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Ofrivillig barnléshet, infertilitet, definieras oftast som ett
pars oformaga att &stadkomma en graviditet efter tolv méana-
der av oskyddat samlag. Det brukar anges att ca 15 procent av
alla par i vastvarlden ndgon gang under sitt reproduktiva liv
drabbas av infertilitet, som darmed kan betraktas som en
folksjukdom.

Infertilitet och behandlingsmetoder

For assisterad befruktning har man i dag flera olika behand-
lingsalternativ: intrauterin insemination (1U1), in vitro-ferti-
lisering (IVF) och mikroinjektionsbehandling (ICSI). Intro-
duktionen av dessa metoder har medfdrt betydligt battre moj-
ligheter for infertila par att fa barn. Behandlingen kan dock
betraktas som symtomatisk, och endast ca 30 procent av alla
IVE-eller ICSI-behandlingar resulterar i en fodsel.

Pa grund av brist pa palitliga markérer for fekunditet hos
det individuella paret har det varit svart att ange en individu-
ell prognos for par som kommer till assisterad befruktning el-
ler att bestdmma om forsok till spontan graviditet bor fortsat-
ta[1]. Det saknas ocksa metoder som med en rimligt god speci-
ficitet och sensitivitet kan vara till hjalp vid val av assisterad
befruktning. Darfor representerar nya markorer som leder
tillen relevantdiagnos och behandlingav infertilitet en medi-
cinsk utmaning och har dessutom samhallsekonomiska im-
plikationer.

I sddra sjukvardsregionen, med ett befolkningsunderlag pa
knappt 2 miljoner invanare, utfors arligen 1100 offentligt fi-
nansierade och ett motsvarande antal privatfinansierade
IVF-/I1CSI-behandlingar. Det innebar en arlig kostnad pa ca
50 miljoner kronor for den offentliga sjukvarden. Dartill kom-
mer ett ok&nt belopp for subventionering av hormonell ovula-
tionsstimulering som inte &ar kopplad till IVF-/ICSI-behand-
lingarna.

Forutom att behandling med assisterad befruktning repre-
senterar en allvarlig psykologisk pafrestning exponeras dess-
utom kvinnorna i de aktuella paren for kraftiga hormonbe-
handlingar, som kan ge otnskade biverkningar. Darfor bor
man forsoka 6kaantalet positiva utfall i samband med assiste-
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DNA-fragmenteringsindex

Figur 1. Exempel p& analys av ett spermaprov med hogt DNA-frag-
menteringsindex (DFl). Den normala cellpopulationen (enkel pil)
motsvarar 41 procent av alla spermier. 59 procent av spermierna
har abnormt DNA (dubbla pilar), varfér DFI ar 59 procent.

rad befruktning och forsédkrasigom att endast de par som inte
har mojlighet att uppna spontan graviditet remitteras till sa-
dan behandling.

Storningar i mannens fortplantningsfunktion

Storningar i det manliga reproduktionssystemet anses vara
den viktigaste orsaken eller en medverkande orsak till att
minst50 procentav alla par har infertilitetsproblem [2]. Sper-
makvalitet ar darfor en vasentlig faktor att ta hansyn till nar
nagon ska remitteras till assisterad befruktning och i valet av
metod. Det ocksa viktigt att komma ihag att i 15 procent av
alla infertilitetsfall finner man — med de standardmetoder
som oftastanvands —ingen avvikelse hos vare sig den manliga
eller den kvinnliga partnern. Tillstandet diagnostiseras som
sk oférklarad infertilitet [3].

Aven om man pé senare ar har lyckats forbattra standardi-
seringen av spermaundersdkningsmetoderna bygger under-
so6kningen fortfarande pa traditionell ljusmikroskopisk be-
démning av spermiernas antal, rorlighet och morfologi [4].
Undersokningen ar behaftad med en betydande interlabora-
torievariation, vilket gor det svart att 6verfora resultat fran
ett laboratorium till ett annat. Dessutom har dessa standard-
parametrar lagt prediktivt varde i relation till fertilitet bade
in vivo och in vitro. Det betyder att mojligheten till spontan
graviditet fortfarande ar relativt hog, aven omen eller fleraav
dessa spermieparametrar ligger betydligt under WHO:s refe-
rensvarden och endast har begrénsat varde vid val av metod
for assisterad befruktning [5].

