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Sammanfattning

Anti-Mullerskt hormon (AMH) har foreslagits som en biomarkoér for spermakvalitet, eftersom hor-
monet produceras av sertolicellen som stddjer spermiernas utveckling. Férandringar i produktion av
AMH antas kunna visa pa nedsatt funktion i sertolicellen, och pa sé satt nedsatt funktion i spermie-
utvecklingen. Hittills har ingen forskning om AMH som kvalitetsmarkor for sperma utforts pa hun-
dar. Som en del i ett storre projekt undersdks i det har arbetet om koncentrationer av AMH i serum
och seminalplasma kan kopplas till andra markdorer for spermakvalitet. | den hér studien utférdes en
andrologisk undersokning inkluderande ett spermaprov och ett blodprov for hormonanalys pa 65
hanhundar av rasen berner sennen. Multipel linjar regressionsanalys utférdes for att underséka sam-
band mellan koncentrationen av AMH och olika parametrar hos hundarna. Vi fann att koncentra-
tionen av AMH i serum stiger med hundarnas alder. Dessutom var AMH-koncentrationen kopplad
till spermiemotilitet och andel spermier med defekt morfologi, och specifikt spermier med huvud-
defekter. Hogre koncentrationer av hormonet i serum var associerat med lagre motilitet och fler
morfologiskt defekta spermier. Vi fann ingen koppling mellan koncentrationen av AMH i serum
och testikelstorleken eller det totala antalet spermier per ejakulat. Hos 16 av hundarna undersoktes
koncentrationen av AMH i seminalplasma, och hormonet var odetekterbart i alla 16 prover. Sam-
mantaget finns indikationer pa att koncentrationen av AMH i serum kan anvandas som markor for
spermiemotilitet och andelen spermier med defekta huvudformer.

Nyckelord: AMH, Anti-Miillerskt hormon, hund, berner sennen, spermakvalitet, spermiemotilitet,
spermiemorfologi



Abstract

Anti-Mullerian hormone (AMH) has been proposed as a biomarker for semen quality, since the
hormone is produced by the Sertoli cell which also supports the development of sperm. Changes in
production of AMH are suggested to predict decreased function in the Sertoli cell, and by that a
decreased function in sperm development. To this date, there is no published research investigating
if AMH could be used as a marker of quality of sperm in dogs. In the present study, as a part of a
project investigating fertility in male Bernese mountain dogs, concentrations of AMH were mea-
sured in serum and seminal plasma and correlated to parameters of quality of sperm. In this study
65 male Bernese mountain dogs were andrologically examined, including semen sampling and a
blood sample for hormone analysis. Multiple linear regression analysis was performed to analyse
correlations between concentrations of AMH and various parameters in the dogs. We found that the
AMH concentration increases with the age of the dogs. Concentration of AMH in serum was corre-
lated to sperm motility and percentage of sperm with defect morphology, specifically defects in the
head region of the sperm. High concentrations of AMH in serum was associated with lower percent-
age of motile sperm and higher percentage of defect sperm. We were not able to find any correlation
between serum concentrations of AMH and testicular volume or total number of sperm per ejaculate.
In 16 of the dogs concentrations of AMH were measured in seminal plasma, and the hormone was
undetectable in all 16 samples. In conclusion there are indications that AMH could be used as a
biomarker for sperm motility and percentage of sperms with defects in the head region.

Keywords: AMH, Anti-Miillerian hormone, dog, Bernese mountain dog, quality of sperm, motility
of sperm, morphology of sperm
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1. Inledning

Hundar av rasen berner sennen har sedan en tid haft fertilitetsproblem och detta har
uppmarksammats av rasklubben for sennenhundar (Svenska sennenhundklubben,
SShK). Det hér arbetet ar ett delprojekt i en stérre genomgang av hanlig fruktsamhet
I rasen som initierades av rasklubben, och h&r undersdks om ett hormon som pro-
duceras i testiklarna kan anvandas som markor for hanlig fertilitet. Hormonet heter
Anti-Mullerskt hormon (AMH) och det bérjar hos hanar produceras under foster-
stadiet (Josso et al. 2001) da det inducerar regression av de Millerska gangarna
(Allard et al. 2000). AMH produceras av sertolicellerna i testiklarna och utséndras
i hog grad till blodet fram till puberteten da en mognad av sertolicellerna sker, var-
efter AMH-utsondringen till stor del riktas om till lumen i tubuli seminiferi hos
manniska (Rey et al. 2003). AMH har foreslagits som potentiell biomarkdr for han-
lig fruktsamhet eftersom sertolicellen &r helt avgdrande for att spermier ska bildas
(Sharpe et al. 2003) och AMH hos hanar endast produceras i sertolicellen (Rey et
al. 2003). Flera studier pa manniska har pavisat samband mellan koncentrationen
av AMH i seminalplasma och spermakvalitet, sa som spermie-koncentration, totalt
antal spermier och spermiemotilitet (Fujisawa et al. 2002; Mostafa et al. 2007; An-
dersen et al. 2016), och en studie har dven pavisat ett samband mellan koncentra-
tionen av AMH i serum och andel morfologiskt avvikande spermier (Aksglaede et
al. 2018).

Till dags dato finns ingen publicerad forskning som relaterar koncentration av
AMH, varken i serum eller seminalplasma, till spermakvalitet hos hund. Det finns
inte heller ndgon publicerad forskning om uppmatta koncentrationer av AMH i se-
minalplasma hos hund. | denna studie undersoktes hanhundar av rasen berner sen-
nen med avseende pa koncentration av AMH i serum och, som pilotprojekt, i semi-
nalplasma. Detta korrelerades till ett antal fruktsamhetsfaktorer, s som totalantalet
spermier, andel spermier med avvikande morfologi, spermiemorfologi och testikel-
storlek.

Hypotesen som undersoktes i denna studie var att AMH kan fungera som en
biomarkor associerad med spermakvalitet. Detta undersoktes genom att analysera
om koncentrationen av AMH i serum eller seminalplasma var relaterad till totalt
antal spermier, spermiemotilitet eller nagon specifik morfologisk spermiedefekt.
Dessutom undersoktes om hundens alder, vikt eller testikelstorlek var relaterad till
serumkoncentrationen av AMH.
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2. Litteraturoversikt

2.1. Hanlig reproduktionsfysiologi

Spermier bildas i tubuli seminiferi i testiklarna och processen som leder till bildan-
det av mogna spermier kallas spermatogenes (Sjaastad et al. 2010). Spermatogo-
nierna (stamcellerna till spermierna) ligger vid basallamina, alltsa i ytterkanten, av
tubuli seminiferi (Sjaastad et al. 2010). De omges av sertoliceller som ger stod at
spermatogenesen, bade mekaniskt stod at spermatozoerna som ar under utveckling
och ndring till de fardiga spermatozoerna i lumen av tubuli seminiferi (Chtopik &
Wysokinska 2020). Sertolicellerna &r dven viktiga for regleringen av spermatoge-
nesen. | vavnaden runt tubuli seminiferi finns leydigceller som bland annat produ-
cerar de viktiga androgenerna, framfor allt testosteron, som stimulerar produk-
tionen av spermatozoer, samt har en viktig funktion for utvecklingen av hanliga
konskaraktéristika (Sjaastad et al. 2010). Spermatozoerna transporteras sedan via
tubuli till bitestikeln (epididymis), dar mognad och lagning av spermatozoerna sker
(Oettlé 1990). Vid kopulering och ejakulation transporteras spermatozoerna genom
sadesledaren till uretra, dar de blandas med naringsrika vatskor fran de accessoriska
konskortlarna (Sjaastad et al. 2010). Hundar har en accessorisk konskortel,
prostatan. Spermierna och seminalplasma fran de accessoriska konskortlarna kallas
sperma. Sperman deponeras i de honliga kdnsorganen (Sjaastad et al. 2010) och dar
sker en kapacitering av spermierna, vilket innebar den sista mognaden av spermien
(Oettlé 1990).

2.1.1. Spermatogenesen

Spermatogenesen kan delas in i tre stadier: spermatocytogenes, spermiogenes och
spermiering (Chtopik & Wysokinska 2020). Under spermatocytogenesen sker mi-
totisk delning av stamcellerna, spermatogonierna, som i slutdnden ger upphov till
spermier (Oettlé 1990). Spermatogonierna delar sig kontinuerligt och ger fram till
puberteten upphov till tva nya identiska spermatogonier (Sjaastad et al. 2010). Efter
puberteten ger varje celldelning upphov till en ny spermatogonie och en primar
spermatocyt. Den primara spermatocyten genomgar meios och bildar sekundéara
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spermatocyter, som sedan genomgar en andra meios vilket da ger upphov till sper-
matider (Oettlé 1990). Mognadsprocessenen av spermatiderna kallas spermiogenes
och innebér att spermatiderna genomgar morfologiskt viktiga utvecklingssteg
(Oettlé 1990). Det sista steget, spermieringen, innebér att de mogna spermatiderna
frigors fran mellanrummet mellan sertolicellerna till lumen av tubuli seminiferi, och
blir da spermatozoer (Chtopik & Wysokinska 2020).

