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Preparation av spermier
for assisterad befruktning

For svil intrauterin insemination som in vit-
ro-fertilisering ir det nodvindige att separera
spermier frin seminalplasma. I det forra fallet
kan uterus reagera genom kontraktioner med
smirta som foljd, endometriet kan skadas och
infektionsrisken ir inte obetydlig. Vid IVF r
det absolut nédvindigt att avligsna seminal-
plasman, eftersom dess komponenter ir skad-
liga for dggen. Ett annat syfte med spermie-
preparation ir att selektera fram de mest
befruktningsdugliga spermicrna.

Det enklaste sittet att preparera spermier dr att
spida sperman med en saltlésning och direfter
centrifugera ned spermierna. Nackdelen med
denna metod dr att viabla spermier skadas av
nira kontakt med déda och déende spermier
som genererar reaktiva syreformer, "syre-
radikaler”.

Spermier kan ocksd separeras frin seminalplas-
man med hjalp av sin egen rorelseformaga.
Vanligen gérs detta genom sé kallad “swim-
up”- preparation. Harvid skiktas ett par voly-
mer saltlésning, limpligen med tillsats av en
kolloid (oftast albumin), ovanpi en volym
sperma i ett provror. Motila spermier i sper-
man fir simma upp i det 6vre skiktet av saltlos-
ningen som skordas efter en limplig tid, vanli-
gen 45-60 minuter. Processen utfors vanligt-
vis vid en temperatur av 37 °C. Harigenom
selekteras spermierna efter rorlighet.

Genom centrifugering pd densitetsgradient

kan man eliminera spermier och andra
spermakomponenter som genererar mem-
branskadande reaktiva syreformer. Ett ofta
anvint gradientmedium ér Percoll. Om till-
gngen pd spermier dr god kan man kombine-
ra gradientcentrifugering med en “swim-up”-
procedur.

Spermicpreparationen kan ocksd i
zymbehandling med amylas eller kymotrypsin
om likvefieringsprocessen ir stord. Vid fore-
komst av antikroppar har det foreslagits att
cjakulation direkt i en buffertlosning eller att
proteasbehandling av ejakulatet skulle vara av
virde, men hittills publicerade resultat ger
cendast ett svagt om ens ndgot stod for denna
uppfattning.

en-

For sper ion for i iop-
pen vird med begrinsade laboratorieresurser
finns for nirvarande kommersiellt tillgangliga
kit. Dessa bygger pd selcktion med avseende
pé spermiernas rorlighet, i ett fall genom
“swim-up” i ett viskost medium (hyaluron-
syra), i ett annat genom migration genom par-
tiklar av dextranpolymerer. Dessa kit dr an-
vindarvinliga, men erfarenheten av dem ar
annu begrinsad.
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Selektion av X- och
Y-kromosombirande
spermier

“Konsselektion™ av spermier kan motiveras pd
flera grunder, t.ex. sociala, personliga och me-
dicinska. Det absolut tyngst vigande skilet ar
att minska risken for lidande hos barnet om
kvinnan i ett par ir birare av anlag for en kons-
bundet nedirvd sjukdom. I Sverige drabbas
uppskamungsus 20 gosscbam irhbm av olika
former av | 7 0-

umanmedicinen. Metodik for prak-
indbar frysning av humana spermier
beskrevs forst av Polge och medarbetare 1949,
och Bunge och Sherman rapporterade 1953
om de forsta graviditeterna som etablerats
med frysta spermier. Frysforvanng av spermi-
er for anvindning vid donatori

har sedan dess tlllampats i 6kande utstrick-
ning. Under 80-talet har riskerna for smitt-
spridning med donatorsperma uppmirksam-
mats sarskilt. Av detta skil undersoks presum-
tiva d med de pd infc

(lues, gonorré, klamydia, hepatit, HIV) vid

8
fier m.m.

Sclektion av han- och honbestimmande sper-
mier forutsitter kdnsskiljande egenskaper hos

donationstillfillet samt ytterligare en ging sex
manader senare. Om infektion kan uteslutas
vid bnggc tillfillena kan den nedfrysta sper-
man das. Med denna bakgrund fir i Sve-

spermierna. Eftersom det haploida ggnomct
knappast kommer till uttryck under spermato-
genesen dr det mmdrc sannohk( att detpd

finns k
DNA- -mingden ir emellertid storre - hos hon-
bestimmande spermier och detta kan utnyttjas
for att separera X- och Y-kromosombirande
spermier. Bland annat pd kanin kan ”X-” och
"Y-spermier” separeras genom DNA-firgning
och fluorescensaktiverad cellsortering (FACS)
1 ﬂédcscymmctcr, och dessa spermier kan

ike indas for att ge avk

mcd en krafugt forskjuten konskvot. Man har
dven provat olika sedimentationsprocedurer
med densitetsgradienter. Emellertid visar
kontrollerade studier att dessa centrifugerings-
metoder inte ir tillrackligt effektiva for att
selektera fram spermier av det ena eller andra
“konet”.

