Effekt av spadningsvatska pa
spermiemembranintegritet analyserad med
NucleoCounter SP-100

Laura Junttila

Handledare: Anne-Marie Dalin
Inst. for kliniska vetenskaper
Bitradande handledare: Jane Morrell
Inst. for kliniska vetenskaper
Anders Johannisson
Inst. for Anatomi, Fysiologi och Biokemi

Sveriges lantbruksuniversitet Examensarbete 2009:21
Fakulteten for veterinarmedicin och ISSN 1652-8697
husdjursvetenskap Uppsala 2009

Veterindrprogrammet



INNEHALLSFORTECKNING

SAMMANFATTINING ....oooitiiiiiieieneeteene ettt sttt st 1
ABSTRACT ..ttt sttt ettt ettt st et ae e 2
INLEDNING ..ttt ettt st b e sttt et e b bt et enbeeseeneenas 3
MATERIAL OCH METODER ......cociiiiiiiiiiiiinieceeeeeeeeee et 6
Hingstmaterial...........oooiiiiiieiiiece e e 6
F1OAESSCREMA. ...c..cviiiiiiiiiictic e 6
NucleoCounter SP-100 .......ccc.ooiiiiiiieee e 7
Single Layer Centrifugation..........cc.eecuiieiiiieeiieeiieesieeeiee et eeaee e ens 7
FIOA@SCYLOMELIT ....eeuientieniieiieiceeite sttt ettt ettt ettt e b e e eneeas 8
KONCENTTALION. ......eiiiiiiiiiiicciee ettt 8
StatistiSK ANaALYS.......oociiiiieiieie e et 8
RESULTAT ettt ettt ettt b ettt et et e bt st et e eseenee e 8
VIADIIEET ..ottt ettt et ettt et et e st estaesaeesanesneas 8
Jamforelse mellan viabilitet NucleoCounter SP-100 och flodescytometri............. 11
KONCENTTALION. ......eiiiiiiiiiieeie e 12
DraktighetSreSUItat .........eeviieeiieeie e 13
Testmétning med NucleoCounter SP-100 ...........ccceeviieiiieniieeeecee e 13
DISKIUSSION ...ttt ettt sttt et et st s enees 14
TACK ettt h ettt b e sttt s he et et e st e et e be et e ente b 16



SAMMANFATTNING

Denna studie dr en del av ett storre projekt vars syfte har varit att undersoka metoder
for att kunna kvalitetssdkra hingstsperma. Orsaken till detta &r att en del hingstar som
anvéands inom héstaveln har nedsatt spermakvalitet. I och med den 6kade anvindning
av transportsperma kriavs nya metoder for att kunna sikerstélla spermans kvalitet.

I detta delprojekt undersoktes viabiliteten och koncentrationen hos farsk och kyld
sperma med NucleoCounter SP-100. En jdmfGrelse av tva olika kommersiellt
tillgéngliga spddningsvétskor, Kenney’s och INRA 96, gjordes. Selektionsmetoden
Single Layer Centrifugation (SLC) innefattades i1 studien och viabilitet jimfordes i de
selekterade ejakulaten med de oselekterade. Eftersom NucleoCounter SP-100 ar en
relativt ny apparat gjordes en jamforelse mellan denna och flodescytometri
betriffande viabilitet. Koncentration uppmétt med NucleoCounter SP-100 jaimfordes
med Biirkerkammar-metoden.

Resultaten visade att det inte foreldg ndgon statistisk skillnad i1 hur vil viabiliteten
bevarades 1 de olika spadningsvitskorna. Diaremot hade SLC en statistiskt positiv
effekt pa spermiernas viabilitet 6ver tid (p < 0,0001). Ett signifikant samspel foreldg
mellan spddningsvitska (Kenney’s och INRA 96) och behandling (oselekterad och
selekterad). Viabiliteten bevarades bidst i Kenney’s selekterade och INRA 96
selekterade hade nést bast formaga att bevara viabilitet over tid. Sdmst forméiga hade
Kenney’s oselekterade.

Jamforelsen av NucleoCounter SP-100 med flodescytometri vad géller
spermieviabilitet visade ingen korrelation. I denna del av studien jimfordes enbart 19
ejakulat och ett storre provmaterial behovs for att kunna fa tillforlitliga resultat.

Betriaffande koncentrationsmétning korrelerade NucleoCounter SP-100 mycket vil
med Biirkerkammare ( r = 0,93) och signifikansen var hog (p < 0,0001).

Resultaten visar att SLC har god effekt pa spermiernas viabilitet over tid, medan val
av spidningsvitska inte har ndgon signifikant effekt. NucleoCounter SP-100 skulle
mycket vdl kunna anvdndas pd stuterier for koncentrationsbestimning men
betriffande viabilitetsmitning krdvs ett storre studiematerial for utvdrdering av
apparaten.



ABSTRACT

This study is a part of a larger project where the aim has been to evaluate different
methods to assure the quality in stallion semen, due to the fact that some stallions in
horse breeding have poor semen quality. The increased use of transport semen
requires new methods to ensure good semen quality.

