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Sammanfattning

Hos hundrasen berner sennen har rasklubben de senaste aren observerat en 6kning av fruktsamhets-
relaterade problem, sdsom att tikar inte blir draktiga, minskat antal valpar i kullarna och forloss-
ningsproblem. Dréktighetsprocenten hos berner sennen ligger idag 10-20 % lagre &n hos andra raser.
Denna problematik kan pa sikt leda till en for snav avelsbas, som &r potentiellt skadligt for rasen
med hansyn till 6kad risk att utveckla andra genetiska sjukdomar och defekter som férekommer i en
hundras pa grund av minskad genetisk variation.

Syftet med denna studie var darfér att undersdka mojliga arftliga faktorer till fruktsamhets-
problematik hos hanhundar med malsattningen att finna en gemensam namnare i stamtavlorna hos
de undersokta hundarna och potentiellt finna en mutation i nagon del av genomet som gar att koppla
till den nedsatta fruktsamheten.

Blod- och spermaprover samlades in fran 65 friska berner sennenhanar och ett blodprov fran en tik.
Spermaproverna analyserades sedan med avseende pa totalantal spermier, motilitet och morfologi.
Normalvariationen av spermiesvansdefekter hos friska hundar &r <20 %. Grundat pa detta
identifierades en avvikande fenotyp i form av okad andel (>20 %) svansdefekter &n den som
vanligtvis forekommer hos en frisk hund. Baserat pa denna fenotyp undersoktes samtliga hundars
harkomst i minst &tta generationer for att forsoka lokalisera en gemensam namnare hos individerna
med fenotypen. Detta gjordes ur flera hanseenden; utifran olika gemensamma anfader, geografiska
fodelseplatser och inavelsgrad. Resultatet visade en 6kad andel svansdefekter hos individer med fler
svenskregistrerade mor- & farforaldrar jamfort med hundar med inga eller fa svenskregistrerade
mor- & farforaldrar. Detta tyder pa bade en rasbunden och en populationsbunden problematik vilket
talar for att defekten har arftliga riskfaktorer.

PCR-analys foljt av Sanger-sekvensering utfordes pa éatta av individerna for att undersoka
allelfrekvensen vid positionen av tva sedan tidigare kinda mutationer; en mutation i genen DNAH1,
som har setts hos ménniska kopplat till den icke-syndromiska spermiedefekten Multiple Morpho-
logical Abnormalities of the sperm Flagella (MMAF), som leder till infertilitet hos mén, samt en
mutation i genen SFXN5 som ospecifikt har lankats till spermiemorfologi i den turkiska hundrasen
aksaray malaklisi. For DNAH1 genen var resultaten inte bedémningsbara pa grund av fel i PCR-
processen. For SFXN5 genen pavisades ingen genetisk variation mellan individerna vilket talar for
att genen inte &r lankad till den studerade fenotypen.

Ytterligare forskning i &mnet behdvs for utdkad kunskap om fertilitetsproblem i berner sennen-
populationen i vérlden.

Nyckelord: Berner sennen, fruktsamhet, spermakvalitet, spermiemorfologi, nedarvning, genetiska
defekter



Abstract

The Swedish breed association for Bernese mountain dogs has observed an increase in fertility-
related problems such as low pregnancy rates, reduced litter sizes and an increased number of
dystocia during the recent years. The pregnancy rate of the Bernese mountain dog is currently 10—
20% lower than in other breeds. This problem can eventually lead to a reduction of potential dames
and sires used for breeding and a narrowed genetic basis, harmful to the breed when considering
increased risk to develop other potential genetic diseases and defects.

The purpose of this study was therefore to investigate possible hereditary factors for fertility
problems from the male perspective with the aim of finding a common denominator in the pedigrees
of the examined dogs and potentially finding a mutation in some part of the genome that can be
linked to the reduced fertility.

Blood and semen samples were collected from 65 healthy Bernese mountain dog males and blood
from one female, all registered in Sweden. The semen samples were analysed for total number of
sperm, motility and morphology. Healthy dogs normally have <20% sperm tail defects. Based on
this, a phenotype was identified in the form of an increased proportion (>20%) of tail defects
compared to what usually occurs in a healthy dog. Based on this phenotype, the descent of all dogs
was examined in pedigrees for at least eight generations in an attempt to locate a common hereditary
denominator in the individuals with the phenotype. This was done using several parameters; based
on different common ancestors, geographical places of birth and level of inbreeding.

The results showed an increased proportion of tail defects in the individuals with more Swedish-
registered grandparents compared with dogs with no or few Swedish-registered grandparents. This
indicates both a breed-related and a population-related problem, which suggests that the defect is
hereditary.

PCR analysis followed by Sanger Sequencing was performed in eight of the individuals to examine
the allele frequency at the position of two previously known mutations leading to sperm tail defects;
one mutation in the DNAH1 gene, which has been seen in humans linked to the non-syndromic
sperm defect Multiple Morphological Abnormalities of the sperm Flagella (MMAF) leading to
infertility in men, and one mutation in the SFXN5 gene which has been linked to sperm morphology
in the Turkish dog breed Aksaray malaklisi. For the DNAH1 gene, the results were inconclusive due
to errors in the PCR process. For the SFXN5 gene, no genetic variation was detected between the
individuals, which indicates that the gene is not linked to the studied phenotype.

Further research is needed to investigate the fertility problems in the Bernese mountain dog
worldwide.

Keywords: Bernese mountain dog, fertility, semen quality, sperm morphology, heritability, genetic
defects
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1. Inledning

Draktighetsprocenten hos berner sennen i Sverige var mellan ar 2011 och 2015, 65
% baserat pa statistik 6ver inrapporterade kullar och parade tikar som inte blivit
dréktiga till rasklubben (Svenska Sennenhundklubbens avelsrad 2018). Det &r 10-
15 % lagre an hos andra hundraser. Draktighetsprocenten har sedan dess gatt ner
ytterligare och var fran 2016 till och med 2018, 60 % (Svenska Sennenhund-
klubbens avelsrad 2019). Reproduktionsproblematiken hos berner sennen tros bero
pa flera faktorer da inte bara draktighetsprocenten minskar utan det dven har setts
en minskning av kullstorlekarna samt en 6kning av forlossningsproblem och
livmoderinflammationer (Svenska Sennenhundklubbens avelsrad 2018). Detta gor
att avelsbasen pa sikt ytterligare kan minska vilket innebar att sjukdomar med
genetisk harkomst som finns i rasen kan bli annu svarare att begréansa.

God spermakvalitet definieras som tillrackligt antal morfologiskt normala spermier
med god motilitet (Linde-Forsberg & Forsberg 1989). England et al. (2010)
klassificerade arftligheten for spermiemotilitet hos hund som mattlig. Sedan dess
visar tillganglig litteratur att véldigt lite forskning har gjorts avseende arftligheten
for nedsatt fertilitet hos hund, speciellt fertiliteten hos hanarna och deras sperma-
kvalitet.

Hos manniska drabbas 15 % av alla par av infertilitet och manlig infertilitet ar en
bidragande faktor i 30—40 % av fallen och ensam faktor i 20 % av fallen (Thonneau
etal. 1991; Sharlip et al. 2002; Cassatella et al. 2013; Tamrakar & Bastakoti 2019).
Hur stor den hanliga faktorn &r vid fertilitetsproblematik hos hund &r &nnu okaént.

Syftet med denna studie var att undersoka om det finns en genetisk bakgrund till
nedsatt fruktsamhet hos berner sennnenhanar genom att:

1) med hjalp av stamtavlor fran Svenska Kennelklubben undersoka om det
finns en gemensam ndmnare i stamtavlorna mellan de hanar som provtagits
inom ramen for studien.

