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SAMMANFATTNING

Embryodverforing ar en viktig del av boskapsindustrin i stora delar av varlden. Att forsta hur
det tidiga embryot paverkas av yttre och inre faktorer ar viktigt, aven for konventionell
uppfodning av notkreatur. Att erhdlla forskningsmaterial for detta dndamal kan vara
problematiskt och dyrt for det enskilda laboratoriet, att forbattra och maximera transporten av
aggstockar ar en viktig del av forskningen.

Detta arbete har undersokt om en lagre transporttemperatur &n vad som anvants tidigare vid in
vitro embryo produktionslaboratoriet vid SLU, & mer fordelaktigt. Temperaturen hos
transportvatskorna varierade mera om den lagre starttemperaturen anvandes. Bade kvalitén och
kvantiteten jamfordes mellan de bada grupperna. Andelen befruktade &ggceller som
utvecklades till blastocyster och aven hur langt dessa blastocyster hade utvecklats var liknande
I bagge grupper och ingen signifikant skillnad hittades, kvalitetsgraderingen av blastocysterna
visade inte pa nagra skillnader. Det fanns ingen signifikant skillnad mellan fettinnehallet och
antalet fettdroppar i blastocyster mellan grupperna.

Slutsatsen blev att den nuvarande och hogre temperaturen troligtvis var béttre, trots att det inte
var nagra signifikanta skillnader mellan grupperna, eftersom den antas stressa aggstockarna och
aggcellerna mindre.

SUMMARY

Embryo transfer is an important part of the cattle industry in many parts of the world. To
understand how the early embryo is affected by extrinsic and intrinsic factors is important, even
for conventional breeding of cattle. To obtain research material for this purpose can be
problematic and expensive for a single laboratory, to improve and maximize the transportation
of the ovaries is an important part of the research.

This study has analyzed if a lower transportation temperature, compared with former used
temperature at the embryo production laboratory at SLU, is more advantageous. The
temperature of the transportation liquid varied more when the lower temperature was used. Both
quality and quantity of the both groups were compared. The rate of fertilized oocytes that
evolved to blastocysts, and the quality of blastocysts, were similar in both groups and showed
no significant variance. No significant variance was found in lipid content and lipid count
between the groups. The conclusion is that the presently used and higher temperature most
likely is better, although no significant differences were found between the groups, because
minor alternations in temperature is expected to stress the ovaries and oocytes less.
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INTRODUKTION

Kunskapen om daggdjurens utveckling i det tidiga embryonala stadiet ar knapphandig. Att veta
vad som kan paverka embryot positivt eller negativt och vad som kan ge langvariga effekter pa
embryot, fostret och det levande djuret ar viktigt. | dag vet man att det & mer &n bara generna
som skapar forutsattningarna for en individ, oavsett djurslag. Att ta reda pa och undersoka dessa
potentiella faktorer &r angeléget.

Alla daggdjurs tidiga embryonala utveckling liknar varandra pa manga satt och kunskap fran
en studie som, i detta fall, utfors pa notboskap kan delvis aven appliceras pa manniskan.

Embryo transfer (ET) har blivit viktigare och mer férekommande inom mjolk- och
kottindustrin. Vinsterna av ET &r att man kan undvika att transportera djur, vilket minskar
lidandet vid transport och minskar risken att sprida sjukdomar mellan djur och omraden. Man
kan aven utnyttja de mer genetiskt véardefulla hondjuren i storre grad an tidigare, da de inte
behdver genomga en draktighet for varje avkomma de lamnar efter sig.

En del av embryona for ET produceras genom att man fangar upp éggcellerna fran aggstocken
innan dgglossningen, s kallad ovum pick-up (OPU). Aggcellerna befruktas i en artificiell miljo
i ett laboratorium, sa kallad in vitro befruktning (IVF). De befruktade aggen utvecklas darefter
till blastocyster, ett tidigt embryonalt stadie, i laboratoriemiljé. En blastocyst kan darefter
forflyttas in i livmodern pa ett annat hondjur som kan fullfolja draktigheten och foda kalven.

For in vitro produktion (IVP) av blastocyster som ska utgora forskningsmaterial sa & OPU en
dyr och kravande process. En metod som istéllet anvands ar att man tar aggstockarna fran
slaktade djur och suger ut aggcellerna direkt fran aggstocken, vilket mojliggor en stérre mangd
aggceller men kan medfora andra nackdelar som lang transporttid mellan slakteri och
laboratorium och att man antagligen inte vet den genetiska bakgrunden hos djuren som
aggcellerna kommer ifran.

| denna studie undersoktes hur temperaturen i transportmediet paverkar aggcellskomplexen och
embryonas tidiga stadier, genom att jamfora en lagre temperatur med den som anvénds for
tillfallet av laboratoriet. Den embryonala utvecklingen foljdes och utvarderades kontinuerligt
till och med dag atta.

Aven en ny infargning av lipiderna i aggcellskomplexen och embryona utvarderades.



LITTERATUROVERSIKT
Tidig embryonal utveckling hos nétboskap

En ko har agglossning i genomsnitt var 21:e dag om hon inte blir betéckt. Kons dggstockar
innehaller konstant flera aggcellsinnehallande folliklar i olika storlekar och i olika mognads-
stadier. Vid varje agglossning sa spricker en mogen follikel och avger ett d&ggcellskomplex fran
en av kons tva aggstockar.

Vid agglossningen ar aggcellen tackt av zona pellucida, ett heltdckande lager av glykoproteiner
(Gordon, 2003, s 62), och oftast flera lager av cumulus celler. Tillsammans bildar aggcell och
cumulusceller dggcellskomplexet. Cumulus cellerna &r forbundna med &ggcellen genom gap
junctions i zona pellucida (Gordon, 2003, s 62) och cumulus cellerna ansvarar i stort for
aggcellens forsorjning genom att bidra med energisubstrat och utsondrar faktorer som framjar
vidare embryonal utveckling (Munakata et al., 2016; Auclair et al., 2013).

