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Spermieuthenting fra testikkel for assistert
befruktning ved azoospermi

Sammendrag

Bakgrunn. Par der mannen har azoo-
spermi hadde ikke mulighet til & bli
genetiske foreldre ved assistert
befruktning i Norge fgr bioteknologilo-
ven ble endret i 2004. Da &pnet man for
midlertidig godkjenning av teknikker
som kan hjelpe disse parene. Vi beskri-
ver vare erfaringer med intracytoplas-
matisk spermieinjeksjon (ICSI), der vi
har brukt ssedceller hentet ut fra
testikkelen (testicular sperm extrac-
tion, TESE).

Materiale og metode. Vi har fulgt 94
par utredet ved Fertilitetsklinikken Sgr
i perioden 2004-06, der mannen har
azoospermi. Av disse parene har 60 fatt
behandling med intracytoplasmatisk
spermieinjeksjon med uthenting av
saedceller fra testikkelen. Dette
gjennomfgres poliklinisk i lokalbedg-
velse som en apen testikkelbiopsi. Ved
en spesiell teknikk finnes saedceller fra
biopsien som benyttes til befruktning
av partnerens eggceller.

Resultater. Totalt har man ved var kli-
nikk startet 100 behandlingsforsgk
med metoden. Dette har gitt 82 tilbake-
feringer av ferske embryoer og 40 til-
bakefgringer av tinte embryoer. Fra
dette er det oppnadd 39 kliniske gravi-
diteter.

Fortolkning. En graviditetsrate pd 39 %
med denne metoden er pa linje med
resultater fra intracytoplasmatisk
spermieinjeksjon med ejakulerte saed-
celler. Behandling med intracytoplas-
matisk spermieinjeksjon og uthenting
av saedceller fra testikkelen synes a
vaere en god metode for a hjelpe par
der mannen har azoospermi, til & bli
genetiske foreldre.
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Antall par som seker hjelp for ufrivillig
barnlgshet, har vert sterkt gkende de siste
25 ar. Dette er ikke bare fordi antallet infer-
tile par har gkt, men ogsé fordi mulighetene
for behandling er blitt stadig bedre. Gjen-
nombruddet for moderne reproduksjonsbe-
handling kom i slutten av 1970-arene med in
vitro-fertilisering (IVF). De forste parene i
Norge fikk barn etter slik behandling i
Trondheim i 1984 (1). In vitro-fertilisering
er i prinsippet en metode for behandling av
kvinnelig infertilitet, hvor sadcellene selv
mé finne frem til egget for at befruktning
skal finne sted. Et stort fremskritt for be-
handling av mannlig infertilitet kom i 1992
med intracytoplasmatisk spermieinjeksjon
(ICSI), der man injiserer en sadcelle inn i
hvert egg som hentes ut (2, 3). Denne meto-
den har tilnermet lik effektivitet som in
vitro-fertilisering (3).

Fortsatt manglet hjelp til par der mannen
ikke hadde sedceller i seedvasken (azoos-
permi). Riktignok hadde man i 1985 opp-
nadd graviditeter med aspirerte epididymale
sedceller og péfelgende in vitro-fertilise-
ring (4), men fertilitetsbehandlingen av
menn med azoospermi skjet likevel fart forst
rundt 1995 da man kunne hente ut saedceller
fra bitestikkel eller testikkel for s& & bruke
disse til intracytoplasmatisk spermieinjek-
sjon (5, 6). Disse metodene for assistert be-
fruktning har siden vert i bruk i andre land,
men ble forst godkjent midlertidig for bruk i
Norge i forbindelse med endringer i biotek-
nologiloven i 2004 (7, 8). Den midlertidige
godkjenningen er nylig vedtatt forlenget.

I denne artikkelen gjor vi rede for vére er-
faringer gjennom to &r med behandling av
par hvor mannen ikke har sadceller i sad-
vasken og hvor vi har foretatt uthenting av
sedceller fra testikkelen (testicular sperm
extraction, TESE) for befruktning av oocyt-
ter fra kvinnen ved intracytoplasmatisk sper-
mieinjeksjon.