2.1.2. Hormonell reglering av spermatogenesen

Den hormonella regleringen av det reproduktiva systemet sker via hypotalamus-
hypofys-gonad-axeln (Sjaastad et al. 2010). | hypotalamus bildas Gonadotropin Re-
leasing Hormone (GnRH), som transporteras via blodkérl direkt till hypofysen, dér
GnRH stimulerar bildandet av FSH och LH (Chtopik & Wysokinska 2020). De tva
hormonerna stimulerar i sin tur gonaderna och kontrollerar spermatogenesen
(Oettlé 1990). LH stimulerar bildandet av androgener, framfor allt testosteron, i
leydigcellerna (Petersen & Sdder 2006). FSH tillsammans med testosteron ar vik-
tigt for spermatogenes (Sjaastad et al. 2010) och for sertolicellernas funktion
(Chtopik & Wysokinska 2020). FSH, LH och androgenerna har en negativ feed-
back-verkan pa produktionen av GnRH i hypotalamus, vilket innebéar att hoga ni-
vaer av FSH, LH eller testosteron gor att hypotalamus minskar produktionen av
GnRH (Sjaastad et al. 2010). Sertolicellerna producerar dven aktivin och inhibin
som paverkar utsondringen av just FSH, dar aktivin dkar utséndringen av FSH och
inhibin utévar negativ feedback pa FSH-utsondringen (Chtopik & Wysokinska
2020). Produktionen av aktivin respektive inhibin styrs av vilka steg av spermato-
genesen sertolicellen for tillfallet bistar.

2.1.3. Bitestikeln

Bitestikeln &r viktig for mognaden av spermierna (Chtopik & Wysokinska 2020).
Spermien ar inte motil och har inte formagan att befrukta ett &gg nar den antrar
bitestikeln, utan forst efter mognaden blir spermien motil och befruktningsduglig
(Oettlé 1990). Annu en viktig utveckling av spermien som sker i bitestikeln ar att
den proximala droppen som manga ganger ar en rest efter spermiogenesen migrerar
distalt 1angs mittstycket for att slutligen forsvinna (Chtopik & Wysokinska 2020).
En hog andel proximala droppar pa spermier i ejakulatet anses bero pa morfologiska
defekter pa spermierna, alltsa defekter som uppkommer i testikeln (Rao et al. 1980),
men ocksa for snabb passage genom bitestikeln (Oettlé 1990). Dessutom packas
kromatinet i kdrnan &nnu tatare under passagen genom bitestikeln, vilket gor sper-
miehuvudet mer kompakt (Chtopik & Wysokinska 2020). Spermiens livskraftighet
bevaras i bitestikeln genom att minska dess metaboliska hastighet (Dacheux et al.
2016).
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Bitestikeln har tre anatomiska regioner: caput, corpus och cauda epididymis och
hos hundar tar det cirka 15 dagar for en spermie att passera bitestikeln (Chtopik &
Wysokinska 2020). Bitestikeln har dven en viktig funktion i att forvara spermierna
(Dacheux et al. 2016). Bitestikelfunktionen, framforallt formagan att mogna sper-
mierna, ar beroende av androgener (Oettlé 1990). Bitestikeln skapar en sa fordel-
aktig miljo for spermier att de kan 6verleva flera dagar i bitestikeln &ven efter indi-
videns dod (Dacheux et al. 2016).

2.1.4. Sertolicellen och blod-testis-barriaren

Sertolicellen upptéacktes i mitten av 1800-talet av Enrico Sertoli (Petersen & Soder
2006). Sertolicellen ar den forsta cellen som differentierar i den hanliga fetala go-
naden, och borjar producera AMH for att initiera regression av forlagan till de hon-
liga konsorganen: Miillerska gangarna. AMH-genen ar en av de férsta som uttrycks
efter att sertolicellen differentierat (Sharpe et al. 2003). Tidigare har testiklarna an-
setts vara inaktiva innan puberteten, men denna uppfattning har andrats (Lukas-
Croisier et al. 2003). Under prepubertalperioden &r sertolicellerna visserligen
omogna men de prolifererar i hog grad (Petersen & Sdder 2006). Det finns en kor-
relation mellan koncentration av AMH i serum och antal fungerande sertoliceller
hos prepubertala moss, och AMH antas kunna anvandas som ett matt pa sertolicel-
lernas proliferation hos prepubertala moéss (Lukas-Croisier et al. 2003). Hos méan-
niska prolifererar sertolicellen under fosterstadiet, postnatalt och under puberteten,
men antalet sertoliceller verkar vara konstant under vuxenlivet (Cortes et al. 1987).
Man anser att mogna sertoliceller (dvs. efter puberteten) saknar proliferativ kapa-
citet (Steinberger & Steinberger 1971; Oettlé 1990). Darfor ar det viktigt for god
fertilitet att lyckas bilda tillrdcklig méngd sertoliceller under den prepubertala tiden,
nar sertolicellerna fortfarande delar sig (Petersen & Soder 2006). Nér prolife-
rationen sker ar olika beroende pa art; hos gnagare sker all proliferation av ser-
tolicellerna kring fostertiden och neonatalt, medan hos rhesusapor sker den storsta
delen av proliferation peripubertalt (Sharpe et al. 2003). Sammanlagda data verkar
visa att de flesta arter har tva proliferationsstadier; fetal/neonatal respektive peripu-
bertal, &ven om ena stadiet dominerar mer hos vissa arter och det fetala/neonatala
stadiet &r viktigast hos de flesta arter.

FSH stimulerar proliferation av sertolicellerna och &ven tyroidea-hormoner pa-
verkar sertolicellerna, mest troligt genom interaktioner med FSH-receptorn (Peter-
sen & Soder 2006). Hypothyroidism under den prepubertala perioden ger fler ser-
toliceller och storre testiklar postpubertalt (VVan Haaster et al. 1992), sannolikt som
en konsekvens av att prepubertal hypothyroidism forlanger den proliferativa fasen
(Sharpe et al. 2003). Okade nivaer av T3 prepubertalt leder till motsatsen, det vill
séga avstannad proliferation och tidigare mognad av sertolicellerna, mindre testik-
lar och l&gre totalantal spermier (Petersen & Soder 2006).
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Differentiering, eller sa kallad funktionell mognad, av sertolicellen sker under
puberteten, och testosteron (men &ven FSH) ar viktigt for mognaden (Sharpe et al.
2003). Mognaden innebar att tight junctions bildas mellan sertolicellerna sa att
blod-testis-barriaren uppréttas (Petersen & Soder 2006), men ocksa forlust av pro-
liferativ formaga och forandrad funktion hos cellerna (Sharpe et al. 2003). Blod-
testis-barriaren innebér att en barriar mellan blodkérl och tubuli seminiferi bildas,
vilket mojliggor bildandet av optimala forhallanden for spermatogenenesen i tubuli
seminiferi (Chtopik & Wysokinska 2020). Den mogna sertolicellen reglerar alltsa
hur naringsdmnen och tillvéxtfaktorer flodar till de utvecklande spermatozoerna
(Petersen & Soder 2006). Namnet till trots &r den viktigaste gransen den mellan de
diploida (spermatogonier och spermatocyter) och de haploida kénscellerna (sper-
matider och spermatozoer), och férutom att reglera flodet av ndringsémnen skyddar
barriaren de haploida konscellerna fran kroppens immunsystem. Utan, eller vid
skada av, blod-testis-barridren finns risken att individen bildar autoantikroppar mot
sina egna spermier, vilket kan leda till infertilitet (Oettlé 1990).

FSH é&r dven viktigt for funktionen hos den mogna sertolicellen da hormonet
paverkar dess proteinproduktion och i forlangningen spermatogenesen (Petersen &
Soder 2006). Man som saknar receptorer for FSH pa sertoliceller har mindre testik-
lar och har lagre totalantal spermier och hdgre andel morfologiskt defekta spermier
(Tapanainen et al. 1997). Hastigheten och kvaliteten pa spermatogenesen bestams
av antalet sertoliceller och deras funktion (Petersen & Sdder 2006). En sertolicell
stodjer ett visst, artspecifikt antal utvecklande konsceller, vilket innebér att antalet
sertoliceller bestammer antal producerade spermier och &r helt avgorande for att
spermier ska utvecklas (Sharpe et al. 2003; Petersen & Soder 2006). Testikelstor-
leken anvéands ofta som ett grovt matt pa antalet sertoliceller (Petersen & Soder
2006).

Den mogna sertolicellen har en parakrin roll, dar tillvaxtfaktorer och néringsam-
nen utsondras antingen apikalt for att paverka de utvecklande spermatozoerna, eller
basalt for att paverka celler i interstitiet (leydigceller) (Petersen & Soder 2006).
Inhibin B har foreslagits som indikator pa antalet sertoliceller, men nivaerna paver-
kas &ven av spermatogenesen, varfor det inte &r anvandbart som biomarkdr for sper-
makvalitet hos den enskilde individen, utan snarare i sa fall pa populationsniva
(Sharpe et al. 2003). Istallet foreslas en rad andra proteiner som biomarkdr for antal
och funktionell mognad av sertolicellen, och AMH &r en av dem. Under puberteten
(dvs. vid mognaden av sertolicellerna) sjunker AMH-produktionen och utsénd-
ringen till blodet drastiskt hos méanniska och kvarvarande héga nivaer av AMH i
blodet efter puberteten kan indikera omogna sertoliceller (Sharpe et al. 2003). Kon-
centrationen av AMH i serum hos méanniska skulle kunna avspegla hur testosteron
inverkar pa sertolicellen, déar hogre testosteronkoncentration ger lagre koncentra-
tion av AMH (Young et al. 1999).
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2.2. Spermakvalitet hos hund

Det tar ungefar 61 dagar for en spermatogonie att utvecklas till en fardig spermie
hos hund (Amann 1989). Sperman har lagre volym, l&gre koncentration spermier
och hdgre andel abnormala spermier kring aldern for konsmognaden jamfort med
hos den vuxna hunden (Oettlé 1990). Forfattaren beskriver att seminalplasma ar en
del av sperman som till stérsta delen bestar av sekret fran prostata, men till viss del
aven innehaller sekretioner fran bitestikeln och ductus deferens. Seminalplasman
ar normalt sett farglos, svagt sur och innehaller manga proteolytiska enzymer.
Oettlé (1990) menar att hundars sperma varierar stort i sammansattning, mycket pa
grund av de manga olika raserna, men spermakompositionen kan ocksa variera
mycket mellan individer och samma individs olika ejakulat. Hundar ejakulerar
sperman i tre fraktioner: forsta fraktionen som ofta &r liten méangd, 0,5 ml, och har
klar farg; andra fraktionen som till storsta delen innehaller spermatozoer, har gra-
vit farg, ofta 1-2 ml; och tredje fraktionen som ar farglos eller klar, och har stor
volym, ungefar 10 ml (Oettlé 1990). Forsta och tredje fraktionens sekretioner kom-
mer fran prostata (England et al. 1990), medan andra fraktionen alltsa bestar av
spermatozoer som har lagrats i bitestikeln (Oettlé 1990). Volymen av ejakulatet
varierar mellan 0,5 och 15 ml beroende pa hundens storlek (Oettlé 1990). Ejakula-
tets farg ar normalt sett olika nyanser av gravitt enligt Oettlé (1990), medan rosaréd
missfargning ansags innebéara inblandning av rdda blodkroppar.

