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FORORD

Vér opprinnelige plan var & skrive om spermatologiske sesongvariasjoner hos var. Vi gjorde
flere uttak og analyserte saeden, men pa grunn av Covid-19 situasjonen matte vi begynne pa
ny oppgave. Valget falt pa saeedkvalitet hos okse da dette lot seg gjennomfere som
litteraturoppgave. Som sistearsstudenter pd veterinerstudiet med erfaring som inseminerer, er
praktisk avlsarbeid av stor interesse for begge forfattere. Vi syns det ville vaere interessant a
leere mer om analysemetodene brukt pa avlsstasjon. Utover i litteratursekene og etter forslag
fra veiledere, ble fokuset pA DNA-fragmentering og embryoutvikling hos storfe. DNA-
fragmenteringsindeksen (DFI) er en mélbar parameter som per 1 dag ikke brukes nir Geno
skal kvalitetssikre saeden. Derfor syns vi det var spennende & lese mer om avanserte
analysemetoder og se hvilke muligheter det er for & gjore en enda grundigere analyse av

spermiene som brukes til kunstig inseminasjon.

SAMMENDRAG

Tittel: Betydningen av spermienes DNA- fragmentering pd embryoutvikling hos storfe.

Forfattere: 1da Haalien, Alexandra Elisabeth Ubge

Veiledere: Anette Krogenas og Amin Sayyari, Institutt for produksjonsdyrmedisin NMBU
Veterinzerhogskolen

Formalet med oppgaven har vert 4 undersgke ulike seedparametere og deres betydning for
feltfruktbarheten hos storfe. Gjennom litteraturstudier har vi lagt vekt pa publiserte data om
DNA-fragmentering og embryoutvikling. Ved & se pé publiserte forsek og ulike
analysemetoder som brukes for & kvantifisere DNA-fragmenteringsindeksen (DF) har vi

provd & vurdere om DFI kunne vert en nyttig tilleggsmarker pa seminstasjonen.
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FORKORTELSER OG DEFINISJONER

Al: Artificial insemination. Kunstig inseminasjon.

ART: Assisted Reproductive Technologies: Assistert befruktning.

BBSE: Bull breeding soundness exam

CASA: Computer-assisted sperm analysis: Et databasert system som brukes for & analysere

spermier, konsentrasjon, morfologi og progressiv motilitet.

COMET: single cell gel electrophoresis assay. Kvantifiserer fragmenterte DNA-trader ved
hjelp av en gel elektroforese. Her viser resultatene at edelagte DNA -trdder beveger seg

raskere pd grunn av den mindre sterrelsen enn ikke-fragmentert DNA

DFI: DNA-fragmenterings indeks. Ved & bruke analysemetoden SCSA far vi oppgitt en

kvantitativ verdi av mengden fragmenterte DNA-trader.

DNA-fragmentering: Dette er brudd pd DNA trdder. Avhengig av hvilke gener som er

affisert kan evnen til utvikling av et embryo vare nedsatt.

Flow cytometri: ogsa kalt veskestromscytometer.. Analysen gér ut pa at celler beveger seg 1
en vaeskestrom, der hver enkelt celle blir belyst med en laser. Resultatene viser 1 hvor stor
grad cellene boyes av lyset i en bestemt belgelengde. Man kan tilsette fluorescens farge og

male forskjellige markorer samtidig. Metode brukt for sedkvalitetsanalyse.

HDS: highly DNA stain-able cells (DNA fargeopptak).

ICSI: Intra-cytoplasmic sperm injection
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10%: Ikke-omlepsprosent. Den prosentandelen av inseminerte kyr som ikke er registrert med
ny inseminasjon (omlep) etter en definert periode. Ved utregninger av avlsverdier for

fruktbarhet brukes 1.0.% etter 56 dager og det er det vi har valgt i var oppgave.

IVF: In vitro fertilisation

ROS: Reactive Oxygen Stress: frie radikaler kan redusere fertiliteten.

SCD: Sperm chromatin dispersion test. Maler DNA fragmenterings indeksen indirekte ved &

se pa kjernenes spredning etter denaturering

SCSA: Sperm chromatin structure assay. Flow cytometri test som maler hvor lett DNA-et
fragmenteres, etterfulgt av farging med acridin orange som fester seg til omrdder der DNA-et

er gdelagt.

SDF: sperm DNA fragmentering.

TUNEL test: terminal deoxynucleotidyl transferase mediated deoxyuridine triphosphate nick
end labelling. Méler nivaet av DNA fragmentering indirekte ved & se pé antall apoptotiske

celler etter denaturering.



Haalien, Uboe DNA-fragmentering og embryoutvikling

INNLEDNING

Forskning har vist at det er en sammenheng mellom malbare egenskaper hos spermiene og
fertiliseringsrate, embryoutvikling og drektighetsresultater. I denne litteraturstudien har vi sett
pa avvik i spermiekvaliteten, hovedsakelig i form av DNA-fragmentering, og koblingen til

nedgang i implantasjonsrate og embryokvalitet (/,2,3).

Det er mange faktorer som kan pavirke feltfruktbarhet. Det har tradisjonelt vert et fokus pa
reproduksjonsproblemer hos kyrne dersom omlepsprosenten er for hgy. I Norge males dette
ved hjelp av ikke-omlepsprosenten (10%), det vil si at kua er blitt inseminert pa nytt etter 56
dager. Andre faktorer som sadkvalitet, riktig inseminasjonstidspunkt, forhold i endometriet
og genetikk er ogsa viktig for & fa en vellykket implantasjon. I tillegg kan menneskelige feil
pavirke feltfruktbarheten dersom man for eksempel ikke klarer & opprettholde celleviabilitet
gjennom alle steg av s@dproduksjonen og selve insemineringen. Vi har med denne oppgaven
sett pa 1 hvilken grad paternal genomisk integritet, mélt ved hjelp av DNA-

fragmenteringsindeksen (DFI), er rapportert a affisere drektighetsresultatet.

Spermatogenesen hos hanndyret innebzrer et stort antall replikasjoner i forhold til utviklingen
av oocytten og er derfor mer utsatt for DNA skader. For at intakte spermier skal kunne
fertilisere egget kreves riktig genekspresjon og beskyttelse av cellene fra agens som kan gi
DNA fragmentering og dermed affisere feltfruktbarheten (4). DFI er en mélbar parameter som
per 1 dag ikke brukes ndr Geno skal kvalitetssikre saeden. Allikevel har flere forsek vist at det
er en sammenheng mellom en hoy DFI og darlig embryokvalitet (2, 3), noe som blir utdypet i

de senere kapitlene.

Geno bruker i dag kun enkle spermatologiske undersegkelser; direkte mikroskopi og fotometer
for 4 kvalitetssikre standard saddoser. Seedparametere som undersgkes er volum,
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konsentrasjon, morfologi, motilitet og progressiv motilitet (5). I folge produksjonsleder pa
Genos avlsstasjon Store Ree, Simon Reisvaag, planlegger de a snart gé over til & bruke
computer-assisted sperm analysis (CASA) som ogsa baserer seg pa enkel spermatologisk
analyse, men gir en mer objektiv vurdering av standard sedparametere (6, 7). En
tilleggsmodul sperm class analyser (SCA) 1 dette programmet kan gi noe mer informasjon om

faktorer som vitalitet og akrosomreaksjon, men med en noe varierende grad av sikkerhet (8).

Flow cytometriske analysemetoder gir mer informasjon om paternalt DNA og andre
funksjoner som ma vere intakte for at eggcellen skal klare & produsere et embryo av god
kvalitet (9). Det & se pa fordelene og ulempene ved & investere i mer avanserte
analysemetodene som brukes i forskning, samt & sammenligne funn av DNA -fragmentering
med makro- og mikroskopiske avvik i sedkvalitet kan vare nyttig med tanke pé a stadig

forbedre saeden som brukes til kunstig inseminering.

Nedsatt genomisk integritet i form av enkelt- eller dobbeltrddige brudd kan skje under
spermatogenesen eller i modnings- og lagringsprosessen, men ogsa i senere tid forarsaket for
eksempel av oksidativ skade (ROS) (10). Spermier er spesielt utsatt for ROS-skade fordi

plasmamembranen inneholder umettede fettsyrer som gjor de mottagelige for oksidativ skade

(11).

Effekten av spermienes DNA- fragmentering pa fertiliseringsrate og embryoutvikling har blitt
undersekt i mange humane forsek (72), men ogsa i direkte undersekelse av Norsk redt fe
(NRF) (13). Et okt antall studier indikerer at DFI kunne vert en god tilleggsmarker for

sedkvalitet (12, 14).
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FORMAL

Denne fordypningsoppgaven har gjennom litteratursek fokusert pd sammenhengen mellom
DNA- fragmentering og embryoutvikling hos storfe. Per i dag brukes kun enkle
spermatologiske analyser ved avlsstasjoner. Oppgaven har derfor sett naermere pa
analysemetoder som kvantifiserer funksjonsparametere, med fokus pad DFI og om dette kunne
vert en aktuell biomarker for & gi en mer ngyaktig vurdering av kvaliteten til seeden som

brukes til kunstig inseminering.

MATERIALE OG METODER

Oppgaven bruker eksisterende litteratur som grunnlag for sine problemstillinger og
konklusjoner. I tillegg til forskningsartikler om norsk og utenlandsk avlsforskning, er det ogsa
brukt leerebeker, forskning fra ulike bedrifter, forskning om generell reproduksjon, samt

kommunikasjon med ansatte i Geno.

Vi har sett pa nyere forskning som inkluderer avanserte analysemetoder, men ogsé lest eldre
publikasjoner og beker som omhandler grunnleggende andrologi.

Der det har veert mulig, har vi ogsé prevd & inkludere sekekriteriene «Geno», «Norsk Redt
Fe», og «ikke-omlapsprosent,» men det har ikke vert et eksklusjonskriterium nar aktuelle

forsek ikke har dreid seg spesifikt om norske forhold.

Vi har hatt spesiell interesse av artikler som har inkludert sekeordene «sadkvalitet», «DNA-
fragmentering», «ROS-skader», og «embryoutviklingy, samt de relatert til «bovin

reproduksjony» og «fruktbarhet storfe.»
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Databasene som er brukt er PubMed, Google Scholar, Brage NMBU og Oria. I tillegg har vi
brukt nettsidene til Geno og SpermVital. Produksjonsleder pa4 Genos avlstasjon Store Ree,
Simon Reisvaag, har bistdtt med informasjon rundt Genos rutiner og kriterier som omtales 1

Kapittel 4.
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KAPITTEL 1: Faktorer som pavirker feltbruktbarheten

Hovedfokuset til oppgaven er & se pa malbare sedparametere og deres kobling til
embryoutvikling. For man kommer dit er det en rekke kjente faktorer som spiller inn og
pavirker feltfruktbarheten. En vellykket inseminasjon, fertilisasjon, embryoutvikling og
implantasjon er fintfelende prosesser som pévirkes av bade menneskelige feil og hormonell

regulering hos kua.

