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Abstract

Until recently, research concerning fertility and ageing has mainly been focused upon the
female reproductive system. Reproductive ageing in the male is a less explored field, but
increasing evidence suggests that paternal age is highly relevant to a couple’s fertility and the
outcome of pregnancy. Studies have linked increased paternal age to longer time-to-
pregnancy, more frequent spontaneous abortions and increased risk of certain diseases in the
offspring, such as schizophrenia. The effects of male reproductive ageing are also getting
more important, as the age of fathers-to-be is rising in our society. The aim of our study was
to investigate the relationship between age and the sperm parameters DNA-fragmentation,
DNA -stain-ability and rapid progressive motile spermatozoa. The population was 9835 men
undergoing infertility evaluation at Rikshospitalet in the period 2004-2011. DNA-
fragmentation and rapid progressive motile spermatozoa were found to decline significantly
with increasing age, while DNA-stain-ability was significantly rising. The analysis also
suggests a more rapid change in DNA-fragmentation after the age of 45 years, which might be
indicative of acceleration in male reproductive ageing with similarities to that found in
women. This is an interesting finding and in accordance with some theories about ageing in
general. Our study concludes that there is a relationship between paternal age and selected
sperm parameters, but more research is needed to evaluate the mechanisms behind male
reproductive ageing and its clinical consequences.
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Forord

Problemstilling

Er det sammenheng mellom mannens alder og sedkvalitet, herunder graden av spermienes

raskt progressive motilitet, DNA-fragmentering og DNA-fargeopptak?

Omfang og bakgrunn

Denne oppgaven undersgker sammenhengen mellom ulike sedparametre og mannens alder.
De aktuelle parametrene er DNA-fragmentering, DNA-fargeopptak og raskt progressive
motile spermier. Analysene er gjennomfort pd et materiale fra Seksjon for barnleshet og
assistert befruktning pa Rikshospitalet. Resultatene dreftes og sammenlignes med tidligere

forskning pa omradet.

Vi valgte a skrive en oppgave relatert til ufrivillig barnleshet fordi det var et tema som
engasjerte oss begge. Dessuten er det et problem som rammer flere enn det mange tror og som
de fleste kommer borti, bade som lege og privatperson. Da vi kontaktet Seksjon for barnlgshet
og assistert befruktning, ble vi raskt fascinert av det store datamaterialet som var tilgjengelig
for analyse. Vi ble av veileder tipset om at reproduktiv aldring hos menn var et felt som var i
vinden” og at det var vesentlig mindre forsket pd enn tilsvarende hos kvinner. Derfor
bestemte vi oss for & se pa sammenhengen mellom DNA-fragmentering i spermier og alder.
Etter hvert som vi arbeidet med oppgaven, sé vi at vi med fordel kunne inkludere flere
parametre. Vi valgte derfor ut DNA-fargeopptak og raskt progressive motile spermier som

ekstra parametre.
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1 Innledning

1.1 Mannlig subfertilitet og aldring

1.1.1 Aldringsprosessen hos mennesker

Aldring er en prosess som angdr alle. Mange har forsekt & forsta hva som péavirker
aldringsprosessen og hvordan denne foregér. Selv om forstielsen fortsatt er begrenset, har
man objektive funn som viser at menneskets alderdom har blitt utsatt med et tidr. Levealderen
i verden som en helhet har de siste to hundredrene mer enn doblet seg fra omtrent 25 &r til 65
ar for menn og 70 ar for kvinner, og 1 land med allerede hey levealder oker forventet levealder
med seks timer hver dag som gér (1;2). Et interessant funn er at den kliniske
aldringsprosessen ser ut til & ga like raskt som tidligere, den inntrer bare pa et senere
tidspunkt. Det betyr at den svekkelsen som tidligere foregikk fra 70 til 80 &r, na foregér fra 80
til 90 ar (1). Det er liten tvil om at bedring 1 levekar og medisinsk behandling har mye av @ren
for den gkte levealderen. Sgket etter spesifikke gener hos mennesker som styrer levealder har
derimot ikke gitt klare svar. Tvillingstudier har vist at bare omtrent 25 % av forskjellene i

levealder kan tilskrives gener, men genenes rolle gker med ekende alder (1;3).

1.1.2 Reproduktiv aldring

Selv om levealderen stadig oker, og enkelte hevder livet er pa sitt beste 1 50-arene, er
reproduksjonsevnen pa topp langt tidligere 1 livet. Reduksjonen i1 kvinnens fertilitet begynner
allerede 1 20-arene (4), og sjansen for spontan graviditet er dobbelt sa stor i1 aldersgruppen 19-
26 som 1 35-39-arsgruppen (5). Reproduktiv aldring har blitt en stadig mer aktuell
problemstilling i takt med den ekende alder hos vordende foreldre. Tall fra statistisk
sentralbyré viser at fars alder ved foerste barns fedsel har steget fra 26,0 ari 1971-75 til 30,8 i
2010. Tilsvarende tall for mor er 23,4 og 28,2. Det kan likevel se ut som kurven har flatet ut,

da alderen for begge kjonn har ligget relativt stabil de siste atte arene (6).

Reproduktiv aldring hos kvinner

Mesteparten av tapet i reproduktiv funksjon hos kvinnen skyldes aldersrelaterte endringer 1

ovariene. Kvinner er fodt med alle sine eggceller, i motsetning til menn, som stadig



produserer nye s@dceller. De aller fleste av de medfedte eggcellene vil aldri ta del 1
egglosning, men degenerere. Hastigheten pa denne degenereringen dobles ved cirka 37,5 ars
alder (7;8). I tillegg synker kvaliteten pa eggcellene med ekende alder. Studier tyder pa at det
ikke er evnen til fertilisering som blir darligere, men at implantasjonsraten er lavere og
risikoen for spontanabort heyere. Dette skyldes blant annet at insidensen av aneuploide
embryoer er sterkt korrelert med mors alder. Arsaken til dette er feil i meiosen (7;8). En type
feil i meiosen er knyttet til forbindelsen mellom sesterkromatidene. Oocyttene er stanset i
meiosen, og er avhengige av at forbindelsen mellom sesterkromatider vedvarer gjennom de
tidrene som potensielt kan gd for meiosen gjenopptas. Ved ekende alder ser dette ut til &
svikte, med okt frekvens av aneuploide datterceller som konsekvens (9). Frie radikaler (ROS)
er antatt & bidra til aldring av eggcellene. En teori gér ut pa at eksponering for frie radikaler
forer til forkortning av telomerene pa kromosomendene. For korte telomerer forer til stopp i
cellesyklus, instabilitet i genomet eller apoptose. Enzymet telomerase bidrar i mange celler til
a vedlikeholde telomerlengden, men eggceller hos fertile kvinner har svert liten
telomeraseaktivitet og er dermed mer utsatt for de negative virkningene av frie radikaler (8).