In this part of the project the viability and concentration in fresh and cooled semen
was examined with NucleoCounter SP-100. A comparison between two different
commercially available semen extenders, Kenney’s and INRA 96, was made. The
selection method Single Layer Centrifugation (SLC) was used in the study and the
spermatozoal viability was compared between the selected and unselected semen.
Since the NucleoCounter SP-100 is a relatively new machine a comparison was also
made with flowcytometry regarding viability. Concentration measured with
NucleoCounter SP-100 was compared by the use of manual counting with the Biirker
chamber.

The results show that no statistical difference was detected between the two different
extenders regarding spermatozoal viability. On the other hand SLC had a statistically
positive effect on the viability of the spermatozoa over time (p < 0,0001). A
significant interaction was noticed between semen extender (Kenney’s och INRA 96)
and handling of semen (unselected and selected). Viability was best conserved in
Kenney’s selected and INRA 96 selected had the next best ability to conserve
viability over time. Kenney’s unselected had the lowest result of viability over time.

The comparison between NucleoCounter SP-100 and flowcytometry regarding
spermatozoal viability didn’t show any correlation. In this part of the study only 19
ejaculates were included and a greater number of stallions and ejaculates should be
used for more accurate results.

Concerning the concentration measurement, the NucleoCounter SP-100 correlated
very well with Biirker chamber (r = 0,93) and the significance was high
(p <0,0001).

The results show that SLC has a good effect on sperm viability over time while
choice of semen extender does not have any significant effect. NucleoCounter SP-100
could be used at the studs for concentration measurement but regarding viability, a
larger study should be made to evaluate the NucleoCounter machine.



INLEDNING

Detta projekt dr en del av ett storre projekt som pagétt under tre ar vid Sveriges
Lantbruksuniversitet. Projektet finansieras av Stiftelsen Svensk Héstforskning och
syftet dr undersoka olika metoder for att kvalitetssidkra hingstsperma. Anledningen till
detta dr den 6kade anvéndningen av kyld sperma det senaste decenniet samtidigt som
man har sett en sjunkande folningsprocent. Kyld sperma leder till en lagre fertilitet
jamfort med farsk spiddd sperma (Demick ef al 1976, Dahlsten 2005).

Héstaveln fokuserar dessutom ffa pa prestation och ddrmed accepterar man bland
annat nedsatt spermakvalitet 1 jimforelse med t.ex. gris och nét. Detta gor att
hantering av sperma fran en hingst med nedsatt spermakvalitet blir &nnu viktigare.
Idag anvédnder man sig av flera olika parametrar for att kunna forutsdga spermiernas
befruktningsformaga bl.a. motilitet. Ingen av de anvinda variablarna har visat sig
Overensstimma helt med hingstens faktiska fertilitet.

Det finns olika beredningsformer av hingstsperma for artificiell insemination; farsk,
kyld transportsperma samt fryst sperma. Vid anvindning av fiask sperma sker
insemination kort efter samling. Stoet finns dd pa samma station som hingsten. Den
kylda transportsperman forvaras vid 5°C och transporteras till det stuteri eller
seminstation som stoet dr uppstallat vid. Kyld transportsperma insemineras i regel
ndstpafoljande dag. Om transportsperman forvaras under ldngre tid d4n 24 timmar
minskar motilitet och befruktningsféorméga (Aurich ef al, 2004). Statistik fran ASVH
(Avelsforeningen for svenska varmblodiga hdsten) visar att kyld transportsperma
anvindes till 63 % av halvblodsstona &r 2007. Motsvarande siffra for varmblodiga
travare var 32 % enligt STC (Svenska travsportens centralforbund).

For koncentrationsbestimning anvinder stuterierna SpermaCue som &r en typ av
fotometerapparat. Denna har sina begriansningar da den dr oséker vid hoga och ldga
koncentrationer. SpermaCuen har visat sig ge falskt hoga koncentrationer i mer
utspiadd sperma och falskt 14ga koncentrationer vid mer koncentrerad sperma (Rigby
et al 2001). Det ar viktigt att kunna faststélla korrekt koncentration for hingstsperma
eftersom sperman oftast skall fordelas i inseminationsdoser. Om viérdet &r falskt hogt
ger detta i sin tur for l4gt antal spermier per inseminationsdos och didrmed kan
hingstens fa en lag dréktighetsprocent. For att berdkna koncentration pa ett noggrant
siatt anvdnds Bilrkerkammare, ett rutfilt ddr man rdknar spermierna i
faskontrastmikroskop. Denna metod ér for tidskrdvande for att kunna anvindas vid
det dagliga arbetet pd stuterierna.

Idag ir det vedertaget med en inseminationsdos med 500 x 10° progressivt motila
spermier vid insemination med férsk sperma. For kyld transportsperma ér dosen 1 x
10° progressivt motila spermier (Brinsko 2006). Stuterierna anvinder sig av bland
annat subjektiv motilitet som beddéms med hjédlp av faskontrastmikroskop. Den
subjektiva motiliteten varierar beroende pa vem som beddmer, men i gengéld ar det
en billig och snabb metod (Malmgren 1997).