For att spermiemorfologin ska anses vara normal boér 60 % av spermierna ha
normal morfologi (Oettlé 1993) och minst 60 -70 % av spermierna bér vara motila
for att det ska anses normalt (Oettlé 1990).

Bade underndring och fetma inverkar negativt pa spermatogenesen, och feber
kan orsaka dalig spermakvalitet (Oettlé 1990). Epididymit kan visa sig som leu-
kospermi, farre antal spermier och/eller azoospermi.

2.2.1. Vanliga defekter hos hund

Olika typer av morfologiska spermiedefekter hos hund enligt Oettlé (1990):
e Abnormaliteter i akrosomen
o Okad densitet
o ”Ridges” eller cystor i akrosomen
o Oregelbundet fordelat akrosomalt material
o Patologisk eller fysiologisk nedbrytning av akrosomen
e Huvudfel
o Makro- eller mikrocefali
Paronformat huvud
Kéarnsacksbildning
”Ridge” eller dubbla karnor
Dubbla huvuden

o O O O
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Bisarra huvudformer
Smala huvuden
Huvud-bas-defekter
Dekondensation av kdrnan
o Lo6sa huvuden
o Mittstycksdefekter
o Cytoplasmatiska droppar, proximala droppar
o Distala droppar
o Rupturerat mittstycke
BOjt mittstycke
e Svansdefekter
o lhoprullade svansar
o Dubbla svansar
e Agglutination av spermier

o O O O

o

Frammande celler som kan ses i ejakulatet ar makrofager, spermiogenetiska celler,
leukocyter och epitelceller (Oettlé 1990).

Azoospermi ar benamningen pa avsaknad av spermier i ejakulatet (World Health
Organization 2010; Tesi et al. 2018). Oligozoospermi innebdr att ejakulatet inne-
haller farre spermier an vad som anses normalt (World Health Organization 2010).
Astenozoospermi innebdr att andelen motila spermier &r under gransen for det nor-
mala och teratozoospermi ar benamningen pa tillstand da andelen morfologiskt de-
fekta spermier ar dver gransen for det normala (World Health Organization 2010).

2.2.2. Fertilitetsproblem hos berner sennen

SShK har i sin Rasspecifika Avelsstategi (RAS) satt upp ett mal om att na minskade
reproduktionsproblem inom rasen (Svenska Sennenhundklubbens avelsrad 2018).
Enligt rapporten far berner sennen sma kullar, drygt fem valpar per kull, vilket ar
relativt litet antal for en hund av denna storlek. Dessutom har rasen en Iag draktig-
hetsprocent, ca 65 %, dar forvantad dréktighetsprocent bor vara 10-15 procenten-
heter hogre enligt rapporten.

2.3. AMH — Anti-Mullerskt hormon

AMH tillhér TGF-beta-familjen (transforming growth factor-beta-familjen), och
produceras av somatiska celler i gonaderna, sertoliceller hos hanar (i testiklarna)
respektive granulosaceller hos honor (i dggstockarna) (Josso & di Clemente 1999).
AMH ér ett dimeriskt glykoprotein (Rey et al. 2003). Namnet AMH beféstes som
det mest anvéanda istallet for andra bendmningar som MIS (Millerian Inhibiting
Substance) och MIF (Mdllerian Inhibiting Factor) i en artikel av Josso et al. (1993).
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2.3.1. Hormonets funktion hos hanar respektive honor i olika
aldrar

Reproduktiva strukturer borjar utvecklas tidigt under fostrets utveckling (Sjaastad
et al. 2010). Alla foster bildar bade Wolfska gangar som sedan blir hanliga konsor-
gan, och Miillerska gangar som sedan blir honliga kénsorgan (Rey et al. 2003).
SRY-genen i Y-kromosomen styr gonaderna till att bli testiklar (Berta et al. 1990)
och nér de mognar bdrjar de bilda testosteron och AMH (Sjaastad et al. 2010).
AMH paverkar de Miullerska gangarna att tillbakabildas tidigt i fosterstadiet hos
hanliga foster, och hormonet &r uppkallat efter denna forsta kénda funktion hos fos-
ter (Josso et al. 2013). Vid avsaknad av de testikuldra hormonerna testosteron och
AMH, eller receptorer for hormonerna pa malorganen, utvecklar fostret honliga inre
och yttre genitalia (oavsett genetiskt kon) (Rey et al. 1999). Hos alla foster bildas
receptorer for AMH i de Millerska gangarna under en viss tid i fosterstadiet, men
eftersom AMH bara bildas i testiklarna hos hanar under den tiden &r det bara hos
hanarna som Miillerska gangarna tillbakabildas (Rey et al. 2003). Reglering av pro-
duktion av AMH under fosterstadiet ar viktig, sa att endast hanar producerar hor-
monet under perioden da de Miillerska gangarna ar mottagliga for hormonet (Josso
et al. 2001).

Hanar

AMH borjar produceras tidigt i differentierande sertoliceller (dvs tidigt under fos-
terstadiet) hos hanar (Josso & di Clemente 1999). Efter att sertolicellen differen-
tierats och beféast gonadens utveckling till testikel & AMH-genen en av de forsta
som aktiveras (Petersen & Soder 2006). Regressionen av de Miillerska gangarna
sker genom att AMH initierar apoptos av cellerna i de Mullerska gangarna (Allard
et al. 2000). Regleringen av tillbakabildandet av de Miillerska gangarna &r okom-
plicerad, endast liganden AMH och en receptor (AMH-typ Il-receptorn) &r invol-
verade (Mishina et al. 1996). Produktionen av AMH ar hdg fram till puberteten hos
maéanniska (Josso & di Clemente 1999) och efter puberteten minskar produktionen
av AMH (Josso et al. 2001). Under puberteten sker en mognad av sertolicellerna
som hos manniska bland annat innefattar en minskning av AMH-sekretion (Rey et
al. 1993). I de tubuli seminiferi som forst far meiotisk aktivitet i germinalcellerna
upphor ocksa AMH-produktionen forst (Rey et al. 1996). Vid mognaden av ser-
tolicellerna forstarks blod-testis-barridaren med tight junctions, och frisattningen av
AMH koncentreras ddrmed snarare mot lumen &n basallamina, varfor koncentrat-
ionen av AMH &r hogre i seminalplasma &n serum hos postpubertala man (Fénichel
et al. 1999). Den minskade produktionen av AMH i serum skulle kunna anvandas
for att forutspa pubertetens start hos manniska (Al-Attar et al. 1997). Aven AMH-
koncentrationen i serum hos tjurar sjunker vid puberteten (Rota et al. 2002). Okade
intratestikulara nivaer av testosteron sammanfaller i puberteten med nedregleringen
av AMH-koncentration i serum (Young et al. 1999). Nedregleringen av AMH sker
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innan koncentrationen av testosteron har stigit i serum, vilket beféster att det &r det
intratestikuléra testosteronet som &r viktigt for den minskade produktionen av AMH
(Al-Attar et al. 1997). Samma studie visade att &ven meiotisk aktivitet bland ger-
minalcellerna nedreglerar AMH-produktionen och att FSH 6kar produktionen av
AMH, bade genom direkt 6kad produktion och genom stimulering av proliferation
av sertoliceller. Mdss som genmanipulerats att inte producera FSH har innan pu-
berteten lagre koncentration av AMH i serum, férre antal sertoliceller och mindre
testikelvolym (Lukas-Croisier et al. 2003). Testosteron och meiotisk aktivitet i ger-
minalcellerna nedreglerar alltsa produktionen av AMH, medan FSH har en uppre-
glerande funktion (Rey 1998). Ytterligare studier beskriver att FSH stimulerar pro-
liferation av sertoliceller, och att AMH-produktionen &r som hogst vid celldelning
av sertoliceller (Rey 1998). Studier pa mdoss har visat att sertolicellerna inte har
receptorer fOr androgener forran efter fodseln, varfor testosteron hos foster, som
kan vara lika hdga koncentrationer som under puberteten, inte paverkar AMH-pro-
duktionen (Al-Attar et al. 1997). AMH har en roll i att reglera Leydigcellernas pro-
liferation och darmed androgensyntes (Al-Attar et al. 1997). Hos han-m@dss som
producerar valdigt hoga nivaer av AMH ses outvecklade Wolfska gangar och hon-
liga externa genitalia, vilket &r ett tecken pa brist pa testosteron, och avsaknad av
Miillerska gangar, vilket antyder att AMH har inducerat tillbakabildning av de hon-
liga interna kénsorganen (Mishina et al. 1996). Dessa resultat kan bero pa att hdga
nivaer av AMH nedreglerar produktionen av testosteron. AMH (tillsammans med
testosteron) har visat sig vardefullt i diagnostiken kring intersex-personer, dar ana-
lys av hormonet kan anvéndas for att skilja mellan abnormal testikular utveckling,
dissocierad tubular-interstitiell testikular funktion och insensitivitet i malorgan
(Rey et al. 1999). Koncentrationen av AMH i serum har sedan tidigare anvants for
att pavisa funktionell testikelvavnad, dven i de fall inga palpapla gonader kan pavi-
sas (Rey et al. 1999).

