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Sammanfattning

Syftet med denna studie var att undersoka mojliga &rftliga faktorer till nedsatt spermiekvalitet hos
berner sennenhundar i Sverige. | tidigare morfologiska studier av sperma fran berner sennenhundar
konstaterades att de har ett forhojt antal svansdefekter jamfort med normalvariation fér hundar.
Utifrdn detta valde vi att undersoka gener involverade i bildningen av spermiens flagell i en
kandidatgenapproach. Eftersom det finns f& studier inom detta omrade hos hund valde vi ut
kandidatgener som visats orsaka svansdefekter hos mdss och ménniskor, dessa var Dynein Heavy
Chain 1 (DNAH1) och Armadillo Repeat Containing 2 (ARMC?2). Vi begrénsade undersdkningen
till att undersdka exon 73 i DNAH1 och exon 4, 8, 10, 16 & 17 i ARMC2 med PCR och Sanger-
sekvensering fran atta hanhundar av rasen berner sennen. F6r PCR-sekvensering anvande vi
genomisk DNA fran helblod. Fran 91 av totalt 96 PCR-sekvenseringar var resultaten av god kvalitet
och kunde analyseras. Fran tre individer erholls specifika PCR-produkter fran antingen forward eller
reverseprimern, och fran en individ erhélls ingen produkt fran exon 16 fran ARMC2 genen. Inga
mutationer som setts i dessa gener hos moss och manniskor med astenozoospermi kunde ses hos
dessa hundar.

For att undersoka om det ar mojligt att relatera mangden mRNA fran utvalda gener till spermie-
kvalitet fran fryst och farsk sperma analyserades firsk och fryst sperma fran en beagle samt fryst
sperma fran en berner sennenhane. RNA extraherades med och utan tillsats av Ribonukleas (RNas)
inhibitor och RNA Integrity Number (RIN) vardet med och utan denna tillsats jamférdes. Kvaliteten
pa RNA isolatet utvarderades med hjalp av en Agilent Tapestation, som bestammer ett RIN-vérde
pa en skala mellan 1 och 10. | studien erholls det hogsta RIN vérdet pa 5,8 nar farsk sperma
analyserades med tillsats av RNas inhibitor. Det lagsta RIN vardet var 2,7 vilket erholls nar fryst
sperma analyserades fran en berner sennen men som fick RNas inhibitor tillsatt vid analys, och fran
farsk sperma utan tillsats av RNas inhibitor. Detta var endast en pilotstudie pa totalt 3 prover for att
utvardera metodens effektivitet att utvinna RNA fran spermier. Vi kontrollerade ocksa kvaliteten pa
farsk vs fryst sperma for att fa information om metodens effektivitet.

Ytterligare studier behdvs for att finna den genetiska bakgrunden till nedsatt spermiekvalitet hos
berner sennenhundar. Slutsatsen fran var studies andra del &r att det sannolikt gér att optimera RIN
vardet fran hundspermier genom att modifiera protokollet och att det gar att anvanda RNA fran
hundsperma for att studera och vidare analysera genuttryck fran intressanta gener.

Nyckelord: Berner sennen, fertilitet, spermiekvalitet, spermiemorfologi, kandidatgener, DNAHL1,
ARCM2, RNA



Abstract

The purpose of this study was to investigate possible hereditary factors for impaired sperm quality
in Bernese Mountain Dogs in Sweden. In previous morphological studies of semen from Bernese
Mountain Dogs, it was found that they have an increased number of tail defects compared to the
normal variation for dogs. Based on this, we chose to examine genes involved in the formation of
the sperm flagella using a candidate gene approach. Because there are few studies within this area
in dogs, we selected candidate genes that have been shown to cause tail defects in mice and humans,
these were Dynein Heavy Chain 1 (DNAH1) and Armadillo Repeat Containing 2 (ARMC2). We
limited the study to examining exon 73 in DNAH1 and exons 4, 8, 10, 16 & 17 in ARMC2 using
PCR and Sanger sequencing from eight male Bernese Mountain dogs. For PCR sequencing, we used
whole blood genomic DNA. From 91 of a total of 96 PCR sequences, the results were of good
quality and could be analyzed. From three individuals specific PCR products were obtained from
either forward or reverse primer, and from one individual no product was obtained from exon 16 of
the ARMC2 gene. None of the exons that have been described to harbour mutations in these genes
in mice and humans with asthenozoospermia were shown to have mutations in these dogs.

To investigate whether it is possible to relate the amount of mMRNA expressed from selected genes
to sperm quality from frozen and fresh semen, fresh and frozen semen from a beagle and frozen
semen from a male Bernese Mountain Dog were analyzed. RNA was extracted with and without the
addition of RNase inhibitor and the RNA Integrity Number (RIN) values obtained with or without
this addition were compared. The quality of the RNA isolate was evaluated using an Agilent
Tapestation, which determines a RIN value on a scale between 1 and 10. In the study, the highest
RIN value of 5.8 was obtained when analyzing fresh semen with the addition of RNase inhibitor.
The lowest RIN value was 2.7, which was obtained when analyzing frozen semen from a Bernese
Mountain Dog but which had RNase inhibitor added during the RNA preparation, and from fresh
semen without added RNase inhibitor. This was only a pilot study of a total of 3 samples to evaluate
the method's effectiveness in extracting RNA from sperm. We also checked the quality of fresh vs
frozen semen to get an idea of the effectiveness of the method.

Further research is needed to find the genetic background to decreased sperm quality in Bernese
Mountain Dogs. The conclusion from our second part of the study is that it should be possible to
optimize the RNA preparation protocol to obtain better quality of RNA with increased RIN value
from dog sperm and to use RNA prepared from dog sperm to evaluate gene expression of interesting
genes.

Keywords: Bernese Mountain Dog, fertility, sperm quality, sperm morphology, candidate genes,
DNAH1, ARCM2, RNA
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1. Inledning

Sedan 1998 har Svenska Sennenhundklubben (SShK) arligen sammanstallt
kullstatistik (Svenska Sennenhundklubben u.a.). Statistiken fors dver samtliga fyra
hundraser som ingar i klubben, grosser schweizer sennenhund, appenzeller
sennenhund, entlebucher sennenhund och berner sennenhund. Ar 2019 var 199
grosser schweizer sennenhundar registrerade i Sverige i svenska Jordbruksverkets
hundregister, 27 appenzeller sennenhundar, 54 entlebucher sennenhundar och 4734
berner sennenhundar. (Jordbruksverket u.d.). Mellan ar 2011 och 2015 var
draktighetsstatistiken fran SShk 69 % baserat pa inrapporterade kullar och parade
tikar som ej blivit draktiga (Svenska Sennenhundklubben u.d.). Féljande citat
kommer fran Rasspecifik avelstrategi (RAS) berner sennen (Svenska Sennenhund-
klubben 2018):

“Detta (reproduktionsproblem) ér ett viktigt omrade att undersoka vidare da
risken att trenden med sma kullar fortsatter och pa sikt minskar avelshasen
betydligt och med det den genetiska variationen.”

Vidare papekas det i RAS att sjukdomar med genetisk koppling som exempelvis
histiocytart sarkom och andra tumorer och skelettsjukdomar som héftledsdysplasi
och armbagsdysplasi blir svarare att fa ned eller behalla pa en lagre niva, reproduk-
tionsproblem forhindrar avel pa utvalda djur.

En av de viktigaste egenskaperna vid avelsarbete ar individens reproduktionsfor-
maga. Nedsatt fertilitet och infertilitet forsvarar sjalvklart avelsarbetet. Fertilitet
paverkas av flera faktorer hos bade hanhunden och tiken. I en tidigare studie har
spermiekvaliteten hos berner sennen visats vara nedsatt, med en forhdjd andel
spermier med defekta svansar. | denna studie undersoktes genetiska faktorer som
kan orsaka nedsatt spermiekvalitet hos berner sennenhundar. Da fa studier har
gjorts inom detta omrade utfordes en kandidatgenapproach baserad pa kunskap om
tva gener dar mutationer har orsakat nedsatt spermiekvalitet hos savéal manniska
som mus. | studien extraherades ocksa RNA fran hundspermier for att undersoka
om det gar att preparera RNA av tillrackligt hog kvalitet for att framover kunna
kvantifiera mRNA fran en eller flera utvalda gener genom Realtids PCR och
relatera den mangden mRNA mot stabilt uttryckta housekeeping gener.
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2. Litteraturoversikt

2.1. Fruktsamhetsproblem

Fruktsamhetsproblem kan bero pa faktorer hos honan hanen eller pa en kombina-
tion av de bada foraldrarna. Fruktsamhetsproblem hos tik kan bero pa onormal
I6pningscykel, ofullstandig parning och aborter. Hanlig infertilitet kan bero pa
nedsatt spermakvalitet med flera bakomliggande orsaker.

2.1.1. Onormal I6pningscykel

En normal hund ska genomga sin forsta I6pning fore tva ars alder och darefter
genomga nya lopningscykler med ca 4-10 manaders intervall (Johnston 1991).
Orsaker till primart persisterande angstrus kan vara ovariektomi, ovariehyster-
ektomi, iatrogena hormonstorningar, kongenitala hormonstérningar och avvikande
reproduktions-organ. Vissa tikar kan ha &gglossning utan att uppvisa typiska
karaktéristika beteenden och tecken associerade med I6pning, s.k. tysta I6p. Vid
sekundar persisterande andstrus har det gatt >18 manader sedan den sista I6pningen,
orsaker till detta kan vara infektioner, metaboliska stdrningar och aggstocks-
tumorer.

2.1.2. Ofullstandig parning eller parning vid fel tidpunkt

Denna kategori rymmer orsaker till att parningen inte kommer till stdnd pa grund
av smarta/obehag for tiken, t.ex. for att tiken ar dominant och végrar att lata sig
bestigas av hanhunden, att omgivningen ar stressande, eller pa grund av vaginal
tvarvagg eller nybildningar i vagina (Themes 2016). Parningsproblem som orsakas
av hanen kan bero pa att denna ar for radd eller oerfaren for att initiera parningen.
En annan orsak kan vara att han inte ejakulerar den spermierika fraktioner.

Parning vid fel tidpunkt i cykeln &r en vanlig orsak till utebliven dréktighet (Hase
et al. 2000. For att inte missa den optimala tidpunkten for befruktning kan man
méta progesteronnivaerna i blodet. Tiken har en preovulatorisk progesteronstegring
vilket &r anledningen till att man mater progesteronhalterna i blodet for att uppskatta
den bésta tiden for parning.
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2.1.3. Abort

Det finns flera patologier som kan orsaka abort hos hund, t.ex. virusinfektioner,
trauma, endokrina stérningar och lakemedel (Verstegen et al. 2008).

En subklinisk inflammation av livmoder kan forhindra en draktighet trots att bade
tiken och hanen tidigare varit fertila (Carmichael & Kenney 1968; Hensel et al.
2018). Bakteriella infektioner t.ex. brucellos orsakad av Brucella canis kan ocksa
orsaka aborter.