Hanteringen av sperman frdn samling till insemination har betydelse for dess
overlevnad. Spermier far inte utsdttas for mekanisk skada, ljus, virme eller kyla.
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Samling sker med hjdlp av artificiell vagina. Sperman samlas upp i en forvirmd
flaska och dédrmed minskas risken for kdldchock av spermierna. Direkt efter samling
spids sperman. Spermierna producerar bland annat mjolksyra p g a metabolism som
minskar motiliteten och det dr en av anledningarna till att den méste blandas med en
spadningsvitska (Katila 1997). Spiddningsvitskans syfte dr, forutom den buffrande
egenskapen, dven att skydda spermierna fran att skadas vid nedkylning, minska
tillvaxt av bakterier, 0ka spermiernas livslingd och Oka inseminationsvolymen
(Pickett ef al 1987).

Det finns olika typer av spiddningsvétskor for sperma. Mjolk och mjolkbaserade
spadningsvitskor dr de som anvénds rutinméssigt inom héastaveln (Batellier et al
2001). Kenney’s spadningsvitska (Kenney et a/ 1975) ar en spadningsvitska som
revolutionerade artificiell insemination inom héstaveln i véstvirlden (Brinsko 2006).
Vilka komponenter i mjélken som dr fordelaktiga respektive skadliga for spermiernas
overlevnad undersoktes av Batellier et a/ (1997). De fann bland annat att nativt
phophocaseinate (NPPC), naturligt forekommande i skummjolk, hade gynnsam
effekt vid forvaring av hingstsperma under ldngre tid och vid hogre temperaturer. I
denna studie har vi anvint Kenney’s spddningsvitska samt en spaddningsvitska som
heter INRA 96. INRA 96 innehaller bland annat mjdlkfraktionen NPPC (Batellier et
al 2001).

En hog koncentration d v s > 20 % seminalplasma har skadlig effekt pa spermiernas
motilitet vid ldngre tids kylférvaring (Pruitt et a/ 1993). Man har dven visat att total
avsaknad av seminalplasma minskar spermiernas motilitet (Jasko et al 1992).
Plasmamembranintegriteten ddremot har inte visat sig paverkas signifikant i nérvaro
eller frdnvara av seminalplasma (Karekoski et al 2006). Anvindning av
spadningsvitska minskar proportionen seminalplasma samtidigt som man minskar
antal spermier per ml. Att spermiekoncentrationen minskar har sina fordelar. Varner
et al (1987) visade att spermiernas motilitet 4r hogre vid en koncentration pa 25 x 10°
spermier/ml jamfort med en koncentration pd 50 x 10° spermier/ml vid ett forsok dar
motiliteten utvdrderades efter 24 h vid 25°C. Spiddning av sperman bevarar
motiliteten, men for kraftig utspadning har ddremot negativa effekter pa fertiliteten
(Brinsko et al 1992). En fordelning pa minst 1:1 mellan sperma och spadningsvitska
rekommenderas.

Det finns olika sétt att minska andelen seminalplasma i ejakulatet. Spddning med
spadningsvitska, centrifugering eller fraktionering av ejakulatet (Katila 1997). Single
Layer Centrifugation som anvédndes i1 detta projekt innebdr att man centrifugerar
sperman genom en kolloid (Morrell 2006). Genom denna metod avldgsnas
seminalplasman i ejakulatet. Syftet med centrifugering genom en kolloid &r att man
pa sa sétt avldgsnar celler som har en annan densitet 4n spermierna t.ex. bakterier,
epitelceller och leukocyter. Vid centrifugeringen genom kolloiden stannar cellerna
vid det omrdde som motsvarar deras densitet. D4 de motila spermierna tar sig
snabbare till sin plats i kolloiden, kan man genom att styra centrifugeringstid och
hastighet separera de motila fran de icke-motila.



NucleoCounter SP-100 (NC) &r en apparat som ger ett matt pd spermiernas
membranintegritet samt ridknar ut spermiekoncentrationen 1 ejakulatet.
Membranintegritet kan analyseras pa olika sétt (Aurich, 2005). Till bérjan anviande
man spermieutstryk som fargades med eosin eller med en kombination av eosin och
nigrosin. Idag anvédnds fluoroscerande dmnen for fargning diribland propidium jodid,
carboxyfluoresceindiacetate och SYBR-14. Utstyken ldses sedan av en person men da
bedomer man endast pa en liten del av provet. Flodescytometri anvinds numera for
att avldsa de fluoroscerande cellerna (Garner ef al, 1994). Ett annat satt att undersdka
membranintegriteten dr genom hypo-osmotic swelling test, men detta test har visat
sig inte ha ndgon hog korrelation med fluorosceinfirgning (Aurich, 2005). I
NucleoCounter SP-100 anvénds propidium jodid (PI) som fluorescent. PI kan inte
penetrera genom intakta cellmembran och dédrmed fargas enbart doda celler eller
celler med skadat membran. Membranintegritet har visat sig ha en hog korrelation
med motilitet och progressiv motilitet 1 bade farsk och kyld hingstsperma analyserad
m.h.a. carboxyfluorescein diacetat och propidiumjodid (Brinsko et a/ 2003). Man har
dven sett att viabiliteten analyserad med NC har en signifikant korrelation med
morfologi (Johansson et a/ 2008). Vid jamforelse mellan NC och eosin-nigrosin
fargning for bestimning av viabilitet 1 hingstsperma kunde man inte se nigon
signifikant skillnad mellan metoderna. Hansen et al (2006) visade att
galtspermiekoncentration mitt med NC och flodescytometri hade en mycket hog
korrelation. Membranintegritet har visat sig Overensstimma béttre med hingstens
fertilitet an vad motilitetsparametrar gjorde (Pillet et al, 2008).