Materiale og metode
Fertilitetsklinikken Ser har fra den midlerti-
dige godkjenningen tradte i kraft i 2004 til

14.12. 2006 tatt inn til utredning 94 par hvor
mannen har azoospermi. Utredningen inne-
berer blant annet at mannen undersokes
genitalt og kontrolleres med hensyn til hor-
monavvik ved maling av follikkelstimule-
rende hormon (FSH), luteiniserende hormon
(LH), thyreoideastimulerende = hormon
(TSH) og prolaktin i serum. Kvinnen i paret
blir utredet pa vanlig mate, med blant annet
gynekologisk ultralyd og hormonprever.

Begge utredes med karyotyping, og av
mannen tas i tillegg DNA-analyse med hen-
blikk pa Y-kromosomdelesjoner og de hyp-
pigst forekommende genmutasjoner assosi-
ert med cystisk fibrose. Blant de 94 mennene
vi har utredet, har vi funnet atte med ulike
genmutasjoner relatert til cystisk fibrose. Av
disse har sju siden vert til behandlingsfor-
sok med uthenting av sedceller fra testikke-
len for intracytoplasmatisk spermieinjek-
sjon etter 4 ha gjennomfert genetisk veiled-
ning. Hos to pasienter har vi funnet Y-
kromosomdelesjoner. Ingen av de to har
veert til behandlingsforsek, da vi ikke fant
saedceller ved diagnostisk uthenting. Vi har
ikke funnet noen pasienter med avvikende
karyotype.

Hos 64 menn ble det utfort en diagnostisk
spermicuthenting fra testikkel som en del av
utredningen. Hos 38 av disse ble det funnet
sedceller i1 biopsiene. Hos 30 menn ble be-
handlingsforsek startet uten diagnostisk ut-
henting ved var klinikk. Av disse hadde 19
fatt utfort spermieuthenting ved annen kli-
nikk utenfor Norge, seks var steriliserte fed-
re og fem hadde tidligere vert til intracyto-
plasmatisk spermieinjeksjon hvor det ble
funnet spermier i ejakulatet. Hos disse fem
ble injeksjonen gjort etter spermieuthenting
fra testikkel enten planlagt fordi det hadde
veert s fa sedceller i ejakulatet at tidligere
intracytoplasmatisk spermieinjeksjon ble
vanskelig, eller som en siste utvei ved uven-

Hovedbudskap

m Intracytoplasmatisk spermieinjeksjon
med uthenting av saedceller fra testik-
kelen kan hjelpe ufrivillig barnlgse par
der mannen har azoospermi

m Vare funn om metodens effektivitet er i
samsvar med andre studier

m Vi stotter vedtaket om & forlenge mid-
lertidig godkjenning av metoden i
Norge
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tet manglende sedceller i ejakulat nar kvin-
nens egg allerede var hentet ut. Totalt er der-
med 68 par tilbudt intracytoplasmatisk sper-
mieinjeksjon med uthenting av sadceller fra
testikkelen.

Intracytoplasmatisk spermieinjeksjon

Ved behandling vil man hos kvinnen stimu-
lere eggstokkene til & modne flere egg pa
samme tid. Alle kvinnene i dette materialet
fikk en gonadotropinfrigjerende blokade
(GnRH-blokade) i form av GnRH-agonisten
nafarelin nasalt fra 20. dag i foregdende
menstruasjonssyklus og frem til ovulasjons-
induksjon med humant koriongonadotropin
(hCQG) i form av hCG-o.. Etter 14 dager med
nedregulering p4 GnRH-agonist stimuleres
ovariene med FSH-injeksjoner, enten folli-
tropin-, follitropin-a eller menotropin. Ca.
36 timer etter hCG-injeksjon blir eggene as-
pirert via vaginalt ultralydveiledet punksjon
av folliklene. Videre oocyttbehandling fore-
gér etter standard metode for intracytoplas-
matisk spermieinjeksjon, som beskrevet av
Tanbo og medarbeidere (3).