I Norge bruker ofte produsenter og veterinarer ikke-omlapsprosent (I10%) som et mél pa
fruktbarheten hos kua, dvs. prosentandelen av kyr i en besetning der det ikke er registrert ny
inseminering etter 56 dager. Dette er et praktisk og sammenlignbart mal til bruk i
kukontrollen. Svakheten ved tallet er at det ikke sier noe direkte om &rsak til at kua ikke er
blitt inseminert igjen. Det tar heller ikke 1 betraktning aborter, dedfedsler eller andre avvik 1

drektighetens forlep.

Fruktbarhetsundersekelser fra andre land kan i noen tilfeller bruke enten fedt eller avvent kalv
som mal pa fertiliteten (15). Svakheten her er at andre faktorer som akutt sykdom hos kua,
milje, for, uhell og lignende i stor grad pavirker tallet. Denne oppgaven bruker forskning som
benytter seg av begge malemetodene, men fokuserer her pa I0% som 1 norsk kontekst er

hyppigere brukt og mer relevant.

-11 -
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FRUKTBARHET HOS KUA

Forhold hos kua som stille brunst, brunstmangel eller cyster pd eggstokkene er relativt vanlige
reproduksjonssykdommer som gjor det vanskelig 4 enten detektere brunst hos kua eller &

oppna vellykket fertilisering.

En optimal ikke-omlepsprosent forutsetter visse faktorer hos kua, deriblant en regelmessig og
synlig brunst. Kua er polyestral med regelmessige sykluser pa 18-24 dager gjennom hele &ret.
Brunstadferd forekommer etter en topp 1 plasmagstrogener og selve ovulasjonen forekommer

spontant omtrent 12 timer etter brunstens slutt (76).

Alle mekanismene er avhengig av en fungerende hypothalamus-hypofyse-gonade-akse (HPG-
akse) med tilstrekkelig produksjon og signalisering av gonadotropinfrigjerendehormon
(GnRH), follikkelstimulerendehormon/luteiniserende hormon (FSH/LH) og regulering av

gstrogener, prostaglandin og progesteron (76).

Det kan brukes ulike malemetoder for & detektere brunst, for eksempel aktivitetsmalere,
endring i atferd, eller progesteronniva i melk (/7). Uansett metode er det viktig at signalene
er tydelige slik at bonden eller systemet klarer & fange opp brunstrelaterte endringer. I miljoer
med for eksempel forstyrrende stressfaktorer eller darlig foring kan det vere vanskelig for
bonden a se brunstadferd. Det er viktig at forholdene rundt kua legges til rette for &

optimalisere brunstdeteksjon og insemineringstidspunkt.

Under brunsten er cervix apen slik at intrauterin inseminasjon er mulig, og gkende tonus og

kontraktilitet 1 uterusmuskulaturen bidrar til transport og lagring av sad. Det forekommer
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ogsa en reduksjon i endometrieadem som opprettholdes inn i tidlig drektighet. Dette kreves

for 4 tilrettelegge for begynnende embryoutvikling (78).

Dersom egget blir fertilisert tar det omtrent fire dager for det kommer ned gjennom
egglederen og ut i uterus. Her begynner delingen til morula og deretter blastocyst. Frem til
omtrent dag ti er embryoet fortsatt omgitt av det beskyttende laget zona pellucida og er
dermed ikke avhengig av forhold 1 uterus. Implantasjon skjer ved at trofoblastceller i zona
pellucida skiller ut enzymer slik at blastocysten og celler fra uterusveggen tilsammen danner

placenta.

Trofoblast- og endometrieceller sekrerer storre mengder Interferon Tau (IFNT) innen dag 16
for 8 hemme Prostaglandin F2alpha (PGF2a) og dermed tilbakedannelse av corpus luteum slik
at drektigheten opprettholdes. Corpus luteum produserer progesteron som er nedvendig for &
opprettholde drektigheten. @kte mengder progesteron er sterkt assosiert med tidlig
embryoutvikling, gkt utskillelse av IFNT og heyere drektighetsresultalter, mens det er pavist
reduksjon i alle disse faktorene ved lavere progesteronnivéer. Det vil si at forhold i uterus er

avgjorende for en vellykket implantasjon (79, 20).

Selv om avvik ved embryoutviklingen tradisjonelt har blitt sett pa som
reproduksjonsproblemer hos kua, viser flere forskningsartikler at visse seedparametere, som
DNA-fragmentering, ogsa har en direkte sammenheng med vellykket tidlig embryoutvikling.

Dette blir vektlagt utover i oppgaven (21).

-13 -
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RUTINER RUNDT SADUTTAK

For at spermier skal kunne fertilisere oocytten mé de vare levende. Dermed er rutinene og
teknikkene som brukes fra uttak av seeden og frem til inseminering viktige for a opprettholde
sedcelleviabilitet. Siden det er sd mange trinn involvert i dette tidsspennet, er det heller ikke

uvanlig at det her skjer avvik og menneskelige feil kan dermed pavirke feltbruktbarheten.

Hos Geno tas saduttakene ved bruk av fantom. Preven settes til varming, motilitet evalueres
og sedvolumet kontrolleres ved hjelp av et fotometer for fortynning. Deretter kjoles det ned,
fortynnes en gang til og mé std noen timer for det kan fryses ned til —150°C. Seeden ma
oppbevares pa flytende nitrogen ved —196°C frem til den skal brukes. Det er viktig at seeden
holder en temperatur mellom 35-37°C for den fortynnes og fryses. Dersom det skjer noen
forsinkelse mellom ejakuleringen og overferingen til varmeblokk, vil cellene begynne a do i
lopet av kort tid. Et opphold pa et visst antall timer mellom andre fortynning og kjeling ned til

—150°C er ogsd nedvendig for & gi ekt beskyttelse ved frysing.

Ifolge Simon Reisvaag, driftsleder ved Genos Store Ree avlsstasjon, tillates allerede en
nedgang 1 spermiemotilitet fra 70% til minimum 50% etter frysing. Dersom s@den blir utsatt
for skade utover dette vil det begynne & pavirke sedkvaliteten betydelig. Her er det ogsd
viktig at fortynningsvesken inneholder riktig balanse med naringsstoffer, buffer, osmotisk
trykk, bakteriostatisk virkning og faktorer for beskyttelse mot kuldesjokk og
kryokonservering. Her er det allerede risiko for produksjons- og titreringsfeil som kan fore til
at seddosene mister sin befruktningsevne (22). I tillegg er det viktig at alt utstyr som brukes
har riktig temperatur, er rent og at det ikke sitter igjen rester av vann eller vaskemidler da

disse vil ha spermicid effekt.
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RUTINER RUNDT INSEMINASJON

For & opprettholde seddosens befruktningsevne er det viktig med gode rutiner hos inseminer
og veteriner. Selve seddunken ma fylles jevnlig med flytende nitrogen for & opprettholde den
optimale temperaturen pa —196°C. Man vet at temperaturen i dunken gker betydelig for hver
gang den apnes og sylinderen loftes opp. Det anbefales derfor at man ved uttak av det aktuelle
sedstréet, ikke lofter sylinderen mer enn nedvendig, og 1 s i sekunder som mulig (max 10
sekunder). Dette er et viktig punkt som vil kunne redusere sedkvaliteten dersom anbefalingen
ikke folges. Overforingen av sadstriet til kroppstemperert vann (37°C) ber skje sé fort som
mulig. Rester av nitrogen ma ristes av straet, da det kan risikere & sprekke i det varme vannet
dersom det sitter igjen dréper.

Etter opptining 1 termosen loftes strdet opp med en pinsett, vannet torkes av og striet plasseres
1 inseminatoren. Bade riktig temperatur og god hygiene ma opprettholdes frem til

inseminatoren er pd plass og seden kan deponeres intrauterint.

I Norge er ikke temperaturen i fjoset optimal for & opprettholde viabiliteten til spermiecellene.
Tiden fra straet tas opp av vannet til det er plassert i kua kan derfor vare en kilde for celleded.
Siden det er mange celler per strd og det finnes ulike enkle metoder for & holde temperaturen
heyere enn romtemperatur frem til inseminering, er det kanskje ikke utslagsgivende for
drektigheten. Likevel ber det vektlegges som et kontrollpunkt dersom fruktbarhetsproblemer

kan knyttes til en bestemt inseminer.

For & unnga spermicide stoffer som forurensning fra fjes, fett fra fingre, vann og vaskemidler,

er det viktig at strdet hindteres lite og sa skdnsomt som mulig. Generelt skal vask av utstyr

foregér pa en hensiktsmessig og grundig mate.
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Ved kunstig inseminering (Al) vil den fysiske fremdriften som kommer av naturlig bedekning
og den beskyttende effekten av seedplasma vere redusert. Det er derfor viktig at seden
deponeres intrauterint. Dersom den allerede fortynnede seddosen legges i vagina eller i

livmorhalsen, er det mindre sannsynlig at en befruktningsdyktig sedcelle nar eggcellen.

REDX™ og SPERMVITAL

I tillegg til vanlige seeddoser finnes spesialiserte typer strd som inneholder for eksempel

kjennsseparert seed (som REDX™ fra Geno) eller seed med lengre levetid (SpermVital).

Ved bruk av kjennsseparert saed er levetiden til cellene mye kortere og stradene inneholder
feerre saedceller. Derfor er tidspunkt for inseminering enda viktigere for 4 fa en vellykket
drektighet. Et forsek utfort pad melkekyr 1 Irland viste ogsa en storre usikkerhet 1
drektighetsresultater ved bruk av ulike typer kjonnsseparert seed i motsetning til vanlig saed,
og 1 alle tilfeller en lavere fruktbarhet (23). Forsek utfert pA NRF av Geno med sitt eget
produkt REDX™ viste tilsvarende resultater, der bruk av REDX™ ga en fertiliseringrate pa
90%. Rapportering i en periode mellom 2018 og 2019 pa kviger viste ikke-omlepsprosent pa

73,5% ved bruk av konvensjonell s&ed, men 53,8% ved bruk av REDX™ (24).

