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SAMMANFATTNING

Denna studie ingar i ett projekt som har som mal &r att utvirdera och vidareutveckla metoder
for kvalitetsbedomning av hingstsperma avsedd for semin. Studien har genomforts i
samarbete mellan SLU och Flyinge AB. Syftet med studien var att undersoka

-om det finns individuella skillnader mellan hingstar vad géller spermiernas kromatinstabilitet
-om det finns korrelation mellan subjektivt bedomd spermiemotilitet och kromatinstabilitet
hos spermier

-om kromatinstabilitet hos spermier foridndras efter centrifugering genom single layer och
gradient dvs anvidnda kromatinanalys som ett matt pa om selektionsmetoden fungerar

Under de senaste 10 aren har det skett en kraftig 6kning av anvidndningen av kyld
transportsperma ffa inom svenskvarmblodsavel. Eftersom folningsprocenten sjunkit i takt
med att verksamheten med kyld sperma okat &r det av stort intresse att utveckla metoder for
att kvalitetsbedoma hingstsperma. En bedomning av kromatinets kvalitet skulle kunna utgéra
en kvalitetskontroll av hingstsperma for semin.

Kromatinet finns 1 spermiekdrnan. Skador 1 kromatinet kan leda till en misslyckad befruktning
da spermiens kérna inte dekondenseras normalt och det befruktade dgget dor eller till en
felaktig embryoutveckling.

Tio hingstar av halvblodsras stationerade i Flyinge i aldrarna 4-23 ar ingick i studien.
Hingstarna samlades pa sperma vid 7 tillfillen under en period pa 2 ¥2 vecka. For varje
spermaejakulat togs prover for kromatinundersokning samt bedomdes motiliteten, bade fore
centrifugering och efter centrifugering av ejakulaten genom tva olika silikatsfirer, ’Single
layer” och ”Gradient”. Spermieproverna frystes omedelbart in med TNE buffert i flytande
kvéve och transporterades sedan till Uppsala dir de analyserades med hjélp av
flodescytometri. Resultaten presenterades som DFI (DNA Fragmentation Index) vilket &r ett
matt pa hur stor andel av spermierna som har skadat DNA, angivet i procent, samt X-DFI
(medelvirdet for DFI) och SD-DFI (standardavvikelsen for DFI).

Resultaten i denna studie visade att selektionsmetoden var effektiv nér det géllde att selektera
bort spermier med skadat kromatin. Daremot skiljde sig inte de tva selektionsmetoderna med
gradient centrifugering och single layer centrifugering at i effektivitet niar de jamfordes med
varandra. Resultaten visade ocksa att det fanns en statistiskt signifikant skillnad i DFI mellan
hingstar vad giller kromatinstabilitet samt en negativ korrelation mellan DFI och motilitet. Ju
lagre DFI (dvs lag andel spermier med skadat kromatin) desto hogre motilitet.



SUMMARY

This study is part of a project to evaluate and develop metods to control the semen quality in
stallions. The study was carried out in cooperation between SLU and Flyinge AB. The
objective of the study was to analyse

-if there are individual differences in sperm chromatin integrety between different stallions

-if there is a correlation between subjectively evaluated sperm motility and sperm chromatin
integrity

-if sperm chromatin integrity is changed after selection of the semen with a centrifugation
method through the silica-spheres, gradient or a single-layer, i.e to use the chromatin integrity
analysis as a method to evaluate the selection method.

The use of chilled transported semen has increased a lot during the last 10 years, especially
among the Swedish warmblood breed. Because the foaling percentage has decreased with the
increased use of chilled transported semen, there is a need to develop methods to control the
sperm quality. Evaluation of the chromatin integrity could be one way to evaluate the quality
of the semen.

Chromatin is the DNA in the nucleus of the sperm. If the chromatin is denatured it may lead
to a failed fertilization or a disturbed development of the embryo or the placenta.

Ten stallions of Swedish Warmblood breed at the Flyinge National Stud with the age 4-23
years were used in the study. The stallion semen was collected at seven times during a period
of 2 V2 weeks. From every ejaculate samples were taken both before and after centrifugation
through either of two different silica-spheres, single-layer or gradient for chromatin analysis
and evaluation of sperm motility. The samples were immediatly frozen in TNE buffer and
transported to Uppsala where they were analyzed with help of flow-cytometry. The results
was presented as DFI (DNA Fragmentation Index) which measures the percentage of the
sperms fragmentated DNA, and also the main DFI (X-DFI) and the standard deviation of DFI
(SD-DFI).