Testikulaer spermieekstraksjon
Testikkelbiopsien gjennomferes fortrinnsvis
dagen for egguthenting. I lopet av det degnet
prosedyren tar, vil mange sedceller komme
seg fri av sine tubuli. Dermed kan man enk-
lere finne normalt utseende, helst bevegeli-
ge, sedceller til intracytoplasmatisk sper-
mieinjeksjon pa dagen for egguthenting.

Under sterile betingelser foretas testikkel-
biopsi pa folgende méte: Operasjonsfeltet
vaskes sterilt. Man fikserer testikkelen ma-
nuelt. Lokalanestesi med 1,8 ml prilokain 30
mg/ml + felypressin 0,03 [U/ml (Citanest
Dental Octapressin, Dentsply) settes inn i
alle lag til og med tunica albuginea. Det leg-
ges et kort snitt inn til tubulert testikkelvev.
Herfra tas to biopsier av 2—3 mm sterrelse til
umiddelbar undersekelse og én biopsi til
histopatologisk undersegkelse for hemostase
og lagvis lukning.

1 vart laboratorium skylles sa biopsibitene
i spermiemedium (Sydney IVF Sperm Me-
dium, Cook) Vevet dissekeres med skalpell
og smal, grasil karver (Hu-Friedy Statin Steel
XTS, Lic. Scandenta), og sedcellene klem-
mes ut av tubuli. Innholdet i skalen pipetteres
over i sentrifugerer, og ekstra spermieme-
dium tilsettes for vask, etterfulgt av sentrifu-
gering. Sentrifugeroret settes 1 inkubator over
natten. Dagen etter biopsi pipetteres den gver-
ste vaesken (supernatanten) over i et nytt sen-
trifugerer. Etter ny sentrifugering helles
medium av, slik at det kun er sediment og litt
medium igjen i hvert ror. Begge sedimentene
(fra supernatant og fra biopsivev) slemmes
opp og pipetteres i tre draper i lokket til en
liten petriskdl sammen med to polyvinylpyr-
rolidondréper under olje. Mest mulig norma-
le, modne sadceller identifiseres for & kunne
benyttes til intracytoplasmatisk spermieinjek-
sjon. Inseminasjonsprosedyre og embryobe-
handling videre foregar etter standard metode
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Tabell 1 Resultater etter intracytoplasmatisk spermieinjeksjon med uthenting av seedceller
fra testikkelen hos 60 par der mannen har azoospermi

Antall behandlinger startet 100
Antall tilbakefgringer av ett eller to ferske embryoer 82
Antall tilbakefgringer av ett eller to tinte embryoer 40
Antall kliniske graviditeter etter tilbakesetting av ferske embryoer 32
Antall kliniske graviditeter etter tilbakesetting av tinte embryoer 7

som beskrevet av Tanbo og medarbeidere (3).
To dager etter egguthenting foretas tilbake-
foring av ett eller to embryoer med normal
celledeling (2—6 celler) (9).

Resultater

Etter utredning av 94 par er 68 par tilbudt be-
handling. Hos 60 par er det per 14.12. 2006
igangsatt minst én behandling med det mél &
gjennomfore intracytoplasmatisk spermie-
injeksjon med testikuler spermieekstraksjon.
Resultatene fra behandlingen av disse parene
er presentert i tabell 1. Av de atte par som er
tilbudt, men ikke gitt behandling, er det fire
par som venter pa behandling. For tre par er
behandling ikke lenger aktuelt av annen ar-
sak. Hos ett par der mannen tidligere hadde
fatt intracytoplasmatisk spermieinjeksjon
med fa sadceller i ejakulatet, ble spermie-
uthenting fra testikkel forsekt, men man fant
ferre sedceller 1 biopsien enn i ejakulatet.