SpermVital derimot er en type sa&d der spermiene har gkt levetid nettopp for & redusere
betydningen av tidspunkt for inseminering. For a gi lengre levetid immobiliseres saeden i en
kalsium- og alginatkapsel umiddelbart for nedkjeling, noe som resulterer i storre mengde
preservert energi hos cellene samt et mer gradvis utslipp av spermier (/7). Dette kan vaere et
nyttig produkt tilfeller med stille eller svak brunst, brunstsynkronisering eller av gkonomiske
hensyn slik at bonden kan redusere antall besgk fra veterinzr/inseminer. Internasjonale forsek

utfort av produsenten selv (25, 26), ogsa pd NRF-kyr i Norge (17), viser at

-16 -



Haalien, Uboe DNA-fragmentering og embryoutvikling

drektighetsresultatene er minst like gode eller bedre ved bruk av dette produktet, selv ved et
redusert antall celler i striet. Dette er forsek utfert av produsenten selv og vi har ikke funnet
tilsvarende resultater i uavhengige forsek. Uavhengig av hvilken type seeddose som brukes er

det like viktig med gode inseminasjonsrutiner for & oppnd gode drektighetsresultatene.

SADKVALITET

De forutgaende kapitlene har vist at fertilisering er en lang og dynamisk prosess og at mange
faktorer kan pavirke drektighetsresultatet. Selv om dette demonstrerer at man ikke kan legge
all vekt eller ressurser pa ett enkelt trinn, sa er det hensiktsmessig & ha god oversikt over de
faktorer som faktisk kan kontrolleres. Dermed ber ogsé saedkvalitet og gode analysemetoder

for sad vare sentrale i arbeidet mot hoyere fruktbarhet blant NRF kyr.

Det er ogsa verdt & vurdere om ikke storre gkonomiske ressurser ber delegeres til dette en det
gjores 1 dag. I katpittel 6 diskuteres fordeler og ulemper ved bruk av mer avanserte
analysemetoder. Sedkvaliteten pavirkes ogsa av mange faktorer og i kapitlene under vil vi
blant annet g& gjennom modningen av en s&dcelle og feil som kan oppsta tidlig under
spermatogenesen. Spermatologiske avvik i form av brudd pa DNA- traden kan ogsa skje

senere forarsaket av oksidative skader, noe som gjennomgas i kapittel 3.
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KAPITTEL 2: Spermatogenesen, implantasjon og tidlig

embryoutvikling

KORT OM ANDROLOGI HOS OKSEN

Oksens testikler kommer ned i skrotum ved 3,5-4 maneder og spermatogenesen etableres
rundt 9 méneders alder. Hanndyret regnes likevel ikke som kjennsmodent for 2-3 ars alder.
Noen kilder har definert puberteten som alderen der ejakulatet inneholder minst 50 millioner
spermier med minst 10% motilitet (27). Testiklene nér ikke sin fulle storrelse og kapasitet for
1-2 ar etter puberteten. Derfor vil sedproduksjon og saedkvalitet vil vaere darligere hos unge
okser (28).

Forskning har vist at antallet Sertoliceller er fastsatt innen puberteten starter og at seedvolumet
som produseres er direkte relatert til antallet Sertoliceller. Dermed kunne man teoretisk sett fa
indikasjon pa produksjonsevnen tidlig i oksens kjennsmodning, men per dags dato finnes det

ikke tester for & méle dette (29). Antallet Sertoliceller reduseres gjennom livet til oksen (27).

SPERMATOGENESE OG HORMONELL REGULERING

Spermatogenesen og libido styres av HPG-aksen. Hypothalamus skiller ut GnRH som
stimululerer hypofysen til & produsere og skille ut LH og FSH. FSH virker direkte pa
Sertolicellene i det spermatogenetiske epitel, mens LH stimulerer Leydigcellene til &
produsere androgener (vesentlig testosteron). Androgenene vil sammen med FSH kontrollere
spermatogenesen via Sertolicellene. Sertolicellene produserer inhibin og far ogsa tilfert
androgener som ved aromatisering omdannes til estrogener. Testosteron, estrogen og inhibin
har en negativ tilbakekobling pa hypothalamus og hypofyse som da nedregulerer frisetting av

GnRH, LH og FSH. (30).
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En balansert og folsom hormonell styring er viktig for en sedproduksjon med hay

fertiliseringsrate (29). I tillegg er dannelse av blod-testes-barrieren androgenavhengig, slik at

utviklingen av saeden i tidlige faser ogsa er avhengig av en optimal stimulerings-og

tilbakekoblingsmekanisme (16).

Spermatogenesen deles tradisjonelt inn 1 tre faser (illustrert 1 Figur 1 under) og tar hos oksen

ca. 61 dager (27):

ii.

1il.

Spermatocyttogenesen. Dette er den proliferative fasen. Her undergar germinale celler
(stamcellespermatogonier) mitoser som produserer spermatogonier og primere
spermatocytter (27). Det er i denne fasen at DNA-et dannes, samt hoveddelen av RNA
(16).

Meiosen. 1denne fasen gjennomgar spermatocytter to delinger. Forste delingen er
reduksjonsdelingen som gir sekundare haploide spermatocytter med en reduksjon i
kromosomantall. Det er ogsd 1 dette momentet at en samtidig nedbrytning og
nydannelse av tight junctions mellom sertolicellene forer spermatocyttene over blod-
testesbarrieren slik at videre stadier er adskilt fra tidlige stadier (/6). Den andre
meiotiske delingen, som er en mitose, gir seperasjon av datterkromatidene og
resulterer i totalt fire runde haploide spermatider som utveksler genetisk materiale
(27). Spesielt i meiotisk profase er prosessen uttalt folsom for skade fra miljefaktorer
som temperatur og hormoner (16). Man kan ogsé se degenerasjon av germinale celler
som mekanisme for & utrydde celler med kromosomale abnormaliteter (27).
Spermiogenesen. Her foregar differensiering av runde spermatider til modne
spermatozoa som slippes ut ved apikale pol av Sertolicellene i lumen av tubuli
semineferi (27, 31). Denne prosessen inkluderer nuklezr kromatinkondensering og

dannelse av akrosom og flageller (27, 29, 31). Fasen avsluttes med at hoveddelene av
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spermatidens cytoplasma blir fagocyttert av Sertoliceller og kun en liten

cytoplasmadrape ved basis av hodet gjenstar ved utslipp.

(a)
Stage IV of the cycle of the Primary spermatocyte
seminiferous epithelium A3 Spermatids, round

new generation

Dividing primary
spermatocyte,
old generation

\, Primary

Spermatid, { spermatocyte

elongate
old generation

Secondary
spermatocytes
Tight

junction

Sertoli cell nucleus
Adluminal compartment

Basal compartment

(b)
Stage Vil of the cycle of the ( \
seminiferous epithelium

Spermatids,
'@/ round

, , Primary
/ spermatocytes

Sertoli cell nucleus

Spermatogonia

Figur 1: Spermatogenesen. Skjematisk illustrasjon av faser i spermatogenesen i oksens testikulcere epitelvev. a) Utviklingene
av primeere spermatocytter til sekundcere spermatocytter under Meiose I og utviklingen frem til Meiose Il med dannelse av
spermatider. b) Differensiering av runde spermatider til elongerte spermatider og ferdige smerier. Gjengitt med tillatelse fra
Wiley Books (32).

SERTOLI- OG LEYDIGCELLER

Funksjonen til disse cellene er som nevnt mangfoldige. Ved avvik her vil det ha effekt pa
sedkvaliteten enten 1 form av redusert produksjon, feildannelse eller manglende beskyttelse

mot senere skader.
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Leydigcellenes har en viktig rolle i styring av puberteten og fysisk utvikling hos hanndyret. I
tillegg er Leydigcellenes produksjon av testosteron avgjerende for stimulering av
delingsfrekvens av spermatogonier, modning av spermier, dannelse av sedplasma og
uttrykking av libido. Leydigcellene har ogsa hovedandelen av reseptorene for LH og er

dermed sentrale i styring av HPG-aksen (76).

Sertolicellene danner blod-testes barrieren, regulerer ionebalanse 1 miljoet, og bidrar med
naring som laktat, glukose og pyruvat til celler 1 utvikling. I tillegg produserer de proteiner
som inhibin, transferrin, androgenbindende protein (ABP), alfa-5 reduktase, aromatase,
vekstfaktoren seminiferous growth factor (SGF) og insulinlignende vekstfaktor typ I (IGF-1)
som er avgjerende for mitokondriell morfologi, DNA-syntese, aromatisering av testosteron til
ostrogen, og opprettholdelse av androgennivéet i testiklene. Til slutt bidrar de med fagocytose

av apoptotiske celler og cytoplasma under spermiogenesen (27, 29).

Avvik i en eller flere av disse funksjonene medferer endringer i normal cellefunksjon. Dette
vil gjere cellene mer utsatt for skade og dermed ha negativ innvirkning pé fertilisering av

eggceller og feltfruktbarhet.

MODNING OG DEN NORMALE SADCELLEN

Umodne sadceller transporteres fra lumen i tubuli semineferi og over i epididymis der endelig
modning og lagring forekommer. Hos oksen tar det cellene 10-14 dager & bevege seg gjennom
caput, corpus og cauda av epididymis. Det er i bitestikkelen de gjennomgar endelig modning.
Den resterende cytoplasmadrapen beveger seg gradvis fra hodet og forbi halen og spermiene

far evnen til bevegelse, som vist 1 Figur 2 under. I denne prosessen far ogsa saedcellene evne
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til fertilisering, immunogenisitet reduseres, og stabiliserende glykoproteiner tilsettes

akrosomet (16).

f \4,\
(a) ! = (b)

Epididymal sperm Ejaculated sperm

Normal sperm

Apical ridge
:'vgxllg:a\ Autolysis
P Middle (false acrosomal
piece reaction)

Translocalmg

droplet X

/ Distal
g | droplet

/Principal —

/ piece
\‘ g
\\ ‘

(c)

Figur 2: Faser i modningen av sceden gjennom bitestikkelen. a) Proksimal protoplasmadraper beveger seg gradvis distalt pa
flagellen. b) En normal ejakulert scedcelle, samt illustrasjoner av hoder i autolyse.til hoyre c¢) Normale, modne bovine
scedceller. Gjengitt med tillatelse fra Wiley Books (32).

Epididymis evne til modning og lagring er som de andre deler av prosessen
androgenavhengig, slik at avvik i hormonell regulering eller suppresjon av testosteron og
dihydrotestotsterone (DHT) vil gi morfologiske og funksjonelle avvik (76). Bitestikkelen har
flere funksjonelle omréader, og epitelelet i de ulike delene bidrar sammen med Sertoliceller
med ulike faktorer til den luminale vaesken. Den bestar blant annet av elektrolytter, enzymer

og andre proteiner.