Figur 1. Schematisk bild pa blastocyst.
Blastocoel, Blco, ar det vétskefyllda utrymmet
inne i blastocysten. Den inre cellmassan, ICM,
kommer att bilda fostret. Trofoblastcellerna, Th,
kommer att bilda fosterhinnorna. Blastocysten
omges fortfarande av zona pellucida, ZP.

Efter befruktningen bdrjar embryot att genomga ett antal celldelningar (cellklyvningar), dér den
ursprungliga stora cellen skapar flera celler men den totala volymen av embryot dr densamma.
Att utga fran en stor cell som sedan klyvs till flertalet mindre celler ar energisparande, eftersom
cellen inte behdver producera fler organeller och mera cytoplasma (Sturmey et al., 2009). Alla
processer som sker inom de forsta celldelningarna styrs av @mnen och mRNA som &r sparade i
aggcellen. Nér cellerna i embryot uppgar till ungefar 8-16 celler, sa pabdrjas den storsta delen
av aktiveringen av embryots genom (Gordon, 2003, s 224). Detta m6jliggor att embryot kan i
hogre grad producera cellkomponenter och energi. Efter att embryot har 6kat till ungefar 32
celler s& vaxer aven embryots volym. Dess lipidhalt har visats minska (Abe et al., 2002) och
syreanvandningen oOkar, vilket talar for att morulan har boérjat forbranna fett och okat sin
energiomséttning.

Embryot utvecklas vidare till en blastocyst, vilken bestar av tre mer eller mindre distinkta delar,
den inre cellmassan (ICM), trofoblastcellerna (Th) och blastocoelen (Blco), utrymmet som
omger embryot (Figur 1). ICM &r de celler som kommer utvecklas till fostret, Tb till
fosterhinnorna och moderkakan (Gordon, 2003, s 225). Blastocysten omges fortfarande av zona
pellucida vid denna tidpunkt, men klacks ut ur den relativt snart efter dvergang till blastocyst
(ofta tidigast vid 7 dagar efter befruktningen).



Transport av notkreaturs aggstockar fran slakteri till laboratorium

Aggstockar fran slaktade hondjur av notboskap anvénds rutinmassigt for in vitro produktion
(IVP) av embryon som forskning bedrivs pa (Aman et al., 1994). Det kravs att ett slakteri slaktar
tillrackligt manga hondjur under en koncentrerad tid och att avstandet mellan slakteriet och
laboratoriet inte ar for langt (Wang et al., 2011). Kontinuerlig tillgadng pa &ggstockar som
uppfyller kraven kan vara problematiskt. Bade transporttiden och temperaturen hos mediet som
aggstockarna ligger i, paverkar aggcellernas kvalité, bade mognads- och utvecklingsmassigt
efter in vitro mognad (IVM) och in vitro befruktning (IVF) (Pedersen et al., 2004; Matsushita
et al., 2004; Wang et al., 2011; Wongsrikeao, 2005). Det géaller for det enskilda laboratoriet att
skapa rutiner som fungerar for det laboratoriet.

Tiden mellan insamling pa slakteriet och aspiration av folliklarna pa laboratoriet kan spela roll,
da den kan bade vara for kort och for lang for specifika temperaturer. En studie visade att den
optimala tiden &r 4 timmar i 30 °C, bade kortare och langre tidsintervall gav en sémre framvéxt
utav 64-cells embryon (Blondin et al., 1997). Vid forvaring i 25 °C kunde dggstockarna forvaras
langre utan att klyvningsgraden eller blastocystproduktionen minskade (Yang et al., 1990).
Tiden kan vara svar att paverka da laboratoriet oftast har mojlighet att fa aggstockar fran endast
ett fatal slakterier.

Temperaturen som dggstockarna forvaras i under transport &r det som &r lattast att optimera och
bor anpassas efter transporttidens langd. Studier har visat att kroppstemperatur, 37-38 °C, &r
suboptimalt och att temperaturer runt 15-30 °C i 3-5 timmar &r temperaturintervallet vid den
transporttiden som bor efterstravas och att de temperaturerna sinsemellan uppvisar ingen storre
skillnad (Pedersen et al., 2004; Wang et al., 2011).

Vid avlivningen av hondjuret slutar hjartat att sla och kroppen far en akut syrebrist, ischemi, pa
grund av blodbrist, detta galler aven dggstockarna (Wongsrikeao et al., 2004). Vid en ischemi
sa kan kroppsegna enzymer aktiveras vilket kan leda till en cellular nedbrytning. Vid en lagre
temperatur sa ar enzymernas aktivitet lagre och saledes sa gar nedbrytningen langsammare. For
att hindra nedbrytningen sa ar dven en sa kort tid som majligt i en ischemisk miljo viktigt (Wang
et al., 2011). Aggstockar kan forvaras i 24 timmar i 10 °C utan att oocyternas potential till att
mogna och utvecklas, upp till blastocyststadiet, fordndras (Matsushita et al., 2004). Dock &r
oocyterna in vitro kansliga for temperaturer under 38 °C, da de redan vid 1 min i 25 °C
omgivning, uppvisade tecken pa en forandrad morfologi (Aman et al., 1994). Miljon i follikeln
verkar vara skyddande for oocyten, dven vid ischemi och l1ang transport, och till synes kan man
fa ut ett acceptabelt antal blastocyster vid olika temperatur och &ven vid suboptimala
temperaturer. Den stora utmaningen ar att komma fram till det optimala temperaturspannet och
rutinerna for laboratoriet.