The result showed that the method of sperm centrifugation was effective in the selection of
sperms with damage chromatin integrity. There was no difference in effectiveness between
the two different metods of centrifugation, single—layer and gradient.

The DNA Fragmentation Index (DFI) and the subjectively evaluated sperm motility was
negative correlated. This means that the lower the DFI, the higher the motility. The result also
showed that there was a statistical significant difference in DFI between stallions.



INLEDNING

I Sverige anvinds idag artificiell insemination (Al) 1 stor utstrackning inom aveln for
varmblodiga travare och svenska halvblod samt de senaste aren dven for svensk ridponny.
Detta har medfort en utbredd seminverksamhet. Det finns manga fordelar med Al t ex en
minskad risk for skador i samband med betdckningen och minskad smittorisk. Dessutom kan
ett enda ejakulat fran en hingst fordelas pa flera ston sa att hingstar med goda arvsanlag kan
utnyttjas i hogre utstrickning dn vid naturlig betdackning. Dessutom, om kyld sperma anvinds
behdver inte stona transporteras langa strickor till hingsten. Tillgidngligheten till hingstars
sperma Okar for stodgarna liksom mojligheten till import av sperma. Eftersom spermiernas
motilitet bedoms fore insemination medfor detta att problem med spermakvaliteten ocksa kan
upptickas.

Seminverksamhet i Sverige

Histseminverksamheten i Sverige regleras av Statens Jordbuksverks foreskrifter om
seminverksamhet med héstdjur (1999:113, M4). I M4 star deti 2 § i de allmédnna
bestimmelserna att ”for att bedriva seminverksamhet krévs tillstand av jordbruksverket.
Tillstandet kan omfatta ett eller flera delmoment. Delmomenten &r samling och behandling,
lagring och distribution samt seminering.” Ar 2006 utfirdade SJV totalt 229 tillsténd att
bedriva seminverksamhet i Sverige. Av dessa var det 87 stationer som hade tillstand till
spermasamling och ovriga endast semin, dvs de var mottagarstationer av transportsperma.
Motsvarande siffror ar 2005 var totalt 206 seminstationer varav 79 hade tillstand att samla
sperma. Det dr alltsd pa manga seminstationer runt om i Sverige som sperma samlas och
hanteras.

Sperman som insemineras kan vara férsk, kyld eller fryst (och sedan tinad). Fryst sperma kan
forvaras under lang tid. Enligt ASVH inseminerades ar 2005 89% av totalt 5057 betéickta
varmblodsston och enligt STC inseminerades 93,3 % av totalt 4809 betédckta varmblodiga
travston. Under de senaste 10 aren har det skett en kraftig 6kning av anviandningen av kyld
transportsperma, ffa inom varmblodsaveln. Inom denna ras skedde en 6kning fran 3,4 % ar
1990 till 60 % ar 2005.

Enhgt SJV~s f('jrfattmng Ar stoagare skyldiga att rapportera draktighetsresultatet av genomférd seminering.
Hingstagaren ska sedan géra en sammanstallning av semineringarna pa en s kallad sprangrulla. Anordnare ska sedan
rapportera antal semineringar och distribution av sperma. Med information fran sprﬁngrullorna raknar sedan
avelsorganisationerna ut félningsprocent som ett matt pad fruktsamheten.

Fruktsamhetsresultat med Al

Tyvérr har man sett en trend att folningsprocenten har sjunkit i takt med att transportsperma
har okat i anvindning. Folningsprocenten for bade varmblodiga travare och 6vriga varmblod
ar 1995 var 71 %, ar 2004 var den 63 % for varmblod (ASVH) och ar 2003 68 % for
varmblodiga travare (STC). Detta kan sannolikt bero pa flera olika orsaker, tex bristande
kunskap om spermahanteringens effekter pa kvaliteten och enkel utrustning (tex frigolitlador
som sperman skickas i). Distributionsrutinerna, begrénsade till tre dagar per vecka (mandag,
onsdag och fredag), medfor att manga ston inte blir inseminerade vid optimal tid.
Transporttiden for kyld sperma bor vara sa kort som mojligt, helst inom 12 timmar. En orsak
som dock bedoms vara viktig dr bristande mgjligheter till bedomning om sperman duger till
att kylas ned, eftersom det finns stora individuella skillnader mellan olika hingstar.Vissa
hingstars sperma tal kylning sdmre 4n andra hingstars sperma.



Hastaveln grundar sig pa prestation dir de individer som gar i avel ffa selekteras pa meriter
inom respektive anvindningsomrade (ridsport och trav) och inte efter fertilitet. Detta skiljer
sig fran den avel som bedrivs inom lantbrukets djur tex not och svin dér selektionen av
avelsdjur till stor del grundar sig pa fertilitet.