Det er viktig med en organisert og gradvis modning av s@dcellene. Dette involverer
omstrukturering av nukleoproteiner, organeller og membraner i1 sedcellen, men det er

endringene plasmamembranen gjennomgér som er mest avgjerende (33). Plasmamembranens
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funksjon er helt avgjerende for vellykket fertilisering. For det forste ma membranen kunne

gjenkjenne zona pellucida, og den ma klare & gjennomgé akrosomreaksjonen (33).

Glykoproteiner og glykaner som finnes pé overflaten av plasmamembranen er essensielle for
fertilisering da de muliggjor binding av spermien til overflaten av eggcellen. Mangel pa disse
enzymene er assosiert med infertilitet nettopp pa grunn av feilmodifisering av

plasmamembranen som gir lekkasje av enzymer, proteiner og lipider, og dermed funksjonelle

og morfologiske avvik (16, 33).
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Figur 3: Diagram av scedens normalmorfologi. a) Oversikt over strukturelle omrdder som sett ved lysmikroskopi. b)

Morfologiske detaljer av hode- og midtstykket. c) Morfologiske detaljer av proksimale del av hale. d) Morfologiske detaljer

av distale del av hale. Gjengitt med tillatelse fra Elsevier (16).

Den modne sadcellen, som illustrert i figur 3, bestr av tre deler. Hodet inneholder kjernen av

den haploide cellen. I tillegg sees det apikalt pa hodet et akrosom som ved akrosomreaksjonen

skiller ut enzymer, blant annet hyaluronidase, som gjer at spermien klarer & bryte gjennom

eggcellens zona pellucida. Midtdelen av s@dcellen inneholder mitokondrier som i1 hovedsak

danner ATP som energikilde til den voldsomme bevegelsen av flagellen. Selv om

kontraksjoner i myometriet star for mye av den fremadgéende bevegelsen gjennom livmorhals
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og livmor, er velfungerende og godt ernarte flageller uunnvaerlige for bevegelse gjennom

eggleder (16).

DEFEKTER I SAEDENS MORFOLOGI

Defekter i saeden kan oppstd ved ulike tidspunkter i spermiens utvikling og klassifiseres
deretter, som illustrert 1 Figur 4 under. En primer abnormalitet oppstér i lopet av selve
spermatogenesen i testikkelen og pavirker som regel hodet og mellomstykket. En sekundeer
defekt oppstér i1 epididymis og viser seg ofte som protoplasmadréper. Defekter som oppstar
etter ejakulasjon, betegnes som tertieere og inkluderer handteringsfeil, feil 1 temperatur, pH og

lignende. Disse gir ofte en defekt i form av opprullet hale.

De defektene som oppstar pa grunn av unormal spermatogenese, som for eksempel
akrosomdefekter og defekter som gjor sedcellene ubevegelige, har mest betydning for
fertiliteten. Saacke et al,. (2000) hevder at gkt andel deformerte hoder er den beste méten a
identifisere sterkt nedsatt fertilitet. Mindre defekter, som sma avvik 1 hodesterrelse, abaksiale

haler, distale protoplasmadréper og bayd hale, har mindre betydning (76).
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Normal |

Figur 4: Storre og mindre defekter i scedmorfologi. Gruppe I Storre defekter: 1) Underutviklede celler. 2) Doble former. 3-
4)Akrosomdefekter 5) Diademdefekter 6-7) Hodelose spermier 8) Pyriforme hoder. 9) Smd unormale hode. 10) Lose
unormale hoder. 11) Midtstykke med korketrekkerdefekt. 12-13) Andre defekter i midtstykket. 14) Proksimal
cytoplasmadrdpe. 15) Andre fortykkede midtstykker. 23) Oppkrollede haler. Gruppe Il Mindre defekter: 16) Smale hoder. 17)
Smd normale hoder. 18) Store og brede hoder. 19) Lose normale hoder. 20-21) Lose akrosomale membraner. 22) Abaksiale
haler. 23) Distale protoplasmadrdpe. 24) Enkel boyd hale. Gruppe Il Andre celler: a) Epitelceller b) Erytrocytter c)»Medusa
formationsy, cilier d) Erytrocytter forbundet med unormalt haemoglobin 3) mononuklecere celler f) Noytrofile. Gjengitt med
tillatelse fra Elsevier (16).

Studier har vist at man ogsa kan skille disse morfologiske defektene i oksesad i
kompenserbare og ikke-kompenserbare defekter (34). Det vil si at i noen tilfeller kan oksens
fertilitet kompenseres. For eksempel kan gkt konsentrasjon kompensere for en noe hoyere
andel morfologiske avvik. Ved naturlig bedekning vil dermed ikke hoy forekomst av
morfologiske avvik nedvendigvis ha noe a si for drektighetsresultatet hos kua, og 1 mange

tilfeller heller aldri avdekkes. Derimot vil ikke-kompenserbare defekter ikke kunne utjevnes
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ved noen andre faktorer hos oksen. I norsk landbruk der man fortrinnsvis bruker Al, vil ikke
fordelen ved kompenserbare vs. ikke-kompenserbare defekter ha noen praktisk betydning.
Man kunne ha okt konsentrasjonen av sadceller i straet i tilfeller med kompenserbare
defekter, men fordi dette vil fore til redusert antall stra per ejakulat er ikke dette aktuelt (34).
Dersom oksen har en hgy andel spermier med unormal morfologi vil man anbefale

eliminasjon av oksen uansett.

SADPLASMA

Ejakulatet til oksen bestédr av seedceller som beskrevet over, samt sedplasma som produseres
av hanndyrets aksessoriske kjonnskjertler. Seedplasmaet har flere funksjoner. Det fungerer
som et transportmedium, og inneholder faktorer til naering, komponenter til regulering av
osmose, faktorer som gir koagulering av saden etter deponering ved naturlig bedekning, samt

komponenter til beskyttelse fra miljoet i det hunnlige kjennsorganet (16).

Glandula vesicularis sitter ved utgangen av urinblare og lateralt til ampulla. Den dpner ut i
uretra og slipper ut store mengder klar veeske som inneholder blant annet citrat og fruktose.
Hos oksen produserer de mer enn 50% av det totale ejakulatvolumet (35). Ampulla bidrar i
liten grad til seedplasmaens volum og prostata skiller ut kun moderate mengder vandig sekret

til uretra.

Glandula bulbouretralis er smé strukturer mellom anus og uretra som skiller ut et vandig stoff
som antas 4 rense uretra for urin for ejakulasjon. I forhold til en rekke andre arter har

ejakulatet til oksen et relativt lavt volum med hey konsentrasjon av sedceller (omtrent 30%)

(35).

Selv om sedplasmaets bidrag til seedkvalitet og spermiens overlevelse tidvis har vart noe

omdiskutert (16), viser flere analyser at proteomet i seedplasmaen er involvert i nedbrytning
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og syntese av proteiner, celluler sammensetning, organisasjon, cellesignalisering og
celleinteraksjoner. Det deltar ogsa 1 prosesser som glykolyse, glukoneogenese,

reseptoraktivering, og responsen til visse typer oksidativt stress (36).

Sadplasmaens sammenheng med sadkvalitet og fertilitet hos oksen vil ikke vare sentralt 1
videre diskusjon, men er et interessant tema gitt proteomets rolle 1 ernaring, reparasjon og

beskyttelse av spermier.

SPERMIEKVALITET, IMPLANTASJON OG TIDLIG EMBRYOUTVIKLING

Som tidligere nevnt, har avvik i embryoutviklingen og implantasjon ofte blitt ansett som et
problem hos kua, men senere forskning innenfor human assisted reproductive technologies
(ART) viser at avvik i spermiekvaliteten, da i hovedsak DNA fragmentering, har en direkte

sammenheng med embryokvalitet og implantasjonsrate (37).

Tidligere har man trodd at tidlig embryoutvikling fram til aktivering av embryoets genom,
styres av m-RNA nedarvet fra mor, slik at eventuelle avvik i s&eden ikke vil ha noen effekt for
senere 1 delingsstadier (2/). Forsek med human sed viste derimot atnegative effekter pa
embryoutvikling forarsaket av avvik i spermiekvaliteten oppsto tidligere enn antatt. I perioden
rett etter fertilisering av egget utever sedcellen en veldig svak transkriptiv aktivitet som er
nedvendig for egen nukleolar utvikling, og det er mest sannsynlig denne aktiviteten som ogséa

pavirker embryo (38).

Et lignende eksperiment med in vitro fertilisering (IVF) av human sad viste tilsvarende

resultater. Selv i faser der det paternale genomet regnes som inaktivt, ble det funnet nedgang 1

andel embryoer av god kvalitet og ekning 1 andel embryoer av darlig kvalitet ettersom
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andelen DNA-fragmentering i spermiene ekte. Samme forsek viste negativ sammenheng

mellom gkende DNA-fragmentering og implantasjonsrate (39).

Selv om den mest negative effekten av sedens DNA-fragmentering pa fertilitet naturlig nok
kommer 1 senere stadier av embryoutviklingen, etter aktivering av det paternale genomet, er
slike funn sldende og stetter en teori om at seedens DNA integritet er av sterre betydning.
Med noen unntak er forskningen som er gjort pa dette omradet i all hovedsak innenfor

humanmedisin og ART. Relevansen av humane forsek for oksen droftes i kapittel 6.
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KAPITTEL 3: DNA-fragmentering

Betydning av intakt spermie-DNA for vellykket embryoutvikling er blitt rapportert i mange
humane forsgk, men ogsé i forsek med NRF (73). DNA-skader sees som basemodifikasjoner,
enkelt- og dobbeltrddbrudd, og krysslinkede proteiner. Skadene antas som oftest & vare
forarsaket av reaktive oksygensubstanser (ROS), spermie-kromatin pakking og apoptose (4,

21).

Infertilitet hos hannkjenn har hovedsakelig blitt vurdert ved & underseke sedvolum,
spermiekonsentrasjon, seedens morfologi og progressive motilitet (39). Selv om det er en sterk
sammenheng mellom disse parametrene og fertiliseringsevne, er det ogsé eksempler pa
spermier som er innenfor det normale nir det kommer til disse egenskapene, men som likevel
ikke er befruktningsdyktige (40). Da ma man se pa funksjonsparameterne til spermiene. Den
viktigste arsaken til nedsatt befruktningsevne hos tilsynelatende normal s@d er nettopp skade
pa genomet 1 form av DNA fragmentering (/). Brudd pd DNA-trdden kan gjore spermiene
infertile, avhengig av hvor skaden er og hvor stor prosent av genomet som er gdelagt (13).
Dermed er disse bruddene ogsa assosiert med redusert fertiliseringsrate, darligere

embryokvalitet og en gkt sjanse for embryoded (3).