Honor

AMH produceras av granulosaceller i dggstockarna (Josso & di Clemente 1999).
Hormonet produceras i grova drag i lag grad fran strax efter fodseln till menopaus
hos manniska (Josso et al. 2001). Studier har visat att AMH-produktionen &r storre
i sma (pre-antrala) folliklar an i stora (antrala, utvecklade) folliklar (Fanchin et al.
2005a) och koncentrationen av AMH i serum &r positivt korrelerat till antalet sma
antrala folliklar i dggstockarna (Fanchin et al. 2005b). Det sisthdmnda kan anvan-
das som en markor for att forutsaga ovarialreserven (Rey et al. 2003). Héga kon-
centrationer av AMH i serum kan ocksa anvandas diagnostiskt, som indikation pa
polycystiska dggstockar och granulosacellstumorer (Rey et al. 2003).
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2.3.2. Kliniska applikationer av AMH hos hund

AMH kan anvandas vid understkning for att utreda om en individ har gonader eller
inte. Det kan exempelvis handla om misstankt kvarvarande dggstocksrester efter
kastration, eller en upphittad hund utan palpabla gonader. En tik som har detekter-
bara koncentrationer av AMH i serum har med stor sannolikhet dggstockar eller
aggstocksrester (Turna Yilmaz et al. 2015; Alm & Holst 2018). Odetekterbara kon-
centrationer av AMH &r dock svarare att tolka som ensam parameter, eftersom aven
intakta tikar kan ha odetekterbara koncentrationer av AMH (Alm & Holst 2018).
Kryptorkida hanhundar har signifikant hogre koncentration av AMH i serum jam-
fort med hanar med skrotala testiklar (Hornakova et al. 2017), och odetekterbara
koncentrationer av AMH tyder pa avsaknad av testikelvavnad (Holst 2017).

For att diagnostisera testikeltumdorer hos hanhundar kan AMH anvéndas da in-
divider med sertolicellstumdrer har signifikant hogre koncentration av AMH i se-
rum jamfort med friska, intakta hanhundar och hundar med annan testikelpatologi
(Holst & Dreimanis 2015). Tidigare studier har visat att AMH uttrycks i hog grad i
sertolicellstumdrer (Banco et al. 2012).

2.3.3. Kunskap om kopplingen mellan AMH och spermakvalitet

Hos méanniska

Flertalet studier har utforts pa kopplingen mellan AMH och spermakvalitet hos
manniska. Ett fatal har undersokt samband mellan koncentrationen av AMH i serum
och parametrar for spermakvalitet, de flesta har undersokt korrelation mellan
AMH-koncentrationen i seminalplasman och spermakvalitet.

HGOg koncentration av AMH i serum har associerats med hogre andel morfolo-
giskt defekta spermier (Aksglaede et al. 2018). Testikelvolymen var stérre i grup-
pen med hogst koncentration av AMH i serum, och hogre AMH-koncentration var
ocksa korrelerat till lagre kroppsvikt och lagre BMI (Aksglaede et al. 2018). En
studie fann inget samband mellan koncentrationen av AMH i serum och sperma-
kvalitet (Kucera et al. 2016). En tredje studie menar att koncentrationen av AMH i
serum var lagre hos man med nedsatt spermakvalitet (Goulis et al. 2008).

Hos méanniska har det beskrivits ett positivt samband mellan koncentrationen av
AMH i seminalplasman och spermie-koncentrationen, totalt antal spermier i ejaku-
latet och spermiemotilitet (Andersen et al. 2016). Annu en studie fann positivt sam-
band mellan AMH-koncentrationen i seminalplasma och testikelvolym, totalantal
spermier och andel motila spermier (Mostafa et al. 2007). Samma studie fann en
negativ korrelation mellan AMH i seminalplasma och andel morfologiskt avvi-
kande spermier. En tredje studie fann ocksa positivt samband mellan koncentra-
tionen av AMH i seminalplasma och testikelvolym och spermie-koncentration,
samt signifikant lagre AMH i seminalplasman hos mén med oligozoospermi (Fu-
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jisawa et al. 2002). Annu en studie har visat att man med oligozoospermi har sig-
nifikant lagre koncentration av. AMH i seminalplasman (Kucera et al. 2016). Yt-
terligare en studie har visat att m&n med normal sperma har signifikant hogre kon-
centration av AMH i seminalplasma jamfért med man med subfertilitet (Fénichel
et al. 1999).

Andra djurslag

AMH ar matbart i bade serum och seminalplasma hos hast och asna (Claes et al.
2013; Holst et al. 2020). Studien om héstar inkluderade ingen jamférelse med sper-
makvalitet, men det gjorde studien om asnor. De studerade forandringar runt pu-
berteten och pavisade inget samband mellan koncentrationen av AMH i serum eller
seminalplasma och spermakvalitet, utdver en positiv korrelation mellan koncent-
rationen av AMH i serum vid puberteten och testikelstorlek hos djuren i vuxen alder
(Holst et al. 2020). AMH har &ven pavisats i seminalplasma hos galt, men inte hel-
ler den studien gjorde ndgon jamforelse med spermakvalitet och koncentration av
AMH (Josso et al. 1979). Hittills finns ingen litteratur publicerad, som undersoker
AMH och dess eventuella koppling till spermakvalitet hos hund.
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3. Material och metoder

3.1. Studiepopulation

| den hér studien undersoktes 65 hanhundar av rasen berner sennen med avseende
pa deras fruktsamhet. Aldersspannet pé& deltagande hundar var 16-134 manader.
Bade avelshannar och hanar som inte har gatt i avel deltog. Hundarna tilldelades
varsin bokstavskod; A-O, samt AA, AB, AC osv. nar alfabetet hade tagit slut.

Hundarna rekryterades till studien genom annonsering via en egen hemsida pa
SLU, sociala medier (en egen Facebookgrupp startades for projektet, samt annon-
sering i olika grupper riktade till berner sennenhundégare) och en annons i Sen-
nenbladet. Studien initierades i samarbete med rasklubben for berner sennen, SShK.

Insamling av prover startade i mars 2020 och pagick fram till sista oktober 2020.
| Uppsala provtogs 23 av de 65 hundarna. Veterinarkliniker runt om i landet tillfra-
gades att delta i provinsamlingen for att underlatta for de djurdgare som inte kunde
ta sig till Uppsala. Totalt var 16 veterinarer med i provinsamlingen. Se bilaga 2 for
lista 6ver deltagande Kliniker. Alla deltagande veterinarer fick information om pro-
jektet, remiss till provsamlingen (se bilaga 3 och 4) och ett provtagningskit. And-
rologisk undersokning (inklusive matning av testikelstorlek), blodprovstagning
samt initial bedomning av spermaprovet (ejakulatets farg och volym, samt spermie-
motiliteten) gjordes av provtagande veterindr innan proverna och ifylld remiss
skickades med postgang till Spermalab pa SLU for spermaanalys (se underrubrik
“provhantering och spermaanalys”).

3.2. Provsamling och anamnesformular

Fran varje hund samlades spermaprov och blodprov. En andrologisk undersékning
och hullbeddmning utférdes pa varje hund, och respektive djuragare svarade pa ett
kortfattat frageformular om hundens halsa och avelshistorik (se bilaga 3).
Malsattningen var att ha en I6pande teasertik med vid spermasamlingen, vilket
skedde i 64 av de 65 hundarnas spermasamlingar. | de flesta fall hade djurégare till
hanar i projektet mojlighet att ta med en I6pande tik sjalva (antingen egen eller
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nagon de kande) och i enstaka fall bistod deltagare i projektet med att rekrytera
I6pande tik vid provtagningar i Uppsala (antingen undervisningshundar pa SLU el-
ler genom annonsering i grupper pa Facebook som riktar sig till veterinarstudenter
och/eller bostadsomradet for SLU-studenter). Hanar som deltog i projektet tillats
lukta pa teasertiken for att underlatta spermasamlingen. Andra och delar av tredje
spermafraktionen samlades genom manuell stimulering av penis, total uppsamlad
volym varierade mellan 0,5-35,5 ml.

Blodprov togs med vacutainersystem eller 6ppen kanyl, 1 EDTA och 2-3 se-
rumror samlades.

Den andrologiska undersokningen bestod av rektal palpation av prostata och
matning av testiklarna (se remiss i bilaga 4). Testiklarna méttes var och en for sig i
tre dimensioner (diameter —d, hojd — h, tjocklek — t), samt bada testiklarnas gemen-
samma diameter. Utifran dessa matt uppskattades testiklarnas volym enligt formeln
for volymberakning av ellipsoid: V=(d*h*t*x)/6 for bade hoger och vénster testi-
kel, vilka sedan adderades for en uppskattad volym av béda testiklarna. Atta av
hundarna anvandes for validering av matmetoden. De maéttes av tva eller tre perso-
ner varav tre hundar aven mattes tre ganger av samma person. Méatningarna utfordes
blindat, dar varje person inte kunde se resultatet av féregaende matningar. | de fall
da samma person matte samma hunds testiklar tre ganger tillats viss tid passera
mellan méatningarna (5-10 min), och personen hade inte tillgang till anteckningarna
fran tidigare matningar. Fran de upprepade matningarna berdknades en variations-
koefficient (CV, coefficient of variation) for matningarna for respektive hund enligt
formeln CV=standardavvikelse/medelvarde.