2.1.4. Kryptorkism

Kryptorkism innebér att en eller bada testiklarna ar belagna i bukhalan eller i
inguinalkanalen. Bada testiklarna ska vandra ned vid ca 10 dagars alder men
inguinalringen sluts fullstandigt forst vid ca 6 manaders alder (Romagnoli 1991).
Testiklar belagna i skrotum &r ca 4-5°C kallare &n testiklar i bukhalan vilket ar
optimalt for spermatogenesen (Moon et al. 2014). Om testiklarna ar belégna i
bukhalan sa leder den hogre temperaturen till skadliga effekter pa spermatogenesen.
Darfor &r bilateralt kryptorkida hanar som regel sterila medan unilateralt
kryptorkida hundar fortfarande kan producera fertiliseringsdugliga spermier.

2.1.5. Prostataproblem

Hundar har endast en accessorisk konskortel, prostatan. Sjukdomar sasom benign
prostatahyperplasi, prostatit, abscesser och cystor ar vanligt forekommande hos
intakta hanhundar, och tycks férekomma oftare hos de stérre hundraserna
(Freshman 2001). Omkring 80 % av intakta hanhundar éver 5 ar har benign
prostatahyperplasi, ett tillstand som Okar risken for prostatit. Manga hundar med
kronisk prostatit har inga tydliga tecken pa sjukdom, men infektion i prostata kan
spridas till bitestiklarna och testiklarna. Spermiemotiliteten kan forsdmras av
onormal prostatavatska.

2.1.6. Spermakvalitet

Spermakvalitet ar relaterad till funktionen hos testiklarna, bitestiklarna och
prostatan (Holst et al. 2012). Infektion av hanhundar med B. canis kan orsaka
epididymit och prostatit. Kronisk inflammation kan orsaka unilateral och/eller
bilateral testikelatrofi och infertilitet. Sjukdomen upptacktes forsta gangen i Sverige
2010 och bakterien ar inte endemisk i Sverige.

Analys av spermakvaliteten kan exempelvis utforas vid utvérdering av en hanhund
infor planerat avelsarbete (Althouse et al. 2015). Vid en andrologisk undersokning
ingar anamnes, signalement, klinisk undersokning samt analys av ett spermaprov
fran hunden. Spermaprov fran hund samlas vanligen via manuell manipulation
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garna i narvaro av en tik som Ioper. Ejakulatet undersoks sedan bade makroskopiskt
och mikroskopiskt. Vid den makroskopiska undersdkningen beaktas parametrar
som volym och férg, medan den mikroskopiska unders6kningen beaktar kon-
centration, motilitet och morfologi. Dock sa &ar vetskapen om i vilken grad
spermakvalitet kan forutspa eller korreleras med fertilitet i dagslaget begransad. |
en studie av (Sacke 2008) kunde endast 50-60 % av variationen inom hanlig
fertilitet berdknas genom undersokning av spermiernas egenskaper. Till skillnad
fran andra arter, finns det endast ett fatal genetiska studier Gver nedsatt hanlig
fertilitet hos hundar (Marelli et al. 2020).

2.2. Spermatogenes

Spermatogenes ar en kontinuerlig process dar haploida spermatozoer utvecklas fran
stamceller i testikelns Tubuli seminiferi (Chtopik & Wysokinska 2020). Spermato-
genesen kan delas in i tre stadier: spermatocytogenes, spermiogenes och
spermiering. Nar hanhunden genomgar kdnsmognad prolifererar och differentierar
spermatogonier fran stamceller till fardiga spermier. Spermatogonier ar diploida
celler, dvs innehaller tva uppsitt-ningar kromosomer och betecknas 2n. Ena
kromosomuppsattningen har arvts fran modern och den andra fran fadern. Sperma-
togonien genomgar mitos och bildar tva typer av celler, en ny spermatogonie och
en primar spermatocyt. Den primara spermatocyten genomgar tva stadier av meios
(meios | och 1) for att ge upphov till tva stycken sekundara spermatocyter och
slutligen fyra stycken haploida spermatider (se bild 1). Spermatiderna genomgar
slutligen en mognadsprocess kallad “spermiogenes”. Under denna process
genomgar spermatiden flera viktiga morfologiska utvecklingssteg for att slutligen
bilda en mogen spermatid. Den mogna spermatiden avgar fran sertolicellen i en
process kallad spermiering och transporteras till bitestikeln for fortsatt mognad for
att slutligen bli en mogen spermie.
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Ny spermatogonie

Spermatid (n)

Spermie

Bild 1. En schematisk bild 6ver spermatogenesen. Illustration av forfattaren.

2.3. Spermiemorfologi

En korrekt bildad spermie bestdr av ett huvud, hals, mittstycke och svans (aven
kallad flagell) (Chtopik & Wysokinska 2020). Huvudet &r klatt av en akrosom som
innehaller enzymer som mojliggor for spermier att penetrera oocytens hélje (zona
pellucida). Huvudet innehaller cellkarnan med sitt kromatin bestdende av DNA i
form av en enkel kromosomuppsattning packat med protamin. Mittstycket inne-
haller en stor mangd mitokondrier som forser spermien med den energi som behovs
for rorelseformagan i form av ATP. Svansen/flagellen bidrar till spermiens rorlighet
genom en roterande rorelse som uppstar tack vare axonemet. En normal spermie-
motilitet &r en snabb, progressiv framatverkande rorelse.

Flageller och cilier &r rorliga utskott som beklader cellytan, de varierar i langd, i
antal per cell, och i de monster av rorlighet som de producerar (Mitchell 2007).
Flageller &r forst och framst organeller som slar, och deras komplexa struktur skulle
inte ha utvecklats utan evolutionart urval for motilitet, vilket framgar av forlusten
av mycket av strukturer i icke-rorliga sensoriska cilier, s.k. priméara cilier som
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aterfinns i nastan alla kroppens celler. Flageller hos eukaryota arter, till exempel
hundars spermiesvansar bestar av en bunt av nio fuserade mikrotubulipar som
omger tva centrala mikrotubili (Ishikawa 2017). Varje par av de yttre nio
mikrotubuliparen har tva dyneinarmar en inre och en yttre, som stracker sig till de
tva intilliggande mikrotubuliparen. Dyneinarmar alstrar aktion som for spermien
framat genom hydrolysering av ATP. Dyneinarmarna aktiveras i olika faser och
skapar det vaglika rorelsemdénstret som fér spermien framat.

Det finns skillnader mellan cilie- och flagellbildning, eftersom vissa gener kodar
for proteiner som &r mer avgorande for flagellbildningen an for ciliefunktionen
(Lehti & Sironen 2017). En sadan gen ar Dynein Axonemal Heavy Chain 1
(DNAH1). Om en gen som har en avgorande roll i bildningen av bade flagell och
cilie ar affekterad av mutation som orsakar en nedsatt funktion i dessa tva, drabbas
individen av en syndromsjukdom.

2.4. Avvikelser i spermaproduktionen

Hanlig fertilitet & komplex och trots att spermaanalys inte alltid ger svaret till
fruktsamhetsproblem sa &r en utvardering av spermiekvaliteten grundlaggande vid
utredningar av hanliga orsaker till fruktsamhetsproblematik.

2.4.1. Azoospermi och oligozoospermi

Azoospermi ar ett av flera tillstand som &r forknippat med hanlig infertilitet (Guerri
et al. 2019). Benamningen betyder att ejakulatet inte innehaller nagra spermier.
Orsaken kan vara att testiklarna inte producerar nagra spermier éverhuvudtaget
p.g.a. stord spermatogenes s.k. icke obstruktiv azoospermi (non obstructive azoo-
spermia, noa). En annan orsak kan vara att spermatogenesen inte ar stérd men det
finns en obstruktion eller férandring i spermiepassagen som gor att inga spermier
kan passera ut tillsammans med ejakulatet s.k. obstruktiv azoospermi (oa). Oa kan
vara forvarvad eller kongenital, vid den kongenitala varianten saknas sadesledarna.

Nar ejakulatet innehaller ett mycket litet antal spermier sa benamns tillstandet som
oligozoospermi (Meyers-Wallen 1991). Den vanligaste orsaken till oligozoospermi
och noa hos manniskor &r variation i karyotypen, dar individen har t.ex. tva X
kromosomer, eller en mikrodeletion i Y-kromosomen. Ytterligare orsaker till
medfédd oligozoospermi ar ensidig segmentell aplasi av bitestikeln eller sédes-
ledaren, vilket resulterar i total obstruktion av spermieproduktion fran en testikel.
Om aplasin endast &r enkelsidig och den andra bitestikeln och sadesledaren ar
normal sd kan hanen fortfarande vara fertil men kan ha nedsatt fruktsamhet.
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Oligozoospermi kan dven uppkomma sekundart till en systemisk inflammation i
kroppen.

2.4.2. Astenozoospermi/astenospermi och
nekrozoospermi/nekrospermi

Astenozoospermi/astenospermi ar ett tillstand dar en varierande andel spermier har
en nedsatt motilitet (Nduwayo et al. 1995). Orsakerna till astenospermi kan vara
metaboliska sjukdomar, strukturella abnormaliteter i spermiens strukturer eller
genetiska avvikelser. Vid nekrozoospermi eller nekrospermi innehaller ejakulatet
en hog andel doda och orérliga spermier. For att sérskilja astenospermi fran
nekrospermi kan man farga in spermier, om de ar doda kommer de da att fargas,
eftersom membranet ar nedbrutet och fargen kommer in urskillningslost. Nekro-
spermi ar en séllsynt orsak till infertilitet pA man da prevalensen ar ca 20-48 %.

Vid astenospermi kan affekterade spermier fortfarande fertilisera oocyten och kan
darfor anvandas vid in vitro-fertilisering som ex intracytoplasmatisk spermie-
injektion, ICSI hos méanniskor, nagot som ej gors pa hundar (England et al. 2010).
Hos hund bedoms arftligheten for faktorerna hog motilitet samt lagt total antal
spermier som mattlig och individer drabbade av astenospermi bor darfor inte
anvandas i avel. Till foljd av den mattliga arvbarheten for lagt totalt antal spermier
sa beddms aven antalet morfologiskt normala spermier i ett ejakulat ha mattlig
arvbarhet. Vid en andrologisk undersékning hos hund bér >70 % av spermierna har
en tydlig och kraftig rorlighet framat for att spermiekvaliteten ska bedémas som
normal (Barak & Baker 2016.)