2) med en sa kallad kandidatgenapproach undersoka om det finns mutationer i
nagon av tva utvalda delar av genomet som gar att koppla till den nedsatta
fruktsamheten.



2. Litteraturoversikt

2.1. Mutationer

Genetisk variation ar grunden till evolution och biologisk mangfald (Griffiths
2012). Det dr en viktig process som gor att en individ i en art potentiellt kan klara
sig battre an en annan. De tva huvudsakliga grupperna av genetiska variationer ar
mutationer och rekombinationer, dar mutationer andrar innehallet i DNA-strangen
medan rekombinationer ar utbyte eller sammanfogning av hela eller delar av
genomet.

Mutationer ar speciellt intressanta nar man tittar pa genetisk variation ur ett evolu-
tionart perspektiv eller vid selektion (avel) eftersom de producerar utgangspunkten
for evolutionéra innovationer (Nicholas 2009; Griffiths 2012). I grund och botten
sa uppkommer mutationer i huvudsak pa grund av misstag av enzymet DNA-
polymeras som uppkommit nar DNA replikeras. Oftast korrigeras dessa misstag av
cellens egna DNA-reparationsenzymer sa att de inte far ndgon negativ paverkan pa
cellen, men en viss grad av mutationer maste tillatas av cellen for att den skall kunna
anpassa sig. Ibland kan det ske misstag i replikationen som leder till DNA-
forandringar i atminstone en celldelning, ibland i flera. Om mutationen sker i en
konscell sa kan mutationen foras vidare till avkomman. Mutationer kan vara av
olika typer, fran utbytet av en enda bas till férsvinnandet av en del av eller en hel
kromosom. Bland dessa ar punktmutationer vanligast. Punktmutationer refererar
till modifieringen av ett baspar eller ett litet antal angransande baspar och brukar
delas in i tvd huvudgrupper; bassubstitution och basdeletion/-insertion. Vid
substitution byts ett baspar ut mot ett annat, t.ex. GGTAGA blir GGTAGC. Om
substitutionen sker i ett proteinkodande exon kan substitutionen leda till ett amino-
syreutbyte, detta kallas da for en missensmutation. Det kan ocksa vara sa att utbytet
fortfarande kodar fér samma aminosyra, en tyst mutation, eller att utbytet leder till
ett stoppkodon sa att translationen av proteinet avslutas i fortid, en s.k. nonsens-
mutation. Vid en deletion forsvinner en nukleotid och vid en insertion adderas en
bas vilket, om det sker i den kodande delen av en gen, leder till en forskjutning av
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den genetiska kodens oppna lasram. Detta kallas pa engelska for en frameshift-
mutation.

Inom genetiken delas mutationerna aven in beroende pa den effekt de har pa
proteinets funktion d.v.s sa kallade “loss-of-function”-mutationer och “gain-of-
function”-mutationer, som hanvisar till fentotypsuttrycket som en mutation far
(Griffiths et al. 2000). Eftersom mutationer uppstar slumpmassigt sa uppstar “loss-
of-function” oftare an “gain-of-function”. En ”loss-of-function”-mutation innebar
att proteinet tappar sin normala funktion helt eller delvis. Dessa mutationer ar i regel
recessiva, eftersom en kopia av en funktionell allel, s.k. vildtyp som producerar ett
normalt protein, ofta &r tillrdcklig (haplosufficient) for att kompensera for den
muterade allelen. ”Gain-of-function”-mutationer & mycket mer ovanliga men nar
de intraffar sa leder de till att proteinet som genen kodar for far en ny funktion.
Dessa mutationer ar oftast dominanta vilket innebér att dven heterozygoter
genererar en ny fenotyp.

2.2. Spermiemorfologi

En normal spermie bestar av huvud (som tacks till strax dver halften av akrosomen
vilket ar en organell bestdende av enzymer), hals, mittstycke och svans. Svansen,
eller flagellen, kan i sin tur delas in i huvudstycke och dndstycke (Feldman &
Nelson 2004). Axonemet utgor flagellens cytoskelett och ar basen for en korrekt
sammansatt flagell. Under spermatogenesen bildas flagellen genom att axonemet
forlangs fran basen av huvudet (Lehti & Sironen 2017). Ett axonem bestar av tva
mikrotubuli med en ring av nio dubblett-mikrotubuli med dyneinarmar (inner- och
ytterarmar) som sitter fast i mikrotubulins alfahelixar (Neesen et al. 1997). For att
en spermie skall kunna rora sig framat behover den en flagell och det ar aktionen i
dyneinarmarna som gor att spermien kan forflytta sig. Beroende pa art sa innehaller
dyneinarmarna tva eller tre tunga kedjor med en ATPas-funktion som tillater dem
att vandra langs med raden av mikrotubuli. Genom att var sida av dyneinarmarna
aktiveras i olika faser sa kan flagellen réra sig i ett vaglikt monster (Ishikawa 2017)
(Figur 1).

Vid fertilitetsutredningar, bade pa hund och manniska, gors en allmanklinisk
undersokning och en fullstdindig andrologisk undersokning med spermaanalys
(Feldman & Nelson 2004; Okutman et al. 2018). Vid spermaanalysen kan sperma-
bilden delas in i fyra olika typer: azoospermi (total avsaknad av spermier i
ejakulatet), oligozoospermi (nedsatt antal spermier i ejakulatet), teratozoospermi
(onormal spermiemorfologi) samt astenozoospermi (nedsatt spermiemotilitet).
Olika typer av avvikelser vid en spermaanalys har hos méanniska kunnat associeras
till olika typer av mutationer (Okutman et al. 2018).
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Figur 1. Axonem med dess delar samt en funktionell skiss pa hur motorproteinet dynein bojer
flagellen sa att en vaglik rorelse genereras. Illustration av forfattaren baserat pa Campbell
Biology 9th ed. (Reece et al. 2011).

2.2.1. Azoospermi och oligozoospermi

Vid azoospermi och oligozoospermi finns inga eller fa spermier i ejakulatet
(Feldman & Nelson 2004). Azoospermi kan antingen vara obstruktiv eller icke-
obstruktiv (Oates 2012). Vid en obstruktiv azoospermi (oa) ar det inget fel pa
spermatogenesen men det finns en blockering eller stérning nagonstans i spermie-
passagen som gor att spermierna inte kan passera medan det vid en non-obstruktiv
azoospermi (noa) ar fel i spermatogenesen av nagon anledning. Bade oa och noa
kan vara kongenital eller férvarvad. Kongenital oa beror oftast pa att sadesledarna
saknas pa bade hoger och vanster sida. Hos ménniska beror detta oftast (80-90 %
av fallen) pa en mutation i cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
(CFTR)-genen (Bobadilla et al. 2002; Thauvin-Robinet et al. 2013). Bade noa och
oligozoospermi beror hos manniska ofta pa variationer i karyotyp. Vanligast &r en
extra X-kromosom (Klinefelters syndrom) (Mierla et al. 2014) och nast vanligast
ar mikrodeletion i Y-kromosomen (Krausz et al. 2014; Okutman et al. 2018).