3.3. Provhantering och spermaanalys

Spermaprovet beddmdes okulart avseende farg och volym. Direkt efter provsam-
lingen gjordes en manuell bedémning av spermiemotiliteten pa ett uppvarmt ob-
jektsglas med ett fas-kontrast-mikroskop. Sedan gjordes slata utstryk och vall-
utstryk fran rasperman. Nagra droppar sperma (>4, tills Formol-Saline-16sningen
sag mattad ut) konserverades i buffrad formalin, och 500 mikroliter rasperma spa-
rades i +8° C. Alla spermaprover analyserades sedan pa Spermalab pa SLU enligt
nedan.

Det slata utstryket fargades enligt Williamsfargning och spermiehuvudena be-
domdes, 500 spermier raknades och defekter (typ och antal) noterades. Vallutstry-
ket fargades enligt Papanicolaoufargning och dar bedémdes férekomst av Ovriga
celler (leukocyter, erytrocyter, epitelceller, batceller, spermiogenetiska celler och
degenererade pyknotiska celler). Svansfel bedomdes fran en droppe av Formolsa-
line, 200 spermier raknades och typ och antal av defekter noterades. Spermiekon-
centrationen bedémdes i spadning 1:100 i Birkerkammare. Antalet defekta sper-
mier raknades och utifran det beraknades andelen spermier med normal morfologi.
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Kvarvarande sperma centrifugerades i 3000 x g i 10 minuter. Supernatanten, dvs.
seminalplasman, fordelades jamnt i 4 stycken 2 ml kryordr (markta med nummer
1-4, namn, kod). I de fall den volymen Gverskred 8 ml seminalplasma sparades
Overskottet 1 1ampligt antal kryoror (mérktes med namn, kod och extra seminal-
plasma”). Pelleten med spermier fordes over till ett 2 ml kryordr (mérkt med nr 5,
namn och kod). Kryordren forvarades frysta i -84° C i vantan pa analys.

Blodproverna centrifugerades i 3500 x g i 10 minuter. Fran EDTA-roret dverfor-
des supernatanten, dvs. blodplasman, till ett 2 ml kryorér (mérkt med nr 7, namn
och kod), och pelleten med blodkroppar till ett 2 ml kryoror (mérkt med nr 6, namn
och kod). Fran serumroren 6verfordes supernatanten, dvs. serumet, till 4 stycken 2
ml kryordr (markta med nr 8-11, namn och kod). Kryororen forvarades frysta i -
84° C i vantan pa analys.

3.4. Analys av AMH i serum och seminalplasma

Koncentrationen av AMH mattes i serum och seminalplasma med en sandwich-
ELISA (AMH Gen Il ELISA, Beckman Coulter), enligt medféljande manual. Brun-
narna i ELISA-plattan &r belagda med anti-AMH-antikroppar, till vilka AMH-mo-
lekylerna binds. Efter ett antal steg med tvatt av provet tillséatts en anti-AMH-de-
tektionsantikropp for att pavisa mangden AMH, och mangden AMH mittes sedan
genom att avlasa absorbansen i proven vid vissa vaglangder.

ELISAN utférdes enligt foljande. Reagenser och prover tillats anta rumstempe-
ratur och blandades forsiktigt men vl innan arbetet paborjades. Tvattlosningen
spaddes 1:10 med avjoniserat vatten. Kalibratorer, kontroller och prover analysera-
des i duplikat. Totalt 65 serumprover analyserades. 2 av serumproverna visade
omatbart hoga koncentrationer av AMH och spéaddes darfor 1:2, varefter méatbara
varden uppmattes. Totalt 16 seminalplasmaprover analyserades.

Alla kalibratorer, kontroller och prover bereddes med AMH Gen Il Assay Buf-
fert, spadning 1:6, vilket innebar att 60 mikroliter av kontroller, kalibratorer och
prover blandades med 300 mikroliter buffert vardera. Detta blandades vél med hjalp
av en vortex.

Till varje brunn pa ELISA-plattan tillsattes 120 mikroliter av de uppblandade
kalibratorerna, kontrollerna och proverna. Plattan inkuberades sedan i rumstempe-
ratur under skakning vid 700 rpm i en timme.

Varje brunn tvattades sedan fem ganger med en automatisk mikrotiterplattetvatt-
maskin.

Till varje brunn tillsattes 100 mikroliter antikropp-biotin-konjugatlésning med
en precisionspipett. Brunnarna inkuberades sedan under skakning vid 700 rpm i
rumstemperatur i en timme. Brunnarna tvattades igen enligt ovan beskrivet satt.
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Till varje brunn tillsattes 100 mikroliter streptavidin-enzym-konjugatlésning
med en precisionspipett. Brunnarna inkuberades sedan under skakning vid 700 rpm
I rumstemperatur i 30 minuter. Brunnarna tvattades igen enligt ovan beskrivet satt.

Till varje brunn tillsattes 100 mikroliter TMB-kromogenlésning (tetrametylben-
zidin-kromogen-l6sning, fargsubstratet) med en precisionspipett. TMB-kromogen-
I6sningen undveks nogsamt att utséttas for solljus. Brunnarna inkuberades under
skakning vid 700 rpm vid rumstemperatur. Inkubationstiden var 4-6 minuter, exakt
tid for inkubering avgjordes utefter fargutvecklingen, da omgivningens temperatur
kan paverka fargutvecklingen. Tidméatningen startades da TMB-kromatogenlos-
ningen tillsattes till de forsta brunnarna.

Till varje brunn tillsattes 100 mikroliter stoppldsning med en precisionspipett i
samma ordning och med samma hastighet som tillsatsen av TMB-kromatogenlos-
ningen.

Absorbansen i brunnarna avlastes direkt efter att stoppldsningen tillsatts. Kon-
centrationen av AMH beréknades genom att berdkna medelabsorbansen for varje
kalibrator, kontroll och prov. Logaritmen av medelvardena ritades upp langs y-ax-
eln och relaterades till AMH-koncentrationen i ng/ml langs x-axeln i ett diagram
med hjalp av kubisk regressions-kurvanpassning. Vardet multiplicerades med spéd-
ningsfaktorn i de fall provet hade spatts.

3.5. Statistiska analyser

Datan fran studien analyserades med multivariabel linjar regression, dar variabler
med p>0,2 stegvis togs bort. Resultat med p<0,05 bedémdes som signifikanta.

3.6. Etiskt tillstand och litteratursokning

Etiskt tillstand for studien erholls fran Uppsala djurforsoksetiska namnd, diarie-
nummer 5.8.18-17395/2018. Alla djurédgare gav skriftligt medgivande till att delta
med sin eller sina hundar i studien.

For litteraturstudien har databaserna pubmed och google scholar anvants. Olika

2 2 2 2

kombinationer av sokorden ”AMH”, ”sperm quality”, ”canine”, “dog”, ”seminal
plasma”, “epididymal function” anvéndes for att generera traffar pa lampliga artik-
lar. Intressanta kallor till artiklarna som hittades pa ovan namnda satt anvandes

ocksa till litteraturstudien.
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4. Resultat

4.1. Deskriptiv statistik

Nedan presenteras data fran anamnes, undersékning och spermiebeddmning som
undersokts eller anvants i den har studien. Hundarnas alder, vikt, hull (nio-gradig
skala) och ejakulatets volym presenteras i tabell 1. Tva hundar saknade uppgift om
hullbeddmning. Totalt antal spermier per ejakulat, beddmning av andel motila sper-
mier, andel morfologiskt normala spermier, och andel morfologiskt defekta sper-
mier fordelat i grupperna huvudfel, mittstyckefel och svansfel presenteras i tabell
2. Tva av hundarna hade inga eller for fa spermier for att kunna gora korrekt be-
démning av motilitet och morfologi, och ytterligare tva hundar hade for fa spermier
for att gora en korrekt bedémning av motiliteten. Dessa saknas darfor i beddém-

ningen.

Tabell 1. Deskriptiv statistik: anamnes och undersékning

Variabel N Medel- | Standard- Min | Median Max
varde avvikelse

Alder vid provtagning 65 53,3 30,5 16,0 48,0 137,0

(manad)

Vikt (kg) 65 49,4 49 35,0 50,0 58,1

Hull (1-9) 63 51 0,9 3,0 5,0 9,0

Volym ejakulat (ml) 65 9,1 6,6 0,5 8,0 35,5

Tabell 2. Deskriptiv statistik: spermiebeddmning

Variabel N Medel- | Standard- Min | Median Max
varde avvikelse

Totalantal spermier (mil- | 65 1,03 0,82 0,0 0,97 3,65

jarder)

Beddmning motilitet 61 65,95 21,91 50 75,0 98,0

spermier (%)

Normala medeltal (%) 63 50,21 24,43 10,0 50,5 87,5

Totala huvudfel (%) 63 15,08 13,64 3,9 9,9 69,5

Totala mittstyckefel (%) | 63 17,44 16,36 2,0 10,5 79,5

Totala svansfel (%) 63 25,96 19,63 2,0 22,6 82,0
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4.2. Deskriptiv statistik for testikelstorlek
Nedan redovisas hundarnas uppmatta testikelstorlek och berdknade testikelvolym.