Man har darfor sokt efter nya och ur prediktiv synvinkel
mer palitliga tekniker for bedomning av spermakvalitet. Man
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DNA-fragmenteringsindex
(DFI), bestdmt med spermie-
kromatinanalys (SCSA), kan
vara en bra markor fér manlig  — 6ver 30 procent — kan ICSI
infertilitet. snarare an IVF rekommende-
Metoden kan anvéndas for ras.

att bedoma vilka par som bér  Abnormt DFI kan helt eller
remitteras direkt till in vitro- delvis forklara en del av de
fertilisering (IVF) eller mikro-  fall som diagnostiserats som
injektionsbehandling (ICSI) ofdrklarad infertilitet.

pagrund av l1ag chans till gra-
viditet genom intrauterin in-
semination. Om DFI ar hogt
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har gjort analyser av fria radikaler i sadesvatska, matt krea-
tinkinaskoncentrationen i sédesvétska, utfort analyser av
spermiernas penetrationsformagai zona pellucida-friahams-
teragg etc, utan att ndgon av metoderna visat sig vara kliniskt
anvandbar.

Spermiekromatinanalys (SCSA)

Det har inom reproduktionsmedicinen funnits ett 6kande in-
tresse for metoder som bygger pa evaluering av spermiekro-
matinintegriteten. En av dem &r spermiekromatinanalys
(sperm chromatin structure assay, SCSA) [6].

SCSA utvecklades i borjan av 1980-talet av amerikanen
Donald P Evenson [7] och bygger pa det faktum att defekt
spermie-DNA denaturerar i sur miljo (pH 1,5), vilket intakt
DNA inte gor. Vid tillséttning av det fluorescerande fargam-
net akridinorange fargas spermierna grona om DNA &r intakt
och réda om det ar denaturerat. Med hjalp av en flédescyto-
meter kan man pa nagra fa sekunder analysera 5000-10000
spermier och fa fram ett monster som visar fordelningen av
gronaoch roda spermier (Figur 1). Andelen spermier som far-
gats roda kallas for DNA-fragmenteringsindex (DFI), medan
den grona fraktionen anges som hég DNA-fargbarhet (high
DNA stainability, HDS). Det ar fortfarande oklart vilka kro-
matinforandringar som skett vid DFI respektive HDS, men
man menar att DFI detekterar andelen spermier med brott pa
kromatinstrangen eller defekter i de specifika spermiekroma-
tinproteinerna, protaminerna, medan HDS kan vara ett ut-
tryck for andelen omogna spermier [8].

SCSA ar en av flera metoder som anvands for att bedéma
spermie-DNA-integritet. Bland andra tekniker kan man nam-
na tex Comet eller terminal deoxynucleotidyl transferase
[TdT]-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick end
labeling (TUNEL). Generellt finnsendast en moderat korrela-
tion (korrelationskoefficient 0,4—0,7) mellan DFI-vardet vid
SCSA och resultaten av Comet respektive TUNEL [9]. Detta
indikerar att dessa matmetoder inte pavisar helt identiska
storningar i spermiekromatinintegriteten. Den fOrvirring
som finns i litteraturen rorande spermiekromatinintegritet
och fertilitet relaterar utan tvivel till att man inte tar hansyn
till denna skillnad utan betraktar resultat av olika métmeto-
der som likvardiga.

Aven om den biologiska bakgrunden till lagt eller hégt DF1/
HDS inte ar kand har de senaste arens forskning demonstre-
ratattisynnerhet DFI ger information som ur klinisk synvin-
kel ar vardefull vid infertilitetsutredningar. Vi har darfor i
dennagenomgang valt att fokusera pa endast SCSA.

SCSA och chansen till spontan graviditet

Tva befolkningsbaserade undersokningar, en amerikansk in-
kluderande 165 par [6] och en dansk inkluderande 215 par [6],
har visat att DFI &r en vardefull fekunditetsmarkor i normal-
befolkningen. Sannolikheten for spontan graviditet var lika
storvid DFliintervallet 0—20 procent, for att darefter minska
vid stigande DFI till att bli i det nd&rmaste obefintlig vid DFI
overstigande 30-40 procent. Man bor dock ha i atanke att
aven vid DFI under 20 procent resulterade endast 13 procent
av allamenstruationscykler i en graviditet.