Prestationsaveln medfor att man inte avlar pa spermakvalitet och dérfor kan det hinda att
vissa av de populdra avelshingstarna har en samre kvalitet pa sperman vilken da inte lampar
sig for kylning eller frysning. Det forekommer dock att sddan sperma dnda transporteras och
insemineras med nedsatt fruktsamhet som f6ljd. Hantering av sperman samt kylning och
frysning paverkar spermakvaliteten negativt och en fran borjan dalig spermakvalitet blir dnnu
samre vid kylning och frysning vilket ger sdmre driktighetsresultat och ddrmed bidrar till en
forsamrad folningsprocent.

En studie (Dahlsten, 2006) visade att ett lampligt matt for att bedoma enskilda hingstars
fertilitet dr draktighet/brunst for den forsta seminerade brunsten. Totalt ingick 1540 ston i
studien och det totala antalet brunster var 2197. Av dessa brunster anvindes firsk sperma i
22,3 % och kyld sperma i 77,7 %. For hingstarna var driktighetsprocenten per brunst for Al
(farsk sperma) i medeltal 65,6 % och for TAI (kyld transporterad sperma) 53,9% dvs
signifikant lagre. Medeldriktigheten per brunst for bada teknikerna sammanréiknade var
56,6% och medeldriktigheten per sto for sdsongen var 80,6 %. Den separata redovisningen
av Al med firsk eller kyld sperma ger en mojlighet att sélla ut de hingstar som har lag
fertilitet vid kyld sperma, men som fungerar bra pa farsk semin.

Forutom spermakvalitet kan flera olika faktorer paverka hingstars fertilitet, tex
betdckningsformaga, hur hingsten halls och hanteras samt veneriska sjukdomar saisom
Contagious Equine Metritis (CEM), Equine Viral Arteritis (EVA) samt patogenerna
Pseudomonas Aurgentinosa och Klebsiella Pneumoniae (Couto et. al. 1993).

Metoder for bedomning av spermakvalité

Spermakvaliteten hos hingstar utgors av en kombination av kvantitativa och kvalitativa
spermieparametrar, dvs koncentration, totalantal, spermiemotilitet samt spermiernas
morfologi och livsldingd. Det som idag anvinds for bedomning av hingstsperma dr omedelbar
mitning av ejakulatvolym och spermiekoncentration (kvantitet) samt motilitetsbeddmning
(kvalitet) vilket dr en subjektiv bedomningsform som gors i ljusmikroskop. Det finns dven
utrustning dir man med datorns hjilp kan bestimma spermiemotiliteten, sk “Computer-
Assisted Sperm Analyzers (CASA) (Dott & Foster, 1997, Quintero-Moreno et. al. 2003 ).
Detta dr inte en metod som anvinds i praktiken dnnu pa seminstationer da utrustningen &r dyr.

Eftersom folningsprocenten sjunkit i takt med att verksamheten med med kyld sperma okat &r
det av stort intresse att utveckla metoder for att kvalitetsbedoma hingstsperma. Att bedoma
kromatinets kvalitet skulle kunna utgora en kvalitetskontroll av hingstsperma for semin.

Kromatinet finns i spermiekérnan och innehaller spermiens DNA. Skador i kromatinet kan
leda till en misslyckad befruktning (spermiens kédrna dekondenseras inte normalt och det
befruktade dgget dor), eller en felaktig embryoutveckling (genomet dr skadat och leder till
letala rubbningar i det tidiga embryot eller till felaktigheter i bildandet av placentan).

Metoder har utvecklats for att bedoma kromatin i spermier. En metod dr SCSA- ”sperm
chromatin structure assay” ddar man med hjélp av flodescytometri analyserar hur stor andel
spermier i ett prov som har intakt kromatin. Studier har gjorts bade pa hingstsperma (Love,



2005) och andra djurslag tex not (Januskauskas et.al. 2001) och svin (De Ambrogi et al.
2006).

Analys av kromatinstabilitet

SCSA-"sperm chromatin structure assay” miter andelen spermier med skadat kromatin 1 ett
prov. Spermierna behandlas i ett syrligt medium vilket exponerar DNAt och direfter firgas
detta med ett flourescerande dmne, som flourescerar gront om det dr bundet till dubbelstrangat
och dirmed intakt DNA, och rott om det dr bundet till enkelstrangat och darmed skadat DNA
under mitning med hjilp av flodescytometri. Metoden som anvéndes utvecklades forst av
Evenson et al. (1980), och har vidare beskrivits av Evenson & Jost (2000) och Januskauskas
et al. (2001). Analyser med flodescytometri ger ett sdkert matt pa kromatinstabiliteten hos
tusentals spermier pa bara nagra minuter. Nackdelen med metoden ir att den krdver en mkt
dyrbar utrustning vilket begrinsar dess anvindbarhet (Rodriguez-Martinez et.al. 1997).

