينه و وقت بيماران جلوگيري كرد؛ زيرا از تعيين سطح ASA براي پيشگويي درصد لقاح IVF استفاده مي نماييم. 

مي توان روش درماني را تغيير داد و ICSI را به جاي IVF پيشنهاد كرد؛ زيرا در اين روش با تزريق مستقيم اسپرم به داخل تخمك و عبور از جسم شفاف شانس لقاح با اسپرم هاي پوشيده با ASA افزايش مي يابد (21).
بـدين وسيلـه از زحمات كادر آزمايشگاه مركز باروري و ناباروري اصفهان قدرداني مي گردد. 
.
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چكيده


مقدمه: اگر چه لقاح آزمايشگاهي (IVF) براي برطرف نمودن اثر مهاري سطوح بالاي آنتي اسپرم آنتي بادي ها بر حركت اسپرم ابداع شده است؛ ولي در اين روش ميزان باروري تقريباً در 40% موارد كاهش مي يابد. در اين مطالعه ارتباط بين آنتي اسپرم آنتي باديهاي اندازه گيري شده به روش واكنش آگلوتيناسيون مختلط (MAR) مستقيم و درصد لقاح در زوجهاي نابارور كانديد IVF بررسي شد.�
�
مواد و روشها: نمونه هاي سمن از مردان 80 زوج ناباور كانديد IVF مراجعه كننده به مراكز باروري و ناباروري اصفهان به دست آمد. زوج ها بر اساس درصد لقاح به دو گروه داراي درصد لقاح بالا و درصد لقاح پايين تقسيم شدند. 52 زوج درصد لقاح بالا (65%) و 28 زوج درصد لقاح پايين (35%) داشتند. سپس درصد آنتي اسپرم آنتي بادي ها از كلاس IgA وIgG در نمونه هاي سمن به روش  MAR مستقيم تعيين شدند. تجزيه و تحليل آماري با استفاده از آزمون هاي X2، T مستقل و همبستگي پيرسون انجام گرفت.�
�
يافته ها: ميانگين درصد آنتي اسپرم آنتي بادي ها در گروه هاي بادرصد لقاح بالا و پايين اختلاف معني داري داشت �(001/0p <). از نظر آماري ارتباط معكوس معني داري بين درصد لقاح و سطح آنتي اسپرم آنتي بادي ها از كلاس IgA مشاهده شد (001/0p< و 56/0r=). همچنين از نظر آماري ارتباط معكوس معني داري بين درصد لقاح و سطح آنتي بادي از كلاس IgG مشاهده شد (001/0p< و 42/0-r=).�
�
نتيجه گيري: نتايج اين مطالعه به وضوح نشان مي دهد كه سطوح بالاي آنتي اسپرم آنتي بادي درصد لقاح را كاهش �مي دهد. بنابراين پيشنهاد مي گردد كه زوجها با سطوح بالاي آنتي اسپرم آنتي بادي ها، كانديد تزريق داخل سيتوپلاسمي اسپرم (ICSI) گردند.�
�
 واژه هاي كليدي: آنتي اسپرم آنتي بادي، لقاح آزمايشگاهي، واكنش آگلوتيناسيون مختلط، ناباروري�
�
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3-  استاديار، عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشكي اصفهان 
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