2.4.3. Teratozoospermi/teratospermi

Teratozoospermi eller teratospermi karaktériseras av spermier med en onormal
morfologi som negativt paverkar spermiekvaliteten och individens fertilitet
(Feldman 2004). Spermiedefekter kan indelas baserat pa sitt ursprung. Primara
defekter ar relaterade till felaktig testikelfunktion medan sekundéra defekter
uppstar efter att spermierna har lamnat testikeln. Den indelningen séger inget om
effekten av de morfologiskt avvikande spermierna pa den hanliga fertiliteten.
Denna ursprungsbaserade klassificering har ocksa visat sig vara inkonsekvent, da
vissa priméra defekter kan uppkomma i bitestiklarna (Blom 1973). Darfor foreslog
Blom en ny indelning dar spermieavvikelserna antingen ar forknippade med en
betydande negativ inverkan pé hanlig fertilitet, sa kallad “major” defekter, eller &r
forknippade med en mindre effekt pa hanlig fertilitet s, s& kallade minor”
defekter. En hog forekomst av major defekter &r forknippat med nedsatt fertilitet
eller sterilitet och beror troligen pa onormala tillstand i testiklarna eller bi-
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testiklarna, eller arftliga genetiska defekter. De mindre defekterna anses vara
mindre viktiga for hanlig fertilitet, sdvida de inte finns i en stor andel i ejakulatet.

Oettlé (1993) fann i sina studier att hundar med >60 % morfologiskt normala
spermier (MNS) hade en betydlig hogre draktighetsstatistik jamfort med hundar
med <60 % MNS. Saledes drogs slutsatsen att procentandelen under vilken
fertiliteten paverkades negativt for hundar ar 60 %. | jamforelse sa bedéms tjurar
som icke tillfredstallande av anvandas inom avel med cut off-varden pa < 70 %
MNS, > 20 % huvuddefekter, eller bada (Menon et al. 2011).

| studier gjorda pa hund har ett samband indikerats mellan stigande alder och
nedsatt spermiekvalitet (Tesi et al. 2018). Sambandet &r inte helt klarlagt och man
misstanker att det & manga faktorer som inverkar som ex évervikt, degeneration av
accessoriska konskortlar och ackumulation av toxiska substanser. Studier av
hundars fertilitet ar fa i jamforelse med manniska och andra djurslag som nét och
héast, men (Hesser et al. 2017) utférde en omfattande studie pa 39 hanhundar av
rasen labrador retriever med avseende pa fertilitet och kunde inte observera nagot
samband mellan spermiekvalitet och fertilitet, trots att skillnader pa spermiekvalitet
noterades mellan aldersgrupper.

2.4.4. Kompensatoriska defekter och icke-kompensatoriska
defekter

Spermieavvikelser kan klassificeras som antingen kompensatoriska eller icke
kompensatoriska baserat pa formagan att kompensera for forekomst av avvikelser
och uppna optimal fertilitet genom att 6ka antalet spermier per ejakulat (Den Daas
et al. 1998); Saacke et al. 2000). Icke-motila spermier och spermier med gravt
avvikande morfologi forhindras av de honliga reproduktionsorganen fran att na
platsen for befruktning. Resultaten kan bli ett otillrackligt antal spermier vid
oocyten, och minskad fertilitet (Saacke et al. 1998). Den negativa paverkan av
kompensatoriska spermiedefekter kan motverkas genom att 6ka antalet normala
spermier i en artificiell inseminationsdos. Olika individer uppvisar olika maximala
fertilitetsnivaer (Pace et al. 1981). Att 6ka antalet spermier Gvervinner inte de
negativa effekterna av icke kompensatoriska spermiedefekter (Saacke 2008). Icke
kompensa-toriska spermiedefekter kommer sannolikt att identifieras som normala
eller nagot oregelbundna under rutinméssiga laboratorieutvéarderingar da dessa
spermier oftast har ett helt normalt eller néstintill normalt utseende. Dessa spermier
ar ofta kapabla att na platsen for befruktning och kan penetrera och aktivera
oocyten, men misslyckas med att stodja zygotisk och embryonal utveckling.
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2.5. MMAF (multipla morfologiska abnormala
spermieflageller)

Multipla morfologiska abnormala spermieflageller (MMAF) &r en specifik typ av
astenoteratospermi, ett syndrom som rymmer samtliga typer av morfologiska
abnormiteter av flagellen sasom till exempel korta och bojda flageller eller total
avsaknad av flagellen (Wang et al. 2020). MMAF har en tydlig negativ inverkan
pa spermiernas motilitet och orsakar saledes primar infertilitet hos man. Det ar annu
inte klarlagt om MMAF é&r en fenotypisk variant av sjukdomen primar ciliar
dyskinesi (PCD), en arftlig defekt i motilitet hos cilier och flageller.

2.6. Genetisk variation

Fenotypisk variation mellan individer inom en art orsakas av en kombination av
genetiska faktorer och miljofaktorer (Brown 2002). Genetisk variation, skillnaden
mellan individers genom, har i huvudsak sitt ursprung pa grund av att enzymet
DNA-polymeras introducerar i lag frekvens fel nukleotider vid replikationen.
Dessutom paverkas mutationsfrekvensen av miljofaktorer som t.ex. toxiner, UV-
strdlning och radioaktiv stralning. Vid meiosen uppkommer dessutom
dverkorsningar av det genetiska material som nedéarvs fran foraldrarna. De flesta
egenskaper orsakas inte endast av en genvariant utan istéllet av en kombination av
flera gener som samverkar (Li et al. 2013)

Mutagenes kallas processen dar en individs genetiska kod forandras pa grund av en
mutation (Brown 2002). Mutationen kan uppkomma spontant, framférallt pa grund
av att enzymet DNA-polymeras introducerar fel nukleotider vid replikationen. En
ytterligare orsak ar att en 6kad frekvens av mutationer kan induceras av mutagena
amnen. Mutagenes kan leda till cancer och arftliga sjukdomar, men nar
mutationerna drabbar konscellerna och nedarvs ocksa drivkraften fér evolutionen.
Mutationer kan ske storskaligt ndr de involverar kromosomstrukturerna, vid
exempelvis amplifiering, duplikation, deletion, inversion och rearrangemang av
regioner pa kromosomer. Smaskaliga mutationer involverar en eller ett fatal
nukleotider. Nar endast en nukleotid &ar involverad kallas mutationen for punkt-
mutation. Punkt-mutationer kan ske sa att en kvéavebas byts ut mot en annan
(bassubstitution), laggs till (basinsertion) eller tas bort (basdeletion). Om muta-
tionen sker i en proteinkodande del av genen kan férandringen antigen orsaka
kodning for en ny aminosyra som leder till en ny proteinprodukt (missense-
mutation), for samma aminosyra och saledes samma proteinprodukt (tyst mutation)
eller ett stoppkodon som gor att proteinprodukten stoppas prematurt.
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Om punktmutationen inte sker i multipel om tre kvavebaser motsvarande ett kodon,
sa kommer punktmutation att leda till att den 6ppna lasramen forskjuts och orsakar
en sa kallad ”frameshift mutation” som oftast leder till att ett stoppkodon bildas ett
antal kodon 3° om punktmutationen och ett forkortat protein med nedsatt eller
utebliven funktion bildas (Brown 2002). Nar mutationer leder till att proteinet far
en ny eller forbattrad funktion sa kallas mutationen for ”gain of function” och nér
mutationen leder till nedsatt eller utebliven proteinfunktion sa kallas mutationen for
’loss of function”.

Det &r av stor vikt att detektera mutationer i genomet for att diagnostisera individer
som lider av genetiska sjukdomar. Diagnostiken kan goras exempelvis vid scree-
ning av hundar inom en ras for att detektera drabbade individer och ta ut dem ur
avelsprogrammet. Idag finns det fler &n 300 k&nda sjukdomsframkallande muta-
tioner hos hund (OMIA u.d.). Genetiska tester kan anvandas for att detektera
sjukdomsassocierade genvarianter och PCR-tester anvands ofta for att detektera
dessa mutationer (Bell 1989). Genom att amplifiera en region pa genomet som kan
muteras s erhalls flera kopior av regionen som kan analyseras vidare. Den
amplifierade regionen kan sedan jamforas mot en referenssekvens for att utvardera
om individen har en forandring i DNA sekvensen.

2.6.1. Kandidatgener

Kandidatgen-approach ar en typ av genetisk studie dar man undersoker om genetisk
variation foreligger i en gen som har beddémts att sannolikt vara inblandad i den
fenotyp som studeras (NHGRI u.a.). Ofta valjs genen ut baserat pa att den har visat
sig vara muterad i en annan art eller i en annan ras. Innan en studie startar har en
utvardering av neddrvningsmonstret utforts som sakerstallt att risken att utveckla
fenotypen paverkas av genetiska faktorer och hur den eller dessa nedarvs och att en
eller flera mutationer orsakar den fenotyp som undersoks. Man har saledes en
hypotes att en individ eller en grupp med en fenotyp kan vara muterade i en viss
gen.

Da spermierna fran berner sennenhundar som ingick i projektet uppvisade en
fenotyp med forhojt antal svansdefekter i jamforelse med normalvardet for hundar
sa begransade vi undersokningen till gener med effekt pa endast flageller. 1
dagslaget ar forskningen kring genetiken bakom svansdefekter hos hund ofull-
standigt kartlagd. Genvarianter hos minst 18 olika gener har beskrivits som
associerade med MMAF hos manniska och modellorganismer, ffa moss. Exempel
pa nagra av dessa gener & DNAH1 (dynein heavv chain 1), CFAP43/44 (cilia and
flagella associated protein 43/44), AK7 (adenylate kinsase 7), QRICH2 (glutamine
rich 2), FSIP2 (fibrous sheath interacting protein 2), CFAP69 (cilia and flagella
associated protein 69), CFAP65 (cilia and flagella associated protein 65), CFAP91
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(cilia and flagella associated protein 91) och ARMC2 (armadillo repeat containing
2) (Khan et al. 2021). Ar CFAP generna péaverkade (CFAP43, CFAP44 och
CFAPG9) leder det till korta svansar eller total avsaknad av svansar, medan
paverkan pa FSIP2 och ARMC2 gor att svansen blir ihoprullad (Coutton et al.
2019).

2.6.2. DNAH1

Dynein axonemal heavy chain 1 (DNAH1) & som namnet syftar pa en gen som
kodar for en tung kedja som &r kopplad till de inre dyneinarmarna i axonemet och
uttrycks i testiklarna (Ben Khelifa et al. 2014). Trots att DNAH1 ocksa uttrycks i
andra cilier som de i luftvagarna, var infertilitet det enda symptomet som
observerades hos drabbade forsokspersoner, vilket tyder pa att DNAH1-funktionen
i 6vriga cilier inte ar lika kritisk som i spermieflagellen. Hanar fran mdss dar
DNAH1-genen var inaktiverad, s.k. knockoutmdss som var homozygota for en
deletion av genen, kunde inte befrukta honor via naturlig vag da spermierna inte
kunde forflytta sig fran depositionsstéllet i vagina och kunde darfor inte befrukta
aggen (Neesen et al. 2001). | den studien sag man att spermierna fran de homozygot
knockade mdssen hade ca 50 % nedsatt lateral amplitud av flagellen men ca 35 %
Okad slagfrekvens. Med IVF och ICSI kan &ggen dock befruktas trots denna
mutation eftersom man da transporterar en enda spermie in i dggets cytoplasma via
injektion. Denna mutation kan klassificeras som icke kompensatorisk da samtliga
spermier har kraftigt nedsatt motilitet.