Spermiefrysning
Bakgrund

Spallanzani noterade 1776 att spermier kunde
fas att sluta rora sig om de kyldes med is, och
att de ”reanimerades” vid uppvirmning. Detta
ledde till spekulationer 6ver mojligheten att
anvinda fryst sperma, frimst i samband mcd

rige endast fryst sperma anvindas vid donator-
insemination.

En annan viktig tillimpning av spermafrys-
ning rér méin som har drabbats av malign sjuk-
dom och dirigenom stir infor kemo- eller
radioterapi eller kirurgi som riskerar att paver-
ka spermatogenesen. Hirvid ir det angeliget
att spermaprov limnas innan eller i alla fall ti-
digt i behandlingen. T denna grupp kan forva-
ringstider pd mer dn fem dr bli aktuella. Ingen-
ting tyder pd att spermier skadas av frysforva-
ring under dessa tidsrymder.

En tredje grupp dir spermafrysning kan vara
virdefull ir min med ejakulationsstorningar
eller avflodeshinder, dvs. de fall dir spermier
endast kan erhdllas genom invasiva procedurer
sisom elektroejakulation eller punktion av vas
deferens eller epididymis. Antalet spermier
som kan erhillas pa detta sitt ar i allmdnhet
mycket litet.

I det foljande ges en 6versiktlig beskrivning av
principiella problem vid frysning av spermier
och principiella I6sningar pa dessa problem.
Hirutover ges praktiska exempel pd anvind-
bara procedurer for spermiefrysning.

Kryobiologisk problematik

Till skillnad frin somatiska celler har konscel-

husd]ursavcl men under vissa

ler ochii spermier mycket begrinsa-




de mojligheter att genom syntesverksamhet
reparera skador. Spermien ir vidare en reaktiv
cell, och for att den skall kunna fullgéra sin
funktion fir t.ex. akrosomreaktionen inte
initieras for tidigt.

Frysning och tining medfor att en stor del av
spcrmicrm (20-70%) forlorar sin rorelsefor-
maga (men ¢j i lika hog grad sin vntahtc( dvs.

férmagan hos att
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ningar av reaktiva syreformer (t.ex. a-toko-
ferol).

o Aggula (verkningsmekanism okind).

Ett medium med dessa komponenter finns
kommersiellt tillgangligt. Ofta néjer man sig
dock med att tillsitta glycerol till sperman till
en slutlig koncentration av 7-10%. Skillnaden
i effekrivitet mellan olika frysmedier ér liten

vissa firgimnen). De flesta 6verlevande sper-
mier har dessutom en forkortad livslingd.
Orsakerna till dessa storningar kan sokas pd
minga hill. Fasomvandlingar hos lipiderna
leder till forindringar i strukeur och funktion
hos cellernas organeller. Permeabiliteten for

olika joner dndras och genom s(ormngar i sub-

men dock statistiskt, churu kanske inte alltid
Kliniske, signifikant. I de fall dir tillgdngen pa
spermier dr begrinsad kan dock dven dessa
skillnader vara betydelsefulla.

Vid nedkylning och frysning utsiitts spermier-
na for osmotisk stress. Mediets innehdll av
kryoprotckmnt, t.ex. glycerol, gor det

cellulira

irt. Vid kontakt med frysmediet

ukeurer kan sp
oxidativa system komma att generera reaktiva
syreformer (”syrcrad)kalcr ), somi sin tur ge-

krympcr spermierna och sviller sedan igen nir
kryoprotektanten tringer in i cellen. Nir sus-

nom bl.a. id kan skada L
piderna. Sluﬂigen kan ocksd iskristaller bildas
intracellulirt och medféra skador pa cellulira
strukturelement.

Metodik

For att motverka de problem som frysning
och tining medf6r har medier med olika sam-
‘mansittning provats och givetvis har olika
temperatur- och tidgradienters inverkan pa
spermicens Gverlevnad vid nedkylning under-
sokts. Frysmediernas sammansittning &r i
mycket stor utstrickning grundad pa empm
med utgingspunkt frin rimliga li
hypoteser. Med hinsyn till kinda mekanismer

kylts till mediets fryspunkt kan ex-
tracellulir isbildning initieras, medan det in-
tracellulira vattnet blir underkylt. Det intra-
cellulira vattnet har dd en hégre kemisk poten-
tial @n det extracellulira och, under férutsitt-
ning att kylningen ir tillrickligt lingsam, ror
sig vatten ut ur cellen. Denna dehydrering av
cellen skyddar den frin intracellulir isbild-
ning, Den optimala frysprofilens utseende av-
gors av fysikalisk-kemiska och biofysiska egen-
skaper hos frysmedium respektive spermie.
Dessa egenskaper (cellmembranens permeabi-
litet for vatten, aktiveringsenergi for vatten-
transport Gver membranen m.m.) ar i dagsli-
get ofullstindigt kiinda och aktuella tempera-
turprofiler vilar pd empirisk grund. Foljande
temperaturprofil for frysning av humana sper-
mlcr har provats och befunnits ge befruke-

liga spermier:

for frysskador kan ett fr
foljande komponenter:

0 Kryoprotektant, som kan tringa in i cellen
och forhindra intracellulir isbildning
(t.ex. glycerol).

0O Buffert med liten temperaturkoefficient
(t.ex. HEPES, TES).