Vid analys med SCSA flourescerar majoriteten av de normala spermierna
(huvudpopulationen) vanligen gront och bildar en eliptisk form till vénster i ett diagram. De
spermier som flourescerar rott syns till hoger om huvudpopulationen i diagrammet och dessa
presenteras som procent av hela spermapopultionen. Tidigare angavs detta viarde som andelen
COMP at (cells ouside the main population) . Termen at anger andelen denaturerad DNA 1
forhallande till den totala méngden DNA i spermiepopultationen. Resultatet av analysen for ot
ar beridknad for varje spermie i1 provet och darfor presenteras resultatet som X- at
(medelvirdet) och SD- at (standardavvikelsen). COMP at (cells outside the main population).
har nyligen @ndrats till DFI (DNA Fragmentation Index). Dessutom anger man X-DFI och
SD-DFI.

DFI ér alltsa ett matt pa hur stor andel av spermierna som har skadat DNA, angivet i procent.
De celler som hamnar utanfér huvudpopulationen i1 diagrammet dr DFI (se figur 1). Om dessa
utgor en storre miangd syns dessa celler som en liten “kulle” till hoger om huvud peaken i at
diagrammet ( Evenson & Wixon, 2005).

Malsiittning

Detta EEF arbete dr en del i ett projekt som genomforts i samarbete mellan SLU och Flyinge
AB. Projektets Overgripande mal &dr att utvdardera och vidareutveckla metodik for
kvalitetsbedomning av hingstsperma avsedd for hiastsemin och det innehaller flera delstudier.
Den delstudie som detta EEF arbete ingar i, har som malséttning att utveckla och vérdera en
metodik for att selektera fram de bésta spermierna med hjélp av centrifugering av sperma
genom olika tédthetsgradienter av silantdckta silikatsfarer (Morrell et al 2004). Fore och efter
selektion undersoks spermiernas koncentration och motilitet samt som en kvalitetsbedomning
av spermierna en test av deras kromatinstabilitet.

Malsittningen med detta EEF arbete var att undersoka:

-om det finns individuella skillnader mellan hingstar vad géller spermiernas kromatinstabilitet
-om det finns en korrelation mellan subjektivt bedomd spermiemotilitet och
spermiekromatinstabilitet

-om kromatinstabiliteten hos spermier fordndras efter centrifugering genom single layer och
gradient dvs anvianda kromatinstabilitetsanalysen som ett matt pa hur selektionsmetoden
fungerar



MATERIAL OCH METODER

Det material som anvénts i studien var sperma fran 10 varmblodshingstar i aldrarna 4-23ar,
godkinda for avel. Dessa hingstar stod stationerade pa Flyinges hingststation. Sperma
samlades mandag, onsdag och fredag under treveckorsperioden 7-21 juni 2006 vid totalt 7
tillfallen. Sammanlagt var det 35 ejakulat som undersoktes, 4 ejakulat fran 5 av hingstarna
och 3 ejakulat fran 5 hingstar. Ejakulaten kodades.

Metoden med centrifugering av hingstsperma (MacPherson et al., 2002, Morrell & Geraghty,
2006) liknar den som anvinds vid fertilitetskliniker for humansperma (Morrell et al., 2004).
Spermadoserna preparerades som “split-samples” for att samma sperma under olika
forhallanden skulle kunna jamforas.

Spermans koncentration méttes pa rasperma i en “spermacue”. Darefter spiaddes sperman 1:1
med Kenny’s medium och koncentrationen riknades manuellt i Biirkerkammare. Motiliteten
bedomdes subjektivt i ljusmikroskop. Ett nollprov for kromatinanalys dvs fore centrifugering
togs ut genom att 500ul sperma och 500 ul TNE buffert (Triss Natrium EDTA) blandades 1
ett eppendorf ror som direkt frystes in i flytande kvive.