Av de 60 parene har 31 par gjennomgatt
én egguthenting, 19 par to egguthentinger
og ti par mer enn to egguthentinger. Dermed
utgjer materialet totalt 100 behandlings-
forsek startet med tanke pa intracytoplasma-
tisk spermieinjeksjon med uthenting av sad-
celler fra testikkel. Fra disse oppnddde man
82 tilbakeforinger av ferske embryoer. Sju
av stimuleringene ble stoppet pad grunn av
lav ovarial respons, i seks behandlingsforsek
ble det ikke utviklet normale embryoer og i
tre ble det ikke funnet sedceller som kunne
brukes. I to tilfeller ble alle embryoene fryst.
Dette skjedde pa grunn av fare for ovarialt
hyperstimuleringssyndrom hos kvinnen,
noe som gjor tilbakeforing av embryo kon-
traindisert.

Totalt ble 898 oocytter injisert med sad-
celler hentet ut fra testikkel. 98 % av disse
var oocytter i metafase 2. Av de 898 ble 548
normalt befruktet (61 %). Det var 434 em-
bryoer som utviklet seg normalt til dag 2 et-
ter injeksjonen og dermed enten kunne fry-
ses eller brukes til tilbakefering av ferske
embryoer. Av de 82 tilbakeforingene av fers-
ke embryoer ble det ved 58 satt tilbake to
embryoer og ved 24 satt tilbake ett embryo.
Av disse 24 var 15 et resultat av elektiv til-
bakesetting av ett embryo i henhold til anbe-
falinger fra European Society of Human Re-
prodction and Embryology (10).

Etter de 82 tilbakefaringene av ferske em-
bryoer oppstod det 32 (39 %) kliniske gravi-
diteter, definert som ultralydpdviselig in-
trauterint foster med hjerteaksjon ved sju-
atte ukers graviditet. Videre er det foretatt

tilbakeforing av tinte embryoer ved 40 an-
ledninger pé 22 kvinner. Dette har medfort
ytterligere sju (18 %) kliniske graviditeter.

Totalt fra de 93 behandlingene med ut-
henting av egg ble det 39 kliniske gravidite-
ter (42%). 60 par har startet minst én be-
handling, og 35 av disse ble gravide minst én
gang (58 %). Dessuten har flere av parene
fortsatt frosne embryoer oppbevart. Fra de
39 graviditetene er det blitt 15 fedsler, fire av
disse tvillinger, slik at det er fodt 19 barn. Ni
av graviditetene har endt i tidlig abort etter
pavist klinisk graviditet (23 %), og 15 er pé-
gdende kliniske graviditeter. Det er ikke re-
gistrert misdannelser i fodselsepikrisen pa
noen av barna fodt etter intracytoplasmatisk
spermieinjeksjon med testikulaer spermieek-
straksjon ved var klinikk.

Diskusjon

Ved bruk av operative prosedyrer for uthen-
ting av seedceller fra testiklene hos par hvor
mannen har azoospermi, kan man hjelpe
ufrivillig barnlese par som tidligere ikke har
hatt noe behandlingsalternativ. I forbindelse
med endring av bioteknologiloven i 2004
fikk man en midlertidig godkjenning til & ut-
fore denne type behandling. Nylig er den
midlertidige godkjenningen vedtatt forlen-
get, og vére funn stetter dette vedtaket..

Ved vér klinikk er graviditetsraten for intra-
cytoplasmatisk injeksjon med testikulaer sper-
mieekstraksjon per behandlingsforsek og per
par sammenliknbar med resultatene for in
vitro-fertilisering og intracytoplasmatisk in-
jeksjon med ejakulerte spermier. Andel klinis-
ke graviditeter per tilbakeforing av ferskt em-
bryo hos oss i samme tidsrom er 35 % ved in
vitro-fertilisering og 32 % ved intracytoplas-
matisk spermieinjeksjon. Vére resultater med
injeksjon etter testikuleer spermieekstraksjon
er ogséd 1 samsvar med funn ved andre aner-
kjente internasjonale klinikker (11, 12).