Mutationer i DNAH1-genen hos man diagnostiserade med infertilitet har beskrivits
i flera studier (Ben Khelifa et al. 2014; Sha et al. 2017; Tang et al. 2017; Wang et
al. 2017). Mutationerna har orsakat en MMAF-fenotyp pa spermierna. Mutationer
har lokaliserats till flera omraden i genen men ett flertal orelaterade individer var
muterade i exon 73 (Sha et al. 2017; Tang et al. 2017; Wang et al. 2017). Denna
mutation var en deletion av tva baser (C och T) pa position 11726 och 11727.
Deletionen orsakar en frame-shiftmutation och leder till ett for tidigt stoppkodon i
aminosyrasekvensen och proteinet blir ej komplett och darfor forlorar det sin
normala funktion. Individerna i de tidigare namnda studierna var bade homozygota
och heterozygota for mutationen i exon 73. DNAH1 mRNA har detekterats i
spermier fran manniska och moss (Ben Khelifa et al. 2014; Khan et al. 2021b).

2.6.3. ARMC2

Coutton et al. (2019) visade att ARMC2-genen kodar for ett protein pa 867
aminosyror. Genom Realtids-kvantitativ PCR (RT-gPCR) fann Coutton et al.
(2019) signifikant hogre uttryck av ARMC2 mRNA i testiklarna dn i 6vriga vavna-
der hos manniska.
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Hos 5 av 168 man med primar infertilitet och MMAF, identifierades homozygositet
for mutationer i ARMC2-genen som inte hittades i kontroller eller i offentliga
variantdatabaser (Coutton et al. 2019). Immunfluorescensstudier i human- och
musspermier visade franvaro av de axonemala proteinerna SPAG6 respektive
Spef2, vilket tyder pa att ARMC2 kan vara specifikt involverad i ssmmansattningen
eller stabiliteten av det axonemala centrala parkomplexet. Med hjalp av
CRISPR/Cas9-teknik genererades ARMC2 homozygot knockade -/- m@ss. Hanarna
var infertila, medan honorna var fertila. Analys av epididymala spermier fran méan
med mutationen visade att 100 % hade korta, tjocka och/eller lindade flageller,
associerade med fullstandig motilitetsbrist. Immunfluorescensanalys av axonemet
visade total franvaro av SPEF2 och SPAGS, tva markarer for centralparkomplexet.

2.7. Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR &r en metod som amplifierar en specifik region av bada DNA-strangarna, och
som kan anvandas vid en kandidatgenapproach. En grundldggande PCR-upp-
sattning kréaver flera komponenter och reagens enligt Brown (2002):

« En DNA-mall som innehaller den DNA-malregion som ska amplifieras

« Ett varmeokénsligt DNA-polymeras; ett enzym som polymeriserar nya DNA-
strangar.

» Tva DNA-primrar pa ca. 20-25 nukleotider som ar komplementéra till var och en
av sens- och antisensstrangarna i regionen man vill amplifiera. Specifika primrar
som ar komplementéra till DNA-malregionen véljs ut i forvag.

« Deoxinukleosidtrifosfater eller ANTP (nukleotider som innehaller
trifosfatgrupper), byggstenarna fran vilka DNA-polymeraset syntetiserar en ny
DNA-strang.

 En buffertlosning som tillhandahaller en lamplig kemisk miljo for optimal
aktivitet och stabilitet for DNA-polymeraset.

Vid PCR sa genomgar prover flera upprepade termala cykler som delas in i tre steg
enligt Lorenz (2012):

Denaturering: Det forsta steget bestar av att varma reaktionskammaren till 94-96
°C i1 20-30 sekunder. Detta orsakar denaturering av den dubbelstrangade DNA
molekylen genom att bryta vatebindningarna mellan komplementéra baser, vilket
ger tva enkelstrangade DNA-molekyler.

Hybridisering (annealing): | nasta steg sanks reaktionstemperaturen till 50-65 °C,
vilket mojliggor hybridisering av primrarna till de enkelstrangade DNA-mole-
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kylerna. Tva olika primrar ingdr typiskt i reaktionsblandningen: en for vart och ett
av de tva enkelstrangade komplementen som innehaller malregionen. Primrarna ar
sjdlva enkelstrangade sekvenser, med en langd pa ca 20-25 baser. Avstandet mellan
den primer som ar komplementar till den kodande respektive den icke kodande
DNA strangen avgor langden pa den amplifierade malregionen. Primersekvens,
salthalt och temperatur ar de faktorer som ar avgérande for att fa en specifik
annealing. Det &r avgorande att bestdmma en lamplig temperatur for hybridiserings-
steget eftersom effektivitet och specificitet paverkas starkt av temperaturen. Denna
temperatur maste vara tillrackligt Iag for att mojliggora hybridisering av primern
till strdngen, men tillrackligt hdg for att hybridiseringen ska vara specifik, dvs.
primern bor binda endast till en perfekt komplementér del av strdngen, och ingen
annanstans i DNA som skall amplifieras. Om temperaturen &r for Iag kan primern
binda felaktigt. Om den ar for hog kanske primern inte binder alls.

Forlangning (extension): | detta steg syntetiserar det varmekansliga DNA-
polymeraset en ny DNA-strang som &r komplementér till DNA-mallstrangen
genom att lagga till fria INTP fran reaktionsblandningen som ar komplementar till
mallen i 5'-till-3'-riktningen. Under optimala forhallanden (dvs om det inte finns
nagra begransningar pa grund av begransande substrat eller reagens), férdubblas
antalet DNA-malsekvenser vid varje forlangningssteg.

Processerna for denaturering, hybridisering och forlangning utgor en enda cykel.
Flera cykler kréavs for att amplifiera DNA-malet till miljontals kopior. Formeln som
anvands for att berdkna antalet DNA-kopior som bildas efter ett givet antal cykler
ar 2", dar n ar antalet cykler. Saledes resulterar en reaktionsuppséttning med 30
cykler 2% eller 1 073 741 824 kopior av den ursprungliga dubbelstrangade DNA-
malregionen.

2.7.1. Primers

PCR kraver tva olika primrar som binder till bérjan och slutet av den DNA-sekvens
som ska amplifieras (Brown 2002). Dessa tva primrar maste ha liknande sméltpunkt
eftersom bada primrarna maste binda till DNA-mallen lika effektivt under PCR-
reaktionen. For att undvika amplifiering av en felaktig DNA sekvens maste
primrarna utformas sa att de bara kan binda en utvald sekvens i DNA-mallen.
Primrarna ska inte heller ha formagan att latt binda till sig sjalva eftersom detta kan
forhindra att primrarna binder till DNA-templatet och istéllet bildar primer-dimer,
de ska inte ha s.k. intern komplementaritet.

For att optimera resultatet vid PCR sa bor primerparet utformas enligt vissa kriterier
(Lorenz 2012). For att forhindra sekundér strukturbildning rekommenderas en
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primer-langd pa 18-30 nukleotider och en GC-halt pd 40-60 %, dd G och C
kvédvebaserna binder till varandra med tre vatebindningar och den bindningen ar
stabilare an de tva vatebindningarna mellan A och T kvéavebaserna.

Primerparen bor ha en hybridiseringstemperatur sa nara varandra som majligt, helst
inom 3 °C. Repetitioner av fyra eller fler av samma nukleotid i f6ljd ska undvikas
(Lorenz 2012).

2.8. RNA

For att kunna utfora kvantifieringen av genuttryck som paverkar spermiesvansen
med hjélp av realtids-PCR och jamfora uttrycken av dessa mot en s.k. house-
keeping” gen for att aterspegla den relativa mangden av dessa gener (Wang et al.
2004), behdver man kunna preparera RNA fran spermier. | studier av humana
spermier har forhéjda nivaer ribonukleas (RNas) i seminalplasman pavisats hos
man med allvarlig oligozoospermi och azoospermi (Biswas & Stedronska 1980).

Nagon information om preparation av RNA fran hundsperma har inte hittats, endast
studier fran manniska och mus. | arbetets andra del var darfor malet att forsoka
preparera RNA fran farsk och fryst hundsperma, utféra kvalitetskontroll och
utvardera om det gar att preparera RNA av sa pass god kvalitet att det framdver gar
att utfora reverse transcription-PCR (RT-PCR) pd RNA fran hundsperma.
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3. Material och metod

Ingdende hundar valdes ut bland de totalt 65 berner sennen som rekryterats under
2020, och dar det fanns sperma och blod sparat. Hundarna hade undersokts kliniskt
och blod- och spermaprover var tagna. Alla hundarna beddmdes som friska och
uppvisade inga sjukdomstecken enligt sina dgare vid tidpunkten for deltagandet i
studien. Alla prover var tagna av veterindrer med Al-behdrighet, med etiskt
godké&nnande (Dnr: 5.8.18-17395/2018). Alla djurégare hade givit sitt samtycke i
form av medgivande blanketter.

Darutéver samlades sperma fran en undervisningshund.

3.1.1. Utvalda hundar till kandidatgenapproach

| denna studie analyserades totalt atta hundar av rasen berner sennen, samma atta
individer som analyserades i Anna Snells examensarbete (Snell 2022). Anled-
ningarnatill att dessa valdes var dels for att de hade en varierande fenotyp vad géller
spermiekvalitet, dels for att undersoka om det gar att amplifiera exon 73 i DNAH1
genen med andra primers. Sju av hundarna var hanar, av dessa hade fyra stycken
(hund B, D, F & G) en andel MNS som var lagre &n 60 %. Tre av de sju hanarna
hade en andel svansdefekter som Gversteg det bestamda cutoff vardet pa 20 %,
dessa var hund B, E & G. Dessa hundar hade motsvarande 34,5 %, 77,5 % & 21,6
% spermier med defekta svansar (enkel svansbdjning, ihoprullade under huvudet
och dubbelvikta spermier). Den attonde hunden var en tik av samma ras (Tabell 1).

Blodprov togs fran tiken da denna var intressant ur genetisk synpunkt da hon har

haft en kull med valpar i Sverige, dar fadern samt flera av valparna i kullen deltagit
i studien.

25



Tabell 1. Information géllande, kod, kén, MNS, vanligast forekommande spermiedefekter, andel
svansdefekter och bedémning gallande fruktsamhet for de atta utvalda berner sennenhundarna i
studiens kandidatgenapproach del.