En tithetsgradient forbereddes (ett ror per spermieprov) genom att 2 ml av den hogre
tiathetskolloiden overfordes med pipett som ett bottenlager 1 ett centrifugror och sedan
pipetterades forsiktigt 2 ml av den lédgre tithetskolloiden som ett lager ovanpa. 1,5 ml av det
spadda ejakulatet (som inneholl ca 100 miljoner sperma per ml) pipetterades ovanpa
gradienten. Gradienten centrifugerades sedan vid 300 g i 20 minuter. Direfter sogs
sddesvitskan och det mesta av kolloiden bort. Den sperma “’pellet” som bler kvar 1
centrifugroret overfordes till ett rent centrifugror med 5 ml spddningsvitska i, for att genom
att centrifugera provet vid 500 g i 10 minuter, tvitta bort silikatpartiklar som kunde vara kvar.
Efter tvittning, blandades spermierna med firsk spadningsvéitska (Kennys) for
koncentrationsbedomning i Biirkerkammare.

Single layer preparationen (ett ror per spermieprov) utfordes pa samma sétt som
gradientcentrifugeringen med 4 ml av den hogre tithetskolloiden och ingen lagre kolloid
anvénd.

Bada typerna av prov (”gradient” och “’single layer”) bedomdes subjektivt i ljusmikroskop
och direfter togs 500 ul sperma fran respektive prov och blandades med 500 ul TNE buffert i
eppendorf ror for kromatinstabilitetsanalys. Proven marktes och frystes in i flytande kvive pa
samma sitt som den ocentrifugerade sperman.

Alla roren mirktes med respektive hingsts kod, datum, fore eller efter centrifugering (gradient
eller single layer).

De frysta proverna forvarades under vistelsen 1 Flyinge samt under transporten till Uppsala i
flytande kvédve i en DRY SHIPPER termos. I Uppsala forvarades sedan proverna i -70 °C i en
frys pa inst. for kliniska vetenskaper vid SLU fram till att de skulle analyseras med hjélp av
Flodescytometri vid inst. for anatomi och fysiologi vid SLU. Proven tinades upp pa isbadd i
rumstemperatur nagon timma innan de skulle analyseras. Varje prov mirktes med ett
nummer.



Kromatinstabilitetsanalys

20 ul av varje spermaprov blandades med 180 ul TNE buffert vilket gav en spadning 1:10.
Direfter blandades denna spidning med 400 pl Triton Acid Detergent Solution vilket har ett
pH 1,39 som springde cellmembranet pa spermierna vilket ledde till att DNAt exponerades.
Efter 30 sekunder tillfordes 1200 ul Acridin-orange till spidningen vilket fargade DNAt och
dérefter analyserades proverna med hjélp av flodescytometri. Analysen maste goras inom 3-5
minuter efter att Acridin-orange tillforts annars forstors proverna. Flodescytometrianalysen
utfordes av Anders Johannisson med hjalp av FACStar (PLUS) FCM (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San José, CA, USA) utrustad med standard optik.

Flodescytometri analysen visade hur stor andel av spermierna i provet som flourescerar gront
respektive rott. Datorn analyserade 10000 spermier ur varje prov. Resultaten presenterades
som ett diagram med plottar ddr varje plott motsvarar en spermie och utifran detta utvirderas
hur stor andel av spermierna som hade ett intakt kromatin och ddrmed flourescerar gront,
respektive skadat kromatin och ddrmed flourescerar rott. Den roda flourescencen
representerades pa X-axeln och den grona flourescencen representerdeas pa Y-axeln i
diagrammet (se fig 1).

I denna studie har tre parametrar anvints som matt pa kromatinstabilitet:
DFI = DNA Fragmentated Index

SD-DFI = Standardavvikelsen for DFI

X-DFI = Medelvirdet for DFI

Statistisk analys

Data fran de olika parametrarna dverfordes till Microsoft Excelfiler och sedan till Statistical
Analysis Systems software Version 9 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA) for variansanalys
med hjédlp av PROC MIXED. Den statistiska modellen inkluderade den fixa effekten av
behandling (tre klasser; fore centrifugering, efter single layer centrifugering, samt efter
gradient centrifugering), samt de slumpmaissiga effekterna av hingst samt samlingsdatum
inom hingst. Variationen mellan hingstar analyserades med hjilp av variansanalys (PROC
GLM) per behandling, dir den statistiska modellen endast innehdll den fixa effekten av
hingst. Dartill berdknades korrelation (Spearman rang-korrelation) per behandling mellan
kromatinstabilitetsmatten och spermans motilitet. Den statistiska anaysen utférdes av docent
Nils Lundeheim, inst. for husdjursgenetik.
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Figur 1. Diagram som visar exempel pé data frén SCSA. Figur a i 6vre och undre raden visar plottar med gron
(dubbelstrangat DNA) vs rod (enkelstringat DNA) flourescens. Actual alpha t histogrammen till hoger
motsvarar plotten till vinster. Om DFI &r hogt bildas en liten “’kulle” bestaende av celler med fragmenterat DNA
till hoger om huvudpeaken i alpha t histogrammet (se 6vre raden).