Frie radikaler er ogsa antatt & spille en rolle i menns reproduktive aldringsprosess (10;11).

Reproduktiv aldring hos menn

De fleste vet at kvinnens alder har effekt pa fertilitet. Det har imidlertid vert langt mindre
fokus pa mannens alder, selv om nyere forskning viser at mannens alder pd ingen mate er

irrelevant.

Generelt opprettholdes spermatogenesen hele livet. Derimot finner man en rekke andre
forandringer hos eldre menn. @kende alder pavirker hypotalamus, hypofysen og testiklene,
med reduserte sirkulerende androgener som folge. I en studie av 2162 amerikanske menn som
besgkte sin primaerlege, fant man at 38,7 % av menn over 45 ar hadde lave testosteronnivéer
(12). Man finner ogsa en rekke endringer i testikkelvevet ved biopsi. Dette inkluderer faerre
leydigceller, sertoliceller og kimceller, tynnere epitel 1 de seminifergse tubuli og darligere
vaskularisering av testikkelparenkymet (13). Flere oversiktsartikler har ogsé funnet redusert
sedvolum, lavere motilitet, darligere verdier for morfologi og lavere antall saedceller i
sedprover fra eldre menn (13;14). I kontrast til disse negative funnene, har enkelte studier
funnet at eldre menn har lengre telomerer pa sine spermier. Dette skyldes en hay aktivitet av

telomerase 1 testiklene. Normalt sett bidrar telomerase til & vedlikeholde telomerlengden, og



det er uklart hvorfor det 1 testiklene 1 tillegg skjer en progressiv forlenging. Studiene viser at

barn av eldre fedre har lengre telomerer i blodet som folge av dette (15;16).

Etter utviklingen av tester som vurderer DNA-integriteten i spermier, deriblant Sperm
Chromatin Structur Assay (SCSA), har man forsgkt 4 se om ogsé disse parametrene viser en
sammenheng med alder. Studiene har til dels kommet til ulike konklusjoner. Dette diskuteres

narmere under resultatdiskusjonen.

Man har altsa en rekke objektive funn som viser endringer i mannens reproduktive system
med alder. Dette er imidlertid lite interessant hvis det ikke gir kliniske utslag. Hassan et al.
fant 1 sin studie pd 2112 gravide kvinner at ekende alder hos mannen ga signifikant lenger
“time to pregnancy” (TTP, tid fra paret begynner & forseke & bli gravide til oppnidd
graviditet). Par der far var over 45 ar hadde i snitt fem ganger lenger TTP enn der far var
under 25 ar (17). Hoy alder hos far er i flere studier ogsa vist & gi ekt risiko for spontanabort
(13;18) og preeklampsi (13). Sistnevnte har for evrig en U-formet risikokurve, der bdde lav

(<25) og hay (>35) alder hos far gker risikoen.

Mye tyder pa at fars alder ikke bare pavirker utfall under graviditeten, men ogsa risiko for
visse sykdommer hos avkommet. Dette gjelder blant annet misdannelser, schizofreni, autisme,
diabetes type 1, enkelte kreftformer og en rekke autosomalt dominante sykdommer
(13;14;19). En studie fra Island viser at eldre menn 1 snitt far avkom med flere de novo-
mutasjoner, og foreslar at dette forer til en okt sannsynlighet for at avkommet ogsé far

mutasjoner knyttet til schizofreni og autisme (20).

I motsetning til kvinners menopause, har menn ingen klar ende pé sin fertile periode. Hos
kvinner har man en gradvis reduksjon i fertilitet fra 20-37 &r, fulgt av en raskere nedgang de
pafelgende arene til menopause (21). Hos menn vet man derimot lite om hvordan den
reproduktive aldringsprosessen forlgper og ved hvilken alder de kliniske effektene som nevnt
over begynner & gjore seg gjeldende. I en studie av Dunson et al. fant man at mannens alder
ikke hadde innvirkning pa TTP for ved 35-4rsalder. Det var altsd ingen jevn reduksjon i
fertiliteten. Etter 35-arsalder var derimot effekten tydelig. 18 % av par der mannen var 35 ar
ble ikke gravide i lapet av ett dr, mens hvis mannen var 40 ar gkte denne andelen til 28 %
(22). En annen studie viser tilsvarende sammenheng, der sannsynligheten for & bruke mer enn

ett ar pa 4 bli gravid, dobles hvis far er over 35 ar sammenlignet med under 25 ar (23).



1.1.3 Mannlig subfertilitet: Arsaker og omfang

Omtrent 90 % av par som forseker & bli gravide, oppnar dette 1 lopet av ett ar. De resterende ti
prosentene defineres som ufrivillig barnlese. I Norge gjelder dette omtrent 3000 par hvert ar
(24). Ufrivillig barnleshet kan skyldes faktorer hos kvinnen (50 %), mannen (20 %) eller en
kombinasjon (30 %). Genitale infeksjoner, hormonforstyrrelser og immunologiske faktorer
har vert ansett som de viktigste arsakene til mannlig subfertilitet, men i de siste arene har
genetiske og molekylere arsaker fitt ekende oppmerksomhet. Dette inkluderer skade pa
spermie-DNA (25). I en studie med 2383 infertile menn hadde 48,4 % en underliggende arsak
som kunne behandles medikamentelt eller kirurgisk (26). I visse tilfeller kan det likevel vere
klinisk mer effektivt og eskonomisk gunstigere & benytte in vitro fertilisering eller

intracytoplasmatisk spermieinjeksjon (IVF/ICSI) enn a korrigere &rsaken (27).

1.2 Spermatogenesen

Spermatogenese er utvikling og modning av spermier. Det tar omtrent 75 dager for en
spermie a utvikles i testiklene. Modningsprosessen i bitestiklene tar ytterligere 14 dager. En
mann produserer cirka 30 millioner s&dceller om dagen. Spermatogoniene starter & modnes 1
puberteten. Noen datterceller forblir udifferensierte stamceller, mens andre blir til
differensierte spermatocytter som gjennomgar forste og andre meiose. En spermatocytt gir
opphav til fire spermatider. Den videre modningen fra spermatider til spermatozoer eller
spermier kalles spermiogenese, og er temperatursensitiv. Det skjer ingen ytterligere
celledelinger, men remodelleringer av spermatidene for & danne en spermatozoon med hode,
midtstykke og en lang hale. I hodet finner man kjernen og en blare kalt akrosomet, som
inneholder enzymer som er viktige for at sedcellen skal penetrere veggen til eggcellen.