In vitro produktion av embryon

Det exakta forfarandet vid IVP av bovina embryon skiljer sig mellan protokoll, men &r i
huvudsak densamma. Oocyter mognas ut, fertiliseras och kultiveras in vitro och kan darefter
direkt overforas till ett mottagardijur, frysas eller analyseras pa olika sétt.



Oocyter samlas antingen in genom aspiration utav aggcellskomplex fran aggstockar som
kommer ifran slaktade djur eller sa samlar man in aggcellskomplex fran levande djur genom
aspiration genom vaginalvaggen med hjalp av ultraljudsguidning (OPU). Aggcellskomplexen
inkuberas i inkubator med modifierad atmosfar, hogre COz-halter, lagre O,-halt och hogre
fuktighet, fér mognad in vitro.

Efter in vitro mognad prepareras oocyterna for fertilisering och spermier, oftast fryst nér det
géller notkreatur, i en given koncentration adderas for befruktning in vitro under inkubation.
Efter fertilisering sa later man de presumtiva zygoterna utvecklas till blastocyster, antingen till
dag 7 eller dag 8. Darefter sa maste man antingen fixera dem, frysa ned dem eller utfoéra en
embryotransfer eftersom de vid dag 9-10 borjar fasta mot plasten i odlingsskalen och blir mer
lika en cellkultur &n ett embryo.

Embryotransfer innebdr att man 6verfor ett embryo till en mottagare. Det gor det mojligt att
borja med ett stort antal &gg fran ett hondjur med hogt avelsindex, en genetiskt vardefull individ.
Dessa dgg far sedan mogna ut och befruktas in vitro och embryon kan sedan transporteras ut
till bonder med hondjur som har ett lagre avelsindex och lata dessa djur foda fram en kalv med
ett avsevart mycket hogre avelsindex an sin moder. Pa detta sétt s3 kan man spara bade tid och
pengar genom stora genetiska framsteg pa kort tid. Transporten av embryon ar &ven ett
forhallandevis séakert satt att transportera avelsmaterial mellan omraden med olika
sjukdomsstatus, risken & minimal att sprida sjukdomar genom ET (Sutmoller et al., 1997).

ET mojliggor att valja avelsdjur fran ett storre geografiskt omrade och aven att avelsdjuren inte
behdver transporteras langt, sta i karantan eller behéver anpassa sig till en ny miljo (Mapletoft
et al., 2005), vilket forbattrar ekonomin fér bonden och dven djurskyddet.

Embryotransfer i ett internationellt perspektiv

Under 2014 inrapporterades till The International Embryo Technology Society (IETS) Data
Retrieval Committee att 829 309 embryo transfers pa notkreatur hade genomforts globalt (IETS
2014). Dock forelag en stor underrapportering i vissa lander och ingen rapportering alls fran
Asien och manga andra omraden. | manga lander genomfors dock inga ET eller ytterst fa.

Av dessa 829 309 ET sa anvandes in vitro producerade embryo fran OPU i 44 % av fallen, i
majoriteten av de resterande fallen sa anvéndes in vivo producerade embryon.

| Sydamerika inrapporterades att det genomfordes 251 273 ET fran OPU VP embryon och i
princip alla skedde i Brasilien, med en inrapporterad siffra pa 244 795 ET, det vill sdga 29,5 %
av varldens inrapporterade ET.

De tva andra stora anvandarna av ET, Nordamerika och Europa, anvander framfor allt in vivo
producerade embryon, dar man forst inseminerar kon och sedan skoljer ut de befruktade
embryona.

In vitro modell for utveckling av oocyter och embryon

In vitro produktion av embryon i en laboratoriemiljo forsoker att hdrma den situation som
embryot annars skulle ha haft in vivo i dggledaren och livmodern under den forsta veckan.
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Denna metod ger en mojlighet att studera oocytmognaden och utvecklingen av det tidiga
embryot utan att behdva anvénda levande forsoksdjur. Fordelen med IVP &r att man kan studera
och analysera ett storre antal oocyter och embryon billigare och mer effektivt &n vid in vivo
studier (Leroy et al., 2008). Dock ger in vivo studier storst trovérdighet.

Alternativ for analys av oocyter och embryon

For att analysera oocyterna och blastocysterna anvénds ofta ljusmikroskop, konfokalmikroskop
och/eller elektronmikroskop. Ljusmikroskopets fordel ar att man inte behdver doda cellerna for
vidare forberedelser innan analys. | en studie av Jeong et al. (2009) beddémdes oocyterna i
ljusmikroskop och delades in i grupper efter sin nyans pa cytoplasman och gick sedan vidare i
forsoket, vilket visar pa ljusmikroskopets fordelar. Det gar sjéalvklart att farga in celler och
studera de i ett ljusmikroskop, vilket Abe et al. (2002) gjorde med hjalp av Sudan Black B, ett
amne som fargar fett.

Konfokalmikroskopets fordelar &r att det ar relativt latt att géra en kvantitativ studie gjord pa
ett stort material, dock innebar det fixering och infargning av cellerna. Till skillnad fran
ljusmikroskopet sa gar det att fa tvarsnitt av de intakta cellerna for att kunna analysera dem
battre. Auclair et al. (2013) anvénde sig av fluorescerande farger och konfokalmikroskop for
att undersdka oocyters totala lipidinnehall.

For att studera organellernas mikrostruktur kravs elektronmikroskop, vilket ger en bra kvalita
tiv bild 6ver det man studerar, dock &r det dyrt och arbetskravande. Abe et al. (1999) studerade
fettdroppars och mitokondriers struktur och utseende hos embryon och fann skillnader mellan
sina grupper tack vare analys i elektronmikroskop.