Tabell 3. Deskriptiv statistik over testikelstorlek

Variabel N | Medel- | Standard- | Min |Median | Max
varde | awvikelse
Diameter (bada) (mm) 64 55,6 12,7 | 36,0 52,5 | 110,0
Diameter sin (mm) 65 28,9 78| 19,0 27,0 60,0
Diameter dx (mm) 65 28,6 8,4 | 19,0 26,0 | 70,0
Hojd sin (mm) 65 34,3 11,4 20,0 30,0 | 70,0
H6jd dx (mm) 65 34,3 12,6 | 18,0 30,0 | 70,0
Tjocklek sin (mm) 65 44,5 10,5| 19,0 45,0 | 65,0
Tjocklek dx (mm) 65 44,8 10,6 | 20,0 45,0 | 65,0
Uppskattad total volym (cmq) 65 47,6 30,7 | 18,0 37,3 | 161,8
Uppskattad volym SIN (cm?) 65 23,2 13,2 9,1 196 | 77,4
Uppskattad volym DX (cm?) 65 24,4 18,7 8,4 18,3 | 99,6

4.3. Validering av testikelmatning

Nedan presenteras resultaten fran validering av metoden (skjutmatt) for hur hun-
darnas testiklar mattes. Hund A, AM, AO, AP och AQ mittes av tva olika personer.
Hund AW, AX och AY mattes av tre olika personer. Hund AW, AX och AY mattes
dessutom tre ganger av samma person. Nér tva eller tre personer gjorde matningar-
na var variationskoefficienten 1,2—-33,9 % for uppskattad total testikelvolym och 0—
18 % for testiklarnas diameter (tabell 4). Nar en person gjorde tre upprepade mét-
ningar var variationskoefficienten 5-16,8 % for uppskattad total testikelvolym och
1,9-9,1 % for testiklarnas diameter (tabell 5). Diametern av bada testiklarna be-
doms ha det tydligaste sambandet med total uppskattad volym, jamfort med Ovriga
de testikelmatten hojd och tjocklek (se bilaga 5). Sambandet mellan uppskattad vo-
lym och bada testiklarnas diameter &r signifikant (p <0,001) och visas i figur 1.
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Tabell 4. Variationskoefficient mellan olika personers matningar

Hund | Uppskattad | Standard- | Medel- | CV | Diameter [Standard- [Medel- CVv
total volym |avvikelse, |varde, | (%) | (bdda) javvikelse, |varde, (%)
(cm?d) total vo- | total (mm) diameter diameter

lym (cm®) |volym bada bada
(cm®) (mm) (mm)

A 25 15 26| 58 62 9,9 55| 18
27 48

AM 44 0,5 44 1 1,2 60 1,4 61| 2,3
44 62

AO 31 6,9 26 | 26,3 45 0 45 0
21 45

AP 60 7,2 55| 13 58 2,1 56,5| 3,8
50 55

AQ 44 4,5 411 11 50 1,4 51| 2,8
37 52

AW 50 9,2 46 | 19,9 50 5,3 48| 11
35 42
52 52

AX 41 11,0 331339 54 55 48,3 | 11,4
37 48
20 43

AY 40 6,4 331193 59 6,2 54 | 11,6
28 47
30 56

Tabell 5. Variationskoefficient mellan samma persons upprepade matningar

Hund | Uppskattad |Standard- | Medel- | CV |Diameter |Standard- | Medel- CcVv
total volym |avvikelse, |varde, | (%) [(bdda) [avvikelse, |varde, i %
(cm®) total vo- | total (mm) diameter | diameter

lym (cm?®) |volym bada bada
(cm®) (mm) (mm)
AW 52 7,3 44 | 16,8 52 1 52| 1,9
39 51
41 53
AX 20 1,3 20| 6,6 43 2 43 | 47
19 45
22 41
AY 30 15 29 5 56 4,6 50,7 | 91
28 48
30 48
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Figur 1. Relationen mellan uppmétt diameter och uppskattad volym. Linjen &r en regressionslinje.
Sambandet &r statistiskt signifikant.

4.4. AMH i seminalplasma

Hos 16 hundar med varierande alder och spermakvalitet mattes koncentrationen av
AMH i seminalplasman. Hos alla 16 hundar var koncentrationen av AMH i semi-
nalplasman odetekterbar (<0,2 ng/ml). | tabell 6 redovisas data for dessa 16 hundar.
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Tabell 6. Data for de 16 hundar dar koncentrationen av AMH mattes i seminalplasman

Hund |Konc. |Provtagen |Alder Volym | Totalantal Motilitet | Normal
AMH i |i Uppsala |(méanader) |ejakulat | spermier (%) morfo-
serum | (ja/nej) (ml) (miljarder) logi (%)
(ng/ml)

D 9,18 | ja 33 4,5 1,28 90 59,5

P 16,71 | ja 104 3 0,15 5 10,5

X 4,03 | nej 18 6 0,73 20 39

Y 2,8 | nej 33 4,5 1,82 50 32

z 8,04 | ja 47 13 0,09 15 49

A 3,89 | ja 118 3 0,22 50 20

A 28,48 | nej 56 4 0]- -

AB 5,73 | nej 36 8 3,02 85 47,5

AD 6,02 | nej 66 27 0,51 70 44,5

AF 4,29 | nej 65 9,5 2,07 60 83

Al 4,49 | ja 47 7 1,15 75 44

AW 3,79 | ja 78 7 1,77 70 35,5

AY 4,09 | ja 17 4 0,92 80 77,5

BE 6,78 | nej 19 1 0,32 80 79,5

BF 7,5 | nej 40 34 1,55 60 34,5

BG 6,33 | nej 41 2,8 1,46 70 80

45. AMH i serum

AMH var matbart i serum hos alla 65 hundar. Medelvérdet var 5,932 ng/ml, me-
dianen var 5,09 ng/ml, lagsta koncentrationen var 0,77 ng/ml och hégsta koncentra-
tionen var 28,48 ng/ml (figur 2).
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Figur 2. Koncentration av AMH i serum (ng/ml).

Koncentrationen av AMH i serum var signifikant associerat med hundens alder
(p=0,02). Aven forekomst av erytrocyter i ejakulatet hade ett statistiskt signifikant
samband med koncentrationen av AMH i serum (p=0,03), men den stora sprid-
ningen i av varden i grafen medférde att grafen var svartolkad. | den har studien
fanns inget signifikant samband mellan ejakulatets farg, hundens vikt, eller testik-
larnas konsistens eller storlek (figur 4) och koncentrationen av AMH i serum.
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Figur 3. Relationen mellan alder och AMH-koncentration (ng/ml). Linjen representerar en
regressionslinje for datan. Sambandet var statistiskt signifikant
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Figur 4. Relationen mellan testiklarnas storlek (diametern matt i mm) och koncentrationen av
AMH i serum (ng/ml). Sambandet var inte signifikant.
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Koncentrationen av AMH &r associerad med spermiemotiliteten (p<0,001, figur 5),
andel morfologiskt normala spermier (p=0,016, figur 6) och andel spermier med
defekta huvuden (p=0,003, figur 7).
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Figur 5. Relationen mellan AMH-koncentration (ng/ml) och spermiemotilitet (%). Linjen represen-
terar en regressionslinje. Sambandet var statistiskt signifikant
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Figur 6. Relationen mellan AMH-koncentration (ng/ml) och andel spermier med normal morfologi

(%). Linjen representerar regressionslinjen, sambandet var statistiskt signifikant (se inverterade
grafen i bilaga 1, dar sambandet tydligare kan visualiseras).
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Figur 7. Relationen mellan AMH-koncentration (ng/ml) och andel spermier med defekta huvudfor-

mer (%). Sambandet var statistiskt signifikant

I den hér studien fanns inget signifikant samband mellan koncentrationen av AMH
i serum och totala antalet spermier per ejakulat (p=0,07, figur 8), andelen spermier
med mittstycksdefekter (p=0,60) eller andelen spermier med svansdefekter

(p=0,27).
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Figur 8. Relationen mellan AMH-koncentration (ng/ml) och totalantal spermier per ejakulat (mil-

jarder). Sambandet var inte statistiskt signifikant.

36



5. Diskussion

I den hér studien hade hundarna liknande koncentration av AMH i serum (me-
delvarde 5,9 ng/ml) som tidigare uppmatts hos hanhundar (median 5,1 ng/ml hos
friska kontrollhundar) med samma ELISA-metod (Holst & Dreimanis 2015). En-
dast fem hundar hade en koncentration av AMH 6ver 10 ng/ml, och alla dessa be-
domdes ha dalig spermakvalitet, med fa eller inga spermier i ejakulatet och hdg
andel defekta eller imotila spermier. Aven de tva hundarna med allra lagst koncent-
ration av AMH (0,77 respektive 0,79 ng/ml) hade liknande dalig spermakvalitet,
vilket skulle kunna fora tankarna mot att bade for 1ag och for hog koncentration av
AMH i serum indikerar dalig spermakvalitet. Det finns dock resultat som talar emot
denna teori, till exempel att den hund med tredje lagst koncentration av AMH (2,17
ng/ml) hade mycket god spermakvalitet (hogt totalt antal spermier, hog motilitet
och hég andel morfologiskt normala spermier), och att det finns stor variation av
spermakvalitet med allt fran dalig till bra spermakvalitet hos 6vriga hundar. Den
statistiska metod som anvéndes kan endast pavisa linjara samband, varfor ett even-
tuellt samband déar bade for hdg och for lag koncentration av AMH i serum indikerar
dalig spermakvalitet inte kan visas vara signifikant i den har studien.