Kod | Kon Totalantal | MNS | Spermiedefekter, Andel svans- | Beddmning
spermier (%) vanligast defekter (%) | gallande
(miljarder) forekommande fruktsamhet
S Tik - - - - -
B Hane | 1,01 46-55 | Svansdefekter 34,5 Nagot nedsatt
C Hane | 1,73 80-84 | Inga 5 God
D Hane | 1,23 34-42 | Huvuddefekter och | 13,5 Nagot nedsatt
proximala droppar
E Hane | 1,35 7-13 Svansdefekter 77,5 Nedsatt
F Hane | 1,09 81-82 | Inga 7 God
G Hane | 0,07 23-33 | Omogna spermier 21,6 Nedsatt
och svansdefekter
H Hane | 0,49 80-84 | Inga specifika 9,5 God

3.1.2. Provinsamling

Spermaprov

For berner sennenhundarna anvéndes tidigare insamlade prover som forvarats

frysta.

Blodprov

For de ingdende berner sennenhundarna fanns frysta blodkroppar sparade i -80°C,

fran prov tagna i EDTA-ror.

3.1.3. Spermaanalyser

Sperman fran berner sennenhundarna var analyserad avseende totalantal spermier,
detaljerad morfologisk undersdkning av spermieavvikelser och motilitet.

3.1.4. Utvalda kandidatgener

| ett tidigare, examensarbete (Snell 2022) undersoktes sekvensprodukterna av
Sangersekvensering av generna DNAH1 och SFXNS5 i en kandidatgenapproach. |
det arbetet gick det inte att analysera DNAH1 genen for att PCR-produkten inte var
av tillrackligt god kvalitet. Data fran SFXN5 produkten var av god kvalitet, dock
uppvisade ingen av hundarna oavsett spermiemorfologi eller slaktskap genetisk
variation i denna lokalisation. | detta arbete undersoktes DNAH1-genen med andra
DNA primers samt analyserades fem olika omraden pa ARMC2-genen som
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beskrivits orsaka svansdefekter och nedsatt spermiekvalitet hos manniska och moss
(Coutton et al. 2019).

3.1.5. Exklusionskriterier

Nedsatt spermiekvalitet kan bero pa en mutation i nagon eller nagra av de ca
tvatusen gener som ar inblandade i spermatogenesen, som man sag i en studie pa
mus (Schultz et al. 2003). Eftersom hundarna i studien inte uppvisade nagra
kliniska tecken pa sjukdom valdes gener involverade i syndromiska sjukdomar bort.
Exempel pa nagra av dessa &r gener involverade i Bardet—Biedls syndrom och PCD
(Mékelainen et al. 2020). Bada dessa syndrom orsakar en nedsatt/utebliven funk-
tion i cilierna i samtliga av kroppens vavnader, vilket yttrar sig framst i form av
luftvagssymptom da cilier aterfinns i bl.a. nashalan, bihadlorna, farynx, trakea,
bronker och bronkioli (Forsyth & Gunay-Aygun 2003 uppdated 2020).

3.1.6. Preparation av genomiskt DNA

Blodkropparna fran EDTA-r6ren anvandes for att preparera genomiskt DNA med
hjalp av en QiaSymphony™ SP. 1 ul provmaterial per individ fran de atta
individerna pipetterades till en Nanofisher™ NanoDrop™ 2000/2000c spektro-
fotometer for att méta koncentrationerna av genomiskt DNA i proverna infor
alikvotering. Darefter tillsattes nukleasfritt vatten till proverna sa att man erhéll den
onskade koncentrationen av genomiskt DNA, som var 4 ng/ul.

3.1.7. Sanger-sekvensering

Forward och reverse primers konstruerades via hemsidan Primer3Plus (Wage-
ningen University Bioinformatics u.a.; Untergasser et al. 2007), for att kunna
amplifiera omradena av intresse i DNAH1 och ARMC2. Totalt utformades ett
primerpar for DNAH1 och fem stycken primerpar for fem separata omraden av
intresse pd ARMC2 genen. Primerparen konstruerades for att bilda produkter som
tacker hela exonet av intresse samt en del av de intilliggande intronerna. Primer-
paren kontrollerades sedan via ett in-silico PCR-test (Kent u.a.) for att se om
primerparen faster in pa korrekt omraden i den genetiska koden.

DNAH1:
Forward Primer: CAGCACCTGAGGGTGTTCAG
Reverse Primer: AGGCTAGGGTGGGGTGCT

ARMC2_1:

Forward Primer: TGCTGCTTTACTCTCTTTGCT
Reverse Primer: ACTAGACCAGAGGAAAGAAAAACTT
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ARMC2_2:
Forward Primer: GTACAGCTGGGAACCCTGAG
Reverse Primer: GCTCCACGCTTTGACACTTA

ARMC2_3:
Forward Primer: TCAAGGAGATTCTGGTCTAATAACG
Reverse Primer: TCTGATAAAACTCTCAGACTTACAGGA

ARMC2 4.
Forward Primer: TGCCTTAAAATGTCTCTCTCCA
Reverse Primer: GGCTGTAAGCAACCACCTGT

ARMC2_5:
Forward Primer: GACACAGAAACTCACGCCAAT
Reverse Primer: CCCTCAGATTTCAAAGGATGA

De sex primerparen bestélldes fran foretaget TAG Copenhagen som dessutom
konstruerade och féste M13 svansar till forward respektive reverse:
(5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3")
(5"-CAGGAAACAGCTATGACC-3).

PCR-sekvenseringarna utfordes enligt manualen for BigDye® Direct Cycle
Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific u.d.) i en GeneAmp PCR System 9700.
Processen utfordes i tre delsteg. | det forsta utfordes PCR-amplifiering, i det andra
utfordes cykel sekvensering och i det sista renades produkterna fran kontamination.
Fyra nanogram genomiskt DNA tillsattes i 10 pl amplifikationslésning med en
annealing-temperatur pa 62°C. Cykelsekvensering utfordes i en ABI 3500XL DNA
Analyzer. Sekvenserna analyserades i dataprogrammen Chromas och BioEdit.

3.1.8. Studie 2 RNA extraktion

| den andra studien, RNA-extraktion, jamforde vi RNA-extraktion fran farsk
respektive fryst sperma med och utan tillsats av RNas inhibitor. Farsk sperma
samlades in fran en beagle. Motiliteten bedémdes subjektivt i mikroskop och var
80 % (Tabell 2).

Tva frysta spermaprover analyserades, det forsta var fran en berner sennenhund
(B1) som forvarats i -80°C i ca 14 manader. Det andra provet var fran beaglen, for
denna analys anvandes spermapelleten som forvarats i -80°C i totalt 8 dygn. (Tabell
2).
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Tabell 2. Information éver sperman fran berner sennenhunden (B1) och beaglen som ingick i RNA
extraktionsdelen av studien.

Hund | Kon MNS (%) | Totalantal | Motilitet | Svansdefekter Beddmning
spermier | (%) (%) géllande
(miljarder) fruktsamhet
Bl Hane | 50-59 1,35 - 16,3 Férmodligen
nedsatt
Beagle | Hane 72 0,65 80 3,3 Normal

3.1.9. Spermahantering infor RNA-analys
Sperman fran en beagle delades upp i tva lika delar, 1,5 ml, i varsitt provror.

En del transporterades direkt till laboratoriet for RNA-extraktion. Resten av
sperman centrifugerades i 3000rpm i 10 min, supernatanten ségs av och pelleten
frystes direkt i -80°C for senare extraktion.

3.1.10. RNA extraktion fran farsk och fryst sperma

RNA extraherades fran ~1,5 ml farsk sperma fran beaglen. For extraktionen
anvandes Qiagen RNeasy Plus Universal Kit. De olika stegen i Quick-Start proto-
kollet som medfdljde kitet utfordes.

Tva lika delar, 500 pl sperma delades upp i tva stycken 1,5 ml eppendorfror. Bada
proverna beddmdes som homogeniserade och bearbetades darfér inte i en
TissueRaptor, TissueLyser LT eller TissueLyser Il som per protokollet. Till det ena
provet (R+) tillsattes 2 ul Protector RNase Inhibitor 40U/ul. Dérefter gjordes inga
avvikelser fran protokollet.

De frysta proverna fick tina i rumstemperatur, dérefter tillsattes 0,9 ml TRIS-buffert
(pH 7,0) till vardera prov. Darefter upprepades samma procedur som for de farska
spermaproverna.

3.1.11.  Forvaring och kvalitetskontroll av RNA prover

Proverna med extraherat RNA transporterades nedkylda pa is till frysforvaring i
-80°C. Efter sex dagar i frysforvaring togs proverna ut for att utféra en kvalitets-
kontroll i en Agilent TapeStation for att erhalla ett RNA integrity value (RIN).
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3.1.12. Databaser

NCBI (u.d.) anvandes som databas for att fa fram sekvensdata for gener hos
méanniska (homo sapiens) och hund (canis lupus familiaris). OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man u.d.) anvandes for utdkad information gallande
genfunktion och information fran human- och djurstudier for generna som
undersoktes i arbetet. Primer3plus (Wageningen University Bioinformatics u.a.)
anvandes for att konstruera primers med 6nskvarda egenskaper for de sekvenser vi
ville amplifiera. Genomes UCSC anvéndes for att konfirmera primers via deras in
silico PCR-dataprogram (Kent u.d.). NCBI Blast-verktyget (NCBI-BLAST u.d.)
anvandes for att konfirmera att PCR-produkterna fran Sangersekvenseringen kom
fran korrekta exoner och gener.
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4. Resultat

4.1.1. Sekvensdata fran DNAH1 genen

Samtliga produkter fran forward och reverse primern var av god kvalitet och
konfirmerades harréra fran exon 73 pa DNAH1 genen tillhdrande individer S, B, C,
D, E, F, G och H (figur 1). Vid analys av erhallen sekvens-data kunde man inte
finna den mutationen i exon 73 pa DNAH1 genen som Sha et al. (2017) fann hos
nio ménniskor som diagnostiserats med astenozoospermi och MMAF. Denna
mutation har orsakat ramforskjutning pa grund av en deletion av kvévebaserna
C&T vid position ¢.11726_11727.