Eftersom NC ir en relativt ny metod for viabilitetsmétning ville vi jamfora den med
flodescytometri. Vid flodescytometrin firgas cellerna in med tva fluoroscerande
amnen, SYBR-14 och propidiumjodid (Garner et al 1994). PI penetrerar genom
skadade cellmembran som tidigare ndimnt, medan SYBR-14 har formégan att tringa
in genom intakta cellmembran. De ddda cellerna firgade med PI fluoroscerar rott
medan de levande firgade med SYBR-14 fluorocerar gront ljus. Pa detta sétt fir man
ett matt pad doda samt levande celler. Denna fargningskombination har visat sig ha en
hog korrelation med motilitet (Magistrini ef al 1996).

Vi ville dven se hur vél koncentrationen uppmitt med NC SP-100 stimmer dverens
med manuell rdkning med hjilp av Biirkerkammare. Detta for att se om NC skulle
kunna ge sékrare viarden dn SpermaCuen.

Syftet med detta delprojekt var att:

o jamfora selekterade och oselekterade spermier m h a NucleoCounter SP-100

o jamfora sperma spadd med Kenney’s spadningsvitska med sperma spadd med INRA
96.

o undersoka korrelationen mellan NucleoCounter SP-100 och Biirkerkammare
betraffande koncentrationsmétning

o jamfora NucleoCounter SP-100 med flodescytometri vad géller viabilitetsméatning



MATERIAL OCH METODER
Hingstmaterial

I delstudie I dédr koncentration och viabilitet analyserades anvdndes sperma fran 12
halvblodshingstar stationerade pa Flyinge. Tre till fyra ejakulat samlades fran varje
hingst under en tvd veckors period 1 juni 2008 och totalt analyserades 45 ejakulat.
Hingstarna samlades ungefdr varannan dag och den sperma som inte levererades till
olika stuterier och seminstationer anvindes 1 studien. Hingstarna har fatt en
bokstavskod for att inte kunna identifieras.

Delstudie II var jamforelsen mellan NC och flodescytometri och dér anvéindes 12
delvis andra Flyinge hingstar varav 8 hingstar dven ingick i delstudie I och totalt
analyserades 19 ejakulat frn dessa.

Flodesschema

Figur 1 visar flodeschema &ver hur de olika proverna bereddes. Efter samling spédddes
hélften av sperman med Kenney’s till en 16sning 1:1 och den andra hélften med
INRA 96 till en 16sning 1:1. Spadningsvitskorna forvarades i vdarmeskép och var
kroppstempererade vid spddningen. Efter spddning delades sperman upp i tva delar
dér den ena delen var obehandlad och den andra delen centrifugerades genom kolloid.

! \

Ejakulat

P
{ hy

Spadning Spadning
INRA 96 Kenney’s

| Oselekterad | | Selekterad | Oselekterad | | Selekterad
0&24h 0&24h 0&24h 0&24h

Figur 1. Flodesschema for beredning av prov 1-O, I-S, K-O och K-S for viabilitets- och
koncentrationsmdtning med NC.

Varje ejakulat analyserades med NucleoCounter SP-100 (NC) samma dag som provet
samlades (tidpunkt 0 h) samt ndstpaféljande dag (tidpunkt 24 h). Proven forvarades i
kylskap (5 °C) i centrifugrér mellan métningarna.



NucleoCounter SP-100

NucleoCounter SP-100 (ChemoMetec A/S, Allerod, Danmark) ar ett integrerat
fluorescensmikroskop som &r mycket enkelt att anvanda. Provlosning aspireras i SP1-
kassetten, sedan fors kassetten in 1 apparaten och métning av koncentration alternativt
viabilitet sker. Samma typ av kassett anvidnds till bidde koncentrations- och
viabilitetsmétning. For att méta viabiliteten kridvs det dock att man alltid forst méste
maita koncentrationen, dvs. for viabilitetsmétning gar det &t tva stycken SP1-kassetter.
SP1-kassetterna innehaller fluorescensdmnet propidium jodid (PI) som 16ses upp nér
kassetten laddas med provmaterial. PI passerar skadade cellmembran och fairgar DNA
1 cellerna. For att méta koncentrationen lyseras cellerna med Reagent S100 och PI
fargar darmed alla cellers DNA. For att méta viabiliteten krdvs att koncentrationen
mats forst och programvaran i NC lagrar detta resultat, vilket sker automatiskt.
Diérefter blandas ett nytt spermaprov med PBS-buffert dir enbart de icke-viabla
cellerna reagerar med fluorescens. NC maéter ddrmed andelen icke-viabla celler och
raknar  ddrefter ut viabiliteten 1 procent tack vare den tidigare
koncentrationsmédtningen (www.chemometec.com).