2.2.2. Astenozoospermi

Astenozoospermi betyder att spermierna i ett ejakulat har minskad rorlighet.
Okande framatrorelse ar normalt for spermier och tyder pa livsdugliga spermier
med en god formaga att forflytta sig till 4gget for att kunna fertilisera det (Feldman
& Nelson 2004). |1 normal sperma bor mer an 70 % av spermierna rora sig kraftigt
framat. Enskilda spermier ska heller inte rora sig i cirklar eller i sidled, men det ar
oként hur stor andel, av ett annars normalt ejakulat, med onormal rérelse som ger
infertilitet hos hundar. Mer &n 50 % spermier med nedsatt/onormal rorelse anses
som ett signifikant fynd, speciellt hos en infertil hund. Vissa morfologiska defekter,
till exempel vissa svansdefekter, kan ocksa paverka motiliteten negativt (Feldman
& Nelson 2004; Chenoweth 2005). Arftligheten avseende motilitet anses vara
12



mattlig, vilket innebér att avel for battre spermiemotilitet skulle kunna vara effektiv
om en hundras har problem med den (England et al. 2010). Ett flertal gener som
paverkar nedsatt fertilitet hos manniska har associerats med nedsatt motilitet men
andra spermieegenskaper verkar paverkas samtidigt, sa som antal eller morfologi
(Guerri et al. 2019).

2.2.3. Teratozoospermi

Teratozoospermi ar en grupp av defekter som inte &r enhetlig och fenotypen hos en
individ kan besta av endast en eller flera morfologiska defekter samtidigt (Guerri et
al. 2019). Teratozoospermi definieras av World Health Organisation (WHO) som:
“nar procenten morfologiskt normala spermatozoer ligger under den nedre
referensensgransen” (WHO 2010). Vanligtvis har en frisk hanhund >70 % morfo-
logiskt normala spermier (Feldman & Nelson 2004).

Morfologiska defekter delas in i priméra och sekundara (Tabell 1), dér de primara
anses uppkomma under spermatogenesen i testikeln medan de sekundéra upp-
kommer under transporten i bitestikel och sadesledare (Feldman & Nelson 2004).
Hos tjur och hund har man ocksa sett att defekterna kan delas in efter deras
forvantade paverkan pa fertiliteten och grupperas da som major eller minor defekter
(Tabell 1) (Kolster 2018; Blom 1983 se Noakes et al. 2019).

Tabell 1. Gruppering av morfologiska spermieférandringar hos hund. Modifierad efter
Feldman & Nelson (2004) och Kolster (2018)

Defekter Priméar/Sekundar Major/Minor
Pyriformt huvud Varierande Varierande
Mikrocefali Primar Major
Makrocefali Primar Minor
Nukledra vakuoler Primar Major
Losa huvuden Sekundéar Minor

Lds akrosom Sekundér Major
Abaxial svansinfastning Sekundér Minor
Dubbla mittstycken Primar Major
Fransiga, tunna, mittstycken Primar Major
Fortjockade mittstycken Primar Major
Trasiga mittstycken Primar Major
Knickade eller bojda mittstycken Sekundéar Minor
Dagdefekten Primar Major
Proximala cytoplasmatiska droppar Primar Major
Ihoprullade svansar Sekundéar Minor
Bdjda svansar Sekundéar Minor
Multipla svansar Sekundéar Minor
Distala cytoplasmatiska droppar Sekundéar Minor

13



Tabell 2. Normalvariation hos hund av morfologiska spermiedefekter

n | Huvuddefekter | Akrosomdefekter | Mittstycksdefekter | Svansdefekter

Tesietal. (2018) | 30 11,327 12,0+2,9 21,2+3.2 16,1+ 3,3
Oettlé (1993) 45 | 4651 32+59 36+54+12+21 |41+£43
Bartlett (1962) 3 11+14 Ej angivet 21 5,0 70,8

2.2.4. Svansdefekter

Det finns studier som visar att normalvariationen av medelvérdet for svansdefekter
hos friska hundar varierar mellan 7,0 + 0,8 (n=3), 4,1 £ 4,3 (n=45) och 16,1 + 3,3
(n=30) (Bartlett 1962; Oettlé 1993; Tesi et al. 2018) (Tabell 2). De bakom-liggande
orsakerna till andelen svansdefekter hos en hund ar komplex dér &ven faktorer som
alder och storlek paverkar uppkomsten av dessa svansdefekter (Tesi et al. 2018).

2.2.5. “Dag’-defekten

“Dag”-defekten beskrevs for forsta gangen 1966. Det ar en spermiedefekt som
hittades hos tva danska jerseytjurar (varav den forste hette Dag) som var helbroder
(Blom 1966). Hos de bada tjurarna hade 40-50 % av spermierna vikta eller ihop-
rullade svansar. Defekten verkade utgd fran den distala delen av spermiernas
mittstycke och kunde ses med eller utan en kvarvarande distal droppe (Blom 1966).
Dag-defekten kan ibland ocksa ses i normal sperma i laga nivaer (<4 %) som ett
svar pa en obalans i testikeln eller bitestikeln. Nivaer 6ver 50 % har setts ha en
allvarlig paverkan pa fertiliteten (Chenoweth 2005). Hos tjur &r alltid de ihop-
rullade svansarna omgivna av ett intakt plasmamembran (Koefoed-Johnsen et al.
1980). Dag-defekten klassas som en primar och major defekt, vilket gor att den
skiljer sig fran andra svansdefekter som istallet klassas som minor defekter (Blom
1973; Feldman & Nelson 2004). Specifika studier om Dag-defekten hos hund finns
inte tillgangliga men defekten har beskrivits hos en tvaarig engelsk bulldog (Rota
et al. 2008).

Koefoed-Johnsen et al. bekraftade 1980 sin teori om att Dag-defekten nedérvs med
autosomal, recessiv arvsgang. For att bekrafta det parade forskarna en heterozygot
tjur med 120 av sina déttrar fran en mor som inte var barare. Teorin da var att var
attonde avkomma borde fa Dag-defekten. Figur 2 visar mdjliga genotyper som
dattrarna till en heterozygot tjur kan fa om han paras med en ko som inte bar pa
defekten. Figur 3 visar mojliga genotyper som avkommorna kan fa nar samma tjur
sedan paras med dessa tva typer av déttrar. En attondel av avkommorna blir da
homozygot recessiva.
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Vid undersokning av spermiesvansar med Dag-defekten sags ett avvikande antal
mikrotubuli-dubbletter i axonemen (Blom 1973). Ofta dr det en effekt av att ett eller
flera mikrotubuli har fallit bort.

8 Homozygot s Hon_mzygot Heterozygot
S _ dominant ko 2 dominant ko ko
S 2 S 2
2 A A 2 A A A a
I I
A AA AA A AA AA | AA Aa
a Aa Aa a  Aa Aa | Aa aa
Figur 2. Mojliga genotyper hos avkomman Figur 3. Mojliga genotyper hos avkomman
vid parning av homozygot dominant ko och vid parning av homozygot dominant eller
heterozygot tjur. heterozygot ko och heterozygot tjur.

2.3. Arftliga spermiesvansdefekter

Litteratursokning visar att fa studier finns om éarftligheten eller den genetiska
orsaken bakom spermiedefekter hos hund. Ett turkiskt forskarteam genomforde en
helgenomstudie pa 46 hanar av rasen aksaray malakli for att forsoka undersoka
sambandet mellan enbaspolymorfi och reproduktionsstorningar (Inang et al. 2018).
Innan dess hade England et al. (2010) genomfort en retrospektiv studie av generell
arftlighet av spermakvalitet hos assistanshundar (labrador retriever och golden
retriever) genom att understka motilitet, totalantal, andel levande/ddda spermier,
morfologiskt normala spermier hos foraldradjur och deras avkommor. Dess-
forinnan fanns enligt ovan ndmnda studie inget publicerat avseende arftligheten av
spermakvalitet. Hos manniska finns det daremot mer forskning i omradet
(Hargreave 2000; Aston & Carrell 2009; Ben Khelifa et al. 2014; Okutman et al.
2018; Coutton et al. 2019). Manniska och hund &r ofta bra att jamfora pa grund av
likheten mellan arterna, mer an halften av de genetiska sjukdomar som har hittats
hos hund finns dven hos manniska (Cassatella et al. 2013; OMIA u.a.).