Spermatogenesen hos hanndyret innebarer et stort antall replikasjoner i forhold til den
tilsvarende utviklingen av oocytten. Spermiene er dermed mer utsatt for skader pd DNA. For
at mitose, meiose og apoptose skal kunne reguleres og for at intakt, velfungerende spermier
skal kunne fertilisere egget, kreves riktig genekspresjon og beskyttelse av cellene fra de agens
som kan gi DNA fragmentering og dermed affisere fruktbarheten (4). Den genomiske
integriteten til spermiene mé altsa vere intakt for & fa en vellykket fertilisering, og DFI er en

viktig parameter for & vite noyaktig hvor god sedkvaliteten er. Per i dag undersekes ikke DFI

-30 -



Haalien, Uboe DNA-fragmentering og embryoutvikling

ved Genos seminstasjon. Arsaken til dette, samt fordeler og ulemper ved bruk av ulike

spermatologiske analysemetodene, vil diskuteres senere 1 oppgaven.

DFI SOM BIOMARKOR

Det har blitt gjort flere forsek i humanmedisin for & underseke hvilken effekt paternal
genomisk integritet har pé utviklingen av et embryo. Et okt antall studier indikerer at DFI
kunne vert en god tilleggsmarker for seedkvalitet (14, 41, 42, 43, 44). Spesielt siden det pa
humane infertilitetsklinikker har det vist seg at menn som i utgangspunktet har normal
sedkvalitet men likevel er infertile, 1 flere tilfeller har vist seg & ha en gkt DFI (/). I likhet
med andre funksjonsparametere mé genomet vare intakt for at embryoet skal kunne utvikle
seg som normalt. Dette er spesielt viktig i tidlige stadier av embryogenesen (28). En svakhet
ved bruk av DFI som biomarker er at det ikke finnes noen neyaktig grenseverdi for ndr DFI
vil gi darlig embryokvalitet. Siden mange biologiske faktorer er involvert og dette varierer
individuelt. Som illustrert i figur 5, har likevel flere analysemetoder vist at en DFI som er

hoyere enn 25-30% vil kunne ha en negativ effekt for embryoutviklingen (47).

Flere artikler vektlegger ogsa at det er kvaliteten til eggcellen som har sterst betydning for &
fi en vellykket embryoutvikling, og at spermienes méalbare egenskaper spiller en mindre rolle
(28, 45, 46). Eggcellen har ogsa til en viss grad evnen til & reparere skadet spermie- DNA slik
at embryo likevel vil kunne utvikle seg normalt (2, /2). Dersom skaden er for stor vil
fertilisering likevel vaere mulig, men blastocyst utviklingen stanses (dag 7- 9) og apoptose
induseres etter andre eller tredje celledeling (37). Generelt vil en hey DFI kunne gi unormale
blastocyster, fragmenterte kjerner og lavere delingsrate (38). Det finnes likevel ikke en
neyaktig grenseverdi for nar DFI gir ddrlig embryokvalitet. Dette diskuteres videre 1 kapittel

6.
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For 4 underseke hvordan spermienes DNA pavirket embryo kvaliteten ble det gjort et forsek
som viste at DNA med lav DFI resulterte 1 bedre kvalitet p4 embryo (12). Det ble tatt ut
oocyter fra kvinnene som var med i forsgket for & dobbeltsjekke at disse var innenfor det
normale. Sedceller ble tatt ut og DFI ble malt ved bruk av sperm chromatin dispersion testen
(SCD). Denne metoden beskrives i kapittel 5. Dag 3 etter kunstig befruktning ble
embryokvaliteten evaluert basert pd morfologisk stadium og kategorisert som A, B, C, og D,
der det beste resultatet for embryoer var A og bestod av 7 eller flere celler. Det var en hagy
overvekt av embryoer i gruppe A som hadde blitt befruktet av spermier med DFI pa under

30,7%. Konklusjonen i dette var at sedceller med hey DFI bidro til en darligere

embryoutvikling (12).
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Figur 5: Prosent DFI- grenseverdi for intra-uterin inseminering (IUI) hos mennesker. Gjengitt med tillatelse fra Elsevier
Opprinnelig fra forsok med Bungum et.al (2007). (47).

Selv om de fleste forsgkene vi fant viste en kobling mellom en hey DFI og dérlig
embryokvalitet (2, 3, 12, 37, 39, 49) er det ogsé noen som ikke har klart & finne en
sammenheng (12, 48, 50, 51, 52). Et eksempel pa dette er en undersekelse gjort av effekten til
DNA-fragmentering pa fertiliseringsraten (48). Dette forsgket viste at av en gruppe pasienter
med DFI pa over eller er lik 27% ble 9 av 19 par gravide, altsd omtrent halvparten. Til

sammenligning sa man pé en gruppe pé 22 pasienter med DFI pa under eller er lik 9%, altsa
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feerre skadete DNA trader. Her ble bare 2 av 22 par gravide. De fant altsd ingen sammenheng
mellom hay DFI og lav fertilitetsrate. I dette tilfellet viste resultatene, avbildet 1 figur 6, at
genomisk integritet ikke hadde en avgjerende betydning for resultatet. Det er likevel viktig a
merke seg at dette var par som allerede slet med 4 fa barn og at flere biologiske faktorer alltid
er involvert. Forfatterne av studien var derfor apne om at temaet mé undersegkes nermere for
man kan konkludere med noe sikkert (48). Det er ogsa andre studier som konkluderer med at
det fortsatt er en del usikkerhet knyttet til bruk av DFI som biomarker pd paternale
fertiliseringsmuligheter (1, /4, 53). Andre studier mener det kunne vart en god tilleggsmarker

(42, 44).
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SAMMENHENG MELLOM DFI OG FUNKSJONELLE SADPARAMETERE

I en norsk undersekelse fra 2006 ble funksjonsparametere som DNA integritet, mitokondrie
funksjonen, plasma membran- og akrosomintegriteten mélt hos spermier fra NRF okser (73).
Dette ble satt opp mot feltfruktbarheten etter inseminering. Det ble brukt 30 okser og 142
ejakulater. Disse ble rangert 1 tre grupper ut ifra kvalitetsnivaet av disse mélbare egenskapene.
Fruktbarheten hos kyrne ble malt som ikke-omlgpsprosenten innen 60 dager etter forste
inseminering. Resultatet av undersekelsen viste at DFI hadde en negativ kobling til
fertilitetsraten. Derimot fant de ingen direkte sammenheng mellom fertilitetsraten og

mitokondrie funksjon, plasma membran- eller akrosom integriteten (13).

Ikke-omlepsprosenten viste at det var en malbar sammenheng mellom hoy fertiliseringsrate
og ejakulater 1 gruppen med best kvalitet (gruppe 1). Denne gruppen 1a over gjennomsnittet, i
motsetning til gruppe 2 og 3 som hadde en mer gjennomsnittlig drektighetsrate. Forseket viste

at DNA skader kan pavirke feltfruktbarheten hos NRF okser og dermed drektighetsresultater

(13).

Ulike humane forsek har gitt varierende resultater nér det gjelder sammenheng mellom DNA
fragmentering og faktorer som kan vurderes i enkle spermatologiske undersokelser.
Tomlinson et.al. (2001) fant heyere insidens av DNA fragmentering i prover med lavere
sedkonsentrasjon (54), mens et forsek gjennomfert i Vietnam fant sammenheng mellom DFI
og hodemorfologi og motilitet, men ingen sammenheng med andre synlige parametere ved
seden (55.). Sivanarayana et.al. (2014) derimot fant en tydelig sammenheng mellom gkende

DNA-fragmentering og ekende avvik i konsentrasjon, motilitet og morfologi. (41).

Lignende forsek fra Khalili et.al. (2006) eller Rafighdoost et.al. (2006) viste derimot ikke like

klare negative sammenhenger og kunne ikke fastsla at bare menn med en relativt hoy andel
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DNA fragmentering hadde avvik i andre spermieparametere (56, 57). Det er omdiskutert om
funn som dette har direkte klinisk relevans for drektighetsresultatene eller ikke. Uansett vil en
viss andel DNA-skade vaere normalt og ikke pavirke drektighetsresultatet (57, 58), enten det

males som 10% eller fodt/avvent kalv.

Undersgkelsene referert ovenfor indikerer at darlige drektighetsresultater 1 felt likevel kan
kobles til seedkvalitet selv om konvensjonelle sedparametere viser normale verdier. Det er da

underliggende a tenke at skade pa DNA-et kan vere av betydning for feltfruktbarheten (2).

DNA-FRAGMENTERING OG EMBRYOUTVIKLING

De senere arene har det blitt gjort mer forskning pé sadcellens effekt p4 embryogenesen og

som arsak til embryoded og spontanaborter (1, 2, 3, 12, 21, 37, 39, 41, 59).

Ett forsek s& nermere pA DNA-fragmenterte spermier og deres evne til fertilisering av
eggcellen, samt om utviklingen av embryo ble affisert (2). Skader pdA DNA tradene ble
registrert og resultatene av undersgkelsen viste ingen signifikant forskjell mellom
fertiliseringsraten i gruppen med DNA-fragmenterte spermier og kontrollgruppen. Sedceller

med brudd pa DNA-et hadde omtrent like god fertiliseringsevne.

Samtidig ble det oppdaget store forskjeller avhengig av hvor stor DNA-skaden var. Mens
kontrollgruppen hadde 49,8 % blastocystutvikling viste resultatene en sterk nedgang ved
okende DNA-skade. Konklusjonen var at selv om DNA-fragmenterte spermier klarer &

fertilisere eggcellen, kan evnen til embryoutvikling vare sterkt nedsatt avhengig av hvor

skadet DNA-tradene var (2).
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Dette er interessant med tanke pa feltfruktbarheten og 10%. For & fi et vellykket
drektighetsresultat er det ikke nok at spermiene klarer a fertilisere eggcellen. Alle trinn 1
utviklingen av embryo ma kunne fullferes. De fleste feilene i embryogenesen skjer tidlig i

utviklingen og for drektighetsresultatet er bekreftet (59).

En studie undersekte seks dager gamle embryoer fra storfe for & evaluere resultater som folge
av inseminering med god og darlig sedkvalitet. Forskerne sa pa kvaliteten til embryoet og
sammenlignet den med kvalitativ og kvantitative data fra ejakulatet som ble brukt. Pa denne
maten fikk man et skille mellom fertiliseringssuksessen og den faktiske embryoutviklingen.
Selv om en spermie er kapabel til & fertilisere egget, er det ikke sikkert at embryoet vil utvikle
seg som normalt. Forfatterne konkluderte med at spermier av god kvalitet var positivt

assosiert med bade fertiliseringsrate og kvaliteten pa embryo (60).