Spermiekoncentrationen i provet analyserades genom att av 50 pl spermaprovet
blandades med 5 ml rumstempererad reagent S 100. SP1-kassetten aspirerar ca 50 pl
av provet och kassetten placerades i NC och koncentrationen mattes.

For att méta viabiliteten pipetterades 50 pl av spermaprovet och blandades sedan med
5 ml rumstempererad PBS-buffert. SP1-kassetten aspirerar ca 50 pl av spermaprovet
och detta analyseras i NC direkt efter tillblandning.

NucleoCounters instillningar skall &ndras beroende pa forviantad koncentration i
provet. Man anvinder sig sedan av en dilutionsfaktor som stélls in pa apparaten innan
mitning. Dilutionsfaktor 101 anvindes for samtliga prover och denna faktor &r
optimal for koncentrationer som ligger mellan 125-500 miljoner/ml enligt
tillverkaren.

Vid métning av viabilitet pad samlingsdagen forvarades vissa prov i kylskap innan
matning. Detta for att rumstemperaturen inte skulle paverka viabiliteten negativt dé
alla prover inte kunde analyseras inom en kort tidsintervall. Nar dessa kylda prover
dérefter analyserades med NC observerades att viabiliteten var hogre én i de som var
rumstempererade. En jamforelse mellan fyra olika hingstar gjordes, ddr samma
beredning analyserad forst rumstempererad och sedan efter kylforvaring.

Single Layer Centrifugation

Ejakulaten spddda med Kenney’s respektive INRA 96 justerades sd att de hade en
koncentration av ca 100 x 10° spermier/ml. 1,5 ml av provet fordes éver i ett provror
med 4 ml av kollioiden Androcoll-E™. Kolloiden tillverkas av Jane Morrell vid SLU.
Sedan centrifugerades proverna vid 300 g 1 20 minuter. Den s.k. spermapelleten pa
botten lostes dérefter upp med 3 ml av respektive spadningsvétska. Prepareringen
utférdes av Jane Morrell.



Flodescytometri

Flodescytometrin utfordes pa SLU, Uppsala av Anders Johannisson. Varje ejakulat
uppdelades 1 selekterad och oselekterad form, d v s 38 prover analyserades med
flodescytometrin.  Spermaproverna skickades med post 1 en frigolitldda med
kylklamp. P& stuteriet forvarades motsvarande prover i frigolitlddor med kylklamp
for att sedan vid 24 h analyseras med NC. Analysen av dessa prover skedde enbart 24
h efter samling. Vid analysen med flodescytometern fargades spermierna med en
kombination SYBR-14 och propidiumjodid (Live/dead® Sperm Viability Kit L-7011;
invitrogenTM, Inc., Eugene, OR, USA) Proverna inkuberades i 10 minuter vid 37 “C i
morker innan analys. Analysen utfordes i en LSR flodescytometer (Beaton
Dickinson, San José, CA, USA). Ca 10 000 spermier analyserades fran varje prov och
de spermier som fluoroscerade SYBR-14 men inte PI rdknades som levande.

Koncentration

Koncentration av spermier berdknades pa samlingsdagen, forutom med NC, dven
manuellt med hjidlp av Biirkerkammare. 1 ml sperma spiddes med koksaltlosning
(1:100). En droppe av provet lades sedan i Biirkerkammaren och spermierna i 25
rutor rdknades. Rédknandet av spermierna skedde i ett faskontrastmikroskop. Dérefter
rdknades koncentrationen ut (antal spermier/ml). Detta moment utfordes av Jane
Morrell.

Statistisk analys

Den statistiska bearbetningen genomférdes av docent Nils Lundeheim vid
Institutionen for husdjursgenetik, SLU. Analysen gjordes m h a variansnalys med
SAS-programpaket (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Skillnaden mellan 0 h och 24 h
berdknades ut for varje parameter som analyserades. Den statistiska modellen
inkluderar de fixa effekterna av behandling (selekterad och icke-selekterad),
spadningsvitska (INRA 96 och Kenney’s) samt samspelet mellan spadningsvétska
och behandling. Dessutom inkluderades den slumpmassiga effekten av ejakulat inom
hingst.

RESULTAT
Viabilitet

Tabell 1 och 2 visar medelvirdet och standardavvikelsen for spermiernas viabilitet i
de olika spéddningsvitkorna, selekterade respektive oselekterade vid tidpunkt 0 h
respektive 24 h. Vid en jamforelse mellan de oselekterade proverna hade alla utom en
hingst ldgre viabilitet efter 24 timmar. De selekterade proverna i INRA 96 hade
samma eller ldgre viabilitet efter 24 timmar &n vid tidpunkt O h, vilket var att
forvianta. Anmérkningsvért var att majoriteten av hingstarna (9 av 12) i Kenney’s
selekterade prover hade en hogre viabilitet efter 24 timmar jamfort med
samlingsdagen, med skillnaden var inte statistiskt signifikant (p > 0,18). Dessutom
framgar att alla hingstar utom en hade béttre viabilitet vid 24 h till f6ljd av selektering
1 bdde Kenneys och INRA 96, vilket var statistiskt signifikant (p < 0,0001).