RESULTAT

Resultatet av kromatinstabilitetsanalysen sammanfattas av tabell 1DFI, tabell 2 SD-DFI och
tabell 3 X-DFI. Varje tabell anger medelvirdet fore centrifugering samt efter
gradientcentrifugering och single layer centrifugering. DFI, SD-DFI och X-DFI anges i %.
Det forsta véardet 4r medelvirdet och virdena inom parenteserna lagsta och hogsta virde for
respektive matt.

Tabell 1. DFI virden fore och efter centrifugering (gradient eller single layer)

Hingst DFI f6re centrifugering DFI Gradient centrifugering DFI Single layer centrifugering
(antal

ejukulat) medelvérde och range medelvarde och range medelvarde och range
A (3) 5,35 (4,88-5,87) 1,63 (1,33-2,11) 3,11 (2,40-3,52)

F (4) 8,28 (4,78-12,47) 5,36 (1,96-10,00) 2,4 (1,71-4,14)

H (3) 17,90 (12,95-21,80) 4,61 (3,50-5,33) 7,19 (6,52-8,49)

K (4) 12,52 (10,22-16,37) 4,85 (2,56-8,50) 6,29 (2,44-15,46)

Q (3) 5,75 (5,05-7,02) 3,63 (1,85-4,81) 3,3 (1,54-5,31)

R (3) 8,37 (5,00-12,12) 4,66 (2,98-7,00) 5,52 (4,38-7,77)

T (4) 11,15 (5,79-18,33) 3,02 (2,06-4,04) 14,43 (4,00-43,09)

W (3) 13,94 (10,77-16,73) 4,26 (2,47-5,54) 4,30 (3,10-5,27)

Y (4) 12,56 (9,54-16,12) 5,19 (2,20-8,65) 5,32 (3,96-5,98)

Z(4) 11,45 (10,03-12,45) 7,34 (4,04-10,91) 3,87 (2,40-6,00)

Tabell 2. SD-DFI virden fore och efter centrifugering (gradient eller single layer)

Hingst SD-DFI fére centrifugering SD-DFI Gradient centrifugering  SD-DFI Single layer centrifugering

(antal

ejakulat) medelvarde och range medelvarde och range medelvarde och range
A (3) 47,74 (41,50-55,29) 29,18 (28,29-30,56) 37,46(33,05-41,89)
F (4) 48,60 (43,05-57,18) 44,33(30,19-52,85) 33,09(28,66-40,91)
H (3) 64,04 (54,03-69,92) 41,41(37,26-46,51) 47,64(40,04-53,20)
K (4) 58,69(54,80-63,95) 41,99(34,08-50,40) 41,37(30,06-57,25)
Q (3) 46,45(43,40-48,17) 38,76(28,16-45,15) 37,85(26,17-47,70)
R (3) 54,66 (48,76-61,40) 49,59(44,13-54,44) 53,73(51,02-55,80)
T (4) 75,09 (50,40-60,44) 35,25(29,79-38,38) 40,4(35,96-43,79)
W (3) 86,5 (72,25-98,89) 53,67(41,63-60,36) 53,87(49,20-56,20)
Y (4) 56,65 (52,69-62,12) 42,47(32,78-49,41) 49,77(40,31-59,47)
Z(4) 68,34 (63,68-72,63) 59,16(43,05-71,43) 40,16(31,02-53,87)



Tabell 3.X-DFI virden fore och efter centrifuering (gradient eller single layer)

Hingst X-DFI fére centrifugering X-DFI Gradient centrifugering ~ X-DFI Single layer centrifugering
(antal

ejakulat) medelvarde och range medelvarde och range medelvarde och range
A (3) 277,23(267,69-284,05) 260,22(243,99-269,82) 266,19(257,07-274,93)
F (4) 280,17(265,10-301,93) 274,45(259,56-283,57) 259,81(249,96-267,34)
H (3) 291,65(276,53-299,61) 261,27(253,40-268,42) 263,8(258,60-268,11)
K (4) 287,15(279,62-293,77) 268,45(263,00-272,42) 266,97(248,0-294,57)
Q (3) 282,6(279,28-287,81) 277,76(273,01-284,40) 277,24(269,04-287,56)
R (3) 283,57(277,82-291,84) 274,89(254,46-286,01) 275,99(270,89-278,62)
T (4) 287,02(273,63-299,63) 262,37(244,08-271,96) 258,15(252,82-263,07)
W (3) 302,49(293,35-319,54) 263,5(251,74-280,88) 262,98(247,81-275,74)
Y (4) 288,81(284,42-294,29) 275,54(253,03-288,25) 268,83(264,59-273,96)
Z(4) 297,94(287,58-310,85) 292,25(279,16-310,85) 269,81(258,98-277,91)