2.3.1. Multiple morphological abnormalities of the sperm flagella

Multiple morphological abnormalities of the sperm flagella (MMAF) é&r ett
syndrom som orsakar en specifik sorts astenoteratozoospermi déar en kombination
av en onormal flagellfenotyp, sdsom korta, bojda, ihopvikta, oregelbundna eller
franvarande flageller samt patagligt nedsatt spermiemotilitet forekommer
(Ben Khelifa et al. 2014). Hittills har sju gener som &r associerade med MMAF
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identifierats hos méanniska och mus: DNAH1, CFAP43, CFAP44, CFAP69, FSIP2,
WDR66 och ARMC2. Bland dessa gener har det visats att CFAP-generna (CFAP43,
CFAP44 och CFAP69) oftast ger korta svansar eller total avsaknad av svansar,
medan FSIP2 och ARMC2 &ven ger hoprullade svansar (Coutton et al. 2019).

Dynein axonemal heavy chain 1 (DNAH1)

DNAH1 (tidigare kallad H/MDHCY7 eller DNAHC1) &r en gen som uttrycks i bland
annat testis och kodar for en tung kedja i ett axonemalt dynein (Ben Khelifa et al.
2014). Infertiliteten orsakad av mutationer i DNAH1-genen beror pa att spermierna
mister sin formaga att forflytta sig fran depositionsstallet i uterus till &ggledare och
kan darfor inte befrukta dgg (Neesen et al. 2001). Hos “knock-out”-mdss dar
DNAH1-genen slogs ut sa att inget protein kunde produceras var hanar som var
homozygota for mutationen infertila medan honor fortfarande kunde producera
avkomma. Alla spermier hos hanar som var homozygota for mutationen (DNAH1
-/-) var ororliga eller med kraftigt nedsatt motilitet. Vid artificiell befruktning kan
spermierna dock befrukta dggen. Hos heterozygota hanar sags ingen signifikant
skillnad i motilitet jamfort med hanar av vildtyp. Den tunga dyneinkedjan som
DNAH1 kodar for ar jamnt fordelad langs hela flagellen och vid avsaknad av
DNAH1 minskar den laterala amplituden av ett flagellslag med ungefar 50 % vilket
skulle kunna vara anledningen till den forlorade hastigheten hos dessa spermier.

| flera humanstudier har mutationer i DNAH1-genen observerats hos mén diagnos-
tiserade med infertilitet och en MMAF-fenotyp pa sina spermier (Ben Khelifa et al.
2014; Amiri-Yekta et al. 2016; Sha et al. 2017; Tang et al. 2017; Wang et al. 2017).
Mutationerna har pavisats pa olika stallen i genen men ett flertal individer fran olika
familjer och ursprung var muterade i exon 73 (Sha et al. 2017; Tang et al. 2017;
Wang et al. 2017). Mutationen hos samtliga individer var en deletion av tva baser
(C och T) i position 11726 och 11727 i exon 73. Mutationen ger en frame-shift av
den 6ppna lasramen och leder till ett for tidigt avslutande av proteinet p.g.a. att det
bildas ett for tidigt stoppkodon. Individerna i studierna var bade homozygota och
heterozygota for mutationen. | en annan studie sags mutationen i intron 73 i
narheten av mutationen i exon 73 (Ben Khelifa et al. 2014). Den mutationen sags
hos tva broder och en obeslaktad individ.

Armadillo repeat containing 2 (ARMC2)

ARMC?2 ar en gen belagen pa kromosom tolv och &r strax dver 108 kilobaspar (kbp)
lang hos hund (Ensembl genome browser, 2020 s. 2). Studier av hundens ARMC2-
gen i relation till fertilitet saknas men i en humanstudie analyserade Coutton et al.
(2019) prover fran 168 man med hjalp av whole-exome sequencing (WES).
Samtliga individer uppvisade en typisk MMAF-fenotyp, som karaktériseras av en
grav astenozoospermi (total spermiemotilitet under 10 %) samt minst tre av
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foljande svansdefekter pa minst 5 % av spremierna: kort, bojd, ihoprullad, oregel-
bunden eller avsaknad av, svans. De fann da att fem av dessa individer hade en
mutation i ARMC2-genen, en gen som tidigare inte beskrivits vara associerad med
uppkomst av MMAF. Alla fem individer var homozygota i sina genvarianter och
uppvisade alla olika varianter. Fyra av individerna uppvisade loss-of-function-
varianter och den femte uppvisade troligen en missense-mutation till foljd av ett
utbyte av en nukleotid.

2.3.2. Sideroflexin 5 (SFXN5)

Hos den turkiska hundrasen aksaray malakli har forskare med hjalp av en genome-
wide association study (GWAS) identifierat en single nucleotide polymorphism
(SNP) (position 17:49832764) i intron 6 i genen sideroflexin 5 (SFXN5) som kunnat
associeras till spermiemorfologi (Inang et al. 2018). Effekten av Sfxn5-genen har
studerats mycket sparsamt men sideroflexin 5-proteinet ar involverat i katjon- och
aminosyratransport (GeneCards u.d.). SFXN5-genen bestar av uppskattningsvis 120
kbp och 14 exoner (Lockhart et al. 2002).

2.4. Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR ar en metod som utvecklades pa 1980-talet av kemisten Kary Mullis (Mullis
et al. 1986). PCR &ar en molekyléarbiologisk enzymanalys som kan amplifiera
specifika DNA-fragment fran langre DNA-sekvenser. PCR ar en kanslig metod
eftersom det endast behdvs mycket sma mangder av DNA och olika typer av
vavnader kan anvéandas for preparation av genomiskt DNA, sasom blod, hud, har,
saliv och andra kroppsvatskor. For att en PCR ska fungera behdvs primers. Primers
ar syntetiska korta enkelstrangade DNA-molekyler med komplementér sekvens till
den delen av genen som man vill amplifiera. Primers fungerar ocksa som en start
och med hjalp av enzymet DNA-polymeras binds nukleotider ihop till en slutlig
produkt. Nukleotiderna inkluderar de fyra baserna adenin, thymin, cytosin och
guanin. Dessa fyra baser bygger upp hela genomet. Vid en PCR-analys sa kombi-
neras dessa reagens (DNA-polymeras, nukleotider, primers och DNA) i en
buffertlosning med ratt jonstyrka och pH och kars i ett instrument som tillater DNA
att amplifieras i tre steg upprepade ganger tills tillracklig mangd DNA har
producerats. Dessa steg ar denaturering; nér dubbelstrangat DNA blir enkelstrangat
DNA, hybridisering; da primers binder in till det enkelstrangade DNAt samt
elongering; da syntetisering av nya DNA-kopior sker.
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3. Material och metod

3.1. Hundar

Sextiofem hanar av rasen berner sennenhund (aven kallad berner sennen), éver 15
manaders alder (aldern pa hundarna varierade mellan 16 och 137 manader),
registrerade i Svenska kennelklubbens register rekryterades med hjalp av
rasklubben, uppfddare och annonsering via sociala medier, for att blod- och
spermaprov skulle kunna erhallas. | slutet av provinsamlingen samlades ocksa
helblod i EDTA-ror fran en genetiskt intressant berner sennentik. Samtliga hundar
i studien var enligt sina agare friska vid provtagningstillfallet. Ingen av dem
uppvisade nagra sjukdomstecken.