Midtstykket er rikt pd mitokondrier, som gir energi til halens bevegelse.

Sertoliceller, stotteceller 1 seminifergse tubuli, er viktige for spermiogenesen. De produserer
androgenbindende protein, som oppkonsentrerer testosteron. Dette er viktig, da modningen er
avhengig av hey konsentrasjon av testosteron i tubuli. Testosteronet produseres av
leydigceller. En overordnet kontroll av sedproduksjonen foregér i hypofysen gjennom
frigjering av luteiniserende hormon (LH) og follikkelstimulerende hormon (FSH). LH virker
pé leydigcellene, og dermed pé testosteronfrigjering, mens FSH eker produksjon av

androgenbindende protein fra sertoliceller. FSH er regulert via negativ feedback fra hormonet



inhibin, som frigjeres fra sertoliceller. LH- og FSH-produksjonen stimuleres av hjernen via

hypotalamus gjennom frigjering av nevrohormonet GnRH (gonadotropin releasing hormone).

1.3 Sadanalysens kliniske betydning

Sadanalysen utgjer en viktig del av en infertilitetsutredning, men den kliniske betydningen er
omdiskutert. I tillegg til den standard saedanalysen som er beskrives nedenfor, finnes det en
rekke andre analyser som WHO-manualen anser som valgfrie (28). Imidlertid viser nyere
forskning at standard seedparametre alene ikke er gode nok til & forutsi fertiliteten hos et par,
og at DNA-analyser kan vare nyttige tilleggsmarkerer (10;25;29). Normalverdiene er
beregnet ut i fra det ovre 95 % konfidensintervallet av menn som har gjort sin partner gravid 1
lopet av de forste tolv méneder (28). At man har prevesvar under normalomradet er dermed
ikke ensbetydende med infertilitet. Seedprevesvaret sier noe om sannsynligheten for
befruktning, men mé sees i sammenheng med kvinnens reproduktive helse og alder.
Infertilitetsutredning ber derfor anses som én felles utredning. Saedkvaliteten har stor

intraindividuell variasjon (Figur 1) (28). Avvikende verdier kontrolleres derfor med ny prove.

Fig. 21 Variation in total number of spermatozoa and sperm concentration over a one-and-a-halfyear

period
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Figur 1: Intraindividuell variasjon i spermieantall og konsentrasjon (28)
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1.3.2 Spermiekonsentrasjon og totalt antall spermier

Spermiekonsentrasjonen er avhengig av produksjon, transport og uttemming av spermier,
samt volumet av ejakulatet. Lav konsentrasjon kan skyldes stor sekresjon fra prostata og
sedblerene, mens lavt sedvolum kan gi hey spermiekonsentrasjon. Bestemmelse av totalt
antall spermier er derfor viktig. Det er viktig & bestemme volum ved hjelp av veiing for at
resultatet skal bli pélitelig (30). En europeisk undersegkelse viste en omvendt korrelasjon

mellom tid for oppnadd graviditet og sazdkonsentrasjon pa inntil 55 x 10°/mL (31).

1.3.3 Spermiemotilitet

Spermienes motilitet bestemmes innen en time etter at proven er avgitt. Motiliteten reduseres
over tid, og hvor raskt dette skjer avhenger blant annet av temperatur og skadelige
oksygenforbindelser som finnes i ejakulatet. Motiliteten klassifiseres etter
bevegelseshastighet. Enkelte studier antyder at raskt progressive motile spermier er vesentlige

for at fertilisering skal skje (31).

1.3.4 Spermiemorfologi

En svert liten andel av spermiene i en s@dpreve fra en fertil mann har normal morfologi. Det
er utviklet strenge kriterier for & bedemme morfologien til spermier slik at det biologiske
grunnlaget skal bli godt nok. Kriteriene gir meget lav andel normale spermier og kritiseres for
det. P& bakgrunn av dette er det vanskelig & skille mellom fertile og subfertile menn.
Imidlertid bygger kriteriene pd morfologien til saedceller som klarer & penetrere cervixsekretet

samt binde til zona pellucida, hvilket er de best evaluerte kriteriene (32).

1.3.5 pH

Prostatasekretet er surt, mens sekretet fra sedblaren er mer alkalisk. PH i sedprever er
normalt 1 det alkaliske omrédet >7,2 (28). Sur pH kan skyldes at det ikke finnes

sedblaresekret pd grunn av obstruksjon eller bilateral agenesi av ductus deferens (32).

1.3.6 Antistoffanalyser

Anti-spermieantistoffer i sed tilherer nesten utelukkende til immunglobulinene IgA og IgG.

IgA-antistoffer har muligens en storre klinisk betydning enn IgG (28). Derimot er det ikke
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sikkert om anti-spermieantistoffer har betydning for fertilisering eller ikke. En japansk studie
pa infertile menn viser en signifikant forskjell mellom pasienter med >80 % og <80 %
antistoffbundet spermier, hvor 57,1 % av populasjonen med antistoffbundet spermier >80 %
hadde redusert fertilitet, mens det var ingen reduksjon hos de med <80 % (33). Derimot viser
en canadisk studie ingen signifikant korrelasjon mellom anti-spermieantistoffer og

fertilisering eller graviditetsrate etter [VF/ICSI (34).

1.4 Spermie-DNA

1.4.1 Metoder for maling av DNA-skade i spermier

Det finnes flere ulike tester for & undersegke DNA-skade i spermier, blant annet SCSA,
TUNEL og Comet. SCSA er metoden som benyttes pa Rikshospitalet. Det er en standardisert
test som har liten intra- og interlaboratorievariasjon. En svakhet ved SCSA er at resultatene
har en relativt stor dag-til-dag variasjon (25). SCSA er en flowcytometritest som maler
tilbeyeligheten spermie-DNA har til syreindusert denaturering in situ, etterfulgt av farging
med acridinorange. SCSA oppgir to ulike mal; DNA-fragmenteringsindeks (DFI) og DNA-
fargeopptak (HDS, highly DNA stain-able cells), som ikke er korrelert med hverandre (35).
Man tror at DFI er et mél pd andel spermier med DNA-brudd, mens HDS representerer
umodne spermier med mindre kondensert kromatin (10). Modne spermier har protaminer som
DNA-kjerneproteiner, noe som gir en hgyere kondensering enn histoner. En svikt 1 prosessen
der histoner skal byttes ut med protaminer, kan gi spermier med mindre kondensert kromatin
og hayere DNA-fargeopptak (35). DNA-fragmentering som parameter har bare middels
sammenheng med tradisjonelle WHO-parametre. En ikke uvesentlig andel menn med normale
WHO-parametre har en DNA-fragmentering >20 % og fanges dermed ikke opp 1 en standard
sedanalyse (36).