Analys av cellulara fetter

Nile Red &r en fluorescerande farg som anvands for att farga in celluldra lipider (Greenspan et
al., 1985). Det gar att kvantifiera méangden lipider i en cell genom att studera hur mycket
fluorescerande ljus som de celluldra lipiderna avger (Genicot et al., 2005).

| en studie av Barcel6-Fimbres et al. (2011) sa fann de att mangden fluorescerande ljus
korrelerade véal med hur manga fettdroppar, oavsett storlek, cellen innehéller. Sambandet blev
annu starkare om fettdropparna delades in i tre olika storlekar, sma 2-4 pm, mellanstora 4-6 um
och stora >6 um, och den totala volymen sedan jamférdes med méngden ljus. | blastocyster
fann studien att stora fettdroppar motsvarar 49 % av den totala fettvolymen och mellanstora
droppar 43 %, d&ven om antalet fettdroppar i dessa tva grupper var procentuellt lagre dn antalet
sma fettdroppar. Aven densiteten hos stora fettdroppar ar storre dn hos mindre fettdroppar (Abe
et al., 2002).

Studiens mal

I denna studie underscktes hur temperaturen i transportmediet paverkar aggcellskomplexen och
embryonas tidiga stadier, genom att jamfora en lagre temperatur med den som anvénds for
tillfallet av laboratoriet. Den embryonala utvecklingen foljdes och utvarderades kontinuerligt
till och med dag &tta. Aven en ny infargning (LipidTOX) av lipiderna i aggcellskomplexen och
embryona utvérderades.



MATERIAL OCH METODER
Studiens utférande

Aggstockar fran slaktade notkreatur, oberoende utav ras, alder och reproduktionsstatus,
anvandes. Aggstockarna delades in i tvd grupper som transporterades i vatskor med olika
temperatur: hog temperatur (H, 30 °C) och lag temperatur (L, 25 °C). Temperaturen i
transportvatskan mattes pa slakteriet efter insamlingen och vid ankomst till laboratoriet, for att
undersoka hur temperaturen forandrades. Tre stycken omgangar (batcher) genomfordes under
2 manader (september-oktober). Vid ankomst till laboratoriet aspirerades COCs ut fran
folliklarna i1 &ggstockarna, de fick darefter mogna. Efter mognad plockades 4-5 COCs
slumpmassigt ut fran varje grupp som fixerades i paraformaldehyd (PFA) for fargning.
Aterstdende COCs blev befruktade med spermier fran en tjur med pavisad hog fruktsamhet i
falt och in vitro. Embryonas forsta celldelningar foljdes upp 44 timmar efter befruktningen, och
utvecklingen och morfologin av embryona bedomdes och registrerades dag sju och atta efter
befruktningen. P& dag atta fixerades embryona i PFA. Efter fixeringen fargades embryona.
Fargningarna som anvandes; en farg for neutrala fetter och en féarg for cellkarnor.
Konfokalmikroskop Zeiss LSM 510 (Zeiss, Oberkochen, Tyskland) anvandes for anskaffning
av bilderna av COCs och embryon.

Media

Om inget annat anges sa kdptes samtliga reagenser in fran Sigma Aldrich, Stockholm, Sverige.
Bestallningsnumret anges i parentes forsta gangen reagenten namns.

Sékmedium bestod av hepes-buffrad TCM 199 (M 7528) med 0,2 % w/v bovint serumalbumin
96-99 %, BSA (Fraction V) (A3311) och 50 pg/ml gentamicinsulfat (G1264).

Mognadsmedium for in vitro befruktning bestod av TCM 199 (M2154) med 0,2 % w/v bovint
serumalbumin 96-99 % (BSA) (Fraction V), 0,68 mM L-glutamin (G8540), 50 ug/ml
gentamicinsulfat, 0.5 pg/ml FSH och 0,1 pg/ml LH (Stimufol, Partnar Animal Health).

For befruktning anvéndes tre medium, kapaciteringsmedium for selektion av rérliga spermier,
wash-2-medium for hantering av oocyter och fertiliseringsmedium for in vitro befruktning.

Kapaciteringsmediet bestod av 110 mM natriumklorid (S5886), 2,68 mM kaliumklorid
(P5405), 25 mM natriumbikarbonat (S5761), 0,29 mM natriumfosfat (S5011), 0,49 mM
magnesiumklorid (M2393), 5 mM HEPES (H3375), 1 uM natriumpyruvat (P4562), 0,03 uliter
natriumlaktat (L7900), 1,23 pug/ml glukos (G6152), 50 pg/ml gentamicinsulfat och 0,6 % wi/v
bovint serumalbumin (BSA) (Fraction V).

Wash-2-mediet bestod av 114 mM natriumklorid, 3,19 mM kaliumklorid, 2 mM
natriumbikarbonat, 0,29 mM natriumfosfat (S5011), 0,49 mM magnesiumklorid, 2 mM
kalciumklorid (C7902), 10 mM HEPES, 1 pl/ml Fenol rod (P0290) innehallandes 0,5 uM
natriumpyruvat, 0,03 UM natriumlaktat, 50 pg/ml gentamicinsulfat och 0,3 % w/v bovint
serumalbumin (BSA)(Fraction V) (A3311).



Fertiliseringsmediet: 114 mM natriumklorid, 3,19 mM kaliumklorid, 25,88 mM natrium-
bikarbonat, 0,29 mM natriumfosfat, 0,49 mM magnesiumklorid, 2 mM kalciumklorid, 10 mM
HEPES, 1 ul/ml Fenolréd, 0,5 puM natriumpyruvat, 0,03 pl natriumlaktat, 50 pg/mi
gentamicinsulfat, 0.6 % w/v bovint serumalbumin, fri fran fettsyror (A7030) innehallandes 3
pg/ml heparin (H3149) och PHE med en slutlig koncentration pa 1,7 mM natriumklorid, 10 uM
hypotaurin (H1384), 20 uM pencillamin (P4875), 1,5 uM epinephrin (E1635), och 42 uM
natriummetabisulfit (S9000).