Koncentrationen av AMH i serum har i en tidigare studie pa manniska visats ha
samband med andel spermier med normal morfologi (Aksglaede et al. 2018). De
fann att hogre koncentration av AMH i serum var kopplat till teratozoospermi (lagre
andel spermier med normal morfologi), vilket stimmer éverens med datan i den har
studien (signifikant samband mellan hogre koncentration av. AMH i serum och
lagre andel spermier med normal morfologi). Vi har dessutom funnit att just defek-
ter pa spermiehuvudena ar korrelerat till koncentrationen av AMH. Hittills finns
ingen publicerad studie som star att finna som kopplar AMH till en specifik defekt.
En teoretisk tanke &r att sertolicellernas funktion &r mycket viktig vid utvecklingen
av spermiehuvudet eftersom sertolicellen ar delaktig i spermiogenesen, varfor detta
samband kan anses vara rimligt. Vi har i den hdr studien &ven visat att motiliteten
har ett signifikant samband med koncentrationen av AMH i serum. Vi fann att aste-
nozoospermi (lag andel motila spermier) ar kopplat till htgre koncentration av
AMH i serum. Det finns studier som har pavisat sambandet mellan astenozoospermi
och AMH, men da mellan astenozoospermi och lag koncentration av AMH i semi-
nalplasma (Mostafa et al. 2007; Andersen et al. 2016). Datan analyserades med
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multivariabel analys varfor &ven signifikanta samband som inte ar visuellt synliga
i graferna kunde pavisas.

Aldern pa hundarna visades i var studie signifikant paverka koncentrationen av
AMH i serum, stigande alder tenderar att ge hogre koncentrationer av AMH. Kan-
handa sker en tillbakagang till ett mer omoget stadie hos sertolicellerna ju &ldre
hunden blir. Hog koncentration av AMH i serum kan vara ett tecken pd omogna
sertoliceller (Rey et al. 1993), vilket skulle kunna vara forklaringen till den laga
spermakvaliteten hos individerna med hog koncentration av hormonet i var studie.
Omogna sertoliceller torde kunna vara en forklaring till 1agt totalantal spermier, lag
andel motila spermier och hog andel defekta spermier, eftersom en omogen ser-
tolicell borde ha nedsatt formaga att producera normala spermier. Kanske kan det
vara kopplat till en eventuell aldersrelaterad sjunkande koncentration av testoste-
ron, som da slutar hamma produktionen av AMH (Rey et al. 1993), men mer forsk-
ning behovs for att kunna faststélla ett sddant samband hos hund.

Med stigande alder kan en viss forsamring av spermakvaliteten forvantas. Med
hjélp av den statistiska metod som anvandes i studien (multipel linjar regression)
kunde den koppling som ses mellan nedsatt spermakvalitet avseende tidigare
namnda parametrar och hdgre AMH-koncentration visas vara statistiskt signifikant,
aven utover den koppling som bade spermakvalitet och koncentration av AMH i
serum har till aldern.

Kopplingen mellan AMH och forekomst av erytrocyter i sperman var statistiskt
signifikant. Grafen var dock svartolkad pa grund av att de tre individer med hogst
AMH-koncentration alla var i gruppen utan forekomst av erytrocyter i sperman,
och utan dessa tre individer fanns ingen skillnad i AMH-koncentration mellan de
bada grupperna. For att vidare undersoka den eventuella kopplingen mellan erytro-
cyter i sperma och serumkoncentrationen av AMH kravs vidare studier.

Infor arbetet fanns en hypotes om att koncentrationen av AMH skulle ga att
koppla till det totala antalet spermier per ejakulat och testikelvolymen. Inget av
detta har dock visats ha ett signifikant samband med AMH-koncentrationen. En
tendens till hogre totalt antal spermier per ejakulat kunde ses i samband med lagre
koncentration av AMH i serum. Den litteratur som finns sedan tidigare har visat ett
samband mellan hogre koncentration av AMH i seminalplasma och hogre totalantal
spermier i ejakulatet (Mostafa et al. 2007; Andersen et al. 2016; Kucera et al. 2016),
men det finns inget samband i litteraturen mellan det totala antalet spermier och
koncentrationen av AMH i serum. Det finns dven en tendens till att mindre testikel-
volym é&r korrelerat till hogre koncentration av AMH i serum, men detta var alltsa
inte statistiskt signifikant. Dessutom hade det varit motséagelsefulla data jamfort
med tidigare studier, dar hog koncentration av AMH i serum &r korrelerat till storre
testiklar hos asna och manniska (Aksglaede et al. 2018; Holst et al. 2020).

En anledning till att vi inte kunde se tydligare samband mellan koncentrationen
av AMH i serum och testikelstorlek kan bero pa den matmetod vi anvande. Till
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exempel upplevs den hund med de uppmétt storsta testiklarna i studien ha normal-
stora testiklar, och det stora mattet beror troligtvis pa den enskilda méatningen (ut-
ford pa annan klinik) snarare dn abnormt stora testiklar. I vissa lagen finns inte moj-
lighet att mata testikelvolym med exempelvis ultraljud, som férmodligen &r basta
metoden for att mata testikelvolym i dagsléget, och den har studien inbegrep darfor
en mindre pilotstudie for att utvardera tillforlitligheten mellan olika matningar som
utforts med hjalp av skjutmatt. Variationskoefficienten var hogre vid jamforelser
mellan de uppskattade volymerna &n nar de uppmétta diametrarna granskades, vil-
ket tyder pa att diameter-mattet &r mer jamforbart mellan olika matare och mattill-
fallen &n vad en uppskattad volym &r. Det finns ett tydligt linjart samband mellan
den uppskattade volymen och diametermattet, som inte ar lika tydligt for hojd- re-
spektive tjockleksmattet (se bilaga 5), varfor en matning av testiklarnas diameter
(enskild testikel och/eller bada testiklarna) forefaller vara det enklaste mattet for att
uppskatta testikelstorleken.

Av de 16 hundar som undersoktes med avseende pa AMH i seminalplasma hade
ingen detekterbara koncentrationer. De 16 hundar som testades i den har studien
valdes med sa stor spridning som mojligt med avseende pa alder, ejakulerad volym,
totalt antal spermier, spermiemotilitet och andel spermier med normal morfologi
for att minska risken att nagon kategori av hund (exempelvis ung eller aldre, bra
eller dalig spermiemotilitet, 1agt eller hogt totalt antal spermier) missas, och resul-
tatet anses darfor vara tillforlitligt for den har studiepopulationen atminstone. Da
det inte finns nagon litteratur publicerad sedan tidigare som undersoker koncentra-
tionen av AMH i seminalplasma hos hund kan inga jamforelser géras med den hér
studiens resultat. Det verkar sannerligen som att hundar av rasen berner sennen inte
utsondrar AMH i seminalplasman, och sannolikt innebdr det att inga hundar gor
det, men studier bor goras pa fler hundraser for att helt sékert kunna sdga nadgot om
forekomsten av AMH i seminalplasma. Det finns en viss risk att méngden AMH i
seminalplasman spéds ut av den stora volymen prostatavatska, som &ven kan va-
riera mycket mellan individer, varfor eventuella framtida studier i omradet for-
slagsvis endast bor samla den andra fraktionen av ejakulatet for att sakerstélla att
eventuell AMH i seminalplasman kan detekteras.

Om det ar sa att hundar inte har samma omdirigering av AMH-utsondring till
seminalplasman under puberteten som till exempel ménniska (Fénichel et al. 1999)
eller asna (Holst et al. 2020) sa skulle det kunna innebéra att AMH som biomarkor
for spermakvalitet &r annu battre hos just hund &n ménniska. Dels eftersom det torde
bli ett tydligare eller enklare samband mellan spermakvaliteten och hormonnivan
da hormonet utsondras till en kroppsvitska istéllet for tva, vilket ger ett tydligare
samband till m&ngden producerat hormon, speciellt som studier har visat att det inte
finns ndgot samband mellan koncentrationen av AMH i serum och seminalplasma
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hos ménniska (Fénichel et al. 1999). Dels behdver man hos hund endast ta ett blod-
prov, istallet for att samla sperma, for att mata hormonkoncentrationen och pa sa
satt fa en uppfattning om spermakvaliteten.

Att studien enbart inbegriper en hundras, berner sennen, kan gora det svart att
veta om det vi har hittat ar sant for hundar generellt eller bara for rasen. Att en
fysiologisk funktion férekommer i endast en hundras och inte alla typer av hundar
ar dock ett ovanligt fenomen och forefaller inte sannolikt. Att bara anvénda data
fran en hundras kan ocksa ses som en stor fordel for studien, eftersom resultaten da
troligen ar mer likriktade och pa sa satt enklare att tolka. En felkélla i studien kan
vara att datadverforingen till det dokument som sedan anvands for analyser av datan
kan vara felaktig pa grund av den manskliga faktorn. Detta undveks genom att flera
personer inom projektet dubbelkollade datan.

Det finns teorier i litteraturen om att koncentrationen av AMH i serum under den
prepubertala perioden kan “forutsaga” individens spermakvalitet i framtiden, ef-
tersom AMH produceras i hdgst grad nar sertoliceller prolifererar och det har visats
att prepubertal AMH-koncentration kan forutspa antalet sertoliceller postpubertalt
(Rey et al. 2003; Petersen & Soder 2006). Tanken ar att atminstone det totala antalet
spermier per ejakulat i viss man ska kunna férutspas. Teorin har mig veterligen bara
testats pa asna, och da kunde inget samband pavisas (Holst et al. 2020). Det skulle
vara intressant att testa en sadan hypotes pa en hundpopulation, eftersom det skulle
kunna underlatta urval av potentiella avelshanar med god spermakvalitet tidigare i
livet. Det hade dven kunnat vara intressant att undersoka kopplingen mellan kon-
centrationen av AMH och testosteron (eller FAI — free androgen index) hos hundar.
Sjunker testosteron eller FAI med aldern och ar det da kopplat till en stigande
AMH-koncentration och nedsatt spermakvalitet?