1.4.2 Betydningen av skade pa spermie-DNA

Spermier har normalt en kromosomoppbygning med for det meste kondensert kromatin
bestaende av DNA og kjerneproteiner (37;38). Skade pa kromatinstrukturen kan skje i alle
ledd av spermatogenesen (10). Dette stottes av at nivaet av DNA-skade, inkludert DNA-
fragmentering, er minst 1 testikulere spermier og sterst i ejakulatet (39). Det har vert

foreslétt en rekke arsaker til slike skader, blant annet endogene endonukleaser og caspaser,



strdlebehandling og kjemoterapi, ulike toksiner 1 miljoet og oksidativt stress. Trolig virker
flere faktorer sammen (10;37). Fordi DNA-reparasjonssystemet nedreguleres i senere trinn av
spermatogenesen, vil spermier med DNA-skade kunne komme ut i ejakulatet (40;41). Man
tror at spermier med DNA-skade kan befrukte oocytter, men utfallet avhenger da av oocyttens
og embryoets reparasjonsmekanismer. Oocytten har bare en begrenset evne til 4 reparere
DNA-skade fra spermien (38;39;42). Skadet DNA kan videre gi feil i DNA-replikasjonen og
dannelse av de novo-mutasjoner. Man vet lite om muligheten for at DNA-skadede spermier
kan gi nye mutasjoner i avkommet, men man kan ikke utelukke dette. Dette er spesielt aktuelt

1 forhold til ICSI, som ofte blir valgt hos pasienter med hay DNA-fragmentering (35;39).

DNA-fragmentering

Flere studier har forsekt & undersgke hvilken betydning DNA-fragmentering har pa utfallet av
en eventuell graviditet. Disse har kommet til ulike konklusjoner. Oversiktsartikler
konkluderer med at DNA-fragmentering er en prediktor for sjansen til & oppna graviditet hos
antatt fertile par (10;43). Bungum et al. (10) hevder at en DNA-fragmentering over 20 % gir
redusert sjanse for spontan graviditet. Verdier over 30-40 % gir sjanse gir minimal sjanse for
spontan graviditet. Evenson et al. (43) finner i en metaanalyse at par uten kjent subfertilitet
har sju ganger hagyere sannsynlighet for & bli gravide hvis DNA-fragmentering er <30 %. Den
samme studien finner at ved IVF-behandling er sjansen for graviditet omtrent halvert ved
DNA-fragmentering >30 %. Ogsa en metaanalyse av Collins et al. (40) finner en liten
signifikant sammenheng mellom DNA-fragmentering og graviditet ved IVF/ICSI, men
konkluderer likevel med at ssmmenhengen er for liten til at testing ber inngé rutinemessig i

fertilitetsutredning. Dette star 1 kontrast til dagens praksis blant annet pa Rikshospitalet.

Utfallet ved ICSI synes & vere mindre pavirket av DNA-fragmentering enn ved IVF
(10;43;44). DNA-fragmentering er ogsé vist & vare assosiert med hoyere risiko for
spontanabort etter en [IVF/ICSI-behandling (43). Det samme har veert vist ved intrauterin

inseminasjon (45).

DNA-fargeopptak (HDS)

DNA-fargeopptak er en mye mindre undersgkt parameter enn DNA-fragmentering. Bungum
et al. fant i sin oversiktsartikkel ingen sammenheng mellom DNA-fargeopptak (HDS) og

sjansen for graviditet (10). Menn med >15 % HDS hadde i en studie av Virro et al. lavere
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fertiliseringsrate etter [IVF enn menn med <15 % HDS (46). I en enkeltstudie fant Lin et al. at
risikoen for spontanabort etter [IVF-befruktning var signifikant heyere hos menn med HDS

>15 % (29). Virro et el. fant derimot ingen sammenheng mellom HDS og spontanabort ved

IVF/ICSI (46).

1.5 Rask progressive motile spermier

1.5.1 Analyse og vurdering av motilitet

Det benyttes flere ulike metoder for klassifisering av spermiemotilitet. I dag er mikroskopi
den beste undersgkelsen. Man kan ogsa bruke “computer assisted sperm analysis” (CASA)
for analyser av prever med forventet normal motilitet. Noen artikler har brukt ’simple
computer-assisted method”, som er en eldre metode (45). WHO’s manual fra 2010 anbefaler
mikroskopi eller nyere CASA instrumenter for analysen (28). Tidligere klassifiserte WHO
progressiv motilitet i rask og treg med en cut-off pa 25um/sek. Dette har de gatt bort i fra, da
det er vanskelig for dem som analyserer prevene & méle bevegelsene neyaktig nok uten bias.
Na er det tilstrekkelig a skille mellom progressiv motilitet (aktiv bevegelse av spermien enten
linezrt eller 1 store sirkler), non-progressiv motilitet (alle andre menstre av bevegelse uten
progresjon) og immotile (28). Man kan se for seg at dette vanskeliggjor vurdering av fertilitet,
da enkelte studier viser at raskt progressiv motilitet er en av de viktigste parametrene for a
skille fertile fra subfertile menn ved in vivo befruktning (47). De fleste av mennene som avgir
sedprove er under fertilitetsutredning. I disse tilfellene er IVF den mest aktuelle
behandlingen, og her er det mindre viktig & skille mellom ulike former for progressiv motilitet

(48).

1.5.2 Betydning av raskt progressivt motile spermier

Spermiemotilitet er et omrade det har vert forsket en del pa. Flere enkeltstudier viser en klar
sammenheng mellom spermienes morfologi og tid fer oppnadd graviditet (31;49). Dessuten er
raskt progressive motile spermier viktig for befruktning (47;48). Guzick et al. konkluderer 1
sin studie med at spermiekonsentrasjon, -motilitet og -morfologi kan benyttes til & klassifisere
menn som subfertile, intermediert fertile og fertile, men ikke som infertile (49). En studie av
Hinting et al. viste at rask progressiv motilitet var en god parameter for & diskriminere

subfertile fra fertile menn in vivo. Denne parameteren hadde en spesifisitet pa 86 % og



sensitivitet pa 89 % (47). Comhaire et al. undersekte 1 sin studie hvilke sedparametre som
skilte fertile og infertile menn in vitro. De baserte seg pa 56 par som var til [VF-behandling
og fant at raskt progressive motile spermier hadde en spesifisitet pa 72 % og sensitivitet pa 60
% (48). I motsetning til situasjonen in vivo, hvor raskt progressive motile spermier er en god
parameter for & skille fertile fra subfertile menn, er spermiemorfologi en bedre parameter in
vitro. Dette gjelder spesielt hodemorfologi. In vivo er sedcellene avhengig av 4 bevege seg
gjennom cervixsekret for befruktning. Det er ved dette punktet det er storst krav til spermiens
motilitet. Ved a eliminere behovet for penetrasjon av cervicalmukus som ved in vitro
befruktning, vil linezr motilitet ikke vare en nedvendighet. Det kan da vere tilstrekkelig med

andre former for progressiv motilitet for & penetrere corona radiata (48).
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2 Metode