Modifierad syntetisk dggledarvatska (mSOF) bestod av 0,11 M natriumklorid, 7 mM kalium-
klorid, 1,19 mM kaliumfosfat (P5655), 25 mM natriumbikarbonat, 0,33 mM pyrodruvsyra
natriumsalt (P4562), 1 mM L-glutamin (G5840), 0,171 mM kalciumklorid, 1,5 mM glukos, 110
mM natriumlaktat, 0,49 mM magnesiumklorid innehallandes icke-essentiell aminosyralésning
(MEM) (100x) (M7145), aminosyral6sning (50x) (B6766), 0,4 % wi/v bovint serumalbumin, fri
fran fettsyror och 50 pg/ml gentamicinsulfat.

Insamling av aggstockar pa slakteri

Aggstockarna transporterades fran slakteriet i Linkoping till laboratoriet pd Ultuna, en stricka
pa 270 km, i termosar. En termos innehdll 250 ml 0,9 % NaCl-16sning med temperaturen 30 °C
och den andra innehdll samma sak men med temperaturen 25 °C.

Aggstockar fran slaktade kor och kvigor samlades in direkt efter urtag. Det kontrollerades att
bada aggstockarna fanns med i indlvspaketet, var hela och att de inte var kraftigt fororenade.
Dérefter klipptes de loss och en av dggstockarna lades slumpmassigt i en av termosarna och
den andra aggstocken fran samma djur i den andra termosen. Insamlingen skedde under
maximalt en timme. Efter insamlingen méttes temperaturen i bada termosarna och antecknades.
Transporten tillbaka till laboratoriet tog 3-5 timmar och under denna tid férvarades termosarna
i en isolerad vaska.

In vitro produktion av embryon

Vid ankomst till laboratoriet mattes temperaturen i bada termosarna. Forst aspirerades vétskan
fran 2-9 mm stora folliklar i &ggstockarna med hjalp av en 5 ml spruta och 18 G kanyl, se figur
2. Vitskan blandades i sokningsmedium, darefter samlade COCs upp fran vatskan med hjélp
av ljusmikroskop och pipett. COC:erna lades darefter 6ver i mognadsmedium och inkuberades
i 22 timmar i 38,5 °C, 5 % Oz, 5 % CO och 90 % N i maximal fuktighet.

Expanderade oocyter forbereddes for befruktning genom att pipettera dem i wash-2-medium
tills 3-5 lager av cumuluscellerna aterstod. Efter att oocyterna blev tvattade, blev de antingen
befruktade in vitro eller fixerade for fargning. Oocyter for befruktning blev darefter skéljda i
fertiliseringsmedium och befruktade in vitro. Spermier fran en SRB-tjur med bevisad
fruktsamhet i félt och i laboratorium anvandes (3-1716 Sorby).

Tva stran med 225 pliter i vardera anvandes. Spermierna placerades i botten av ett ror med
kapaciteringsmedium och inkuberades i 5 % CO2 i 45 minuter. Det 6versta lagret av kapaci-
teringsmediet s6gs upp och centrifugerades i 300 x g i 7 minuter. Efter centrifugeringen
avlagsnades det 6versta lagret av kapaciteringsmediet och spermierna spaddes ut i fertiliserings-
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medium och koncentrationen bestdmdes med hjélp av bircherkammare. Spermielésningen
adderades till preparerade oocyter for befruktning in vitro. Befruktningen gjordes med en
koncentration av 1 x 10° spermier per milliliter och inkuberades i 22 timmar i 38,5 °C, 5 % O,
5 % COz och 90 % N2 i maximal fuktighet.

Efter inkubationen sa skoljdes zygoterna och obefruktade aggceller i mSOF-medium och alla
cumulusceller avldgsnades. Brunnarna tacktes med Ovoil, for att skydda mediet och cellerna.
Cellerna lag i mSOF-medium till och med dag atta i inkubator (38,5 °C, 5 % O2, 5 % CO- och
90 % N2 i maximal fuktighet). Efter 44 timmar bedémdes och rdknades de cellerna som hade
borjat dela sig och hur manga som hade delat sig mer &n en gang. Blastocysterna bedémdes i
stereomikroskop pa dag sju och dag atta efter befruktningen, enligt IETS, 2010. De delades
forst in i vilken fas de hade utvecklats till (blastocyst, expanderad blastocyst och blastocyst
under eller efter klackning fran zona pellucida) och darefter bedomdes kvalitén fran 1 till 4, dar
1 ar excellent eller bra och 4 &r degenererad eller dod. Pa dag atta avldgsnades alla
blastocysterna for fixering och senare infargning.

Fargning

Mogna oocyter och dag atta blastocyster fixerades och fargades. Oocyter/embryon fixerades i
2 % PFA oOver natten i 4°C och skoljdes sedan 5 ganger och forvarades i fosfatbuffrad
saltlosning (PBS) med 1 % polyvinylalkohol (PVA) i 4°C tills de fargades in. Efter avslutad
infargning monterades cellerna pa Black well-plattor med Vectashield mounting medium och
forseglades under ett tackglas med nagellack.

Karninfargning

DraQ-5 (Deep Red Anthraquinone 5, BioNordika, Stockholm, Sweden) blandades med PBS
med PVA till koncentrationen 1:500. Cellerna fick ligga i l6sningen i 20 min under skydd fran
ljus. Cellerna pipetterades direkt fran DraQ-5-l6sningen till en brunn med LipidTOX-l6sning.



Figur 2. Oversikt av in vitro produktionen av embryon. 1. Aspiration av folliklar, 2-9 mm. 2.
Follikelvatska, COC:er och sékemedium. 3. COC:er i mognadmedium for inkubation och
mognad. 4. COC:erna tvattades och de yttersta cumuluscell-lagrena avlagsnades. 5. Ett fatal
COC fixerades, infargades och analyserades. 6. Majoriteten av &ggcellskomplexen blev
befruktade. 7. Pa dag 2 efter befruktning, kontrollerades hur manga av COC:erna som genomgatt
minst en klyvning. 8. Pa dag 8 sa fixerades de COC:erna som hade utvecklats till blastocyster. 9.
Inférgning av blastocysterna och analys.