Tabell 4. Medelvirde samt variation (min och max) for respektive hingsts motilitet, fore och
efter centrifugering (gradient samt single layer)

Motilitet Gradient Motilitet Single layer
Hingst Motilitet fére centrifugering centrifugering centrifugering
(antal
ejakulat) medelvarde och range medelvarde och range medelvérde och range
A (3) 86,6 % (85-90 %) 86,6 % (80-90 %) 83,3 % (75-90 %)
F (4) 72,5 % (70-75 %) 82,5 % (75-85%) 88,8 % (85-90 %)
H (3) 56,6 % (55-60 %) 65 % (50-80 %) 70 % (45-90 %)
K (4) 65 % (65-70 %) 67,5 % (60-75 %) 65 % (55-75 %)
Q (3) 73,3 % (65-80 %) 83,3 % (80-85 %) 75 % (65-85 %)
R (3) 65 % (60-70 %) 75 % (75 %) 83,3 % (75-95 %)
T (4) 81,3 % (75-90 %) 77,5 % (70-90 %) 81,3 % (70-90 %)
W (3) 63,3 % (55-75 %) 55 % (45-70 %) —*
Y (4) 67,5 % (60-75 %) 75 % (50-90 %) 82,5 % (75-85 %)
Z(4) 72,5 % (70-75 %) 76,3 % (60-85 %) 80 % (70-90 %)

* Provet inte medréknat pga fel i hanteringen.

Resultatet visade att det fanns en hogre andel intakta spermier avseende kromatinstabiliteten
efter bada centrifugeringsmetoderna (gradient och single layer) jamfort med den
ocentrifugerade sperman (tabell 1 — 3). Den statistiska analysen av DFI, SD-DFI och X-DFI
visade att det var skillnad i kromatinstabilitet efter centrifugering jaimfort med fore
centrifugering (p< 0.0001). Denna skillnad observerades for bade single layer centrifugering
och gradientcentrifugering. Det var dock ingen statistiskt sidker skillnad i kromatinstabilitet
vid jamforelse mellan de tva centrifugeringsmetoderna.

Tabell 4 visar medelvirdet for spermiemotilitet hos de olika hingstarna. Fore behandling med
centrifugering varierade motiliteten mellan 55-90%. Efter behandling var variationen i
motilitet for gradient centrifugering 45-90% och for single layer centrifugering 45-95%. Det
fanns en negativ korrelation mellan DFI och den subjektivt bedomda motiliteten for
ejakulaten innan centrifugering, dvs att ejakulat med lag andel spermier med skadat kromatin
hade en hog motilitet. Ddremot fanns ingen korrelation (n.s.) mellan DFI, gradient
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centrifugerad sperma och motilitet och inte heller for DFI ,single layer centrifugerad sperma
och motilitet.

Det fanns en statistiskt signifikant skillnad mellan hingstar vad géller kromatinstabilitet fore
centrifugering for DFI, SD-DFI och X-DFI men inte efter gradientcentrifugeringen (n.s)
Efter single layer centrifugeringen fanns statistisk signifikant skillnad mellan hingstar for DFI
och SD-DFI men ej for X-DFIL.

DISKUSSION

En av de stora fordelarna med semin &r att ett enda ejakulat kan anvindas till flera ston sa att
hingstar med goda anlag kan utnyttjas i hogre utstrickning jamfort med naturlig betdckning.
En hingst kan under en sdsong anvéndas till ca 150-200 ston under forutséttning att han har
god spermakvalitet. Det stélls hogre krav pa hingstens spermakvalitet vid insemination med
kyld sperma én vid insemination med férsk sperma eller naturlig betdckning. Det beror pa att
spermakvaliteten paverkas negativt av nedkylning och férvaring. Det finns dock en variation
mellan hingstar och dirfor dr det viktigt att det finns fungerande kontrollmetoder for
spermakvalitet.