Tabell 1. Medelvirde samt standardavvikelse for viabilitet undersokt vid 0 h for varje enskild

hingst
Hingst Antal I-O0 I-S K-O K-S
ejakulat
I 4 76,25 +4,6 77,50+ 1,9 74,25 £3,1 67,75+ 16,7
J 3 7433+ 1,5 67,67 +2,1 66,00 + 2,0 52,33+7,6
K 4 70,75 £4,5 76,50 + 3,7 68,50 £ 9,5 68,50 + 7,8
L 3 81,33+5,5 80,30 £ 1,5 73,67 £ 6,1 71,00 £7,0
N 4 77,75+3,3 79,00 + 2,7 67,25+3,9 59,25+ 16,3
(0] 4 82,00 +4,2 78,00 + 4,6 67,25+123 66,00 + 15,7
Q 4 65,00 +27,4 78,00 + 3,9 72,25+ 6,7 61,75+ 16,9
R 4 7725+33 78,75+ 6,6 76,00 + 4,6 69,75 £ 9,1
T 3 69,00 = 7,2 78,00 + 2,0 64,00 5,3 64,00 £7,0
U 4 71,50 £ 3,51 75,00 + 5,8 64,25+ 5,25 60,00 + 6,7
AA 4 68,25 +4.4 77,50 +9,1 58,75+8,3 58,25+9,7
DD 4 74,25+ 8,8 77,00 £4,3 69,00 + 3,1 67,75+ 15,8

Tabell 2. Medelvirde samt standardavvikelse for viabiliteten undersékt vid tidpunkt 24 h for

varje enskild hingst
Hingst Antal I-0 I-S K-O K-S
ejakulat
I 4 54,50 £ 24,6 70,75 £2,2 48,25+ 15,3 68,50 £ 4,1
J 3 66,67 £5,7 57,67 +7,6 60,30 £ 8,0 58,00 £ 15,7
K 4 62,50 £5,8 73,50 £3,1 52,00 £6,2 65,00 + 6,4
L 3 76,67 £6,7 77,00 £3,0 62,67 £ 6,0 73,33 +£2,5
N 4 68,50 £4,0 73,50 £4,1 57,75 £4,8 68,25 +8,3
(0] 4 71,25+5,9 75,25 +£6,4 53,75+2,9 63,50 £10,2
Q 4 70,75 +£7,3 77,25 +£2,1 54,25+9,9 65,75 +3,33
R 4 62,50 £ 38,8 77,75 +£3,7 46,50 +129 63,50 £4,2
T 3 56,00+ 13,0 73,00+ 3,6 40,33 £15,0 64,67 £2,9
U 4 60,50 + 10,7 75,00 £ 3,7 55,50 £6,2 71,75 +£1,9
AA 4 47,00 £3,7 67,25+10,0 4325+ 54 60, 50 = 3,7
DD 4 63,25+6,9 74,75 £6,2 52,00 £4,4 70,25 +£5,0

Figur 2 visar medelviabiliteten vid tidpunkt O h samt vid 24 h for samtliga hingstar
och ejakulat 1 delstudie I i beredningarna I-O, I-S, K-O och K-S. En forsdmring av
viabilitet vid 24 h foreldg hos de icke-selekterade proverna jamfort med O h och
denna forsdmring var statistiskt signifikant (p < 0,0001). Ingen statistiskt signifikant
forsdmring skedde av de selekterade proverna over tid.
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Figur 2. Medelvirde och standardavvikelse av viabilitet for alla hingstar.

Av variansanalysen, som redovisas i tabell 3, framgar att det fanns ett signifikant
samspel mellan spddningsviétska och behandling (oselekterad och selekterad) mellan
de olika beredningsformerna (I-S, I-O, K-S och K-O) for sperman efter 24 timmar.
Variansanalysen ér baserad pa differensen av viabilitet mellan tidpunkterna 0 h och
24 h. Kenney’s selekterade hade bist formaga att bibehdlla viabilitet 6ver tid. Samst
formaga hade Kenney’s oselekterade. Enligt variansanalysen hade behandling
(oselekterad resp. selekterad) av spermaprovet signifikant effekt pa viabiliteten men
diaremot utgjorde inte val av spddningsvitska nigon signifikant skillnad.

Tabell 3. Statistisk jamforelse av spermiernas formdga att bevara viabilitet over tid mellan de
olika beredningsformerna * = <0,05, ** = <0,01 och ***=<0,001

Signifikans
K-S var bittre in I-O Ak
K-S var biittre iin I-S *
K-S var bittre idn K-O *kE
I-S var bittre in K-O okt
I-S var biittre 4n I-O tokok
I-O var bittre 4dn K-O sk

Jamforelse mellan spermaprover for 4 hingstar forvarade i1 kylskdp respektive
rumstemperatur visas i figur 3. Beredning som anvindes vid denna jamfGrelse var
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Kenney’s selekterade. Resultatet visade att 3 av 4 hingstar hade hogre viabilitet nir
provet hade forvarats i kylskép innan métning.