Lipidinfargning
LipidTOX (HCS LipidTOX™ Green Neutral Lipid Stain, ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA) forvarades fruset i koncentrationen 1:10 i dimetylsulfoxid (DMSO) enligt tillverkarens

rekommendationer. Innan infargningen spéaddes farglosningen ytterligare i PBS med PVA till
koncentrationen 1:100. Cellerna fick ligga i l6sningen i 30 minuter under skydd fran ljus.

En blastocyst fargades in med Nile Red (Sigma Aldrich, Stockholm, Sverige) och LipidTOX,
se bild 1, for positiv kontroll av LipidTOXs egenskaper.

Bild 1. Kontroll av LipidTOX. En blastocyst fargades in med bade LipidTOX och
Nile Red, darefter togs tva bilder i konfokalmikroskopet av denna. Infargningen till
vanster &r LipidTOX och inférgningen till hoger &r Nile Red.

Konfokalmikroskopering

Konfokalmikroskop Zeiss LSM 510 anvandes med laservaglangderna 633 och 488 nm. Alla
bilder togs med 20 gangers forstoring. Alla bilder togs av samma person.

DraQ-5s optimala exciteringsvaglangd ar 647 nm, vid mikroskoperingen anvandes helium-
neon-laser 633 nm, och LipidTOXs optimala exciteringsvaglangd ar 507 nm, och argonlaser
488 nm anvéndes. Programmet ZEN 2009 anvandes vid mikroskoperingen och ZEN 2009 Light
edition anvandes vid analyseringen.

Utforandet av bildtagningen var samma for bade COCs och blastocysterna, forutom att bilderna
av COCs togs i 4 plan och blastocysterna togs i 8 plan, se bild 2. Bade den 6versta och understa
delen av COCs och blastocysterna stélldes in manuellt och optiskt i mikroskopet. Antal plan
stélldes in for de olika typerna och bilderna togs automatiskt i samma bildserie.

Bild 2. Bildserie av en och samma blastocyst. Ytterkanterna stalldes in manuellt och darefter togs
bilderna automatiskt med samma avstand mellan varje bild.
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Analys av de infargade aggcellskomplexen

Varje fjardedelsbild av dggcellskomplexen analyserades och bedémdes utifran om de hade eller
inte hade starkt fluorescerande fettdroppar och/eller kompakta fettkomplex, se bild 3.

Beddmningen av alla dggcellskomplex gjordes av samma person.

Bild 3. Bedémning av COC. Aggcell till vanster bedémdes vara normal. Aggcell i mitten
bedémdes innehalla flertalet fettdroppar. Aggcell till hoger bedémdes innehalla kompakta
fettkomplex.

Analys av de infargade blastocysterna

Kontroll av blastocysternas morfologi och antalet cellkdarnor genomférdes for att kunna
exkludera de dbdda blastocysterna eller de som inte hunnit utveckla sig till blastocyster.
Embryon som innehdll uppskattningsvis farre &n 40 cellkarnor rdknades inte som blastocyster
och exkluderades.

De cirkuléra, starkt fluorescerande fettdropparna som var 5 um eller storre rdknades i varje
attondelsbild av blastocysten, se bild 4. Varje droppe som inkluderades av kraven réknades
oavsett lokalisation. Varje bild bedémdes enskilt utom i de fall dar dropparna dverlappade tva
bilder pa grund av dess storlek. Vid klar misstanke om detta raknades inte den droppen i en av
av bilderna.bilder pa grund av dess storlek. Vid klar misstanke om detta raknades inte den
droppen i en av bilderna. Bedémningen av alla blastocyster gjordes av samma person.

Bild 4. Fettdroppe hos blastocyst. Fettdroppen
ar storre &n 5 um, ar tydligt cirkuldr och starkt
fluorescerande.
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Statistisk metod

Andelen dggceller som genomgatt celldelning (klyvning) samt andelen embryon som fortsatt
utvecklas till blastocyster analyserades statistiskt med logistisk regression (proc glimmix med
binominal distribution, SAS 9.3, Milltown, USA) med omgang (batch) som slumpmaéssig faktor
samt observationer pa dag 7 och 8 som upprepade méatningar. Kontinuerliga variabler insamlade
vid bildanalys (fran konfokalmikroskopet) t ex antal karnor, analyserades med en linjar mixed
model med omgang (batch) som slumpmassig faktor. Behandlingens effekt pa kvalitativa
variabler (utvecklingsgrad, kvalitetsgrad respektive storleksklassificering pa fettdroppar)
analyserades med logistisk regression med multinominal distribution och kumulativ logit som
funktionslank (proc glimmix, &ven har med omgang (batch) som slumpmassig faktor). P-varden
under 0,05 har bedémts som signifikanta. Data presenteras som medelvéarden om inget annat
framgar av beskrivningen.
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RESULTAT
Transportmediets temperaturforandringar

Vid maétning av temperaturen pa slakteriet efter insamling av aggstockar, hade innehallet i
bagaren med hdg temperatur (H) dkat i genomsnitt 1,0 °C till 31,0 °C, och innehallet i bagaren
med lag temperatur (L) hade 6kat i genomsnitt 3,7 °C till 28,7 °C. Vid métning av temperaturen
vid ankomst till laboratoriet hade innehallet i bagaren H minskat i genomsnitt med 2,0 °C till
29,0 °C, och innehallet i bagaren L hade minskat i genomsnitt med 1 °C till 27,7 °C, se figur
3. Ingen signifikant skillnad sags mellan grupperna.