Séledes &r SCSA i en population som inte ar selekterad pa
grund av fertilitetsproblem ett bra verktyg for att identifiera
den delen av den manliga populationen som har en nést intill
obefintlig chans att géra sin partner gravid. Motsvarande in-
formation kan inte fas med standardspermieparametrar ef-
tersom aven man med mycket l1aga spermiekoncentrationer
och dalig spermierdrlighet eller -morfologi har en viss fertili-
tetspotential [5, 10]. Daremot kan ingen av dessa metoder an-
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Figur 2. Oddskvot for infertilitet in vivo i relation till olika nivaer for
DNA-fragmenteringsindex: under 10 procent, 10—20 procent, éver
20 procent. A = spontan graviditet samt normal spermiekoncentra-
tion, -motilitet och -morfologi. B = spontan graviditet, en av stan-
dardspermieparametrarna avviker. C = intrauterin insemination.

véandas for att valja ut par med hog chans att uppna graviditet.

Liknande resultat som i de befolkningsbaserade studierna
noterades vid jamforelse av spontana graviditeter bland 137
fertilaparoch 127 infertila par utan kédnd orsak till barnléshe-
ten, varken hos mannen eller hos kvinnan. Bland man med
normala standardspermieparametrar var oddskvoten (OR)
for infertilitet identisk (1,0) vid DFI under 10 procent respek-
tive DFI mellan 10 och 20 procent. Vid DFI éver 20 procent
Okade OR for infertilitet till 5,1 (95 procents konfidensinter-
vall, K1,1,2-23). 40 procent av mannen fran dessa »oforklarat
infertila« par hade DFI 6ver 20 procent (Figur 2) [11].

Man kunde med hjélp av DFI predicera infertilitet oberoen-
de av standardparametrar, men om en av standardspermie-
parametrarna—koncentration, rérlighet eller morfologi — var
abnorm var risken for infertilitet signifikant hogre redan vid
DFI1 6verstigande 10 procent.

SCSA och chansen till graviditet vid assisterad befruktning
Begreppet assisterad befruktning omfattar, som ndmnts, me-
toder som bygger pa fertilisering bade in vivo (1Ul) och in vit-
ro (IVF och ICSI). Vid IVF utnyttjar man spermiernas egen
formaga att ta sig in i 4gget och befrukta det, medan den man-
ligagameteninjicerasiagget vid ICSI. Dessa skillnader gor att
man inte omedelbart kan anvinda graviditet som utfallspara-
meter, vilket har skett i huvudparten av de arbeten som publi-
cerats betréffande SCSA och assisterad befruktning [12]. Vid
de tillfallen dar man beddmt dessa tre behandlingsformer se-
parat har antalet inkluderade patienter varit relativt 1agt och
darmed minskat den statistiska styrkan [13].

Var egen studie, som inkluderar 387 1Ul-cykler, &r den enda
som ar tillrackligt stor for att besvara fragan betraffande det
prediktiva vardet av SCSA for man som ingar i par som ar ak-
tuella for 1UIL. | dverensstammelse med 6vriga studier som
haft fertilitet in vivo som utfallsparameter fann vi aven for
IUl-patienter att mojligheten att bli gravid minskade om DFI
var dver 20 procent hos mannen, for att ndrma sig obefintligt
vid DFI 6ver 30 procent (OR for att faett barniforhallande till
DFI1 <30 procent 0,07; 95 procents K1 0,01-0,48).

I ssmmastudie inkluderades 388 1VF- och 223 ICSI-cyKler,
men inget troskelvérde fér DFI som kunde anvéndas till att
forutsaga behandlingsresultat kunde pavisas. Om DFI var
over 30 procent var dock ICSI signifikant battre an IVF (OR
for att fa ett barn 2,17; 95 procents K1 1,04—4,51) [14, 15]. Den-
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na tendens till ndgot battre resultat med ICSI an med IVF vid
hogt DFI har senare bekréftats i andra studier [15]. Den andra
SCSA-parametern, HDS, hade inget prediktivt varde avseen-
de méjligheten att uppnagraviditet, varken in vivo eller in vit-
ro.