3.2. Provinsamling

Serum och helblod samlades in fran 66 individer och sperma fran 65 individer.
Spermaprover samlades in genom manuell manipulation i nérvaro av en l6pande
teasertik enligt Linde-Forsberg (1991). P& spermaproverna gjordes en forsta preli-
minar bedémning av motilitet med fasmikroskop. Darefter gjordes utstryk (tva
slatutstryk och tva vallutstryk) och i ett provror blandades sperma med buffrad
formalin. Sperman centrifugerades och delades upp i fem ror (fyra rér med
seminalplasma och ett ror med spermier).

Hanarna gavs alfabetiska koder mellan A-O, AA-AO eller BA-BG. Tiken gavs kod
Tik 1.

Helblod fran hanarna samlades in i EDTA-ror och serumrér. Blodproverna togs
enligt etablerad rutin fran vena cephalica. Proverna togs vid olika tidpunkter under
dygnet. Efter cirka 20 minuter, ndr provet taget i serumror hade koagulerat,
centrifugerades det och serumet delades upp i fyra ror. Helblodet fran EDTA-roret
centrifugerades och delades upp i ett ror med plasma och ett med blodkroppar.
Samtliga prover forvarades sedan i -80 °C.
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Proverna togs saval i Uppsala som pa andra orter, av veterinarer med Al (Artificiell
Insemination)-behorighet. Veterindrerna pa de andra orterna skickade darefter
provmaterialet till Uppsala. Proverna inkom fran 15 olika provtagare fran 14 olika
Kliniker i totalt 12 svenska l&n. Ungefar 35 % av proverna togs vid Universitets-
djursjukhuset vid Ultuna, SLU.

For provmaterial som samlades in anvéndes etiskt godkannande (Dnr: 5.8.18-
17395/2018), medgivandeblanketter skrevs dven under av djurégarna.

3.3. Spermaanalyser

Bedomning av samtliga hanhundars spermakvalitet gjordes med avseende pa
spermiernas antal, motilitet och morfologi. | anslutning till provinsamlingen
gjordes en beddmning av motiliteten. Den morfologiska beddmningen gjordes,
undantaget nagra bedémningar av totalantal, av en och samma biomedicinska
analytiker for samtliga prover.

Totalantalet bedémdes genom bestdmning av koncentrationen i en Burker-
hematocytometer. Antalet spermier i 25 rutor (en ruta motsvarar 1/250 mm?®) i kam-
maren raknades. Detta antal multiplicerades sedan med 250 for att fa antalet
spermier per mm3. Déarefter multiplicerades antalet med eventuellt spadningsgrad
och dividerades sedan med antal rdknade rutor, detta ger koncentrationen (Figur 4).
Totalantalet bestdmdes genom att koncentrationen multiplicerades med volymen.

De morfologiska defekterna bedémdes i buffrad formalinlésning och 200 spermier
bedomdes med fas-kontrastmikroskop med en forstoring pa 10x100. Alla defekter
pa spermierna raknades och klassificerades enligt ett system utvecklat av Bane
(1961). Defekterna som raknades var proximala cytoplasmatiska droppar, distala
cytoplasmatiska droppar, 16sa huvuden, specifika akrosomdefekter, dvriga akro-
somfel, karnsack, mittstycksfel, enkel svansbdjning, hoprullade svansar och
dubbelvikta svansar.

Specifika huvuddefekter och svansdefekter raknades ocksa i Williamsfargade
utstryk déar 500 spermier raknades och deras defekter klassificerades enligt ett
system utvecklat av Lagerlof (1934): paronformade huvuden, huvud smala vid
basen, onormal huvudkontur, underutvecklade spermier, l6sa onormala huvuden,
smala huvuden, huvud som varierar i storlek, abaxial infastning av svans pa huvud,
enkel svanshbojning, hoprullade svansar och dubbelvikta svansar.
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Spermiekoncentration =
a

n = antal spermier
s = spadningsgrad
a = antal rutor

Figur 4. Formel for utrékning av spermiekoncentration.

3.4. Definition av fenotyp och val av kandidatgener

Med hjalp av databasen PubMed (pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) togs litteratur fram for
att gora ett urval av troliga gener som kan vara inblandade i att bidra till den fenotyp
som de affekterade hundarna i studien uppvisade.

Vid analys av samtliga hundars spermier var det tre hundar som antingen var
azoospermiska eller oligozoospermiska. Dessa tre raknades darfor inte in i analysen
av de morfologiska spermiedefekterna. Vid sammanstélining av de morfologiska
spermiedefekterna var medelvardet for svansdefekter hos hundarna i projektet 26,3
*+ 19,6 %, vilket ar hogre &n de medelvérden som tidigare har rapporterats som
normalvariation. Ovriga defekter var inom normalvariationen enligt tidigare studier
(Tabell 2-3). Det avvikande medelvardet for svansdefekter tyder pa en férhojd
andel svansdefekter i studiegruppen jamfort med normalvariationen. Baserat pa den
morfologiska bedémningen av spermierna identifierades denna avvikelse som
trolig fenotyp lamplig for vidare studier av genetisk paverkan. Fenotypen bestam-
des till >20 % svansdefekter, vilket var 33 av hundarna. Valet av kanditatgener
motiveras i litteraturdelen. Generna DNAH1 och SFXND5 har i tidigare litteratur bada
uppvisat forandringar i specifika positioner av generna medan genen ARMC2 &r
mindre undersokt vilket ligger till grund for den slutgiltiga begrénsningen att
sekvensera endast DNAH1 och SFXN5 inom ramen for detta arbete.

Tabell 3. Medelvarden for spermiedefekter hos studerade BMD-hanar

n Mean StDev
Patologiska huvudformer (%) | 62 7,3 5,9
Akrosomdefekter (%) | 62 37 161
Felaktiga mittstycken (%) 62 33 435

Svansdefekter (%) 62 26,3 19,6
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3.4.1. Exkluderande faktorer

Det ar beréknat att upp till fyratusen gener kodar for proteiner som ar inblandade i
spermatogenesen och nedsatt spermiefunktion, varav de flesta sitter pa autosomala
kromosomer (Hargreave 2000; Jan et al. 2017). Eftersom hundarna inte uppvisade
nagra andra kliniska tecken pa ohalsa valdes saledes gener som gav syndromiska
sjukdomar bort. Exempel pa nagra av dessa ar generna inblandade i BBsom-
komplexet som orsakar Bardet-Biedls syndrom samt gener som orsakar PCD
(primary ciliary dyskinesia) (Méakelainen et al. 2020). Bada gengrupperna orsakar
en liknande fenotyp i spermierna men bada tva paverkar cilierna i resten av kroppen
vilket uttrycks genom bland annat luftvdgssymptom (Beales et al. 1999; Grave-
sande & Omran 2005).

3.5. Genomanalyser

3.5.1. Sekvensering av genomiskt DNA

Blodkropparna fran EDTA-r6ren anvandes for att preparera genomiskt DNA med
hjalp av en QiaSymphony SP med QiaSymphony DSP DNA-kit fran sex av de
provtagna hundarna. Dessa prover skickades sedan till Genetiska institutionen pa
Berns universitet for helgenomssekvensering med Illumina Next-Generation
Sequencing (NGS) metodologi. NGS sekvenserar DNA genom att DNA-polymeras
marker deoxyribonucleotide triphosphates (ANTPs) med fluorescens i DNA-
segmentet under DNA-syntesen. Under varje cykel identifieras sedan nukleotiderna
med hjalp av denna fluorescens. Den storsta skillnaden jamfort med andra analys-
metoder ar att Illumina NGS sekvenserar genomet i fragment som sedan pusslas
ihop av bioinformatiker.