0 Chelator for Ca** + for att férhindra “clus-
tering” av membranproteiner (t.ex. citrat).

O Antioxidant for att forhindra skadliga verk-

o Blandning med kryoprotektant i cirka
15 minuter i rumstemperatur.

o Kylning 0,5 °/minut till +5 °C.
o Kylning 2,5 °/minut till -5 °C.
o Kylning 10 °/minut till -80 °C.
0 Overforing till flytande kvive.

Forenklade frysprocedurer, t.ex. forvaring i
kylskip nigon timme, foljt av forvaring i
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~70 °C over natt och direfter 6verforing till
flytande kvive, ger visentligt simre dverlev-
nad n de mer komplicerade procedurerna.

Kunskapsbristen rorande spermiernas osmo-
tiska egenskaper har ocksa forsvérat en opti-
mering av tmmgsproccdurcn frén teoretiska

3 i forefaller
dock en Iéngsam uppnnmg, tex. i luft i rums-
temperatur, vara att foredra.

Innan sp kan anvindas for i

tion eller IVF miste de separeras frin frysme-
diet. Detta gors limpligen genom centrifuge-
ring pd densitetsgradient (isoton Percoll i steg
pi 90%, 65% och 40%). I samband harmed
kan spermierna exponeras for motilitetsstimu-
lerande medel sdsom pentoxyfyllin med en
koncentration av 0,1%. Eftersom frysning/
tining forkortar spermiens livslingd dr det av
stor vikt att upptining och insemination an-
passas mycket vil till ovulation respektive
dggens eftermognad efter follikelaspiration
vid IVE.

Spermier fryses ofta i PVC-strin som, nir de
laddas, doppas ned i sperma—kryoprotektant-
blandningen. Harigenom kontamineras stra-
ets utsida och foljaktligen foreligger en teore-
tisk risk for smittspridning i frysforvaringskar-
let. Av detta skiil bor sirskilda kirl anvindas
for prov i karantin. Om nigon av méinnen,
vars sperma forvaras i Kirlet, visar sig vara
smittbirare bor man verviga att betrakta alla
prov i det aktuella kiirlet som infekterade och
oanvindbara och en sanering av kirlet kan bli
nodvindig.

Tillimpning

Spermakvaliteten skiljer sig kraftigt mellan de
iinledningen nimnda grupperna, dvs. sperma-
donatorer, min med malign sjukdom och mén
med cjakulati orningar eller avflodeshi
der. Donatorerna kan selekteras bl.a. genom
undersokning av spermiernas formaga att
overleva frysning och tining, medan man i

de bida andra grupperna fir reda sig med vad
som finns att tillgd. Hirav foljer att donator-
spermier med framgdng kan anvindas for

intrauterina inseminationer, medan IVF skall
anvindas i de andra situationerna, i extremfall
i kombination med mikrofertiliserings-
tekniker.

Donatori ination av kol friska
kvinnor ger i stora material en gravxducrsfrc-
kvens per cykel pi omkring 15%. Om sper-
makvaliteten ir lig och/eller om det foreligger
gynckologiska problem forsimras resultaten
drastiskt. Vid anvindning av frysta spermier
frin min som behandlats for malign sjukdom
kan man vinta sig goda resultat av in vitro-
fertilisering, dven om endast mycket fi spermi-
er kan dtervinnas efter frysning och tining
samt preparation.

Klinisk handliggning

Min som stir infér behandling som irreve
belt kan komma att paverka fortplantningsfor-
migan skall upplysas om majligheten att frysa
spermier for eventuell senare anvindning. Vid
flera cancerformer som ofta drabbar min i dld-
rar d4 familjebildningen dnnu inte dr genom-
ford, t.ex. testikelcancer, lymfom, vissa former
av leukemi samt aplastisk anemi, dr utsikterna
till 6verlevnad idag goda. Resultaten vid assi-
sterad befruktning med frysta spermier ar ut-
mirkta och vetskapen om att mojligheten till
faderskap finns bevarad kan ha stor betydelse
for patientens psykologiska bearbetning av
sin situation och dirigenom kanske dven for
likningsforloppet.

Spermaprov bor inlimnas for infrysning sna-
rast mojligt innan behandling ges. Kvaliteten
Ppa sperman ér ofta indirekt paverkad av
grundsjukdomen, sérskilt i fall av morbus
Hodgkin, men detta behover inte nédvindigt-
vis piverka dess anvindbarhet. Azoospermi
uppstdr inte 6gonblickligen nir behandling
startas, men destruktionen av det germinativa
epitelet gir fort. Anda ses fall dar spermicpro-
duktionen dterhimtat sig, dven mycket ling
tid efter avslutad behandling.

Vid anvindning av de frysta spermierna bor
patienten i princip vara frisk, ehuru innebor-
den av detta begrepp inte ér sjilvklar i de fall



mannen har behandlats fér malign sjukdom.
Den etiska och psykologiska problematiken
kring dessa frigor ir svar och insatser av kura-
tor kan vara mycket virdefulla.
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