90
80
70
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20 +
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0 - T T T .

N T AA R

Figur 3. Jamforelse av fyra olika hingstar (N, T, AA och R) i Kenneys selekterade beredning
fore och efter kylskapsforvaring pa samlingsdagen.

Jimforelse mellan viabilitet NucleoCounter SP-100 och flodescytometri

Figur 4 visar medelvérdet av viabilitet for alla hingstar analyserad med bade NC och
flodescytometri. NC visade generellt en lagre viabilitet jamfort med flodescytometrin.

100

60 ENC

40 -
OFlédescytometri

20 |

Viabilitet

Figur 4. Medelvirde och standardavvikelse av viabilitet for hingstarna i delforsok 11
analyserad med NucleoCounter SP-100 respektive flodescytometri.

Korrelationskoefficenten mellan NC och flodescytometrin var 0,16, ej signifikant (p
> 0,34). Antalet observationer var dock endast 38.
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Koncentration

En hog korrelation, 0,93 fanns mellan de tvd olika metoderna for
koncentrationsberdkning, NucleoCounter SP-100 och Biirkerkammare, och detta var
statistiskt signifikant (p < 0,0001). Medelvdrdet av spermakoncentrationen for alla
hingstar sammantaget redovisas i figur 5.

140 -
120 -

100 -

ENC

60 - OBK

40 -

Figur 5. Medelvirde och standardavvikelse for koncentration mdtt med NucleoCounter SP-
100 (NC) och Biirkerkammare (BK) for samtliga hingstar i delstudie 1.
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Driktighetsresultat

Dréktighetsresultat for hingstarna i delstudie I redovisas i tabell 4. Dessa resultat ar
frdn tidsperioden 2 juni 2008 till 17 juni 2008, vilket motsvarar att stoet paborjats
insemineras under perioden for studien pd Flyinge.

Tabell 4. Antal driktiga ston av totalt antal inseminerade ston med kyld transportsperma
(TAl) resp. firsk sperma (Al) redovisas for varje hingst i delforsok [

TAI Al
I 3/9 12
J 0/1 1/2
K 2/4 0/1
L 1/1 2/2
N 717 2/2
o) 1/1 12
Q 2/2 -

R 22 213
T 2/4 23
U 7/12 4/9
AA 7/9 1/4
DD 5/5 2/2

Testmiatning med NucleoCounter SP-100

Testmdtning av NC gjordes for att undersoka ifall apparaten Overskattade
koncentrationen och viabiliteten 1 ejakulaten. Vid testmétning undersoktes prover
bestdende av enbart Reagent S 100 respektive PBS-buffert, dvs helt utan spermier. 1
dessa prover forvantar man en mycket 1ag koncentration och ingen viabilitet.

Tabell 5. Mdtning av koncentration och viabilitet i ren Reagent S 100 respektive ren PBS-

buffert

Koncentration Viabilitet
(10°/ml)
M:itning 1 0,7 43 %
Miitning 2 0,2 <0%
Miitning 3 0,4 <0%
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DISKUSSION

Syftet med detta projekt var att jimfora tva olika spaddningsvitskor som anvidnds inom
histaveln och maéta spermiernas viabilitet med NucleoCounter SP-100  bide
selekterade och oselekterade. Det finns fa studier gjorda pd hingstsperma analyserad
med NC. Denna analysmetod dr mycket enkel att anvdnda och analyserar proverna
snabbt. Nackdelen &r dock priset bade 1 inkdp och priset for kassetterna som kravs for
analysen.

Selekteringens syfte &r att fi fram de spermier som dr mest fruktsamma och oka
spermiernas levnadsldngd. I en studie nyligen genomford jaimforde man selekterad
hingstsperma med oselekterad sperma och fann att den selekterade sperman hade
battre motilitet och dverlevnad dn den oselekterade (Morrell et al 2008). Macias et al
(2007) har gjort en liknande studie med fryst hingstsperma och fann att sperman
selekterad genom SLC hade signifikant béttre resultat jamfort med oselekterad
sperma med avseende pa alla parametrar ingaende i forsoket diribland viabilitet och
motilitet. Man har visat att doda spermier har negativ effekt pa levande spermiers
membranintegritet (Brinsko ef a/ 2003). Om man 1 néra anslutning till
spermasamlingen kan reducera andelen doda spermier fran ejakulatet m h a slektering
skulle man ddrmed kunna fa ldngre hallbarhet pa transportsperman. Dock finns dnnu
inga studier utforda pa den selekterade spermans befruktningskapacitet.

Resultaten visar att det fanns signifikanta skillnader mellan de olika
spermaberedningarna vid viabilitetsanalysen med NC. Medelvirdet for viabiliteten
for Kenneys selekterade var hogre efter 24 timmar &n pa samlingsdagen. Denna
skillnad var dock inte signifikant men man kan fundera over varfor virdet 6kade
istillet for att rent logiskt sjunka. En forklaring kan vara att centrifugering initialt
paverkar spermiernas membran. Denna okning av viabilitet dver tid har dock inte
observerats tidigare dd man ocksd anvént sig av Single Layer Centrifugation och
Kenney’s spddningsvitska (Thorén 2007).