3.5.2. Sanger-sekvensering

Med hjalp av onlineversionen av Primer3Plus (Wageningen University Bioin-
formatics u.a.; Untergasser et al. 2007), designades forward och reverse primers
for att kunna amplifiera omraden av intresse i DNAH1 (forward 5'-
GTACACAGCCGGGGAGATAA-3' och reverse 5-CGTAGGTAGGCTGGATC
TGG-3' och SNFX5 (forward 5'-CAGAGGCCAGATCCTGAGAG-3' och reverse
5'-GACCAGGCATTTGTTGAGGT-3"). Primer oligonukleotidsyntes gjordes av
foretaget TAG Copenhagen. Amplifiering och sekvensering gjordes sedan med
hjalp av BigDye Direct Cycle Sequencing Kit i en GeneAmp PCR System 9700.
Fyra nanogram genomiskt DNA tillsattes i 10 pl amplifikationslésning med en
annealingtemperatur pa 60 °C (enligt tillverkarens protokoll). Cykelsekvensering
utfordes med bade forward- och reverse-primers i en ABI 3500XL DNA Analyzer.
Sekvenserna analyserades med hjalp av en CodonCode Aligner v5.0.2.
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3.6. Databaser

For att undersdka annoteringen, storleken samt proteinfunktioner fér generna som
hittats i litteraturstudien anvéndes databaserna Ensembl genome browser; The
Human Protein Atlas och UCSC Genome Browser. Referensgenomet som
anvandes var CanFam3.1.

| Ensembl genome browser (u.d.) jamfordes de sekvenser hos ménniska som
framkommit i litteraturstudien som signifikanta for fenotypen med motsvarande
sekvens hos hund. Dessa sekvenser anvandes sedan for att designa primers.

3.7. Stamtavleanalyser och draktighetsstatistik

Med hjalp av Svenska kennelklubbens databas SKK hunddata, togs samtliga av de
65 hundarnas stamtavlor fram och sléktskap undersoktes mellan samtliga 65
hundar. Déarefter noterades vilka hundar som pavisade fenotypen (n=33) och dessa
undersoktes i en nedarvningsmodell enligt mendelsk genetik. Inavelsgraden for
samtliga hundar togs fram fran SKK:s databas for avelsdata dar inavelsgraden
berdknas dver fem generationer.

Vid provtagning fick hunddgarna fylla i uppgifter om hanhundarnas eventuella
parningar och draktighetsresultat for dessa parningar. Detta tillsammans med
Svenska sennenhundklubbens (SSHK:s) dréktighetsstatistik studerades dversiktligt
for att se eventuella samband mellan avelsdjur samt parningsmonster sa som
frekvens och kombinationer mellan individer.
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4. Resultat

Samtliga stamtavlor for hundar i testgruppen (n = 65) undersoktes for att forsoka se
ett samband mellan nedarvningsmonster och svansdefekter. Samtliga hundar hade
minst en gemensam anfader. | vidare analys av stamtavlorna hittades atminstone
atta stamfader som férekom i >80 % av stamtavlorna inom de atta senaste
generationerna. | manga av fallen forekom dessa individer flera ganger hos en och
samma hund. En av dessa stamfader férekom i stamtavlorna for alla de 65 hundarna
som medverkade i studien. Ingen markbar skillnad i fenotyp kunde ses beroende pa
om de hade en viss stamfader i stamtavlan eller inte (Tabell 4). For att undvika
confounders sa som alder, da alder som tidigare namnts ar en vanlig orsak till dalig
spermakvalitet, gjordes samma undersokning med endast unga individer, inte heller
da sags nagot samband mellan morfologiska avvikelser och dessa stamfader. Trots
de gemensamma anfaderna var inavelsgraden hos hundarna i studien relativt lag,
0,84 + 0,14. En av dessa anfader presenteras i en nedarvningsanalys i Figur 10.

Tabell 4. Andel svansdefekter hos de studerade hanarna kopplat till olika gemensamma anfader

Andel Andel Andel Andel Andel Andel Andel Andel
beslaktade beslaktade beslaktade besléaktade besléktade besléaktade besléaktade beslaktade
med med med med med med med med
Anfader 1  Anfader2  Anfader3  Anfader4 Anfader5  Anfader6  Anfader7 Anfader 8
Hund d <20%
Sansdefekter 1 86%  83% 76%  90% 100%  90% 97% 86%
Hundar med >20%
sansdefokter | 94% 86% 92% 89% 100%  92% 86% 97%
Hundar <48 manader
e <200 95% 100%  86% 93% 100%  100%  100%  93%
svansdefekter
Hundar <48 manader
med >20% 100% 93% 89% 89% 100% 95% 89% 100%
svansdefekter

23



| =0 Hundar

[ = 1-3 Hundar

M = 4-6 Hundar

M = >6 Hundar

Figur 5. Férdelning av antal hundar (n = 65) Figur 6. Geografisk fordelning av de svensk-

fran de 35 olika uppfodarna i studien. fodda hundarna (n=58) efter fodelseléan.
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:SW
E-Map_L%C3%A4n.svg CC-licens (CC BY-
SA 2.5). Bearbetad av forfattaren 2020-12-08
i enlighet med licensen.

De 65 hundarna i studien kom fran 35 olika uppfodare (Figur 5). Antalet hundar
fran varje uppfodare varierade mellan en och sex. Sju av hundarna i studien var
importerade, 6vriga var fodda i Sverige. Hundarna var fodda i totalt 15 olika lan
(Figur 6). I vidare undersokning av hundarnas hérkomst noterades antalet svensk-
registrerade mor- & farforaldrar for varje individ. Detta jamfordes sedan med
hundarnas procentuella forekomst av svansdefekter. Det gick da att se en skillnad
som tyder pa en 6kning av svansdefekterna i den svenska populationen (Figur 7).
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Figur 7. Laddiagram éver den procentuella fordelningen av svansdefekter hos hundarna i studien
kopplat till antal svenskregistrerade mor- & farforaldrar hos en individ.

Vid analys av stamtavlor noterades en familjegrupp med tva bréder (hund J & K),
deras far (hund L) och morfar (hund I) (Figur 8). En av bréderna (J) uppvisade den
valda fenotypen (34,5 % svansdefekter) medan den andra brodern (K) inte gjorde
det (5 % svansdefekter). Fadern (L) uppvisade inte fenotypen men lag i det Gvre
spannet for normalvariation gallande svansdefekter (13,5 % svansdefekter). Han
hade en 6kad andel mittstyckesdefekter och proximala droppar. Fadern hade haft
en draktighetsprocent pa 50 %. Morfadern (I) uppvisade fenotypen i det hogre
intervallet (47,1 % svansdefekter)

L

Tird G L

9 K

Figur 8. Nedarvningsmodell éver familjegrupp som studerades. Hanar som uppvisar fenotypen
illustreras genom morkfargad fyrkant (morfar éverst och ena brodern nere till vanster).