Et annet forsek ble utfort av Fatehi et.al (2006) for &4 undersoke effekten av paternalt DNA pé
fertiliseringsevne og tidlig embryoutvikling (37). Hypotesen var at DNA-fragmenterte
spermier ville pavirke steg i embryogenesen, der de spesifikke genene var nedvendige for
videre utvikling. For 4 teste hypotesen brukte de forst gamma straler for & indusere DNA-
skader. Det viste seg at andre funksjoner som motilitet, mitokondrie funksjon, plasma
membran og akrosom integritet ikke ble affisert av stralingen. Derimot var det en

sammenheng mellom mengde straling og skader péa selve DNA-traden.

Disse spermiene var fullt ut kapable til & fertilisere egget. Men forskerne fant forandringer pa
dag 7 og 9 i embryoutviklingen. Blastocystraten gikk fra 28% for normale spermier, som ikke
var utsatt for straling, og ned til under 3% hos spermier med indusert DNA-fragmentering. |
embryoene skjedde det en fullstendig blokkering av utviklingen videre og man fant tegn til

apoptose og fragmenterte kjerner.
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Resultatet sammenfalt med tidligere undersekelser der DNA-skadete spermier klarer &
fertilisere egget, men uten videre utvikling av blastocysten. Isteden induseres apoptose og

man fir en embryoded (37).

ROS-SKADER OG EMBRYOUTVIKLING

De beskrevne forsegkene viser alle at brudd pd DNA-tradder kan affisere gener som trengs i
tidlig embryoutvikling (1, 2, 3, 37, 59). Avvik 1 genomisk integritet i form av enkelt-eller
dobbeltradige brudd kan som nevnt skje under spermatogenesen eller i modnings- og
lagringsprosessen, men ogsa i senere tid forarsaket for eksempel av oksidativ skade (ROS)
(10, 61). Figur 10 viser ulike faktorer som bidrar til oksidativ skade p& spermier og hvilke

konsekvenser det vil kunne ha for embryoutviklingen.

Frie radikaler har en fysiologisk rolle i normal celleregulering, men forsek pé oksesad har
vist at for store mengder ROS allikevel vil kunne indusere DNA- fragmentering. Dette vil
forirsake skade pA DNA og dermed redusert embryokvalitet (62). Spermier er spesielt utsatt
for ROS-skade fordi plasmamembranen inneholder umettede fettsyrer som skal gjore det
mulig for saedcellen a fusjonere med eggcellen, men som ogséa egker mottakeligheten for
oksidativ skade (71). Det er forsket mye pa arsaken til forskjeller mellom kvantitative niva av
frie oksygenradikaler 1 sedplasma. Blant annet kan mangel pa antioksidanter i s&edplasma fore

til at DNA-tradene lettere blir adelagt (63, 64 65).

I human medisin er det mye fokus pa ernering og livsstil. Mangel pa antioksidanter i
sedplasma kan fore til at DNA-tradene lettere blir adelagt. Det kan ogsa vere feil med den
programmerte cellededen (apoptosen), noe som gjor at cellene der raskere. Videre vil sykdom
og nedsatt immunforsvar gke niviet av disse reaktive stoffene. Infeksjoner og hoy temperatur
i testiklene péd grunn av feber gjor DNA-et svakere og mer utsatt for fragmentering (63).1

tillegg kan miljegifter pavirke seedkvaliteten ved & blant annet forstyrre normale endokrine
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funksjoner (66, 67). Ulike miljegifter kan ogsa selv indusere ROS og videre skade pa

sadceller (68).

Det er usikkert hvor stor betydning ROS-indusert DNA-skade har for feltfruktbarheten hos
storfe. I motsetning til mennesker som kan ha bade livsstil- og kostholdsproblemer, er slike
forhold mye mer kontrollert hos de selekterte avlsoksene pa seminstasjonen. Avlsoksene blir
heller ikke s& gamle og dermed er det langt faerre faktorer som kan indusere ROS-skader.
Likevel er det mange biologiske likheter mellom ulike pattedyrs spermier som skulle kunne
tilsi at oksidativ skade som forarsaker DNA-fragmentering ogséd kan edelegge for

fertiliseringsprosessen og utviklingen av et embryo hos storfe (47).
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Figur 7: Bildet viser ulike faktorer som bidrar til oksidativ skade pd spermier og hvilke konsekvenser det vil kunne ha for
embryoutviklingen. Gjengitt med tillatelse fra Elsevier (69)
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KAPITTEL 4: Analysemetoder brukt pa seminstasjonen

ENKLE OG SUBJEKTIVE ANALYSEMETODER

I en eldre studie blant kjettfe ble det pavist en 5% ekning i drektighet hos kyr der det ble brukt
okser som hadde blitt evaluert med tanke pa fertilitet i forkant av bedekning. Dette
sammenlignet med de som ikke blir evaluert i det hele tatt (70). Flere faktorer ble undersekt i
denne studien, men spesiell vekt ble lagt pa effekten av hoy andel spermier med

normalmorfologi.

Det er i tillegg vist at den ekonomiske gevinsten av & gjennomfere BBSE (Bull breeding
soundness evaluations) for & kunne eliminere bruk av infertile okser er stor. Disse
evalueringene inkluderer faktorer som bedekningsevne og omkrets av skrotum, men det blir

lagt storst vekt pa analyse av ejakulatet (75).

P4 bakgrunn av slike studier anses aktiv bruk av spermatologisk undersegkelse 1 avlsarbeidet
som nedvendig for & oppna en hey fruktbarhetsrate. Geno bruker ved sine oksestasjoner dyr
som er valgt ut ved genomisk seleksjon, hovedsaklig basert pa egenskaper hos hunndyrene
som er enskelig i kjott- og melkeproduksjon.. Deretter blir seeden kontrollert ved hjelp av
enkel makroskopisk og mikroskopisk sedundersokelse bade ved selektering av avlsokser og
ved hvert uttak (22). 1 folge driftsleder pa avslstasjon Store Ree, Simon Reisvaag, brukes en
noe mer standardisert analysemetode, CASA, til analyse av kjennseparert seed (REDX)™.

Denne metoden skal ogsa snart innferes for & undersoke vanlig saed hos Geno.

De faktorer som vurderes 1 enkle s&edundersgkelser og som antas & ha betydning for
befruktning hos kua blir definert og utdypet her. Normalverdiene som er anslétt er tatt fra

utenlandske studier og ikke direkte fra forsek pd NRF-ku.
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Volum: Volumet pé ejakulatet gir ikke nedvendigvis en indikasjon pa sedkonsentrasjonen,
men avvik fra normalvolumet kan tyde pa avvik hos oksen relatert til helse, hydreringsgrad,
kroppstemperatur, og lignende. I tillegg inneholder s&dplasma en rekke stoffer fra
aksessoriske kjonnskjertler som bidrar til transport og ern@ring av sadcellene slik at
reduksjon 1 totalvolumet kan indikere suboptimale forhold og dermed nedsatt

befruktningsevne hos oksen. Normalt volum er ca. 4 ml, men kan variere fra 2-10mL.

Farge: Fargen vurderes som en indikasjon pa konsentrasjon, generell helse hos dyret samt at
det kan gi indikasjon pa eventuell forurensning. Fargen ber vere en lys gul-hvit farge. Fargen
kan variere noe siden det er mange fargestoffer i foret til dyret, uten at dette pavirker
fruktbarheten. Blod- og urintilblanding vil vaere synlig makroskopisk og er indikasjon for &

mistenke patologiske tilstander i kjennsorganer.

Konsistens: En vurdering av provens konsistens ber noteres. En veldig vandig konsistens kan
indikere lav konsentrasjon av s@dceller, mens puss 1 seden kan fore til at proven skiller seg
(16). Disse karakteristikkene ma etterpraves ved generell helsekontroll hos dyret eller ved

videre spermatologisk undersekelse, men er uansett nyttige observasjoner.

Masseaktivitet: Graderes pé en skala fra 1-3. Her er det vanskelig & skille pa progressiv
motilitet og passiv bevegelse hos dede/defekte saedceller eller tilfeldig vandring av cellene 1

sitt medium (brownske bevegelser), men bidrar til det generelle inntrykket.

Konsentrasjon: En hgy konsentrasjon av fertile saedceller gir gkt sjanse for befruktning hos
kua og er spesielt viktig nir det tas saeeduttak for Al som skal fortynnes kraftig. Normalt kan
konsentrasjonen av spermier variere mellom 600-2800x10%/ml, men i folge Reisvaag

godkjennes tetthet pa over 390x10°/ml. Viktigheten av konsentrasjon for seedkvalitet er dog

noe nedgradert i forhold til parametere som motilitet og morfologi (15).
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Motilitet: En kraftig fremadgdende bevegelse er hoyst nedvendig for at seed ved naturlig
bedekning skal kunne ta seg frem gjennom den foldede livmorhalsen hos kua og na frem til
fertilisasjonssted i egglederen. Dermed anses progressiv motilitet som et av de viktigste
parameterne ved saedanalyse for prediksjon av fruktbarhet. Det tillates noe lavere
motilitetsprosent hos okse enn for eksempel hos vear, men den ber vare over 70% (16). Etter
frysing tillates en nedgang til 50% hos Geno. Her graderes ogsé motilitet pa en skala fra 1-5,

og mé ligge pd 3 eller hayere for & godkjennes, ogsé etter frysing.

Morfologi: Tilstrekkelig nivd av normale spermier er en viktig parameter for fruktbarheten.
De ulike morfologiske avvikene som er utdypet tidligere i oppgaven gir ulik effekt pa
fertiliteten og utelukker ikke nedvendigvis befruktning, men man ensker generelt at alle
seddoser skal ha mer enn 75% normale spermier (/5). Ved Store Ree er kravende enda
strengere og man krever at ejakulatet bestar av faerre enn 10% defekte celler per kategori
(primzre og sekundere defekter), og under 17% defekte celler totalt. Dette gjelder ogsa etter

frysing, og skal bekreftes ved en etterkontroll.

ENKEL SPERMATOLOGISK UNDERSOKELSE: DIREKTEMIKROSKOPI

OG FOTOMETER

En enkel spermatologisk underseokelse ved hjelp av direktemikroskopi og spektrofotometri er
en tids- og kostnadseffektiv metode for & vurdere sedkvalitet. Det er pakrevet med et
mikroskop med varmeplate for 4 holde objektglassvarme (37°C), samt fasekontrast og
forsterrelse pa minst 400. I tillegg kreves et fotometer og fysiologisk saltvann til fortynning

av seden.
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Innledningsvis gjeres en makroskopisk vurdering av s&dprevens volum, farge, konsistens og
masseaktivitet. Avvik 1 prevens konsistens og homogenitet kan kobles til nedsatt kvalitet eller

sykdom hos dyret.