Problem med individ- och laboratorievariationer
Ettav de genomgéaende problemen vid anvandning av sperma-
kvalitet som diagnostiskt verktyg ar den stora intraindividu-
ella variationen for saval koncentration som motilitet och
morfologi [16]. De forsta rapporterna om motsvarande varia-
tion for SCSA antydde att den &r i det ndrmaste obefintlig [17].
I vart laboratorium har &ven DFI en ganska betydlig dag-till-
dag-variation hos de enskilda patienterna, med en genom-
snittlig variationskoefficient om knappt 30 procent [18].
Trots denna intraindividuella variation visar vara studier
att hogt DFI &r en robust parameter vid prediktion av in vivo-
infertilitet [11]. Dessutom &r undersékningen, i motsats till
undersdkning av andra spermiekarakteristika, forenad med
lag intra- och interlaboratorievariation (<5 procent) [19]. En
av anledningarna kan vara att man vid anvandning av en fl6-
descytometer analyserar 5000-10000 spermier, medan en
standardspermieanalys oftast baseras pd bedémning av en-
dast 200 celler.

SCSA som kliniskt verktyg
Eftersom intra- och interlaboratorievariationen for SCSA-
analysen ar 1ag ar metoden lamplig som kliniskt verktyg. En
nackdel ar att den kraver tillgang till en flodescytometer, vil-
ket kan vara en begransande faktor for manga spermalabora-
torier. Provmaterialet kan dock, om det forvarats i —80 °C,
skickas till ett annat laboratorium for analys, och analysverk-
samheten kan darmed centraliseras. Det ar var uppfattning
att med ratt indikation &r SCSA ett vardefullt verktyg i utred-
ningen och behandlingen av infertila par. Metodens anvand-
barhet relaterar forst och framst till fertiliteten in vivo, men
pa grund av den intraindividuella variationen rekommende-
rar viattanalysen upprepas om DF1 &r éver 20 procent.

Som tidigare namnts har 20 procent av de méan som for 6v-
rigt har spermieparametrar som uppfyller kriterierna for lU|
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ett DFI 6ver 30 procent och darmed mycket begransad méjlig-
het att gora sin partner gravid. Det finns ingen anledning att
avvakta med att pabdorja IVF- eller ICSI-behandling, utan pa-
ren bor omgaende remitteras till IVF/ICSI. Darmed kan man
undvika att utsatta en femtedel av alla par som annars skulle
ha remitterats till 1UI for den onddiga fysiska och psykiska
pafrestning som en behandling med assisterad befruktning —
som pa forhand &r domd att misslyckas — representerar.

Vid ett DFI pa 20-30 procent kan det ta nagot langre tid for
paret att astadkomma en spontan graviditet, men chansen
finns, vilket kan anvandas i samband med radgivning och
stallningstagande till assisterad befruktning. Daremot kan
ettyngre par, dar mannens spermakvalitet visar en avvikelse
iendastenav standardparametrarna, DFI &r under 10 procent
och om det for 6vrigt inte finns manliga eller kvinnliga fakto-
rer som talar emot detta, rekommenderas att fortsatta att for-
s6ka uppna spontan graviditet.

SCSA-metodens roll i samband med IVF och ICSI &r mer
diskutabel. Nagrastudier, inklusive en av varaegna, indikerar
storre chans till graviditet med ICSI vid DFI 6ver 30 procent.
Man maste dock komma ihag attall befintliginformation har-
stammar fran retrospektiva studier, varfor det finns behov av
prospektiva, randomiserade undersdékningar. Daremot finns
inga bevis for att SCSA kan forutséga fertilisering, implanta-
tion eller missfallsrisk. Darmed &r testet inte anvandbart vid
utebliven fertilisering, misslyckade ICSI-behandlingar eller
upprepade tidiga missfall.

En stor del av de stérningar i spermiekromatinintegriteten
som visar sig som hogt DFI anses relatera till hog niva av fria
radikaler i sddesvétskan. Enstaka forsok att behandla hdgt
DFI och infertilitet med antioxidanter har rapporterats. Re-
sultaten har inte varit évertygande, men det kan inte uteslu-
tas att SCSA-analysen i framtiden kan anvéndas inte bara till
att vardera chansen till fertilitet in vivo eller in vitro utan
ocksa for att selektera patienter hos vilka det finns majlighet
till kausal behandling av storningar i fertiliteten.
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