Baserat pa stamtavleanalyserna togs sex individer fram som lampliga kandidater
for helgenomsekvensering, fadern fran familjegruppen ovan (L), modern i samma
familjegrupp (Tik 1) (baserat pa morfaderns fenotyp inkluderades modern som enda
tik for att fa tillgang till hennes genomsekvens), tva individer med lagt antal
svansdefekter (AA och BB) och tva individer med hogt antal svansdefekter (R och
AX). Viktiga kriterier for detta urval var att ingen av individerna fick ha nagon
gemensam anfader tva generationer bakat samt att individerna garna skulle vara sa
nara slakt med en vanligt férekommande anfader i den svenska berner sennen-
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populationen som mojligt. Dessa kriterier valdes for att kunna representera den
genetiska variationen inom den svenska populationen, av den anledningen valdes
de importerade hundarna bort. Utdver dessa sex individer preparerades dven
genomiskt DNA fran de bada broderna i familjegruppen (J och K) for att senare
kunna anvandas for trioanalyser, som innebar att bada foraldrarna samt en
avkomma studeras. Dessa skickades ej for helgenomsekvensering pa grund av
slaktskapet med foraldrarna. Resultatet vid preparationen av genomiskt DNA fran
dessa individer var mycket lovande da DNA-koncentrationen for alla individer var
hog (Tabell 5) vilket tyder pa att det genomiska DNA:t inte var degraderat.

Tabell 5. Koncentrationen DNA efter preparation av genomiskt DNA

HUND

1(TIK 1) 62.73 ng/ul
2J) 49.87 ng/pl
3(K) 91.07 ng/pl
4 (L) 55.57 ng/ul
5(R) 70.90 ng/ul
6 (AA) 59.26 ng/pl
7 (AX) 67.50 ng/ul
8 (BB) 58.60 ng/pl

Sangersekvensering av exon 74 i DNAH1-genen samt for position 17:49832764 i
SFXN5-genen utfordes pa DNA fran de sex hundarna som skickades for helgenom-
sekvensering samt tva till, de bada broderna fran familjegruppen. Denna grupp
hundar bestod alltsa av en tik (Tik 1), en hane (L) som inte uppvisar fenotypen och
deras soner varav en (J) uppvisar fenotypen och en (K) inte gor det samt en hane
(AA) med mycket god spermiemorfologi (7 % svansdefekter), en hane (R) med
mycket dalig morfologi = stark fenotyp (77,5 % svansdefekter), en hane (BB) med
mattligt god morfologi (10,5 % svansdefekter) och en hane (AX) med mattligt dalig
morfologi (21,6 % svansdefekter).

Den sekvens som producerades vid PCR med forward-primern for DNAH1 gav en
produkt som inte var fran exon 74 i DNAH1-genen. Reverse-primern frdn samma
sekvens producerade sekvensdata av 1ag kvalitet som ej kunde analyseras. Detta
tyder pa att primrarna var ospecifika och inte producerade en unik och analyserbar
produkt. For vidare analys av denna gen kravs darfor omarbetning av primerna eller
metoden.

Déaremot var PCR-produkten for SFXN5 av mycket god kvalitet och stdmde for
samtliga hundar val 6verens med motsvarande sekvens i referensgenomet med
mycket fa skillnader. Antalet insertioner och deletioner s.k. INDELs som hittades i
denna intron-region var som férvantat i lokalisationen for den SNP som i littera-
turen har setts vara lankad med spermiemorfologi. Samtliga av hundarna som
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sekvenserades var homozygota for adenin (A), oavsett om de uppvisade mutation
eller inte (Figur 9), vilket tyder pa lag genetisk variation i omradet.

IR RN RN AN KRN AR ERR RN R
— 7|90
SFXN5 Es
Tl SFXNS
J SFXN5S
K SFXN5
L SFXNS
R SFXNS
AA SFXNS
AX SFXNS
BB SFXNS5 A

Figur 9. DNA-sekvens av del av PCR-produkt for SFXN5-studerade hundar (n=8) samt referens-
genomet dverst, SNP markeras med rod flagg.

Helgenomsekvenseringen av de sex proverna som skickades till universitetet i Bern
avslutades inte inom detta arbete utan anvands som bas for vidare studier.

Vid analys av de uppgifter om hanarnas eventuella parningar och draktighets-
resultat for dessa parningar som hundédgarna fyllde i vid provtagning av de 65
hundarna i studien noterades att av dessa hade 43 hundar parats nagon gang fore
provtagningstillfallet. Av dessa 43 hundar hade 35 producerat avkomma. Draktig-
hetsprocenten for de 43 hundarna varierade mellan 33 och 100 procent. Vid den
oversiktliga studien av SSHK:s dréktighetsstatistik noterades att hanarna ofta
tillatits para samma tik under upprepade 16p trots att draktighet uteblev flera ganger.
I vissa fall blev tikarna draktiga till slut men i andra fall inte.
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Figur 10. Nedarvningsanalys av en gemensam stamfader for ndgra av hundarna i projektet. Hanhundarna i projektet
representeras med sina bokstavskoder. Ruta = Hanhund. Cirkel = Tik. Rosa markering = hanhundar med >20 %
svansdefekter. Lila ruta = gemensam anfader.
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5. Diskussion

Vid analysen av en mgjlig arftlig egenskap, sjukdom eller defekt behdver alltid
andra orsaker beaktas, sa som miljoberoende faktorer, men det faktum att en defekt
forekommer mer frekvent i en ras inom en art dér individerna befinner sig i olika
miljoer tyder pa att den defekten &r arftlig. Nar dessutom en okning av samma
defekt ses inom en viss del av populationen som har ett nara genetiskt band, starker
detta denna misstanke ytterligare. Att hela studiegruppen av berner sennenhanar
trots sin generellt 1dga inavelsgrad har en anfader som forekommer hos alla
individer visar att populationen &r nara slakt. Svarigheten i denna population &r att
studieindividerna ar slakt via fler an en anfader. Detta gor det svart att utrona hos
vilken av de olika anfaderna en mutation méjligtvis uppkommit. Den laga inavels-
graden i studiegruppen skulle kunna forklaras med att inavelsgraden réknas éver
fem generationer och de gemensamma anféderna oftast forekom i generation sju
eller atta och inavelsgraden inkluderar darfér inte de gemensamma anfaderna.
Inavelsgraden beskriver ocksa endast en enskild individs inavelsgrad och visar inte
sléktskapet for en viss individ eller andelen genetiskt material en viss stamfader
bidragit med. Denna studie pavisade en 6kad andel svansdefekter hos individer med
fler svenskregistrerade mor- & farforaldrar an hos hundar med inga eller fa svensk-
registrerade mor- & farforaldrar. Detta tyder pa bade en rasbunden och en popula-
tionsbunden problematik vilket ytterligare starker antagandet att defekten &r arftlig.

Av praktiska skal kan vi anta att parningar mellan tikar och hanar fran olika delar
av landet forekommer mer séllan &n parningar mellan tikar och hanar som bor
narmare varandra. Detta analyserades dock inte i denna studie. Daremot tyder
fordelningen av individerna i denna studie, nar det kommer till fodelseplats, pa att
den geografiska fordelningen av avelsmaterialet i den svenska populationen &r vél
representerat i studien.

Definitionen av fenotypen som valdes i studien &r som tidigare ndmnts att en individ
har >20 % svansdefekter. Denna siffra ar baserad pa medelvarden for svansdefekter
hos hundar fran tidigare studier som indikerar normalvariationen hos hund. Det &r
daremot svart att definiera vad som verkligen ar normalt och vad som ar vanligt,
det skulle kunna vara sa att hundarna i de tidigare namnda studierna (Bartlett 1962;
Oettlé 1993; Tesi et al. 2018) har paverkad fruktsamhet, eftersom det i ingen av
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studierna ingick flera parningar for varje hane med flera ként fertila tikar. Vad som
kravs for normal fertilitet (till exempel totalantal spermier) kan ocksa variera med
faktorer som till exempel hundens storlek. Tesi et al. (2018) grupperade hundarna
efter storlek.