2.1 Populasjon

I perioden 2004-2011, har 9835 menn gjennomgatt seedanalyse ved Andrologisk
laboratorium, Rikshospitalet. Seedanalysen ble som regel gjennomfoert som innledende
undersokelse ved infertilitetsutredning eller som kontroll etter tidligere avvikende funn. Cirka
0,5 % av menn var henvist for kontroll etter vasektomi, og data for disse pasienter ble forsekt
ekskludert fra statistisk analyse. Gjennomsnittsalderen ved prevetakning var 35 ar. Figur 2

viser aldersfordelingen ved prevetakning.
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Figur 2: Antall menn i hver aldersgruppe (ar) ved sedpreve

Gjennomsnittlig antall seedanalyser per pasient var 1,26 (variasjonsbredde 1-9). Median
tidsperiode mellom den forste og siste s&dpreven hos menn som hadde avlagt mer enn én

prove var 5.2 maneder (variasjonsbredde 1 dag — 60 maneder).

2.2 Laboratorieprosedyrer

Alle laboratorieprosedyrer er hentet fra Rikshospitalets interne prosedyrer (50-52).

2.2.1 Saedprovetaking

Pasienten fér utlevert en ferdig veid kopp med navnelapp. Han vises til proverommet, der det

henger informasjon om korrekt prevetakning. Hand og penis skal vaskes uten sape. Hele
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ejakulatet md samles i beholderen. Det skal ikke benyttes kondom for oppsamling. Praven
leveres laboratoriet, og det noteres provetakningstidspunkt. Provebegeret settes sd i en
risteinkubator, som holder 37 °C. Alternativer til denne prosedyren er prevetakning hjemme
(hvis reisevei er mindre enn 1 time) eller i spesielle tilfeller ved hjelp av vibrostimulering av

penishodet.

2.2.2 Spermiemotilitet

Prosedyre

10 uL godt blandet, ufortynnet saed (37 °C) legges pé et oppvarmet (37 °C) objektglass. Et 22
x 22 millimeter dekkglass legges pa. Dette gir en preparatdybde pé ca. 20 um. Preparatet ses
pa gjennom et 20 x fasekontrastobjektiv. Dersom det fortsatt er drift i preparatet etter cirka 1
minutt, lages et nytt preparat. Motilitetsbestemmelsen skal starte umiddelbart, for drapen
torker inn. Minst 4 tilfeldige synsfelt skal telles, men man unngar synsfelt i utkanten av
preparatet. Alle motile og immotile spermier i hvert synsfelt (eller deler av synsfeltene) skal
telles. Innen hvert synsfelt telles forst de raskt progressive og de langsomt progressive
spermiene, deretter de ikke progressive og de urerlige. Det skal telles cirka 150 spermier per
drépe. Etter at motiliteten i en drape er bestemt, lages et nytt preparat og en tilsvarende
analyse utfores. Lose haler eller spermier med pinheads” telles ikke. Spermiemotilitet deles

inn 1 folgende kategorier:

WHO Kkategori kode Bevegelseshastighet

Raskt progressive a 25 um/s (ca. 5 spermichoders lengde)
Langsomt progressive b 5-24 um/s

Ikke progressive c <5 pm/s

Urerlige (immotile) d 0
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Beregning

For hver drape beregnes det hvor mange prosent hver kategori utgjor. I hvert av de to
preparatene som er undersokt beregnes prosentandelen motile (a+b+c) og immotile spermier.
Den hayeste verdien av disse kategoriene i en drdpe sammenlignes med tilsvarende kategori i
den andre drdpen. Forskjellen i tallverdi mellom de to resultatene multipliseres med 20. Dette
tallet skal ikke vare storre enn summen av de to tallene vi har telt. Det vil si at resultatene
ikke skal avvike fra hverandre med mer enn 5 %. Dersom forskjellen er storre enn anbefalt,

telles en ny drape.

2.2.3 Spermiekromatinstruktur assay (SCSA)

Bakgrunn

Testen er basert pa fargestoffet akridinorange (AO). AO inkorporert i uskadet, dobbelttradet
DNA avgir gronn fluorescens nar det belyses med blatt lys, mens AO inkorporert 1
enkelttrddet DNA eller RNA avgir red fluorescens. Okt gronn fluorescens indikerer en
redusert kondensering av spermiekromatin, mens gkt rad fluorescens indikerer at cellens
DNA er fragmentert. Fluorescensen avleses i et flowcytometer stilt inn pé a telle 20 000

spermier.

Prosedyre

Apparatet (FACScan) skal kalibreres for malingen. Det benyttes en ufortynnet sedprove med
hey konsentrasjon, stort volum, <6 % DNA-fragmenteringsindeks (DFI) og <6 % high DNA
stain ability (HDS).

Sadpravene fortynnes til cirka 2 mill/mL med saltlosning. 100 puL fortynnet seed blandes med
200uL syre-sépebuffer i 30 sekunder. Tilsett og bland 1 600 pL fargelgsning. Resultatet

avleses pd FACScan 2-7 minutter etter fargelosningen er blitt tilsatt.

2.3 Statistikk

Dataene er analysert ved hjelp av Excel 2007 med ekstra add-in kalt Analysis Tool-Pak”. For
a undersgke sammenheng mellom alder og de ulike parametrene er det brukt lineer regresjon.

Sammenhengen er beskrevet ved hjelp av Excels koeffisient. En koeffisient med p-verdi
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<0,05 er vurdert som statistisk signifikant. R* er oppgitt i figurene tilhorende

regresjonsanalysene og forteller hvor mye av variasjonen i parameteren som kan forklares av

alder.