32
31 /\
30

29

© 28 7 == H (30°C)
. ====](25°C)
o Figur 3. Den genomsnittliga
2% : temperaturférandringen hos
/ transportmediet Over tid.
» ’ Temp1 ar ingangstemperaturen,
24 Temp 2 &r efter insamling pa
Temp1 Temp2 Temp3 slakteri, Temp 3 ar vid ankomst

Jamforelse av utvecklingen fran aggcell till blastocyst

Ingen signifikant skillnad sags mellan grupperna i utvecklingen fran omogen oocyt till
blastocyst pa dag 8, se tabell 1.

Beddmning av blastocysterna

Pa dag 8 gjordes en okular bedomning av blastocysterna i ljusmikroskop dar de delades in i
vilken fas de utvecklats till, se figur 4, och kvalitén pd dem, se figur 5. Det fanns en numerar
tendens for H-gruppen att ha mer utvecklade blastocyster och béttre kvalitetsgradering men
denna skillnad var inte signifikant.
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Antal expanderade oocyter

Klyvningsantal?

Behandlin Antal blastocyster? (%)°
g ) %)’ yster (%)
H (30 °C) 185 163 (88,1 %) 43 (23,2 %)
L (25 °C) 176 156 (88,6 %) 39 (22,2 %)

Tabell 1. Utvecklingen av dggceller till blastocyster dag 8.

! Antalet expanderade oocyter som blev befruktade.

2 Antalet befruktade oocyter som har delat sig dag 2.

3 Andelen av de befruktade oocyterna som har delat sig dag 2.

4 Antalet blastocyster som utvecklats till dag 8 efter befruktning.

®> Andelen av de befruktade oocyterna som har utvecklats till blastocyster dag 8.

35

30

25

20

Antal

15

10

B (30 °C)

mL (25 °C)

Tidig! Blastocyst?

Expanderande®

Under/efter

kldckning*

Figur 4. Bedémning av vilket utvecklingsstadium blastocysterna har natt till.

1 Tidig blastocyst, det forsta stadiet.

2 Blastocyst.

3 Expanderande blastocyster eller blastocyster som férvantas inleda klackning.

4 Blastocyster som haller pa att klackas eller har klackts.
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Analys av lipidinnehallet i aggcellskomplexen

5 av 15 blastocyster i gruppen som transporterats i 25 °C vatska, L-behandling, uppfyllde
kriterierna for hogt fettinnehall och 3 av 14 i gruppen som transporterats i 30 °C vatska, H-
behandling, uppfyllde kriterierna, se figur 6.

Analys av lipidinnehallet i blastocysterna

Det genomsnittliga antalet av fettdroppar hos H-blastocysterna var 9,6 fettdroppar per
blastocyst och motsvarande hos L-blastocysterna var 9,0 fettdroppar per blastocyst, se figur 7.
Det fanns ingen signifikant skillnad mellan grupperna.
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Utvardering av LipidTOX

De omraden hos blastocysten som LipidTOX fargade in, fargade aven Nile Red in. Till synes
avvek inte infargningarna fran varandra vad galler vad de fargade in, dock sa uppfattades
LipidTOX ha tydligare kontrast och tydligare fluorescens.

12 -
10
8 .
67 mII (30 °C)
4] mL (25 °C)
Figur 7. Antalet fettdroppar i
genomsnitt per blastocyst i
2 1 respektive behandling. Antalet
fettdroppar i H-gruppen var
0 - 9,6+1,2, L-gruppen 9,0+1,2,
Antal fettdroppar i genomsnitt per blastocyst Vardena ar uppskattade
medelvarden + medelfel.
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DISKUSSION
Transportmediets temperaturféorandringar

Redan vid 1 minuts forvaring i 25 °C sa riskerar aggceller att paverkas negativt (det blir en form
av stress for cellerna) och Aman et al., 1994, fann att ungefar hélften av &ggcellerna som utsatts
for det far forandringar i sitt cellskelett. Dock sa verkar dggstocken skyddande och det gar att
forvara dggstockar i 10 °C i 24 timmar utan att potentialen for &ggcellerna att utvecklas vidare
forsamras (Matsushita et al., 2004). Temperaturen i bagarna holls inte aktivt pa samma niva,
utan transporterades i termos och kylvaska, vilket gjorde att de kroppsvarma &aggstockarna
paverkade temperaturen. Detta paverkade framfor allt L-gruppen dar temperaturen 6kade mest
i genomsnitt, innan avfard fran slakteriet. Skillnaden i borjan av transporten var darfér mindre
an vid starten av insamlingen och skillnaden vid ankomst till laboratoriet var dessutom &nnu
mindre, eftersom det varmare innehallet i H-termosen hade forlorat mest varme.

Aven om temperaturerna narmade sig varandra under transporten sé holl sig temperaturen i H-
gruppen stabilare éverlag.

Den storsta skillnaden och stressen ar for de dggstockar som samlas in tidigt och laggs i L-
termosen da temperaturen fortfarande &r omkring 25 °C. Enligt Leese et al., 2007, sa maste
man, for att maximera utvecklingen till blastocyst, minimera och undvika ontdig stress och
faktorer som kan orsaka stress.

Jamforelse av utvecklingen fran aggcell till blastocyst

Ingen signifikant skillnad, och endast en minimal skillnad, observerades mellan grupperna vad
géller hur stor andel av de befruktade oocyterna som utvecklades till blastocyster.

| en studie dar de jamforde tre olika temperaturer, 15 °C, 25 °C och 35 °C, hos transportvétskan
under en transport pa 3-4 timmar av aggstockar fran notboskap, sa fann de att det inte fanns
nagon signifikant skillnad med 15 °C och 25 °C, men en klar skillnad mellan 35 °C och de tva
andra grupperna, dar 35 °C gav tydligt farre blastocyster (Wang et al., 2011). Det kan vara sa
att miljon i &ggstocken har mojlighet att skydda dggcellen i ett relativt vitt temperaturintervall
under transport, men nar man gar utanfor detta intervall, sa ses en tydlig skillnad pa COC:ernas
utvecklingspotential.