For & vurdere konsentrasjon fortynnes en liten andel av uttaket med fysiologisk saltvann og
analyseres 1 fotospektrometer. S lenge preven er homogen, ber dette gi en kvantifiserbar
sammenheng med sadkonsentrasjonen hos dyret og ut ifra dette vil man ogsa kunne regne ut

totalt antall spermier 1 proven. Masseaktivitet ber ogsa graderes mikroskopisk.

For & vurdere et av de viktigste kriteriene hos saeden nemlig progressiv motilitet, brukes en
fortynnet prove til & estimere en prosentandel av proven med progressiv bevegelse. Pa grunn
av hoy konsentrasjon av spermier 1 oksesad anbefaler noen kilder si hoyt som 100:1 ratio
fortynning med oppvarmet fysiologisk saltvann (37°C) for dette trinnet (/6). Det er her viktig
at den progressive motiliteten vurderes, og ikke kun bevegelse. Defekte spermier kan bevege
seg bakover, 1 ring eller svinge fra side til side uten at dette gir den effektive fremadgdende

bevegelsen som bidrar til befruktning.

Det er ogsa mulig & vurdere ratio av levende:ded spermier ved hjelp av en eosin-fargemetode,
men fargemetoden 1 seg selv kan gi okt cellededelighet og estimering av ratio med det blotte

oye har vist seg a vere lite repeterbart i laboratorieforsek og dermed mindre hensiktsmessig

(16).

Morfologien til seedcellene kan vurderes enten med farget eller ufarget prove. Ulike
fargemetoder og mikroskop innstillinger kan fremheve ulike typer defekter, men ved hjelp av
et enkelt fasekontrastmikroskop kan man ogsé gjere en relativt god vurdering av et ufarget
utstryk. Man ber vurdere et stort antall celler fra utstryket, og bade antall og type defekt ber

noteres og klassifiseres.
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FEILKILDER VED ENKEL SPERMATOLOGISK UNDERSOKELSE SOM

KAN HA BETYDNING FOR FELTBRUKTBARHET

P& grunn av spermienes folsomhet for temperatur er handtering av sedprever rett etter uttak
antagelig en av de storste feilkildene ved spermatologisk undersgkelse som har direkte
betydning for feltfruktbarheten. Temperaturen pa uttaket ma holdes mellom 30° og 37°C for &
kunne vurdere motilitet pa en god mate (16). Seedprovene ber i tillegg analyseres sé fort som
mulig bade av hensyn til motilitet og morfologi. Degenerasjon og skade av spermiecellene
kan forekomme, og gi et misvisende inntrykk av sedens morfologi og dermed kvalitet. I
laboratorieforsgk er denne feilkilden noe redusert, men i felt er det en viss sannsynlighet for at
forholdene forer til kraftig nedkjeling av saeden for den analyseres. I slike tilfeller anbefales

det derfor a holde proven tett inntil kroppen frem til analyse.

En annen viktig feilkilde ved bruk av standard mikroskopisk undersegkelse er den subjektive
vurderingen. Gradering av cellenes bevegelighet og progresjon er basert pa enkeltindividets
erfaring og det tilfeldige utvalget som viser seg 1 mikroskopet. Estimering av prosentandeler
med det blotte ayet av for eksempel levende: ded ratio er ofte lite repeterbart (76). Ogsé 1
human kontekst er det problematisert at vanlige spermatologiske undersgkelsesmetoder er lite

standardiserte og dermed vanskelig & repetere og sammenligne (71).

Det er ogsé viktig at prevene blandes godt, men samtidig forsiktig siden preven har en

tendens til 4 skille seg og dermed ikke vil vere representativ.

I tillegg tar ikke spermatologisk undersekelse hoyde for dyrets evne til 4 bedekke. Ved
naturlig bedekning er dyrets fysiske helse, libido, vekt samt miljoet viktige faktorer for

drektighetsresultat. Ogsé i tilfeller der oksen kun brukes til Al er man avhengig av

-43 -



Haalien, Uboe DNA-fragmentering og embryoutvikling

temperament, god libido og evne til jevnlig ejakulasjon. Det er viktig at man ikke glemmer

fysisk undersegkelse og vurdering av dyret selv om spermatologisk undersekelse er viktigst.
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KAPITTEL 5: Avanserte analysemetoder

I forskning brukes ulike avanserte spermatologiske undersgkelser. Flere malbare feil som
DNA-fragmentering hos spermiene, kan ikke avdekkes i en enkel spermatologisk
undersekelse. For 4 kunne jobbe med mest mulig standardiserte metoder har man i stor grad
gétt bort 1 fra bruk av enkel spermatologisk undersekelse i forskningssammenheng (72). De
folgende analysemetodene kan brukes til & se pad sammenhengen mellom funksjonelle
egenskaper ved saeden, som DFI og sannsynligheten for fertilisering, embryoutvikling og et
positivt drektighetsresultat Da det 1 dag kun brukes enkle spermatologiske undersekelse pd
avlsstasjonendreftes det 1 kapitlene nedenfor den vitenskapelige egnetheten og den

eventuelle praktiske bruken av disse mer avanserte metodene i det norske avlsarbeidet (73).
CASA

Computer-assisted sperm analysis (CASA) er et program som baserer seg pa enkel
spermatologisk analyse, men som gir en mer objektiv vurdering av standard sedparametere
som morfologi, motilitet og progressivitet (6, 7). CASA kan ogsé brukes til 4 méle
kinematiske bevegelser av spermiene (74). Det er en klar ssmmenheng mellom disse
egenskapene og sedcellenes befruktningsevne (73). Derfor er en standard spermatologisk
undersekelse grunnlaget for a kunne kvalitetssikre sedkvaliteten og dermed si noe om
spermienes evne til vellykket fertilisering, embryoutvikling og dermed et vellykket
drektighetsresultat (6). Bortsett fra en noe mer standardisert avlesning enn enkel
sedundersokelse gir ikke en standard CASA undersekelse noen tilleggsinformasjon om andre
funksjonsparametere. Som tidligere nevnt 1 oppgaven brukes CASA kun til analyse av

kjennseparert saed hos Geno, men planen er & innfore bruk av CASA pa alle typer sad.
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FLOW CYTOMETRI

En noe mer komplisert metode som brukes for a studere seedens funksjonsparametere er flow
cytometri. Analysen baserer seg pd laserbelysning av hver enkelt celle 1 en vaskestrom.
Resultatene viser i hvor stor grad cellene boyes av lyset i en bestemt belgelengde og gir
informasjon om andre funksjonelle egenskaper hos sa&dcellen som det ikke ville vaert mulig &
oppdage ved hjelp av en enkel spermatologisk analyse (14, 75). Ved a tilsette fluorescens
farge kan det males flere markerer samtidig, inkludert funksjonsparametere som DNA
fragmentering, plasma membran integriteten og mitokondriefunksjonen. Alle disse
sedkvalitetene ma vare funksjonelt intakte for & fa en vellykket befruktning av eggcellen og
en normal embryoutvikling (5). Dermed kan flow cytometri gi mer informasjon enn en
standard spermatologisk undersegkelse. Kvantifisering av funksjonelle saeedkvaliteter som DFI
er ikke en del av en standard seedundersgkelse, verken pa fertilitetsklinikker eller pa
avlsstasjoner, men har blitt brukt hos menn som tilsynelatende har normale saedkvaliteter 1

form av morfologi og progressiv motilitet, men som likevel er infertile (7/).

Flow cytometriske analysemetoder gir mer informasjon om paternalt DNA og andre
funksjoner som ma vare intakte for a fa en vellykket fertilisering. Det gir standardiserte
resultater ved gjentatte forsek og har en hey validitet (47). Dermed er det en god indikator pa
s@dcellens befruktningsevne og det diskuteres om DFI kunne blitt brukt som en

tilleggsmarker for & sikre en enda bedre vurdering av saedkvalitet (14).
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FLOW CYTOMETRI: SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY (SCSA)

Sperm chromatin structure assay (SCSA) er en rask flow cytometri test som undersoker
spermie DNA-integriteten (47). Analysen tar omtrent 10 minutter og 5000 individuelle
spermier blir undersekt. Forst ser man p4 tilbayeligheten spermie DNA-et har til syreindusert
denaturering. Deretter tilsettes fargen acridin orange som fester seg til omrader der DNA-et er
adelagt, som illustrert 1 Figur 8. Resultatet er to uavhengige indikatorer: DNA
fragmenteringsindeks (DFI) og DNA fargeopptak (HDS) (76). Ifelge SCSA-testen har

s@dceller med en DFI pa over 25% dérligere fertilitetsresultater (47).

SCSA-testen er sensitive, men den har en lav spesifisitet. Arsaken er at det er s& mange andre
biologiske variabler som ogsa pavirker fertiliseringsrate og evne til & opprettholde
drektigheten. Det er dermed usikkerhet rundt hvorvidt testene og biomarkeren DFI er

prediktive nok til a brukes som en marker for fertilitetsresultater (72).

100

SCSA® - Acridine
Orange Stained DNA

Native DNA Stainability
(green fluorescence)
Al L/ﬂ’ s

ATy

Y

Fragmented DNA (red fluorescence)

Figur 8: SCSA: Fragmentert DNA farges med acridinin orange. Gjengitt med tillatelse fra Elsevier (47).
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DNA-FRAGMENTERINGSTESTER: TUNEL, COMET, SCD

Det finnes flere andre metoder som ogsa kvantifiserer DNA-fragmenterings indeksen.

TUNEL- testen méler DFI indirekte ved & se pé kjernenes spredning etter denaturering, altsd
antall apoptotiske celler med edelagt DNA (/). Siden testen gjores via lysmikroskopi er det en
mindre palitelig test enn SCSA. Figur 9 viser et eksempel pé at en sadcelle kan ha normal
morfologi, men likevel ha brudd pd DNA- trdden, noe som kan oppdages ved hjelp av blant
annet TUNEL- testen (3). Siden denne analysemetoden gjores via lysmikroskopi er det en

mindre palitelig test enn SCSA.

-
[
»-

Figur 9: Bildet viser at en human scedcelle kan ha normal morfologi og likevel ha fragmentert DNA. a) Normal spermie med
DNA fragmentering; b) normal spermie uten DNA- fragmentering; c) morfologisk unormal spermie med DNA fragmentering
og d) morfologisk unormal spermie uten DNA- fragmentering Venstre bilde: fase kontrast. Hoyre bilde: TUNEL fluorescens.
Gjengitt med tillatelse fra Elsevier (3).