Stykkevis linezr regresjon ble beregnet ved hjelp av nls funksjon av R (versjon 2.15.1,

http://www.r-project.org), som ogsd ble brukt til fremstilling av tilherende diagrammer.
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3 Resultater

3.1 DNA-fragmentering

Provematerialet for DNA-fragmenteringsanalysen bestar av 6116 menn fra 16 til 69 ar med
gjennomsnittlig alder pa 35 ar. Prevene er innhentet i perioden 2006-2011. Analysen viser en
linezer sammenheng mellom alder og DNA-fragmentering 1 populasjonen. Linear regresjon
estimerer en stigning pd 0,37 prosentpoeng pr &r med en p-verdi pa <0,001. Figur 3 viser

sammenhengen mellom DNA-fragmentering og alder i denne populasjonen.
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Figur 3: DNA-fragmentering og alder.

Resultatet over forutsetter at DNA-fragmentering gker jevnt lineaert over tid. I folge én teori
om aldring, akselererer aldringsprosessen etter en viss alder (1). Figur 4 viser ssmmenhengen
man far hvis det lages to ulike regresjonslinjer med et statistisk beregnet vendepunkt.

Regresjonslinjene folger formelen
x <cutoff: y = 4,0144 + 0,2757x

x > cutoff: y =4,0144 + 0,2757 *cutoff + 0,9842(x-cutoff)
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Cutoff er estimert til 45 ar (95 % konfidensintervall 42,22 - 46,45). I folge denne modellen
stiger DNA-fragmentering med 0,28 prosentpoeng per ar fram til 45-ars alder, for senere &
oke med 0,98 prosentpoeng per ar. Sammenhengen er statistisk signifikant, med p-verdier

<0,001.
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Figur 4: DNA-fragmentering og alder med vendepunkt

For & se pa endring i DNA-fragmentering hos hvert enkelt individ ble det regnet ut endring 1
DNA-fragmentering per ar. Populasjonen er pa 209 menn som har avgitt to eller flere prover
med mer enn 365 dager mellom hver. Utviklingen i DNA-fragmentering hos disse mennene er

vist 1 figur 5.
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Figur 5: Utvikling i DNA-fragmentering hos enkeltindivider

Analysen for endring i DNA-fragmentering per ar tar utgangspunkt i det estimerte
vendepunktet ved 45 ar som ble funnet for populasjonen som helhet. Ut i fra dette ble det

laget en todelt regresjonslinje, figur 6. Resultatet er ikke statistisk signifikant.
Endring i DNA-fragmentering per ar < 45 éar: -0,13 (95 % konfidensintervall: -0,37 til 0,11)

Endring i DNA-fragmentering per ar > 45 ar: 0,46 (95 % konfidensintervall: -0,25 til 1,16).
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Figur 6: Endring i DNA-fragmentering per ar med vendepunkt.
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3.2 DNA-fargeopptak

Provematerialet for DNA-fargeopptak bestar av sedprever fra 6114 ulike menn 1 alderen 16
til 69 ar, med snittalder pa 35 &r. Materialet er innhentet i tidsperioden 2006-2011 og
analysert som beskrevet i metodekapittelet. Figur 5 viser sammenhengen mellom DNA-

fargeopptak og alder hos disse mennene.
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Figur 7: DNA-fargeopptak og alder

Analysen viser en signifikant sammenheng mellom alder og DNA-fargeopptak, der lineaer
regresjon estimerer at DNA-fargeopptak faller med 0,11 prosentpoeng per &r. Sammenhengen

har en p-verdi <0,001.

Det ble i tillegg utfort en analyse for & se pa utviklingen i DNA-fargeopptak hos hver enkelt
mann over tid. Populasjonen besto da av 210 menn som hadde analysert DNA-fargeopptak
ved to ulike anledninger med minst 365 dagers mellomrom. Man regnet ut endring i DNA-

fargeopptak per ar, men det ble ikke funnet noen signifikant trend i denne analysen.

3.3 Normal-DNA

Provematerialet for normal-DNA bestar av prover fra 6113 ulike menn 1 alderen 16-69 ar som
har fatt analysert bAde DNA-fragmentering og DNA-fargeopptak for den gitte proven.
Snittalder pa pasientene er 35 ar. Prevene er levert i perioden 2006-2011. Normal-DNA er
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regnet ut med formelen 100 - (DNA-fragmenteringsindeks + DNA-fargeopptak). Figur 8 viser

sammenhengen mellom normal-DNA og alder i populasjonen.
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Figur 8: Normal-DNA og alder

Analysen viser at det 1 populasjonen er en signifikant sammenheng (p<0,001) mellom normal-
DNA og alder. Regresjonsanalysen estimerer at normal-DNA faller med 0,26 prosentpoeng
per ar. I tillegg utforte man en todelt regresjonsanalyse med vendepunkt pa 45 ar. (Figur 9)
Denne gir et fall i normal-DNA pa 0,19 prosentpoeng (95 % konfidensintervall -0,26 til -0,13)
for 45-ars alder og et mer uttalt fall pa 0,82 prosentpoeng (95 % konfidensintervall -1,04 til -
0,59) etter 45 éar.
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Figur 9: Normal-DNA og alder med vendepunkt
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Det ble ogsa utfort en analyse for & se pa utviklingen 1 normal-DNA hos enkeltindivider over
tid. Populasjonen for denne analysen er 210 menn som har malt bade DNA-fragmentering og
DNA-fargeopptak ved to ulike anledninger med mer enn 365 dagers mellomrom. Utviklingen

er illustrert 1 figur 10.
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Figur 10: Utvikling i normal-DNA hos enkeltindivider

Analysen av endring i normal-DNA per ar hos enkeltindivider ble ogsé gjort med en todelt

regresjon med vendepunkt pd 45 ar (figur 11) med folgende resultat:
Endring i normal-DNA per &r <45 ar: 0,02 (95 % konfidensintervall: -0,28 til 0,32)
Endring 1 normal-DNA per ar > 45 ar: -0,16 (95 % konfidensintervall: -1,03 til 0,71)

Sammenhengen er ikke statistisk signifikant.
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Figur 11: Endring i normal-DNA per &r med vendepunkt

3.4 Raskt progressive motile spermier

Provematerialet for raskt progressive motile spermier bestar av 9832 menn fra 16 til 71 ar
med gjennomsnittlig alder pa 35 ar. Prevene er innhentet i perioden 2005-2011. Figur 12 viser

en negativ linezer sammenheng mellom alder og raskt progressive motile spermier.
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Figur 12: Raskt progressive motile spermier og alder.
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Regresjonsanalysen estimerer en reduksjon pa 0,25 prosentpoeng per &r med en p-verdi pa
<0,001. Ogsa her utforte man en todelt regresjonsanalyse med vendepunkt pa 454r. Denne gir
et fall i raskt progressiv motilitet pa 0,16 prosentpoeng (95 % konfidensintervall -0,25 til -
0,07) for 45-4rs alder, mens fallet etter 45 ar er pd 0,54 prosentpoeng (95 % konfidensintervall
-0,85 til -0,24). Det er ingen signifikant forskjell pa reduksjonshastigheten for og etter 45 ar.