DNAH] S Forward ATAGTTTATCTCCCCGGCTGTGTACTT
DNLH] S Reverse ATAGTTTATCTCCCCOGCTGTGTACET
DNAH] B Forward ATAGTTRATCTCCCCGGCTGTGTACTT
DNaH]l B EReverse ATAGTTRATCTCCCCGGCTGTGTACTER
DN&AH] C Forward ATAGTTTATCTCCCCGGUTGTGTACTT
DNAH] C Eeverse TRAGTTTATCTCCCCGGCTGTGTACTT
DNAH] D Forward ATAGTTTATCTCCCCGGCTGTGTACTT
DNLH] D Reverse ATAGTT-ATCTCCC-GGCTGTGTACTT
DNAH] E Forward ATAGTTRATCTCCCCGGCTGTGTACTT
DNaH] E EReverse ATAGTTRATCTCCCCGGCTGTGTACTER
DN&AH] F Forward ATAGTTTATCTCCCCGGUTGTGTACTT
DNLH] F EReverse ATAGTTTATCTCCCCOGCTGTGTACTR
DNAH] & Forward ATAGTTTATCTCCCCGGCTGTGTACTT
DNLH] & Reverse ATAGTTTATCTCCCCGGCTGTGTACTT
DNAH] H Forward ATAGTTTATCTCCCCGGCTGTGTACTT
DNaH] H EReverse ATAGTTTATCTCCCCGGCTGTGTACTER
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Figur 1. Sekvensdata fran forward och reverseprimer fran de atta utvalda individerna (S, B, C, D,
E, F, G och H) i exon 73 pd DNAH1 genen. Proverna DNAH1_S Forward och
DNAH1_S_Reverse ar tva prover fran samma individ, detsamma galler for féljande prover till
respektive individ. Markerat med tva roda markeringar ar CT basen som Sha et al. (2017)
beskrivit orsakat en frameshift mutation nar den deleterats. P& vissa positioner forekommer
degenererade baser (wobbles) R, W, M, Y, S eller K. Varje wobble motsvarar 2 méjliga baser, dar
R=A+G,W=A+T,M=A+C, Y =C+T,S=C+G, K= G+T.

4.1.2. Sekvensdata fran exon 8 pa ARMC2 genen

Vid PCR Sanger-sekvensering erhélls totalt 16 stycken produkter, en fran forward
primern och en fran reverse primer fran de totalt tta individerna som analyserades.
Samtliga produkter var av god kvalitet och konfirmerades harréra fran exon 8 pa
ARMC2 genen (figur 2). Vid analys av sekvensdata kunde inte den mutation pavisas
som Coutton et al. (2019) fann i en individ som uppvisade astenospermi i deras
studie. Den individen var drabbad av en splitsningsmutation pa grund av bas-
substitution G>A i position ¢.1023+1 som resulterade i att exon 8 hoppas Over,
vilket orsakar en férskjutning i lasramen och introducerar ett for tidigt stoppkodon.
Samtliga undersokta individer var homozygota i denna region pa genen.
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LEMCY 1 8 Forward AATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMCZ2 1 8 Reverse AATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMCZ2 1 B Forward BATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMCZ2 1 B Reversese BATTATTCTAGCAGTAAGWTTWSCTTC
LEMCZ2 1 O Forward LATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMCZ2 1 O Reverse SATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTC
LEMCZ2 1 D Forward AATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMCZ2 1 D RBeverse BATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTC
LEMCZ2 1 F Forward AATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMC2 1 F RBeverse BATTATTCTAGCAGTAAGTTTWTCTTT
LEMCZ2 1 F Forward BATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMCZ2 1 F Reverse AATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTC
LEMCZ2 1 5 Forward SATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMCZ2 1 5 RBeverse AATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMCZ2 1 H Forward AATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
LEMCZ2 1 H RBeverse AATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTC
LEMCY 1 8 Forward BATTATTCTAGCAGTAAGTTTTTCTTT
ARMC2 1 8 BeVeTSE |sssssecssssssmsssnsnnsnssssss
DEMCZ2 1 B FoOrwaro |« «« s seeesoesenssssssnsssssns
LEM™2 1 B BeverSe |sssssssssssmsmssass W..WS...

BEMCZ2 1 O Forwarcd |« ssssssssssssmssssssssss5ss5s
BEMCZ 1 O BEVETSE |« s« =s s seessemsesnssssessns

AEMTZ2 1 D Forwarod |« «« =22 255502222282 ==22 2= ==
BEMTZ2 1 D BEVETYTSE |« =« s sssssssesssssssessssss

ABMC2 1 F Forward |-«sssecssssssmsssnssnsnssssss
ADEMT2 1 F BeVeYSE |sssesessssesmeeesssnsns W.....
LDEMCZ2 1 F Forwarod |=ssssssssssssssssssssssssss
BEMTZ2 1 F BEVETSE ==« s sssscsessnssssssnssssss

DEMT2 1 o Forwarod [« -« «=««csoemoeessmenensenssns
BEMTZ2 1 5 BEVETYTSE |« =« s ss s ssssessssssssesssssnss
AEMTZ2 1 H Forwaro |« =« = =2« 252222222« =22 2= ==
ARMC2 1 H BEeVeTSE |sssssesssssssmsssnsssnsessss

Figur 2. Sekvensdata fran forward och reverseprimer fran de atta utvalda individerna (S, B, C, D,
E, F, G och H) i exon 8 pa ARMC2 genen. Proverna ARMC_2_1 S Forward och
ARMC2_1_S_Reverse ar tva prover fran samma individ, detsamma géller for foljande prover till
respektive individ. Markerat med en rdd flagga ar G basen som Coutton et al. (2019) beskrivit
substitueras mot en Adenin kvavebas och introducerar ett for tidigt stoppkodon. Pa vissa
positioner forekommer degenererade baser (wobbles) R, W, M, Y, S eller K. Varje wobble
motsvarar 2 mojliga baser, déar R = A+G, W =A+T, M = A+C, Y = C+T, S = C+G, K= G+T.

4.1.3. Sekvensdata fran exon 16 pa ARMC2 genen

Vid PCR sekvensering erholls totalt 16 stycken produkter, en fran forward primern
och en fran reverse primern fran de totalt atta individerna som analyserades.
Samtliga produkter var av god kvalitet och kunde konfirmeras harréra fran exon 16
pa ARMC2 genen (figur 3). Vid analys av sekvensdata var samtliga undersokta
individer homozygota for T i den position pa genen som Coutton et al. (2019) fann
hos en man som uppvisade astenospermi. Den individen var drabbad av en missens-
mutation i exon 16 pa position ¢.2279 dar ett T>A. Inga andra mutationer kunde
pavisas i detta exon hos berner sennen.
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]
Forward RLAGCAAGGAGGTGGCATTARRRRGTAL

LEMCZE Z 3

LEM™Z 2 8 Reverse RARGALAGCMGGTEGCATTARALLAGTER
ARMCZ2 2 B Forward RRAGLRAGGAGGTGGECATTAARLALGTARL
ARMC2 2 B Reverse RARCGALRGGAGGTGGCATTARALLAGTLAR
ARMCZ2 2 O Forward RRAGLRAGGAGGTGGECATTAARLLGTARAL
ARMC2 2 O Reverse RARCGALRGGAGGTGGCATTARALLAGTLAR
AEMTZ2 2 D Forward RARCGAAGGAGGTGGCATTARALAGTLAR
ARM™2 2 D Reverse RBRARCGAARGGAGGTGGCATTARALLAEMAR
AEMTZ2 2 F Forward RARCAAGCGAGGCTGGCATTARALAGTLR
ARMO2 2 F Reverse RARCGAARGGAGGTGGCATTARALARGCTLAR
AEMTZ2 2 F Forward RARGCAAGCGAGGCTGGCATTARALAGCTLR
ARMO2 2 F Reverse RBRARCGAARGGAGGTGGCATTARALARGTRAR
LEM™Z 2 3 Forward RARCAARGCGAGGTGGCATTARALRAGTLR
ARMCZ2 2 3 Reverse RBRARCGAARGGAGGTGGCATTARALAGTHWE
LEM™Z2 2 H Forward RARGCALAGCGAGGTGGCATTARALLAGCTLE
ARMC2 2 H Reverse RBRARGAAGGAGGTGGCATTARALLAGTLE
LERMCZ2 2 8 Forward RPRAAGRAAGGAGGTGGCATTAARALGTALR
ABMT2 2 8 BeveEYrSeE |« sessess L R.
DEMCZ2 2 B Forward |«-sscssssnscssssnnssssssssss
BRMT2 2 B BEVETSE |« == 22 =s2 s ssssessssssessssnss
DEMCZ2 2 O Forward |«-sssssssnsscssssnnssssssssss
BRMCT2 2 O BEVETSE |« =2 =ssssssessssssessssass
DEMCZ2 2 D FoOrward |«=ssssssssscssssnnssssssssss
BRMCTZ2 2 D BEVETSE |« == 22 =ssssssessssssess EM. .
LDEBMCZ2 2 F FoOFrwaro |« - «ceceeeemseeseenesssenssssss
ABMCZ2 2 F BETEYSE |« « =m == s ssscsssssssssssssas
DEBMCZ 2 F FoOFrwaro |« - «ececeeeneeeeseenesnssenssnnss
DEBMCT2 2 F BEVETSE |+ «csacsesesessmessesesesssssss
ABMOC? 2 5 Forward [« -csccessaacasasnnssssnssmnns
DEMT2 2 5 BETETSE |+« =sssssssssssssseesssssms WE
ARMTZ2 2 H ForwalId |-« == == =22 =222 2 =222 s2 22 =22 =2 ==
DEMT2 2 H BEVETSE |+ «sasesssessmessesesesssssss

Figur 3. Sekvensdata fran forward och reverseprimer fran de atta utvalda individerna (S, B, C, D,
E, F, G och H) i exon 16 p4 ARMC2 genen. Proverna ARMC_2 2 S Forward och
ARMC2_2_ S Reverse ar tva prover fran samma individ, detsamma galler for foljande prover till
respektive individ. Markerat med en rod flagga ar T basen som Coutton et al. (2019) beskrivit
substitueras mot en adenin kvavebas och orsakar en missensemutation. P& vissa positioner
forekommer degenererade baser (wobbles) R, W, M, Y, S eller K. Varje wobble motsvarar 2
mojliga baser, dar R = A+G, W =A+T, M= A+C, Y =C+T, S=C+G, K= G+T.

4.1.4. Sekvensdata fran exon 17 pa ARMC2 genen

Vid PCR-sekvensering erhdlls totalt 15 stycken anvandbara produkter, en fran
forward primern och en fran reverse primern fran de totalt sju individerna, och en
forward primer produkt fran den attonde individen. Samtliga produkter var av god
kvalitet och kunde konfirmeras harrora fran exon 17 i ARMC2 genen (figur 4). Data
fran en av de analyserade individerna gav inte nagon sekvens 6verhuvudtaget, detta
var data fran reverse primern (ARMC2_2_S Reverse). Vid analys av sekvensdata
kunde man inte finna den mutationen som Coutton et al. (2019) fann i en individ
som uppvisade astenospermi. Den individen var drabbad av en deletion av tva
kvavebaser TT som introducerade ett for tidigt stoppkodon pa grund av en
forskjutning av lasramen Sju av atta individer (samtliga berner sennen hanhundar,
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B-H) var homozygota i denna region pa genen (markerat med flagga i bilden nedan)
och den attonde (individ S, berner sennentiken var heterozygot).