COMET- testen kvantifiserer fragmenterte DNA-trader ved hjelp av en gel elektroforese. Her
viser resultatene at edelagte DNA-trader beveger seg raskere fordi sterrelsen er mindre enn

hos ikke- fragmentert DNA (77).
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SCD- testen maler kjernenes spredning etter denaturering og pé denne maten méales DFI

indirekte (7).

COMET og SCD er noe nyere tester enn TUNEL men maler bare 50-200 spermier i hver
prave (1). De fleste forsgk konkluderer med at SCSA har den mest standardiserte protokollen,
med tanke pa 4 kunne sette en bestemt grenseverdi for DFI (78). Det er likevel diskutert hvor
stor prediktiv verdi en slik grense har, siden det er s& mange andre biologiske faktorer

involvert i fertiliseringsprosessen og 1 tidlig embryoutvikling (40).
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KAPITTEL 6: Diskusjon

PRAKTISK BRUK AV DFI I AVLSARBEIDET

Det brukes 1 dag kun standard analysemetoder 1 avlsarbeidet for & kvalitetssikre seden som
skal brukes til inseminasjon (73). Man vet at det er en sammenheng mellom generelle
s@dparametere som spermiekonsentrasjonen, normal morfologi og progressiv motilitet, og

spermienes befruktningsevne og derfor er dette en relativt trygg metode (6, 47 54, 55 73).

En forskningsartikkel skrevet av Ericsson et.al. (1993) omhandler nettopp sammenhengen
mellom spermiekvaliteter undersekt ved hjelp av flow cytometri, og ikke-omlops prosenten
(I0%). Dette ble undersgkt ved hjelp av praver fra 8 okser (79). Forskerne undersokte
mitokondriefunksjon, cellemembranintegriteten og akrosomintegriteten ved hjelp av ulike
fargestoffer og enkle mikroskopiske metoder. I tillegg ble klassiske sedparametere som
motilitet, morfologi og tilstedevarelse av cytoplasmadriper inkludert. Det ble funnet positiv
sammenheng mellom resultatene fra en standard spermatologisk undersegkelse og flow
cytometri tester, nar det kommer til den faktiske kvaliteten pa saeden (79). Slike forsek forer
til at avlstasjoner kanskje vurderer DFI som en unedvendig tilleggsmarker, og at en standard

spermatologisk analyse er godt nok.

De fleste forsegk viser at standard spermatologisk undersgkelse er det mest praktiske verktaoyet
vi har for & kunne forutsi saedcellenes kvalitet og dermed fertiliseringsevne, men ikke alle feil
blir avdekket ved bruk av denne metoden (73). Egenskaper som angir plasmamembran og
akrosomintegriteten, ROS skader og DNA-fragmentering blir per i dag ikke kvantifisert (35).
Dette er funksjonsparametere som ma vare intakte for at sedcellen skal klare & fertilisere

egget og at embryo skal kunne utvikle seg normalt (3).

-50 -



Haalien, Uboe DNA-fragmentering og embryoutvikling

Mer avanserte tester som SCSA, COMET, SCD eller TUNEL kan brukes for a kvantifisere
slike malbare egenskaper hos s@dcellene og dermed gi et enda bedre bilde av den faktiske
sedkvaliteten. Metodene kan likevel ikke alene si noe om fertiliseringsevne og
drektighetsresultater (7). Disse tilleggsparameterne er per i dag ikke en del av Geno sin
kvalitetssjekk av seden som skal brukes til kunstig inseminering, og enkel spermatologisk
underseokelse er fortsatt det viktigste grunnlaget for & kunne predikere saedcellens

fertiliseringsevne og muligheter for et positivt drektighetsresultat (6, 47, 73).

Det finnes ikke noen eksakt grenseverdi for nar DFI gir en darligere embryokvalitet og
resulterer 1 embryoded, manglende fodt kalv, eller lav [0%. Dermed kan man ikke bruke
biomarkeren alene for 4 predikere fertilitet eller infertilitet (58). I tillegg gir de forskjellige
DNA-fragmenteringstestene noe ulikt resultat med tanke pa a sette en DFI-grenseverdi (40).
Ulike forsek har ogsé gitt forskjellige resultater nir det gjelder & finne en kvantifiserbar
grenseverdi, selv om mange analysemetodene har vist at dersom DFI er hayere enn 25-30%,
vil det kunne ha negativ effekt pa drektighetsresultatet (47). Da det finnes mange andre
biologiske faktorer involvert, bdde nér det kommer til fertiliseringsrate og
drektighetsresultater, kan ikke DFI alene gi en god nok prediktiv verdi for feltfruktbarheten,

men kunne fungert godt som en tilleggsmarker (7).

Det vil det kreves et mye storre forskningsgrunnlag, og jevnlig bruk av disse avanserte
metodene, for & kunne vurdere i hvilken grad DFI egentlig kan ansla at et ejakulat er infertilt

eller fertilt.

Dersom det ble lagt ressurser i slik forskning mener vi at bruk av disse hjelpemidlene kunne
gi mer neyaktig vurdering av sedkvaliteten ved avlsstasjoner, effektivisering av arbeidet med

okseseleksjon, og til slutt en hayere [0%.

-51 -



Haalien, Ubge DNA-fragmentering og embryoutvikling

RELEVANS AV HUMANFORSKNING FOR FORHOLD HOS STORFE

Hovedtyngden av forskningsartikler baserer seg pa resultater fra humane infertilitetsklinikker.
Ikke bare er dette en helt annen art, men de tar stort sett for seg par som allerede sliter med a
fa barn av ulike grunner (48). Dette i motsetning til okser pa avlsstasjoner som er genomisk

selektert for & produsere avkom med gode egenskaper.

En av hovedérsakene til at DNA-et blir adelagt er ROS-skader. Arsaker til oksidativ skade er

blant annet mangel pé antioksidanter i sedplasma pa bakgrunn av et darlig kosthold, hey alder
og sykdom (67). Hvorvidt dette i1 praksis affiserer okser er noe omdiskutert nettopp fordi disse
dyrene er avlet frem pa bakgrunn av gode kvaliteter som fruktbarhet, samt lever korte liv med

mer kontrollert kosthold og milje.

Det er blitt forsket mindre pa hvilken kvantifiserbar betydning DNA-fragmentering har for
dyr. Men pa bakgrunn av de mange biologiske likheter mellom pattedyr spermier vil mest
sannsynlig flere av studiene vaere sammenlignbare. For praktisk bruk i avlsarbeidet er
konklusjonen at en hey DFI hos en okse vil fore til darligere embryokvalitet uansett
skadedrsak (13). Men det er av stor interesse a forske videre pa drsakene til DNA-skader og
omfanget av effekten av ROS og andre skadelige agens spesifikt for spermieviabiliten til

oksen (62).

KOST/NYTTE

Valgene rundt sedundersekelse i praktisk avlsarbeid styres som alt annet i stor grad ved
vurdering av kost vs. nytte (7). Den vitenskapelige fordelen av & bruke biologiske
tilleggsmarkerer som DNA-fragmenteringstester ma vurderes med hensyn til gkonomi. Hoye
innkjepskostnader, vedlikehold, daglig drift, og krav om spisskompetanse hos ansatte, vil

vaere meget kostbart (72). Geno jobber hele tiden for a finne nye og bedre méter &
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kvalitetssikre sitt produkt, men samtidig er det dyrt & drive forskning i Norge og det ma

naturlig nok foreligge en skonomisk gevinst 1 valg av metoder.

Selv om man har konkludert med at det finnes en viss kobling mellom DFI og embryokvalitet,
er det fortsatt noe usikkerhet knyttet til Avor stor betydning genomisk integritet har for
fertilitetsraten til okser og dermed i hvilken grad omlepsprosenten ute 1 felt kan kobles tilbake
til nettopp s@dkvaliteten. Det er tross alt andre faktorer som i stor grad pévirker fertilitetsraten
og drektighetsresultatet, som det a ta ut riktig brunst, inseminasjonsteknikk, drift, samt god
helse og dyrevelferd. I tillegg viser blant annet Geno allerede til gode resultater med dagens

metoder for vurdering av sad.

Blant annet er det ikke gjort nok undersekelser som baserer seg pd ROS-skade hos norske
avlsokser og dermed hvor stor prosentandel DFI det faktisk er i avlsoksenes sa&d (62). Selv
om forskning tilsier at ROS gjor skade péd seedens DNA, viser ogsé flere forsek manglende
konklusjoner rundt omfang og betydning (80). Blant annet er det usikkert 1 hvilken grad ROS
nivaer kan reduseres uten & affisere normal fysiologisk reproduktiv funksjon (80, 81). Dersom
s@dcellene pa generell basis befinner seg under de diskuterte grenseverdiene for DFI, vil ikke
embryogenesen vare affisert. Derfor er det heller ikke per i dag ekonomisk gunstig & bruke

tilleggsundersokelser som flow cytometri i avlsarbeidet.

Allikevel foreslér Harstine et.al. (2018) at ved ekt bruk av den nye teknologien vil
kunnskapen innenfor hanndyrets fertilitet oke drastisk i lopet av de neste drene, og verdien av

dette 1 praktisk avlsarbeid kan vere stor (72).
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KONKLUSJON

Vi konkluderer at DNA-fragmentering i spermiene gir redusert embryokvalitet og en dermed
en lavere drektighetsrate. Det er likevel uklart hvilken kvantifiserbar betydning DNA -
fragmentering har for feltfruktbarheten og dermed i hvilken grad omlepsprosenten ute i felt

kan kobles tilbake til seedkvaliteten alene.

Forskjellige forsek og ulike DNA- fragmenteringstestene har ikke klart & finne en neyaktig
DFI grenseverdi som kan fastsla nar paternal fertilitet vil ha betydning for embryoutvikling. |
tillegg er det meste av forskningen knyttet til DNA-fragmentering gjort pd mennesker, og det

er derfor usikkerhet knyttet til hvor relevant denne forskningen er for avlsokser.

Siden det er s& mange andre biologiske faktorer involvert, som fruktbarheten hos kyrne og
menneskelige feil, er det ikke nok grunnlag for & anbefale bruk av DNA - fragmenteringstester
pa avlsstasjonen. Sett opp mot kostnad er dermed en standard spermatologisk undersgkelse

fortsatt det mest effektive grunnlaget for 4 kunne si noe om sadcellenes fertiliseringsevne.

Med et storre forskningsgrunnlag kan analysemetoder som gir kvantifisering av DNA-
fragmenter i seed bli en viktig del av spermatologisk undersekelse som kan gi effektivisert

avlsarbeid og forbedret feltbruktbarhet i fremtiden.
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