Figur 13 viser denne sammenhengen.
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Figur 13: Raskt progressive motile spermier og alder med vendepunkt.

For a se pa endring i raskt progressive motile spermier hos hvert enkelt individ ble det regnet
ut endring 1 raskt progressive motile spermier per ar. Populasjonen er pa 417 menn som har
avgitt to eller flere prover med mer enn 365 dager mellom hver. Utviklingen hos hver enkelt

mann er illustrert ved figurl4
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Figur 14: Utvikling av raskt progressivt motile spermier hos enkeltindivider.

I likhet med normal-DNA ble analysen av endring i raskt progressive motile spermier gjort
med en todelt regresjon med vendepunkt pa 45 ér (figur 15) med folgende resultat:
Endring 1 raskt progressive motile spermier per ar <45 4r:

-0,02 (95 % konfidensintervall -0,29 til 0,25)

Endring i raskt progressive motile spermier per ar > 45 ar:

-0,45 (95 % konfidensintervall -1,29 til 0,37)

Sammenhengen er ikke statistisk signifikant.
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Figur 15: Endring i raskt progressive motile spermier per ar.
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4 Resultatdiskusjon

Vare data (DNA-fragmentering og DNA-fargeopptak) bygger pa analyse ved hjelp av SCSA
som beskrevet over. Dette er en standardisert metode som har vist liten variasjon mellom
laboratorier (10;25;40). Flere av studiene som resultatene vare sammenlignes med, har
derimot brukt terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL), som
er en annen analysemetode. Ved TUNEL utsettes blant annet ikke spermiene for denaturering
slik som ved SCSA. Studier har vist at de ulike analysemetodene korrelerer moderat med
hverandre og at de sannsynligvis méler noe ulike typer av DNA-skade (10;39). Det betyr at

sammenligning med studier der TUNEL er benyttet, muligens ber vektlegges mindre.

Et sek 1 PubMed med sekeord "DNA-fragmentation sperm age” og filter pd “human” ga 52
engelskspraklige treff. 15 artikler viste seg & vaere relevante i1 forhold til DNA-fragmentering
og alder hos mannen (53-67). De aller fleste av disse studiene er utfert pd4 menn som er, eller
har veert, til fertilitetsutredning. Dette samsvarer med vart eget materiale. En gjennomgang av
artiklene viser at det er svert sprikende resultater. Omtrent halvparten av studiene viser ingen
signifikant sammenheng mellom mannens alder og DNA-fragmentering. Felles for mange av
disse studiene er at de har en liten populasjon. Dette gjelder blant annet Braga et al. (50 menn)
og Brahem et al. (40 menn) (54;57). Det er tre studier som skiller seg vesentlig ut med tanke
pa studiens storrelse. Den storste studien er av Moskovtsev et al. Den inkluderer 2586 menn
som oppsekte et andrologisk laboratorium over en periode pa fem ar. Studien fant en
signifikant sammenheng mellom DNA-fragmentering og alder. Pasientene var her delt inn i
aldersgrupper (<30, 30-40, 40-50, >50), og verdiene for hver gruppe var signifikant gkende
(62). Moskovtsev har ogsa en annen lignende studie med samme resultat, som trolig er basert
pa delvis overlappende pasientmateriale (66). Den siste studien med over tusen pasienter er
Bellocs studie fra 2009 (61). Denne har benyttet TUNEL som analysemetode. Studien
inkluderer 1769 menn, alle pasienter ved et fertilitetssenter. Ogsa her finner man en liten, men
signifikant ekning 1 DNA-fragmentering ved gkende alder. Det faktum at de tre storste

studiene har funnet en signifikant sammenheng, stotter vare egne funn.

En mindre del av studiene har sett pa fertile eller antatt fertile menn. Dette er gjennomgéaende
mindre studier, der den sterste har 97 menn (53). Denne har funnet en signifikant
sammenheng. De resterende fire studiene har ikke funnet en signifikant sammenheng

(58;63;65;67). Det er dermed mindre overbevisende resultater nar det gjelder friske menn.
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Man kan ikke med sikkerhet si at resultatene som baserer seg pd menn som utredes for
infertilitet er direkte overferbare til en fertil populasjon. Dette inkluderer ogsa vare egne
resultater. Samtidig vil en populasjon av menn til infertilitetsutredning ogsa inneholde en stor

andel fertile menn, ettersom problemet i mange tilfeller ligger hos kvinnen.

Vi har i tillegg til den lineaere kurven over sammenheng mellom alder og DNA-fragmentering
forsekt & framstille data i en kurve med knekkpunkt. Bakgrunnen for dette var & se om
mannlig reproduktiv aldring har et forlep tilsvarende det for kvinner, med en akselerasjon
etter en viss alder. Vi fikk et statistisk beregnet knekkpunkt ved 45-ars alder, der andelen
spermier med DNA-fragmentering begynte & oke hurtigere. Sammenhengen var statistisk
signifikant. Vi har ikke funnet andre studier som har framstilt resultater pd denne méten, slik

at det er vanskelig & sammenligne vért funn med annen forskning.

I den siste delen av analysen gnsket vi & se pa utviklingen i DNA-fragmentering hos
enkeltindivider. Vi forventet & se en stigning fra preve nummer 1 til preve nummer 2.
Analysen ga ingen signifikante resultater. Dette kan skyldes en kombinasjon av {4 data
(n=209) og en stor dag til dag-variasjon. Heller ikke her har vi funnet andre studier &
sammenligne med. En feilkilde ved denne analysen er at vi ikke vet noe om hva pasientene
har foretatt seg i tiden mellom provene. Det er en mulighet for at noen har gjennomgatt

intervensjoner som kan ha pavirket resultatet og gitt en svakere sammenheng enn den reelle.

Nér det gjelder analysen av DNA-fargeopptak, et mal pa kromatinkondensering i spermiene,
fant vi en signifikant reduksjon 1 fargeopptak med alder, altsd en gkning 1
kromatinkondensering. Dette er motsatt av hva vi forventet a finne. Underseokelse av utvikling
hos enkeltindivider ga ingen signifikante resultater. Det finnes lite forskning pa omradet, men
en studie av Nijs et al. fant en liten signifikant sammenheng der DNA-fargeopptak ekte med
okende alder (55). Sammenhengen falt bort da de i stedet for & ha alder som en kontinuerlig
variabel, delte resultatene inn etter aldersgrupper. Rybar et al. fant i sin studie ingen
signifikant sammenheng mellom DNA-fargeopptak og alder (56). Vi har dermed lite

forskning & sammenligne resultatet vart med.