Vi har valgt & gjere uthenting av testiku-
leere saedceller som en apen biopsi. Dette
mener vi gir storre sjanse for & f4 nok norma-
le seedceller til befruktning. Ved mange and-
re klinikker, ogsé i Norge, benyttes enten
perkutan nélebiopsi eller stansebiopsi (13).
En metaanalyse konkluderer med at man
ikke har nok data til sikkert 4 kunne anbefale
én metode fremfor andre, men at det vil vere
logisk & benytte den minst invasive teknik-
ken (14). Wood og medarbeidere har studert
testikuleer spermieekstraksjon og perkutan
epididymal spermieaspirasjon (percutane-
ous epididymal sperm aspiration, PESA) i
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full narkose og finner at det er flere sma
komplikasjoner og sterre postoperativ smer-
te involvert med testikulaer spermieekstrak-
sjon, men at pasienttilfredsheten er den sam-
me ved de to metodene (15). Vi utferer
sedcelleuthenting fra testikkel poliklinisk i
lokalbedevelse. Av komplikasjoner har vi
ved de over 100 testikkelbiopsiene vi har ut-
fort, hatt fem tilfeller av postoperativt hema-
tom. I ett av disse tilfellene tilkom ogsa
infeksjon med abscess som matte incideres.
Denne studien er for liten til & kunne vur-
dere okt hyppighet av medfedte misdannel-
ser hos barn fedt etter intracytoplasmatisk
spermieinjeksjon med testikuler saedeks-
traksjon. Hos de 19 barna i dette materialet
er det ikke pavist noen misdannelser ved
fodselen. Teoretisk kan man se for seg en gkt
risiko for misdannelser, blant annet da
umodne spermier viser en ekt tendens til
aneuploidi (16). Imidlertid konkluderer en
nylig publisert rapport fra Nasjonalt kunn-
skapssenter for helsetjenesten med at meto-
den ikke gir noen gkt tendens til medfedte
misdannelser samlet sett (17). Forfatterne av
rapporten bemerker allikevel at det er behov
for videre studier med oppfelgingsdata pa
barn fedt etter denne behandlingsformen.
Uansett er det viktig 4 utrede menn med
azoospermi for genetiske avvik som beskre-
vet over. Sterre materialer vil kunne gi oss
indikasjoner pd om det finnes tilstander vi
bor unnlate & behandle. I dette materialet har
vi funnet 23 % aborter. En sé vidt hey andel
aborter var uventet, men er i overensstem-
melse med funn fra andre studier (18). I
fremtiden ber abortene undersokes genetisk.
Vi har sett en tendens til at det er diskre-
pans mellom muligheten til 4 finne saedceller
i proven ved testikuler spermieekstraksjon
og den histopatologiske diagnosen som stil-
les. Dette vil bli undersekt i en senere studie.
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Behandlingen kan forbedres ved at klinik-
ker fryser ned sadceller etter testikulaer
spermieekstraksjon og med det unngér be-
handlingsforsek uten befruktning (11, 19).
Opptining av nedfryste sedceller vil ogsa
kunne gi flere behandlingsforsek per gjen-
nomforte sedcelleuthenting fra testikkel.

Konklusjon

Hos ufrivillig barnlese par der mannen har
azoospermi, synes intracytoplasmatisk sper-
mieinjeksjon med uthenting av saedceller fra
testikkelen & vere en effektiv metode for &
hjelpe parene til & bli genetiske foreldre. Re-
sultatene er like gode som ved andre meto-
der for assistert befruktning. I vart begrense-
de materiale finner vi at barna fodt etter bruk
av denne behandlingsformen er uten mis-
dannelser. Vare funn stetter vedtaket om &
forlenge den midlertidige godkjenningen av
metoden i Norge.
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