Wongsrikeao et al., 2005, fann liknande resultat i deras studie av oocyter fran suggor att det
inte fanns nagon skillnad mellan tva grupper av aggstockar som forvarats 6 timmar i 25 °C
respektive 35 °C, daremot var det en tydlig skillnad mot den gruppen som forvarats 6 timmar i
15 °C och darmed producerat klart farre blastocyster.

Beddtmning av blastocysterna

Det var en liten tendens att enstaka blastocyster i H-gruppen hade utvecklats till hogre stadie
an blastocysterna i L-gruppen. Blastocysterna i H-gruppen fick dven en marginellt battre
gradering. Dock sa finns det en liten risk att hogre utvecklade blastocyster far en béttre
gradering per automatik, eftersom graderingen ar subjektiv dven om man utgar fran strikta
Kriterier.
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En mindre stressande miljo kan dockmajliggora for embryona att lagga mera energi pa sin egen
utveckling och den lilla positiva tendensen i H-gruppen kan hora ihop med att temperaturen hos
aggstockarna halls mera stabil under transporten (Leese et al., 2007).

Analys av lipidinnehallet i aggcellskomplexen

For analysen sa kravdes det fixering och infargning som innebér att oocyterna var tvungna att
tas ut ur den huvudsakliga studien. Det fanns ingen signifikant skillnad mellan grupperna men
antalet dggcellskomplex som analyserades var mycket lagt och det ar darfor svart att dra nagra
langtgaende slutsatser fran resultatet.

Studier har visat att oocyter fran nétboskap som innehaller mera fett har hogre potential att
utvecklas vidare och snabbare &n oocyter med lagre andel fett (Jeong et al., 2009), en anledning
till detta kan vara att det forst & mojligt for embryot att implantera sig i livmodern efter
klackning ur ZP, vilket tar 9-11 dagar efter dgglossningen (Gordon, 2003, s 223). Sturmey et
al. (2009) lagger fram en hypotes att fettrikheten hos daggdjurs oocyter speglar hur lang tid
embryot maste vara sjalvforsorjande innan implantation.

Awasthi et al. (2010), visade dock att graderingen av oocyter hérde ihop med mangden fett i
deras studie. De fann att de oocyter som bedomdes “’daliga” inneh6ll mera fett och fettdroppar
an de som beddmdes “’bra”.

I min studie sa har ingen beddmning av oocyterna gjorts, sa darfor ar det svart att séga om
fetthalten hos de fettrika oocyterna &r normal eller for hog.

Analys av lipidinnehallet i blastocysterna

Tendensen att blastocysterna i H-gruppen innehéll fler fettdroppar kan starka teorin att de ej
behovde forbranna lika mycket energi for att motverka den mojliga stressen i att transporteras
i en svalare miljo. Fett behdvs for dess hoga energiinnehdll, men for mycket fettinnehall i
embryot har visats predisponera for flera olika problem.

In vivo harkomna blastocyster innehaller fettdroppar i bade trofoblastcellerna och ICM-
cellerna, men ej i overflod (Abe et al., 1999), vilket kan betyda att antalet fettdroppar i bade H-
och L-gruppen ligger inom normalspannet.

Enligt Abe et al., 2002, som lat embryon fran notboskap utvecklats i medium med extra fett, sa
innehdll blastocysterna fler fettdroppar och innehdll mer fett &n kontrollgruppen. Detta tillstand
visade sig héra ihop med omogna mitokondrier.

Mitokondrierna kan behova bli stimulerade for att mogna ut genom att embryots endogena
energireserver kravs for Overlevnad, men ej i den grad att embryon svalter ihjal innan
implantation.

Den totala volymen av fettet i embryot ar det relevanta och storleken hos fettdropparna spelar
stor roll for hur mycket fett det innehaller. Volymen hos ett klot med diametern 8 um motsvarar
volymen hos 8 klot med diametern 4 um (Barcelo-Fimbres et al., 2011). Det har dven visats att
manga av de storre fettdropparna har en hogre fettdensitet &n mindre fettdroppar (Abe et al.,
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2002). Vilket betyder for att fa en sann bild av embryonas fettinnehall sa behéver man analysera
mera &n bara antalet fettdroppar.

Fetma hos blastocyster orsakar dven en mer teknisk nackdel, da embryon med ett storre
fettinnehall klarar av en nedfrysning samre. Ushijima et al., 1999, visade genom att centrifugera
bort det 6verflodiga fettet hos feta blastocyster klarade de nedfrysning lika bra som blastocyster
med ett normalt innehall av fett.

Utvardering av LipidTOX

LipidTOX beddmdes vara likvardig med Nile Red. LipidTOX uppfattades dven vge en skarpare
infargning av de cellulara lipiderna. Den grona fargen gav ocksa en tydlig kontrast mot den
roda karninfargningen med DraQ-5.

SLUTSATS

Det finns ingen signifikant skillnad mellan den lagre transporttemperaturens paverkan pa
aggcellskomplexens och blastocysternas kvalitet och kvantitet jamfort med vad laboratoriet
anvant sig av hittills. Ingen tydlig tendens att ndgon av behandlingarna skulle vara 6verlagsen
den andra har visats heller. Hypotesen att dggstockarna i den hdgre temperaturgruppen utsatts
for mindre stress vager over at dess fordel.

LipidTOX ger en tydlig infargning av de celluldra lipiderna och &r ett fullgott alternativ till
andra fluorescerande farger som anvénts under lang tid.
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