LEMCY 2 8 Forward BAGECTTTATGGRACTTCAGTGARRATA
LEMTZ2 3 B Forward AAGACTTTATGGRAACTTCAGTGARRATA
LEM™2 3 B Beverscs AEAGARCTTTATGGRACTTCAGTGARRATE
LEMCZ2 3 O Forward AAGARCTTTATGGRACTTCAGEGARRATA
LEMTZ2 3 O Reverses BAGARCTTTATGGRACTTCAGTGARRATA
LEMTZ2 2 D Forward AAGACTTTATGGRAACTTCAGEGREEARATA
LEMT2 3 D Beverses EBAGARCTTTATGGRE - CTTYWETGAE -MTA
LEMCZ2 3 F Forward AAGACTTTATGGRACTTCAGTGARRATA
LEMTZ2 3 F Reverss BAGGCTTTATGGRACTTCAGTGARRATA
LEMTZ2 3 F Forward AAGACTTTATGGRAACTACRAGEGAREATA
LEMT2 3 F Beversse AEAGARCTTTATGGRACTTCAGTGARRATE
LEMCZ2 3 3 Forward AAGACTTTATGGRACTTCAGTGARRATA
LEMTZ2 3 3 Reverses BAGARCTTTATGGRACTTCAGTGARRATA
LEMTZ2 3 H Forward AAGACTTTATGGRAACTTCAGTGARRATA
LEM™2 3 H Beverss AEAGARCTTTATGGRACTTCAGTGARRATE
LEMTZ2 2 8 Forward EAGECTTTATGGRACTTCAGTGLALRRATR
AEMITZ 23 B Forwarc |« == === === =5 2= == = s = s s = = = = =
ARMT2 3 B BEeVeYTSE |ssssssssscmnssasnmannsnsnsssns
ABEMTZ2 3 C Forward |«sssssssssssssssnsas Feeinnna
BEMITZ2 3 C BEVEYSE |« s s« sssssemessssssessssssssass
BEMCZ2 3 D Forward == ===222 2222222 == === E.BE.....
AEMCTZ2 3 D BeVEeYSE |s=ssssseeseas e e IW. ..., M..
BEMT2 3 F Forwarc |ss=ssssssssmssssssssssssssssss
DEMTZ2 3 F BEVEYSE |« s s s ss s ssmsssssesessssssssas
ABEMTZ2 3 F Forward = ====s=222=2222 22 = = A...E..RE...
ARMT2 3 F BEVEeYTSE |ssssssssacsmnssasnnsannsnsnsssns
BEMTZ2 3 5 Forwarc |ss=ssssssosmsssessmsssssssssss
BEMITZ2Z 3 5 BEVEYSE |« s s s sssemessssssssssssssass
AEMTZ 3 H Forwarc |« == === == s =5 2= ==« s = s s = = = = =
ARMT2 3 H BeVeTYTSE |ssssssssssmnssasnmannsnsnsssns

Figur 4. Sekvensdata fran forward och reverseprimer fran de atta utvalda individerna (S, B, C, D,
E, F, G och H) i exon 17 pa ARMC2 genen. Proverna ARMC_2_3 S Forward och
ARMC2_3_S_Reverse ar tva prover fran samma individ, detsamma galler for foljande prover till
respektive individ. Markerat med tva roda flaggor ar tva efterfoljande tymin baser som Coutton et
al. (2019) beskrivit deleterats och orsakat en lasramsforskjutning. P& vissa positioner
forekommer degenererade baser (wobbles) R, W, M, Y, S eller K. Varje wobble motsvarar 2
mojliga baser, dar R = A+G, W= A+T, M = A+C, Y = C+T, S= C+G, K= G+T.

4.1.5. Sekvensdata fran exon 10 pa ARMC2 genen

Vid PCR-sekvensering erhdlls totalt 15 anvandbara produkter, en fran forward
primern och en fran reverse primer fran sju individer, och en reverse primer produkt
fran den attonde individen (ARMC2_4 H_R). Samtliga produkter var av god
kvalitet och kunde konfirmeras harréra fran exon 10 pa ARMC2 genen (figur 5).
Data fran en av de analyserade individerna var ej anvandbar, detta var data fran
forward primern markt ARMC2_4 H_F som inte visade nagot resultat 6verhuvud-
taget. Vid analys av sekvensdata kunde inte den mutation pavisas som Coutton et
al. (2019) fann i en individ som uppvisade astenospermi och som var drabbad av
en deletion av kvévebaserna ACAAA som introducerade ett for tidigt stoppkodon
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pa grund av en forskjutning av lasramen. Sju av atta individer var homozygota i
denna region pa genen (markerat med flagga i bilden nedan) och den attonde var
heterozygot.

|

LEMCZZ2 4 S Forward TTTGATARLGCARATRALATGAGRRCRICC
LEMZZ2 4 5 Reverse TTTGATARLAGCARATALRATGRAGRRC 12O
LEMTZ2 4 B Forward TTTGATEAARLAGCARATALARTGRAGERCACC
LEMT2 4 B Beverse TTTGATEALAGCARATALARTGAGRACRACC
LEMCZZ2 4 C Forward TTTGATAARLGCARATRALATGAGERRCRICC
LEMZZ2 4 O Reverse TTTGATARLAGCARATALATGRAGARRCRCC
LEMZZ2 4 D Forward ETTGATARAGCARATAARTGRAGERCACC
LEMT2 4 D Beverse TTTGATEALAGCARATALARTGAGRACRACC
LEMCZZ 4 E Forward TTTGATAARLGCARATRALATGAGERRCRICC
LEMZZ2 4 E Reverse TTTGATARLGCARATARLATGAGARCAC

LEMTZ2 4 F Forward TTTGATEAARLAGCARATALARTGRAGERCACC
LEMTZ2 4 F Beverse TTTGATEALAGCARATALARTGAGRACRACC
LEMCZZ2 4 T Forward TTTGATAARLGCARATRALATGAGERRCRICC
LEMZZ2 4 & Reverse TTTGATARLAGCARATALATGRAGARRCRCC
LEMTZ2 4 H Beverse TTTGATEAARLAGCARATALARTGRAGERCACC

| ]

LEMCZ2 4 5 Forward TTTGATAARLAGCARATALAATGAGARRCACC
BEMTZ2 4 5 BEVEYSE |+ s s s s s ssessseenssssssnssn -
BEMITZ 4 B FoOrwarc |« « = == o 2«25 2 « = s 2 = =222 « =2 === s =
ARMC2 4 B BEVETYTSE | ssssssscsssssesesssssnessnsensss
DEMTZ 4 O FoOrwarc |« =s=ss:sscs822scss22:52z8s2sm252z5s8
BEMTZ2 4 O BEVEYSE |+ s s = s s sessseesessssssesmsesnssas
LEMT2 4 D Forward e e e e s s s e e e e e
ARMC2 4 D BEVETYTSE | s ssssssesssesesssssnssnnsesnsss
LEMTZ 4 F FOTrwarcl |« == ss2ss2s822scss22sssmmssm2szssm
BEMTZ2 4 F BEVEYSE |+ s s s o s s seseeseeesssssssmesnssas

BEMITZ 4 F FoOrwarcd |« « = == s = = =5 2 « « s s = = 2 s 2 « = = = = = = =
ARMC2 4 F BEVETYTSE |+ s sssssscsssssesnsssssnssnnsesnsss
DEMTZ 4 53 FOTrwarcl |« ==ssssscs822scss22:5szm2sm25zssm
BEMTZ2 4 5 BEVEYSE |+ s s = s s s essseesessssssesmsesnssss
BEMTZ2 4 H BEVETSE |« = s =2« s 25 s s sss2s222s22s2ss22z2s

Figur 5. Sekvensdata fran forward och reverseprimer fran de atta utvalda individerna (S, B, C, D,
E, F, G och H) i exon 10 pa ARMC2 genen. Proverna ARMC_2_4 S Forward och
ARMC2_4_S_Reverse ar tva prover fran samma individ, detsamma géller for foljande prover till
respektive individ. Markerat med fem réda flaggor ar baserna ACAAA som Coutton et al. (2019)
beskrivit deleterats och orsakat en lasramsforskjutning. Pa vissa positioner férekommer
degenererade baser (wobbles) R, W, M, Y, S eller K. Varje wobble motsvarar 2 méjliga baser, dar
R=A+G,W=A+T,M=A+C,Y =C+T, S =C+G, K= G+T.

4.1.6. Sekvensdata fran exon 4 pa ARMC2 genen

Vid PCR-sekvensering erholls totalt 12 anvéandbara produkter, en fran forward
primern och en fran reverse primern fran fem individer (C, D, E, F & G), en forward
primer fran individ S och en reverse primer produkt fran individ B. Inga anvandbara
produkter erholls fran individ H. Samtliga produkter var av god kvalitet och kunde
konfirmeras harrora fran exon 4 pA ARMC2 genen (figur 6). Vid analys av sekvens
data kunde inte den mutation pavisas som Coutton et al. (2019) fann i en individ
som uppvisade astenospermi. Individen i deras studie var drabbad av en bassubsti-
tution C>T som introducerade ett for tidigt stoppkodon pa grund av bildningen av
ett prematurt stoppkodon.
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LEM™2 5 8 Forward T AGGEEACTCTTCTGCCGEACAGGE
LEM™2 5 B Beverse TCCCAGGGGACTCTTCTECCGGACAGGE
LEM™2 5 O Forward T AGEEEECTCTTC TG CCEEACAGGE
LEM™2 5 O Beverse TCCCAGGGELACTCTTCTGCCGERACRAGG

LEM™2 5 D Forward T AGEEEACTCTTCTGCCGEACAGGE
LEM™2 5 D Beverse TCCCAGGGGACTCTTCTGCCEGECREGG

LDEMCZ2 5 E Forward TCCCAGGGRACTCTTCTGCCGEACAGGE
ALEM™2 5 F Beverse TCCCAGGGEACTCTTCTEMCGGRACRAGG

LEM™2 5 F Forward TCCCAGGGGECTCTTCTGCCGEACAGGE
LEM™2 5 F Beverse T AGEEEECTCTTC TG CCEEACAGGE
LDEMCZ2 5 3 Forward T AGGEEACTCTTC TGO CGEACAGGE
LEM™2 5 3 Bewverse T AGEEEACTCTTCTGCCGEACAGGE
LEM™2 5 8 Forward T ACEEEECTCTTCTGCCGEACAGGE
AEBMCTZ 5 B BeveIXrSe | |« «sssssassncassns 2
ABMCZ2 5 O Forwalrod |-« e eeeeeeannannssnmensnns
AEMCZ 5 C BEVEYSE  |sssssssssssssssssssassssnsss

BEMCZ 5 D Forward |- sssssesscscscnannaanmanssss
AEMTZ2 5 D BeEVETSE | ss === ssscscsssssssssnsss

ABMCZ 5 E Forward |- ««««=---
ABEMCZ 5 E ReEvVErSS  |ssssssssssssannas FM.wuwuouwous

ABMCZ2 5 F Forward |-« e e e ooennemennnnnnnnnns
ABMTZ2 5 F BEVETSE === ssssscsssssssssssnssss
BEMCZ 5 G Forward  |ssssssssscsssssasassssnsnssss
ABMTZ 5 G BEVEYSE |« = s s s ssassscassnsssssnssssns

Figur 6. Sekvensdata fran forward och reverseprimer fran de atta utvalda individerna (S, B, C, D,
E, F, G och H) i exon 4 pa ARMC2 genen. Proverna ARMC_2 5 S Forward och
ARMC2_5 S Reverse ar tva prover fran samma individ, detsamma galler for féljande prover till
respektive individ. Markerat med en rdd flagga ar basen cytosin som Coutton et al. (2019)
beskrivit substituerats mot en tymin och introducerat ett for tidigt stoppkodon. P& vissa positioner
forekommer degenererade baser (wobbles) R, W, M, Y, S eller K. Varje wobble motsvarar 2
mojliga baser, dar R = A+G, W= A+T, M = A+C, Y = C+T, S= C+G, K= G+T.