Hos ménniska réknas infertilitet som ett vaxande globalt halsoproblem (WHO
2010) och genetiska faktorer finns identifierade (Okutman et al. 2018). Inom en
hundras ar hundarna betydligt mer narbeslaktade jamfort med hur nédra slakt
manniskor ar med varandra. Infertilitet kan darfor potentiellt bli ett problem dven
hos hund. Hundarna i denna studie tillats ofta para samma tik under upprepade 16p
trots att draktighet uteblev flertalet ganger. I vissa fall blev tikarna till slut dréktiga
men i andra fall uteblev dréaktigheten. Detta tillvagagangssatt talar for att uppfodare
gdrna ser att en viss kombination blir till beroende pa andra egenskaper hos
avelshundarna. Det &r dock mojligt att anlagen som leder till minskad fertilitet
darigenom sprids i populationen.

Pa grund av bristen pa forskning pa hundar inom omradet har denna studie
utformats komparativt med manniska och notkreatur som framsta modell for hund.
P& manniska har forskningen kommit mycket langre nar det kommer till
undersdkandet av just genetiska orsaker till spermiedefekter och specifikt svans-
defekter i och med forskningen pA MMAF (Ben Khelifa et al. 2014; Coutton et al.
2019). Det som dock annu &r okant &r hur manga gener som ar inblandade i denna
defekt. En begransning som kan diskuteras avseende de humana studierna och
denna studie ar att samtliga prover ar ejakulat och inte insamlade direkt fran
testikeln. Det &r darfor svart att veta sakert nar defekten uppkommit, om det &r
under spermatogenesen eller under transporten i bitestiklarna och sadesledaren.

Det komparativa tankeséattet ar daremot intressant att diskutera da en av de gener
som antas orsaka MMAF (som klassas som den vanligaste formen av icke-
syndromisk teratozoospermi hos ménniska), DNAHL1, &r viktig for uppbyggnaden
av dyneninarmarna i axonemet i spermiesvansens cytoskelett (Neesen et al. 2001).
Hos tjur &r en av de vanligaste mittstyckes-/svansdefekterna den s& kallade Dag-
defekten och med hjalp av elektronmikroskop har man sett att vid denna defekt
saknas oftast en del av axonemet i spermiesvansarna (Blom 1973). Det skulle kunna
vara sa att dessa tva defekter ar liknande pa fler sétt och skulle maojligtvis kunna ha
en liknande uppkomstmekanism. Bada defekterna nedarvs autosomalt recessivt
(Koefoed-Johnsen et al. 1980; Guerri et al. 2019).

Dag-defekten ar till storsta delen beskriven hos nétkreatur och inte sarskilt val
beskriven hos hund. Detta gor att vid bedémningen av spermiedefekter pa hund

skulle det vara sannolikt att Dag-defekten missas och eventuellt missbedéms som
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ihoprullade svansar. Vid klassificeringen av spermiedefekter sa varierar det ocksa
om Dag-defekterna bedéms som svans- eller mittstycksdefekter (Blom 1966; Oettlé
1993). Detta visar olikheter mellan studier och det kan vara svart att utrona vilken
defekt som har klassificerats i vilken grupp av defekter.

Bristen pa en analyserbar PCR-produkt tillnérande DNAH1 gér att det inte &r
mojligt att vare sig bekrafta eller utesluta genens mojliga inverkan pa spermie-
morfologi hos svenska berner sennenhanar.

De PCR-resultat som producerades for SFXN5 ger starka indikationer att denna gen
kan uteslutas som orsaken till de morfologiska férandringar som identifierats hos
de studerade berner sennenhanarna. Det faktum att ingen av hundarna oavsett
spermiemorfologi eller slaktskap uppvisade genetisk variation i denna lokalisation
starker detta pastaende. For att verifiera detta ytterligare behover radata som
anvandes i studien av inang et al. (2018) analyseras. Sekvensen var ej beskriven for
den specifika SNP-allelen som var den starkast associerade allelen i deras
publicerade studie. Pa sikt forvantas aven att de helsekvenserade genomen som
produceras av universitetet i Bern kommer att bekréfta att SFXNS5 kan uteslutas som
orsak till fenotypen.

5.1. Kommande studier

Med det underlag som &r insamlat under denna studie &r férhoppningen att det blir
mojligt att utfora bioinformatik pa de sekvenser som sekvenseras i samarbete med
universitetet i Bern och att det ska kunna utféras en trioanalys av den familjegrupp
(modern, fadern och de tva bréderna i Figur 8) som har identifierats i detta arbete.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Rasklubben for hundrasen berner sennen har lange fort statistik 6ver genomforda
parningar, draktighetsprocent, kullstorlek och forlossningssvarigheter. Rasklubben
har markt en minskning i dréktighetsprocent och kullstorlek samt en 6kning av
forlossningssvarigheter.

For att undersoka vad detta kan bero pa genomférdes en studie dar 65 berner
sennenhanar fick Iamna sperma- och blodprover och dessutom fick en genetiskt
intressant tik lamna blodprov. Spermaproverna analyserades med avseende pa det
totala antalet spermier i provet, spermiernas formaga att rora sig samt spermiernas
utseende. Defekter i spermiernas utseende delades in i grupper beroende pa var pa
spermien defekten sitter; huvudet, mittstycket eller svansen.

| denna studie sags en hogre andel spermier med defekta svansar bland berner
sennenhanarna jamfort med det som rapporterats for andra hundraser. Att en
egenskap eller defekt okar i frekvens inom en specifik ras talar for att den &r arftlig,
alltsa att en foralder kan fora egenskapen eller defekten vidare till sin avkomma.
Eftersom denna okning av defekta spermiesvansar kunde observeras hos de
studerade hundarna gjordes en analys av hundarnas stamtavlor for att forsoka
pavisa ett samband mellan de individer som hade en 6kad andel defekta spermie-
svansar. Under dessa analyser sags att hundarna i studien hade flera gemensamma
forfader, vilket ytterligare starker pastaendet om att defekten ar arftlig. Analysen
visade ocksa att de hundar dar tre eller fyra av deras mor- och farforaldrar var
svenskregistrerade generellt sett hade fler defekta spermiesvansar an de hundar dar
ingen eller bara en av mor- och farforaldrarna var svenskregistrerade. Det tyder pa
att det inte bara ar en generell 6kning av defekta spermiesvansar i hundrasen berner
sennen utan en 6kning speciellt i den svenska populationen av rasen.

Detta skulle kunna vara en av mgjligtvis fler anledningar till den minskade
dréktighetsprocenten hos rasen. Det &r darfor en viktig faktor for rasklubben att ha
i tanke, da en okad problematik med fruktsamheten inom en ras pa sikt kan vara
skadligt eftersom det gor att generna fran farre antal hundar kan foras vidare vilket
gor att andra arftliga sjukdomar i en ras kan 6ka eller uppkomma till féljd av detta.

39



Utover detta gjordes ocksa studier av utmarkande omraden i tva specifika gener
som i tidigare forskning setts ha samband med genetiska spermiedefekter, en hos
hund (genen SFXN5) samt en hos manniska (genen DNAH1). Vid analys av dessa
tva gener sags for den ena (SFXN5) inget som tyder pa samband till de
spermiedefekter som hundarna uppvisade. FOr den andra (DNAH1) gick det inte att
sdga nagot pa grund av fel som uppkom i analysmetoden.

Material samlades ocksa in och skickades till Genetiska institutionen pa univer-
sitetet i Bern som haller pa att kartldgga den genetiska variationen hos hela varldens
berner sennenpopulation. Deras resultat forvantas sedan kunna anvédndas for
ytterligare genetiska analyser hos hundarna i denna studie.
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