Sammantaget har den har studien kunnat visa att koncentrationen av AMH i se-
rum har ett samband med vissa parametrar for spermakvalitet. Hogre koncentration
av AMH kunde kopplas samman med lagre andel motila spermier, hogre andel
spermier med defekt morfologi och hdgre andel spermier med just huvuddefekter.
Dessutom Okade koncentrationen av AMH med aldern pa hundarna i studiepopu-
lationen. Dessa resultat var i linje med den hypotes som sattes upp, med undantagen
att vi inte kunde pdvisa signifikant samband mellan AMH-koncentrationen och det
totala antalet spermier per ejakulat eller testiklarnas storlek. Slutligen kunde studien
dven visa att AMH inte var méatbart i seminalplasman hos ndgon av de hundar vi
undersokte med avseende pa detta.
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Tack

Tack till mina fina handledare for all hjélp och stéttning. Och till mina medstudenter
i projektet som har gjort arbetet sa mycket roligare. Ett stort tack till personalen pa
Spermalab pa SLU for bra stod. Framfor allt vill jag rikta ett stort tack till alla un-
derbara hundar och deras dgare som deltog i studien! Ert stora engagemang och
vilja &r det som har gjort den hér studien till vad den har blivit! Tack!

46



Popularvetenskaplig sammanfattning

Det har examensarbetet ar ett delprojekt i en stérre undersokning om fruktsamheten
hos hanhundar av rasen berner sennen. Rasklubben for sennenhundar har uppmark-
sammat att rasen har vissa problem med att manga kullar har relativt fa valpar med
tanke pa rasens storlek, och att manga parningar inte resulterar i nagon draktighet.
Darfor kontaktade de SLU med en forfragan om universitetet kunde genomféra
forskning kring fruktsamheten hos rasen, vilket resulterade i ett storre projekt som
det hér arbetet ar en del av. | det har arbetet undersoks om ett hormon som heter
Anti-Mdllerskt hormon (AMH) kan anvandas som en markor for att bedéma en
hanhunds fertilitet, och pa sa satt lattare kunna avgora en hanhunds mojlighet att bli
pappa. AMH &r ett hormon som i fosterstadiet hjalper till att styra det hanliga fostret
till att bli just hane genom att férhindra de honliga kénsorganen att utvecklas. Se-
nare under livet produceras hormonet hos bade honor och hanar i dggstockarna re-
spektive testiklarna, och hormonet frisatts till viss del ut i blodbanan vilket gor att
vi kan mata koncentrationen av hormonet med ett blodprov. Hos kvinnor kan det
anvandas for att ge en uppskattning hur manga dgg kvinnan har kvar. Hos hanar har
anvandandet varit mer begransat, men man hoppas att AMH kan anvéndas som en
markdr for produktionen av spermierna eftersom det produceras av samma celltyp
som hjalper till att forma och ge néring till spermiernas utveckling. Tidigare studier
har visat att hormonet dven utsondras i seminalplasman (som &r den vétska som bar
spermierna) hos manga arter, daribland manniskan. Hos man har ett flertal studier
kunnat visa ett samband mellan koncentrationen av AMH i seminalplasman och
olika tecken pa spermakvalitet, sa som antalet spermier, hur bra de simmar och
olika defekter pa spermiernas utseende. Farre studier relaterar hormonets koncent-
ration i blodet till dessa kvalitetstecken. An sa lange finns det ingen publicerad stu-
die som undersoker dessa samband hos hund. | den har studien undersoks just darfor
om det finns nagon koppling mellan koncentrationen av AMH i blodet eller semi-
nalplasman och spermakvalitet &ven hos hund.

Vi undersokte 65 hanhundar av rasen berner sennen. Agarna till hundarna fick
svara pa ett kortfattat halsoformulér, hundarna undersoktes och de fick lamna sper-
maprov och blodprov. Sperman undersoktes sedan visuellt och i mikroskop. Vi
matte koncentrationen av AMH i blodproverna fran hundarna, och i 16 av hundar-
nas spermaprover. Vi relaterade datan fran undersokningen av spermierna till kon-
centrationen av hormonet i blodet.

47



Ingen av proverna dar hormon-koncentrationen mattes i seminalplasman hade
koncentrationer som gick att méata. Det tyder pa att hundar inte utsondrar hormonet
till seminalplasman sa som till exempel manniskor gor. Nar vi relaterade datan fran
koncentrationerna av hormonet i blodet med spermieundersokningen fann vi intres-
santa samband. Om koncentrationen av AMH i blodet var hdgre hade hundens sper-
mier samre rorlighet och fler defekter i utseendet. Framforallt 0kade felaktigheter i
utseendet pa spermiernas huvuden. Dessutom fann vi att koncentrationen av hor-
monet stiger med hundens alder. Sammanfattningsvis har vi hittat indikationer pa
att matning av koncentrationen av hormonet AMH kan ge en fingervisning av hun-
dens spermakvalitet, men fortsatt forskning behévs for att bekrafta det har samban-
det.
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Figur 9. Sambandet mellan andel spermier med normal morfologi (%) och koncentrationen av AMH
i serum (ng/ml)
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Bilaga 2

Tabell 7. Lista 6ver deltagande kliniker och antalet provtagna hundar per klinik

Veterinarklinik Stad Antal provtagna
hundar

Universitetsdjursjukhuset, 2 deltagande Uppsala 23
veterinérer

Ulvsby Smadjursklinik Karlstad 2
Karlskrona Djurklinik Lyckeby 5
Distriktsveterindrerna Gotland Roma 1
Djurklinik i Skelleftea Skellefted 2
Aros Veterinarcentrum Vasteras 5
Halsinge Smadjursklinik Hudiksvall 6
Anicura Jéagarvallens Djursjukhus Linkoping 3
Goteborgs Djurklinik Goteborg 2
Gavle djurklinik Gavle 1
Jonkopings smadjursklinik Jonkoping 10
Djurkliniken i Umea Umea 1
Anicura Bagarmossen Stockholm 1
Anicura Hassleholm Héssleholm 1
PetVet Sweden Pited 2
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Bilaga 3

S

S Lu Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

SLU. Institutionen fér kliniska vetenskaper PROVTAGNINGSINFORMATION - REMISS
Projekt: Fruktsamhet hos Berner-sennen hanar

Information om hunden (fylls i av )
[Registrerat namn (kallas): Reg. Ni:
[Chipnummer eller tatuering: Eadd:
|Avelshistorik: Behandlad med hormonpreparat (t.ex kemisk kastrering):
OAldrig gatt i avel OJa,
OPlanerad aft g i avel i framtiden datum:
OHar gitt i avel: preparat:
Tidigare parade tikar, antal: O Nej
Lammnat kullar, antal:
Antal valpar. totalt:
Specifika hiilsofrigor: Behandling historik:
[Problem med urinering (kissar linge. blod, droppar urin): O Aldrig behandlad med likemedel
DJa, OBehandlad med fistingprofylax senaste 12 manaderna
U Nej Tvp: Datum:
Problem med avforing (platt avforing, svart att bajsa. blod):| 0 Annan likemedelsbehandling
OTa, B
Typ: Datum:
O Nej
Ovrigt:

("‘n'rig informartion (t.ex gillande avelshistorik, medicinsk historik):

Provemna skickas till: SLU, KV-lab Box 7084, 750 07 Uppsala Hontaktinformation: 1(2)
Ref: "Frukisamhet hos bemer sennen hanar” Baodil 3rdm Holst
Ida Hallberg

hanhundsforskningi@slu.se

Figur 10. Formul&r kring hundens hélsa och avelshistorik som &garen fyllde i
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Bilaga 4

S

S L u Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

SLU, Institutionen for kliniska vetenskaper REMISS
Projekt: Fruktsamhet hos Bemer-sennen hanar

Uppgifter om Provtagningen (fylls i av )
’Dntum for provtagning: Namn pa hund (journaletikett):
[Provmaterial: [D:

OSpermaprov

OSerumror

DOEDTA-rér
[Volym ejakulat: ’Betliimuiug av motilitet av spermier i mikroskop (%0):
[Fiirg ejakular: [vriga anteckningar (ex om problem vid samling) :
[Hull (1-9): Vikt:

[Klinisk undersikning (efter spermasamling):
OPalpation testiklar;

diameter (bada):

dia sin- dia dx:

héjd sin hejd dx:
tjocklek sin: tjocklek dx:
konsistens sin: konsistens dx:

(mjuk, normal, hérd, annar)

OPalpation prostata;

CAUDALT CRANIALT

Smartar OJa ONg
Avvikande konsistens JJa ONej
Symmetri OJa ONej
Storlek OJa ONej
VENTRALT
[Provtagare: Felefon:

F'etel'in.‘il‘k]inik: ’()11:

[Ort och Datum] [Underskrift] [Namnfortydligande/Stampel]
Froverna skickas till SLU, Kvab Box 7054, 750 07 Uppsala  Kentaktinformation: 2(2)
Ref: “Fruktsamhet hos bemer sennen hanar™ Bodil Strém Holst
Ida Hallberg

Figur 11. Formul&r for provtagningen som provtagande veterinar fyllde i
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Bilaga 5

180000

Variable
—&8— Dia dx (mm)
=B - Hgjd dx (mm)
--#-- Tjocklek dx (mm)

160000

140000

120000

100000

80000

60000

Uppskattad total volym

40000

20000

X-Data

Figur 12. Sambandet mellan testikelns diameter (blda prickar), hojd (roda fyrkanter) respektive
tjocklek (gréna romber) och den uppskattade volymen. Hoger testikel.

180000 Variable

~&— Dia sin (mm)
160000- ¢ u L =& - Hgjd sin (mm)

o a ==#=- Tjocklek sin (mm)
140000-
120000-
100000
80000

60000

Uppskattad total volym

40000+

20000+

X-Data

Figur 13. Sambandet mellan testikelns diameter (blda prickar), hojd (réda fyrkanter) respektive
tjocklek (gréna romber) och den uppskattade volymen. Véanster testikel.
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