Enligt denna studie bevaras viabiliteten béttre 1 de selekterade proverna jaimfort med
de oselekterade. Enligt variansanalysen foreldg dock ingen statistisk skillnad mellan
spadningsvétskorna.

Vissa av proverna forvarades i kylskdp innan analysering p.g.a. manga hingstar
samlades inom en kort tidsperiod och analysen hann inte genomforas direkt. Dessa
prover verkade ha generellt hogre viabilitet, men detta dokumenterades tyvirr inte
forutom for négra f4 ejakulat 1 beredning Kenney’s selekterade. Eftersom
kylforvaringen kan ha okat viabilitet 1 de kylda proverna ger detta en felkilla. Alla
prover vid 24 h analyserades omedelbart efter att de tagits ur kylskdp medan pa
samlingsdagen dr det okédnt vilka prover som analyserades rumstempererade
respektive kylsképskalla.

Att viabiliteten blev hogre efter kylskapsforvaring visades enbart med Kenney’s
selekterade prover. En mojlig forklaring till detta dr som tidigare nidmnt att
cellmembranet paverkas initialt och blir genomtréngligt for PI. Detta skulle leda till
att viabiliteten ar falskt 1ag direkt efter centrifugering.
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Dréktighetsresultat (dréktighet per brunst) for TAI kan jimforas med viabilitet for
INRA 96 oselekterad efter 24 timmar, vilket motsvarar beredningen som Flyinge
stuteri anvinder for TAI. Man kan notera att den hingst som hade sdmst viabilitet
hade endast 47 % viabla spermier vid 24 h (hingst AA). Néar man sedan jamfor denna
siffra med TAI kan man se att 7 av 9 ston blev driktiga, vilket dr en bra
dréiktighetssiffra. Eftersom driktighetsresultaten géller for ett mycket begrénsat antal
ston kan man inte dra nagra storre slutsatser over hur vil viabilitetsmétning med NC
forhéller sig till driktighet per brunst. Ett storre material behdvs for att kunna fa
statistiskt sdkerstéllda siffror betriffande om ett samband rader mellan dessa tva
parametrar.

Dilutionsfaktor 101, som anvdndes vid analys av samtliga prover, dr optimal for
koncentrationer mellan 125 och 500 miljoner spermier/ml. De flesta av proverna som
analyserades vid denna studie hade en koncentration under detta, vilket ger en
osdkerhetsfaktor av mitningens precision. Trots detta korrelerade NC mycket vil
med Bilirkerkammare. Vid en undersdkning utford av Comerford et al (2008)
konstaterade dessa att NC stimde védl Gverens med bade flodescytometri och
hemacytometri betrdffande koncentrationsmétning. Mitning av koncentration med
NC skulle kunna ersédtta métning med SpermaCue pa stuterier. Nackdelen ar i
dagsliaget som tidigare nimnts priset for apparaten i inkdp samt anvéndningspriset for
kassetterna.

Eftersom koncentrationsmétningen star till grund for viabilitetsmétning paverkar
valet av dilutionsfaktor &ven berdkning av viabilitet. Darmed foreligger en
osédkerhetsfaktor dven i viabilitetsmédtningen.

En osékerhetsfaktor som finns med NC é&r att viabiliteten 1 de rena vétskorna dvs.
utan spermier vid ett tillfdlle redovisade en viabilitet pd 43 %, dir den borde ha varit
0 %. Ytterligare tvd madtningar utfordes med enbart vétskor och dessa gav det
forvantade virdet 0 % viabla celler. Koncentrationen i dessa prover var dnda som
forvintat 1dg och man maste ta 1 beaktande att apparaten inte var instédlld pa att mita
koncentration respektive viabilitet pad dessa laga nivaer. I ett normalt spermaprov
skulle koncentrationen aldrig ligga pd dessa laga nivéer. Koncentrationsmatningen
star till grund for viabilitetsberdkningen. Detta kan forklara att man fick viabiliteten
till 43 % 1 ett av proverna. Ett béttre alternativ for att kontrollera hur vidl NC mater
viabilitet skulle vara att anvdnda prover dar man vet andelen avddda spermier.

For att kunna séiga om NC &r en bra och sidker metod for viabilitetsméatning krévs ett
storre provmaterial. Apparaten dr utan tvekan mycket enkel att anvénda. Intressant
vore att se om det finns ett samband mellan motilitet och NC viabilitet. I det fallet
skulle man kunna ersitta den subjektiva motiliteten med viabilitetsresultaten, vilket
skulle 6ka trovirdigheten eftersom en subjektiv bedomning dr individberoende. Det
mest intressant vore dock att gora en mer storskalig jimforelse av dréktighetsresultat
med viabilitet mitt med NC. Det finns inte en tillforlitlig parameter idag som
motsvarar spermiernas fertiliseringskapacitet. Man anvédnder sig av ménga olika
parametrar ddribland viabilitet. Ytterligare en mycket intressant sak att undersoka &r
de selekterade spermiernas befruktningsformaga.
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