Kromatinskador kan leda till att befruktningen misslyckas da spermiens kirna inte
dekondenseras normalt och det befruktade dgget dor eller till en felaktig embryoutveckling da
genomet dr skadat (letala rubbningar i den tidiga embryoutvecklingen eller felaktigheter i
bildandet av placentan). Hos minniska har faststillts ett samband mellan andelen spermier
med fordndrat kromatin och fertilitet. Om mer dn 30 % av spermierna i ett humant
spermaprov har skador i kromatinet forvintas mannen ha lag fertilitet (Evenson & Jost 2000).
Sambandet mellan kromatinstabilitet och fertilitet har dven fastslagits inom flera djurslag
inklusive hést. Love & Kenney (1998) visade att hingstar som hade en hog andel spermier
med skadat kromatin ocksa hade en ldgre redovisad fertilitet i form av driktighet/brunst. I
denna studie fanns det en signifikant skillnad i spermie-kromatinstabiliteten mellan olika
hingstar. Det hade dirfor varit intressant att ocksa gora en jamforelse mellan
kromatinstabiliteten och fruktsamheten for hingstarna. Detta &r tyvirr inte gjort av
tidsméssiga och praktiska skal.

Histaveln grundar sig pa prestationsavel till skillnad fran aveln pa not och svin dir fertiliteten
ar mycket viktig i selektionen av avelsdjur. Darfor finns en storre variation i spermakvalitet
mellan hingstar an mellan galtar och tjurar som anvénds i avel. Hist dr dock unik ur ett
diagnostiskt perspektiv eftersom individer med reducerad fertilitet inte tas ur avel utan
tvartom forsoker man att underlitta for att maximera deras fertilitet (Love, 2005). Eventuellt
skulle man kunna infora nationella regler om kvalitetsbedomning av hingstsperman innan den
godkinns for avel med semin. Detta system finns redan i vissa ldnder te x i Nederldnderna,
men inte 1 Sverige.

Enligt de statistiska resultaten 1 denna studie var selektionsmetoden effektiv nér det géllde att
selektera bort spermier med skadat kromatin. Dessutom fanns det ingen skillnad mellan de tva
selektionsmetoderna, gradient centrifugering och single layer centrifugering. Detta innebir att
den enkla selektionsmetoden skulle kunna anvindas som en metod for att selektera fram en
sperma med hogre kromatinstabilitet vilket borde leda till en bittre fertilitet och ddrmed ocksa
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en hogre folningsprocent. Metoden maste dock utvirderas for storre volymer av sperma for att
den skall kunna anvindas i praktiken. Det skulle framforallt vara av intresse pa sa kallade
problemhingstar som har en samre spermakvalitet. Nackdelen dr att man da i vissa fall skulle
riskera att djur med arftlig forsdmrad fertilitet anvénds i avel.

I studier (Love, 2005) har man sett att spermier kan bibehalla normal motilitet och morfologi
trots att de har kromatinskador, vilket sdnker fertiliteten. Man har kommit fram till att olika
delar av spermierna ar olika kdnsliga for stress. Dirfor kan virdering av variabler som ej ar
motilitets- eller morfologiberoende vara av stort intresse. I denna studie fanns en negativ
korrelation mellan motilitet och kromatinstabilitet, ju lagre motlilitet desto hogre DFI dvs
hogre andel spermier med skadat kromatin. Som ndmnts ovan vore det intressant att jimfora
kromatinstabiliteten och fruktsamheten for hingstarna och da dven ta hiansyn till motilitet och
morfologi.

Da kromatinstabilitetsanalysen med flodescytometri dr en metod som bara utfors pa vissa
speciallaboratorier kan den inte anvédndas rutinméssigt. Daremot skulle den kunna fungera bra
som ett komplement 1 spermakvalitetsbedomningar t ex kan ett spermaprov som frysts in
direkt efter samling antingen som rasperma eller spadd sperma, skickas till laboratoriet for
flodescytometrianalys av kromatinstabilitet. Da skulle ett spermaprov kunna skickas pa
samma sétt som doserna normalt distribueras fran stationen tex som kyld med vanlig postgang
till laboratoriet for samma analys. Detta prov jamfors sedan med det prov som frystes in
direkt efter samlingen. Om det skickade provet har hanterats korrekt skall det bara vara en
liten eller ingen skillnad alls i kromatinkvalitet. Om en skillnad finns talar det i sa fall starkt
for att hanteringen av sperman inte varit optimal (Love,2005).

Man skulle dven kunna anvinda sig av kromatinstabilitet som kvalitetskontroll av sperma i de
fall man har hingstar som genomgatt allvarlig sjukdom, medicinering eller pa annat sitt kan
tankas ha drabbats av negativ paverkan pa sin spermakvalitet.

I denna studie gjordes kromatinstabilitetsanalysen pa farsk sperma men inte kyld pga

begrinsad tillgang pa sperma. Det vore dirfor av intresse att fortsétta projektet med att
jamfora kromatinstabilitet i farsk jamfort med kyld sperma.
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