4.1.7. Kvalitet av extraherad RNA fran farsk och fryst sperma

For de tva farska spermaproverna fran beaglen, med respektive utan tillsats av
RNas-hammare var RIN-vérdet 5,8 respektive 2,7. For de tva frysta sperma-
proverna fran beaglen och bernersennen hunden (B1), med respektive utan tillsats
av RNas-hd&mmare var RIN-vardet 3,9 respektive 2,7, se tabell 3.

Tabell 3. Resultat 6ver sperman fran berner sennenhunden (B1) och beaglen som ingick i RNA
extraktionsdelen av studien. Det framgar ifall provet var farsk eller fryst, om det var med eller utan
tillsats av RNas-hammare, samt vilket RIN-varde pa skalan 1-10 som erholls fran Agilent
TapeStaion. For de frysta proverna var det erhéllna vardet hogre fran beaglen, vi vet inte om detta
beror pa lagringstiden. Detta var ett forsta forsok med begransat antal individer och prover.

Hund Farsk/fryst | Med/utan tillsats av | RIN vérde (1-
RNas hdmmare 10)

Beagle Férsk Med 5,8

Beagle Férsk Utan 2,7

Beagle Fryst Med 3.9

Bl Fryst Med 2,7
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5. Diskussion

Da man i ett tidigare delprojekt inom berner sennenprojektet fann en férhojd andel
svansdefekter i studiegruppen jamfort med normalvariationen for hund sa
identifierades denna morfologiska avvikelse som en kvalificerad fenotyp att under-
soka genetiskt. | denna studie valdes tva kandidatgener ut, som har visats ge upphov
till svansdefekter hos mus och ménniska (Sha et al. 2017; Wang et al. 2017,
Coutton et al. 2019), for att se om mutationer i dess gener orsakar svansdefekter
hos de studerade hundarna. Fyra av de sju hanhundar som undersoktes med PCR
och Sangersekvensering uppvisade ingen mutation i ndgon av de undersokta
generna, DNAH1 och ARMC2.

Ingen variation mellan de undersokta hundarna och hundens referensgenom
pavisades i de omraden dar mutationer pavisats hos manniskor med férhojd andel
spermier med svansdefekter. Sannolikheten att de undersokta berner sennen-
hundarna skulle vara drabbade av en identisk mutation pa samma gen som ett litet
antal manniskor inom en familj i Algeriet (Ben Khelifa et al. 2014) samt i Kina
(Tang et al. 2017) ar dock liten. Erhallna resultat har varit av god kvalitet och visar
att med tillrackligt bra utformade primers kan man fa analyserbara PCR-produkter
fran det insamlade helblodet fran hanhundarna i studien.

Eftersom vi uteslot syndromiska sjukdomar i kandidatgenapproachen, da de under-
sokta hundarna inte uppvisade nagra kliniska tecken pa nagon form av sjukdom, sa
ar antalet troliga genmutationer begransat till sadana som endast paverkar
flagellfunktion hos spermier. Av de ca 2000 gener som ar involverade i spermato-
genesen har minst 18 gener i dagslaget beskrivits som associerade med MMAF hos
méanniska och modellorganismer (Khan et al. 2021a) vilket begransar antalet troliga
kandidatgener att undersoka markant. DNAH1 genen bestar av totalt 78 exon och
vi har i denna studie undersokt endast en utav dessa, och vi undersokte totalt fem
av totalt 18 exon i ARMC2 genen. Det &r forvisso mojligt att en mutation som
orsakar en nedsatt spermiekvalitet ar belagen i nagon av de exon eller intron vi €j
har undersokt i denna studie.

En trend som noterades vid undersokning av PCR-produkterna var att samtliga
hundar dar vi erhéll produkter fran bade forward och reverseprimern for samma
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omrade pa en gen uppvisade homozygoti, vilket skulle tyda pa att hundarna i den
svenska populationen har en minskad fitness gallande fertilitet forutsatt att den
heterozygota genotypen har en hdgre relativ fitness (Charlesworth & Willis 2009).
Det &r tidigare visat att inavelsdepression tkar forekomsten av skadliga alleler, som
forekommer oftare hos homozygota individer (Marelli et al. 2020). Aven om
inavelsdepression inte ger upphov till skadliga alleler sa & minskningen av genetisk
variabilitet negativt i sig.

Fruktsamhetsproblem kan bero pa faktorer hos honan, hanen eller en kombination.
Det ar mojligt att den relativt hoga fenotypen av svansdefekter hos berner sennen-
hundar inte &r den enda orsaken till nedsatt fertiliteten inom rasen. Oavsett orsak ar
det ett viktigt omrade att undersoka vidare da det finns en risk att trenden med
fortsatt 1ag draktighetsprocent, fortsatter och pa sikt minskar avelsbasen betydligt
och med det den genetiska variationen inom rasen (RAS Sennen, 2008).

| arbetets senare del sa utférde vi RNA-extraktioner direkt fran hundspermier.
Majoriteten av studier dar man extraherat sperma-RNA &r gjorda pa andra djurslag
an hund, ex n6t, gris och mus. Déarfor finns inga vedertagna protokoll for hur RNA
bést extraheras ur hundspermier. | vart arbete noterade vi att man fick hogst RIN-
varde (5,8) nar RNA extraherades fran farsk hundsperma med tillsats av RNas-
inhibitor, mer an dubbelt sa hogt som for provet utan tillsats av RNas-inhibitor.

Aven for fryst hundsperma erhélls ett battre RIN-varde (3,9) jamfort med utan
tillsats av RNas-inhibitor. Tiden som provet forvarats i -80°C kan ocksa ha paverkat
RIN-vardet, eftersom spermaprovet fran en berner sennen som férvarats i ca 14
manader hade ett relativt lagt RIN-vérde (2,7) trots tillsatsen av RNas-inhibitor.
Variation mellan raserna eller individerna kan ocksa ha paverkat RIN-vardet. Detta
varde &r dock samma som for ett farskt spermaprov utan tillsats av RNas-inhibitor,
vilket starker indikationen pa en skyddande effekt av RNas-inhibitor pa RNA-
innehallet i proven.

For framtida studier vore det intressant att fortsatta utveckla alternativa protokoll
for RNA-extraktion fran hundspermier for att hoja RIN-vardet. Med tillgang till
RNA-prover av hogre kvalitet kan sakrare kvantifiering av mRNA fran kandidat-
gener jamfort med housekeeping-gener genomfdras. Dessutom kan hela transkrip-
tomet fran hundspermier definieras fran berner sennen hundar med olika spermie-
kvalitet samt fertilitet.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

| denna studie ville man undersoka mojliga orsaker till fruktsamhetsproblematik
hos hundrasen berner sennen i Sverige. Fruktsamhet kan bero pa hanen, tiken eller
en kombination av bada, i detta arbete valde man att fokusera pa fruktsamhet ur det
hanliga perspektivet. Darfor studerades spermaprover och blodprover.

Detta ar inte det forsta arbetet fran SLU dar man undersoker fruktsamhetproblem
hos berner sennen. Forra aret (2020) gjordes fyra arbeten med olika fokus kring
nedsatt fruktsamhet ur det hanliga perspektivet. Da fann man att medelvardet for
felaktiga spermiesvansar var forh6jd hos de undersokta hundarna. Darfor valde vi
att studera genetiska orsaker till att spermierna hade defekter pa sina svansar.

Eftersom vi inte vet vilken av flera gener som paverkar bildningen av spermier sa
var vi tvungna att gora en kvalificerad gissning pa vilken gen som kan orsaka
svansdefekter hos hundarna i var studie. Genom att lasa studier dar man har
undersokt liknande problem i andra arter sa kunde vi begrénsa antalet gener vi som
sannolikt kunde orsaka problemen. Vi hade saledes en hypotes att hundarna med
dalig spermiekvalitet kunde vara muterade i en viss gen.

En gen bestar av flera kodande delar, exoner, och flera icke kodande delar, introner.
Mutationer, dvs forandringar i den genetiska koden, kan ske i bada av dessa. Vi
letade efter mutationer i vissa exoner dar ménniskor och moss med defekta spermie-
svansar har varit muterade. Det ar svart och dyrt att fa fram hela den genetiska
koden fran en hund, darfor kunde vi bara titta pa ett fatal och korta sekvenser. Via
en metod som heter PCR och Sangersekvensering kunde vi fa reda pa den genetiska
koden fran vissa fa utvalda stallen genom att bygga och bestélla sa kallade primers.
Primers ar korta DNA-sekvenser som berattar var man ska bdrja bygga en ny kopia
av den delen av genen som man vill kopiera. Nér vi hade manga kopior av den delen
pa genen kunde vi studera om det var en annorlunda ordning pa kvavebaserna, s.k.
mutation.

Vi renade ocksa ut RNA fran farsk och frusen sperma. RNA finns framfor allt i
spermiehuvudena och kan skadas av RNas som finns i alla celler. For att fa ut sa

mycket RNA som majligt av bra kvalité sa tillsatte vi i RNas-hammare, som hindrar
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RNas fran att bryta ned RNA. Sedan tillsatte vi substanser for att ta bort allt annat
utom RNA i provet. Vi anvande en maskin som visar hur bra RNA ar pa en skala
mellan 1 och 10 dar 1 &r sdmst och 10 &r bast. Vi fick som bast 5,8. Vi tror att man
kan fa ett &nnu battre resultat om man utvecklar metoden. Detta var endast ett forsta
test for denna metod och gjordes pa totalt 3 prover for att utvardera metodens
effektivitet. Vi kontrollerade ocksa kvaliteten pa farsk vs fryst sperma for att fa en
uppfattning om metodens effektivitet

Vi hittade inga mutationer som har orsakat felaktiga spermiesvansar hos méanniskor
och mass hos de studerade hundarna. Man fick bast RNA om man tillsatte RNas-
hammare till farsk sperma och samst RNA fran fryst sperma utan att tillsats av
RNas-hdmmare.
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