I tillegg valgte vi & lage en kombinert parameter kalt normal-DNA, der andelen spermier med
DNA-fragmentering og DNA-fargeopptak ble trukket fra totalen, for 4 finne andelen normale
spermier. Dette er ingen anerkjent parameter, og det finnes dermed ikke noe forskning &

sammenligne resultatene vare med. Vart resultat viste som forventet at andelen spermier med
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sdkalt "normal-DNA” sank med ekende alder. Ogsa her fikk vi en markant ekning 1
hastigheten ved 45-ars alder nér vi lagde kurve med knekkpunkt. Begge resultatene var
signifikante. Heller ikke for normal-DNA fikk vi signifikant resultat for analysen som sa pa
utvikling hos enkeltindivider. Resultatet for normal-DNA samsvarer med resultatet for DNA-
fragmentering, der man forventer at normal-DNA synker nar DNA-fragmentering oker. Dette
ser ut til & dominere over DNA-fargeopptak, der andelen sank med ekende alder og dermed

skulle gitt ekende normal-DNA.

Analysen vir viser en klar og statistisk signifikant sammenheng mellom gkende alder hos
menn og reduksjon i antall progressive motile spermier. Konfidensintervallene for den todelte
regresjonsanalysen overlapper sé vidt. Det er heller ikke en statistisk signifikant forskjell nér
vi ser pa utviklingen hos hver enkelt mann. Dette kan skyldes at vi har for fa menn. Studier av
Maya et al. og Centola et. al finner ogsé en signifikant sammenheng mellom alder og raskt
progressive spermier (68;69). De har i likhet med var undersekelse studert menn under
fertilitetsutredning. De har funnet en svakere sammenheng enn det vi har, men de har langt
mindre studier pa henholdsvis 1364 og 2065 menn. Hvorvidt man kan overfere forskningen til
friske menn er usikkert. I en studie gjort pa friske menn av Colin et al. sees ogséa en reduksjon
1 raskt progressive spermier ved ekende alder (58). Dette er en liten studie, men pa tross av

dette er resultatet statistisk signifikant.

En vesentlig feilkilde i vére data, er usikkerhet i laboratorieanalysene. Det er rapportert en
betydelig dag til dag-variasjon for saedanalyser. I tidlige studier viste SCSA mindre dag til
dag-variasjon enn standard s@dparametre (70). En nyere studie (25) finner derimot at
variasjonen er pa linje med variasjonen for andre sa&edparametre. Denne rapporterer en dag til
dag-variasjon pa 30 % for DNA-fragmentering. I studien hadde 37 % av pasientene med
DNA-fragmentering over 30 % 1 forste testen, en verdi under 30 % i1 den neste. Dette kommer
svert tydelig fram 1 vdre pildiagrammer der endring fra prove 1 til prove 2 er framstilt, hvor
man ser at det for mange menn er en stor endring pa kort tid. En stor dag til dag-variasjon kan
bidra til at vi ikke har fatt signifikante verdier i analysene som skulle se pa utviklingen hos
hver enkelt person over tid. For a veie opp for den store dag til dag-variasjonen, ville man
ideelt sett hatt et storre provemateriale. Dette ble begrenset av at bare en relativt liten del av

populasjonen hadde tatt de aktuelle provene to ganger med over et ars mellomrom.

En svakhet ved var egen og de andre studiene vi har sett pé, er at datagrunnlaget i de ovre
aldersgruppene er darlig. I var studie har vi for DNA-fragmentering data fra 388 menn over
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45 ar og 5728 menn under 45 ar. Dette er en naturlig konsekvens av at materialet stammer fra
menn som er til fertilitetsutredning, men hvis man ser for seg en utvikling der verdiene
akselererer etter 45 &r som vist i figur 9, ville det veert enskelig med flere pasienter i denne

aldersgruppen.

Et av de mest sentrale funnene i studien vér, er analysene som viser den markerte endringen
ved 45-ars alder. Dette er en framstillingsmate vi ikke har sett brukt i tidligere forskning. For
alle parametrene unntatt raskt progressiv motilitet er det en signifikant forskjell pa grafens
stigningstall for og etter det statistisk beregnede knekkpunktet pé 45 ar. Knekkpunktet
inntreffer noen ar senere enn hos kvinner. I tillegg ser man naturligvis ingen fruktbarhetsslutt
tilsvarende kvinners menopause. Vért funn tyder pa at mannlig reproduktiv aldring ikke er en
lineaer prosess, men derimot har noe til felles med kvinnelig reproduktiv aldring, med en
akselerering etter en gitt alder. Vi mener dette er et interessant funn med tanke pa at man ikke

vet sd mye om forlepet av mannlig reproduktiv aldring.

Dessverre fant vi ingen signifikant utvikling for parametrene vére nar vi studerte to prever fra
hver mann. Tanken bak & gjere denne analysen var at hvis det er en sammenheng med alder i
populasjonen som helhet, ma denne stamme fra en gkning hos enkeltindividene. En
signifikant ekning hos enkeltindivider over tid hadde dermed bidratt til & styrke vart
hovedfunn, nemlig at det er en sammenheng mellom alder og parametrene vi undersokte i
befolkningen. Vi mener at mangelen pa statistisk signifikans sannsynligvis skyldes et for lite
datamateriale tatt 1 betraktning den store dag til dag-variasjonen slike parametre har. Det

hadde derfor vaert nyttig & gjore en tilsvarende studie med et storre materiale.

Konklusjon

Sadkvaliteten blir ddrligere med ekende alder, blant annet ved at raskt progressiv motilitet
reduseres og DNA-fragmenteringen oker. Tidligere forskning viser at parametrene er av stor
betydning for befruktning in vitro og in vivo og abortraten etter IVF. Vi fant en negativ
sammenheng mellom DNA-fargeopptak og alder, noe som var motsatt av det vi forventet.
Viktigheten av dette funnet er usikkert ettersom man vet lite om den kliniske betydningen av
DNA-fargeopptak. Etter 45-4rs alder ser det ut til at det er en storre reduksjon av
sedkvaliteten enn for 45 ar, noe som tyder pa en akselerasjon i mannens reproduktive aldring.

Tidligere studier viser at mannens alder er av betydning for fertiliteten. I folge vare funn er
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DNA-fragmentering og rask progressiv motilitet er parametre som kan si noe om reproduktiv

aldring hos mannen.
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